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KOMISSION ASETUS (ETY) N:o 2568/91,

annettu 11 piivini heinikuuta 1991,

oliiviéljyn ja uutetun oliiviéljyn ominaisuuksista seki niiden miiritysmenetelmisti

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan talousyhteisén perustamisso-
pimuksen,

ottaa huomioon rasva-alan yhteisesti markkinajirjestelysta
22 piivini syyskuuta 1966 annetun neuvoston asetuksen
136/66/ETY(1), sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna
asetuksella (ETY) N:o 3577/90(2), ja erityisesti sen 35 a
artiklan,

seki katsoo, etti

asetuksen 136/66/ETY liitteessi mairitiin  kussakin
jasenvaltiossa seki yhteison maiden vilisessi ja kolmansien
maiden kanssa kdytivassa kaupassa kaupan pidettivin
puristetun oliiviéljyn ja uutetun oliividljyn nimityksista ja
mairitelmista,

eri Oljytyyppien erottamiseksi toisistaan kunkin tyypin
fysikaalis-kemialliset ominaisuudet ja neitsyt6ljyn aistin-
varaiset ominaisuudet on syytid miaritelld kyseisten tuot-
teiden puhtauden ja laadun takaamiseksi, sanotun kuitenkaan
rajoittamatta muiden voimassa olevien titi koskevien siin-
nosten soveltamista,

eri 8ljytyyppien ominaisuuksien esitntyminen olisi miaritet-
tivi yhtenaisesti kaikkialla yhteisoss3; tata varten on syyti
vahvistaa yhteison menetelmit kemiallista mdiritystd ja
aistinvaraista arviointia varten; siirtymikauden aikana olisi
kuitenkin sallittava jisenvaltioissa sovellettavien muiden
miiritysmenetelmien kiyttd ottaen kuitenkin huomioon,
etti jos tulokset ovat erilaisia, yhteiselld menetelmalld saadut
tulokset ovat ratkaisevia,

oliividlijyn fysikaalis-kemiallisten ~ominaisuuksien sekd
miiritysmenetelmien mairitteleminen johtaa yhdistetyn
nimikkeiston 15 ryhman listhuomautusten mukauttamiseen,

neitsytoljyn  aistinvaraisten ominaisuuksien arviointi-
menetelmain kuuluu valituista ja koulutetuista maistajista
koostuvien raatien muodostaminen; timin vuoksi olisi
saidettivid tillaisen jirjestelyn luomiseen tarvittavasta
miirdajasta; ottaen huomioon joidenkin jasenvaltioiden
vaikeudet maistajien raadin muodostamisessa olisi sallittava
muiden jasenvaltioiden raatien kiytto,

telmidn moitteettoman toiminnan varmistamiseksi olisi

('} EYVL N:o 172, 30.9.1966, 5. 3025/66
(3) EYVL N:o L 353, 17.12.1990, 5. 23

saddettivi yhteniisesti menetelmisti niiden tuotteiden
oljypitoisuuden mairittimiseksi,

on suotavaa $aatdd ennen timan asetuksen voimaantuloa
pakatun 8ljyn myyntid koskevasta mairiajasta, jottei
kaupalle atheutuisi haittaa,

on syytd kumota komission asetus (ETY) N:o 1058/77(3),
sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna asetuksella (ETY)
N:o 1858/88(*), ja

rasvojen hallintokomitea ei ole antanut lausuntoa puheen-
johtajansa asettamassa miiriajassa,

ON ANTANUT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

1 Oljyji, joiden ominaisuudet ovat timin asetuksen liit-
teessi I olevassa 1, 2 ja 3 kohdassa maiiritettyjen
ominaisuuksien mukaiset, pidetian asetuksen N:o
136/66/ETY liitteessi olevissa 1 a, 1 b ja 1 ¢ kohdassa
tarkoitettuina neitsytoliivioljyini.

2 Oljyi, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liit-
teessd I olevassa 4 kohdassa miiritettyjen ominaisuuksien
mukaiset, pidetian asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessi
olevassa 1 d kohdassa tarkoitettuna oliivilamppusljyni.

