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KOMISSION ASETUS (ETY) N:o 2568/91,
annettu 11 péivind heinikuuta 1991,

oliivioljyn ja wuutetun oliivioljyn ominaisuuksista sekd niiden
méiritysmenetelmisti

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan talousyhteison perustamissopimuksen,

ottaa huomioon rasva-alan yhteisestd markkinajérjestelystd 22 paivand
syyskuuta 1966 annetun neuvoston asetuksen 136/66/ETY (1), 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 madrdtddn kussakin jasenvaltiossa seké
yhteison maiden vélisessd ja kolmansien maiden kanssa kéytavassd kau-
passa kaupan pidettidvin puristetun oliividljyn ja uutetun oliividljyn ni-
mityksistd ja madritelmisti,

eri Oljytyyppien erottamiseksi toisistaan kunkin tyypin fysikaalis-kemi-
alliset ominaisuudet ja neitsytdljyn aistinvaraiset ominaisuudet on syyta
madritelld kyseisten tuotteiden puhtauden ja laadun takaamiseksi, sano-
tun kuitenkaan rajoittamatta muiden voimassa olevien tdti koskevien
sdannosten soveltamista,

eri O0ljytyyppien ominaisuuksien esiintyminen olisi médritettdvd yhtenii-
sesti kaikkialla yhteisdssé; titd varten on syytd vahvistaa yhteison me-
netelmit kemiallista médritystd ja aistinvaraista arviointia varten; siirty-
mikauden aikana olisi kuitenkin sallittava jasenvaltioissa sovellettavien
muiden médritysmenetelmien kéyttd ottaen kuitenkin huomioon, etté jos
tulokset ovat erilaisia, yhteiselld menetelmailld saadut tulokset ovat rat-
kaisevia,

oliividljyn fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksien sekd maéritysmenetel-
mien mdadritteleminen johtaa yhdistetyn nimikkeiston 15 ryhmén lisé-
huomautusten mukauttamiseen,

neitsytdljyn aistinvaraisten ominaisuuksien arviointimenetelmédn kuuluu
valituista ja koulutetuista maistajista koostuvien raatien muodostaminen;
tdmén vuoksi olisi sdddettdvi tillaisen jarjestelyn luomiseen tarvittavasta
méiérdajasta; ottaen huomioon joidenkin jdsenvaltioiden vaikeudet mais-
tajien raadin muodostamisessa olisi sallittava muiden jdsenvaltioiden
raatien kiytto,

(M EYVL N:o 172, 30.9.1966, s. 3025/66
(®» EYVL N:o L 353, 17.12.1990, s. 23



1991R2568 — FI — 09.08.2012 — 024.001 — 3

man toiminnan varmistamiseksi olisi sdddettdvd yhtendisestd menetel-
mistd ndiden tuotteiden dljypitoisuuden méaérittdmiseksi,

on suotavaa sddtdd ennen timén 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 (3), ja

rasvojen hallintokomitea ei ole antanut lausuntoa puheenjohtajansa aset-
tamassa méadrdajassa,

ON ANTANUT TAMAN ASETUKSEN:

VY M20
I artikla

1. Oljyjd, joiden ominaisuudet ovat timéin asetuksen liitteessd I ole-
vassa 1 ja 2 kohdassa médritettyjen ominaisuuksien mukaiset, pidetddn
asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevan 1 kohdan a ja b alakohdassa
tarkoitettuina neitsytoliividljyina.

2. Oljyd, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liitteessd I ole-
vassa 3 kohdassa médritettyjen ominaisuuksien mukaiset, pidetddn ase-
tuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 1 c¢ kohdassa tarkoitettuna
oliivilamppudljyna.

3. Oljyd, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liitteessd I ole-
vassa 4 kohdassa mééritettyjen ominaisuuksien mukaiset, pidetidén ase-
tuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 2 kohdassa tarkoitettuna ja-
lostettuna oliividljyna.

4. Oljys, jonka ominaisuudet ovat timdn asetuksen liitteessd I ole-
vassa 5 kohdassa mééritettyjen ominaisuuksien mukaiset, pidetidén ase-
tuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 3 kohdassa tarkoitettuna ja-
lostetusta oliividljystd ja neitsytoliividljystd valmistettuna oliividljyna.

5. Oljyd, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liitteessd I ole-
vassa 6 kohdassa mééritettyjen ominaisuuksien mukaiset, pidetidén ase-
tuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 4 kohdassa tarkoitettuna raa-
kana oliivin puristemassadljyna.

6. Oljyd, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liitteessd I ole-
vassa 7 kohdassa mééritettyjen ominaisuuksien mukaiset, pidetidén ase-
tuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 5 kohdassa tarkoitettuna ja-
lostettuna oliivin puristemassadljyna.

7. Oljyi, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liitteessd I ole-
vassa 8 kohdassa mééritettyjen ominaisuuksien mukaiset, pidetidén ase-
tuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 6 kohdassa tarkoitettuna olii-
vin puristemassadljyna.

(') EYVL N:o L 128, 24.5.1977, s. 6
() EYVL N:o L 166, 1.7.1988, s. 10
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YM19

VYM21

VY M20

VY M20

YMi1

VYMi13

VYM19

VYM23

2 artikla
1 Niiden dljyjen, joista maéritiadn liitteessd I, ominaisuudet méérite-

tddn seuraavia méadritysmenetelmid noudattaen:

— oleiinihappoprosentteina ilmaistavien vapaiden rasvahappojen méa-
rittdminen liitteen II menetelmalla,

— peroksidiluvun méérittdminen liitteen III menetelmalla,

— vahapitoisuuden maérittdiminen liitteen IV menetelmaélla,

— sterolipitoisuuden méérittdminen liitteen V menetelmalld,

— erytrodiolin ja uvaolin médrittdminen liitteen VI menetelmalla,

— 2-glyseryylimonopalmitaatin prosenttiosuuden mééarittdminen liitteen
VII menetelmill4,

— spektrofotometrinen maéiritys liitteen IX menetelmalla,

— rasvahappokoostumuksen méérittdiminen liitteiden X A ja X B me-
netelmalld,

— haihtuvien halogeeniliuottimien méérittiminen liitteen XI menetel-
malli,

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

— stigmastadieenien maéritykseen liitteessd XVII kuvattu menetelma,

— triglyseridien koostumuksen mééritykseen ECN42:na liitteessd X VIII
kuvattu menetelma4,

— alifaattisten alkoholien pitoisuuden maéérittdminen liitteen XIX me-
netelmalla,

— vahojen, rasvahappojen metyyliestereiden ja rasvahappojen etyylies-
tereiden pitoisuuksien médrittiminen liitteen XX kapillaarikaasukro-
matografiamenetelméalla.
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YM19

2. Kansallisilta viranomaisilta tai ndiden edustajilta edellytettdvisti
neitsytoliividljyjen aistinvaraisten ominaisuuksien tarkistuksesta vas-
taavat jdsenvaltioiden hyvdksymdt maistajaraadit.

Ensimmdisessd kohdassa tarkoitetun oliiviljyn aistinvaraisten ominai-
suuksien katsotaan olevan yhdenmukaisia ilmoitetun oliividljyluokan
kanssa, jos asianomaisen jdsenvaltion hyviksymé raati vahvistaa kysei-
sen luokituksen.

Jos hyviksytty raati ei vahvista ilmoitusta ilmoitetun oliiviéljyluokan
aistinvaraisten ominaisuuksien osalta, kansalliset viranomaiset tai niiden
edustajat teettdvét asianomaisen pyynndstd muilla hyvéksytyilld raadeilla
kaksi seurantamddritystd, joista ainakin toisen tekee asianomaisen tuot-
tajajdsenvaltion hyvidksymd raati. Kyseisten ominaisuuksien katsotaan
olevan yhdenmukaisia ilmoitettujen ominaisuuksien kanssa, jos ilmoi-
tettu luokitus vahvistetaan molemmissa seurantamadrityksissd. Pdinvas-
taisessa tapauksessa seurantamdirityksen kustannuksista vastaa asian-
omainen, sanotun kuitenkaan rajoittamatta seuraamusten soveltamista.

YM17

" 3. Kun on kyse kansallisten viranomaisten tai niiden edustajien teke-
mastd 1 kohdan mukaisesta 6ljyn ominaisuuksien toteamisesta, ndytteen-
otto tehddidn koendytteen valmistelua ja ndytteenottoa koskevia kansain-
vilisid standardeja EN ISO 661 ja EN ISO 5555 noudattaen. Poiketen
siitd, mitd standardissa EN ISO 5555 olevassa 6.8 kohdassa maératéaan,
edelld mainituista 6ljyistd koostuvien erien, joissa tuotetta 1dhinnd ole-
van pakkauksen vetoisuus on enintddn 100 litraa, niytteenotto tehdéddn
kuitenkin tdmén asetuksen liitteen I a mukaisesti.

vYM19
Rajoittamatta standardin EN ISO 5555 ja standardissa EN ISO 661
olevan 6 luvun méirdysten soveltamista nidytteet on sijoitettava vii-
pymattd valolta ja 1&mmoltd suojattuun paikkaan ja ldhetettdva labora-
torioon maédritettédviksi viimeistddn:

— lokakuun ja toukokuun vilisend aikana ndytteenottoa seuraavana
kymmenenteni tyopdivind, ja

— kesédkuun ja syyskuun vilisend aikana nédytteenottoa seuraavana vii-
dentend tyopdivéani.

YM17
4. P»M20 Edellda 3 kohdassa tarkoitettua todentamista varten liit-
teissd 11, III, IX, X ja XII tarkoitetut méaéritykset ja tapauksen mukaan
kansallisessa lainsdddédnndssd sdddetyt vastamédritykset on tehtdvd en-
nen vahimmadissédilymisajan pdittymisti. Jos ndyte otetaan yli nelja kuu-
kautta ennen vdhimmadissdilyvyysajan paéttymistd, kyseiset méadritykset
on tehtdvd neljan kuukauden kuluessa ndytteenotosta. Mainitussa ase-
tuksessa sdddettyihin muihin méérityksiin ei sovelleta méirdaikoja. <
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Ym17

Jos maédritysten tulokset eivdt vastaa ilmoitetun oliividljyluokan tai il-
moitetun uutetun oliividljyn luokan ominaisuuksia, asianomaisen on
ilmoitettava asiasta kuukauden kuluessa ensimmadisessi alakohdassa tar-
koitetun médrdajan padttymisestd, jollei ndytettd ole otettu véhintddn
kuukautta ennen vdhimmaéissédilymisajan padttymista.

vYM19
5. Méiéritystuloksia verrataan suoraan tdssd asetuksessa sdddettyihin
rajoihin oliividljyjen ominaisuuksien méérittelemiseksi 1 kohdassa séi-
dettyjd menetelmid noudattaen.

YM20
2 a artikla

Kansalliset viranomaiset tai ndiden edustajat voivat todentaa oliividljyn
tai oliivin puristemassadljyn yhdenmukaisuuden ilmoitetun luokan
kanssa joko:

a) tekemélld liitteessd I sdddetyt médritykset missd tahansa jarjestykses-
sd;

b) tai seuraamalla pédédtoksentekokaaviota koskevassa liitteessd I b séa-
dettyd jérjestysti kunnes pédstdén johonkin kyseisessd kaaviossa
mainittuun paitdkseen.

»M19 3 « artikia

Kun &ljyn aistinvaraisten ominaisuuksien havaitaan olevan erilaiset kuin
sen nimityksestd johtuvat ominaisuudet, kyseisen jdsenvaltion on sovel-
lettava hallinnollisia rahaméériisid seuraamuksia, joiden méérd vahvis-
tetaan havaitun poikkeaman vakavuuden mukaisesti, sanotun kuitenkaan
rajoittamatta muiden mahdollisten seuraamusten soveltamista.

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

Jasenvaltioiden on annettava komissiolle tiedoksi kunkin vuosipuoliskon
alussa havaittujen poikkeamien médrd ja luonne sekd edellisen vuosi-
puoliskon aikana sovelletut seuraamukset.

4 artikla

VYM19
1. Jdsenvaltiot voivat hyviksyd maistajaraateja, jotta kansalliset vi-
ranomaiset tai niiden edustajat voivat arvioida ja valvoa aistinvaraisia
ominaisuuksia.

Jasenvaltioiden on vahvistettava hyviksymistd koskevat edellytykset
etenkin siten, ettd:

— liitteessd XII olevan 4 kohdan edellytykset tdyttyvit,

— raadin puheenjohtajan koulutuksesta vastaa laitos jésenvaltion tdssd
tarkoituksessa hyviksymin edellytyksin,
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YM19

— hyviksynndn pitevyys ratkaistaan jésenvaltion kayttdonottamassa
vuotuisessa valvontajirjestelméssd saatujen tulosten perusteella.

Kunkin jdsenvaltion on toimitettava komissiolle luettelo hyviksytyistd
raadeista ja tdmén kohdan mukaisesti toteutetuista toimenpiteisti.

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

3.  Kunkin jidsenvaltion on laadittava luettelo ammattijarjestdjen tai
ammattien vilisten jarjestdjen 1 kohdan edellytysten mukaisesti perus-
tamista maistajien raadeista ja niiden on valvottava ndiden edellytysten
noudattamista.

YM19

6 artikla

1 Oliividljyn erottamisesta syntyneen 6ljykakun ja muiden yhdistetyn
nimikkeiston CN-koodeihin 2306 90 11 ja 2306 90 19 kuuluvien jéattei-
den 6ljypitoisuus madritetddn liitteen XV menetelmin mukaisesti.

2 Edelld 1 kohdassa tarkoitettu 6ljypitoisuus ilmaistaan 6ljyn painop-
rosenttina kuiva-aineesta.

VY M20
7 artikla

Haitallisten aineiden osalta sovelletaan niiden esiintymistd koskevia yh-
teison sadnnoksid.

Halogeeniliuottimien pitoisuuden osalta raja-arvot ovat kaikkien oliividl-
jyluokkien osalta seuraavat:

— Kunkin havaitun halogeeniliuottimen enimmdispitoisuus 0,1 mg/kg

— Havaittujen  halogeeniliuottimien = summan  enimmaéispitoisuus
0,2 mg/kg

8 artikla

1 Jasenvaltioiden on ilmoitettava komissiolle timén asctuksen sovel-
tamiseksi toteutetut toimenpiteet.

2 Kunkin vuosipuoliskon alussa jdsenvaltioiden on toimitettava ko-
missiolle tiedoksi yhteenveto edellisen vuosipuoliskon aikana tehtyjen
madritysten tuloksista.



1991R2568 — FI — 09.08.2012 — 024.001 — 8

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.

10 artikla

1  Téma asetus tulee voimaan seuraavana pdivand sen jélkeen, kun se on
julkaistu Euroopan yhteisojen virallisessa lehdessd. Liitteen XII menetelmé
on kuitenkin otettava kéyttoon » M1 1 péivéstd marraskuuta 1992 <«
interventioon liittyvié toimia lukuun ottamatta.

Témi menetelmé ei koske ennen 1 péivdd marraskuuta 1992 pakattuja
neitsytoliivioljyja.

2  Téma asetus ei koske ennen timén asetuksen voimaantuloa pakat-
tua ja 31 pdivddn lokakuuta 1992 asti kaupan pidettyd oliividljyd tai
uutettua oliividljya.

Tamai asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaise-
naan kaikissa jésenvaltioissa.
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LITE 1

OLIIVIOLJYJEN OMINAISUUDET

HPLC:lla
. madritetyn . . Aistinvarai-
Rasvahappojen Happopi- lzflmk]fk Vahat 2ol i Imit- | st ; ja teoreet- A15tquramen nen arvio
metyyliesterit (FAME) ja | toisuus 1 ku aha -glyseryyimonopaimit- | SUSMASA~ o ot Jas- " N Delta-K arvio Hedelmii-
Luokka rasvahappojen %) mEq mg/kg aatti dleemI Ketun Kyzp (*) | Kyzo (%) ) Virheen syyden
sk 0, . .
etyyliesterit (FAEE) *) Ozikg ** (o) meg/kg (') ECN42:n medlaaiu (Md) mediaani
) vilinen ) Mf) (*)
ero
Ekstra-neitsytoliividljy Y FAME + FAEE <0,8 <20 < 250 < 0,9 jos palmitii- <0,10 <0,2 < 2,50 < 0,22 < 0,01 Md =0 Mf > 0
<75 mg/kg tai nihapon kokonaispro-
75 mg/kg <X senttiosuus % < 14 %
FAME + FAEE
< 150 mg/kg ja (FA- < 1,0 jos palmitii-
EE/FAME) < 1,5 nihapon kokonaispro-
senttiosuus % > 14 %
Neitsytoliivioljy — <20 <20 <250 < 0,9 jos palmitii- <0,10 <0,2 <260 | <025 [ 0,01 »C1 Md Mf > 0
nihapon kokonaispro- <35«
senttiosuus % < 14 %
< 1,0 jos palmitii-
nihapon kokonaispro-
senttiosuus > 14 %
Lamppuoliividljy — > 2,0 — <300 (3 < 0,9 jos palmitii- < 0,50 <03 — — — »C1 Md —
nihapon kokonaispro- >3503) <
senttiosuus % < 14 %
< 1,1 jos palmitii-
nihapon kokonaispro-
senttiosuus % > 14 %
Jalostettu oliividljy — <0,3 <5 <350 < 0,9 jos palmitii- — <0,3 — <110 | 0,16 — —

nihapon kokonaispro-
senttiosuus % < 14 %

< 1,1 jos palmitii-
nihapon kokonaispro-
senttiosuus % > 14 %
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HPLC:1la
. . Peroksi- maaritetyn Aistinvarainen AlStll’lVal‘.al—
Rasvahappojen Happopi- dilu ku Vahat 2-glyseryylimonopalmit- | Stigmasta- 2 teoreet- arvio nen arvio
metyyliesterit (FAME) ja | toisuus glyseryyimonop gmas tisesti las- Delta-K . Hedelmii-
Luokka . o mEq mg/kg aatti dieeni Kyzn (*) | Kygo (%) % Virheen
rasvahappojen (%) Oykg (%% %) mg/ke (') ketun *) mediaani (Md) syyden
etyyliesterit (FAEE) *) (2*) ECN42:n *) mediaani
vélinen Mf) (*)
ero
5. Jalostetusta oliividljystd ja — <10 <15 <350 < 0,9 jos palmitii- — <03 — <090 | <£0,15 — —
neitsytoliividljystd  valmis- nihapon kokonaispro-
tettu oliividljy senttiosuus % < 14 %
< 1,0 jos palmitii-
nihapon kokonaispro-
senttiosuus % > 14 %
6. Raaka oliivin puristemas- — — — > 350 (%) <14 — < 0,6 — — — — —
sadljy
7. Jalostettu  oliivin  puris- — <03 <5 > 350 <14 — <0,5 — < 2,00 < 0,20 — —
temassadljy
8. Oliivin puristemassadljy — <10 <15 > 350 <1,2 — <0,5 — < 1,70 <0,18 — —
(") Sellaisten isomeerien yhteismédird, joka voidaan (tai jota ei voida) erottaa kapillaarikolonnin avulla.
() Tai jos virheen mediaani on enintdéin »C1 3,5 « ja hedelmiisyyden mediaani 0.
(®) Kun 8ljyn vahapitoisuus on 300-350 mg/kg, sitd pidetddn lamppudljynd, jos alifaattisten alkoholien kokonaispitoisuus on enintddn 350 mg/kg tai jos erytrodioli- ja uvaolipitoisuus on enintdén 3,5 prosenttia.
(*) Kun 6ljyn vahapitoisuus on 300-350 mg/kg, sitd pidetdén raakana oliivin puristemassadljynd, jos alifaattisten alkoholien kokonaispitoisuus on yli 350 mg/kg ja jos erytrodioli- ja uvaolipitoisuus on yli 3,5 prosenttia.
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Rasvahappojen pitoisuus (') Transli- Sterolikoostumus
T noliiso-
lrfi'ns: meerien
. 2;1112:: ja trans- i Koko- | Erytrodioli
Luokka Myristiini- | Linolee- | Arakido- | Eikosee- | Beheeni- ngpqse— rien linolee- | Koleste- | Brassi- | Kampes-| Stigmaste- | Beetasitos- J?e a7 | naissterolit ja uvaoli
happo nihappo | nihappo | nihappo | happo hr:nl;) summa niisg— roli kasteroli | teroli roli teroli s ig:;ﬁs_ (mg/kg) | (%) (**)
(%) (%) (%) (%) (%) o (%) | meerien (%) (%) (%) (%) (%) () o
) summa %)
(%)
1. Ekstra-neitsytoliivioljy < 0,05 <10 ] <06 | <04 | <02 ] <02 [<0,05[<005]| <05 ] <0, <40 [ < Kamp. | > 93,0 <0,5 | >1000 <45
2. Neitsytoliividljy <005 | <10 | <06 | <04 | <02 ]<02]<005]<005]<05]<0,1] <40 ]| <Kamp.| =930 | <0,5 [>1000 <45
3. Lamppuoliividljy < 0,05 <10 ] <06 | <04 | <02 ] <02 (<0,10[{<0,10] 0,5 | =<0,1 <40 — > 93,0 <05 [>1000| <450
4. Jalostettu oliividljy < 0,05 <10 ] <06 | <04 | <02 ]<02 ]|<020]=<030]| <05 ] <0,1 <40 [ <Kamp. | > 93,0 <0,5 | 21000 <45
5. Jalostetusta oliividljystd ja neitsyto- | < 0,05 <1,0 [ <06 | <04 | <02 | <02 |<020]|<030| <0,5 [ <0,1 <40 | <Kamp. | >293,0 | 0,5 | > 1000 <45
liividljystd valmistettu oliividljy
6. Raaka oliivin puristemassadljy < 0,05 <10 ] <06 [ <04 | <03 ]<02 [<020([<0,10] £05 ] <02 ] <40 — >93,0 <05 |>2500 | >45®
7. Jalostettu oliivin puristemassadljy < 0,05 <10 ] <06 | <04 | <03 ] <02 ]<040]<035| <05 ] <02 ] <40 | <Kamp. | 293,0 | <0,5 | >1800 > 45
8. Oliivin puristemassadljy < 0,05 <10 ] <06 | <04 | <03 | <02 ]<040]<035]| <05 ] <02 ] <40 | <Kamp. | >93,0 <05 | 21600 > 4.5

(') Muiden rasvahappojen pitoisuus (%): palmitiinihappo: 7,5 - 20,0; palmitoleiinihappo: 0,3 - 3,5; heptadekaanihappo: < 0,3; heptadekeenihappo: < 0,3 steariinihappo: 0,5 - 5,0; oleiinihappo: 55,0 - 83,0; linolihappo: 3,5 - 21,0
(?) Seuraavien summa: delta-5-23-stigmastadienoli + klerosteroli + beetasitosteroli + sitostanoli + delta-5-avenasteroli + delta-5-24-stigmastadienoli

(®) Kun 6ljyn vahapitoisuus on 300 - 350 mg/kg, sitd pidetddn lamppudljynd, jos alifaattisten alkoholien kokonaispitoisuus on enintddn 350 mg/kg tai jos erytrodioli- ja uvaolipitoisuus on enintddn 3,5 prosenttia.

(*) Kun 6ljyn vahapitoisuus on 300 - 350 mg/kg, sitd pidetddn raakana oliivin puristemassadljynd, jos alifaattisten alkoholien kokonaispitoisuus on yli 350 mg/kg ja jos erytrodioli- ja uvaolipitoisuus on yli 3,5 prosenttia.

Huom.

a) Analyysitulokset on ilmaistava yhtd monen desimaalin tarkkuudella kuin kunkin ominaisuuden osalta esitetdén.
Viimeinen luku on py®ristettdvé yhdelld yksikolld yldspéin, jos sitd seuraava luku on suurempi kuin 4.
b) Jos 6ljyn yksikin ominaisuus poikkeaa annetuista arvoista, sen luokka muutetaan tai todetaan, ettei se tiytd tissd asetuksessa sdddettyja puhtausvaatimuksia.
¢) Oljyyn laatuun viittaavat tihdelld (*) merkityt ominaisuudet tarkoittavat, etti:
— lamppuoliividljyn ei tarvitse tdyttda kaikkia raja-arvoja koskevia vaatimuksia samanaikaisesti,
— jos neitsytoliividljy ei tdytd jotain raja-arvoa koskevaa vaatimusta, 6ljyn luokka muutetaan, mutta se séilyy edelleen luokiteltuna johonkin neitsytoliividljyluokista.
d) Kaksi tihted (**) oliividljyn jonkin laatuominaisuuden kohdalla tarkoittaa, ettd oliivin puristemassadljyjen ei tarvitse tdyttad kaikkia raja-arvoja koskevia vaatimuksia samanaikaisesti.

C10T°80°60 — Id — 89STUT661
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LITE I a

Niytteenotto oliivioljyistd tai oliivin puristemassaéljyisti, jotka toimitetaan
vetoisuudeltaan enintiin 100 litraa olevissa tuotetta lihinnd olevissa
pakkauksissa

Tétd nidytteenottomenetelmid sovelletaan enintddn 125 000 litran suuruisiin olii-
violjyn tai oliivin puristemassadljyn toimituksiin, joissa tuotetta ldahinnd olevan
pakkauksen vetoisuus on enintddn 100 litraa.

Yli 125 000 litraa sisdltdva toimitus on jaettava enintddn 125 000 litran eriin. Alle
125 000 litran toimitus muodostaa yhden erdn. Menetelméd sovelletaan kaikkiin
eriin.

Perusndytteiden vdhimmaislukuméérd maédraytyy erdan koon mukaan 1 kohdassa
olevan taulukon mukaisesti.

Perusndytteiden lukumaéra riippuu tuotetta ldhinnd olevien pakkausten vetoisuu-
desta 2.1 kohdassa sdddetyn taulukon mukaisesti.

Toimituksella, perusndytteelld ja laboratoriondytteelld tarkoitetaan standardissa
EN ISO 5555 tarkoitettuja méaritelmia.

Ilmaisulla ”erd” tarkoitetaan kaikkia myyntiyksikoitd, jotka on tuotettu, valmistettu
ja pakattu sellaisissa olosuhteissa, ettd kunkin tillaisen myyntiyksikon sisaltimaa
Oljyd pidetddn yhdenmukaisena kaikkien analyyttisten ominaisuuksien osalta.

1. PERUSNAYTTEIDEN LUKUMAARA

Perusnaytteiden vahimmaislukumaira madraytyy erdn koon mukaan seuraa-
van taulukon mukaisesti:

Erdn koko (litroina) alle Perusniytteiden vihimmaislukumiiiri
7 500 2
25000 3
75 000 4
125 000 5

Samaan perusndytteeseen kuuluviksi tuotetta lahinnd oleviksi pakkauksiksi
on valittava erdssd vierekkdin olevat pakkaukset.

Episelvissd tapauksissa jdsenvaltioiden on lisdttdvd perusndytteiden luku-
maaraa.

2. PERUSNAYTTEEN SISALTO

2.1 Perusniyte muodostuu seuraavasti:

Jos tuotetta 1dhinnéd olevien pakkausten

. Perusndytteeksi valitaan:
vetoisuus on:

a) vahintddn 5 litraa a) kolmen tuotetta ldhinnd olevan
pakkauksen 6ljy

b) véhintdédn 3 litraa mutta enintdén | b) kolmen tuotetta 1&hinnd olevan

5 litraa pakkauksen 6ljy

c) viahintddn 2 litraa mutta enintdédn | ¢) kolmen tuotetta ldhinnd olevan
3 litraa pakkauksen 6ljy

d) véhintddn 1 litra mutta enintddn [ d) kuuden tuotetta ldhinnd olevan
2 litraa pakkauksen oljy

e) viahintddn 0,75 litraa mutta enin- [ e) kuuden tuotetta ldahinnd olevan
tadn 1 litra pakkauksen oljy

f) enintddn 0,75 litraa f) kolminkertaisesti 6ljy mahdolli-

simman vdhdisestd madrastad
pakkauksia, joiden kokonais-
vetoisuus ylittdd 1,5 litraa
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2.2

23

Perusniytteet on siilytettivii tuotetta lihinni olevissa pakkauksissa
kunnes miiritykset tehdiin. Tdmién jilkeen perusniytteiden oljy jae-
taan tarvittaessa kolmeksi laboratorioniytteeksi, jotta voidaan tehdéi:

a) liitteissa 11, III, IX ja X tarkoitetut médaritykset;
b) liitteessd XII tarkoitettu maéritys;
¢) muut méaritykset.

Perusniiytteen muodostavien pakkausten 6ljy on jaettava kansallisessa
lainsdfddédnnossa sididettyja valvontamenettelyji noudattaen.

MAARITYKSET JA TULOKSET

a) Kukin 1 kohdassa tarkoitettu perusndyte jactaan standardissa EN ISO
5555 olevan 2.5 kohdan mukaisesti laboratoriondytteiksi seuraavien maa-
ritysten tekemiseksi:

— asetuksen 2 artiklan 1 kohdan ensimmadisessd luetelmakohdassa tar-
koitettu vapaiden rasvahappojen maérittdminen,

— asetuksen 2 artiklan 1 kohdan toisessa luetelmakohdassa tarkoitettu
peroksidiluvun médrittdminen,

— asetuksen 2 artiklan 1 kohdan kahdeksannessa luetelmakohdassa tar-
koitettu spektrofotometrinen maaritys,

— asetuksen 2 artiklan 1 kohdan yhdeksénnessd luetelmakohdassa tar-
koitettu rasvahappokoostumuksen méérittdiminen.

b

=

Jos jollekin samasta erdstd otetulle perusnéytteelle tehdyn a alakohdassa
tarkoitetun médrityksen tulokset eivit kokonaisuudessaan vastaa ilmoite-
tun dljyluokan ominaisuuksia, koko kyseinen erd on todettava vaatimus-
ten vastaiseksi.

Jos kullekin samasta erésté otetulle perusndytteelle tehtyjen a alakohdassa
tarkoitettujen maaritysten tulokset eivdt ole yhdenmukaiset — kyseisten
menetelmien toistettavuusominaisuudet huomioon ottaen — koko erd on
todettava epdyhdenmukaiseksi ja jokaiselle perusndytteelle on tehtidva muut
vaadittavat médritykset. Pdinvastaisessa tapauksessa muut vaaditut méia-
ritykset tehddén vain yhdelle kyseisesté eréstéd otetulle perusndytteelle.

¢) Jos jokin b alakohdan toisen alakohdan mukaisten mééritysten tulos ei
vastaa ilmoitetun 6ljyluokan ominaisuuksia, koko kyseinen erd on todet-
tava vaatimusten vastaiseksi.

Jos kaikki b alakohdan toisen alakohdan mukaisten médritysten tulokset
vastaavat ilmoitetun 6ljyluokan ominaisuuksia, koko kyseinen erd on
todettava vaatimusten mukaiseksi.
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LITE I b

PAATOKSENTEKOJARJESTELMA SEN TODENTAMISEKSI, ONKO
OLIIVIOLJYNAYTE ILMOITETUN LUOKAN MUKAINEN

Sen méérittdminen, onko oliividljy tai oliivin puristemassaéljy ilmoitetun luokan
mukainen, voidaan tehda:

a) joko tekemadlld liitteessd I vahvistettujen ominaisuuksien noudattamisen toden-
tamiseksi sdddetyt madritykset missd tahansa jérjestyksessd,

b) tai tekemilld paitoksentekokaavioon siséltyvdt médritykset siind esitetyssd
jérjestyksessd kunnes pédstddn johonkin kyseisessd kaaviossa mainittuun péa-
tokseen.

Erikseen on tehtdva saastuttavia aineita ja halogenoituja liuottimia koskevat méaa-
ritykset, joita tarvitaan Euroopan yhteisdjen vaatimusten noudattamisen todenta-
miseksi.

Paitoksentekokaaviota sovelletaan kaikkiin oliiviéljyn ja oliivin puristemassadl-
jyn luokkiin. Se koostuu taulukoista 1—11, joita on kéytettdvd kyseessd olevan
6ljyn ilmoitetun luokan mukaan yleistaulukossa esitetyssa jarjestyksessa.

Taulukkoa 11 tulkitaan seuraavasti:

— Yhtéldisyysmerkki (=) tarkoittaa reittid, jota seurataan, jos edellisessd laa-
tikossa esitetyt edellytykset tdyttyvdt (myontdva vastaus). Kolme pistettd
(...) tarkoittaa reittid, jota seurataan, jos edellytykset eivit tayty.

— Taulukoissa 1—11 olevien laatikoiden otsakkeet viittaavat tissd asetuksessa
sdddettyihin méaarityksiin tdmaén liitteen lisdyksessd 1 olevan vastaavuustaulu-
kon mukaisesti.

