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KOMISSION ASETUS (ETY) N:o 4154/87,

annettu 22 piivani joulukuuta 1987,

tiettyistd maataloustuotteista valmistettuihin tavaroihin
sovellettavasta kauppajirjestelmiasti annetun asetuksen (ETY) N:o 3033/80
soveltamiseksi tarvittavista analyysimenetelmisti ja muista teknisistd sainnoksista

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomion Euroopan talousyhteisén perustamis-
sopimuksen,

ottaa huomioon tariffi- ja tilastonimikkeistésti ja yhtei-
sestd tullitariffista 23 pdivini heindkuuta 1987 annetun
neuvoston asetuksen (ETY) N:o 2658/87 (1), sellaisena
kuin se on viimeksi muutettuna asetuksella (ETY)
N:o 3985/87 (3), ja erityisesti sen 9 artiklan,

seki katsoo, etti

komission asetuksessa (ETY) N:o 1061/69 (3), sellaisena
kuin se on muutettuna asetuksella (ETY) N:01822/86 (%),
miiritelldian neuvoston asetuksen (ETY) N:o 1059/69 ()
soveltamiseksi kiytettdvit analyysimenetelmit; asetus
(ETY) N:o 1059/69 kumotaan ja korvataan asetuksella
(ETY) N:o 3033/80(¢), sellaisena kuin se on viimeksi
muutettuna asetuksella (ETY) N:o 3743/87 (7),

asetuksen (ETY) N:o 3033/80 soveltamista koskevat
yksityiskohtaiset sainnét vahvistetaan tuontien osalta
asetuksen (ETY) N:03033/80soveltamisalaan kuuluvien
tavaroiden valmistuksessa kiytettyini pidetyistd perus-
tuotteiden miiristd sekd yhteisesti tullitariffista annetun
asetuksen (ETY) N:o 950/68 muuttamisesta 11 pdivini
marraskuuta 1980 annetussa neuvoston asetuksessa
(ETY) N:o 3034/80 (8), sellaisena kuin se on viimeksi
muutettuna asetuksella (ETY) N:o 4091/87 ()

olisi kumottava ja korvattava asetus (ETY) N:o 1061/69
analyysimenetelmien tieteellisen ja teknisen kehityksen
huomioon ottamiseksi ja yhdenmukaisen kohtelun var-
mistamiseksi asetuksen (ETY) N:o 3033/80 soveltamisa-
laan kuuluvien tavaroiden yhteis66n suuntautuvan tuon-
nin osalta, ja

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

(3) EYVL N:o L 376, 31.12.1987, 5. 1
() EYVL N:o L 141, 12.6.1969, 5. 24
(" EYVL N:oL 158, 13.6.1986, s. 1
(5) EYVL N:o L 141, 12.6.1969, s. 1
(6) EYVL N:o L 323, 29.11.1980, s. 1
() EYVL N:o L 352, 15.12.1987, 5. 29
(8) EYVL N:o L 323, 29.11.1980, 5. 7
() EYVL N:o L 382, 31.12.1987, 5. 27

tdssid asetuksessa sdddetyt toimenpiteet ovat nimikkeis-
tokomitean lausunnon mukaisia,

ON ANTANUT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

Tidssd asetuksessa maairitelliin  asetuksen (ETY)
N:o 3033/80 (tuonnin osalta) ja asetuksen (ETY)
N:o 3034/80 soveltamiseksi tarvittavat analyysimenetel-
miit tai analyysimenetelmin puuttuessa noudatettavien
analyysitoimenpiteiden luonne tai sovellettavan mene-
telmin periaate.