3 Oljyi, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liit-
teessd I olevassa 5 kohdassa miiritettyjen ominaisuuksien
mukaiset, pidetidn asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessi
olevassa 2 kohdassa tarkoitettuna puhdistettuna oliiviéljyni.

4 Oljyi, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen lit-
teessd I olevassa 6 kohdassa mairitettyjen ominaisuuksien
mukaiset, pidetaan asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessi
olevassa 3 kohdassa tarkoitettuna oliiviéljyna.

5 Oljyi, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liit-
teessd I olevassa 7 kohdassa miiritettyjen ominaisuuksien
mukaiset, pidetiin asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessi
olevassa 4 kohdassa tarkoitettuna raakana uutettuna
oliivioljyna.

() EYVL Nio L 128, 24.5.1977, 5. 6
(*) EYVL N:o L 166, 1.7.1988, 5. 10
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6  Oljys, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liit-
teessd I olevassa 8 kohdassa maaritettyjen ominaisuuksien
mukaiset, pidetian asetuksen N:o 136766/ETY liitteessa
olevassa 5 kohdassa tarkoitettuna puhdistettuna uutettuna
oliividljyni.

7 Oljy4, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liit-
teessa I olevassa 9 kohdassa mairitettyjen ominaisuuksien
mukaiset, pidetdin asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessa
olevassa 6 kohdassa tarkoitettuna uutettuna oliiviéljyna.

2 artikla

1 Niiden &ljyjen, joista maaritiin liitteessd I, ominai-
suudet miiritetiin seuraavia miiritysmenetelmid noudat-
taen:

— oleiinihappoprosentteina ilmaistavien vapaiden rasvahappo-

jen mairittiminen liitteen I menetelmalla,
— peroksidiluvun mairittiminen liitteen 111 menetelmalls,

— alifaattisten alkoholien mairittiminen ltitteen IV menetel-
mailla,

— sterolipitoisuuden mdirittiminen liitteen V menetel-

— erytrodiolin jauvaolin ma4rittiminen liitteen VI menetel-
mallz,

— triglyseridin 2-asemassa olevien tyydyttyneiden rasva-
happojen miirittiminen liitteen VII menetelmilli,

— trilinoleiinipitoisuuden méiirittiminen liitteen VIII mene-
telmalls,

— spektrofotometrinen maaritys liitteen IX menetelmalld,

— rasvahappokoostumuksen miirittiminen liitteiden X A
ja X B menetelmilli,

— haihtuvien halogeenilivottimien mairittiminen liitteen
X1 menetelmailli,

— neitsytoliividljyn alstinvaraisten ominaisuuksien
arviointi liitteen XII menetelmilli 2 kohdan mukaisesti
sovellettuna,

— &ljyn puhdistuksen toteaminen liitteen XIII menetel-
malli.

2 Aistinvaraiset ominaisuudet arvioi maistaja, tarvit-
taessa asiantuntijoiden avustamana, liitteen XII lomakkeessa
esitettyd maistamismenettelya noudattaen. Kun arvio on
ristiriidassa tuotteen nimityksen kanssa, maistajan on annet-
tava niyte maistajien raadin tutkittavaksi liitteen XII
madrdysten mukaisesti.

Maistajien raadin on tehtiava mahdolliset uusintamiaritykset
niiden miiriysten mukaisesti.

Kun aistinvaraiset ominaisuudet arvioidaan inter-
ventiojarjestelmiin liittyvien toimien toteuttamisen aikana,
maistajien raati tekee timin arvion liitteen XII mukaisesti.

3 artikla

Edelld 2 artiklassa siddettyjen maaritysmenetelmien kiyt-
tdonotto el estd jisenvaltioita kiyttimisti muita kokeiltuja ja
tieteellisesti patevid menetelmia 31 paiviin lokakuuta 1992,
jos tista ei atheudu haittaa sellaisten tuotteiden litk-
kuvuudelle, jotka on yhteisén menetelmin todettu voimassa
olevien sianndsten mukaisiksi. Ennen tallaisten muiden
menetelmien kiyttdi jasenvaltioiden on ilmoitettava niisti
komissiolle.