— Taulukoiden 1—11 kielteistd paétostd kuvastavissa ympyroissé esiintyvét kir-
jaimet vastaavat tdmaén liitteen lisdyksessd 2 mainittuja suuntaa-antavia tietoja.
Ne eivit sellaisenaan edellytd maéritysten jatkamista eivitkéd tarkoita, ettd
esitetyt oletukset pitdisivét paikkansa.
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Oliividljyn luokaksi ilmoitettu:
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Taulukko 1 jlauiukkGi2 Taulukko 5 Taulukko 6 Taulukko 9 Taulukko 10
Laatu- Laatu- Laatu- Laatu- Laatu- Laatu-
kriteerit kriteerit Taulukko 4 kriteerit kriteerit Taulukko 8 kriteerit kriteerit

T i . T | Laatu- ja | S
% Laatu- ja % puhtaus- ;
puhtaus- kriteerit
Taulukko 3 Kriteerit Taulukko 7 Taulukko 11
Puhtaus- Puhtaus- Puhtaus-
kriteerit kriteerit kriteerit
\ 4 A 4 A 4 \ 4 A 4

v

Oliytyypp! limoltetun luokan mukainen Oljy ei ilmoitetun luokan mukaista
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Taulukko 1

Ekstraneitsytoliividljy

(Laatukriteerit)
Happopitoisuus % 5
Oljy ei ilmoitetun
<08 >0,8 H luokan mukaista
Y (@ i

s
s, o
., R
s, +
KN R
.~ K
el et

Peroksidiluku mEq Ox/kg

<20 >20

v

Spektrofotometrinen maaritys UV-valossa

Kaz70 < 0,22 Kaz0 > 0,22

v

Spektrofotometrinen maaritys UV-valossa :
- >i Oljy ei ilmoitetun
AK=0,01 AK>0,01 : : luokan mukaista
Spektrofotometrinen maaritys UV-valossa
Koz < 2,50 Koz > 2,50 7 RN .

v

Aistinvarainen arviointi

Hedelmaisyyden
Hedelmaisyyden mediaani = 0
mediaani > 0
ot Hedelmaisyyden
virheen mediaani = 0 mediaani > 0 et ja
virheen mediaani > 0

Oljytyyppi laatukriteerien osalta sellainen kuin
ilmoitettu

Siirry taulukkoon 3 (Puhtauskriteerit)
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Taulukko 2
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Neitsytoliividljy
(Laatukriteerit)

Happopitoisuus %
<20

>20

Peroksidiluku mEq Oz/kg

<20

v

Spektrofotometrinen maaritys UV-valossa

>20

Ka70 < 0,25

Kazo > 0,25

Spektrofotometrinen maaritys UV-valossa

AK=0,01

Spektrofotometrinen maaritys UV-valossa

AK > 0,01

Oljy ei ilmoitetun
Kasz < 2,60

luokan mukaista

(C))

v

Aistinvarainen arviointi
Hedelmaisyyden
mediaani > 0

Kasz > 2,60

Hedelmaisyyden
mediaani = 0

tai
ja virheen mediaani < 2,5 hedelm. mediaani > 0 ja

virheen mediaani > 2,5

Tayttavitko edella olevien parametrien arvot

ekstraneitsytoliiviéljyn laatukriteerit?

(Taulukko 1)
El

KYLLA

i
e

6ijtyyppi laatukriteerien osalta sellainen kuin ilmoitettu

Oljy ei ilmoitetun
luokan mukaista
Siirry taulukkoon 3 (Puhtauskriteerit)

(b)
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Taulukko 3

Extraneitsytoliividljy ja neitsytoliividljy
(Puhtauskriteerit)

Laatukriteerit (Taulukot 1 ja 2)
KYLLA

v

Stigmasta-3,5-dieeni mg/kg

<0,15

.‘.o '-"
> Oljy ei ilmoitetun
5 luokan mukaista
s

>0,15

v

Rasvahappojen trans-isomeerit %
tC18:1 <0,05

t(C18:2 + C18:3) < 0,05

Oljy ei ilmoitetun luokan
H mukaista
(@)
tC18:1 > 0,05
t(C18:2 + C18:3) > 0,05 o
Rasvahappopitoisuus
KYLLA El RO e
AECN42 | >3 Oljy ei ilmoitetun
: luokan mukaista :
<0,2 >0,2 H
Sterolien koostumus ja kokonaissterolit .
KYLLA El
Erytrodioli +uvaoli% [ e
<20 20<E+U<45 >45
* Oljy ei
................................................. > ilmoitetun
Vahat mg/kg : luokan
mukaista H
<250 > 250 Y (b) :
Oljytyyppi ilmoitetun luokan mukainen
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Taulukko 4
o Oliivilamppuéljy
Happopitoisuus % (Laatu- ja puhtauskriteerit)
>2,0 <20
Laatukriteerit | e T
(Taulukot 1 ja 2) ",.-‘ .
- ’ Oljy ei ilmoitetun luokan
El KYLLA mukaista i
g (@
v l R
Stigmasta-3,5-dieenimgkg | mmmeenw
<0,50 >050 [ S e
u > Oljy ei ilmoitetun luokan k
Rasvahappojen trans-isomeerit % H mukaista
kS (b) B
tC18:1<0,10 tC18:1 > 0,10
t(C18:2 + C18:3) < 0,10 t(C18:2+C18:3) > 0,10
Rasvahappopitoisuus
o I
¥ S ———
AECN42 ) )
Oljy ei ilmoitetun luokan 5
<03 ‘ >03 - 1 mukaista i
Sterolien koostumus ja kokonaissterolit | . e sseaeeee
KYLLA El
~
Enytrodioli +uwvaoli% | e e
<15 | 15<E+U<45 | >45 >,
2 H Oljy ei ilmoitetun E
H luokan mukaista
Vahat mg/kg B (c)
<300 300 < vahat < 350 > 350 -
M T i
£C18:1 < 0,05 % E+U=<35%taialkoholi<350mglkg | o
t(C18.2 + C18.3) " Z
< 0,05% N KYLLA El .
KYLLA El Ft 2-asemassa olevat tyydyttyneet rasvahapot
% Oljy ei ilmoitetun
<15 >1,5 luokan mukaista
v ' (d)

Oljytyyppi ilmoitetun luokan mukainen s
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Taulukko 5

Jalostettu oliividljy
(Laatukriteerit)

v

Happopitoisuus %

<03 >03

Peroksidiluku mEq O2/kg

<5 >5

Oljy ei ilmoitetun luokan i

................... >‘_‘l mukaista ::
Spektrofotometrinen méaritys N i

UV-valossa "

Kz70< 1,10 Kaz0 > 1,10

Spektrofotometrinen maaritys
UV-valossa

AK<0,16 AK > 0,16

Oljytyyppi laatukriteerien osalta
sellainen kuin ilmoitettu

Siirry taulukkoon 7 (Puhtauskriteerit)
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Taulukko 6

Jalostetusta oliividljystd ja neitsytoliividljysta valmistettu
oliivioljy

(Laatukriteerit)

Happopitoisuus %

<1,0 >1,0

PeroksidilukumEqOxkg | | e

<15 >15 o .,

Oljy ei ilmoitetun
luokan mukaista

Spektrofotometrinen maaritys &
UV-valossa .,

Ka7o < 0,90 Keo>0,00 | 1 Tt

'

Spektrofotometrinen maaritys
UV-valossa

AK<0,15 AK>0,15

Oljytyyppi laatukriteerien osalta sellainen kuin
ilmoitettu

Siirry taulukkoon 7 (Puhtauskriteerit)
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Taulukko 7

Jalostetusta oliividljysta ja neitsytoliiviljysta valmistettu

olividljy sekd jalostettu oliividljy
(Puhtauskriteerit)
LAATUKRITEERIT (Taulukot5ja6) |
KYLLA El T
+ 3 Oljy ei ilmoitetun
Rasvahappojen trans-isomeerit% | > luokan mukalsta
{C18:10,20 tC18:1 > 0,20
t(C18:2 + C18:3) < 0,30 t(C18:2 + C18:3) > 0,30
Rasvahappopitoisuus
KYLLA ‘ El P "“‘, -------- ....’
.............. > Oljy ei ilmoitetun
AECN42 luokan mukaista H
<03 >03
Sterolien koostumus ja kokonaissterolit
KYLLA El
Erytrodioli + uvaoli % P
<45 >45
* i Oljy ei ilmoitetun
Vahat ma/kg - 3 luokan mukaista (a) '
<350 | > 350
L <8%: tC18:1 < 0,10 % t(C18:2 + C18:3) < 0,10 %
L > 8 %: tC18:1 < 0,10 % t(C18:2 + C18:3) < 0,15 %
KYLLA ‘ El
2-asemassa olevat tyydyttyneet rasvahapot %
; Oljy ei ilmoitetun
<1,8 >1,8 e > luokan mukaista :
Oljytyyppi ilmoitetun luokan mukainen
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Taulukko 8

Raaka oliivin puristemassadljy
(Puhtauskriteerit)

Rasvahappojen trans-isomeerit % ’
tC18:1 0,20 tC18:1 > 0,20 L
t(C18:2 + C18:3) < 0,10 t(C18:2 + C18:3) > 0,10 : Oljy ei |Im0|te.tun luokan
H mukaista H
v o
Rasvahappopitoisuus - *
VLA e
AECN42 )
<06 >06
H Oljy ei ilmoitetun .
* ................... > luokan mukaista '
Sterolien koostumus ja kokonaissterolit
KYLLA El R e
Erytrodioli + uvaoli %
>45 156<E+V<45 <15
Vahat mg/kg ,-"
i Oljy ei ilmoitetun
> 350 300 < vahat < 350 <350 Juokan mukaista
H (b)
* ............................. > '.“’
Alkoholi > 350 mg/Kg jaE + U > 3,5% _____ Rt ’
KYLLA El
tc18:1<0,10% | e
t(C18:2 + C18:3) < 0,05 %
- 2-asemassa olevat tyydyttyneet -
KYLLA ‘ El —Pp rasvahapot )
H Oljytyypi
: ilmoitetun
<22 >22 luokan
mukainen
.- Lo kY (c)
Oljytyyppi ilmoitetun luokan
mukainen :
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Taulukko 9

Jalostettu oliivin puristemassadljy
(Laatukriteerit)

Happopitoisuus %

<0,3 >0,3
Peroksidiluku mEq O,/kg
<5 >5
Oljy ei ilmoitetun :
: luokan mukaista
Spektrofotometrinen méaéritys UV- i
valossa :~'
Karo < 2,00 Karo > 2,00
Spektrofotometrinen méaritys UV-
valossa
AK 0,20 AK > 0,20

Oljytyyppi laatukriteerien osalta sellainen
kuin ilmoitettu

Siirry taulukkoon 11 (Puhtauskriteerit)
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Taulukko 10

Oliivin puristemassadljy
(Laatukriteerit)

Happopitoisuus %

<1,0

>1,0

Peroksidiluku mEq O,/kg
<15 >15 i
Oljy ei ilmoitetun
: luokan mukaista
v >
Spektrofotometrinen maaritys
UV-valossa
Ka70 < 1,70

Koz > 1,70

Spektrofotometrinen maaritys

UV-valossa
AK<0,18

AK > 0,18

Oljytyyppi laatukriteerien osalta sellainen kuin

ilmoitettu

Siirry taulukkoon 11 (Puhtauskriteerit)
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Taulukko 11

Jalostettu oliivin puristemassadljy ja oliivin puristemassadéljy
(Puhtauskriteerit)

_

Laatukriteerit (taulukot 9 ja 10)
KYLLA El

* Oljy ei ilmoitetun

Ravahappojen trans-isomeerit % luokan mukaista

tC18:1 <0,40 tC18:1>040 [ > A .
t(C18:2 + C18:3)< 0,35 t(C18:2+C18:3) > 0,35

Rasvahappopitoisuus T -
KYLLA | El
AECN42 ) i
D> : Oljy ei ilmoitetun
<05 ‘ >05 H luokan mukaista :
Sterolien koostumus ja kokonaissterolit
KYLLA ‘ El -------------
Erytrodioli + uvaoli %
> 415 g 4’5 --------
Vahat mg/kg
i Oljy ei ilmoitetun
> 350 <350 : luokan mukaista
L <8 %: tC18:1 < 0,20 % t(C18:2 + C18:3) < 0,10 % i .
L > 8 %: tC18:1 < 0,20 % t(C18:2 + C18:3) < 0,15 % 2-asemassa olevat tyydyttyneet "
rasvahapot %
KYLLA El S ;i Olivei
<29 5929 : ilmoitetun
=<, P PR >,E luokan
‘_ mukaista (a)

v

Oljytyyppi ilmoitetun luokan mukainen
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VY M20
Lisdys 1
Tamédn asetuksen liitteiden ja péditoksentekokaaviossa tarkoitettujen miidritysten viliset
vastaavuudet
VYM21
Happopitoisuus Liite II Vapaiden rasvahappojen maéérittiminen
kylmémenetelméalla
VY M20
Peroksidiluku Liite III Peroksidiluvun maérittdminen
Spektrofotometrinen maéaritys Liite IX Spektrofotometrinen maéritys
ultraviolettivalossa
Aistinvarainen arviointi Liite XII Neitsytoliividljyn aistinvarainen arviointi
Stigmasta-3,5-dieeni Liite XVII Menetelma stigmastadieenien maaritta-
miseksi kasvioljyistd
Rasvahappojen Liite X a ja Rasvahappojen metyyliestereiden méérit-
trans-isomeerit tdiminen kaasukromatografisella menetel-
malla
Liite X b Rasvahappojen metyyliestereiden val-
mistamismenetelma
Rasvahappojen koostumus Liite X a ja Rasvahappojen metyyliestereiden méarit-
tdminen kaasukromatografisella menetel-
malla
Liite X b Rasvahappojen metyyliestereiden val-
mistamismenetelma
AECN42 Liite XVIII Triglyseridien koostumuksen méarittimi-
nen ECN42:na (teoreettisen koostumuk-
sen ja todellisen koostumuksen vélinen
€ero)
Sterolien koostumus ja koko- Liite V Sterolien rakenteen ja pitoisuuden méaa-
naissterolit rittdminen  kapillaarikaasukromatografi-
sella menetelmélld
Erytrodioli ja uvaoli Liite VI Erytrodioli- ja uvaolipitoisuuden méérit-
tdminen
Vahat Liite IV Vahapitoisuuden maéarittdiminen kapillaa-
rikaasukromatografisella menetelmalla
Alifaattiset alkoholit Liite XIX Alifaattisten alkoholien pitoisuuden méa-
rittdminen kaasukromatografisesti kapil-
laarikolonnilla
VYM21
2-asemassa olevat tyydytty- Liite VII 2-glyseryylimonopalmitaatin  prosenttio-

neet rasvahapot

suuden madrittiminen
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Lisdys 2

Taulukko 1

a) Ks. neitsytoljy tai lamppudljy (Laatukriteeri — taulukko 2, tai laatu- ja puh-
tauskriteeri — taulukko 4)

b) Ks. lamppuéljy (Laatu- ja puhtauskriteeri — taulukko 4)

Taulukko 2
a) Ks. lamppudljy (Laatu- ja puhtauskriteeri — taulukko 4)

b) Ks. ekstraneitsytoliividljy (Laatukriteeri — faulukko 1)

Taulukko 3
a) Jalostetun 6ljyn (oliivi- tai muun 6ljyn) esiintyminen

b) Oliivin puristemassadljyn esiintyminen

Taulukko 4

a) Ks. ekstraneitsytoliivioljy ja neitsytoliividljy (Laatukriteerit — taulukko 1 ja
2)

b) Jalostetun 6ljyn (oliivi- tai muun 6ljyn) esiintyminen
¢) Oliivin puristemassadljyn esiintyminen

d) Esterdityjen Oljyjen esiintyminen

Taulukko 7
a) Oliivin puristemassadljyn esiintyminen

b) Esterdityjen 6ljyjen esiintyminen

Taulukko 8
a) Jalostetun 6ljyn (oliivi- tai muun 6ljyn) esiintyminen
b) Ks. lamppuéljy (Laatu- ja puhtauskriteeri — taulukko 4)

c) Esterdityjen oljyjen esiintyminen

Taulukko 11

a) Esterdityjen Oljyjen esiintyminen
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LITE I

VAPAIDEN RASVAHAPPOJEN MAARITTAMINEN KYLMAMENE-

1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.3

1.3

TELMALLA

TARKOITUS

Vapaiden rasvahappojen maérittdminen oliivioljyistd. Vapaiden rasvahap-
pojen pitoisuus ilmaistaan tavanomaisesti laskettuna happamuutena.

Periaate

Niyte liuotetaan liuotinseokseen ja vapaat rasvahapot titrataan kaliumhyd-
roksidin etanoliliuoksella.

Reagenssit

Kaikkien reagenssien on oltava médritykseen hyvéksyttyd 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 syttyvda ja voi muodostaa rajahtivia
peroksideja. Sen kéytdssd on oltava erittdin varovainen.

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

Huom.: Jos ei voida kayttdd dietyylieetterid, voidaan kayttda 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 vékevyys on tunnettava ja tar-
kistettava juuri ennen kdyttod. Kaytetddn liuosta, joka on valmistettu vé-
hintédn viisi vuorokautta ennen kayttdd ja dekantoitu ruskeaan lasipulloon,
jossa on kumitulppa. Liuoksen on oltava viritontd tai oljenkeltaista.

Huom.: Viriton, stabiili kaliumhydroksidiliuos voidaan valmistaa seuraa-
vasti. Kuumennetaan kiehuvaksi 1 000 ml etanolia, johon on li-
sitty 8 g kaliumhydroksidia ja 0,5 g alumiinilastuja, ja keitetddn
seosta yksi tunti palautusjadhdyttimen kanssa. Tislataan vélitto-
masti. Tisleeseen liuotetaan tarvittava madrd kaliumhydroksidia.
Annetaan seistd useita vuorokausia ja dekantoidaan kirkas neste,
joka on kaliumkarbonaattisakan ylépuolella.

Liuos voidaan my6s 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 midrd kaliumhydroksidia.
Liuos on kiyttovalmis.

Fenoliftaleiini, 10 g livotettuna 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).

Viilineisto

Tavanomainen laboratoriovilineisto ja erityisesti:
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1.4
1.4.1

1.4.2

1.4.3

Analyysivaaka

Erlenmeyerpullo, 250 ml

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

Suoritus

Niytteen esikisittely médritystd varten

Madritys tehdddn suodatetusta ndytteestd. Jos veden ja epdpuhtauksien
kokonaispitoisuus on pienempi kuin 1 %, voidaan médéritys tehdd nayt-
teestd sellaisenaan.

Niytteenotto

Niyte otetaan oletetun happamuuden perusteella seuraavan taulukon mu-
kaan:

Oletettu happoluku Néiyt(egr;léiéiréi Naytteen pu(ngr;itustarkkuus
<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

Niyte punnitaan erlenmeyerpullossa (1.3.2).

Maédritys

Nayte (1.4.2) livotetaan 50—150 ml:aan ennalta neutraloitua
dietyylieetteri/etanoli-seosta (1.2.1).

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

Huom. 1 Titrattu kaliumhydroksidin etanoliliuos (1.2.2) voidaan korvata
kalium- tai natriumhydroksidin vesiliuoksella, jos lisdtty vesi ei
aiheuta faasien erottumista.

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

Huom. 3 Jos liuos samenee titrattaessa, liuotinseosta (1.2.1) lisdtddn tar-
peen mukaan, kunnes liuos on kirkasta.

Happamuus: ilmaistuna oleiinihappoprosentteina

Happamuus painoprosentteina ilmaistuna on:

M 100 Vxcx M
VXeX —X —=———
1000 m 10 x m
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jossa:

V = titratun kaliumhydroksidiliuoksen tilavuus millilitroina;

¢ = titratun kaliumhydroksidiliuoksen tarkka pitoisuus moolia/litra;

M = tuloksen ilmaisemiseen kéytetyn hapon moolimassa g/mol (= 282);
m = ndytteen massa grammoina.

Tulos on kahden médrityksen tulosten aritmeettinen keskiarvo.
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5.1

52

53

6.2

6.3

6.4

6.5

LIITE 11l
PEROKSIDILUVUN MAARITTAMINEN

TARKOITUS

Tédma standardi kuvaa rasvojen ja dljyjen peroksidiluvun mééritysmenetel-
mén.

SOVELTAMISALA

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

MAARITELMA

Peroksidiluku ilmaisee néytteessd olevien kaliumjodidia hapettavien aineiden
madrdn (ilmaistuna aktiivisen hapen milliekvivalentteina kilogrammaa kohti)
tdssd kuvatuissa koeolosuhteissa.

PERIAATE

Niyte livotetaan etikkahapon ja kloroformin seokseen ja kasitelldéin kalium-
jodidilla. Vapautuva jodi titrataan natriumtiosulfaattiliuoksella.

VALINEISTO

Kéytettdvien laitteiden on oltava puhtaita siten, ettd niissd ei ole mitddn
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 hiilidi-
oksidilla).

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

REAGENSSIT

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

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

Kaliumjodidin tuore, kylléstetty vesiliuos, joka ei sisdlld jodia eikd jodaatteja.

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

Tarkkelysliuos, 10 g/l vesidispersio, liukoisesta luonnon tarkkelyksesta val-
mistettu tuore liuos.

NAYTE

Huolehditaan siitd, ettd ndyte otetaan ja sidilytetddn pimeéssd ja kylméssd, ja
ettd sen lasisissa sdilytysastioissa ei ole tyhjdd tilaa. Astiat on suljettava
ilmatiiviisti joko hiotuilla lasitulpilla tai korkilla.
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SUORITUS

Madritys tehddan hajapdivinvalossa tai keinovalossa. Néyte punnitaan 0,001 g:n
tarkkuudella punnituslasissa (5.1) tai, ellei sellaista ole, pullossa (5.2). Tarvittava
ndytemadra riippuu oletetusta peroksidiluvusta seuraavan taulukon mukaan:

Oletettu peroksidiluku Niytemiiri
(meq Oy/kg) (&
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 nédyte. Lisdtdan
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 mi-
nuuttia 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, kéytetddn 0,002 N
liuosta ja jos se on yli 12, kéytetddn 0,01 N liuosta) voimakkaasti sekoittaen
ja indikaattorina kdytetdén tarkkelysliuosta (6.5).

Samasta niytteestd tehdddn kaksi médritysta.

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

TULOSTEN ESITTAMINEN
Peroksidiluku (PV), ilmaistuna aktiivisen hapen milliekvivalentteina kilog-

rammaa kohti, saadaan kaavasta:

_ V. x T x 1000
n m

PV

jossa:

V = maéiritykseen kédytetyn normalisoidun natriumtiosulfaattiliuoksen (6.4)
maérd millilitroina, korjattuna sokeakokeen tuloksilla;

T = madritykseen kéytetyn natriumtiosulfaattilivoksen (6.4) tarkka nor-
maalisuus;
m = ndytteen massa grammoina.

Tulos on kahden médrityksen tulosten aritmeettinen keskiarvo.
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VYM21
LITE IV
VAHAPITOISUUDEN MAARITTAMINEN KAPILLAARIKAASUKRO-
MATOGRAFISELLA MENETELMALLA

1. TARKOITUS

Télla menetelmailld madritetddn oliividljyjen vahapitoisuus. Vahat eroavat
toisistaan hiiliatomien lukumaérdn suhteen. Tétd menetelmdd voidaan
kayttaa erityisesti tekemdén ero puristamalla saadun oliividljyn ja puris-
temassasta saadun Oljyn valilla.

2. PERIAATE

Rasva, johon on lisdtty soveltuva sisdinen standardi, fraktioidaan kroma-
tografisesti hydratoitua silikageelid siséltdvdssd kolonnissa; koeolosuh-
teissa ensimmadisend eluoitunut jae (jonka polaarisuus on triglyseridien
polaarisuutta heikompi) otetaan talteen ja méidritetddn suoraan kapillaa-
rikaasukromatografian avulla.

3. VALINEISTO

3.1  Erlenmeyer-pullo, 25 ml.

3.2  Lasikolonni kaasukromatografiaa varten, sisdhalkaisija 15,0 mm ja pituus
30-40 cm, varustettu hanalla.

3.3  Soveltuva kaasukromatografialaitteisto, joka toimii kapillaarikolonnin
kanssa ja jossa on suoraan kolonniin johtava niytteensyottojarjestelma.
Laitteiston osat ovat:

3.3.1 termostaattisddtinen ldmpdtilaohjelmoitu uuni kolonnille,
3.3.2 kylmdiinjektori, ndytteen syottdmiseksi suoraan kolonniin,
3.3.3 liekki-ionisaatiodetektori ja muuntajavahvistin,

3.3.4 integroiva piirturi, joka toimii muuntajavahvistimen (3.3.3) kanssa ja
jonka vastenopeus on enintddn 1 sekunti ja jonka paperin nopeutta voi-
daan sddtdda. (On myds mahdollista kdyttda tietokonepohjaisia jéarjestelmid,
joissa kaasukromatografin tiedot saadaan tietokoneen avulla.)

3.3.5 lasinen tai kvartsilasinen kapillaarikolonni, jonka pituus on 8-12 m ja
sisdhalkaisija 0,25-0,32 mm ja jonka sisdpinta on paéllystetty stationdé-
rifaasilla siten, ettd nestekerroksen paksuus on 0,10-0,30 pm. (Kéyttoval-
miina ostettavat stationdérifaasit ovat tyyppid SE 52 tai SE 54.)

3.4  Mikroruisku, kolonniin suoraan syottdmiseksi, 10 pl, jossa on kiinted
neula.

3.5  Sahkokdyttdinen sekoittaja.

3.6  Pyorohaihduttaja.

3.7  Muhveliuuni.

3.8 Analyysivaaka, jonka tarkkuus + 0,1 mg.
3.9  Laboratorion tavanomaiset lasivilineet.

4. REAGENSSIT
4.1  Silikageelid, jonka hiukkaskoko 60-200 pm.

Silikageeli laitetaan uuniin 500 °C:n ldmpdtilaan véhintdan 4 tunniksi.
Jadhdytetddn ja lisdtddn vettd 2 % silikageelin médrdstd. Sekoitetaan mas-
san homogenoimiseksi. Sdilytetddn pimedssd véhintddn 12 tuntia ennen
Kayttod.
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4.2 N-heksaani, kromatografialaatua.
4.3 Etyylieetterid, kromatografialaatua.
4.4  N-heptaani, kromatografialaatua.

4.5  Lauryyliarakidaatin standardiliuos, 0,1 % (m/V) liuos heksaanissa (sisdi-
nen standardi). (On myds mahdollista kayttdd palmityylipalmitaattia tai
myristyylistearaattia.)

4.5.1 Sudan 1 (I-fenyyliatso)-2-naftoli).
4.6  Kantajakaasut: vety tai helium, kaasukromatografista laatua.
47  Apukaasut:

— puhdas vety, kaasukromatografialaatua,

— puhdas ilma, kaasukromatografialaatua.

5. SUORITUS
5.1  Kromatografiakolonnin esikésittely

Suspendoidaan 15 g silikageelid (4.1) n-heksaaniin (4.2) ja laitetaan ko-
lonniin (3.2). Annetaan laskeutua itsestdéin ja autetaan laskeutumista sih-
kokayttoiselld sekoittajalla (3.5), jotta saadaan homogeenisempi kromatog-
rafiakerros. Suodatetaan 1dpi 30 ml n-heksaania mahdollisten epépuhtauk-
sien poistamiseksi. Punnitaan vaa’alla (3.8) tarkasti 500 mg nédytettd
25 ml:n erlenmeyerpulloon (3.1), lisdtddn sopiva madré sisdistd standardia
(4.5) oletetun vahapitoisuuden mukaan. Esimerkiksi: lauryyliarakidaattia
lisdtddn 0,1 mg, jos on kyse oliividljystd, ja 0,25-0,5 mg, jos kyse on
puristemassadljystd. Siirretddn ndin valmistettu ndyte kahden 2 mlin n-
heksaaniannoksen avulla kromatografiakolonniin (4.2).

Liuottimen annetaan valua, kunnes se on 1 mm absorboimisaineen pinnan
yldpuolella, minka jilkeen suodatetaan ldpi 70 ml n-heksaania luonnostaan
esiintyvien n-alkaanien poistamiseksi. Aloitetaan kromatografinen eluointi
kerddmalla 180 ml n-heksaani/etyylieetteriseosta, suhde 99:1, valumis-
nopeuden ollessa noin 15 tippaa 10 sekunnissa. Néyte eluoidaan lampo-
tilassa 22 °C + 4.

Huom. — N-heksaani/etyylieetteriseos, suhde 99:1, on valmistettava uu-
delleen joka paiva.

— Vahojen eluoitumisen tarkkailemiseksi silmédmaédrdisesti liuos-
néytteeseen on mahdollista lisdtd 100 ul 1-prosenttista sudania
eluutioliuoksessa. Koska sudanin retentioaika sijoittuu vahojen
ja triglyseridien vilille, eluointi keskeytetddn, kun véri saavut-
taa kromatografiakolonnin pohjan, silld tilloin kaikki vahat
ovat eluoituneet.

Télla tavoin saatu jae kuivataan pyorohaihduttimessa (3.6), kunnes
lahes kaikki liuotin on saatu poistettua. Viimeiset 2 ml liuotinta
poistetaan heikon typpivirtauksen avulla, minkd jilkeen lisdtdédn 2—4 ml
n-heptaania.

5.2 Kaasukromatografinen miidritys
5.2.1 Esivalmistelut

Kolonni asennetaan kaasukromatografiin (3.3) siten, ettd alkupdd yhdis-
tetddn on-column -jérjestelmédn ja loppupdéd detektoriin. Tarkistetaan kaa-
sukromatografialaitteiden toimivuus (kaasuliitint6jen kunto, detektorin ja
piirturijarjestelmén suoritusteho jne.).
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Jos kolonnia ei ole aikaisemmin kéytetty, se on ensin valmisteltava
kéyttoon. Kevyt kaasuvirtaus johdetaan kolonnin ldpi ja kaasukromatog-
rafi kdynnistetddn. Lammitetdén asteittain siten, ettd ldmpdtila on noin
neljan tunnin kuluttua kohonnut 350 °C:een. Tétd lampdtilaa pidetddn
ylld vihintddn kaksi tuntia, jonka jilkeen laitteisto sdddetddn kayttoolo-
suhteisiin (kaasuvirtojen sditd, liekin sytytys, kytkeminen elektroniseen
piirturiin (3.3.4), uunin ldmpétilan sdiatdé kolonnia varten, detektorin lam-
potilasdato jne.) ja signaali sdddetddn niin, ettd sen herkkyys on véhintdén
kaksi kertaa niin suuri kuin on arvioitu méérityksessd tarvittavan. Saadun
pohjaviivan on oltava suora, siind ei saa olla minkéénlaisia piikkejd eikd
ryOmintdd mihinkddn suuntaan.

Jos ilmenee negatiivista suoraviivaista ryomintdd, se on merkki kolonnin
liitdntdjen vuotamisesta; positiivinen ry0mintd johtuu kolonnin riittdmaét-
tomastd valmistelusta.

5.2.2  Toimintaolosuhteiden valinta

Yleisesti kromatografia tehdddn seuraavissa kayttdolosuhteissa:

— kolonnin lampétila:

20 °C 5°C 20 °C
minuu- minuu- minuu-
tissa tissa tissa

aluksi — 240 °C — 325 °C — 340 °C
80 °C 6" (10"
1

— detektorin lampétila: 350 °C,

— injektoidun aineen méard: 1 pl n-heptaaniliuvosta (2—4 ml),

— kantajakaasut: helium tai vety valitun kaasun optimaalisella lineaarino-
peudella (ks. lisdys),

— laitteen herkkyys siten ettd seuraavat edellytykset tdyttyvit:

Naitd olosuhteita voidaan muuttaa kolonnin ja kaasukromatografin omi-
naisuuksien perusteella, jotta kaikki vahat saadaan erotettua, jotta piikkien
erotuskyky on riittdva (ks. kuva) ja jotta sisdisen standardin Cs, retentio-
aika on 18 £ 3 minuuttia. Edustavimpien vahojen piikin on oltava véhin-
tddn 60 % asteikon pohjasta.

Piikkien integrointiparametrit asetetaan niin, ettd huomioon otettavien piik-
kien pinta-alat voidaan arvioida oikein.

Huom. Koska lopullinen ldmpdétila on korkea, sallitaan positiivinen siirty-
mi, joka saa kuitenkin olla enintddn 10 % asteikon alarajasta.

5.3 Mairitys

Imetdén 10 pl:n mikroruiskuun 1 pl livosta; vedetddn ménnélld neula tyh-
jéksi. Tyonnetddn neula injektiolaitteeseen ja 1-2 sekunnin kuluttua injek-
toidaan nopeasti; noin 5 sekunnin kuluttua vedetdén neula hitaasti pois.

Piirturi pidetddn kdynnissd, kunnes vahat ovat eluoituneet taydellisesti.
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Pohjaviivan on koko ajan oltava vaatimusten mukainen.
5.4  Piikkien tunnistaminen

Eri piikkien tunnistaminen suoritetaan retentioaikojen perusteella ja vertaa-
malla samoissa olosuhteissa méadritettyihin vahojen seoksiin, joiden reten-
tioajat tunnetaan.

Kuva 1 esittdd neitsytoliividljyn vahojen kromatogrammia.

5.5 Kvantitatiivinen arviointi

Sisdisen standardin ja C4)—Cy -alifaattisten esterien piikkien pinta-alat
lasketaan integraattorilla.

Lasketaan kunkin esterin vahapitoisuus, ilmoitettuna mg/kg rasvaa, seuraa-
vasti:

A, X mg x 1000

esteri, mg/kg = x

s X m

jossa:
A, = kunkin esterin piikin pinta-ala nelidmillimetreind
A, = kunkin sisdisen standardin piikin pinta-ala neliomillimetreind
mg = lisdtyn sisdisen standardin massa milligrammoina
m = midritystd varten otetun ndytteen massa grammoina.
6. TULOSTEN ILMOITTAMINEN
C40—Cye:n eri vahojen pitoisuuksien summa ilmoitetaan mg/kg rasvaa (ppm).

Huom. Médritetdén piikkien pinta-aloista niiden komponenttien méarit, joissa
on parillinen masrd C-atomeja valilld C45—Cyg, jéljempdnd olevassa
kuvassa esitetyn oliividljyn vahojen kromatogrammin mukaisesti. Jos
Cy¢-esteri esiintyy kahtena piikkind, sen tunnistamiseksi on syytd ana-
lysoida oliivinpuristemassadljyn vahojen jae, jossa Cye., piikki on
helppo tunnistaa, koska se on selvésti hallitsevin.