2 artikla

Asetuksen (ETY) N:o 3034/80 liitteessi I1I esitettyjen
— tdrkkelys/glukoosipitoisuuteen, ja
— sakkaroosi/inverttisokeri/isoglukoosipitoisuuteen

liittyvien méaritelmien mukaisesti ja mainitun asetuksen
liitteiden II ja III soveltamiseksi kidytetiin seuraavia
kaavoja, menettelyjd ja menetelmii:

1. Tarkkelys/glukoosipitoisuus

(sellaisenaan olevan tavaran 100% tirkkelyspitoi-
suutena ilmaistuna)

a) (Z-F)x0,9,
kun glukoosipitoisuus on vihintidan yhti suuri
kuin fruktoosipitoisuus, tai

b) (Z-G)x0,9,
kun glukoosipitoisuus on pienempi kuin fruktoo-
sipitoisuus

kun:

Z = glukoosipitoisuus timin asetuksen liitteessi
I kuvatulla menetelmilld miaaritettyns;

F = fruktoosipitoisuus HLPC:lla maiiritettyni
(suuren erotuskyvyn nestekromatorafia);

G = glukoosipitoisuus HLPC:1la mairitettyna.

Kun laktoosihydrolysaatin esiintyminen on 1 kohdan
a alakohdan mukaisesti ilmeinen ja/tai havaitaan
galaktoosimairid, galaktoosipitoisuutta (HLPC:lla
maidritettynd) vastaava glukoosipitoisuus (HLPC:lla
maidritettynd) vihennetiin glukoosin kokonaispitoi-
suudesta (Z) ennen muita laskutoimenpiteita.
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2. Sakkaroosi/inverttisokeri/isoglukoosipitoisuus

(sellaisenaan olevan tavaran sakkaroosipitoisuutena
ilmaistuna)

a) S+ (2F) x 0,95,
kun glukoosipitoisuus on vihintiin yhtd suuri
kuin fruktoosipitoisuus;

b) S+ (G+F)x0,95,
kun glukoosipitoisuus on pienempi kuin fruktoo-
sipitoisuus

kun:
S = sakkaroosipitoisuus HLPC:lla mairitettyni;
F = fruktoosipitoisuus HLPC:lla méiritettyni;

G = glukoosipitoisuus HLPC:lla mairitettyna.

Kun laktoosihydrolysaatin esiintyminen on ilmeinen
ja/taihavaitaan laktoosi- ja galaktoosimairii, galak-
toosipitoisuutta vastaava glukoosipitoisuus
(HLPC:lla midritettyni) vihennetdin glukoosipitoi-
suudesta (G) ennen muita laskutoimenpiteiti.

. Maitorasvapitoisuus

a) Jollei jiljempini alakohdan siinnoksistd muuta
johdu, sellaisenaan olevan tavaran maitorasvapi-
toisuus on maiiritettivi vetykloridihapolla tapah-
tuvan hydrolyysin jilkeen tapahtuvalla uuttome-
netelmalla.

b) Kun tavaran koostumuksesta ilmoitetaan myos
muita rasvoja kuin maitorasvoja, sovelletaan
seuraavaa menettelyai:

— miiritetdin edelldi a alakohdan mukaisesti
sellaisenaan olevan tavaran kokonaisrasvapi-
toisuus painoprosentteina,

— lasketaan kokonaisrasvapitoisuuden voihap-
popitoisuus painoprosentteina  IUPAC N:o
2310 -menetelmalld (viite: Pure and applied
Chemistry N:o 58/1986, N:o0 10, s. 1419-1428),

— lasketaan sellaisenaan olevan tavaran maito-
rasvapitoisuus painoprosentteina kertomalla
kokonaisrasvapitoisuuden voihappopitoisuus
painoprosentteina tekijilld 27 ja nidin saatu
arvo sellaisenaan olevan tavaran kokonaisras-
vapitoisuuden painoprosentilla ja jaetaan tulos
sadalla.

4. Maitovalkuaispitoisuus

a) Jollei b alakohdan siinnoksisti muuta johdu,
sellaisenaan olevan tavaran maitovalkuaispitoi-
suus lasketaan kertomalla typpipitoisuus (Kjel-
dahlin menetelmilld miiritecty) tekijalld 6,38.

b) Kun tavaran koostumuksesta ilmoitetaan myos
muita kuin maitovalkuaista sisiltidvii ainesosia:

(i) kokonaistyppipitoisuus miiritetdan Kjel-
dahlin menetelmailli,

(i1} maitovalkuaispitoisuus lasketaan edelld
a alakohdan mukaisesti vihentimailli koko-
naistyppipitoisuudesta muita kuin maitoval-
kuaista vastaava typpipitoisuus.