Kun jollakin niistd muista menetelmisti saadaan eri tulos
kuin yhteison menetelmilld, viimeksi mainitulla mene-
telmilla saatua tulosta pidetiin ratkaisevana.

4 artikla

1 Jisenvaltioiden on muodostettava valittujen ja
koulutettujen maistajien raateja aistinvaraisten ominaisuuk-
sten arvioimiseksi littteessi X1I esitetyn menettelyn siintdji
noudattaen.

2 Jos jasenvaltiolla on vaikeuksia maistajien raadin
muodostamisessa  alueelleen, se voi kiyttii toisessa
jasenvaltiossa toimivaa raatia.

S artikla

Yhdistetyn nimikkeistén 15 ryhmin 2, 3 ja 4 lisihuomautus
korvataan vastaavasti timin asetuksen liitteessid XIV olevilla
2, 3 ja 4 lisihuomautuksella.

6 artikla

1 Oliividljyn erottamisesta syntyneen o&ljykakun ja
muiden yhdistetyn nimikkeiston CN-koodethin 2306 90 11
ja 2306 90 19 kuuluvien jitteiden 6ljypitoisuus miiritetiin
liitteen XV menetelmin mukaisesti.

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

7 artikla

Muiden kuin liitteessi X1 tarkoitettujen haitallisten aineiden
osalta sovelletaan niiden esiintymista koskevia yhteisén sdan-
noksid.

8 artikla

1  Jisenvaltioiden on ilmoitettava komissiolle timin

_asetuksen soveltamiseksi toteutetut toimenpiteet.

2 Kunkin vuosipuoliskon alussa jasenvaltioidden on
toimitettava komissiolle tiedoksi yhteenveto edellisen
vuosipuoliskon aikana tehtyjen mairitysten tuloksista.
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Rasvojen hallintokomitea tutkii nimai tulokset asetuksen N:o
136/66/ETY 39 artiklassa siidettya menettelyd noudattaen.

9 artikla

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

10 artikla

1 Tdmi asetus tulee voimaan seuraavana paivani sen
jalkeen, kun se on julkaistu Euroopan yhteisojen virallisessa

lehdessé. Liitteen X1I menetelmi on kuitenkin otettava kiyt-
to6n 1 paivdsta tammikuuta 1992, interventioon liittyvii
toimia lukuun ottamatta.

2 Timi asetus ei koske ennen timin asetuksen
voimaantuloa pakattua ja 31 pidivain lokakuuta 1992 asti
kaupan pidettyi oliividljya tai uutettua oliivioljya.

Timi asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja siti sovelletaan sellaisenaan kaikissa jisenvaltioissa.

Tehty Brysselissd 11 paivini heinikuuta 1991.

Komission puolesta
Ray MAC SHARRY

Komission jdsen
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1.1

1.2

1.2.1

1.2.3

1.3

1.4

1.4.1

LITE II

VAPAIDEN RASVAHAPPOJEN MAARITTAMINEN

TARKOITUS

Vapaiden rasvahappojen madrittiminen oliivi6ljyistd. Vapaiden rasvahappojen pitoisuus ilmaistaan
tavanomaisesti laskettuna happamuutena.

Periaate
Niyte liuotetaan liuotinseokseen ja vapaat rasvahapot titrataan kaliumhydroksidin etanoliliuoksella.
Reagenssit

Kaikkien reagenssien on oltava miiritykseen hyviksyttyi analyysilaatua ja veden on oltava joko tislattua tai
vastaavaa puhtausastetta.

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

Huom.: Dietyylieetteri on helposti syttyvii ja voi muodostaa rijihtivid peroksideja. Sen kiytdssi on oltava erittiin
varovainen.

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

Huom.: Jos ei voida kiyttid dietyylieetterid, voidaan kiyttii etanolin ja tolueenin seosta. Etanoli voidaan tarvittaessa
korvata 2-propanolilla.

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

Kaliumhydroksidin etanoliliuoksen tarkka vikevyys on tunnettava ja tarkistettava juuri ennen kiyttoi.
Kiytetdin liuosta, joka on valmistettu vihintain viisi vuorokautta ennen kiytt6i ja dekantoitu ruskeaan
lasipulloon, jossa on kumitulppa. Liuoksen on oltava viritont tai oljenkeltaista.