Tulokset ilmoitetaan yhden desimaalin tarkkuudella.
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KUVA
Oliividljyn vahojen kromatogrammi (')
30.00(] 1
I.S.
25.00]
20 .00
15.00
4
3
10.00 -
2
5
2'
5.00 3'
' M
0004 —d | I |

1 6

T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35

Merkkien selitykset::

LS. = lauryyliarakidaatti
1 = diterpeeniesterit
2 + 2" = Cyp-esterit

3 + 3" = Cyy-esterit

4 + 4" = esterit Cyy
5 = Cyg-csterit
6 = steroliesterit ja triterpeenialkoholi.

(") Kun steroliesterit ovat eluoituneet, kromatogrammissa ei saa olla merkittivid piikkejd (triglyseridit).
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Lisdys
Kaasun lineaarinopeuden méirittiminen
Injektoidaan 1-3 pl metaania (tai propaania) tavanomaisiin kayttoolosuhteisiin

sdddettyyn kaasukromatografialaitteistoon. Mitataan aika, jonka kaasu kulkee ko-
lonnin lépi, alkaen injektiohetkestd piikin muodostumiseen (ty).

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

STEROLIEN RAKENTEEN JA PITOISUUDEN MAARITTAMINEN
KAPILLAARIKAASUKROMATOGRAFISELLA MENETELMALLA

32

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

39

3.10.1

3.10.2

3.103

3.10.4

TARKOITUS

Télld menetelmalld voidaan maarittdd yksittdisten sterolien méérdt ja nii-
den kokonaisméird rasvoissa ja Oljyissa.

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 kayttden emaksista silikageelilevya.
Silikageelistd saadut sterolit muutetaan trimetyylisilyylieettereiksi ja maé-
ritetdén kapillaarikaasukromatografialla.

VALINEISTO

Pullo, 250 ml, jossa on hiokset ja palautusjadhdytin.

Erotussuppilo, 500 ml.

Pulloja, 250 ml.

Ohutkerroskromatografialaitteisto, jonka levyjen koko on 20 x 20 cm.

Ultraviolettivalo, jonka aallonpituus on 366 tai 254 nm.

Mikroruiskuja, 100 pl ja 500 pl

Lasisintterisuodatinsuppilo, jonka huokoskoko on G 3 (15—40 um),
halkaisija noin 2 cm ja korkeus noin 5 cm ja jossa on liitdntd tyh;jio-
suodatusta varten sekd koirashios 12/21.

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

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

Kaasukromatografi, johon sopii kapillaarikolonni ja johon kuuluu virta-
uksenjakojarjestelma, jonka osat ovat:

Termostaattisddtdinen kolonniuuni, joka sdilyttdd halutun lampdtilan noin
+ 1 °C:n tarkkuudella;

Hoyrystamisyksikkd, jonka lampétilaa voi sddtdd ja jonka hoyrystdmi-
sosa on persilanoitua lasia;

Liekki-ionisaatiodetektori ja muuntajavahvistin;

Integraattori-piirturi, joka sopii kdytettdviksi muuntajavahvistimen kans-
sa.

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

Mikroruisku, jossa on karkaistu neula, kaasukromatografiaa varten, 10 pl.
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4.2

43

44

4.5

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

REAGENSSIT

Kaliumhydroksidin noin 2 N etanolilivos: 130 g kaliumhydroksidia (va-
hintdén 85-prosenttista) liuotetaan 200 ml:aan tislattua vettid samalla jadh-
dyttden ja lisdtdadn etanolia niin, ettd liuosta on yksi litra. Liuosta sdily-
tetddn tiiviisti suljetuissa, tummasta lasista valmistetuissa pulloissa (eta-
noli 95 % V/V).

Etyylieetteri, analyysilaatua.
Vedeton natriumsulfaatti, analyysilaatua.

Silikageelilla paallystetyt lasilevyt, paksuudeltaan 0,25 mm, ilman fluo-
resenssi-indikaattoria (voidaan ostaa kdyttovalmiina).

Kaliumhydroksidin 0,2 N etanoliliuos: liuotetaan 13 g kaliumhydroksidia
20 ml:aan tislattua vettd ja lisdtddn etanolia niin, ettd liuosta on yksi litra.

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

2,7-dikloorifluoreseiini, 0,2-prosenttinen etanoliliuos. Liuos tehdédan lie-
visti emiksiseksi lisddmélld muutama tippa kaliumhydroksidin 2 N al-
koholiliuosta.

Vedeton pyridiini, kromatografiaa varten.
Heksametyylidisilatsaani.
Trimetyylikloorisilaani.

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

a-kolestanoli 0,2-prosenttisena (m/V) kloroformiliuoksena (sisdinen stan-
dardi).

Kantajakaasut: vety tai helium, kaasukromatografista laatua.
Apukaasut: vety tai helium, kaasukromatografista laatua.

MENETTELY

Saippuoitumattomien aineiden esikésittely

250 mln pulloon lisdtdan 500 ml:n mikroruiskulla sellainen tilavuus-
madrd 0,2-prosenttista a-kolestanolin kloroformiliuosta (4.17) jonka sisal-
tdméd a-kolestanolin médrd on noin 10 % sterolin médrdstd siind osand-
ytteessd, joka on pullossa mééritettdvdnd. Esimerkiksi 5 gramman olii-
violjyndytteeseen lisatdan 500 pl 0,2-prosenttista a-kolestanoliliuosta, ja
jos néytteend on M6 —— — <« uutettua oliividljyd, lisétéén
1500 pl a-kolestanolia.

Haihdutetaan kuiviin typpivirrassa ja punnitaan tarkalleen 5 g kuivattua,
suodatettua ndytettd samaan pulloon.
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5.2.1

»M6 —— <« Oljyt, jotka sisiltdvit paljon kolesterolia, voi-
vat tuottaa piikin, jonka retentioaika on sama kuin kolestanolin. Jos kay
néin, sterolifraktio on médritettdvd kahdesti niin, ettéd toisella kertaa kiy-
tetddn sisdistd standardia ja toisella ei »>M6 tai kiyttid kolestanolin
sijasta betulinolia <.

Lisatdan 50 ml kaliumhydroksidin 2 N etanoliliuosta, kdynnistetdan pa-
lautusjddhdytin ja kuumennetaan vesihauteessa hiljalleen kiehuvaksi
koko ajan voimakkaasti sekoittaen, kunnes saippuoituminen on tapahtu-
nut (livos kirkastuu). Kuumentamista jatketaan vield 20 minuuttia, sitten
lisatddn 50 ml tislattua vettd jadhdyttimen ylapéasté, irrotetaan jadhdytin
ja jadhdytetddn pullo noin 30 °C:n ldmpdtilaan.

Pullon sisdltdmé seos siirretdén kvantitatiivisesti 500 ml:n erotussuppi-
loon kiyttden huuhteena yhteensd noin 50 ml tislattua vettd. Lisétdédn
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 uu-
tetaan vield kaksi kertaa samalla tavoin kayttden 60—70 ml etyylieetterid
kummallakin kerralla.

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

Kaikki eetteriuutteet yhdistetddn yhteen erotussuppiloon ja pestddn tis-
latulla vedelld (50 ml kerralla), kunnes pesuvesi on neutraalia.

Kun pesuvesi on poistettu, eetteriuutteet kuivataan vedettomalld natrium-
sulfaatilla, suodatetaan vedettoméan natriumsulfaatin lépi etukdteen pun-
nittuun 250 ml:n pulloon ja pestddn suppilo ja suodatin pienilld maérilla
etyylieetteria.

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

Sterolifraktion erottaminen

Emiéksisten levyjen valmistelu: upotetaan silikageelilevyt (4.4) kokonaan
kaliumhydroksidin 0,2 N etanoliliuokseen (4.5) kymmeneksi sekunniksi,
minkd jalkeen niiden annetaan kuivua kaksi tuntia vetokaapissa ja lo-
puksi yksi tunti 100 °C:ssa lampokaapissa.

Kun levyt on otettu ldmpdkaapista, niitd sdilytetddn kalsiumkloridia si-
séltdvissd eksikkaattorissa kéyttohetkeen saakka (ndin kisitellyt levyt on
kéytettdva 15 pdivan kuluessa).

Huom. 2 Kun sterolifraktion erottamiseen kéytetddn emaiksisia silikagee-
lilevyjé, ei ole tarpeen kisitelld saippuoitumattomia aineita alu-
miinioksidilla. Néin kaikki happamat aineet (rasvahapot ja
muut hapot) jédvit ldhtoviivalle. Sterolivyohyke erottuu sel-
viésti alifaattisten ja terpeenisten alkoholien vyohykkeesta.
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5.2.6

53

Bentseeni-asetoniseosta (95:5, V/V) kaadetaan kehitysastiaan niin, ettd
sitd on noin 1 cm. Vaihtoehtoisesti voidaan kdyttdd heksaani-etyylieette-
riseosta (65:35, V/V). Kehitysastia suljetaan sopivalla kannella ja anne-
taan seistd avaamatta vihintddn puoli tuntia, jotta syntyy neste-hdyrytasa-
paino. Astian sisdseinille voidaan kiinnittdd suodatinpaperisuikaleita,
jotka ulottuvat eluointiaineeseen. Tdmd lyhentdd kehitysaikaa ldhes kol-
manneksella 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 5-prosenttinen
kloroformiliuos, jota levitetddn 0,3 ml kromatografialevylle (5.2.1) mah-
dollisimman ohuena ja tasaisena nauhana 100 ml:n mikroruiskulla noin
2 cm:n pédhdn levyn reunasta. Asetetaan 2—3 ml sterolien vertailuliu-
osta (4.11) ldhtoviivan tasalle levyn reunaan niin ettd sterolivyohyke
voidaan tunnistaa kehityksen jélkeen.

Levy asetetaan kehitysastiaan, joka on valmisteltu 5.2.2 kohdan ohjeiden
mukaan. Ympdristén ldmpétilan on oltava 15—20 °C. Astian kansi sul-
jetaan heti ja annetaan levyn eluoitua, kunnes liuotinrintama on siirtynyt
noin 1 cm:n pddhdn levyn yldreunasta. Levy otetaan kehitysastiasta ja
livotin haihdutetaan kuumassa ilmavirrassa tai panemalla levy joksikin
aikaa vetokaappiin.

Levylle suihkutetaan ohuelti ja tasaisesti 2,7-dikloorifluoreseiiniliuosta.
Sterolivydhyke voidaan tunnistaa ultraviolettivalossa siitéd, ettd se on sa-
massa kohdassa kuin vertailuliuoksen vyohyke. Vyohykkeen &driviivat
merkitddn mustalla kynélla fluoresenssin rajoja seuraten.

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

Suppiloon jddnyt aines pestddn 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 jddnndsliuos
kaadetaan etukdteen punnittuun 10 ml:n koeputkeen (3.9). Liuosta kui-
vataan alhaisella 1&mmolld kevyessd typpivirrassa; jddnnds liuotetaan
muutamaan tippaan asetonia, kuivataan jilleen ja pidetddn kymmenisen
minuuttia 105 °C:ssa ldmpokaapissa, jadhdytetddn eksikkaattorissa ja
punnitaan.

Koeputkessa oleva jadnnos siséltdaa 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 ste-
rolimilligrammaa kohti niin, ettd kosteutta ei padse mukaan (Huom. 5).

Huom. 4 Kayttovalmiita liuoksia on kaupallisesti saatavana; lisdksi muita
silylointireagensseja, kuten esim. bistrimetyylisilyylitrifluoriase-
tamidi + 1 % trimetyylikloorisilaania; reagenssi laimennetaan
samalla maarélld vedetontd pyridiinia.
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5.4.1

54.1.1

54.1.2

542

54.2.1

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

Huom. 5 Lievé sameus on tavallista eiké ole haitaksi. Valkoiset hiutaleet
tai vaaleanpunaiseksi vérjdytyminen ovat merkkejd kosteudesta
tai reagenssien muuttumisesta. Jos nditd ilmenee, koe on uu-
sittava.

Kaasukromatografinen méaritys

Esivalmistelut ja kolonnin valmistelu

Kapillaarikolonni asennetaan kaasukromatografialaitteistoon niin, ettd ko-
lonnin alkupéi kiinnitetdan hoyrystimeen, joka on liitetty virtauksenjako-
jérjestelméén, ja kolonnin loppupéa kiinnitetdan detektoriin.

Tarkistetaan kaasukromatografisten laitteiden toiminta (kaasuliitinnén tii-
viys, detektorin, virtauksenjakojirjestelmén ja piirturin toimivuus, jne.)

Jos kapillaarikolonnia ei ole aikaisemmin kiytetty, se on ensin valmis-
teltava kéyttoon. Pieni méérd kaasua johdetaan kolonnin ldpi, kdynnis-
tetddn kaasukromatografi ja aloitetaan asteittainen ldmmittdminen, jota
jatketaan, kunnes ldmpétila on kohonnut vdhintdan 20 °C korkeammaksi
kuin kéyttolampétila (Huom. 6). Korkeaa lampdétilaa pidetdén ylld vahin-
tdéin kaksi tuntia, minkd jdlkeen kromatografialaitteisto saatetaan kaytto-
valmiiksi (kaasuvirran ja erotuksen sdito, liekinsytytys, elektronisen piir-
turin kytkeminen, uunin ldmpotilan sddtd kolonnia varten, detektorin ja
injektorin sdétd, jne.) ja signaalia rekisteridddn herkkyydelld, joka on
véhintddn kaksi kertaa niin suuri kuin méarityksessi kdytettdvd. Saadun
perusviivan on oltava suora, eikd siind saa olla minkdénlaisia piikkejd
eikd siirtymdd mihinkdén suuntaan.

Jos ilmenee negatiivista suoraviivaista siirtyméad, se on merkki kolonnin
liitdntdjen vuodosta, ja jos ilmenee positiivista siirtyméé, se johtuu ko-
lonnin riittimattdmastd valmistelusta.

Huom. 6 Esivalmisteluldmpétilan on aina oltava vahintdadn 20 °C alempi
kuin kdytetyn stationdérifaasin korkein ldmpétila.

Toimintaolosuhteiden valinta

Kayttdolosuhteiden ohjearvot ovat seuraavat:

— kolonnin ldmpétila: 260 £ 5 °C,

— hoyrystimen lampétila: 280 °C,

— detektorin lampotila: 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 vdhimmaiisvaimennus,

— rekisterdintiherkkyys: 1—2 mV tdydesta asteikosta,

— paperin nopeus: 30—60 cm/h,
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— injektoidun aineen médrd: 0,5—1 ml TMSE-liuosta.

Niitd olosuhteita voidaan muuttaa kolonnin ja kaasukromatografin omi-
naisuuksien mukaan niin, ettd saadaan seuraavat vaatimukset tdyttdvi
kromatogrammi:

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

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

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

Maéritys

Imetddn 10 ml:n mikroruiskuun 1 ml heksaania, sitten 0,5 ml ilmaa ja
tamén jalkeen 0,5 ml—1 ml néyteliuosta; lopuksi méannélld vedetdin
vield neula tyhjaksi. Neula tyonnetddn septumin ldpi injektiopesddn ja
1—2 sekunnin kuluttua seos injektoidaan nopeasti, odotetaan noin viisi
sekuntia, jonka jdlkeen neula vedetddn pois hitaasti.

Rekisterdintid jatketaan, kunnes néytteessd 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 sekd vertaa-
malla sterolien TMSE-seokseen, joka on maééritetty samoissa olosuhteis-
sa.

Sterolit eluoituvat seuraavassa jarjestyksessé: kolesteroli, brassikasteroli,
24-metyleenikolesteroli,  kampestroli, kampestanoli,  stigmasteroli,
A7-kampesteroli, A5,23-stigmastadienoli, klerosteroli, B-sitosteroli,
sitostanoli, AS5-avenasteroli, AS5,24-stigmastadienoli, A7-sigmastenoli,
AT7-avenasteroli.

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

Kuvat 1 ja 2 esittdvit erdiden 6ljyjen tyypillisid kromatogrammeja.

Kvantitatiivinen arviointi

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

Lasketaan yksittdisten sterolien pitoisuus milligrammoina 100 g:ssa ras-
vaa tai Oljyd seuraavasta kaavasta:

“mg * 100
Ay m

x — steroli = —=
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6.2

jossa:

A, = x-sterolin piikin pinta-ala PM6 ——— «;

Ay = o-kolestanolin piikin pinta-ala PM6 ———— «;
mg = lisdtyn o-kolestanolin massa milligrammoina;

m = madritykseen kéytetyn ndytteen massa grammoina.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Ilmoitetaan yksittdisten sterolien pitoisuus milligrammoina 100 g:ssa ras-
vaa tai Oljyd ja niiden pitoisuuksien summa, “kokonaissterolimaara”.

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

. . A
x — sterolin prosenttiosuus = - 100

SA

Jossa:
« = x:n piikin pinta-ala;

>~ A = kaikkien sterolien piikkien yhteenlaskettu pinta-ala.
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LISAYS

Kaasun lineaarinopeuden mddrittiminen

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

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

Lineaarinopeus cm/s saadaan kaavasta L/ty;, jossa L on kolonnin pituus sentti-
metreind ja ty; on mitattu aika sekunteina.

Taulukko 1

Sterolien suhteelliset retentioajat

Suhteellinen retentioaika

Piikki Nimi ] ]
Kolonni Kolonni
SE 54 SE 52
1 kolesteroli A-5-kolesten-3p-oli 0,67 0,63
2 kolestanoli Sa-kolestan-33-oli 0,68 0,64
3 brassikasteroli [24S]-24-metyyli-A-5,22-kolestadien- 0,73 0,71
3B-oli
4 24-metyleenikolesteroli 24-metyleeni-A-5,24-kolestadien-3f3- 0,82 0,80
oli
5 kampestroli [24R]-24-metyyli-A-5-kolesten-3B-oli 0,83 0,81
6 kampestanoli [24R]-24-metyyli-kolestan-3B-oli 0,85 0,82
7 stigmasteroli [24S]-24-etyyli-A-5,22-kolestadien- 0,88 0,87
3B-oli
8 A-7-kampesteroli [24R]-24-metyyli-A-7-kolesten-3B-oli 0,93 0,92
9 A-5,23 stigmastadienoli [24R,S]-24-etyyli-A-5,23-kolestadien- 0,95 0,95
3B-oli
10 klerosteroli [24S]-24-etyyli-A-5,25-kolestadien- 0,96 0,96
3B-oli
11 [B-sitosteroli [24R]-24-etyyli-A-5-kolestan-33-oli 1,00 1,00
12 sitostanoli 24-etyyli-kolestan-3p-oli 1,02 1,02
13 A-5-avenasteroli [24Z]-24-etyylideeni-5-kolesten-3p- 1,03 1,03
oli
14 A-5,24-stigmastadienoli [24R,S]-24-etyyli-A-5,24-kolestadien- 1,08 1,08
3B-oli
15 A-7-stigmastenoli [24R,S]-24-etyyli-A-7,24-kolestadien- 1,12 1,12
3B-oli
16 A-T-avenasteroli [24Z]-24-etyylideeni-A-7-kolesten- 1,16 1,16
3B-oli
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Kuva 1

Raakaoliivioljyn sterolifraktion kaasukromatogrammi
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Kuva 2

Puhdistetun oliivioljyn sterolifraktion kaasukromatogrammi

1"
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LITE VI

ERYTRODIOLI- JA UVAOLIPITOISUUDEN MAARITTAMINEN

JOHDANTO

Erytrodioli, jolla yleensd tarkoitetaan dioleja erytrodioli ja uvaoli yhdessi,
on joillekin rasvoille ja 6ljyille tyypillinen saippuoitumattoman osan aine.
Sen pitoisuus on selvésti kohonnut uutetussa oliividljysséd; puristetussa
oliividljyssd ja rypilesiemendljyssd sitd on védhén, joten sen esiintyminen
voi olla merkki siitd, ettd joukkoon on lisdtty uutettua oliivioljya.

1 TARKOITUS

Télla menetelmélld voidaan maarittdd rasvan tai 6ljyn erytrodiolipitoisuus.

2 PERIAATE

Rasva tai 6ljy saippuoidaan kaliumhydroksidin etanoliliuoksella. Saippu-
oitumaton osa uutetaan etyylieetterilld ja puhdistetaan johtamalla se alu-
miinioksidikolonnin 14pi, minké jilkeen saippuoitumattomat aineet erote-
taan silikageelilevyilld ohutkerroskromatografialla. Télloin steroli- ja eryt-
rodiolifraktiovydhykkeet erottuvat.

Levyltd saadut sterolit ja erytrodioli muutetaan trimetyylisilyylieettereiksi
ja maidritetddn kaasukromatografialla.

Tulos ilmoitetaan erytrodiolin prosenttiosuutena erytrodiolin ja sterolien
seoksesta.

3 VALINEISTO

3.1 Sama kuin liitteessd V (Sterolien médritys).

4 REAGENSSIT

4.1  Samat kuin liitteessd V (Sterolien maaritys).

42 Vertailuliuoksena erytrodiolin 0,5-prosenttinen kloroformiliuos.

5 SUORITUS
5.1  Saippuoitumattoman osan esikésittely.

Kuten liitteessd V olevassa 5.1.2 kohdassa.

5.2 Erytrodiolin ja sterolien erottaminen.

5.2.1 Ks. menettely liitteessd V olevassa 5.2.1 kohdassa.

5.2.2 Ks. sama menettely liitteessd V olevassa 5.2.2 kohdassa.

5.2.3 Valmistetaan saippuoitumattomasta aineksesta 5-prosenttinen kloroformili-
uos.

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

5.2.4 Asetetaan levy kehitysastiaan, joka on esikésitelty kuten 5.2.1 kohdassa.
Ympériston lampotilan on oltava noin 20 °C. Astia suljetaan heti kannella
ja annetaan eluoitua, kunnes liuotinrintama on noussut noin 1 cm:n paéhéan
levyn yldreunasta. Levy otetaan kehitysastiasta ja liuotin haihdutetaan
kuumassa ilmavirrassa.
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5.4

Levylle suihkutetaan tasaisesti 2,7-dikloorifluoreseiiniliuosta. Kun levya
tarkastellaan ultraviolettivalossa, sterolin ja erytrodiolin vydhykkeet voi-
daan tunnistaa kohdistamalla ne vertailuliuoksen
vyohykkeisiin. Vyohykkeet merkitdén pisteelld, joka on juuri fluoresens-
sialueen reunojen ulkopuolella.

Silikageeli raaputetaan levystd irti metallilastalla merkityn alueen kohdalta.
Irrotettu aines pannaan 50 ml:n pulloon. Lisédtdén 15 ml kuumaa kloro-
formia, ravistetaan hyvin ja suodatetaan suppilon ldpi, jossa on huokoinen
suodatin, johon silikageeli jdd. Pestddn kolme kertaa kuumalla klorofor-
milla (noin 10 ml kerralla) ja kerdtddn suodos 100 ml:n pulloon. Suodosta
haihdutetaan, kunnes sitd on 4—5 ml, siirretdén se punnittuun, kartiomai-
sella pohjalla varustettuun 10 ml:n sentrifugiputkeen, kuivatetaan typpivir-
rassa miedolla 1dmmolld ja punnitaan.

Trimetyylisilyylieetterien valmistus
Kuten liitteessd V olevassa 5.3 kohdassa.
Kaasukromatografinen miiritys

Kuten liitteessd V olevassa 5.4 kohdassa.

Kaasukromatografisen méarityksen olosuhteiden on oltava sellaiset, ettd ne
tayttavat sterolien madritysvaatimukset ja ettd liséksi erytrodiolin ja uvao-
lin TMSE:t erottuvat.

Kun ndyte on injektoitu, rekisterdintid jatketaan, kunnes ndytteessd 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 % = L+ A x 100
Al + AZ + ZAstemlit
Jossa:
A = erytrodiolin piikin pinta-ala M6 ———— <«;
A, = uvaolin piikin pinta-ala »M6 ———— «;

Y Agerolit = sterolien piikkien yhteenlaskettu pinta-ala » M6 «;

Tulos ilmoitetaan yhden desimaalin tarkkuudella.
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VY M21
LIITE VII

2-GLYSERYYLIMONOPALMITAATIN PROSENTTIOSUUDEN
MAARITTAMINEN

1. TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Télld menetelmilld médritetddn triglyseridin 2-asemassa olevan palmitii-
nihapon prosenttiosuus 2-glyseryylimonopalmitaatin méarityksen avulla.

Menetelméi sovelletaan kasvidljyihin, jotka ovat nestemdisid huoneen-
lammosséd (20 °C).

2. PERIAATE

Oljyniyte valmistellaan ja kisitelldsn haimalipaasin avulla: kun triglyse-
ridimolekyyli hydrolysoidaan osittain ja spesifisesti 1- ja 3-asemassa,
jaavat jaljelle 2-asemassa olevat monoglyseridit. 2-glyseryylimonopalmi-
taatin prosenttiosuus monoglyseridijakeessa maéritetdan silyloinnin jal-
keen kiyttden kapillaarikaasukromatografista maéritysta.

3. VALINEISTO

3.1 Erlenmeyer-pullo, 25 ml.
32 Dekantterilaseja, 100, 250 ja 300 ml.

33 Lasikolonni kromatografiaa varten (sisdhalkaisija 21-23 mm, pituus 400
mm), varustettuna sintterilasilevylld ja hanalla.

34 Koeputkia, 10, 50, 100 ja 200 ml.

3.5 Kolveja, 100 ja 250 ml.

3.6 Pyorohaihduttaja.

3.7 Kartiopohjaisia sentrifugiputkia, 10 ml, hiottu tulppa.
3.8 Sentrifugi 10 ja 100 ml:n putkia varten.

39 Termostaatti, joka yllapitdd lampétilaa 40 °C + 0,5 °C.
3.10  Mittapipettejd, 1 ja 2 ml.

3.11 Injektioruisku, 1 ml.

3.12  Mikroruisku, 100 pl.

3.13  Suppilo, 1 000 ml

3.14  Kapillaarikolonnilla varustettu kaasukromatografi, jossa on kolonniin lii-
tetty kylmainjektori, jonka avulla nidyte voidaan sy6ttad suoraan koloniin,
sekd uuni, joka pysyy valitussa lampdtilassa yhden celsiusasteen tarkkuu-
della.

3.15  Kolonniin liitetty kylmainjektori, niytteen syottdmiseksi suoraan kolon-
niin.

3.16  Liekki-ionisaatiodetektori ja analysaattori.

3.17. Integroiva piirturi, joka toimii analysaattorin kanssa ja jonka vastenopeus
on enintddn 1 sekunti ja jonka paperin nopeutta voidaan sdataa.

3.18 Lasinen tai kvartsilasinen kapillaarikolonni, jonka pituus on 8-12 m ja
sisdhalkaisija 0,25-0,32 mm ja jonka sisdpinta on paillystetty 5-prosent-
tisella metyylipolysiloksaanilla tai fenyylimetyylipolysiloksaanilla siten,
ettd nestekerroksen paksuus on 0,10-0,30 pm, ja jota voidaan kayttda
370 °C:n lampétilassa.
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4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

4.11

4.12

4.13

4.14

4.15

4.16

5.1
5.1.1

Mikroruisku, 10 pl, jossa on véhintddn 7,5 cm:n kiinted neula, jonka
avulla ndyte voidaan syottdd suoraan kolonniin.

REAGENSSIT

Silikageeli, jonka hiukkaskoko 0,063—0,200 mm (70/280 mesh) ja joka
valmistetaan seuraavasti: Silikageeli pannaan posliiniastiaan, kuivataan
lampokaapissa 160 °C:n lampdtilassa neljdn tunnin ajan, minka jalkeen
jaadytetadn eksikkaattorissa huoneenldmmossa. Lisdtddan vettd 5 % silika-
geelin painosta seuraavasti: punnitaan 500 ml:n erlenmeyer-pulloon
152 g silikageelid, lisdtddn 8 g tislattua vettd, suljetaan pullo ja ravis-
tetaan varovasti siten, ettd vesi jakautuu tasaisesti. Sdilytetddn vahintddn
12 tuntia ennen kayttod.

N-heksaani, kromatografialaatua.
Isopropanoli
Isopropanoli, vesiliuos 1/1 (V/V)

Haimalipaasi. Kéytettdvén lipaasiaktiivisuuden on oltava 2,0—10 lipaasiy-
ksikk6d/mg. (Haimalipaasia, jonka aktiivisuus on 2—10 yksikkdd/mg, on
saatavilla valmiina.)

Tri-hydroksimetyyliaminometaani-puskurilivos: lisdtddn vesiliuokseen
suolahappoa 1 M, kunnes pH on 8 (tarkistetaan potentiometrilld) (1/1 V/V)

Natriumkolaatti (entsyymilaatua), 0,1 % vesiliuos (kdytettdva 15 péivén
kuluessa valmistamisesta).

Kalsiumkloridi, vesiliuvos 22 %.

Dietyylieetteri, kromatografialaatua.

Kehitysliuos: n-heksaani/etyylieetteriseos (87/13) (V/V)
Natriumhydroksidi, 12-painoprosenttinen liuos.
1-prosenttinen fenoliftaleiiniliuos etanolissa.

Kantajakaasut: vety tai helium, kaasukromatografista laatua.

Apukaasut: vety, vdhintddn 99-prosenttinen, kuiva ja ilman orgaanisia
aineita, ja vesi kaasukromatografista laatua, sama puhtausaste.

Silylointireagenssi: Pyridiinin, heksametyylidisilatsaanin ja trimetyylik-
loorisilaanin seos 9/3/1 (V/V/V). (Kéyttovalmiita liuoksia on kaupalli-
sesti saatavana. Voidaan kdyttdd myos muita silylointireagensseja, kuten
esim. bis-trimetyylisilyylitrifluoriasetamidi + 1 % trimetyylikloorisilaania;
reagenssi laimennetaan samalla maéralld vedetontd pyridiinid.)

Standardit: puhtaat monoglyseridit tai monoglyseridien seokset, joiden
prosenttiosuuksien mukainen tunnettu koostumus on samanlainen kuin
ndytteen.

MENETTELY
Niytteen valmistelu

Oljyj4, joiden vapaiden happojen pitoisuus on alle 3 %, ei tarvitse neut-
raloida ennen silikageelikolonnikromatografiaa. Oljyt, joiden vapaiden
happojen pitoisuus on yli 3 %, on neutraloitava 5.1.1.1 kohdan mukai-
sesti.
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5.1.1.1 1000 ml:n suppiloon (3.13) kaadetaan 50 g 6ljyd ja 200 ml n-heksaania.
Lisatdén 100 ml isopropanolia ja 12-prosenttista natriumhydroksidiliuosta
(4.11) masrd, joka vastaa 6ljyn vapaiden rasvahappojen médrdd lisdttynd
5 prosentilla. Ravistetaan voimakkaasti yhden minuutin ajan. Lisétdédn
100 ml tislattua vettd, ravistetaan uudelleen ja annetaan seisti.

Kun erottuminen on tapahtunut, pohjalla oleva saippuoitunut kerros
poistetaan. Myds mahdolliset vélikerrokset (liimamaiset ja liukenemattomat
aineet) poistetaan. Neutraalin 6ljyn heksaaniliuos pestdédn useita kertoja isop-
ropanolin ja tislatun veden liuoksella, 50-60 ml, suhteessa 1:1 (V/V) (4.4),
kunnes fenoliftaleiinin vaaleanpunainen véri on hévinnyt.

Poistetaan suurin osa heksaania hoyrystdmalld tyhjiossd (kdyttden esim.
kiertohaihdutinta) ja siirretddn 6ljy 100 ml:n kolviin (3.5). Kuivataan 6ljy
tyhjiosséd, kunnes liuotin on kokonaan haihtunut.

Témin vaiheen jilkeen Oljyn happopitoisuuden on oltava alle 0,5 %.

5.1.2  Kaadetaan 1,0 g edelld kuvatulla tavalla késiteltyd 6ljyd 25 ml:n erlen-
meyer-pulloon (3.1) ja liuotetaan se 10 ml:aan kehitysliuosta (4.10).
Liuoksen annetaan seistd vahintddn 15 minuuttia ennen silikageelikolon-
nikromatografiaa.

Jos liuos on sameaa, se sentrifugoidaan optimaalisten edellytysten
varmistamiseksi kromatografiaa varten. (Voidaan kayttdd kayttovalmiita
500 mg:n SPE-silikageelipatruunoita.)

5.1.3  Kromatografiakolonnin esikdsittely

Kolonniin (3.3) kaadetaan noin 30 ml kehityslivosta (4.10) ja kolonnin
alaosaan tyOnnetdén lasisauvalla pumpulituppo; painetaan tuppoa ilman
poistamiseksi.

Valmistetaan dekantterilasissa suspensio, jossa on 25 g silikageelid (4.1)
ja noin 80 ml kehitysliuosta, ja kaadetaan se suppilon avulla kolonniin.

Varmistetaan, ettd kaikki silikageeli on syoétetty kolonniin; pestddn kehi-
tysliuoksella (4.10), avataan hana ja annetaan nesteen tulla pylvaista,
kunnes sen pinta on noin 2 mm piihappogeelin yldpinnan yldpuolella.

5.1.4  Kolonnikromatografia

Punnitaan 25 ml:n erlenmeyer-pulloon (3.1) tarkasti 1,0 g 5.1 kohdan
mukaisesti valmistettua naytetts.

Liuotetaan ndyte 10 ml:aan kehitysliuosta (4.10). Kaadetaan liuos 5.1.3
kohdan mukaisesti valmisteltuun kromatografikolonniin. Vailtetddn kos-
kemasta kolonnin pintaa.