3 artikla

Asetuksen (ETY) N:0 3034/80 liitteen I tiytinté6npanoa
varten kiytetdin seuraavia menetelmii ja/tai menette-
lyja:

1. Yhdistetyn nimikkeistén nimikkeisiin 0403 10 51—
0403 10 59,-0403 10 91-0403 10 99, 0403 90 71-
0403 90 79 ja 0403 90 91-0403 90 99 kuuluvien
tavaroiden luokitustarkoituksiin mairitetddn maito-
rasvapitoisuus 2 artiklan 3 kohdassa tarkoitetulla
menetelmilli;

2. Yhdistetyn nimikkeistén nimikkeisiin 1704 10 11-
1704 10 99 ja 1905 20 10-1905 20 90 kuuluvien
tavaroiden luokitustarkoituksiin maaritetdin sakka-
roosipitoisuus, sakkaroosina ilmaistu inverttisokeri
mukaanlukien, HPLC-menetelmailld; (sakkaroosina
ilmaistu inverttisokeri tarkoittaa yhtd suurten glu-
koosi-ja fruktoosimiirien summaa kerrottuna luvul-
1a 0,95);

3. Yhdistetyn nimikkeistéon nimikkeisiin 1806 10 10—
1806 10 90 kuuluvien tavaroiden luokitustarkoituk-
siin maiidritetddn sakkaroosi/inverttisokeri/isoglu-
koosi — pitoisuus 2 artiklan 2 kohdassa annetun
kaavan, menetelmin ja menettelyjen mukaisesti;

4. Yhdistetyn nimikkeiston nimikkeisiin 3505 20 10—
3505 20 90 kuuluvien tavaroiden luokitustarkoituk-
siin mairitetdin tirkkelyksen, dekstriinin tai muiden
muunnettujen tirkkelysten pitoisuus timin asetuk-
sen liitteessi II annetulla menetelmailli;

5. Yhdistetyn nimikkeistén nimikkeisiin 3809 10 10-
3809 10 90 kuuluvien tavaroiden luokitustarkoituk-
siin midritetddn amylaasiset aineet timin asetuksen
liitteessd II annetulla menetelmills;

6. Joko yhdistetyn nimikkeiston  nimikkeeseen
1901 90 11 tai nimikkeeseen 1901 90 19 kuuluvien
tavaroiden luokitustarkoituksiin tehd4in ero kuiva-
aineeseen perustuen miiritettynd kuivauksella 103
+ 2 °C lampétilassa vakiopainoon;

7. Yhdistetyn nimikkeiston nimikkeisiin 1902 19 10 ja
1902 19 90 kuuluvien tavaroiden luokitustarkoituk-
siin kidytetdidn timin asetuksen liitteessi 11l annettua
menetelmii makaronivalmisteissa esiintyvien tavalli-
sesta vehnistd valmistettujen jauhojen ja suurimoiden
esiintymisen testaamiseksi;
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8. Yhdistetyn nimikkeiston alanimikkeisiin
2905 44 11-2905 44 599 ja 3823 60 11-3823 60 99
kuuluvien tavaroiden sisiltimin mannitolin ja
D-glusitolin (sorbitolin) osuus miiritetiin suuren
erotuskyvyn nestekromatografiaan perustuvan me-
netelmin (HPLC) perusteella.

4 artikla
Laaditaan analyysiseloste.

Analyysiselosteessa on oltava erityisesti:
kaikki niytteen tunnistamiseen liittyvit tiedot,

kiytetty yhteisén menetelmi ja tarkka viittaus oikeu-
delliseen asiakirjaan, jossa siitd on sdddetty tai tarvit-
taessa viittaus yksityiskohtaiseen menetelmain, jossa

oneritelty tissi asetuksessa esitettyjen noudatettavien
analyysitoimenpiteiden luonne tai sovellettavan me-

‘netelmin periaate,

tuloksiin mahdollisesti vaikuttaneet tekijat,

analyysitulokset ottaen huomioon kiytetyssi mene-
telmaissa sovellettu ilmaisumuoto seka analyysii pyy-
tineiden tulli- tai hallintoviranomaisten tarpeiden
saneleman ilmaisumuoto.