Huom.; Viriton, stabiili kaliumhydroksidiliuos voidaan valmistaa seuraavasti. Kuumennetaan kiehuvaksi 1000 ml
etanolia, johon on lisitty 8 g kaliumhydroksidia ja 0,5 g alumiinilastuja, ja keitetdin seosta yksi tunti
palautusjadhdyttimen kanssa. 'stslataan valitomisti. Tisleeseen liuotetaan tarvittava midrd kaliumhydroksidia.
Annetaan seisti useita vuorokausia ja dekantoidaan kirkas neste, joka on kaliumkarbonaattisakan ylipuolella.

Liuos voidaan myds valmistaa ilman tislausta seuraavasti: lisitdin 4 ml alumiinibutylaattia 1 000 ml:aan etanolia
ja seoksen annetaan seistd joitakin vuorokausia. Dekantoidaan sakan ylipuolinen neste ja liuotetaan sithen
tarvittava midri kaliumhydroksidia. Livos on kiyttovalmis.

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

Vilineisto

Tavanomainen laboratoriovilineistd ja erityisesti:
Analyysivaaka

Erlenmeyerpullo, 250 ml

Byretti, 10 ml, mitta-asteikon jakovali 0,05 ml.
Suoritus

Niytteen esikisittely maaritystd varten

Miiritys tehddin suodatetusta niytteesta. Jos veden ja epapuhtauksien kokonaispitoisuus on pienempi kuin
1 %, voidaan miiritys tehdd niytteestd sellaisenaan.
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1.4.2

Naytteenotto

Niyte otetaan oletetun happamuuden perusteella seuraavan taulukon mukaan:

Oletettu Niytemaira Niytteen punnitustarkkuus
happoluku (8 (8)
<1 20 0,05
14 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).

Miiritys

Niyte (1.4.2) liuotetaan 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 viri muuttuu (fenoliftaleiinin vaaleanpunainen viri sdilyy vihintaan 10 sekunnin ajan).

Huom. 1 Titrattu kaliumhydroksidin etanoliliuos (1.2.2) voidaan korvata kalium- tai natriumhydroksidin vesiliuoksella,

jos lisitty vesi el atheuta faasien erottumista.

Huom. 2 Jos 0,1 mol/l kaliumhydroksidilivosta tarvitaan enemmin kuin 10 ml, kiytetiin 0,5 mol/l liuosta.

Huom. 3 Jos liuos samenee titrattaessa, liuotinseosta (1.2.1) lisitain tarpeen mukaan, kunnes liuos on kirkasta.

Happamuus: ilmaistuna oleiinihappoprosentteina
Happamuus painoprosentteina ilmaistuna on:

M >(1OO=V><c><M

Vxcx i
1000 m 10 x m

V = titratun kaliumhydroksidiliuoksen tilavuus millilitroina;

titratun kaliumhydroksidiliuoksen tarkka pitoisuus moolia/litra;

o
il

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

Tulos on kahden mairityksen tulosten aritmeettinen keskiarvo.
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5.1
5.2

5.3

6.1

6.2

6.3
6.4

6.5

LIITE 11T

PEROKSIDILUVUN MAARITTAMINEN

TARKOITUS

Timi standardi kuvaa rasvojen ja 6ljyjen peroksidiluvun mairitysmenetelmin.

SOVELTAMISALA

Timai standardi soveltuu eliin-ja kasvirasvojen seki -6ljyjen tutkimiseen.

MAARITELMA

Peroksidiluku ilmaisee niytteessi olevien kaliumjodidia hapettavien aineiden miirin (ilmaistuna aktiivisen
hapen milliekvivalentteina kilogrammaa kohti) tassa kuvatuissa koeolosuhteissa.

PERIAATE

Niyte liuotetaan etikkahapon ja kloroformin seokseen ja kisitellian kaliumjodidilla. Vapautuva jodi
titrataan natriumtiosulfaattiliuoksella.

VALINEISTO

Kiytettivien laitteiden on oltava puhtaita siten, ettd niissi el ole mitdan hapettavia tai pelkistivii aineita.
Huom.: Hiottuja lasipintoja et saa rasvata.