Hana avataan ja liuottimen annetaan tulla pylvédastd, kunnes sen pinta on
silikageelin pinnan tasolla. Annetaan kehittyd 150 ml:ssa kehitysliuosta.
Saddetddn virtaukseksi 2 ml/minuutissa (siten ettd 150 ml valuu 60-70
minuutissa).

Eluaatti kerdtddn 250 ml:n taarattuun kolviin. Liuotin haihdutetaan tyh-
jibssd ja sen jadnteet poistetaan typpivirtauksen avulla.

Punnitaan pullo ja lasketaan keritty uute.
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(Jos kiytetddn kayttovalmiita SPE-silikageelipatruunoita, toimitaan seu-
raavasti: Lisdtddn 1 ml livosta (5.1.2) patruunoihin, jotka on etukiteen
kasitelty 3 ml:lla n-heksaania.

Kun liuos on suodattunut, annetaan kehittyd 4 ml:ssa n-heksaania/-
dietyylietterid 9/1 (V/V).

Eluaatti kerétdan 10 ml:n putkeen ja haihdutetaan kuiviin typpivirtauksen alla.

Kuiva jddnnos késitelldin haimalipaasin (5.2) avulla. Rasvahappokoos-
tumus on ehdottomasti tarkistettava sekd ennen SPE-patruunan kayttod
ettd sen jalkeen.

5.2 Hydrolyysi haimalipaasin avulla

5.2.1 Mitataan sentrifugin putkeen 0,1 g 5.1 kohdan mukaisesti valmisteltua
oljyd. Lisdtddn 2 ml puskurilivosta (4.6), 0,5 ml natriumkolaattiliuosta
(4.7) ja 0,2 ml kalsiumkloridiliuosta sekoittaen hyvin jokaisen lisdyksen
jalkeen. Putki suljetaan hiotulla tulpalla ja asetetaan heti termostoituun
hauteeseen, jonka ldmpétila on 40 °C + 0,5.

5.2.2  Putkeen lisdtddn 20 mg lipaasia, ravistetaan varovasti (niin ettd tulppa ei
padse kastumaan), asetetaan putki termostoituun hauteeseen tasan 2 mi-
nuutiksi ja poistetaan, minkd jélkeen ravistetaan voimakkaasti tasan 1
minuutti ja annetaan jadhtya.

5.2.3 Lisdtdan 1 ml dietyylieetterid, suljetaan pullo ja ravistetaan voimakkaasti,
sentrifugoidaan ja siirretdéin eetteriliuvos mikroruiskulla puhtaaseen ja kui-
vaan putkeen.

53 Silanoitujen johdannaisten ja kaasukromatografian valmistelu

5.3.1 Lisdtddn mikroruiskulla 10 ml:n kartiopohjaiseen putkeen 100 pl liuosta
(5.2.3).

5.3.2  Liuotin haihdutetaan heikossa typpivirrassa, lisdtddn 20 pl silylointirea-
genssia (4.15), suljetaan putki tulpalla ja annetaan seistd 20 minuuttia.

5.3.3 Lisdtdén 1-5 ml n-heksaania (kromatografiaolosuhteiden mukaisesti). Tu-
loksena on linos kaasukromatografiaa varten.

5.4 Kaasukromatografia

Kaéyttdolosuhteet ovat seuraavat:

— Injektorin (kolonniin liitetty kylmdiinjektori) ldmpétila matalampi
kuin liuoksen kiehumisldmpdatila (68 °C),

— Detektorin lampétila: 350 °C,

— Kolonnin ldmpétila: uunin ldmpétila ohjelmoidaan seuraavasti: 60 °C
yhden minuutin ajan, lisdtdan 15 °C minuutissa kunnes ldmpétila on
180 °C, minki jilkeen lisdtddn 5 °C minuutissa kunnes lampdtila on
340 °C, minkd jdlkeen ldmpdtila pidetddn 340 °C:ssa 13 minuutin
ajan,

— Kantajakaasut: vety tai helium sopivalla lineaarinopeudella kuvassa 1
esitetyn resoluution saavuttamiseksi. Csy-triglyseridin retentioajan on
oltava 40 £ 5 minuuttia (ks. kuva 2). (Jaljempéné esitetyt kdyttdolo-
suhteet ovat ohjeellisia. Kéyttdjan on optimoitava ne halutun resoluu-
tion saavuttamiseksi. 2-glyseryylimonopalmitaatin piikin korkeuden
on oltava vihintddn 10 % piirturin asteikosta.),
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— Injektoidun aineen méérd: 0,5-1 pl n-heksaanilivosta (5 ml) (5.3.3.).
5.4.1  Piikkien tunnistaminen

Yksittdiset monoglyseridit tunnistetaan retentioaikojen perusteella ja suh-
teessa niihin, jotka on saatu samoissa olosuhteissa maéritetyilld monog-
lyseridien standardiseoksilla.

5.4.2  Kvantitatiivinen arviointi
Jokaisen piikin pinta-ala lasketaan elektronisen integraattorin avulla.

6. TULOSTEN ESITTAMINEN

Glyseryylimonopalmitaatin prosenttiosuus lasketaan sitd vastaavan piikin
suhteellisena osuutena kaikkien monoglyseridien piikkien yhteenlas-
ketusta pinta-alasta (ks. kuva 2) seuraavan kaavan mukaisesti:

Glycéril monopalmitate (%): Q_/: x 100
NdT: Glycéril monopalmitate = glyseryylimonopalmitaatti jossa:
A, = glyseryylimonopalmitaatin piikin pinta-ala
YA = kaikkien monoglyseridien piikkien pinta-alojen summa.
Tulos ilmoitetaan yhden desimaalin tarkkuudella.
7. MAARITYSSELOSTE
Madritysselosteessa on oltava:
— viittaus tdhdn menetelméén,
— néytteen tunnistamiseksi tarvittavat tiedot,
— madrityksen tulos,

— poikkeamiset tdstd menetelmésti riippumatta siitd, johtuvatko ne asi-
anomaisten padtoksestd vai jostain muusta syysti,

— laboratorion tunnistetiedot, méarityspdiva ja méadrityksestd vastaavien
allekirjoitukset.



1991R2568 — FI — 09.08.2012 — 024.001 — 58

YM21
Kuva 1

Kromatogrammi silylointireaktion tuotteista, saatu lipaasikiisittelylli jalostetusta oliivioljysta,
johon lisidtty 20 % esterdityi oljya (100 %).

100 10.384 12.266 21.649 23.310
- Huile d’olive raffinée
+ 20% huile estérifiée 17.89 .
1-2 monopalmitine
Acides gras libres
Squalene
1-2 mono C18 insat.
%
10.218
12.525 1-2 monopalmitoléine 17 525 22.203
4
8.889
9.581 11.103 22618
L 19.407 L\A‘—N
o N T 7 T T T T T T T - T T v T T v T T - v T - Scan
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Selityksid:: Acides gras libres = vapaat rasvahapot Huile d’olive raffinée = jalostettu oliividljy +
20 % huile estérifiée = + 20 % esterdityd 6ljyd 1-2 monopalmitine = 1-2-monopalmitiini 1-2 mono
C,g insat. = tyydyttymdtén C;g, 1-2-mono- Squalene = skvaleeni
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Kuva 2
Kromatogrammi:
A) esterdimiton oliivioljy, lipaasikisittelyn jilkeen; silyloinnin jilkeen; niissid olosuhteissa
(kapillaarikolonni 8-12 m) vahajae eluoituu samassa ajassa kuin diglyseridijae tai hieman

sen jilkeen.

Triglyseridipitoisuus saa lipaasikisittelyn jilkeen olla enintdin 15 %.

k%
*
| AP
h—J‘—-‘—_Az 3 4
1
1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45
Merkkien selitykset::
1 = Vapaat rasvahapot
2 = Monoglyseridit
3 = Diglyseridit
4 = Triglyseridit
* = 2-monopalmitiini

*¥* = Cay-triglyseridi
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Kromatogrammi:

B) esteroity oljy lipaasikisittelyn jilkeen; silyloinnin jilkeen; niiissii olosuhteissa (kapillaa-
rikolonni 8-12 m) vahajae eluoituu samassa ajassa Kkuin diglyseridijae tai hieman sen
jéilkeen.

Triglyseridipitoisuus saa lipaasikiisittelyn jilkeen olla enintiin 15 %

B
*
*%
1T A, 'S . Cemmenmd
1 Comn ] 3 4
1 2
1 | I 1 1 | | 1 |
10 15 20 25 30 35 40 45
Merkkien selitykset:
1 = Vapaat rasvahapot
2 = Monoglyseridit
3 = Diglyseridit
4 = Triglyseridit
* = 2-monopalmitiini

*¥* = Cay-triglyseridi
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8. SELITYKSIA
Huom. 1. LIPAASIN VALMISTUS

Myynnissd on lipaaseja, joiden aktiivisuus on tyydyttdvd. On
myds mahdollista valmistaa niitd laboratoriossa seuraavasti:

Jadhdytetddn 5 kg tuoretta sian haimaa 0 °C:seen. Poistetaan
ympéardiva kiintorasva ja kalvot ja jauhetaan sekoittimessa
niin, ettd syntyy tahnamainen neste. Tahnaan lisdtddn 2,5 1
vedetontd asetonia ja sekoitetaan 4—6 tuntia, minkd jilkeen
livos sentrifugoidaan. Jaannostd uutetaan vield kolme kertaa
samalla tilavuusmé&érilld vedetontd asetonia, sitten kaksi ker-
taa asetonin ja dietyylieetterin seoksella 1:1 (V/V) ja kaksi
kertaa dietyylieetterilla.

Jaannos kuivataan tyhjiossd 48 tuntia, jotta saadaan stabiili
jauhe, joka sidilyy kauan jadkaapissa ja kuivissa olosuhteissa.

Huomautus 2. LIPAASIAKTIIVISUUDEN TARKISTAMINEN

Valmistetaan oliivi6ljyemulsio seuraavasti:

Sekoitetaan 165 ml arabikumilivosta (100 g/1), 15 g jadmurs-
kaa ja 20 ml neutraloitua 6ljyéd sekoittimella.

Lisdtddn 50 ml:n dekantterilasiin 10 ml tdtd emulsiota, sitten
0,3 ml natriumkolaattiliuosta (0,2 g/ml) ja sitten 20 ml tis-
lattua vettd.

Dekantterilasi asetetaan termostoituun hauteeseen, jonka ldm-
potila on 37 °C. Upotetaan pH-mittarin elektrodit nesteeseen
ja asetetaan spiraalisekoitin paikoilleen.

Lisatdan natriumhydroksidilivosta (0,1 N) tipoittain byretin
avulla, kunnes pH on 8,3.

Lisdtdan sama tilavuusméard lipaasijauheen vesisuspensiota
(0,1 g/ml lipaasia). Heti kun pH on 8,3, kdynnistetddn sekun-
tikello ja aloitetaan natriumhydroksidiliuoksen tiputtaminen
sellaisella nopeudella, ettdi pH pysyy koko ajan 8,3:ssa.
Liuoksen kulutus luetaan joka minuutti.

Tiedot kirjataan koordinaatistoon, jossa x-akselilla on aika ja
y-akselilla on pH:n sdilyttdimiseen tarvittavan emaésliuoksen
méadrd millilitroina. Tuloksena on oltava lineaarinen kuvaaja.

Lipaasiaktiviteetti, joka mitataan lipaasiyksikkodind mg:aa koh-
den, saadaan seuraavasti:

V. x N x 100
B m

A

jossa:
A aktiviteetti lipaasiyksikkod/mg

V natriumhydroksidiliuoksen (0,1 N) méérd millilitroina mi-
nuutissa (kuvaajasta laskettuna)

N natriumhydroksidiliuoksen normaalisuus
m lipaasindytteen paino mg:oina.

Lipaasiyksikkd on se mdérd entsyymid, joka tarvitaan vapaut-
tamaan 10 mikroekvivalenttia happoa minuutissa.

VY M20
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LITE IX

SPEKTROFOTOMETRINEN MAARITYS

JOHDANTO

Spektrofotometrinen mééritys ultraviolettivalossa antaa tietoa rasvan laadus-
ta, sen sdilymisestd ja muutoksista, joita késittelyt ovat siind aiheuttaneet.

Tassd menetelméssa kaytetyilld aallonpituuksilla tapahtuva absorptio johtuu
konjugoiduista dieeni-ja trieenijarjestelmistd. Nama absorptiot ilmaistaan
ominaisekstinktiona (ekstinktio, joka tapahtuu tiettyyn liuottimeen valmis-
tetun 1-prosenttisen rasvaliuoksen 1 cm:n paksuisessa kerroksessa), josta
tavallisesti kdytetdan merkkid K (nimitetddn myds ekstinktiokertoimeksi”).

TARKOITUS

Talla menetelmélld voidaan tutkia rasvoja spektrofotometrisesti ultravioletti-
valossa.

PERIAATE

Rasva livotetaan médréttyyn liuottimeen ja liuoksen ekstinktio mitataan tie-
tylld aallonpituudella kayttden vertailuliuoksena puhdasta liuotinta. Yksittdi-
set ekstinktiot lasketaan spektrofotometrin lukemista.

VALINEISTO

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

Suorakaiteen muotoisia kvartsikyvettejd kansineen, optinen vili 1 cm. Ve-
delld tai muulla sopivalla livottimella tdytettynd 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 vihintddn 60 % aallon-
pituudella 220 nm ja vihintddn 95 % aallonpituudella 250 nm, tai

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

Emaiksistd alumiinioksidia kromatografiakolonnia varten; esikasittely ja tar-
kistus kuvataan lisdyksessd 1.

n-heksaani, kromatografiaa varten.
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5.4

MENETTELY

Naytteen tulee olla tiysin homogeenista eika siind saa olla suspendoituneita
epdpuhtauksia. Oljyt, jotka ovat huoneenlimmdssi nestemiisis, 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 naytettd, joka on esikésitelty edelld kuvatulla tavalla,
25 mln mittapulloon, joka tdytetddn liuottimella ja  homo-
genoidaan. Syntyvén liuoksen on oltava tdysin kirkasta. Jos ilmenee same-
utta tai sakkaa, liuos suodatetaan nopeasti paperin lapi.

Kyvetti tdytetddn saadulla liuoksella ja ekstinktiot mitataan sopivalla aallon-
pituudella 232—276 nm; kéytetty liuotin toimii vertailuliuoksena.

Saatujen ekstinktioarvojen on oltava 0,1—0,8; jollei tillaisia tuloksia saada,
koe on uusittava kdyttden vahvempia tai laimeampia liuoksia tarpeen mu-
kaan.

Kun on tarpeen mdiérittdd ominaisekstinktio alumiinioksidilla tapahtuvan
puhdistamisen jilkeen, toimitaan seuraavasti: kromatografiakolonniin pan-
naan 30 g emdiksistd alumiinioksidia heksaaniin suspendoituna, adsorbentin
annetaan laskeutua ja yliméardinen heksaani poistetaan niin, ettd sitd on noin
1 cm alumiinioksidin p&alla.

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

Néin saatu rasva késitellddn valittomasti 5.2 kohdan mukaisesti.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Lasketaan ominaisekstinktiot (ekstinktiokertoimet) eri aallonpituuksilla seu-
raavasta kaavasta:

jossa:
KA = ominaisekstinktio aallonpituudella A;
EL = aallonpituudella A mitattu ekstinktio;

¢ = liuoksen vikevyys g/100 ml;
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s = kyvetin paksuus, cm
Tulokset ilmoitetaan kahden desimaalin tarkkuudella.

Oliividljyn spektrofotometrinen madritys ETY:n virallisissa asetuksissa tar-
koitetun virallisen menetelmidn mukaan vaatii ominaisekstinktion méaaritta-
misen iso-oktaaniliuoksessa aallonpituuksilla 232 ja 270 nm ja AK:n las-
kemisen kaavasta:

AK — K. — Kn_4 + Ky
m 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 esikédsittely

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

Alumiinioksidin aktiivisuuden tarkistaminen

Esikdsitellddn 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 % maapéhkinddljyd, joka on kisitelty valkaisumaalla sen puhdistuk-
sen aikana ja jonka ominaisekstinktio on véhintdén 4 aallonpituudella
268 nm.

Seos johdetaan kolonnin ldpi ja jos sen ominaisekstinktio on yli 0,11
aallonpituudella 268 nm, alumiinioksidi on kelvollista; muutoin sen hyd-
rataatioastetta on liséttava.
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LISAYS 11

Spektrofotometrin kalibrointi

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

Aallonpituuslukema voidaan tarkistaa joko elohopeahdyrylampulla tai so-
pivien 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 titd liuosta 500 ml:n
mittapulloon ja tdytetddn pullo kaliumhydroksidiliuoksella.

Naéin saadun liuoksen ekstinktio mitataan aallonpituudella 275 nm ja kiy-
tetddn kaliumhydroksidiliuosta vertailuliuoksena. Mitatun ekstinktion on
oltava 0,200 + 0,005, kun kdytetddn 1 cm:n optista kyvettid.
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LIITE X A

RASVAHAPPOJEN METYYLIESTEREIDEN MAARITTAMINEN

22
2.2.1

222

23

3.1

KAASUKROMATOGRAFISELLA MENETELMALLA

SOVELTAMISALA

Témd menetelmd antaa yleisohjeita kaasukromatografian kdytt66n, kun
tarkoituksena on maéarittda liitteessd X B kuvatulla menetelmélld saadun
rasvahappojen metyyliestereiden seoksen koostumus kvalitatiivisesti ja
kvantitatiivisesti.

Menetelma ei sovellu polymeroitujen rasvahappojen tutkimiseen.

REAGENSSIT
Kantajakaasu

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

Huom. 1 Vety, jota voidaan kayttdd kantajakaasuna ainoastaan kapillaa-
rikolonneissa, kaksinkertaistaa maéadritysnopeuden, mutta sen
kéyttd on vaarallista. Turvalaitteita on kuitenkin saatavana.

Apukaasut

Vety (puhtaus > 99,9 %), ei saa sisdltdd orgaanisia epdpuhtauksia.

Ilmaa tai happea, ei saa siséltdd orgaanisia epapuhtauksia.

Vertailustandardi

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

Monityydyttyméttomien rasvahappojen hapettumista on véltettava.

VALINEISTO

Téssd annetut ohjeet koskevat tavallista kaasukromatografista laitteistoa,
joko taytetylld kolonnilla tai kapillaarikolonnilla varustettua, sekd 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.

Injektiojdrjestelma

Kaytetddn injektiojarjestelméad, joka sopii:

a) tdytettyyn 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 kayttoon
suunniteltu. Jarjestelmé voi olla jakajatyyppid tai jakajaton, kolonniin
liitetty (on-column) injektori.
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3.1.3.1

3.13.2

3.133

3.1.4

3.14.1

Huom. 2 Jos néytteesséd on ainoastaan sellaisia rasvahappoja, joissa on vé-
hintdén 16 hiiliatomia, voidaan kayttdd liikkuvaa neulainjektoria.

Uuni

Uunin tulee pystyd lammittiméaén kolonni vdhintddn 260 °C:n lampoti-
laan ja pitimédn se valitussa ldmpétilassa 1 °C:n tarkkuudella, jos kyse
on tdytetystd kolonnista, ja 0,1 °C:n tarkkuudella, jos kyse on kapillaa-
rikolonnista. Viimeksimainittu vaatimus on erittdin tirked, jos kdytetddn
kvartsilasiputkea.

Lampotilaohjelmoidun laitteen kayttod suositellaan kaikissa tapauksissa
ja erityisesti rasvahapoille, joissa on alle 16 hiiliatomia.

Téaytetty kolonni

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

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

b) sisdhalkaisija: 2—4 mm.

Huom. 3 Jos tutkittavana on monityydyttymdttomid happoja, joissa on
enemmén kuin kolme kaksoissidosta, ne saattavat hajota ko-
lonnissa, joka on ruostumatonta terdsta.

Huom. 4 Voidaan myos kdyttdd jérjestelmdd, jossa on tdytetty kaksois-
kolonni.

Téyte, joka koostuu seuraavista aineista:

a) tukiaine: happopestyi ja silanoitua piimaata tai muuta sopivaa, inerttia
tukiainetta, jonka rackokojakauma on kapea (25 mm:n vaihtelu 125 ja
200 mm:n valilld) niin, ettd keskimédérdinen rackoko on suhteessa
kolonnin pituuteen ja siséhalkaisijaan;

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

Kolonnin valmistelu

Kun kolonni on irrotettu detektorista, uuni kuumennetaan véhitellen
185 °C:seen ja inerttikaasua johdetaan 20—60 ml minuutissa juuri tdy-
tetyn kolonnin ldpi, vahintddn 16 tunnin ajan tissd lampoétilassa ja sitten
vield kaksi tuntia 195 °C:ssa.

Kapillaarikolonni

Putki, joka on valmistettu analysoitaville aineille inertistd aineesta (taval-
lisesti lasista tai kvartsilasista). Siséhalkaisijan on oltava 0,2—0,8 mm.
Sisdpinta on késiteltdvd sopivalla menetelmilld (esim. pintakésittely,
inaktivointi) ennen kuin se pédllystetddn stationdérifaasikerroksella.
Useimmissa tapauksissa riittdva pituus on 25 m.
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3.14.2

3.1.4.3

32

33

3.4

Stationdérifaasi, pédasiassa polyglykolityyppid [poly(etyleeniglykoli)
20 000], polyesterityyppid (butaanidiolipolysukkinaatti) tai polaarista po-
lysiloksaanityyppid (syanosilikonit). Kytketyt kolonnit (kolonniverkot)
ovat myos sopivia.

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

Péillysteen on oltava ohut, 0,1 — 0,2 mm.

Kolonnin kokoaminen ja esivalmistelut

Tavanomaisia varotoimenpiteitd on noudatettava kapillaarikolonnien ko-
koamisessa, ts. kolonnin sijoittelu uuniin (tukirakenteet), liitosten valinta
ja asennus (tiiviys), kolonnin piiden liittdminen injektiojarjestelméén ja
detektoriin (mahdollisimman vdhan kuollutta tilaa). Kantajakaasuvirta
johdetaan kolonnin ldpi (esimerkiksi 0,3 baaria, 30 kPa, 25 m pitkdin
kolonniin, jonka sisdhalkaisija on 0,3 mm).

Kolonni esildimmitetddn ohjelmoimalla uuni niin, ettd ldmpdtila nousee
3 °C minuutissa huoneenldmmosté sellaiseen ldmpétilaan, joka on 10 °C
alhaisempi kuin stationddrifaasin hajoamisldmpétila. Uuni pidetddn tdssa
lampdtilassa yhden tunnin ajan, kunnes perusviiva on tasoittunut. Lam-
potila palautetaan 180 °C:seen ja tydskentelyd jatketaan vakioldampdtilas-
sa.

Huom. 6 Esivalmisteltuja kolonneja voi myds ostaa.

Detektori, joka kestdd korkeampaa lampétilaa kuin kolonni.

Ruisku

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

Piirturi

Kun piirturin kdyrdd kiytetddn mdédritettivin 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 kérki siirtyy nollasta 90 %:iin, kun yhtdkkid annetaan
100 %:n signaali);

b) paperin leveys vahintddn 20 cm;

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

Integraattori tai laskin (valinnainen)

Elektronisen integraattorin tai laskimen avulla tulos voidaan laskea no-
peasti ja tarkasti. Sen on annettava lineaarinen vaste riittdvalld herkkyy-
delld ja perusviivan poikkeaman korjauksen tulee olla riittava.
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4.1
4.1.1

4.1.1.1

SUORITUS

Toimenpiteet alakohdissa 4.1—4.3 koskevat liekki-ionisaatiodetektorin
kilyttoa.

Vaihtoehtoisesti voidaan kayttdd kaasukromatografista laitetta, jossa on
lammonjohtokyvyn ilmaisin (katarometri). Koeolosuhteita on télldin
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 maara,

c¢) kolonnin ldmpétila;

d) kantajakaasuvirta;

e) tarvittava erotuskyky;

ndytteen méérd, joka on valittava siten, ettd detektori ja elektrometri
y J J
yhdesséd antavat lineaarisen vasteen;

g) madrityksen kesto.

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

Injektorin ldmpdotilan tulisi olla noin 200 °C ja detektorin ldmpatilan
tulisi olla véhintdan yhtd suuri kuin kolonnin, jos laitteisto antaa siihen
mahdollisuuden.

Liekki-ionisaatiodetektoriin johdetun vedyn virtausnopeuden suhde kan-
tajakaasun 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
3 20—40
4 40—60

Taulukko 2

Stationddrifaasin pitoisuus

Kolonnin lampétila

% (m/m) °C
5 175
10 180
15 185
20 185
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4.1.1.2 Kapillaarikolonni

Kapillaarikolonnien tehokkuus- ja permeabiliteettiominaisuuksien vuoksi
aineosien erottuminen ja mairityksen kesto riippuvat voimakkaasti kan-
tajakaasun virtausnopeudesta kolonnissa. Tdmén vuoksi toimintaolosuh-
teet on valittava tdtd parametria (eli kolonnin tdytehdviotd) muuttamalla
sen mukaan, halutaanko parantaa erotuskykyé vai saada tulos nopeasti.

Teoreettisten pohjien méardn (tehokkuuden) ja erotuskyvyn maéarittdmi-
nen (ks. kuva 1)

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

Néytteen madrd, kolonnin lampdtila ja kantajakaasun virtaus valitaan
niin, ettd mahdollisimman suuri osa metyylistearaatin piikistd piirtyy
noin 15 minuuttia livottimen piikin jélkeen ja ettd metyylistearaattipiikki
tayttdd noin kolme neljdnnestd koko asteikosta.

Teoreettisten pohjien méard n lasketaan kaavasta:

ja erotuskyky R kaavasta:

2
R=_—"
W, + W,

jossa:

dry on retentioetdisyys millimetreind, alkaen kromatogrammin
alusta metyylistearaattipiikin huippuun;

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

A metyylistearaatin ja metyylioleaatin piikkien huippujen véli
millimetreiné;

ja resoluutioluku Ir, kaavalla

jossa:
a = pienimmén piikin korkeus, mitattuna suhteessa perusviivaan,

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

Kromatogrammi teoreettisten pohjien lukumddrdn (tehokkuuden) ja erotuskyvyn

mddrittdmiseksi

Livotin

A

Metyylistearaatti

Ilma . [}

N L )

Metyylioleaatti

Wy,

dgy Ja)

Allcu

4.2

43

Koeolosuhteet on valittava siten, ettd saadaan véhintddn 2 000 teoreettista
pohjaa kolonnimetrid kohti metyylistearaatille ja ettd erotuskyky on vi-
hintdén 1,25.

Niytteenotto

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

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

Jos méidritetddn aineosia, joita on vdhdn, ndytteen madrdd voidaan suu-
rentaa (enintddn kymmenkertaiseksi).

Mairitys

Koeolosuhteiden tulee yleensi olla kohdan 4.1.1 mukaiset.

Alhaisempien kolonnildmpétilojen kaytté on kuitenkin mahdollista, kun
médritetddn rasvahappoja, joissa on alle 12 hiiliatomia, tai voidaan kéyt-
tdd korkeampia lampétiloja, jos rasvahapoissa on yli 20 hiiliatomia.

Y
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4.4

52
52.1

522

5221

Néissd tapauksissa voidaan kéyttdd lampotilan ohjelmointia. Esimerkiksi
jos ndytteessd on rasvahappojen metyyliestereitd, joissa on alle 12 hii-
liatomia, ndyte voidaan injektoida 100 °C:ssa (tai 50—60 °C:ssa, jos
mukana on voihappoa) ja ohjelmoida ldmpétila nousemaan 4—8 °C/min,
kunnes saavutetaan optimildmpétila. Joissakin tapauksissa menetelmét
voidaan yhdistda.

Ohjelmoidun lammityksen jédlkeen eluointia jatketaan vakioldmpdtilassa,
kunnes kaikki aineosat ovat eluoituneet. Jos laitteen lampétilaa ei voida
ohjelmoida, kdytetddn kahta lampdétilaa, jotka ovat 100—195 °C.

On suositeltavaa tehdd maidritys tarvittaessa kahdessa polaarisuudeltaan
erilaisessa faasissa, jotta varmistutaan siitd, ettd mukana ei ole toisen
piikin alle jédvid piikkejd, esimerkiksi jos ndytteessd on yhtd aikaa Cg.3
ja Cyp tai Cyg.3 ja Cyg.p konjugoituneina.

Vertailukromatogrammin ja -kuvaajan valmistaminen

Madritetddn vertailustandardiseos (2.3) kdyttden samoja koeolosuhteita
kuin néytettd maédritettdessd, ja mitataan rasvahappojen retentioajat tai
-etédisyydet. Puolilogaritmipaperille piirretddn jokaista tyydyttyméattomyy-
sastetta varten kuvaaja, jossa on retentioajan tai -etdisyyden logaritmi
hiiliatomien méérdn funktiona; suoraketjuisten ja tyydyttymattomyysas-
teeltaan samojen estereiden kuvaajien tulisi olla suoria vakioldmpdtilassa.
Suorien tulisi olla suunnilleen yhdensuuntaiset.

On viltettava olosuhteita, joissa piikki jaa toisen alle, ts. erotuskyky ei
riitd erottamaan kahta aineosaa.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Kvalitatiivinen méidritys

Naytteen metyyliesteripiikit tunnistetaan 4.4 alakohdassa mainittujen kay-
rien avulla, tarvittaessa interpoloimalla.

Kvantitatiivinen méaritys

Koostumuksen méddrittiminen

Joitakin poikkeuksia lukuun ottamatta voidaan kdyttdd sisdisen normali-
soinnin menetelmédi, jossa oletetaan ettd kromatogrammi kuvaa néytteen

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 puolivilistd mitattuna ja ottaen huomioon piir-
turissa mahdollisesti kéytetyt vaimennukset.

Laskentamenetelmiét
Yleinen tapaus

Lasketaan tietyssd aineosassa olevien metyyliesterien pitoisuus massap-
rosentteina méadrittdmalld piikin pinta-alan suhteellinen osuus kaikkien
piikkien yhteenlasketusta pinta-alasta seuraavan kaavan avulla:

i 100
SA

jossa:
A on aineen i piikin pinta-ala;

S>> A  on kaikkien piikkien yhteenlaskettu pinta-ala.
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Tulos annetaan yhden desimaalin tarkkuudella.

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

Korjauskertoimien kdyttd

Tapauksissa, joissa rasvahapossa esimerkiksi on vdhemmaén kuin kahdek-
san hiiliatomia tai hapossa on sekundaarisia ryhmié, taikka kun kéytetaan
lammon johtumiseen perustuvaa detektoria tai kun tulosten on oltava
mahdollisimman tarkkoja, on kéytettdvd korjauskertoimia muutettaessa
piikkien pinta-alojen prosenttiosuuksia aineosien massaprosenteiksi.

Korjauskertoimet maéritetiin kromatogrammista, joka saadaan tarkoin
tunnettujen metyyliestereiden vertailuseoksesta samoissa olosuhteissa,
joissa ndyte médritettiin.

Vertailuseoksen aineen i prosentuaalinen massaosuus saadaan kaavasta:

m
— x 100
> m
jossa:
m; on vertailuseoksen aineen i massa;

>-m on vertailuseoksen eri aineosien massojen summa.

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

A
- x 100
SA
jossa:
A on aineen i piikin pinta-ala;

YA on kaikkien piikkien pinta-alojen summa.

Korjauskerroin saadaan kaavasta:

K_:mixZA
A X Ym

Yleensd korjauskertoimet ilmoitetaan suhteessa K 4:€en; télloin suhteel-
liset kertoimet ovat:

, Kj
K; =
I;CI()

Naytteen jokaisen aineen i miaédrd prosenttiosuutena metyyliestereiden
massasta on:

K’i X Ai

—_ 100
SK; x A)

Tulos annetaan yhden desimaalin tarkkuudella.
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5.2.2.3 Sisdisen standardin kiytto
Tietyissd maarityksisséd (esimerkiksi jos kaikkien rasvahappojen méaarid ei
tunneta, kuten silloin kun 16 ja 18 hiiliatomia sisdltdvien rasvahappojen
ohella esiintyy neljd ja kuusi hiiliatomia sisaltdvid happoja tai kun on
tarpeen médrittdd niytteessd olevien rasvahappojen absoluuttinen maird)
on tarpeen kayttdd sisdistd standardia. Usein kéytetddn rasvahappoja,
joissa on 5, 15 tai 17 hiiliatomia. Sisdisen standardin korjauskerroin on
madritettdva tarvittaessa.
Aineen i prosentuaalinen massaosuus metyyliestereind ilmaistuna saadaan
kaavasta:
K A
ms X B XA 00
m x K's x Ag
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¢jq:een);
m on ndytteen massa milligrammoina;
mg on sisdisen standardin massa milligrammoina.
Tulos annetaan yhden desimaalin tarkkuudella.
M2
6 TRANS-ISOMEERIEN MAARITYKSEN ERITYISTAPAUS
Rasvahappojen, joiden hiiliatomien lukumédrd on 10-24, trans-isomee-
rien pitoisuus voidaan madrittdd erottamalla metyyliesterit kayttden ka-
pillaarikromatografisia kolonneja, joilla on tietty polaarisuus.
6.1 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).
VYM21
6.2 Metyyliesterit esikdsitelldan liitteessd X B esitetyn menetelman B mukai-
sesti. Rasva-aineet, joiden vapaa happoisuus on yli 3 %, on ensin neut-
raloitava liitteessd VII olevan 5.1.1 kohdan mukaisesti.
VY M2

6.3 Tyoskentelyolosuhteet kaasukromatografiaa varten ovat kokonaisuudes-
saan seuraavat:

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

— injektorin lampétila: 250 °C, jos kdytetddn jakajainjektorijédrjestelmad,
tai sama kuin kolonnin alkuldmpdtila, jos kéytetddn on column -jér-
jestelmaa.
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6.4

— detektorin ldmpétila: 260 °C,

— kantajakaasun (heliumia ja vetyd) virtausnopeus: 1,2 ml/min.