S artikla

Kumotaan asetus (ETY) N:o 1061/69.

6 artikla

Tamai asetus tulee voimaan 1 pdivini tammikuuta 1988.

Tami asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja siti sovelletaan sellaisenaan kaikissa

jasenvaltioissa.

Tehty Brysselissi 22 pdivana joulukuuta 1987.

Komission puolesta
COCKFIELD
Varapubeenjohtaja
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LITE]

TARKKELYSPITOISUUDEN JA SEN GLUKOOSIA SISALTAVIEN HAJOAMISTUOTTEIDEN

31
32
3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

4.1
4.2
4.3
4.4

MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

a) Menetelmilld on mahdollista maarittad tirkkelyspitoisuus, sen glukoosia sisiltivit hajoamis-
tuotteet, jaljempini “tirkkelys”.

b) Edelld 1 a kohdassa tarkoitettu "tirkkelys” pitoisuus on yhtd suuri kuin Earvo laskettuna
timin menetelmin 6 kohdan mukaisesti.

Periaate

Niyte hajotetaan natriumhydroksidilla ja tarkkelys jaetaan glukoosiyksik6ihin amyloglukosidaa-
sin avulla. Glukoosi miiritetiin entsymaattisesti.

Reagenssit

(Kdytetidin kahdesti tislattua vetti.)

0,5 N Natriumhydroksidiliuos (0,5 mol/l).
(vahintdin) 96 % jiidetikka.
Amyloglukosidaasiliuos:

Vilittomaisti ennen kaytedd livotetaan noin 10 mg amyloglukosidaasia (EC 3.2.1.3) (6 U/mg)
1 millilitraan vetti (1),

Trietanoliamiinipuskuriliuos:

Liuotetaan 14,0 g trietanoliamiinihydrokloridia [tris(2-hydroksietyyli)Jammoniumkloridi] ja
0,25 g magnesiumsulfaattia (MgSO, - 7 H,O) 80 ml:aan vettd, lisitidn noin § ml § N
natriumhydroksidiliuosta (5 mol/l) ja siiddetdan pH:ksi 7,6 1 N natriumhydroksidiliuosta
(1 mol/l) kidyttden. Taytetdin 100 ml:ksi vedelld. Puskuriliuosta voidaan siilyttdi vihintiin
4 viikkoa 4 °C:ssa.

NADP (nikotinamidiadeniinidinukleotidifosfaatti, dinatriumsuola) -liuos:

Liuotetaan 60 mg NADP 6 ml:aan vetti. Titd liuosta voidaan siilyttdi ainakin nelji viikkoa
4 oC:ssa.

ATP (adenosiini-5’-trifosfaatti, dinatriumsuola) -liuos:

Liuotetaan 300 mg ATP, 3H,0 ja 300 mg natriumvetykarbonaattia (NaHCO3) 6 ml:aan vetti.
Liuosta voidaan siilyttdd vihintiin 4 viikkoa 4 °C:ssa.

HK/G6P-DH [Heksokinaasi (EC 2.7.1.1) ja glukoosi-6-fosfaatti-dehydrogenaasi (EC 1.1.1.49)]-
suspensio:

suspendoidaan 280 U HK ja 140 U G6P-DH 1 ml:ssa 3,2 M ammoniumsulfaattiliuosta.
Suspensiota voidaan sdilyttdd vihintdan vuosi 4 °Cssa.

Vilineisto

Magneettisekoittaja vesihauteessa 60 °C:ssa.

Magneettisauvoja.

UV-spektrofotometri 1 cm optisin kyvetein.

Pipettejd entsymaattista madritystd varten.

Menetelmi

Nayte pestain etanolilla, uutetaan limmittien natriumbydroksidilla ja "tarkkelys” bydrolysoi-
daan entsymaattisesti:

Niytteen paino valitaan seuraavasti oletetun tirkkelyspitoisuuden (tirkkelyspitoisuus saa olla
enintiin 0,4 g nidytettd kohden) mukaisesti:

(1) U on entsyymiaktiivisuuden kansainvilinen yksikks.
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5.12
5.1.3

5.1.4
5.1.5

5.1.7
5.2
5241

522
5.2.3
52.4

5.2.5

526

Tuotteen oletettu Niytteen paino Mittapullon tilavaus Laimennoskerroin
tiarkkelyspitoisuus, grammoina noin P I i yhdeksi litraksi
g/100g (p) " (f
>70 0,35-0,4 500 2
20-70 enintdin 0,5 500 2
5-20 enintiddn 1 250 4
<5 enintdin 2 200 S

Punnitaan niytettd tdsmilleen 0,1 mg.