Punnituslasi, 3 ml.

Lasipulloja, vetoisuus noin 250 ml, hiotut suut ja tulpat, etukiteen kuivattu ja taytetty puhtaalla, kuivalla
inerttikaasulla (typelld tai mieluummin hiilidioksidilla).

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

REAGENSSIT

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

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

Kaliumjodidin tuore, kyllastetty vesiliuos, joka ei sisilld jodia eikd jodaatteja.
Natriumtiosulfaatin vesiliuos, 0,01 tai 0,002 N, normalisoitu huolellisesti juuri ennen kayttoi.

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

NAYTE

Huolehditaan siita, ettd niyte otetaan ja siilytetdan pimedssa ja kylmissi, ja ettd sen lasisissa silytysastioissa
ei ole tyhjii tilaa. Astiat on suljettava ilmativiisti joko hiotuilla lasitulpilla tai korkilla.

SUORITUS

Mairitys tehdiin hajapidivinvalossa tai keinovalossa. Niyte punnitaan 0,001 gin tarkkuudella pun-
nituslasissa (5.1) tai, ellei sellaista ole, pullossa (5.2). Tarvittava niytemairi riippuu oletetusta
peroksidiluvusta seuraavan taulukon mukaan:

Oletettu peroksidiluku Niytemaari
(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
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Avataan pullo (5.2) ja asetetaan sisiin punnituslasi, jossa on niyte. Lisitiin 10 ml kloroformia (6.1).
Liuotetaan niyte nopeasti sekoittaen. Lisitaan 15 ml etikkahappoa (6.2), sitten 1 ml kaliumjodidiliuosta
(6.3). Suljetaan pullo nopeasti, ravistetaan yksi minuutti ja annetaan seisti tasan viisi minuuttia pimeissi
15-25 °C:n limpétilassa.

Lisitiin noin 75 ml tislattua vettd. Vapautunut jodi titrataan natriumtiosulfaattiliuoksella (6.4) (jos oletettu
peroksidiluku on alle 12, kiytetdan 0,002 N liuosta ja jos se on yli 12, kiytetiin 0,01 N liuosta) voimakkaasti
sekoittaen ja indikaattorina kiytetain tirkkelysliuosta (6.5).

Samasta ndytteestd tehdadn kaksi mairitysti.

Sokeakoe tehdiin samanaikaisesti. Jos sen tulos on suurempi kuin 0,05 m1 0,01 N natriumtiosulfaattiliuosta
(6.4), ovat reagenssit olleet epipuhtaita ja ne on vaihdettava.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Peroksidiluku (PV), ilmaistuna aktiivisen hapen milliekvivalentteina kilogrammaa kohti, saadaan kaavasta:

py =V x Tx 1000

m
jossa:

V = miiritykseen kiytetyn normalisoidun natriumtiosulfaattiliuoksen (6.4) maird millilitroina, korjat-
tuna sokeakokeen tuloksilla;

T = miiritykseen kiytetyn natriumtiosulfaattiliuoksen (6.4) tarkka normaalisuus;
m = niytteen massa grammoina.

Tulos on kahden miirityksen tulosten aritmeettinen keskiarvo.
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LUTE IV

ALIFAATTISTEN ALKOHOLIEN PITOISUUDEN MAARITTAMINEN
KAPILLAARIKAASUKROMATOGRAFISELLA MENETELMALLA
TARKOITUS

Tilli menetelmilli voidaan madrittii alifaattisten alkoholien miird 6ljyissd ja rasvoissa.

PERIAATE

Rasva tai 6ljy, johon on lisitty 1-eikosanolia sisdiseksi standardiksi, saippuoidaan kaliumhydroksidin
etanoliliuoksella ja saippuoitumaton osa uutetaan etyylieetterilli. Alkoholifraktio erotetaan saippuoitumat-
tomasta uutteesta kromatografian avulla emiksiselli silikageelilevylli; silikageelisti saadut alkoholit
muutetaan trimetyylisilyylieettereiksi ja miiritetaan kapillaarikaasukromatografian avulla.