Ruiskutetun méirén on oltava sellainen, ettd kiytetyissa herkkyysolosuh-
teissa arakidonihapon metyyliesterid vastaavan piikin korkeus on vihin-
tddn 20 % asteikon alarajasta.

Eri metyyliesterit tunnistetaan retentioaikojen perusteella: metyyliesterei-
den retentioaikoja verrataan vertailuseosten vastaaviin retentioaikoihin
(kuten 2.3 kohdassa esitetédn).

”Trans”-rasvahappojen esterit eluoidaan ennen vastaavia cis’-isomee-
rejd. Kuvassa 2 on esimerkki kromatogrammista.

Kuva 2

Kaasukromatogrammi, joka kuvaa rasvahappojen trans-isomeerien mddritystd

2 Liuotin

6.5

6.6

kapillaarikolonnin avulla

18:2CC

16
18:0

D 18:1C

18:1W7C
18:27T
18:2CT

—_— > 1§ :2 TC

16:1C

————y
S

L .

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

Eri “trans”-rasvahappojen prosenttiosuus lasketaan niihin liittyvén piikin
pinta-alan ja kaikkien mukana olevien piikkien yhteenlasketun pinta-alan
vélisen suhteen perusteella.

Seuraavien rasvahappojen prosenttiosuudet on otettava huomioon:

— 18-atomiset trans”-hapot (T 18:1), jotka sisdltyvit tdimén asetuksen
liitteessd I transoleiini-isomeerien yhteismaérdan,

— oktadekadieeniset “cis-trans”- ja “trans-cis” -hapot [(CT/TC) 18:2],
jotka siséltyvit tdimén asetuksen liitteessd I translinoli-isomeerien yh-
teismadradn.

— oktadekatrieeniset “trans-cis-trans’-, cis-cis-trans”-, “cis-trans-cis-’
ja “trans-cis-cis” -hapot [(TCT + CCT + CTC + TCC) 18:3], jotka
siséltyvit tdmédn asetuksen liitteessd I translinoleeni-isomeerien yh-
teismadraan.

N—
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Huom. 8: Tamin menetelmén erityisominaisuudet huomioon ottaen tu-
lokset annetaan kahden desimaalin tarkkuudella.

ERIKOISTAPAUS — KATAROMETRIDETEKTORIN KAYTTO (PE-
RUSTUU LAMMONJOHTOKYVYN MUUTOKSIIN)

Rasvahappojen metyyliestereiden seoksen kvantitatiiviseen ja kvalitatii-
viseen méddritykseen voidaan kdyttdd myds kaasukromatografia, jonka
detektorin toiminta perustuu ldmmonjohtokyvyn muutoksiin (kataromet-
ri). Sellaista kéytettdessd on 3 ja 4 kohdassa kuvattuja olosuhteita muu-
tettava taulukossa 3 esitetylld tavalla.

Kvantitatiivista madritystd varten kéytetddn 5.2.2.2 kohdan mukaisia kor-
jauskertoimia.

Taulukko 3

Muuttuja Arvo tai vaatimus

Kolonni Pituus: 2—4 m
Siséhalkaisija: 4 mm

Tukiaine Raekoko 160—200 mm
Stationddrifaasin méaaré 15—25 % (m/m)
Kantajakaasu Helium tai vety, mahdollisimman

vihdn happea

Apukaasut Ei kéytetd

Injektorin lampétila 49—60 °C korkeampi kuin kolon-
nin

Kolonnin ldmpétila 180—200 °C

Kantajakaasun virtausnopeus Tavallisesti 60—80 ml/min

Injektoitu madrd Tavallisesti 0,5—2 pl

KOESELOSTE

Koeselosteessa on ilmoitettava metyyliestereiden valmistusmenetelmat,
kéytetty kaasukromatografinen menetelméd sekd saadut tulokset. Siind
on myds mainittava kaikki menettelylliset yksityiskohdat, joista ei maa-
ritd tdssd kansainvilisessd standardissa, tai joita pidetddn valinnaisina,
sekd kaikki tapahtumat, jotka ovat voineet vaikuttaa tuloksiin.

Koeselosteessa on oltava kaikki tarpeelliset tiedot, jotka tarvitaan nayt-
teen tdydelliseen tunnistamiseen.



1991R2568 — FI — 09.08.2012 — 024.001 — 78

YM19
LIITE X B

OLIIVIOLJYN JA OLIIVIN PURISTEMASSAOLJYN
RASVAHAPPOJEN METYYLIESTEREIDEN VALMISTAMINEN

Oliividljyn ja oliivin puristemassadljyn metyyliestereiden valmistamiseksi suosi-
tellaan seuraavia kahta menetelmaa:

Menetelméd A: Transesterdinti kaliumhydroksidin metanoliliuoksella kylmaéssa.

Menetelmd B: Metylointi natriummetylaatin  metanoliliuoksella kuumassa,
minkd jédlkeen esterdinti happamassa ympéristossa.

Menetelmé valitaan maédriteltdvén analyyttisen parametrin ja 6ljyluokan perus-
teella seuraavasti:

a) Eyo-triglyseridien médritystulosten ja teoreettisten pitoisuuksien vilisen eron
madrittiminen:

— menetelméd A sovelletaan kaikkien luokkien 6ljyihin sen jilkeen, kun 6ljy
on puhdistettu piithappogeelikolonnissa;

b

=

rasvahappokoostumuksen maédrittdminen:

— menetelmédd A sovelletaan suoraan seuraavien luokkien O6ljynadytteisiin:
— neitsytoliividljy, jonka vapaiden happojen pitoisuus on alle 3,3 %,
— puhdistettu oliividljy,

— oliividljy (neitsytoliividljyn ja pudistetun oliiviéljyn sekoitus),
— puhdistettu oliivin puristemassadljy,

— oliivin puristemassadljy (neitsytoliividljyn ja puhdistetun oliivin puris-
temassadljyn sekoitus),

— menetelméd B sovelletaan sellaisenaan seuraavien luokkien 6ljynaytteisiin:
— neitsytoliividljy, jonka vapaiden happojen pitoisuus on yli 3,3 %,
— Raaka oliivin puristemassaéljy,

c) trans-isomeerien rasvahappojen méaarittiminen:

— menetelmédd A sovelletaan suoraan seuraavien luokkien 6ljynidytteisiin:
— neitsytoliividljy, jonka vapaiden happojen pitoisuus on alle 3,3 %,
— puhdistettu oliividljy,
— oliividljy (neitsytoliividljyn ja pudistetun oliividljyn sekoitus),
— puhdistettu oliivin puristemassaéljy,

— oliivin puristemassadljy (neitsytoliividljyn ja puhdistetun oliivin puris-
temassadljyn sekoitus),

— menetelmidd A sovelletaan seuraavien luokkien dljyihin sen jélkeen, kun
6ljy on puhdistettu piithappogeelikolonnissa:

— neitsytoliividljy, jonka vapaiden happojen pitoisuus on yli 3,3 %,

— raaka oliivin puristemassaéljy.
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OLJYNAYTTEIDEN PUHDISTAMINEN

Naytteet on tarvittaessa puhdistettava piihappogeelikolonnissa kayttden liuotti-
mena heksaania/dietyylioksidia (87:13, v/v) IUPAC 2.507 -menetelméssd kuva-
tulla tavalla.

Vaihtoehtoisesti ~ voidaan  tehdd  kiintedfaasiuutto  piithappopatruunoita
kéyttden. Pithappopatruuna (1 g, 6 ml) laitetaan tyhjieluutiolaitteeseen ja pestdin
6 ml:1la heksaania. Tyhjidinti lopetetaan, jottei kolonni kuivu. Kolonniin laitetaan
Oljyliuos (noin 0,12 g) 0,5 ml:ssa heksaania. Tyhjididdédn, jotta liuos imeytyy
piithappoon, eluoidaan tyhjiossd 10 ml:lla heksaania/dietyylioksidia (87:13 v/v).
Homogenoidaan eluaatti kokonaan ja jaetaan se kahdeksi yhtd suureksi néytteek-
si. Toinen ndyte haihdutetaan kuiviin alipaineessa pydrohaihduttajassa huoneen-
lammossd. Jadnnos liotetaan 1 ml:aan heptaania. Saadusta liuoksesta voidaan
méadrittda rasvahapot kaasukromatografialla. Toinen nédyte haihdutetaan ja liuote-
taan jadnnds 1 ml:aan asetonia triglyseridien médrittamiseksi tarvittaessa HPCL-
menetelmalld.

RASVAHAPPOJEN METYYLIESTERIEN VALMISTUSMENETELMAT

1 Menetelmi A: Transesteréinti kaliumhydroksidin metanoliliuoksella
kylmdissd
1.1 Soveltamisala

Tétd nopeaa menetelmdd sovelletaan oliividljyihin ja oliivin puristemas-
sadljyihin, joiden vapaiden happojen pitoisuus on alle 3,3 %. Vapaat
rasvahapot eivit esterdidy kaliumhydroksidilla. Rasvahappojen etyylies-
terit transesterdityvit hitaammin kuin glyseroliesterit, ja on mahdollista,
ettd ne metyloituvat vain osittain.

1.2 Periaate

Metyyliesterit muodostuvat transesterditymalld kaliumhydroksidin meta-
noliliuoksessa vélivaiheessa ennen saippuointia (ISO 5509:2000 -mene-
telmin 5 kohta, IUPAC 2.301 -menetelmén 5 kohta).

1.3 Reagenssit

Metanolia, jossa enintddn 0,5 % (m/m) vetta.

Heptaania kromatografiaa varten.

Kaliumhydroksidin noin 2 N metanoliliuos, joka saadaan liuottamalla
11,2 grammaa kaliumhydroksidia 100 ml:aan metanolia.

1.4 Viilineisto

Kierrekorkkisia koeputkia (tilavuus 5 ml), joiden korkissa PTFE-liitos.

Mitta- tai automaattipipetit, 2 ja 0,2 ml.

1.5 Suoritus

Mitataan 5 ml:n kierrekorkilliseen koeputkeen noin 0,1 grammaa néyte-
6ljyd. Lisdtdan 2 ml heptaania ja ravistetaan. Lisdtddn 0,2 ml kaliumhyd-
roksidin 2 N metanoliliuosta, suljetaan tiiviisti PTFE-liitoksella varus-
tetulla korkilla, ravistetaan voimakkaasti 30 sekuntia. Putken annetaan
seistd kunnes liuoksen pintakerros kirkastuu. Erotetaan pintakerros, jossa
metyyliesterit ovat. Heptaaniliuos voidaan injektoida
kromatografiin. Liuos on syytd sdilyttdd jaakaapissa kunnes se médrite-
taan kromatografilla. Liuosta ei suositella séilytettdvaksi yli 12:ta tuntia.
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2 Menetelmi B: Metylointi natriummetylaatin metanoliliuoksella kuu-
massa, minkid jilkeen esteréinti happamassa ympiristossd

2.1 Soveltamisala

Tétd menetelmdd sovelletaan oliividljyihin ja oliivin puristemassadljyihin,
joiden vapaiden happojen pitoisuus on yli 3,3 %.

2.2 Periaate

Vapaiden rasvahappojen neutralointi ja glyseridien eméksinen metano-
lyysi, minkéd jdlkeen rasvahapot esterdidddn happamassa ympéristossa
(IUPAC 2.301 -menetelmén 4.2 kohta).

2.3 Reagenssit

— heptaania kromatografiaa varten,
— metanolia, jossa enintddn 0,05 % (m/m) vettd,

— natriummetylaatin 0,2 N metanoliliuos, joka saadaan liuottamalla 5 g
natriumia 1 000 ml:aan metanolia (voidaan valmistaa kaupallisesta
liuoksesta),

— fenoliftaleiinin 0,2 % metanoliliuos,

— rikkihapon 1 N metanoliliuos, joka saadaan lisédmalld 3 ml 96 %:sta
rikkihappoa 100 ml:aan metanolia,

— natriumkloridin kylldstettyd vesiliuosta.

2.4 Vilineisto

— tasapohjainen mittapullo, tilavuus 50 ml, pitkd- ja kapeakaulainen ja
hiosliitoksella varustettu,

— palautusjadhdytin. Ilmapalautusjéddhdytin (1 m), jossa hiosliitos,
— Kiehumakivi
— Lasisuppilo

2.5 Suoritus

Kaadetaan 0,25 g néytedljyd hiottukaulaiseen 50 ml:n pulloon. Lisétdan
lasisuppilon avulla 10 ml natriummetylaatin 0,2 N metanoliliuosta ja
kiehumakivi. Palautusjdadytin asennetaan paikoilleen, ravistetaan ja kei-
tetddn kiehuvaksi. Liuoksen on muututtava kirkkaaksi noin 10 minuu-
tissa. Reaktio on kéytinnossd loppunut 15 minuutin kuluttua. Otetaan
pullo ldmmonldhteestd, odotetaan palautuksen loppumista, poistetaan
jaahdyttdja ja lisdtddn 2 tippaa fenoliftaleiinilivosta. Lisétddn
muutama ml rikkihapon 1 N metanoliliuvosta kunnes se muuttuu véritt6-
miksi, minkd jilkeen lisdtddn vield 1 ml. Kytketddn jadhdytin pdille ja
kuumennetaan uudestaan kichuvaksi noin 20 minuutin ajan. Otetaan
pullo ldammonléhteestd ja jaddytetddn juoksevan veden alla. Poistetaan
jaahdyttaja, lisdtdan 20 ml kyllastettyd natriumkloridilivosta ja
ravistetaan. Lisdtddn 5 ml heptaania, suljetetaan pullo ja ravistetaan voi-
makkaasti 15 sekuntia.

Annetaan erottua, kunnes molemmat faasit ovat tdysin erottuneet. Lisa-
taan kyllastettyd natriumkloridiliuvosta kunnes vesifaasi nousee pullon
kaulan alareunan tasalle. Pullon kaulassa oleva pintafaasi siséltdd metyy-
liesterit. Saatu liuos voidaan injektoida kaasukromatografiin.

Huom: Menetelmdd B kiytettdessd metylointi on tehtdva vetokaapissa.
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2.6 Vaihtoehtoja menetelmin B mukaiselle metyloinnille
2.6.1  Menetelmd C
2.6.1.1 Periaate

Maédritettdvd rasva tai Oljy kisitellddn vetykloridin metanoliliuoksella
suljetussa suppilossa 100 °C:ssa.

2.6.1.2 Vilineisto

— Noin 5 ml:n vahvaseindinen lasisuppilo (korkeus 40—45 mm, hal-
kaisija 14—16 mm).

— Mittapipettejd, 1 ja 2 ml.

2.6.1.3 Reagenssit

Kloorivetyhapon 2 % metanoliliuos, valmistettu kaasumaisesta kloorive-
tyhaposta ja vedettomistd metanolista (Huom. 1).

Heksaania kromatografiaa varten

Huom 1: On mahdollista kdyttda kaupallisia kloorivetyhapon metanoliliu-
oksia. Pienid méairid vetykloridikaasua voidaan helposti valmis-
taa laboratoriossa lisddmalld kaupalliseen liuokseen (p = 1,18)
muutama tippa vidkevdd rikkihappoa. Metanoli absorboi
vetykloridihappoa hyvin nopeasti, minkd vuoksi se on liuotet-
tava varovasti, esimerkiksi johtamalla kaasu pieneen, ylosalaisin
olevaan pulloon, jonka suu koskettaa nestepintaa. Vetykloridin
metanoliliuosta voidaan valmistaa suuria méérid etukéteen, silla
se sdilyy pimedssd erittdin hyvin lasitulpallisissa pulloissa.
Reagenssi voidaan valmistaa my0s liuottamalla asetyylikloridia
vedettdméan metanoliin.

2.6.1.4 Suoritus

— Ennalta natriumsulfaatilla kuivattua ja suodatettua rasvaa tai 6ljya
punnitaan 0,2 g lasipulloon ja lisdtdsn 2 ml vetykloridin metanoliliu-
osta. Suljetaan pullo.

— Upotetaan pullo 100 °C:een 40 minuutiksi.

— Jadhdytetddn pullo juoksevan veden alla, avataan ja lisdtddn 2 ml
tislattua vettd ja 1 ml heksaania.

— Sentrifugoidaan ja poistetaan heksaanifaasi, joka on valmis kaytetta-
véksi.

2.6.2  Menetelmd D

2.6.2.1 Periaate

Madritettdvda rasvaa tai 0ljyd kuumennetaan palautusjdahdyttimelld va-
rustetussa koeputkessa metanolin, heksaanin ja rikkihapon kanssa. Syn-
tyneet metyyliesterit uutetaan petrolieetterilla.

2.6.2.2 Vilineistod

— Hiosliitoksella varustettu koeputki, tilavuus noin 20 ml, jossa noin 1
m:n pituinen ilmapalautusjadhdytin.
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— Mittapipetti, 5 ml

— Erotussuppilo, 50 ml

— Koeputkia, 10 ja 25 ml

— Kartiopohjainen koeputki, tilavuus 15 ml.

2.6.2.3 Reagenssit

— Metylointireagenssi: vedettoman metanolin, heksaanin ja vakevén rik-
kihapon (p = 1,84) seos 75:25:1 (v/v/v).

— Petrolieetteri, 40—60 °C.
— Vedetén natriumsulfaatti.

2.6.2.4 Suoritus

Punnitaan 20 ml:n putkeen 0,1 g 6ljy4 ja lisdtddn 5 ml metylointireagens-
sia.

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

Seos siirretddn kvantitatiivisesti 50 ml:n erotussuppiloon kayttden 10 ml
tislattua vettd ja 10 ml petrolieetterid. Ravistetaan voimakkaasti ja od-
otetaan faasien erottumista. Erotetaan vesifaasi ja pestdén eetterifaasi
kaksi kertaa 20 ml:1la tislattua vettd. Erotussuppiloon lisdtddn pieni méara
vedetontd natriumsulfaattia, ravistetaan, annetaan laskeutua muutama mi-
nuutti ja suodatetaan. Suodos kerétddn 15 ml:n kartiopohjaiseen koeput-
keen.

Liuotin haihdutetaan vesihauteessa typpivirrassa.

Huom. 2: Kiehumisen hillitsemiseksi koeputkeen asetetaan lasisauva ja
estetddn vesihauteen ldmpdtilaa nousemasta yli 90 °C:n.

3 Tarkkuusparametrit

Kansainvilisen oliividljyneuvoston menetelméissd COI/T.20/DOC. nro 24
esitetddin menetelmien A ja B tarkkuuden tilastollinen arvio.

SUOSITUKSET OLIIVIOLJYN JA OLIVIN PURISTEMASSAOLJYN
RASVAHAPPOJEN ESTERIEN KAASUKROMATOGRAFISTA
MAARITYSTA VARTEN

1 Suoritus

Rasvahappojen esterien heksaaniliuosten kaasukromatografinen maéritys
tehdddn ISO 5508 -standardin mukaisesti kayttdmélld kapillaarikolonnia
(pituus 50 m x sisdhalkaisija 0,25 tai 0,32 mm), joka on varustettu
syanopropysilikonipinnoitteella, kuten trans-isomeerien rasvahappojen
madrittdmiseksi on vahvistettu. (ks. COI/T.20/Asiakirja nro 17).

Kuviossa 1 esitetddn rasvahappojen metyyli- ja etyyliestereitd sekd me-
tyyliestereiden trans-isomeerejd siséltdvin oliivin puristemassadljyn tyy-
pillinen kromatogrammi.

2 Laskeminen

2.1 Rasvahappokoostumuksen ja ECN42:n laskemiseksi on otettava huomi-
oon seuraavat rasvahapot:

Myristiinihappo (C14:0).

Palmitiinihappo (C16:0) Metyyli- ja etyyliestereitd vastaavien piikkien
pinta-alojen summa.
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Palmitoleiinihappo (C16:1) Metyyliestereiden ®9- ja @7 -isomeerejéd vas-
taavien piikkien pinta-alojen summa.

Heptadekaanihappo (C17:0).
Heptadekeenihappo (C17:1).
Steariinihappo (C18:0).

Oleiinihappo (C18:1) Metyyliestereiden ®9- ja @7 -isomeerejd, etyylies-
terejd sekd metyyliestereiden trans-isomeerejd vastaavien piikkien pinta-
alojen summa.

Linolihappo (C18:2) Metyyli- ja etyyliesterejd ja metyyliestereiden trans-
isomeerejd vastaavien piikkien pinta-alojen summa.

Arakidiinihappo (C20:0).

Linoleenihappo (C18:3) Metyyliesterejd ja metyyliestereiden trans-iso-
meerejd vastaavien piikkien pinta-alojen summa.

Eikosaeenihappo (C20:1).

Beheenihappo (C22:0).

Lignoseriinihappo (C24:0).

Skvaleenia ei oteta huomioon kokonaispinta-alaa laskettaessa.

2.2 Trans-C18:1:n prosenttiosuutta laskettaessa kéytetddn kyseisen rasvaha-
pon metyyliestereitd vastaavaa piikkid. Trans-C18:2 ja trans-C18:3:n
summan saamiseksi lasketaan yhteen kaikki molempien rasvahappojen
trans-isomeerejd vastaavat piikit. Kokonaispinta-alan laskemiseksi otetaan
huomioon kaikki 2.1 kohdassa mainitut piikit. (ks. COI/T.20/Asiakirja
nro 17).

Kunkin rasvahapon prosenttiosuus lasketaan seuraavan kaavan mukaises-
ti:

% X = (pinta — ala X x 100) / (kokonaispinta — ala)
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LIITE XI

HAIHTUVIEN HALOGEENILIUOTTIMIEN PITOISUUDEN

22
23

24

2.5

2.6
2.7

4.2

43

44

MAARITTAMINEN OLIIVIOLJYSTA

PERIAATE
Kaasukromatografinen maééritys kaasutilatekniikalla (head space).
VALINEISTO

Kaasukromatografialaitteisto, johon kuuluu elektroninkaappausdetektori
(ECD).

Kaasutilalaitteisto (head space).

Kaasukromatografiakolonni, lasinen, pituus 2 m, halkaisija 2 mm, station&a-
rifaasi.

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

Kantaja- ja apukaasu: kaasukromatografiaan tarkoitettua typped, joka sovel-
tuu 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 endé kaytetd uudestaan;
suljetaan se ilmatiiviisti. Pullo asetetaan termostaattiin 70 °C:seen yhdeksi
tunniksi. Imetdén ruiskulla varovasti 0,2—0,5 ml kaasutilaa. Injektoidaan
tdmé ndyte kaasukromatografialaitteiston kolonniin, joka on sdédetty seuraa-
vasti:

— injektorin lampétila: 150 °C,
— kolonnin ldmpétila: 70—80 °C,
— detektorin lampdtila: 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 maéaritys. Verrataan toisiinsa néytteen piikkien korkeuksia
tai pinta-aloja sekd sen standardiliuoksen piikkien korkeuksia ja pinta-aloja,
jonka pitoisuuden oletetaan olevan ldhinnd ndytteen pitoisuutta. Jos suhteel-
linen poikkeama on suurempi kuin 10 %, médritys on tehtdvd uudestaan
kéayttdméalld eri standardiliuosta, kunnes suhteellinen poikkeama on alle
10 %. Méara lasketaan yksittdisten injektioiden keskiarvon perusteella.

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

KANSAINVALISEN OLIIVINEUVOSTON MENETELMA NEITSYTO-
LIIVIOLJYJEN AISTINVARAISTA ARVIOINTIA VARTEN

1. TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Témd menetelmd perustuu kansainvilisen oliivineuvoston 16 piivdnd mar-
raskuuta 2007 tekeméidn paidtokseen nro DEC-21/95-V/2007 tarkistetusta
menetelmistd neitsytoliividljyn aistinvaraista arviointia varten. Silld on tar-
koitus vahvistaa asetuksen (EY) N:o 1234/2007 liitteessdé XVI olevassa 1
kohdassa tarkoitettujen neitsytoliividljyjen aistinvaraisten ominaisuuksien ar-
vioinnissa kéytettdivd menettely ja vahvistaa menetelmé niiden luokittelemi-
seksi kyseisten ominaisuuksien perusteella. Menetelméssd annetaan myds
valinnaisia pakkausmerkintdja koskevia ohjeita.

Kuvattua menetelmdd sovelletaan ainoastaan neitsytoliividljyihin ja niiden
luokitteluun tai niiden pakkausmerkintdihin virheiden méérén, hedelmaiisyy-
den ja muiden positiivisten ominaisuuksien perusteella, jotka méaérittdd raa-
din muodostava ryhmai valittuja, koulutettuja ja testattuja maistajia.

2. YLEISTA

Yleisen perussanaston, maistamishuoneen, 6ljyjen maistamislasin ja muiden
tdhdn menetelméén liittyvien kysymysten osalta suositellaan noudatettavaksi
kansainvilisen oliivineuvoston ohjeita, erityisesti 16 pédivdnd marraskuuta
2007 tehtya paatosta nro DEC-21/95-V/2007 tarkistetusta menetelmasta neit-
sytoliividljyn aistinvaraista arviointia varten.

3.  ERITYISSANASTO
3.1 Positiiviset ominaisuudet

Hedelmiinen: oliivien lajikkeesta riippuvat, suoraan ja/tai jélkivaiheessa ha-
vaitut hajuaistimukset, jotka ovat ominaisia hyvénlaatuisista ja tuoreista,
raaoista tai kypsistd oliiveista saadulle 6ljylle.

Hedelmdisyyteen liitetddn madre raaka, jos hajuaistimukset muistuttavat raa-
koja hedelmid ja ovat ominaisia raaoista hedelmistd saadulle 6ljylle.

Hedelmdisyyteen liitetdan méaére kypsd, jos hajuaistimukset muistuttavat kyp-
sid hedelmid ja ovat ominaisia raaoista ja kypsistd hedelmistd saadulle dljylle.

Karvas: raaoista tai vield kypsyvistd oliiveista saadun 6ljyn perusominais-
maku, joka havaitaan kielen takaosan V:n muodostavilla vallinystyilla.

Pistdvd: pistelevd suutuntuma, joka on ominainen kasvukauden alussa pda-
asiassa vield raaoista oliiveista tuotetuille 6ljyille ja joka voidaan havaita
koko suuontelossa, erityisesti kurkussa.

3.2 Negatiiviset ominaisuudet

Tunkkainen/sakkainen: maku, joka on ominainen 6ljylle, joka on saatu ka-
soina tai muutoin sellaisissa olosuhteissa varastoiduista oliiveista, ettd anae-
robinen kdyminen on paissyt pitkélle, tai 6ljylle, joka on ollut kosketuksissa
niin ikd4n anaerobiseen kdymisprosessiin joutuneen tynnyrien ja sammioi-
den pohjasakan kanssa.

Homeinen, kostea: maku, joka on ominainen sellaisista oliiveista saadulle
Oljylle, joita on sdilytetty useita pdivid kosteissa olosuhteissa, joissa niihin
on pédssyt kasvamaan sienirihmastoa ja hometta.



1991R2568 — FI — 09.08.2012 — 024.001 — 87

VY M22

Viinimédinen-etikkainen / hapan-karvas: erdille 6ljyille ominainen viinid tai
etikkaa muistuttava maku. Se johtuu pédasiassa oliivien tai huonosti pes-
tyissd puristusmatoissa olevien oliivimassajddnnidsten aerobisesta kdymises-
td, joka johtaa etikkahapon, etyyliasetaatin ja etanolin muodostumiseen.

Metallinen: maku, joka muistuttaa metallia. Se on ominainen 6ljylle, joka on
ollut pitkdaikaisessa kosketuksessa metallipintojen kanssa murskauksen, se-
koituksen, puristuksen tai varastoinnin aikana.

Eltaantunut: vahvasti hapettuneiden 6ljyjen maku.

Paistunut tai palanut: 6ljyille ominainen maku, joka johtuu liiallisesta ja/tai
lilan pitkédstd kuumentamisesta valmistuksen aikana, varsinkin kun tahnaa
sekoitetaan ja kuumennetaan samanaikaisesti ja se tehdddn sopimattomissa
lampdolosuhteissa.

Heindmaiinen-puumainen: erdiden kuivista oliiveista saatujen 6ljyjen maku.
Karkea: erdiden vanhojen Oljyjen aiheuttama paksu, tahmea tuntu suussa.
Rasvainen: 6ljyn maku, joka muistuttaa petrolia, rasvaa tai mineraalidljya.

Kasvisvesi: maku, joka syntyy, kun 6ljy on ollut kauan kosketuksissa kiy-
misprosessiin joutuneen kasvisveden kanssa.

Suolavesi: suolaliemessé sdilotyistd oliiveista saadun 6ljyn maku.

Espartoheind: uusien espartomattojen ldpi puristetun 6ljyn maku. Se voi olla
erilainen sen mukaan, oliko mattojen esparto vihredd vai kuivaa.

Maa: peseméttomistd maahan pudonneista tai mutaisista oliiveista saadun
6ljyn maku.

Toukkainen: oliivikdrpdsen (Bactrocera Oleae) toukkien pilaamista olii-
veista saadun 6ljyn maku.

Kurkku: sellaisen 6ljyn maku, jota on sdilytetty ilmatiiviissd peltiastioissa
liian kauan; se johtuu 2,6-nonadienaalin muodostumisesta.

Puumainen, kostea: maku, joka on ominainen sellaisista oliiveista saadulle
6ljylle, jotka ovat jadtyneet puussa.

3.3 Valinnaiset termit pakkausmerkintdji varten

Raadin puheenjohtaja voi pyynndsti todistaa, ettd arvioidut 0ljyt ovat omi-
naisuuksien voimakkuuden ja havaitsemisen osalta seuraavia ilmauksia ja
adjektiiveja vastaavien médritelmien ja vertailuvdlien mukaisia:

a) Kunkin kohdassa 3.1 mainitun positiivisen ominaisuuden (hedelmdinen,
johon liitetdén tarvittaessa mdidre raaka tai kypsd, pistivd ja karvas)
yhteydessa

i) voidaan kayttdd termid “voimakas”, jos asianomaisen ominaisuuden
mediaani on yli 6;

ii) voidaan kdyttdd termid “keskivoimakas”, jos asianomaisen ominai-
suuden mediaani on 3-6;

iii) voidaan kéyttda termid “mieto”, jos asianomaisen ominaisuuden me-
diaani on alle 3;
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iv) voidaan kiyttdd asianomaisia ominaisuuksia ilman i, ii ja iii alakoh-
dassa mainittuja adjektiiveja, jos asianomaisen ominaisuuden medi-
aani on 3 tai enemmaén.

b) Termid “tasapainoinen” voidaan kéyttdd Oljystd, joka ei ole
epétasapainoinen. Epitasapainolla tarkoitetaan sellaisen oljyn haju- ja
makuaistimusta sekd suutuntumaa, jossa karvauden ja/tai pistdvyyden
mediaani on yli kaksi yksikkod korkeampi kuin hedelmdisyyden mediaa-
ni.

¢) Ilmausta ”mieto 6ljy” voidaan kayttda oljystéd, jossa karvauden mediaani
ja pistdvyyden mediaani ovat 2 tai vdhemmaén.

4. RAATI

Raatiin kuuluu puheenjohtaja ja 8—12 maistajaa.

Puheenjohtajalla on oltava vankka koulutus ja asiantuntemus, ja hénen on
tunnettava perusteellisesti kaikki 0ljytyypit. Hidn on vastuussa raadista, sen
jérjestamisestd ja toiminnasta, ndytteiden valmistelemisesta, koodauksesta ja
esittelystd maistajille sekd tietojen keruusta ja niiden kaisittelysté tilastolli-
sesti.

Puheenjohtaja valitsee maistajat. Liséksi hdn huolehtii maistajien koulutuk-
sesta ja ndiden tehtdvien valvonnasta varmistaakseen, ettd maistajien sovel-
tuvuus tehtdvidnsa sdilyy asianmukaisena.

Oliividljyn aistinvaraisten ominaisuuksien tarkastukseen osallistuvat mais-
tajat on kansainvilisen oliivineuvoston neitsytoliividljyn pétevien maistajien
valintaa, koulutusta ja valvontaa koskevien ohjeiden mukaisesti valittava ja
koulutettava sen mukaan, miten he pystyvit erottamaan toisistaan samankal-
taisia naytteitd.

Raatien on havaintoja koskevien perusteiden sdadnnoélliseksi valvomiseksi ja
yhdenmukaistamiseksi sitouduttava osallistumaan kansallisella, yhteison tai
kansainviliselld tasolla suunniteltuihin aistinvaraisiin arviointeihin. Tdmén
asetuksen 4 artiklan 1 kohdan mukaisesti hyviksyttyjen raatien on lisdksi
toimitettava asianomaiselle jasenvaltiolle vuosittain tiedot raadin kokoonpa-
nosta ja hyviksyttynd raatina tehtyjen arviointien lukumééarasta.

5. AISTINVARAINEN ARVIOINTIMENETTELY JA LUOKITTELU
5.1 Miten maistaja kiiyttiid profiililomaketta

Maistajan kéyttdma profiililomake on tdmén menetelmén lisdyksessd A.

Kunkin raatiin kuuluvan maistajan on haistettava ja maistettava tarkastelta-
vaa Oljyd. Sen jdlkeen hdnen on merkittédvé profiililomakkeessaan oleviin
10 cm:n asteikkoihin kunkin havaitsemansa negatiivisen ja positiivisen omi-
naisuuden voimakkuus (!). Jos maistaja havaitsee hedelméisyyden olevan
luonteeltaan raaka tai kypsé, hdan merkitsee rastin vastaavaan ruutuun profii-
lilomakkeessa.