Lisitddan 50 ml 0,5 N natriumhydroksidiliuosta (3.1) ja sekoitetaan jatkuvasti 30 minuuttia
vesihauteessa (4.1) magneettisekoittajalla 60 °C:ssa.

Lisitdin muutama ml vikevii etikkahappoa (3.2) ja saatetaan pH:ksi 4,6—4,8.

Asetetaan vesihauteeseen magneettisekoittajan kanssa (4.1) 60 °C:seen, lisatdan 1,0 ml entsyymi-
liuosta (3.3) ja annetaan reagoida samalla jatkuvasti sekoittaen 30 minuuttia.

Jaahdytyksen jilkeen siirretiin kvantitatiivisesti mittapulloon  (5.1.1) ja tiytetdin merkkiin
vedella.

Tarvittaessa suodatetaan laskostetun suodattimen lipi (ks. Huomautus 1).
Glukoosin kvantitatiivinen mddritys:

Koeliuoksessa on oltava 100-1 000 mg glukoosia litraa kohden, mikd vastaa AE;34 -arvoa
0,1-1,0.

Koeliuoksen absorbanssi laimennoksena 1 + 30 veden kanssa ei saa olla suurempi kuin 0,4
(mitattuna suhteessa ilmaan) aallonpituudella 340 nm.

Saatetaan puskuriliuos (3.4) huoneenlampaiseksi (20 °C).
Reagenssien ja niytteen lampétilan on oltava 20-25 °C.

Mitataan absorbanssi aallonpituudella 340 nm suhteessa ilmaan (eli vertailuvilissi ei optista
kyvettid).

Pipetoidaan seuraavan taulukon mukaisesti:

Kaadetaan optisiin kyvetteihin: Kontrolli (ml) Koe (ml)
Puskuriliuos (3.4 reagenssi) 1,00 1,00
NADP (3.5 reagenssi) 0,10 0,10
ATP (3.6 reagenssi) 0,10 0,10
Koeliuos (5.1.6 tai 5.1.7) - 0,10
Kahdesti tislattu vesi 2,00 1,90

Sekoitetaan ja noin 3 minuutin kuluttua mitataan liuosten absorbanssi (E;). Aloitetaan reaktio
lisaamalla:

HK/G6P-DH (3.7 reagenssi) 0,02 0,02

Sekoitetaan, annetaan reaktion edeti loppuun (noin 15 minuuttia) ja mitataan livosten
absorbanssi (E;). Jos reaktio ei ole pysihtynyt 15 minuutin kuluttua, absorbanssit luetaan
5 minuutin vilein, kunnes nousunopeus on vakio. Tamin jilkeen ekstrapoloidaan taaksepiin
suspension (3.7) lisiamishetkeen (ks. Huomautus 2)."

Lasketaan absorbanssierot nollareagenssille ja niytteelle (E,—E,).

Vihennetdin nollareagenssin absorbanssiero (AE,oliareagenssi) Ndytteen vastaavasta (AEqsy):
AE = AEn?a‘yte - AEnollareagenssi

Tami erotus antaa koeliuoksen glukoosipitoisuuden:

Koeliuoksen sisiltama glukoosipitoisuus, g/l

Gl= 3.22 x 180,16 X AE340 = 0,921 X AE
T 6,3x1x0,1%1000 W=D 0

(3,22: mitattavan liuoksen tilavuus; 1: kyvetin paksuus; 0,1: nayteliuoksen tilavuus;
Glukoosin moolimassa on 180,16 (g/mol).
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Jos mittausta ei jostakin syysti voida tehdi aallonpituudella 340 nm, se voidaan tehdi
aallonpituiidella 365 nm tai 334 nm, luku 6,3 edellisessi Gl:n kaavassa on sitten korvattava
luvulla 3,5 tai vastaavasti luvulla 6,18.
Laskutapa ja tulosten ilmaiseminen
a) E = Tirkkelyspitoisuus ilmaistuna g/100 g:
E= 100 % 0,9 x Gl
pxf
b) Z = ”Glukoosi” pitoisuus ilmaistuna g/100 g:
100 x Gl