VALINEISTO ‘

Pullo, 250 ml, jossa on hiotut lasiliitinnit seka palautusjiihdytin.
Erotussuppilo, 500 ml.

Pulloja, 250 ml.

Ohutkerroskromatografialaitteisto, jonka lasilevyjen koko on 20 x 20 cm.
UV-valo, jonka aallonpituus on 366 tai 254 nm.

Mikroruiskuja, 100 pl ja 500 pl.

Lasisintterisuodatinsuppilo, jonka huokoskoko on G 3 (15-40 mm), halkaisija noin 2 c¢m ja korkeus noin
5 cm ja jossa on liitintd tyhjidimusuodatusta varten seki koirashios 12/21.

Tyhjioimupullo, 50 ml, jossa on suodatinsuppiloon (3.7) sopiva naarashios 12/21.
Koeputki, 10 ml, jossa on ilmatiivis tulppa ja kartiomainen pohja.

Kaasukromatografl, jota voi kdyttii kapillaarikolonnin kanssa ja johon liittyy virtauksenjakojarjestelmi,
jonka osat ovat:

Termostaattisiitdinen kolonniuuni, joka sdilyttdd halutun limpétilan noin = 1 °Cin tarkkuudella;
Hoéyrystimisyksikko, jonka limpétilaa vot saitai ja jonka hdyrystimisosa on persilanoitua lasia;
Liekki-ionisaatiodetektori ja muuntajavahvistin;

Integraattori-piirturi, joka toimii muuntajavahvistimen kanssa ja jonka vasteaika on enintiin 1 sekunti ja
g P )
jonka paperin nopeutta voidaan saitai.

Lasinen tai kvartsilasinen kapillaarikolonni, jonka pituus on 20-30 m ja sisdhalkaisija 0,25-0,32 mm ja jonka
sisipinta on paallystetty nesteelli SE-52 tai SE-54 tai vastaavalla, siten etti nestekerroksen paksuus on
0,10-0,30 pm.

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

REAGENSSIT

Kaliumhydroksidi, noin 2 N etanoliliuos: 130 g kaliumhydroksidia (vihintiin 85-prosenttista) liuotetaan
samalla jadhdyttien 200 ml:aan tislattua vetti ja lisitdin etanolia niin, etti liuosta on yksi litra. Liuos
sdilytetadn tiiviisti suljetuissa tummissa lasipulloissa.

Etyylieetteri, analyysilaatua.
Vedeton natriumsulfaatti, analyysilaatua.

Silikageelilli paillystetyt lasilevyt, ilman fluoresenssi-indikaattoria, paksuudeltaan 0,25 mm (voidaan ostaa
kiyttévalmiina).

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

Bentseeni, kromatografiaa varten. (Ks. 5.2.2).
Asetoni, kromatografiaa varten. (Ks. 5.2.2).
Heksaani, kromatografiaa varten. (Ks. 5.2.2).

Etyylieetteri, kromatografiaa varten. (Ks. 5.2.2).
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4.10  Puhdas kloroformi, analyysilaatua.
4.11  Vertailuliuos ohutkerroskromatografiaa varten: 5-prosenttinen C,,~C,q -alkoholien kloroformiliuos.

4.12  2,7-dikloorifluoreseiinin 0,2-prosenttinen etanoliliuos. Liuos tehdiin lievasti emiksiseksi lisiamalla
muutama tippa kaliumhydroksidin 2 N alkoholiliuosta.

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

4.16  Alifaattisten C,—C,s -alkoholien trimetyylisilyylieettereiden standardiliuokset. Ne valmistetaan
puhtaiden alkoholien seoksista juuri ennen kiyttoa.

417 0,1-prosenttinen (m/V) 1-eikosanolin kloroformiliuos (sisiinen standardi).
418  Kantajakaasut: vety tai helium, kaasukromatografista laatua.