Jos maistaja havaitsee negatiivisia ominaisuuksia, joita ei ole merkitty profii-
lilomakkeeseen, ne on merkittdvé kohtaan “muut” ja kiytettdvd madriteltyjen
ilmausten joukosta niitd, jotka parhaiten kuvaavat kyseisid ominaisuuksia.

(") Maistaja voi kieltdytyd maistamasta 0ljyd, jos hdn havaitsee suoraan hajuaistimuksen
perusteella jonkin ddrimméisen voimakkaan negatiivisen ominaisuuden. Hénen on mer-
kittava tillainen poikkeuksellinen tilanne profiililomakkeeseen.
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5.2 Miten raadin puheenjohtaja kiyttii tietoja

Raadin puheenjohtajan on kerdttdvd kunkin maistajan tiyttdmét profiililo-
makkeet ja tarkistettava eri ominaisuuksille osoitetut voimakkuusasteet. Jos
havaitaan poikkeavuuksia, puheenjohtaja pyytdd maistajaa tarkistamaan pro-
fiililomakkeensa ja tarvittaessa toistamaan kokeen.

Raadin puheenjohtaja voi viedd kunkin maistajan tiedot tietokonesovelluk-
seen lisiyksen B mukaisen mediaanin laskemiseksi. Kutakin néytettd kos-
kevat tiedot merkitéédn taulukkoon, jossa on sarakkeet kullekin 9 havainnoi-
dulle ominaisuudelle ja maistajien lukumairdd vastaava miard riveji.

Jos vihintddn 50 prosenttia raadin jdsenistdi on merkinnyt havaitsemansa
negatiivisen ominaisuuden kohtaan “muut”, kyseisen virheen mediaani las-
ketaan ja 6ljy luokitellaan vastaavasti.

Raadin puheenjohtaja ei voi todistaa, ettd arvioitu Oljy tayttdd kohdan 3.3 a
alakohdassa mainitut edellytykset ilmausten “raaka” ja “kypsd” osalta, ellei
véhintddn 50 prosenttia raadin jdsenistd ilmoita havainneensa hedelmaisyy-
teen liittyvad piirrettd raaka tai kypsa.

Jos kyse on vaatimustenmukaisuustarkastuksina tehdyistd analyyseistd, on
tehtdvé koe. Jos kyse on vasta-analyyseistd, raadin puheenjohtajan on tee-
tettdvd analyysi kahteen kertaan. Jos kyse on mitétoivistd analyyseistd, ar-
viointi on tehtdvd kolmeen kertaan. Téllaisissa tapauksissa ominaisuuksien
mediaani lasketaan mediaanien keskiarvon perusteella. Kyseiset analyysit on
aina toistettava erillisissd tilaisuuksissa.

5.3 Oljyjen luokittelu

Oljy luokitellaan jiljempini esitettyihin luokkiin virheiden ja hedelmiisyy-
den mediaanin mukaan. Virheiden mediaanilla tarkoitetaan voimakkaimmin
havaitun virheen mediaania. Virheiden mediaani ja hedelmdisyyden medi-
aani ilmaistaan yhden desimaalin tarkkuudella, ja niiden robustien variaa-
tiokerrointen on oltava enintdén 20 prosenttia.

Oljy luokitellaan vertaamalla virheiden mediaanin ja hedelmiisyyden medi-
aanin arvoa jdljempénd esitettyihin vertailuvdleihin. Koska vertailuvélien
rajoja madriteltdessd on otettu huomioon menetelmén virhe, niitd on pidet-
tdvéd absoluuttisina. Luokittelu voidaan esittdd tietokonesovelluksien avulla
visuaalisesti tilastotiedoista koottuna taulukkona tai kaaviona.

a) Ekstra-neitsytoliiviéljy: virheiden mediaani on 0 ja hedelmiisyyden me-
diaani yli 0.

b) Neitsytoliivioljy: virheiden mediaani on 0-3,5 ja hedelmiisyyden medi-
aani yli 0.

¢) Oliivilamppudljy: virheiden mediaani on yli 3,5 tai virheiden mediaani on
korkeintaan 3,5 ja hedelmidisyyden mediaani on 0.

5.4 Erityistapaus

Jos jonkin muun positiivisen ominaisuuden kuin hedelmédisyyden mediaani
on yli 5,0, raadin puheenjohtaja tekee siitd merkinndn 6ljyn arviointitodis-
tukseen.



1991R2568 — FI — 09.08.2012 — 024.001 — 90

VY M22

Lisdys A

Neitsytoliivioljyn profiililomake

HAVAITTUJEN VIRHEIDEN VOIMAKKUUS

Tunkkainen/sakkainen | —
Homeinen, kostea, maa | -

Viinimainen-etikkainen —
Hapan-karvas

Metallinen | N
Eltaantunut | -
Muut (tdsmennettiva) | -

HAVAITTUJEN POSITIIVISTEN OMINAISUUKSIEN VOIMAKKUUS

Hedelmainen | —

Raaka [] Kypsd [

Karvas | —

Pistivi | —

Maistajan nimi:

Niytteen tunnus:

Huomautuksia:
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Lisdys B

MEDIAANIN JA LUOTTAMUSVALIN LASKUTAPA

Mediaani

Me = [P(X < Xm) < 1/2 A P(X < Xm) > 1/2]

Mediaanilla tarkoitetaan reaalilukua Xm, joka osoittaa, ettd todenndkdisyys (P)
sithen, ettd jakauman arvot (X) ovat pienempid kuin Xm, on korkeintaan 0,5 ja
ettd samanaikaisesti todenndkoéisyys (P) sithen, ettd jakauman arvot (X) ovat
korkeintaan Xm, on véhintddan 0,5. Toisen médritelmidn mukaan mediaani on
50. prosenttipiste suuruusjdrjestykseen asetetuista luvuista. Yksinkertaisemmin
sanottuna mediaani on keskimmdiinen suuruusjirjestykseen asetetuista luvuista,
jos niitd on pariton madrd, tai kahden keskimmdiisen luvun keskiarvo, jos suu-
ruusjdrjestykseen asetettuja lukuja on parillinen mééra.

Robusti keskihajonta

Jotta mediaanin variaatiosta saataisiin luotettava arvio, on kdytettivd Stuartin ja
Kendallin arviointimenetelmdd robustin keskihajonnan maéérittdmiseksi. Seuraa-
valla kaavalla saadaan asymptoottinen keskihajonta eli kyseessé olevien tietojen
variaation robusti arvio, jossa N on havaintojen lukuméérd ja IQR kvartiilivélin
pituus, joka siséltdd tdsmélleen 50 prosenttia minké tahansa todennékdisyysjakau-
man havainnoista.

,_L25IQR
1,35 VN

Kvartiilivéli lasketaan laskemalla 75. ja 25. prosenttipisteen vilinen poikkeama.
IQR = 75. prosenttipiste — 25. prosenttipiste

Prosenttipiste on arvo Xpc, joka osoittaa ettd todenndkoisyys (P) siihen, ettd
jakauman arvot ovat pienempid kuin Xpc, on korkeintaan tietty prosentti, ja
ettd samanaikaisesti todenndkoisyys (P) siihen, ettd jakauman arvot ovat korkein-
taan Xpc, on véhintddn kyseinen prosentti. Prosentti ilmoittaa tietyn jakauman
arvon. Kun kyseessd on mediaani, se on 50/100.

Prosenttipiste = [P(X < Xpc) < 2 AP (X < Xpe)

n
>
~ 100 ~ 100

Kaytannossd prosenttipiste on jakauman arvo, joka vastaa tiettyd aluetta, joka on
maédritelty jakauman tai tiheyden kaarelta. Esimerkiksi 25. prosenttipiste osoittaa
jakauman arvoa, joka vastaa aluetta kohdassa 0,25 tai 25/100.

Robusti variaatiokerroin (%)

Robusti variaatiokerroin on puhdas eli dimensioton luku, joka osoittaa analysoi-
tavan lukujoukon variaation prosenttiosuuden. Tdmén vuoksi kyseinen kerroin on
erittdin hyodyllinen raadin jésenten luotettavuuden tarkistamiseksi.

Sx*
CVr % = —100
Ir 7 Mo
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95 prosentin luottamusvili suhteessa mediaaniin

95 prosentin luottamusvali (ensimméisen lajin virheen arvo on 0,05 tai 5 pro-
senttia) kuvaa vilid, jolla mediaanin arvo voi vaihdella, jos koe olisi mahdollista
toistaa lukemattomia kertoja. Kéytdnndssa luottamusvili osoittaa kokeen vaihte-
luvélid valituissa toimintaolosuhteissa, jos oletetaan, ettd koe voitaisiin toistaa
useita kertoja. Luottamusvilin kuten robustin variaatiokertoimenkin avulla voi-
daan arvioida kokeen luotettavuus.

ICq, = Me + (c.5%)
ICinf = Me — (c.S*)
jossa ¢ on 1,96 kun luottamusvili on 0,95.

VY M20

VYM19
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1.1

1.2

2.2

2.3

2.4

LIITE XV

OLIIVJATTEEN OLJYPITOISUUS
Vilineisto

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

— sidhkolla lammitettédva vesihaude, hiekkahaude tai levy,

— analyysivaaka,

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

— sihkouuni jossa termostaatti, jonka voi sditdd 103 £ 2 °C:seen ja johon
voi puhaltaa ilmaa tai jossa voi kayttdd alipainetta,

— mekaaninen jauhin, joka on helppo puhdistaa ja jossa oliivijadnnds voi-
daan jauhaa ilman ldmpdtilan nousua tai mainittavaa vesi- tai 6ljypitoi-
suuden alenemista,

— uuttohylsy ja hydrofiilistdi 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
jaannostd/100 ml.

SUORITUS
Niytteen esikésittely

Kaytetddn tarvittaessa mekaanista jauhinta néytteen jauhamiseksi niin hie-
noksi, ettd se menee kokonaan seulan ldpi; jauhin on ensin hyvin puhdis-
tettava.

Naytteestd kaytetddn noin 1/20 jauhatuslaitteen puhdistamiseen, heitetdén
pois syntynyt jauhos, jauhetaan loput ndytteestd ja kerétddn se, sekoitetaan
huolellisesti ja médritetddn viipymaétta.

Niytteenotto

Heti kun jauhaminen on péittynyt, punnitaan noin 10 g nidytettd 0,01 g
tarkkuudella koetta varten.

Uuttohylsyn esikisittely

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

Esikuivaus

Jos oliivijadannds on hyvin kosteata (ts. kosteutta ja haihtuvia aineita on yli
10 %), ndyte kuivataan asettamalla téytetty uuttohylsy (tai paperiin kédritty
néyte) lampdkaappiin sopivaksi ajaksi korkeintaan 80 °C:seen, jotta kosteus
ja haihtuvat aineet vahenisivit alle 10 %:iin.
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2.5

2.6

2.7

2.8

Pyoreiipohjaisen pullon esikisittely

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella pullo, jossa on pari hohkakivikappaletta.
Hohkakivi kuivataan ensin uunissa 103 + 2 °C:ssa ja jadhdytetddn eksik-
kaattorissa vahintddn tunnin ajan.

Ensimméinen uutto

Uuttohylsy — ndytteineen (tai paperiin  kéfritty ndyte) sijoitetaan
uuttolaitteistoon. Pulloon kaadetaan tarpeellinen médrd heksaania. Pullo lii-
tetddn uuttolaitteistoon ja asetetaan kokonaisuus sdhkokdyttdiseen
limpohauteeseen. Lampd sdddetddn niin, ettd refluksointinopeus on vahin-
tadn kolme tippaa sekunnissa (kohtalainen, ei kova kichuminen).

Neljdn tunnin uuton jilkeen annetaan jadhtyd. Hylsy irrotetaan uuttolaitteis-
tosta ja pannaan ilmavirtaan, jotta suurin osa imeytyneestd liuottimesta haih-
tuisi.

Toinen uutto

Hylsyn sisélto siirretdédn mikrojauhatuslaitteeseen ja jauhetaan niin hienoksi
kuin mahdollista. Jauhettu ndyte kootaan tarkoin ja pannaan takaisin hyl-
syyn, joka liitetddn taas uuttolaitteistoon.

Jatketaan uuttoa vield kaksi tuntia kdyttden samaa pydredpohjaista pulloa,
jossa on ensimmadinen uute.

Uuttopulloon kertyvén liuoksen on oltava kirkasta. Ellei ndin ole, se suoda-
tetaan paperin ldpi ja pullo ja suodatinpaperi pestddn useaan kertaan heksaa-
nilla. Suodos ja pesuliuotin kerdtdédn toiseen kuivattuun 1 mg:n tarkkuudella
taarattuun pulloon.

Liuottimen poistaminen ja uutteen punnitseminen

Tislataan pois enin osa livottimesta haihduttamalla sidhkokayttoisessd hau-
teessa. Liuottimen jadnteet poistetaan kuumentamalla pulloa 20 minuuttia
uunissa 103 + 2 °C:ssa. Liuottimen haihtumista voidaan edistdad puhaltamalla
ajoittain uuniin ilmaa tai mieluummin inerttid kaasua tai kayttdmalla ali-
painetta.

Pullo asetetaan eksikkaattoriin jadhtyméan véhintdan tunniksi ja punnitaan
1 mg:n tarkkuudella.

Kuumennetaan uudestaan samoissa olosuhteissa 10 minuuttia, jidhdytetddn
eksikkaattorissa ja punnitaan uudelleen.

Néiden kahden punnitustuloksen ero saa olla enintdén 10 mg. Ellei tdhin
padstd, kuumennetaan jilleen 10 minuuttia, jadhdytetdén ja punnitaan, kun-
nes massan ero edelliseen on enintddn 10 mg. Viimeisen punnituksen tulos
merkitddn muistiin.

Samasta néytteestd tehdddn kaksi eri médritysta.

TULOSTEN ESITTAMINEN
Laskutapa ja kaava

a) Uutteen méadra ilmaistuna painoprosentteina saadusta tuotteesta on:
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jossa: S = saadun tuotteen uutteen painoprosentti,
m, = ndytteen paino grammoina,
m; = kuivatun uutteen paino grammoina.

Tulos on kahden rinnakkaiskokeen aritmeettinen keskiarvo, jos kokeen
toistettavuusehdot téyttyvit.

Tulos ilmoitetaan yhden desimaalin tarkkuudella.

b) Uute ilmaistaan kuiva-aineena seuraavalla kaavalla:

100 . S . w
S X ——— = uutteen Oljyprosentti kuivasta ndytteesta
100 — U
jossa: S = saadun tuotteen uutteen painoprosenttiosuus [ks. a)],
U = kosteus ja haihtuvat aineet niytteess.

3.2 Toistettavuus

Saman kokeen tekijdn perakkédisten tai samanaikaisten rinnakkaiskokeiden
tulosten viélinen ero ei saa olla yli 0,2 g heksaaniuutetta/100 g néytetta.

Jos tama ehto ei tiyty, koe toistetaan kahdella uudella néytteelld. Jos ero on
yha suurempi kuin 0,2 g, tulos on tehdyn neljdn maérityksen aritmeettinen
keskiarvo.
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4.1

4.2

43

44

4.5

5.1

52

LITE XVI

JODILUVUN MAARITTAMINEN

TARKOITUS

Tédma kansainviélinen standardi kuvaa menetelmédn jodiluvun méérittdmiseksi
eldin-ja kasvirasvoista sekd -0ljyistd, joihin tdstedes viitataan sanalla rasva.

MAARITELMA

Tatd kansainvélistd standardia varten maééritellddn seuraavat kisitteet:

Jodiluku. u:ndytteen absorboiman jodin massa tdssd kansainvélisessd stan-
dardissa madratyissd olosuhteissa.

Jodiluku ilmoitetaan grammoina jodia/100 g naytettd.

PERIAATE

Néyte liuotetaan liuottimeen ja lisdtdan Wijsin reagenssia. Tietyn ajan ku-
luttua lisdtadn kaliumjodidin vesiliuosta ja vapautunut jodi titrataan natrium-
tiosulfaattiliuoksella.

REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava hyviksyttyd analyysilaatua.
Kaliumjodidiliuos, 100 g/l, ei saa sisdltdd jodaatteja eikd vapaata jodia.
Tarkkelysliuos.

Lisatddn 5 g liukoista tdrkkelystd 30 ml:aan vettd, lisdtddn tdmd seos

1 000 ml:aan kiehuvaa vettd; annetaan kichua kolme minuuttia ja jadhdyte-
taan.

Natriumtiosulfaatti, standardi titrauslivos ¢(Na,S,0; . SH,0) = 0,1 mol/l,
standardoitu enintddn seitsemén pdivdd ennen kayttod.

Liuotin, valmistettu sekoittamalla yhtd suuret tilavuudet sykloheksaania ja
etikkahappoa.

Wijsin reagenssi, joka sisdltdd jodimonokloridia etikkahapossa. On kaytet-
tdvd valmiina saatavaa Wijsin reagenssia.

Huom: Reagenssi sisdltdd 9 g ICl5:a ja 9 g I:a etikkahapossa.
VALINEISTO

Tavallinen laboratoriovélineisto ja erityisesti seuraavat:

Punnituslaseja, jotka sopivat ndytemédrdn punnitsemiseen ja pulloon (5.2)
siirtdmiseen.

Erlenmeyerpulloja, 500 ml, hiotut lasitulpat, tdysin kuivia.

NAYTTEEN VALMISTAMINEN

Homogenoitu nédyte kuivatetaan natriumsulfaatilla ja suodatetaan.

SUORITUS

Néytteenotto

Néytemadrd madraytyy oletetun jodiluvun perusteella taulukon 1 mukaisesti.
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Taulukko 1
Oletettu jodiluku N éy“e(eg) médrd

alle 5 3,00
5—20 1,00
21—50 0,40
51—100 0,20
101—150 0,13
151—200 0,10

Néytemadra punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella punnituslasissa (5.1).
Madritys

Néyte pannaan 500 ml:n pulloon (5.2). Lisdtddn 20 ml liuotinta (4.5) rasvan
livottamiseksi. Lisatddn tasan 25 ml Wijsin reagenssia (4.6), suljetaan tul-
palla, ravistetaan ja jitetddn pullo pimedan. Wijsin reagenssin kanssa ei saa
kayttdd suupipettia.

Sokeakoe valmistellaan samalla tavalla kdyttden liuotinta ja reagenssia ilman
ndytettd.

Pullot jétetddn 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 pimeddn kahdeksi tunniksi.

Ajan paityttyd lisatdan 20 ml kaliumjodidiliuosta (4.2) ja 150 ml vettd (4.1)
kuhunkin pulloon.

Titrataan standardilla natriumtiosulfaatin titrausliuoksella (4.4), kunnes jodin
aiheuttama keltainen véri on melkein hivinnyt. Lisétdén pari tippaa tirkke-
lysliuosta (4.3) ja jatketaan titraamista, kunnes sininen véri juuri katoaa
liuosta voimakkaasti ravistettaessa.

Huom. My6s potentiometrinen titrauksen loppupisteen maéarittiminen on
sallittua.
Maédritysten lukumééré

Samasta néytteestd tehdddn kaksi médritysta.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Jodiluku saadaan kaavasta

12,69 ¢ (V, — V,)

m
jossa:
¢ = kiytetyn natriumtiosulfaattiliuoksen (4.4) tarkka pitoisuus, moolia/-
litra;
V, = sokeakokeeseen kiytetyn natriumtiosulfaattilivoksen (4.4) tilavuus

millilitroina;
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V, = maddritykseen kiytetyn natriumtiosulfaattiliuoksen (4.4) tilavuus mil-
lilitroina;
m = ndytemdira (7.1) grammoina.

Tulos on kahden maéérityksen tulosten aritmeettinen keskiarvo silld ehdolla,
ettd toistettavuusehto tayttyy.
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LIITE XVII

MENETELMA STIGMASTADIEENIEN MAARITTAMISEKSI KAS-
VIOLJYISTA

1. TARKOITUS

Stigmastadieenien maédéritys kasvidljyistd, joissa ndiden hiilivetyjen pitoi-
suudet ovat pienid, kuten neitsytoliividljystd ja oliivin puristusjdtteestd
saadusta raakadljyst.

2. SOVELTAMISALA

Tétd standardia voidaan soveltaa kaikkiin kasvioljyihin; mittaustulokset
ovat kuitenkin luotettavia ainoastaan, jos ndiden hiilivetyjen pitoisuus on
0,01—4,0 mg/kg. Menetelméd soveltuu erityisesti puhdistettujen kasvioljy-
jen (oliivi, oliivin puristusjéte, auringonkukka, palmu tms.) toteamiseen
neitsytoliividljystd, silld puhdistetut oOljyt sisaltdvét stigmastadieeneja,
mutta neitsytoljyt eivat sisalla niité.

3. PERIAATE

Saippuoitumattoman aineksen erottaminen. Steroidihiilivetyfraktion erotta-
minen pylviskromatografian avulla kéyttden silikageelid ja kapillaarikaa-
sukromatografista madritysta.

4. LAITTEISTO

4.1 250 mln pulloja, joita voi kédyttdd palautusjadhdyttimen kanssa.
4.2 Erotussuppiloita, joiden vetoisuus on 500 ml.

4.3 Pyoredpohjaisia 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 tdyttdmdlld sen jilkeen kolonni silikageelin
heksaanilietteelld (15 g en 40 ml:ssa) kédyttden apuna heksaaniannoksia.
Annetaan seistd ja viimeistellddn asettuminen kevyelld tirytykselld. Lisa-
tadn vedetontd natriumsulfaattia noin 0,5 cm:n kerros ja eluoidaan lopuksi
liikka heksaani.

4.6  Kaasukromatografi, jossa on liekki-ionisaatiodetektori, jakajatyyppinen tai
kylmé kolonniin liittyvd (on-column) injektori sekd uuni, joka on ohjel-
moitavissa + 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 kayttdd myos 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 kaasukromatografiaa
varten.

4.10 Séhkoinen kuumennusvaippa tai lampdlevy.
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5. REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien tulee olla analyysilaatua, ellei toisin maaratd. Kay-
tettdvan veden tulee olla tislattua vettd tai puhtaudeltaan vahintddn vas-
taavaa.

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.

5.4  Kaliumhydroksidin 10-prosenttista alkoholiliuosta. Lisdtdan 10 ml vettéd
50 g:aan kaliumhydroksidia, sekoitetaan ja liuotetaan seos 500 ml:aan
etanolia.

Huomautus 3:

Kalilipedn alkoholiliuvos muuttuu seistessddn ruskeaksi. Liuos on valmis-
tettava uudelleen joka pdivé ja pidettdvd hyvin suljetuissa ruskeissa lasi-
pulloissa.

5.5  Silikageelid 60 kaasukromatografiaa varten, 70—230 mesh (Merck ref.
7734 tai samanlainen).

Huomautus 4:

Silikageeli voidaan yleensd ottaa kayttoon suoraan pakkauksesta ilman
mitédn kasittelyd. Joissakin valmistuserissd esiintyy kuitenkin alhaista ak-
titvisuutta, joka johtaa huonoon kromatografiseen erottumiseen. Télldin
silikageeli on késiteltdvd seuraavasti: Silikageeli aktivoidaan kuumenta-
malla sitd vahintddn neljd tuntia 550° C:n lampotilassa. Kuumentamisen
jélkeen silikageelin annetaan jadhtyd eksikkaattorissa ja pannaan sitten
tulpalla suljettuun pulloon. Lisétdédn 2 % vettd ja ravistetaan, kunnes paak-
kuja ei ndy ja jauhe virtaa vapaasti.

Jos silikageelin valmistuserd on sellainen, ettd se aiheuttaa kromatogram-
miin toisiaan héiritsevid huipuja, silikageeli on késiteltdvd edelld esitetylld
tavalla. Vaihtoehtoinen tapa on kéayttdd erikoispuhdasta silikageelid 60
(Merck, ref. 7754).

5.6  Kolesta-3,5-dicenin  (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 sdilytetddn 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.
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6. MENETTELY
6.1 Saippuoitumattoman aineksen valmistelu:

6.1.1 Punnitaan 20 + 0,1 g 6ljyd 250 ml:n pulloon (4.1), lisitdén 1 ml kolesta-
3,5-dieenin (20 pg) standardilivosta ja 75 ml kalilipedn 10-prosenttista
alkoholiliuosta, kiinnitetdén palautusjadhdytin ja keitetdan hiljalleen 30
minuuttia. Otetaan ndytteen siséltdva pullo pois ldimpdléhteestd ja annetaan
liuoksen jddhtyd hieman (liuos ei saa jadhtyd kokonaan, silld tdlloin ndyte
erottuu). Lisdtddn 100 ml vettd ja siirretdén lios erotussuppiloon (4.2)
100 ml:lla heksaania. Seosta ravistetaan voimakkaasti 30 sekuntia, minka
jdlkeen sen annetaan erottua kerroksiksi.

huomautus 6:

Jos muodostuu emulsio, joka ei hdvid nopeasti, lisdtddn hieman etanolia.

6.1.2 Pohjalle jadva vesifaasi siirretdén toiseen erotussuppiloon ja uutetaan uu-
delleen 100 ml:lla heksaania. Pohjalle jadva osa juoksutetaan taas pois ja
heksaaniuute (yhdistettynd toisen erotussuppilon ainekseen) pestidn kolme
kertaa 100 ml:lla etanoli-vesiseoksella (1:1), kunnes pH on neutraali.

6.1.3 Heksaaniliuos johdetaan vedettoméan natriumsulfaatin (50 g) 14pi, pestddn
20 ml:lla heksaania ja haihdutetaan kuivaksi py6rohaihduttimessa 30° C:n
lampotilassa matalassa paineessa.

6.2  Steroidihiilivetyjakeen erottaminen:

6.2.1 Jaannos siirretddn fraktiointikolonniin kéyttden kahta yhden millilitran
heksaaniannosta, ndyte johdetaan kolonniin antaen liuoksen pinnan va-
jota natriumsulfaattikerroksen pinnan tasalle ja aloitetaan kromatografi-
nen eluointi heksaanilla kéyttden virtausnopeutta, joka on n. 1 ml/-
min. Eluaatin ensimmdéiset 20—30 ml heitetddn pois ja seuraava
40 ml:n jae otetaan talteen. Talteen otettu jae siirretdan 100 ml:n pyorea-
pohjaiseen pulloon (4.3).

Huomautus 7:

Ensimmainen jae sisdltdd tyydyttyneitd hiilivetyja (kuva la) ja toinen jae
steroidihiilivetyjd. Liséeluointi tuottaa skvaleenia ja vastaavia yhdisteita.
Jotta saavutetaan tyydyttyneiden ja steroidihiilivetyjen tarkka erottuminen,
jakeiden tilavuudet on médritettdva ihanteellisiksi. T4td varten ensimmdi-
sen jakeen tilavuus on valittava siten, ettd toista jaetta méadritettdessd tyy-
dyttyneiden hiilivetyjen huippu on matala (ks. kuva 1c); jos niiti ei ilmene
ja standardihuippu on heikko, tilavuutta on pienennettiva. Joka tapauk-
sessa on tarpeetonta erottaa tdysin ensimmdisen ja toisen jakeen osia, silld
kaasukromatografisessa maérityksessd ei esiinny paillekkdisid huippuja,
jos kaasukromatografiaolosuhteet sdddetdén 6.3.1 kohdan mukaisesti. Toi-
sen jakeen ihannetilavuutta ei yleensd tarvitse etsid, silld my6hemmat osat
erottuvat hyvin. Jos kutenkin esiintyy suuri huippu, jonka retentioaika on
n. 1,5 minuuttia lyhyempi kuin standardin, tdiméi johtuu skvaleenista ja
osoittaa huonoa erotuskykya.

6.2.2 Toinen jae haihdutetaan kuivaksi haihduttimessa 30° C lampétilassa ma-
talassa paineessa, ja jadnnds liuotetaan vilittdmadsti 0,2 ml:aan heksaania.
Liuos siilytetdan jddkaapissa médritykseen asti.

Huomautus 8:

6.1.3 ja 6.2.2 kohdassa tarkoitettuja jakeita ei pidd sdilyttdd kuivana eiké
huoneenldmpdtilassa. Liuotin on lisdttdva heti kun jddnnds on saatu, ja
liuoksia on tdmén jilkeen sdilytettdva jadkaapissa.
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6.3  Kaasukromatografia

6.3.1 Tyoskentelyolosuhteet jakajakatyyppistd injektoria varten:
— Injektorin lampétila: 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 vihimmdaisvaimennus.
— Injektoitava liuvosméara: 1ul.

— Uunin lampétilaohjelma: alussa 235° C 6 minuutin ajan, sen jilkeen
lampotilaa kohotetaan 2° C/min, kunnes lampétila 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 kroma-
togrammi: sisdisen standardin huippu n. 5 minuutin tarkkuudella 6.3.2
kohdassa tarkoitetussa ajassa; sisdisen standardin huipun on oltava véhin-
tdan 80 prosenttia tdydestd asteikosta.

Kaasukromatografijérjestelmé on tarkistettava ruiskuttamalla kolestadiee-
nin (5.6) varastoliuoksen ja n-nonakosaaniliuoksen (5.8) seosta. Kolesta-
3,5-dieenin huippu tulee esiintyd ennen n-notakosaanin huipua (kuvalc);
jos ndin ei kdly, voidaan menetelld kahdella tavalla: alentaa uunin lampo-
tilaa ja/tai kdyttdd polaarisuudeltaan pienempééd 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 méird isomeeria, ja
yleensd molemmat sisdltyvat samaan huippuun. Jos kolonni on kuitenkin
lilan polaarinen tai sen erotuskyky on suuri, isomeerin huippu saattaa
ndkyd erillisend pinend stigmasta-3,5-dieenihuippua vélittomasti edelté-
vand huippuna (kuva 2). Jotta voidaan varmistaa, ettd eluoituvat stigmas-
tadieenit muodostavat vain yhden huipun, on suotavaa vaihtaa kolonnin
tilalle vdhemmén polaarinen tai sisdhalkaisijaltaan suurempi kolonni.

Huomautus 9:

Stigmastadieeneja voidaan saada kromatografista vertailua varten méérit-
tamélld puhdistettua kasvioljyd ja kdyttdmalld pinempéd néytettd (1—2 g).
Stigmastadieenit tuottavat voimakkaan ja helposti tunnistettava huipun.

6.3.3 Kvantitatiivinen méritys

Stigmastadieenipitoisuus maéritetdédn seuraavan kaavan avulla:

A, x M
stigmastadieenipitoisuus mg/kg = ﬁ

C ()
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jossa A, = stigmastadieenien huipun pinta-ala (jos huippu jakaan-
tuu kahden isomeerin huipuksi, ndiden kahden huipun
pinta-alojen summa)

A. = sisdisen standardin (kolestadieeni) huipun pinta-ala
M, = lisdtyn standardin massa mikrogrammoina

M, = Oljyn massa grammoina

Toteamisraja: noin 0,01 mg/kg.
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Kuva 1

Kaasukromatogrammi, joka on saatu oliividljyndytteistd, jotka on maédaritetty
kvartsilasikapillaarikolonnissa (sisdhalkaisija 0,25, pituus 25 m); kolonni on pin-
noitettu 5-prosenttisella fenyylimetyylisilikonillaa, kerrospaksuus 0,25 pm.
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a) Neitsytoljyn ensimmdiinen jae (30 ml), jossa nidkyy standardin huippu.
b) Oliividljyn toinen jae (40 ml); 6ljy sisdltdd 0,10 mg/kg stigmastadieeneja.

c) Toinen jae (40 ml), joka sisdltdd pienen osuuden ensimmadistd jaetta.

stigmasta-3,5-dieeni

I.8.
isomeeri
FL‘ A *‘MLIH 1\"” L
g ' 11‘:‘ 20 min

Kuva 2

Kaasukromatogrammi, joka on saatu DB-5-kolonnilla mééritetystd puhdistetun
oliividljyn ndytteestd; kromatogrammissa ndkyy stigmasta-3,5-dieenin isomeeri.
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LIITE XVIII

C4:TA SISALTAVIEN TRIGLYSERIDIEN MAARITYS (TEOREETTI-
SEN KOOSTUMUKSEN JA TODELLISEN KOOSTUMUKSEN
VALINEN ERO)

1. Tarkoitus

Oliividljyjen triasyyliglyserolien (TAG:n) koostumuksen médrittiminen
ekvivalenttihiililukuina perustuen HPLC:11d (korkean suorituskyvyn nes-
tekromatografia) saatujen maéiritystulosten ja rasvahappokoostumuksen
perusteella lasketun teoreettisen koostumuksen vélisiin eroihin.

2. Soveltamisala

Standardia sovelletaan oliividljyihin. Menetelmd soveltuu pienten sieme-
ndljyméidrien (joissa on paljon linoleiinihappoa) osoittamiseen kaikissa
oliividljyissé.

3. Periaate

C,-triasyyliglyserolien HPLC-analyysilld médritetty ja Cyp-triasyyligly-
serolien teoreettinen koostumus (joka lasketaan rasvahappokoostumuk-
sen GLC-maidrityksen perusteela) vastaavat tietyissd rajoissa toisiaan
puhtaiden dljyjen osalta. Jos erotus on suurempi kuin asetuksessa kun-
kin 6ljytyypin osalta ilmoitetut arvot, on 6ljyssd todennikdisesti sieme-
noljyja.