- pxf
joissa
Gl = glukoosi ilmaistuna g/l (5.2.6),
f

laimennoskerroin (5.1.1),

niytteen paino grammoina;

a
I

0,9

glukoosin muunnoskerroin tirkkelykseksi.

Huomautukset:

1) Jos koeliuosta ei voida suodattaa 5.1.7 kohdan mukaisesti, on tehtidva asianmukaiset toimenpiteet
kirkkaan liuoksen saamiseksi.

2) Jos esiintyy entsyymien inhibitiota, suositellaan kiytettiviksi menetelmii, jossa lisatddn tunnettuja
maiiriid puhdasta tirkkelysts.
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II

I

LUTEI

YHDISTETYN NIMIKKEISTON NIMIKKEISIIN 3505 20 10-3505 20 90 KUULUVIEN
TAVAROIDEN TARKKELYSTEN TAI DEKSTRIINIEN TAI MUIDEN MUUNNETTUJEN
TARKKELYSTEN PITOISUUDEN JA YHDISTETYN NIMIKKEISTON NIMIKKEISIIN
3809 10 10-3809 10 90 KUULUVIEN TAVAROIDEN AMYLAASISTEN AINEIDEN
PITOISUUDEN MAARITYS

Periaate

Tiarkkelys muutetaan happohydrolyysilla pelkistiviksi sokereiksi, jotka madritetddn tilavuuteen
perustuen Fehlingin livosta kiyttien. '

Vilineistd ja reagenssit

1. 250 ml pullo;

2. 200 ml mittapullo;

3. 25 ml mittabyretti;

4. Vetykloridihappo, tiheys 1,19;
5. Kaliumhydroksidiliuos;

6. Virii poistava puuhiili;

7. Fehlingin liuos;

8. Metyleenisininen liuos (1%).

Menetelma

Noin 1 g tiarkkelysti sisiltavi nidyte laitetaan 250 ml:n pulloon. Lisitdan 100 ml tislattua vettd ja
2 ml vetykloridihappoa. Saatetaan kiehuvaksi ja refluksoidaan 3 tuntia.

Siirretdin pullon sisilts ja huuhtelunesteet 200 ml:n mittapulloon. Jidhdytetddn ja tehdidan lihes
neutraaliksi kaliumhydroksidiliuoksella. Lisitdin tislattua vettd 200 ml:ksi ja suodatetaan pienen
méirin virid poistavan puuhiilen ldpi.

Tamin jilkeen liuos kaadetaan mittabyrettiin ja pelkistetiin 10 ml Fehlingin liuosta seuraavalla
menetelmilla: ‘

Noin 250 ml:n tasapohjaiseen pulloon kaadetaan 10 ml Fehlingin liuosta (5 ml liuosta A ja 5 ml
liuosta B). Ravistetaan, kunnes liuos on kirkas ja lisitdin 40 ml tislattua vettd ja pieni miiri
kvartsia tai hohkakives.

Asetetaan pullo nelion muotoiselle asbestilevylle, jossa on halkaisijaltaan noin 6 cm pyorei reiki
keskelld, asbestin ollessa puolestaan metallilankaverkkopalan pdilli. Kuumennetaan pulloa
sellaisella hopeudella, etti neste alkaa kiehua noin 2 minuutin kuluttua.

Byretista lisdtdin kiehuvaan nesteeseen vihitellen sokeriliuosta, kunnes Fehlingin liuoksen sininen
viri tulee tuskin havaittavaksi; sitten lisdtiin 2 tai 3 pisaraa metyleenisinisti liuosta indikaattoriksi
ja titrataan loppuun lisiamailli edelleen sokeriliuosta tipoittain, kunnes indikaattorin sininen viri
hiviia.