4.19  Apukaasut: vety tai helium, kaasukromatografista laatua.

5 MENETTELY
5.1 Saippuoitumattoman osan esikasittely

5.1.1 250 ml:n pulloon lisitaan 500 ml:n mikroruiskulla sellainen tilavuusmaiiri 0,1-prosenttista 1-eikosanolin
kloroformiliuosta (4.17), jonka sisiltimi 1-eikosanolin miiri on suunnilleen 10 % miiritysti varten
otettavan naytteen alifaattisten alkoholien miiristd. Esimerkiksi, jos ndytettd on 5 g ja se on oliividljya tai
siemendljya, lisitaan 250 pl 0,1-prosenttista 1-eikosanoliliuosta, ja jos se on uutettua oliividljya, lisitiin
1500 ml liuosta.

Haihdutetaan liuos kuiviin typpivirrassa ja punnitaan tarkalleen 5 g kuivaa, suodatettua niytetti samaan
pulloon.

5.1.2  Lisitiin 50 ml kaliumhydroksidin 2 N etanoliliuosta, palautusjizhdytin kiynnistetiin ja livosta kuumen-
netaan vesihauteessa hiljalleen kiehuvaksi koko ajan voimakkaasti sekoittaen, kunnes saippuoituminen on
tapahtunut (liuos kirkastuu). Kuumentamista jatketaan vieli 20 minuutin ajan ja lisitiin sitten 50 ml
tislattua vettd jadhdyttimen lipi. Sen jilkeen palautusjiazhdytin irrotetaan ja pullo jaihdytetiin noin 30 °C:n
limpétilaan.

5.1.3. Pullon sisiltd siirretdan kvantitatiivisesti 500 ml:n erotussuppiloon kiyttimilla huuhteena yhteensi noin 50
ml tislattua vettd. Lisitain noin 80 ml etyylieetteri, ravistetaan voimakkaasti noin 30 sekuntia ja annetaan
seistd niin etta kerrokset erottuvat (Huom. 1).

Pohjalla oleva vesifaasi siirretiin toiseen erotussuppiloon. Vesifaasi uutetaan vieli kaksi kertaa kuten edelli,
kayttden molemmilla kerroilla 60-70 ml etyylieetterii.

Huom. 1 Mahdollinen emulsio voidaan hajottaa lisaidmalld pieni miiri etanolia tai metanolia suihkeena.

5.1.4  Eetteriuutteet yhdistetiin yhteen erotussuppiloon ja pestdin tislatulla vedelld (50 ml kerrallaan), kunnes
pesuvesi on neutraalia.

Pesuvesi heitetiin pois, eetteriuutteet kuivataan vedettomilld natriumsulfaatilla ja suodatetaan etukiteen
punnittuun 250 ml:n pulloon ja pestian suppilo ja suodatin pienilli maarilld etyylieetterii.

5.1.5  Eetterii haihdutetaan, kunnes siti on hyvin vihin jiljell3, ja kuivataan heikossa alipaineessa tai typpivir-
rassa; lopuksi kuivataan limpékaapissa 100 °C:ssa noin 15 min, jadnnés jaihdytetdin eksikkaattorissa ja
punnitaan.

5.2 Alkoholifraktioiden erottaminen

5.21 Emiksisten levyjen valmistelu: silikageelilevyt (4.4) upotetaan kokonaan kaliumhydroksidin 0,2 N
etanoliliuokseen (4.5) 10 sekunniksi, minki jilkeen niiden annetaan kuivua vetokaapissa kahden tunnin ajan
ja lopu’isi yhden tunnin ajan limpokaapissa 100 °C:ssa.

Levyt otetaan limpdkaapista ja siilytetian kalsiumkloridia sisiltivissa eksikkaattorissa kiyttchetkeen asti
(ndin kisitellyt levyt on kiytettavd kahden viikon kuluessa).

Huom. 2 Kun kiytetiin emiksisii silikageelilevyji alkoholifraktion erottamiseen, saippuoitumattomia aineita ei tarvitse
kisitella alumiinilla. Titen kaikki happamat yhdisteet (rasvahapot ja muut hapot) jiivit lihtoviivalle. Tallsin
saadaan sekd alifaattisten alkoholien vyShyke etti terpeenisten alkoholien vyéﬁyke, jotka molemmat erottuvat
selvisti sterolivyshykkeesti.
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5.2.2