4. Menetelmé

Mentelmé Cy,-triglyseridien teoreettisen koostumuksen laskemiseksi seké
sen ja HPLC:1l4 saadun pitoisuuden vélisen eron laskemiseksi tapahtuu
olennaisesti vertaamalla muilla menetelmilld saatuja maééritystuloksia;
tdssd voidaan erottaa kolme vaihetta: rasvahappokoostumuksen maééritys
lasikapillaarikromatografialla, Cy,-triasyyliglyserolien teoreettisen koos-
tumuksen laskeminen ja Cy,-triasyyliglyserolien HPLC-médritys.

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 yldpadssa

4.14  Erotussuppiloita, 250 ml, joissa on standardoitu koiraspuolinen hios ala-
padssé ja joka voidaan liittdd pylvédan ylédpaahan

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  Pyo6rohaihduttaja

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 pitéisi
olla vahintian 10— taitekerroinyksikkod.
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4.1.13 Pyvis: Ruostumatonta teréstd, pituus 250 mm ja siséhalkaisija 4,5 mm,
johon pakattu 5 pm:n piihappo- (silika-)partikkeleja, jotka sisdltdvit
22 — 23 % hiiltd oktadekyylisilaanin muodossa (huomautus 2).

4.1.14 Tulostin ja/tai integraattori

4.2 Reagenssit

Reagenssien pitdisi olla analyysipuhtausluokkaa. Eluointiliuottimista pi-
tdd poistaa kaasut, ja niitd voi kdyttdd useaan kertaan ilman ettd se
vaikuttaa erotuksiin.

4.2.1  Petrolieetteri 40 — 60 °C, kromatografialaatua
4.2.2  Etyylieetteri, peroksidivapaa, tislattu juuri ennen kayttod

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 etti
saadaan haluttu erotus; aloitetaan 50:50 -seoksella)

42,9 Liuottamisliuotin: asetoni

4.2.10 Vertailutriglyseridit: joko kdytetdén kaupallisia triglyseridejd (tripalmitii-
ni, trioleiini jne.) ja kuvataan retentioajat ekvivalenttihiililuvun funktiona
tai tehdddn vertailukromatogrammit soijadljy-oliividljyseoksella suhteessa
30:70 ja puhtaalla oliividljylld (katso huomautukset 3 ja 4 sekéd kuvat 1,
2,3 ja4).

43 Niytteiden valmistus

Koska monista aineista voi tulla vdérié positiivisia tuloksia, ndyte on aina
puhdistettava hapettuneissa 6ljyisséd esiintyvien polaaristen aineiden méaa-
rittdmiseen tarkoitetun ITUPAC-menetelmén 2.507 mukaan.

43.1 Kromatografiapylvddn valmistelu

Pylvis (4.1.3) tdytetddn noin 30 ml:lla eluutioliuosta (4.2.3), sithen pan-
naan hiukan lasivillaa (4.2.5), joka tyonnetdén pylvddn pohjaan lasisau-
valla (4.1.5).

Suspendoidaan 100 ml:n dekanterilasiin 25 g piihappogeelid (4.2.4)
80 ml:ssa eluutioliuosseosta (4.2.3), joka lisdtddn pylvadseen lasisuppilon
(4.1.6) avulla.

Jotta piihappogeeli saadaan kokonaan siirretyksi pylvadseen, dekanteril-
asia pestddn eluutioliuoksella ja pesunesteet lisitdan pylvadseen.

Tulppa avataan ja livottimen annetaan tulla pylvéistd, kunnes sen pinta
on noin 1 cm piihappogeelin pinnan ylépuolella.
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432 Pylvidskromatografia

Punnitaan 0,001 g:n tarkkuudella 2,5 + 0,1 g 6ljya, 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).
Lammitetdédn tarvittaessa liuottamisen helpottamiseksi. Annetaan jadhtya
huoneenldmpdtilaan, ja tilavuus sédddetddn merkkiin eluutiolivottimella.

20 ml titd liuosta siirretddn volymetriselld pipetilld kohdan 4.3.1 mukai-
sesti valmisteltuun pylvddseen. Tulppa aukaistaan ja liuottimen annetaan
valua piithappogeelin pinnan tasolle.

Eluoidaan 150 ml:lla eluutioliuotinta (4.2.3). Eluutionopeus noin 2 ml/-
min (150 ml menee pylvddn ldpi noin 60 — 70 minuutissa).

Eluaatti kerdtddn 250 ml:n pyo6rokolviin (4.1.1), joka on taarattu uunissa
ja punnittu tarkasti. Liuotin haihdutetaan alipaineessa (Rotavapor) ja
jddnnds punnitaan. Siitd tehddin HPLC-analyysiin ja metyyliesterin val-
mistukseen kéytettava liuos.

Pylvéistd on saatava talteen vahintddn 90 % ndytteestd, kun on kyseessé
ekstraneitsyt-, neitsyt-, tavallinen puhdistettu ja oliividljyluokat, ja vdhin-
tddn 80 %, kun on kyseessd lamppu- ja jadnnosoliividljyt.

4.4 HPLC-analyysi
44.1 Niéytteiden valmistus kromatografiaan

Analysoitavasta naytteestd valmistetaan 5-prosenttinen liuos punnitsem-
malla 0,5 £ 0,001 g néytettd 10 ml:n asteikolliseen pulloon ja tayttamalla
10 ml:ksi liuottamislivottimella (4.2.9).

442 Menetelmi

Kootaan kromatografialaitteisto. Eluutioliuotinta (4.2.8) pumpataan no-
peudella 1,5 ml/min laitteiston puhdistamiseksi. Odotetaan, kunnes pe-
rusviiva on tasainen. Injisoidaan 10 pl néytettd, joka on valmistettu kuten
kohdassa 4.3 selostetaan.

443 Laskeminen ja tulosten ilmoittaminen

Kéytetddn sisdisen standardin menetelmid, ts. oletetaan, ettd triglyseri-
dien (Cgy,-triglyserideistd Cs,-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 vahintddn kahden desimaalin tarkkuudella.

Huomautus 1: Eluutiojirjestys voidaan méadrittdd laskemalla ekvivalent-
tihiililuvut, jotka madrdytyvit usein yhtdlon ECN = CN — 2n perus-
teella, jossa CN on hiililuku ja n on kaksoissidosten méard; se voidaan
laskea tarkemmin ottamalla huomioon kaksoissidoksen alkuperd. Jos n,,
n; ja ny, ovat dljyhapon, linoleiinihapon ja linoleenihapon kaksoissidok-
set, ekvivalenttilihiililuku voidaan laskea yhtilosta

ECN = CN — dol’lo — d]l’l] — d]nnln,
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jossa kertoimet d,, d; ja dj, voidaan laskea vertailutriglyseridien avulla.
Téssd menetelmdssi eritellyissd oloissa suhde on ldhelld seuraavaa:

ECN = CN — (2,60 n,) — (2,35 n)) — (2,17 ny;)

Huomautus 2: Esimerkkejd: Lichrosorb (Merck) RP18 Art 50333

Lichrosphere tai vastaava (Merck) 100
CHI18 Art 50377

Huomautus 3: Usean triglyseridin avulla voi myos 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) esittdvén ku-
vaajan avulla voidaan médrittad retentioarvot kaikille vertailutriglyseri-
deihin sisdltyvien rasvahappojen triglyserideille — katso kuva 2.

Huomautus 4: Pylvddn pitéisi olla niin tehokas, ettd trilinoleiinipiikki
erottuu selvasti niiden triglyseridien piikeistd, joiden retentioajat ovat
sitd ldhelld. Eluutiota jatketaan aina Cs,:een asti.

Huomautus 5: Jotta saataisiin  sellainen kromatogrammi, ettd
kaikkien tdrkeiden piikkien pinta-alat voidaan mitata luotettavasti, on
Csq-triglyseridid vastaavan toisen piikin korkeuden oltava 50 % koko
asteikosta.

4.5 Triasyyliglyseridien koostumuksen laskeminen (mooliprosentteina)
rasvahappojen GLC-tuloksista

4.5.1 Rasvahappokoostumuksen méaédritys

Rasvahappokoostumus maééritetddn asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liit-
teessd X A esitetylld ETY:n kaasukromatografimenetelmallé lasipylvaal-
14. Metyyliesterit valmistetaan liitteen X B mukaan (natriummetylaattial-
koholiliuos).

452 Laskemisessa huomioon otettavat rasvahapot

Glyseridit ryhmitellddn niiden ekvivalenttihiililuvun (ECN) mukaan ot-
taen huomioon seuraavat vastaavuudet ECN:n ja rasvahappojen vililla.
Huomioon otetaan ainoastaan 16 ja 18 hiiliatomia siséltdvat rasvahapot,
koska niilld on merkitystd oliividljylle.

Rasvahappo (FA) Lyhennys pt’{ﬁlfk(ﬁ&) ECN
Palmitiinihappo P 256,4 16
Palmitoleiinihappo Po 254.4 14
Steariinihappo S 284.,5 18
Oljyhappo (0] 282,5 16
Linoleiinihappo L 280.4 14
Linoleenihappo Ln 278,4 12
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453 Rasvahappojen mooliprosentin laskeminen pinta-
alaprosenteista

pinta — ala—%P pinta — ala — %S pinta — ala— % Po

mooliaP = mooliaS = mooliaPo =

MWP MW S MW Po
)]
. __pinta — ala—%0O . pinta —ala—%L . __pinta — ala—%Ln
mooliaO = MWO moolialL = MWL moolialLn = MWL

454 Rasvahappojen muuntaminen mooliprosenteiksi

moolia P * 100
moolia(P + S + Po + O + L + Ln)

mooli — % P (1,2,3)

moolia S * 100
moolia (P + S + Po + O + L + Ln)

mooli — % S (1,2,3) =

moolia Po * 100

li—% Po (1,2 =
mooli —% Po (1,2,3) moolia (P + S + Po + O + L + Ln)

@
moolia O x 100
li—%O(1,2,3) =
mooli =% 0 (1,2,3) moolia (P + S + Po + O + L + Ln)
moolia L % 100
li—%L(1,2,3) = -
mooli — %L ( ) moolia(P + S + Po + O + L + Ln)
moolia Ln * 100
li—%Ln(1,2,3) =
mooli =% Ln (1,2,3) moolia(P + S + Po + O + L + Ln)
Tulos ilmoittaa kunkin rasvahapon prosenttiosuuden mooliprosentteina
TAG:n 1,2,3-asemassa.
Sitten lasketaan tyydyttyneiden rasvahappojen P ja S (SFA) ja tyydytty-
méttomien rasvahappojen Po, O, L ja Ln (UFA) summa:
mooli-% SFA = mooli-% P + mooli-% S 3)
mooli-% UFA = 100 - mooli-% SFA

455 Rasvahappokoostumuksen laskeminen TAG:n
2- sekd 1,3-asemissa

Rasvahapot jakautuvat kolmeen ryhmién seuraavasti: kaksi samanlaista
1- ja 3-asemien osalta ja yksi 2-aseman osalta siten, ettd tyydyttyneilld (P
ja S) ja tyydyttymaéttomilld hapoilla (Po, O, L ja Ln) on eri kertoimet.

4.5.5.1 2-asemassa tyydyttyneet rasvahapot [P(2) ja S(2)]

mooli-% P(2) = mooli-% P (1,2,3) * 0,06 @
mooli-% S(2) = mooli-% S (1,2,3) * 0,06
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4.5.5.2 2-asemassa tyydyttyméittomit rasvahapot [Po(2), O(2), L(2) ja Ln(2)]:

4553

4.5.6.1

45.6.2

mooli — % Po(1,2,3)
mooli — % UFA

mooli — % Po(2) = * [100 — mooli — % P(2) — mooli — % S(2)]

mooli — % O(1,2,3)

oo —% UFA ™ [100 — mooli — % P(2) — mooli — % S(2)]

mooli — % O(2) =

&)
li—% L(1,2,3
mooli — % L(2) = m:ot)n _"%(U’F[; ) [100 — mooli — % P(2) — mooli — % S(2)]
li —% Ln(1,2,3 . .
mooli — % Ln(2) = mz(;ololi _0 ‘;:(UFA ) * [100 — mooli — % P(2) — mooli — % S(2)]
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) — Mool = % P(l, 2) mooli =% P2) ooli — % P(1,2,3)
li—% S(1,2,3) — li — % S(2
mooli — % S(1,3) — mooli=%S(1.2, )2 mooli =% S(2) | ool — % S(1,2,3)
li — % Po(1,2 - li — % Po(2
mooli — % Po(1,3) — meoli=% Po(l, ’3)2 mooli =% Po2)  \ooli — % Po(1,2,3)
Q)
li — %O(1,2,3) — li —9 2
mooli — % 0(1,3) — Mool = % O, 2) mooli =% O0QR) | ooli — % 0(1,2,3)
li — %L(1,2,3) — li —% L(2
mooli — % L(1,3) — meoli = % L(, 2) mooli =% L) ool — % 1(1,2,3)
li — % Ln(1,2,3) — li — % Ln(2
mooli — % Ln(1,3) — Mool = % La(l, 2) mooli =% Ln2) oot — % L(1,2, 3)
Triglyseridien laskeminen
TAG:t, joissa on yksi rasvahappo (AAA, tdssd LLL, PoPoPo)
mooli — % AAA — mooli — % A(1,3) * mooli — % A(2) * mooli — % A(1,3) ™
10000
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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4.5.6.3

45.6.4

4.5.1

TAG:t, joissa on kolme eri rasvahappoa (ABC, tissi OLLn, PLLn,
PoOLn, PPoLn)

mooli — % A(1,3) % mooli — % B(2) * mooli — % C(1,3) * 2

li— % ABC =
mooli — % C 10000

mooli — % B(1,3) * mooli — % C(2) * mooli — % A(1,3) * 2
10000

mooli — % BCA = ®
mooli — % C(1,3) * mooli — % A(2) % mooli — % B(1,3) * 2

C _
mooli — % CAB 10000

Triasyyliglyseridit, joissa on Cy,:ta

Seuraavat triglyseridit, joissa on Cgyy:ta, on laskettu yhtéloistd 7, 8 ja 9
HPLC:ssd odotetussa eluointijarjestyksessa (tavallisesti vain kolme piikkid).

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

Cyy:ita sisdltévit triasyyliglyseridit saadaan ndiden yhdeksédn triasyyligly-
serolin ja niiden asemaisomeerien summana. Tulokset on ilmoitettava
véhintddn kahden desimaalin tarkkuudella.

Tulosten arviointi

Laskemalla saatua teoreettista koostumusta ja HPLC:11d mééritettyd koos-
tumusta verrataan. Jos HPLC-tulosten ja teoreettisten tulosten vélinen
erotus on suurempi kuin asetuksessa kyseiselle oljyluokalle ilmoitetut
arvot, ndyte sisdltdd siemendljya.

Huom. Tulokset annetaan yhdelld desimaalilla.

EsimerkKki (numerot viittaavat menetelmdi selostavan tekstin osiin)

Rasvahappojen mooliprosenttien laskeminen GLC-
tuloksista (pinta-ala-%)

GLC:lla saadaan seuraavat tulokset rasvahappokoostumukselle:

FA P S Po O L Ln
MwW 256,4 284,5 2544 282,5 280,4 278,44

pinta-ala-% 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0




1991R2568 — FI — 09.08.2012 — 024.001 — 113

VYM13

4.5.5

4.55.1

Pinta-alaprosenttien muuntaminen mooleiksi kai-
kille rasvahapoille:

liaP = 0 _ 0,03900 lia P
moolia P = 3564~ O moolia

liaS = . 0,01054 lia S
moolia S = a5 O moolia

lia Po = Lo 0,00393 lia P
moolia 07254747 , moolia Po

. 75 .
moolia O = = 0,26549 moolia O

282,5

liaL = 10 _ 0,03566 lia L
moolia L = w04~ O moolia
moolia Ln = m = 0,003594 moolia Ln
Summa = 0,35822 moolia TAG:tid
Rasvahappojen muuntaminen prosenteiksi

0,03900 moolia P * 100

10 - 2 — 0,

mooli — % P(1,2,3) 0.35822 moolia 10, 888 %
0,01054 liaS * 100

mooli — % S(1,2,3) = — moona > * — 2,944 %

0, 35822 moolia

lia Po % 1
moolia — % Po(1,2,3) = 0’003093;;;‘;?10;; 90 1097 %

0,26549 moolia O * 100
moolia — % 0(1,2,3) = ——= 35“;;’;’2001; = 74,113 %

0,03566 moolia L % 100
mooli — % L(1,2,3) = == 35?;;;?00“’; — 9,956 %

0,00359 moolia Ln % 100
mooli — % Ln(1,2,3) = —— 3;231:1031: — 1,003 %

Kokonaismooli-% = 100,0 %

Tyydyttyneiden ja tyydyttyméttomien 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 laskeminen TAG:n 2- ja
1,3-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-%

Katso kaava (1)

Katso kaava (1)

Katso kaava (1)

Katso kaava (1)

Katso kaava (1)

Katso kaava (1)

Katso kaava (2)

Katso kaava (2)

Katso kaava (2)

Katso kaava (2)

Katso kaava (2)

Katso kaava (2)

Katso kaava (3)
Katso kaava (3)

Katso kaava (4)

Katso kaava (4)
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4.5.5.2 Tyydyttyméittomét rasvahapot 1,3-asemassa [Po(1,3), O(1,3), L(1,3) ja
Ln(1,3)]
. 1,097 % .
mooli — % Po(2) = 36.160 % * (100 — — 0,659 — 0,177) = 1,263 mooli — % Katso kaava (5)
5 ()
74,113 % .
mooli — % O(2) = W@O/O * (100 — — 0,659 — 0,177) = 85,295 mooli — % Katso kaava (5)
s ()
9,956 % .
mooli — % L(2) = m x (100 — — 0,659 — 0,177) = 11,458 mooli — % Katso kaava (5)
. 1,003 % .
mooli — % Ln(2) = %6160 % * (100 — — 0,659 — 0,177) = 1,154 mooli — % Katso kaava (5)
5 (\

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)]

10,888 — 0,659

mooli — % P(1,3) = — 5 10,888 = 16,005 mooli — % Katso kaava (6)
2,944 — 0,177
mooli — % S(1,3) = % 2,944 = 4,327 mooli — % Katso kaava (6)
1,097 — 1,263
mooli — % Po(1,3) = % 1,097 = 1,015 mooli — % Katso kaava (6)

74,113 — 85,295

mooli — % O(1,3) = 3 74,113 = 68,522 mooli — % Katso kaava (6)
9,956 — 11,458
mooli — % L(1,3) = % 9,956 = 9,205 mooli — % Katso kaava (6)
1,003 — 1,154
mooli — % Ln(1,3) = f’ 1,003 = 0,927 mooli — % Katso kaava (6)

4.5.6 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



1991R2568 — FI — 09.08.2012 — 024.001 — 115

VYM13

4.5.6.1

45.6.2

45.63

PPoLn ja 2 asemaisomeerid

OLLn ja 2 asemaisomeerid

PLLn ja 2 asemaisomeerid

PoOLn ja 2 asemaisomeerid

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 9 1,015 9
% mooli — % PoPoPo — 12015 % * 1,263 % « 1,015 % = 0,00013 moolia PoPoPo
10000
TAG:t, joissa on kaksi rasvahappoa (PoLL, SLnLn, PoPoL) Katso kaava (8)
1,015°¢ 11,458 ¢ ,205 9 2
mooli — % PoLL + LLPo — 2015% * 11,458 % + 9,205 % « = 0,02141
10000

;2059 1,263 9 205 9

mooli — % Lol — 22205 % * 1,263 % x 9,205 % = 0,01070

10000

0,03211 moolia PoLL
4,327 % *x 1,154 % x 0,927 % * 2

li — % SLnL LnL = =
mooli — % SLnLn + LnLnS 10000 0,00093

279 177 © 279
mooli — % LnSLn — 2227 % * 0’1070304 * 0,927 % = 0,00002

0,00095 moolia SLnLn

1,015 % % 1,263 % % 9,205 % * 2
mooli — % PoPoL + LPoPo — 213 % * 1. 100?000* 205 % * = 0,00236

1,015 % * 11,458 % * 1,015 %
li — % PoLPo = — ’ ’ - 1
mooli — % PoLPo 10000 0,00118

0,00354 moolia PoPoL

TAG:t, joissa on kolme eri rasvahappoa (PoPLn, OLLn, PLLn, PoOLn) Katso kaava (9)

16,005 % * 1,263 % x 0,927 % x 2

li — % PPoLn = = 0
mooli — % PPoLn 10000 0,00375
0,927 ¢ 0,653 ¢ 1,015 9 2
mooli — % Lnppo — (1027 % * 0,653 % « 1,015 % = - 0,00012
10000
1,015 9 1,154 9 16,005 ¢ 2
mooli — % PoLnP = - % x 1, 10(;2)0* ’ % * = 0,00375

0,00762 moolia PPoLn
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mooli — % OLLn =

mooli — % LnOL =

mooli — % LLnO =

mooli — % PLLn =

68,522 % x 11,458 % * 0,927 % * 2

10000
0,927 % * 85,295 % * 9,205 % = 2
10000
9,205 % % 1,154 % % 68,522 % * 2
10000

16,005 % * 11,458 % * 0,927 % x* 2

10000
0,927 % * 0,653 % * 9,205 % * 2
li — % LnPL = — ’ ’
mooli — % Ln 10000
9,205 9 1,154 9 16,005 ¢ 2
mooli — % LLnP = = % 1, % * 16, % *
10000

mooli — % PoOLn =

mooli — % LnPoO =

mooli — % OLnPo =

1,015 % * 85,295 % * 0,927 % * 2

10000
0,927 % + 1,263 % * 68,522 % * 2
10000
68,522 % * 1,154 % * 1,015 % = 2
10000

ECN42

0,14577

0,14577

0,14577

0,43671 moolia OLLn

0,03400

0,00111

0,03400

0,06911 moolia PLLn

0,01605

0,01605

0,01605

0,04815 moolia PoOLn

0,69540 moolia TAG:a
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Kuva 1: log a:n muuttuminen f:n funktiona (f = kaksoissidosten lukumé&éara)
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Huom: La = lauriinihappo My = myristiinihappo P = palmitiinihappo St = steariinihappo O = oleiinihappo L = linolihappo
Ln = linoleenihappo.
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Kuva 2: Soijadljy
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Kuva 4: Oliiviéljy
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LIITE XIX

ALIFAATTISTEN ALKOHOLIEN PITOISUUDEN MAARITTAMINEN
KAASUKROMATOGRAFISESTI KAPILLAARIKOLONNILLA

1 TARKOITUS

Téssd kuvataan menetelmi rasvojen tai 6ljyjen sisdltdmien yksinkertais-
ten alifaattisten alkoholien pitoisuuden ja niiden kokonaispitoisuuden
madrittdmiseksi.

2 MENETELMAN PERIAATE

Rasva tai 06ljy, johon on lisdtty 1-eikosanolia sisdiseksi standardiksi,
saippuoidaan kaliumhydroksidin avulla etanoliliuoksessa ja saippuoitu-
mattomat osat uutetaan eetterilld. Alkoholifraktio erotetaan saippuoitu-
mattomasta uutteesta kromatografian avulla emiksiselld silikageelilevylla;
silikageelistd saadut alkoholit muutetaan trimetyylisilyylieettereiksi ja
madritetddn kapillaarikaasukromatografian avulla.

3 VALINEISTO

3.1 Pullo, 250 ml, jossa on hiotut lasiliitinnét sekd palautusjadhdytin.

32 Erotussuppilo, 500 ml.

33 Pulloja, 250 ml.

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

3.5 UV-valo, 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 mm),
halkaisija noin 2 cm ja korkeus noin 5 cm ja jossa on liitdntd tyhjioimu-
suodatusta varten sekd koirashios 12/21.

3.8 Tyhjiéimupullo, 50 ml, jossa on suodatinsuppiloon (3.7) sopiva naaras-
hios.
39 Koeputki, 10 ml, jossa on ilmatiivis tulppa ja kartiomainen pohja.

3.10  Kaasukromatografi, jota voi kayttdd kapillaarikolonnin kanssa ja johon
liittyy virtauksenjakojarjestelmd, jonka osat ovat:

3.10.1 termostaattisddtoinen kolonniuuni, joka sdilyttdd halutun lampdtilan noin
+ 1 °C:n tarkkuudella,

3.10.2 injektiolaite, jonka lampoétilaa voi sddtdd ja jonka hoyrystdmisosa on
persilanoitua lasia,

3.10.3 liekki-ionisaatiodetektori ja muuntajavahvistin,

3.10.4 integraattori-piirturi, joka toimii muuntajavahvistimen kanssa ja jonka
vasteaika on enintddn 1 sekunti ja jonka paperin nopeutta voidaan siataa.

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

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

3.13  Analyysivaaka, herkkyys 1 mg (ndytté 0,1 mg:n tarkkuudella).
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4 REAGENSSIT

4.1 Kaliumhydroksidi, noin 2 N etanolilivos: 130 g kaliumhydroksidia (va-
hintdén 85-prosenttista) liuotetaan samalla jddhdyttden 200 ml:aan tislat-
tua vettd ja lisdtddn etanolia niin, ettd liuosta on yksi litra. Liuos siily-
tetddn tiiviisti suljetuissa tummissa lasipulloissa.

4.2 Etyylieetteri, analyysilaatua.
43 Vedeton natriumsulfaatti, analyysilaatua.

44 Silikageelilla paillystetyt lasilevyt, ilman fluoresenssi-indikaattoria, pak-
suudeltaan 0,25 mm (voidaan ostaa kdyttovalmiina).

4.5 Kaliumhydroksidin 0,2 N etanoliliuos: 13 g kaliumhydroksidia liuotetaan
20 ml:aan tislattua vettd ja lisdtdéin etanolia niin ettd liuosta on 1 litra.

4.6 Bentseeni, kromatografiaa varten (ks. 5.2.2).
4.7 Asetoni, kromatografiaa varten (ks. 5.2.2).

4.8 Heksaani, kromatografiaa varten (ks. 5.2.2).
4.9 Etyylieetteri, kromatografiaa varten (ks. 5.2.2).
4.10  Puhdas kloroformi, analyysilaatua.

4.11  Vertailuliuos ohutkerroskromatografiaa varten: kolesterolin tai fytostero-
lin 5-prosenttinen kloroformiliuos.

4.12  2,7-dikloorifluoreseiinin 0,2-prosenttinen etanoliliuos. Liuos tehdédin lie-
vasti emaksiseksi lisddméllda muutama tippa kaliumhydroksidin 2 N al-
koholiliuosta.

4.13  Vedetdn pyridiini, kromatografiaa varten.
4.14  Heksametyylidisilatsaani.
4.15  Trimetyylikloorisilaani.

4.16  Alifaattisten Cy;—C,g -alkoholien trimetyylisilyylieettereiden standardi-
liuokset. Ne valmistetaan puhtaiden alkoholien seoksista juuri ennen
kayttod.

4.17  0,1-prosenttinen (m/V) 1-eikosanolin kloroformiliuos (sisdinen standardi).
4.18  Kantajakaasut: vety tai helium, kaasukromatografista laatua.
4.19  Apukaasut: typpi, kaasukromatografista laatua.

5 MENETTELY
5.1 Saippuoitumattoman osan esikisittely

5.1.1 250 mln pulloon lisidtddn 500 pl:n mikroruiskulla sellainen tilavuus-
madréd 0,1-prosenttista 1-eikosanolin kloroformiliuosta (4.17), jonka sisal-
tdméd 1-eikosanolin m#érd on suunnilleen 10 % madéritystd varten otetta-
van ndytteen alifaattisten alkoholien méérdstd. Esimerkiksi, jos nédytettd
on 5 g ja se on oliividljya, lisdtddan 250 pl 0,1-prosenttista 1-eikosanoli-
liuosta, ja jos se on uutettua oliividljyd, lisatdan 1 500 pl liuosta.

Haihdutetaan liuos kuiviin typpivirrassa ja punnitaan tarkalleen 5 g kui-
vaa, suodatettua ndytettd samaan pulloon.
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5.1.2  Lisdtddn 50 ml kaliumhydroksidin 2 N etanoliliuosta, palautusjadhdytin
kédynnistetdén ja liuosta kuumennetaan vesihauteessa hiljalleen kiehuvaksi
koko ajan voimakkaasti sekoittaen, kunnes saippuoituminen on tapahtunut
(livos kirkastuu). Kuumentamista jatketaan vield 20 minuutin ajan ja lisa-
taan sitten 50 ml tislattua vettd jddhdyttimen ldpi. Sen jélkeen palautus-
jadhdytin irrotetaan ja pullo jadhdytetddn noin 30 °C:n lampdtilaan.

5.1.3  Pullon sisélto siirretddn kvantitatiivisesti 500 ml:n erotussuppiloon kéyt-
taméalld huuhteena yhteensd noin 50 ml tislattua vettd. Lisdtddn noin
80 ml etyylieetterid, ravistetaan voimakkaasti noin 30 sekuntia ja anne-
taan seistd niin ettd kerrokset erottuvat (Huom. 1).

Pohjalla oleva vesifaasi siirretddn toiseen erotussuppiloon. Vesifaasi uutetaan
vield kaksi kertaa kuten edelld, kdyttden molemmilla kerroilla 60—70 ml
etyylieetterid.

Huom. 1: Mahdollinen emulsio voidaan hajottaa lisdamalld pieni maéra
etanolia tai metanolia suihkeena.

5.1.4  Eetteriuutteet yhdistetdéin yhteen erotussuppiloon ja pestdén tislatulla ve-
delld (50 ml kerrallaan), kunnes pesuvesi on neutraalia.

Pesuvesi heitetdédn pois, eetteriuutteet kuivataan vedettomalla natriumsul-
faatilla ja suodatetaan etukdteen punnittuun 250 ml:n pulloon ja pestddn
suppilo ja suodatin pienilld méaarilla etyylieetterid.

5.1.5  Eetterid haihdutetaan, kunnes sitd on hyvin vidhin jiljelld, ja kuivataan
heikossa alipaineessa tai typpivirrassa; lopuksi kuivataan ldmpdokaapissa
100 °C:ssa noin 15 min, jadnnos jddhdytetdan eksikkaattorissa ja punnitaan.

5.2 Alkoholifraktioiden erottaminen

5.2.1 Emdéksisten levyjen valmistelu: silikageelilevyt (4.4) upotetaan kokonaan
kaliumhydroksidin 0,2 N etanoliliuokseen (4.5) 10 sekunniksi, minké
jéilkeen niiden annetaan kuivua vetokaapissa kahden tunnin ajan ja lo-
puksi yhden tunnin ajan lampodkaapissa 100 °C:ssa.

Levyt otetaan ldmpdkaapista ja sdilytetddn kalsiumkloridia sisaltdvéssa
eksikkaattorissa kayttohetkeen asti (ndin kasitellyt levyt on kéytettava
kahden viikon kuluessa).

Huom. 2: Kun kéytetddn emdéksisid silikageelilevyjd alkoholifraktion
erottamiseen, saippuoitumattomia aineita ei tarvitse késitelld
alumiinilla. Taten kaikki happamat yhdisteet (rasvahapot ja
muut hapot) jadvit lahtoviivalle. Télloin saadaan sekd alif-
aattisten alkoholien vydhyke ettd terpeenisten alkoholien vyo-
hyke, jotka molemmat erottuvat selvisti sterolivyohykkeesta.

5.2.2 Heksaanin ja etyylieetterin seos, 65:35 (V/V), kaadetaan kehitysastiaan
niin ettd sitd on noin 1 cm (*).

Astia suljetaan sopivalla kannella ja annetaan olla vahintdén puoli tuntia sul-
jettuna, jotta neste ja hdyry saavuttavat tasapainon. Suodatinpaperisuikaleita,
jotka ulottuvat eluointiaineeseen, voidaan kiinnittad astian sisdseindén. Néin
kehitysaika lyhenee noin kolmanneksella ja aineosat eluoituvat tasaisemmin.

(") Erityisesti téllaisissa tapauksissa on kéytettivd bentseenin ja asetonin eluointiseosta
95:5 (V/V), jotta vyohykkeet eroaisivat hyvin.
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Huom. 3: Seos on vaihdettava uuteen jokaista médritystd varten, jotta
eluointiolosuhteet olisivat tdysin toistettavissa.

5.2.3  Saippuoitumattomasta osasta (5.1.5) valmistetaan noin S-prosenttinen
kloroformiliuos ja 0,3 ml liuosta levitetddn mahdollisimman ohuena ja
tasaisena nauhana kayttden 100 pl:n mikroruiskua, noin 2 cm:n péaihin
lasilevyn alareunasta. Asetetaan yhdelle levyn reunoista 2—3 pl alifaat-
tisten alkoholien vertailuliuosta (4.11) ldhtoviivan tasalle, jotta alifaattis-
ten alkoholien vyohyke olisi helppo tunnistaa kehittdmisen jalkeen.

5.2.4 Levy asetetaan kehitysastiaan, joka on valmisteltu 5.2.2 kohdan mukai-
sesti. Ympdriston lampdtilan on oltava 15—20 °C. Astia suljetaan kan-
nella vilittomasti, mink4 jalkeen ndytteen annetaan eluoitua, kunnes livo-
tinrintama on noussut 1 cm:n péddhdn levyn yldreunasta.

Levy otetaan kehitysastiasta ja liuotin haihdutetaan kuumassa ilmavir-
rassa tai levy jatetddn joksikin aikaa kuivumaan vetokaappiin.

5.2.5 Levylle suihkutetaan ohuelti ja tasaisesti 2,7-dikloori-fluoreseiiniliuosta.
Alifaattisten alkoholien vydhyke erottuu ultraviolettivalossa tarkasteltuna
vertailuliuostéplddn verrattaessa; alifaattisten alkoholien vyohykkeen ja
valittdmésti sen ylapuolella olevan, terpeenialkoholeja vastaavan vyohyk-
keen muodostaman kokonaisuuden ympérille piirretddn viiva mustalla
kynélla.