Suurempaa tarkkuutta varten toistetaan titraus samoissa olosuhteissa, mutta lisiamalli katkoitta
lahes koko madri Fehlingin liuoksen pelkistimiseksi tarvittavasta sokeriliuoksesta. Tissi toisessa
titrauksessa Fehlingin liuos olisi pelkistyttivi 3 minuutissa.

Jatketaan kiehuttamista edelleen tismilleen 2 minuuttia lisiten reagenssi minuutissa tipoittain
kiehuvaan liuokseen, kunnes sininen viri katoaa,

Niytteen sisdltimin tirkkelyksen painoprosentti méiritetddn seuraavalla kaavalla:

T % 200 x 100
% tirkkelysti= ———— x 0,95
nXxp
jossa:
T = on vedettomin dekstroosin miiri grammoina, joka vastaa 10 ml Fehlingin liuosta (5 ml

liuosta A ja § ml liuosta B). Tamai tiitteri vastaa 0,04945 g vedetonti dekstroosia, kun
liuos A sisiltida 17,636 g kuparia litraa kohden;
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n = on titraukseen kiytetyn sokeriliuoksen ml-miiri;
p = on ndytemiirin paino;
0,95 = on vedettdmin dekstroosin muunnostekiji tirkkelykseksi.

IV Fehlingin livosten valmistus

Liuos A: Mittapullossa liuotetaan 69,278 g puhdasta kiteistd kuparisulfaattia — analyysilaatua
(CuSO4 - S H,0) — jossa ei ole rautaa, veteen ja tiytetdin tilavuudeksi 1 litra tislatulla
vedelld. Timin liuoksen tismillinen pitoisuus on tarkastettava kuparin kvantitatiivisella
mairitykselld.

Liuos B: Mittapullossa liuotetaan 100 g natriumhydroksidia ja 346 g natriumkaliumtartraattia
{Rochellen suolaa) tislattuun veteen ja tiytetiin tilavaudeksi 1 litra tislatulla vedelld.

Nimi kaksi liuosta A ja B sekoitetaan yhtd suurina midring valittémasti ennen kiyttda, 10 ml
Fehlingin livosta (5 ml livosta A ja 5 ml liuosta B) pelkistetiin tiysin III kmhdassa kuvatuissa
olosuhteissa 0,04945 g:lla vedetonti dekstroosia.
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LIITE 11

-

HIENOJEN TAI KARKEIDEN VEHNAJAUHOJEN HAVAITSEMINEN MAKARONISSA,

SPAGETISSA JA VASTAAVISSA TUOTTEISSA (PASTA)

(Youngin ja Gillesin menetelmin mukaisesti, Bernaertsin ja Grunerin muuttamana)

Periaate
Miiritettivin pastandytteen uute valmistetaan kiyttien polaaritonta liuotinta.

Tamai uute kromatografoidaan silikageelin ohutkerroksesta jakeiden eri vyshykkeissi esiintyvien
sterolien erottamiseksi.

Kirkkaanviristen vyshykkeiden miirin mukaan on mahdollista mairittii, onko rutkittava tuote
valmistettu ainoastaan durumvehnisti vai hienosta vehnijauhosta vai niiden kahden seoksesta.
On my6s mahdollista mairittds, onko lisitty munia.

Vilineisto ja reagenssit

1. Homogenisaattori tai jauhin rouheen saamiseksi, joka lipiisee 0,200 mm silmiisen standardi-
seulan;

2. Standardiseula, jossa 0,200 mm silmikoko;
3. Haihdutin vesihauteella alennetussa paineessa haihduttamiseksi;

4. Lasilevy, alumiinilevy tai muu soveltuva tausta kooltaan 20 cm x 20 cm, paillystettyni
ohuella silikageelikerroksella. Jos ohutkerros on valmistettava, olisi kiytettava silikageelis
sekoitettuna noin 13% kipsilaastin kanssa, ja se olisi levitettivi 0,25 mm kerroksena
soveltuvan laitteen avulla valmistajan ohjeiden mukaisesti;

. Mikropiperti 20 mikrolitran mittaamisekst;
. Kannellinen siilis, joka soveltuu kromatogrammien kehittimiseen;
. Sumutuskoje;

."Petrolieetterii, jonka kiehumispiste on vililli 40—-60 °C, toistotislattuna ennen kiyttoi;

O 0 N O

. Vedetodnti etyylieetterid madritysta varten;
10. Hiilitetrakloridia kromatografiaa varten, toistotislattuna ennen kiyttsi;
11. Fosfomolybdeenihappoa mairitysti varten;

12. 94 ° etyylialkoholia.