Huom. 4: Koska terpeenialkoholien vydhyke sisaltdd ndissd koeolosuh-
teissa huomattavan mdérén alifaattisia alkoholeja, molemmat
vyohykkeet on keréttava talteen yhdessa.

5.2.6  Silikageelikerros raaputetaan rajatulta alueelta metallilastalla. Saatu aines
hienonnetaan, siirretddn suodatinsuppiloon (3.7), lisitddn 10 ml kuumaa
kloroformia, sekoitetaan huolellisesti metallilastalla ja suodatetaan suoda-
tinsuppiloon liitettyyn pulloon (3.8) tyhjiolla.

Suppiloon jadnyt aines pestddn kolme kertaa noin 10 ml:lla etyylieetterid,
ja suodos kerdtddn suodatinsuppiloon liitettyyn pulloon. Suodosta haih-
dutetaan, kunnes sen tilavuus on noin 4—5 ml ja jaédnnosliuos kaadetaan
etukdteen punnittuun 10 ml:n koeputkeen (3.9). Liuosta kuivataan alhai-
sella 1ammolld kevyessd typpivirrassa; jaannds liuotetaan muutamaan
tippaan asetonia, kuivataan jilleen ja pidetdin kymmenisen minuuttia
105 °C:ssa lampokaapissa, jadhdytetddn eksikkaattorissa ja punnitaan.

Koeputkessa oleva jadnnos sisiltdd alkoholifraktion.

53 Trimetyylisilyylieetterien valmistelu

5.3.1 Koeputkessa olevaan alkoholifraktioon lisdtddn silylointireagenssi niin,
ettd kosteutta ei padse mukaan (Huom. 6); mainittu reagenssi on seos,
jossa on tilavuussuhteessa 9:3:1 pyridiinid, heksametyylidisilatsaania ja
trimetyylikloorisilaania (Huom. 5); seosta tarvitaan 50 ul jokaista alif-
aattisten alkoholien milligrammaa kohti.
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Huom. 5: Kiyttovalmiita liuoksia on kaupallisesti saatavana; lisdksi
muita silylointireagensseja, kuten esim. bis-trimetyylisilyylit-
rifluoriasetamidi + 1 % trimetyylikloorisilaania; reagenssi lai-
mennetaan samalla méarilld vedetontd pyridiinié.

Huom. 6: Lievd sameus on tavallista eikd ole haitaksi. Valkoiset hiuta-
leet tai vaaleanpunaiseksi varjadytyminen ovat merkkejd kos-
teudesta tai reagenssien muuttumisesta. Jos nditd ilmenee, koe
on uusittava.

5.3.2 Koeputki suljetaan tulpalla ja sitd ravistetaan varovasti (ei yldsalaisin),
kunnes alifaattiset alkoholit ovat tdysin liuenneet. Putken annetaan seistd
védhintddn 15 minuuttia huoneenldmmossd ja sen jilkeen sitd sentrifugoi-
daan muutaman minuutin ajan; kirkas liuos on nyt valmis kaasukroma-
tografista médritystd varten.

54 Kaasukromatografinen mééritys
5.4.1 Esivalmistelut ja kolonnin valmistelu

5.4.1.1 Kapillaarikolonni asennetaan kaasukromatografialaitteistoon niin, ettd ko-
lonnin alkupéé kiinnitetddn injektoriin, joka on liitetty virtauksenjakojar-
jestelmdédn, ja kolonnin loppupdd kiinnitetddn detektoriin. Tarkistetaan
kaasukromatografisten laitteiden toiminta (kaasuliitinnén tiiviys, detekto-
rin, virtauksenjakojarjestelmén ja piirturin toimivuus jne.)

5.4.1.2 Jos kapillaarikolonnia ei ole aikaisemmin kéytetty, se on ensin valmis-
teltava kdyttoon. Pieni méérd kaasua johdetaan kolonnin lépi, kdynnis-
tetddn kaasukromatografi ja aloitetaan asteittainen lammittiminen, jota
jatketaan, kunnes ldmpdtila on kohonnut vihintdén 20 °C korkeammaksi
kuin kayttolampétila (Huom. 7). Korkeaa lampdétilaa pidetdan ylla véhin-
taan kaksi tuntia, minké jdlkeen kromatografialaitteisto saatetaan kaytto-
valmiiksi (kaasuvirran ja erotuksen sdito, liekinsytytys, elektronisen piir-
turin kytkeminen, uunin lampétilan sdédtoé kolonnia varten, detektorin ja
injektorin sdédtd jne.) ja signaalia rekisterdidadn herkkyydelld, joka on
vahintddn kaksi kertaa niin suuri kuin méérityksessd kaytettdvd. Saadun
perusviivan on oltava suora, eikd siind saa olla minkédénlaisia piikkeja
eikd siirtymdd mihinkdén suuntaan. Jos ilmenee negatiivista suoravii-
vaista siirtymas, se on merkki kolonnin liitint6jen vuodosta, ja jos ilme-
nee positiivista siirtyméé, se johtuu kolonnin riittiméttomastd valmis-
telusta.

Huom. 7: Esivalmistelulimpétilan on aina oltava véhintddan 20 °C
alempi kuin kéytetyn stationddrifaasin korkein lampétila.
542

5.4.2 Kayttolosuhteiden valinta

5.4.2.1 Kaiyttdolosuhteiden ohjearvot ovat seuraavat:

— kolonnin ldampdtila: alussa isotermi sdddetddn 180 °C:seen kahdek-
saksi minuutiksi ja ohjelmoidaan nousemaan sen jélkeen 5 °C minuu-
tissa, kunnes saavutetaan 260 °C:n lampétila, joka pidetddn ylla seu-
raavat 15 minuuttia,

— hoyrystimen lampétila: 280 °C,

— detektorin lampdatila: 290 °C,

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

— jakosuhde: 1:50—1:100,

— laitteiston herkkyys: 4—16 kertaa vihimmaiisvaimennus,
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— rekisterdintiherkkyys: 1—2 mV tdydestd asteikosta,
— paperin nopeus: 30—60 cm/h,

— injektoidun aineen méadrd: 0,5—1 pl trimetyylisilyylieetteriliuosta
(TMSE).

Niitd olosuhteita voidaan muuttaa kolonnin ja kaasukromatografin omi-
naisuuksien mukaan niin, ettd saadaan aikaan kromatogrammeja, jotka
tayttdvit seuraavat vaatimukset:

— Cyg-alkoholin retentioaika on 18 + 5 minuuttia,

— Cy,-alkoholin piikki on 80 + 20 % tdydestd asteikosta oliividljylle ja
40 £ 20 % tdydestd asteikosta siemendljylle.

5.4.2.2 Naiden ehtojen tdyttymisen tarkistamiseksi injektoidaan useaan kertaan
standardi TMSE alkoholiseosta, ja kdyttdolosuhteita sdddetddn niin, ettd
saadaan parhaat mahdolliset tulokset.

5.4.2.3 Piikkien integrointiparametrit asetetaan niin, ettd saadaan oikeat arvot
huomioon otettaville piikeille.

5.4.3 Madritys

5.4.3.1 Imetddn 10 pl:n mikroruiskuun 1 pl heksaania, sitten 0,5 pl ilmaa ja
taimén jilkeen 0,5—1 pl ndyteliuosta; lopuksi ménnélld vedetddn vield
neula tyhjaksi. Neula tyonnetddn septumin ldpi injektiopesddn ja 1—2
sekunnin kuluttua seos injektoidaan nopeasti, odotetaan noin viisi sekun-
tia, jonka jélkeen neula vedetddn pois hitaasti.

5.4.3.2 Piirturi pidetddn kdynnissd, kunnes niytteessd olevien alifaattisten alko-
holien TMSE on eluoitunut tdydellisesti. Perusviivan on koko ajan oltava
5.4.1.2 kohdan vaatimusten mukainen.

5.4.4 Piikkien tunnistaminen

Yksittdiset piikit tunnistetaan retentioaikojen perusteella ja vertaamalla
alifaattisten alkoholien TMSE-seokseen, joka on médritetty samoissa olo-
suhteissa.

Kuva 1 esittdd neitsytoliivioljyn alkoholifraktion kromatogrammia.
5.4.5 Kvantitatiivinen arviointi

5.4.5.1 1-eikosanolin ja C,,, Cyy, Cyq ja Cyg alifaattisten alkoholien piikkien
pinta-alat lasketaan integraattorilla.

5.4.5.2 Lasketaan kunkin alifaattisen alkoholin pitoisuus milligrammoina
1 000 g:ssa rasvaa tai Oljyd seuraavasti:

A -m_ 1000
x-alkoholi =
-m

s

jossa:

A, = x-alkoholin piikin pinta-ala

As = l-eikosanolin piikin pinta-ala
mg = lisdtyn 1-eikosanolin massa milligrammoina
m = ndytteen massa grammoina.

6 TULOSTEN ESITTAMINEN

Ilmoitetaan yksinkertaisten alifaattisten alkoholien pitoisuudet milligram-
moina 1 000 g:ssa Oljya tai rasvaa sekéd pitoisuuksien summa alifaattisten
alkoholien yhteenlaskettuna maéréna.
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LISAYS
Kaasun lineaarinopeuden mddrittiminen
Kaasukromatografialaitteisto sdddetddn tavallisia kdyttdolosuhteita varten ja injek-

toidaan 1—3 pl metaania (tai propaania) sekd mitataan aika, jonka kuluessa
kaasu kulkee kolonnin lépi, injektointihetkestd piikin muodostumiseen (tM).

Lineaarinopeus (cm/s) saadaan kaavasta L/tM, missd L on kolonnin pituus sent-
timetreind ja tM on mitattu aika

_ A

Kuva 1 — Neitsytoljyn alkoholifraktion kromatogrammi

1 = Eikosanoli

= Dokosanoli

= Trikosanoli

= Tetrakosanoli
Pentakosanoli
= Heksakosanoli

= Heptakosanoli

IS B - . I NV R N
Il

= Oktakosanoli
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LIITE XX

Menetelméi vahojen, rasvahappojen etyyliestereiden ja rasvahappojen
metyyliestereiden pitoisuuksien méirittimiseksi kapillaarikaasukromato-
grafian avulla

1. TARKOITUS

Télla menetelmadlld madritetddn vahojen, rasvahappojen metyyliesterei-
den ja rasvahappojen etyyliestereiden pitoisuudet oliividljyissd. Vahat
ja alkyyliesterit eroavat toisistaan hiiliatomien lukumaééran perusteella.
Menetelmdd suositellaan kéytettdvdn vélineend oliividljyn ja oliivin
puristemassadljyn erottamiseksi toisistaan sekd ekstra-neitsytoliividljyn
laatuparametrina,  jonka avulla voidaan havaita, onko
ekstra-neitsytoliividljyyn vilpillisesti sekoitettu heikompilaatuisia 6ljyjé
(neitsyt- tai lamppudljyja tai erditd hajuttomiksi tehtyja 6ljyja).

2. PERIAATE

Oljy, johon on lisiitty soveltuva sisdinen standardi, fraktioidaan kroma-
tografisesti hydratoitua silikageelid siséltdvéssa kolonnissa. Koeolosuh-
teissa eluoitunut jac (jonka polaarisuus on triasyyliglyserolien polaa-
risuutta heikompi) otetaan talteen ja médritetddn suoraan kapillaarikaa-
sukromatografian avulla.

3. LAITTEISTO
3.1. Erlenmeyer-pullo, 25 ml.
3.2. Lasikolonni nestekromatografiaa varten, sisdhalkaisija 15 mm ja pituus

30-40 cm, varustettu hanalla.

3.3. Kaasukromatografi, jota voidaan kayttdd kapillaarikolonnin kanssa ja
johon kuuluu kolonniin suoraan injektointia varten sellainen jarjestel-
mé, jonka osat ovat:

3.3.1.  Termostaattisiétoinen limpétilaohjelmoitu uuni

33.2. Kolonniin liitetty kylméinjektori, jonka avulla ndyte voidaan syottda
suoraan kolonniin

3.3.3.  Liekki-ionisaatiodetektori ja muuntaja-vahvistin

334. Integroiva piirturi (Huomautus 1), joka sopii kéytettdvéksi
muuntaja-vahvistimen (kohta 3.3.3) kanssa.

Huomautus 1: Voidaan kéyttdd myOs tietokonepohjaisia jarjestelmid,
joissa kaasukromatografin tiedot sydtetddn tietokoneen
avulla.

3.3.5. Kvartsilasinen kapillaarikolonni (vahojen sekid metyyli- ja etyylies-
terien miirittimiseksi), jonka pituus on 8-12 m ja sisdhalkaisija
0,25-0,32 mm ja jonka sisdpinta on péillystetty nestefaasilla (Huomau-
tus 2) siten, ettd nestekerroksen paksuus on tasaisesti 0,10-0,30 pum
(Huomautus 2).

Huomautus 2: Soveltuvia kaupallisia nestefaaseja ovat muun muassa
SE52, SE54, jne.

3.4. Mikroruisku, 10 pl, jossa on karkaistu neula, jonka avulla nédyte voi-
daan injektoida suoraan kolonniin.

3.5. Sdhkokiyttoinen ravistelija.
3.6. Pyoéréhaihdutin
3.7. Mubhveliuuni

3.8. Analyysivaaka, jonka tarkkuus + 0,1 mg
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3.9. Tavanomaiset laboratorion lasivilineet.

4. REAGENSSIT

4.1. Silikageeli, 60200 pum mesh. Silikageeli pannaan muhveliuuniin
500 °C:n lampdétilaan vdhintddn 4 tunniksi. Jddhdytetdan ja lisdtddn
vettd 2 % silikageelin mééréstd. Sekoitetaan massan homogenisoimi-
seksi ja sdilytetddn eksikkaattorissa véhintddn 12 tunnin ajan ennen
kayttod.

4.2. n-heksaani, kromatografialaatua tai jddmien mééritykseen soveltuvaa
laatua (puhtausaste on tarkistettava).

VAROITUS: Hoyryt ovat herkésti syttyvid. Eristettdvd lammonléhteis-
td, kipinoistd ja avoliekeistd. Pullot on pidettdvéd aina asianmukaisesti
suljettuina. Riittdvéstd ilmanvaihdosta kdyton aikana on huolehdittava.
Varottava hoyryjen syntymisti. Poistettava tulipaloriskin mahdollisesti
aiheuttavat laitteet, kuten lammittimet tai sdhkolaitteet, joita ei ole val-
mistettu syttymattomastd materiaalista. Haitallista hengitettyni: voi va-
hingoittaa hermosoluja. Viltettdvd hoyryjen hengittdmistd. Tarvittaessa
on kaytettdva asianmukaisia hengityssuojaimia. Varottava aineen joutu-
mista silmiin tai iholle.

4.3. Etyylieetteri, kromatografialaatua.

VAROITUS: Erittdin helposti syttyvi ja kohtalaisen myrkyllinen. Ar-
syttdd ihoa. Haitallista hengitettynd. Saattaa aiheuttaa silmévaurioita.
Vaikutukset voivat ilmaantua viipeelld. Saattaa muodostua rdjahtavid
peroksideja. HOyryt voivat syttyd. Eristettdvd ldmmonlahteistd, kipi-
nodistd ja avoliekeistd. Pullot on pidettivd aina asianmukaisesti suljet-
tuina. Riittdvistd ilmanvaihdosta kdyton aikana on huolehdittava. Va-
rottava hoyryjen syntymistd. Poistettava tulipaloriskin mahdollisesti ai-
heuttavat laitteet, kuten lammittimet tai séhkolaitteet, joita ei ole val-
mistettu syttyméttoméstd materiaalista. Ei saa haihduttaa kuivaksi tai
ldhes kuivaksi. Veden tai muun sopivan aineen lisdys vdhentdd perok-
sidien muodostumista. Ei saa nielld. Valtettavd hoyryjen hengittdmista.
Varottava pitkdaikaista tai toistuvaa ihokosketusta.

44. n-heptaani, kromatografialaatua, tai iso-oktaani.

VAROITUS: Syttyvéd. Haitallista hengitettynd. Eristettdva lammonldh-
teistd, kipindistd ja avoliekeistd. Pullot on pidettivd aina asianmukai-
sesti suljettuina. Riittdvdstd ilmanvaihdosta kdyton aikana on huoleh-
dittava. Viltettdva hoyryjen hengittimistd. Varottava pitkdaikaista tai
toistuvaa ihokosketusta.

4.5. Lauryyliarakidaatin standardilives (Huomautus 3), 0,05 % (m/V)
livos heksaanissa (sisdinen standardi vahoille).

Huomautus 3: Voidaan kiyttdd myos palmityylipalmitaattia, myristyy-
listearaattia tai lauryyliarakidaattia.

4.6. Metyyliheptadekanoaatin standardiliuos, 0,02 % (m/V) heksaanissa
(sisdinen standardi metyyli- ja etyyliestereille).

4.7. Sudan 1 (1-fenyyliatso)-2-naftoli).
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4.8. Kantajakaasut: vety tai helium, puhdasta kaasukromatografista
laatua.

VAROITUS

Vety. Erittdin helposti syttyvd puristettuna. Eristettiva ldammonlahteista,
kipinoistd ja avoliekeistd tai sdhkolaitteista, joita ei ole valmistettu
syttymattomistd materiaaleista. On varmistettava, ettd pullon venttiili
on kiinni aina, kun se ei ole kdytdssd. Paineenalenninta on aina kiy-
tettdvd. Jousen paine pédstetddn pois ennen pullon venttiilin avaamista.
Ala seiso pullon edessd venttiilid avatessasi. Riittdvésti ilmanvaihdosta
kéyton aikana on huolehdittava. Vetyd ei saa siirtdd pullosta toiseen.
Kaasua ei saa sekoittaa pullossa. Pullot on kiinnitettdvd kaatumisen
estamiseksi. Sdilytettdvd auringonvalolta ja lammonléhteiltd suojattuna.
Varastointipaikan on oltava sellainen, ettei sielld voi tapahtua syopy-
mistd. Vaurioituneita tai merkitseméattomia pulloja ei saa kayttaa.

Helium. Korkeassa paineessa puristettu kaasu. Se pienentdd hengitetta-
vén hapen maérdd. Pullo on pidettidva suljettuna. Riittavasta ilmanvaih-
dosta kdyton aikana on huolehdittava. Varastointitiloihin, jotka eivét ole
asianmukaisesti tuuletettuja, ei pidd menni. Paineenalenninta on aina
kéytettava. Jousen paine padstetddn pois ennen pullon venttiilin avaa-
mista. Kaasua ei saa siirtdd pullosta toiseen. Pullot on kiinnitettava
kaatumisen estimiseksi. Ald seiso pullon edessd venttiilii avatessasi.
Sailytettdva auringonvalolta ja lammonldhteiltd suojattuna. Varastointi-
paikan on oltava sellainen, ettei sielld voi tapahtua syopymistd. Vauri-
oituneita tai merkitseméttomid pulloja ei saa kayttdd. Ei saa hengittaa.
Kaytetddn yksinomaan teknisiin tarkoituksiin.

4.9. Apukaasut:

— Vety, puhdasta kaasukromatografista laatua.

— Paineilma, puhdasta kaasukromatografista laatua.

VAROITUS

Paineilma. Korkeassa paineessa puristettu kaasu. Kiytettdvd varoen
syttyvien aineiden ldhist6lla, silld useimpien paineilman siséltdmien
orgaanisten yhdisteiden itsesyttymisldampétila on suuressa paineessa
huomattavasti alhaisempi. On varmistettava, ettd pullon venttiili on
kiinni, kun se ei ole kdytdssd. Paineenalenninta on aina kiytettdva.
Jousen paine péistetisn pois ennen pullon venttiilin avaamista. Ald
seiso pullon edessd venttiilid avatessasi. Kaasua ei saa siirtdd pullosta
toiseen. Al sekoita kaasua pullossa. Pullot on kiinnitettiva kaatumisen
estamiseksi. Sdilytettdvd auringonvalolta ja lammonléhteiltd suojattuna.
Varastointipaikan on oltava sellainen, ettei sielld voi tapahtua syopy-
mistd. Vaurioituneita tai merkitseméttomia pulloja ei saa kayttdd. Tek-
nisiin tarkoituksiin tarkoitettua paineilmaa ei saa kéyttda hengittamiseen
tai hengityslaitteissa.

5. MENETTELY
5.1 Kromatografiakolonnin esikisittely

Suspendoidaan 15 g silikageelid (kohta 4.1) n-heksaaniin (kohta 4.2) ja
lisdtdédn kolonniin (kohta 3.2). Annetaan laskeutua itsestddn. Autetaan
laskeutumista sdhkokéyttoiselld sekoittajalla, jotta saadaan homogee-
nisempi kromatografiakerros. Valutetaan 1dpi 30 ml n-heksaania mah-
dollisten epdpuhtauksien poistamiseksi. Punnitaan analyysivaa’alla
(kohta 3.8) tarkasti noin 500 mg niytettd 25 ml:n erlenmeyer-pulloon
(kohta 3.1) ja lisdtddn sopiva miaédrd sisdistd standardia (kohta 4.5)
oletetun vahapitoisuuden mukaan. Esimerkki: oliividljyyn lisatdéan lau-
ryyliarakidaattia 0,1 mg ja oliivin puristemassadljyyn 0,25-0,50 mg, tai
oliividljyihin (kohta 4.6) 0,05 mg metyyliheptadekanoaattia.
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Siirretddn ndin valmistettu ndyte kahden 2 ml:n n-heksaaniannoksen
avulla kromatografiakolonniin.

Liuottimen annetaan valua, kunnes se on 1 mm absorbentin pinnan
ylépuolella. Valutetaan vield n-heksaani/etyylieetteriseosta (suhde 99:1)
ja kerdtdan 220 ml valumisnopeuden ollessa noin 15 pisaraa 10 sekun-
nissa. (Tdma jae sisiltii metyyli- ja etyyliestereitid ja vahoja). (Huo-
mautus 4) (Huomautus 5).

Huomautus 4: N-heksaani/etyylieetteriseos, suhde 99:1, on valmistet-
tava uudelleen joka pdiva.

Huomautus 5: Vahojen eluoitumisen tarkkailemiseksi silmdmaéardisesti
voidaan ndyteliuokseen lisdtd 100 pl 1-prosenttista Su-
dan 1 -vériainetta eluutioliuoksessa.

Viriaineen retentioaika on vahojen ja triasyyliglysero-
lien retentioaikojen vilissd. Eluointi on keskeytettdva,
kun véri saavuttaa kromatografiakolonnin pohjan, silld
tdlloin kaikki vahat ovat eluoituneet.

Talla tavoin saatu jae kuivataan pyorohaihduttimessa, kunnes ldhes
kaikki liuotin on saatu poistettua. Viimeiset 2 ml poistetaan heikon
typpivirtauksen avulla. Kerdtddn metyyli- ja etyyliestereitd siséltiva
jae 2—4 ml:lla n-heptaania tai iso-oktaania.

5.2. Kaasukromatografinen analyysi
5.2.1. Esivalmistelut

Kolonni liitetdén kaasukromatografiin (kohta 3.3) siten, ettd injektio-
portti yhdistetdén on-column -jérjestelmédén ja ulostulo detektoriin. Tar-
kistetaan kaasukromatografisten laitteiden toimivuus (kaasusilmukoiden
kunto, detektorin ja piirturijérjestelmén tehokkuus jne.).

Jos kolonnia ei ole aikaisemmin kéytetty, se on ensin esikésiteltéava.
Kolonnin ldpi johdetaan kevyt kaasuvirtaus ja kaasukromatografi kayn-
nistetddn. Lammitetdén asteittain, kunnes ldmpétila on noin neljén tun-
nin kuluttua kohonnut 350 °C:een.

Téatd lampotilaa pidetddn ylld vidhintddn 2 tunnin ajan. Sen jilkeen
laitteisto sdddetddn kayttdolosuhteisiin (kaasuvirtojen sditd, liekin syty-
tys, kytkeminen elektroniseen piirturiin (kohta 3.3.4), uunin ldmpétilan
sadtd kolonnia varten, detektorin sddtd jne.). Signaali sdddetddn niin,
ettd sen herkkyys on véhintdén kaksi kertaa niin suuri kuin méadrityk-
sessd tarvitaan. Saadun pohjaviivan on oltava suora, siind ei saa olla
minkédénlaisia piikkejd eikd ryomintdd mihinkdén suuntaan.

Jos ilmenee negatiivista suoraviivaista ryomintdd, se on merkki kolon-
nin liitdntdjen viasta. Positiivinen ryémintd johtuu kolonnin riittdmét-
tomaéstéd esikasittelysta.

5.2.2. Toimintaolosuhteiden valinta vahoille seki metyyli- ja etyyliestereille
(Huomautus 6)

Kromatografia tehddén yleensd seuraavissa kayttoolosuhteissa:

— Kolonnin lampétila:
20 °C minuutissa 5 °C minuutissa

aluksi 80 °C (1) ———— 140 °C —————— 335 °C (20)
— Detektorin lampétila: 350 °C

— Injektoidun aineen méérd: 1 pl n-heptaaniliuosta (2—4 ml)
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— Kantajakaasu: helium tai vety valitun kaasun optimaalisella lineaa-
risella nopeudella (ks. lisdys A)

— Laitteen herkkyys: siten, ettd edelld mainitut edellytykset tayttyvit.

Huomautus 6: Koska loppuldmpdtila on korkea, positiivinen rydominti
sallitaan, mutta se saa olla enintdén 10 % huippuarvosta.

Kyseisia kayttoolosuhteita voidaan muuttaa kolonnin ja kaasukromatog-
rafin ominaisuuksien perusteella, jotta kaikki vahat ja rasvahappojen
metyyli- ja etyyliesterit saadaan erotettua ja piikkien erotus on riittdva
(ks. kuvat 2, 3 ja 4) ja jotta sisdisen lauryyliarakidaattistandardin re-
tentioaika on 18 + 3 minuuttia. Vahojen edustavimman piikin on oltava
yli 60 % huippuarvosta; metyyli- ja etyyliestereiden osalta kéytettédvin
sisdisen metyyliheptadekanoaattistandardin on saavutettava huippuarvo.

Piikkien integrointiparametrit asetetaan niin, ettd haluttujen piikkien
pinta-alat voidaan arvioida oikein.

5.3. Midritys

10 pl:n mikroruiskuun vedetddn 10 pl livosta; vedetddn ménnalld neula
tyhjéksi. Tyonnetddn neula injektiolaitteeseen ja 1-2 sekunnin kuluttua
injektoidaan nopeasti. Noin 5 sekunnin kuluttua vedetédn neula hitaasti
pois.

Piirturi pidetddn kédynnissd, kunnes vahat tai stigmastadieenit (riippuen
analysoitavasta jakeesta) ovat eluoituneet tiydellisesti.

Pohjaviivan on koko ajan oltava vaatimusten mukainen.

5.4. Piikkien tunnistus

Piikit tunnistetaan retentioaikojen perusteella vertaamalla samoissa olo-
suhteissa madritettyihin vahojen, joiden retentioajat tunnetaan, seoksiin.
Alkyyliesterit tunnistetaan oliividljyjen tirkeimpien rasvahappojen (pal-
mitiini- ja oleiinihappo) metyyli- ja etyyliesterien perusteella.

Kuva 1 esittdd neitsytoliividljyn vahojen kromatogrammia. Kuvissa 2 ja 3
on kahden vahittdismyytdvan ekstra-neitsytoliividljyn kromatogrammit;
ensimmdinen metyyli- ja etyyliesterien kanssa ja toinen ilman niitd.
Kuvassa 4 on kromatogrammit huippulaatuisesta ekstra-neitsytoliivioljysti
ja samasta Oljystd, johon on sekoitettu 20 % hajuttomaksi tehtyd oljyé.

5.5. Vahojen kvantitatiivinen méiritys

Sisdisen lauryyliarakidaattistandardin ja C 49 — C 4 -alifaattisten es-
terien piikkien pinta-alat lasketaan integraattorilla.

Kokonaisvahapitoisuus (mg/kg rasvaa) lasketaan muodostamalla yksit-
tdisten vahojen summa seuraavasti:

XA, - 1000
Vahat, mg /kg = (ZA) - m, - 1000
Ay m
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jossa:

Ay = kunkin esterin piikin pinta-ala tietokoneella laskettuna

A; = sisdisen lauryyliarakidaattistandardin piikin pinta-ala tietoko-
neella laskettuna

mg = lisdtyn sisdisen lauryyliarakidaattistandardin massa milligram-
moina

m = madritettivdn ndytteen massa grammoina.

5.5.1.  Metyyli- ja etyyliesterien kvantitatiivinen mddritys

Sisdisen metyyliheptadekanoaattistandardin, C;4- ja C,g-rasvahappojen
metyyliesterien ja C¢- ja Cjg-rasvahappojen etyyliesterien piikkien
pinta-alat médritetddn integraattorin avulla.

Lasketaan kunkin alkyyliesterin pitoisuus (mg/kg rasvaa) seuraavasti:

A, " mg * 1000
Esteri, mg/kg = =——————
steri, mg/kg A m
jossa:
Ay = kunkin Ci4- ja Cjg-esterin piikin pinta-ala tietokoneella las-
kettuna
Ay = sisdisen metyyliheptadekanoaattistandardin piikin pinta-ala tie-
tokoneella laskettuna
mg = lisdtyn sisdisen metyyliheptadekanoaattistandardin massa mil-
ligrammoina
m = madritettivin ndytteen massa grammoina.
6. TULOSTEN ILMOITTAMINEN

Cyg—Cyg:n (Huomautus 7) eri vahojen pitoisuuksien summa ilmoitetaan
mg/kg rasvaa.

Ilmoitetaan C,4—Cg-rasvahappojen metyyli- ja etyyliesterien pitoisuuk-
sien summa ja molempien yhteismaéra.

Tulokset ilmoitetaan mg/kg:n tarkkuudella.

Huomautus 7: Piikkien pinta-aloista mééritetddn niiden komponenttien
madrét, joissa on parillinen méidrd C-atomeja vililld
C40—Cye, liitteend olevassa kuvassa esitetyn oliividljyn
vahojen kromatogrammin mukaisesti. Jos Cyg-esteri
esiintyy kahtena piikkind, sen tunnistamiseksi on syyti
analysoida oliivin puristemassadljyn vahojen jae, jossa
Cye:n piikki on helppo tunnistaa, koska se on selvisti
hallitsevin.

Ilmoitetaan etyyli- ja metyyliesterien vélinen suhde.
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Kuva 1

Esimerkki oliiviéljyn vahajakeen kaasukromatogrammista (')

30 .00

25.004

20 00

15.00
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0004 L 1 —_
6
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35

Niiden rasvahappojen metyyli- ja etyyliesterien piikit, joiden retentioajat ovat vélilld 5-8 minuuttia

Merkkien selitykset:

LS. = lauryyliarakidaatti

1 = diterpeeniesterit

2+2" = Cyp-esterit

3+3" = Cyy-esterit

4+4" = Cyy-esterit

5 = Cy¢-esterit

6 = steroliesterit ja triterpeenialkoholit.

(") Kun steroliesterit ovat eluoituneet, kromatogrammissa ei pitdisi olla merkittévid piikkejé (triasyyliglyseroleja).
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Kuva 2

Metyyliesterit, etyyliesterit ja vahat neitsytoliivioljyssa

Merkkien selitykset:

1

A W > N o v A WP

C,g-metyyli

Cyg-etyyli
metyyliheptadekanoaatti 1.S.
C,g-metyyli

Cig-etyyli

skvaleeni

lauryyliarakidaatti 1.S
diterpeeniesterit

vahat

steroliesterit ja triterpeeniesterit
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LON BATTERY

TNJECT 12-10-87 07:36:20
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CHANNEL

Kuva 3

Metyyliesterit, etyyliesterit ja vahat ekstra-neitsytoliivioljyssa

L . . Lb

Merkkien selitykset:

1

A W > 9 A W oW

— metyyliheptadekanoaatti 1.S
— C;g-metyyli

— Cyg-etyyli

— skvaleeni

— lauryyliarakidaatti 1.S.

— diterpeeniesterit

— vahat

— steroliesterit ja triterpeeniesterit
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Kuva 4

Kromatogrammit ekstra-neitsytoliivioljystd ja samasta 6ljystd, johon on sekoitettu 20 % hajuttomaksi
tehtyi oljyi

23-Mar-2007
C.M. lab 0G2
0EO_20 Scan El+
o 200
4
1 9
Exira Vergine +
20%Deodorato
3
*
6
8
2 10
IR
i i i i i e i S i s e e S
100 AL
1 4
Exira Vergine base
m%
R J ] t \ezose oplfle opmmges

Merkkien selitykset:
1 — metyylimyristaatti L.S.
— metyylipalmitaatti
— etyylipalmitaatti
— metyyliheptadekanoaatti I.S.

— metyylilinoleaatti

2

3

4

5

6 — metyylioleaatti
7 — metyylistearaatti
8 — etyylilinoleaatti
9 — etyylioleaatti

10 — etyylistearaatti
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Lisdys A
Lineaarisen kaasuvirtausnopeuden miidritys

Injektoidaan 1:3 pl metaania (tai propaania) tavanomaisiin kayttoolosuhteisiin
sdddettyyn kaasukromatografialaitteistoon. Otetaan tarkka aika siitd, miten kauan
kaasu kulkee kolonnin lépi, alkaen injektiohetkestd piikin muodostumiseen (tM).

Lineaarinen nopeus (cm/s) saadaan kaavasta L/tM, jossa L on kolonnin pituus
senttimetreind ja tM on sekunteina mitattu aika.