Menetelma

Jauhetaan noin 20 g maiiritettivdd niytettd siten, ettd se lipidisee kokonaisuudessaan seulan.
Laitetaan niyte erlenmeyerpullon ja peitetdan 150 ml:lla petrolieetterid. Jitetiin normaaliin
limpétilaan seuraavaksi pdiviksi. Ravistellaan silloin t4llsin.

Tamin jilkeen suodatetaan Buchner-suppilon lipi, jossa on suodatuksen apuainetta tai sintrattu
suodatin. Niin saatu kirkas liuos siirretiin asteittain 100 ml:n kalibroituun pulloon. Haihdutetaan
livotin alennetussa paineessa kuumentamalla pulloa vesihauteessa 40—-50 °C:ssa. Kun liuotin on
haihtunut, kuumennetaan alennetussa paineessa edelleen 10 minuuttia.

Kun pullo on jaghtynyt, miiritetdan uutteen paino. Laimennetaan uute etyylieetterilld suhteessa
1 ml etyylieetterid 60 mg uutetta kohden.

Aktivoidaan ohutkerrokset nostamalla niiden limpétila 130 °C:seen 3 tunniksi. Annetaan jadhtyi
silikageelia sisiltivassd eksikaattorissa. Levyt, joita ei kiytetd vilittémisti voidaan sailytedd
samassa eksikaattorissa.

Lisdtddn tipoittain 20 mikrolitraa kirkasta liuosta vakioleveyksisen vyshykkeen muodostamiseksi,
pituudeltaan 3 cm, mieluiten vasta aktivoidun kerroksen pdille. Annetaan livottimen haihtua.

Kehitetddn kromatogrammi normaalissa limpétilassa hiilitetrakloridilla kayttien kromatogram-
misiiliéti, jonka seinimit on peitetty liuottimessa liotetulla suodatinpaperilla. Noin tunnin
kuluttua liuotin saavuttaa 18 cm korkeuden. Poistetaan levy ja jitetiin liuotin haihtumaan
avonaisesti. Vydhykkeiden paremmin erottamiseksi kromatogrammi kehitetdin toiseen kertaan.
Annetaan livottimen jilleen haihtua avonaisesti. :

Sumutetaan ohut silikageelikerros etyylialkoholissa olevalla 20 % fosfomolybdeenihappoliuoksel-
la. Kerroksenvirin onoltava tasaisenkeltainen. Kehitetiin vydshykkeet kuumentamalla sumurettua
levyd 110 °C:ssa 5 minuuttia.
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Kromatogrammin tulkinta

Jos kromatogrammissa esiintyy 1 paiasiallinen kirkasvirinen vyshyke, jonka Rf on noin
0,4-0,5, kyseisen pastan valmistukseen kiytetty vehnid on durumvehnii. Toisaalta, jos esiintyy
2 piiasiallista kirkkaudeltaan yhtiliistd vyohykettd, kiytetty raaka-aine on ollut hienoa
vehnijauhoa. Durumvehnin ja hienon vehnijauhon seokset voidaan maiirittdd arvioimalla 2
vydhykkeen suhteellista kirkkautta.

Jos esiintyy 3 vyohykettd (loydetiin 2 vydhykettd korkeudella, jossa hienon vehnijauhon
padasialliset vydhykkeet sijaitsevat, sekd vyohyke niiden vilissi), pastaan on lisitty munia.
Tallsin kiytetty raaka-aine on durumvehnii, jos keskimmiinen vyshyke on kirkkaampi kuin
ylempi vyshyke. Toisaalta, jos ylempi vyohyke on keskimmaiista vyshyketta kirkkaampi, kaytetty
raakaaine on ollut hienoa vehnijauhoa.