523

524

525

5.3

5.3.1

5.4

5.4.1

5.4.1.1

Bentseenin ja asetonin seos, 95:5 (V/V), kaadetaan kehitysastiaan niin etta sitd on noin 1 cm. Vaihtoehtoisesti
voidaan kiyttad heksaanin ja etyylieetterin seosta tilavuussuhteessa 65:35. Astia suljetaan sopivalla kannella
ja annetaan olla vihintian puoli tuntia suljettuna, jotta neste ja hoyry saavuttavat tasapainon.
Suodatinpaperisuikaleita, jotka ulottuvat eluointiaineeseen, voidaan kiinnittdd astian sisiseiniin. Niin
kehitysaika lyhenee noin kolmanneksella ja aineosat eluoituvat tasaisemmin.

Huom. 3 Seos on vaihdettava uuteen jokaista mairitysti varten, jotta eluointiolosuhteet olisivat tiysin toistettavissa.

Saippuoitumattomasta osasta (5.1.5) valmistetaan noin 5-prosenttinen kloroformiliuos ja 0,3 ml liuosta
levitetiin mahdollisimman ohuena ja tasaisena nauhana kidyttien 100 mlin mikroruiskua, noin 2 cm:n
pidhin lasilevyn alareunasta. Asetetaan yhdelle levyn reunoista 2-3 ml alifaattisten alkoholien
vertailuliuosta (4.11) lahtoviivan tasalle, jotta alifaattisten alkoholien vyshyke olisi helppo tunnistaa kehit-
tamisen jalkeen.

Levy asetetaan kehitysastiaan, joka on valmisteltu 5.2.2 kohdan mukaisesti. Ympiriston limpétilan on
oltava 15-20 °C. Astia suljetaan kannella vilittomasti, minka jilkeen naytteen annetaan eluoitua, kunnes
livotinrintama on noussut 1 cmun pidihin levyn ylireunasta. Levy otetaan kehitysastiasta ja liuotin
haihdutetaan kuumassa ilmavirrassa tai levy jitetdin joksikin aikaa vetokaappiin.

Levylle suihkutetaan ohuelti ja tasaisesti 2,7-dikloori-fluoreseiiniliuosta. Alifaattisten alkoholien vyohyke
erottuu ultraviolettivalossa tarkasteltuna vertailuliuostiplain verrattaessa; alifaattisten alkoholien vyhyk-
keen ja vilittdmisti sen ylipuolella olevan, terpeenialkoholeja vastaavan vyéhykkeen muodostaman
kokonaisuuden ympirille piirretiin viiva mustalla kynilla.

Huom. 4 Koska terpeenialkoholien vyshyke sisaltidd ndissd koeolosuhteissa huomattavan miirin alifaattisia alkoholeja,
molemmat vyohykkeet on kerattiva talteen yhdessi.

Silikageelikerros raaputetaan rajatulta alueelta metallilastalla. Saatu aines hienonnetaan, siirretiin
suodatinsuppiloon (3.7), lisitiin 10 ml kuumaa kloroformia, sekoitetaan huolellisesti metallilastalla ja
suodatetaan suodatinsuppiloon liitettyyn pulloon (3.8) tyhjislla.

Suppiloon jainyt aines pestaan kolme kertaa noin 10 ml:lla etyylieetterid, ja suodos keratian suodatinsup-
piloon liitettyyn pulloon. Suodosta haihdutetaan, kunnes sen tilavuus on noin 4-5 ml ja jidnnésliuos
kaadetaan etukiteen punnittuun 10 ml:n koeputkeen (3.9). Liuosta kuivataan alhaisella limmélli kevyessi
typpivirrassa; jaannos liuotetaan muutamaan tippaan asetonia, kuivataan jalleen ja pidetiin kymmenisen
minuuttia 105 °C:ssa limpokaapissa, jadhdytetdin eksikkaattorissa ja punnitaan.

Koeputkessa oleva jainnds sisiltai alkoholifraktion.
Trimetyylisilyylieetterien valmistelu

Koeputkessa olevaan alkoholifraktioon lisitddn silylointireagenssi niin, ettd kosteutta ei piise mukaan
(Huom. 6); mainittu reagenssi on seos, jossa on tilavuussuhteessa 9:3:1 pyridiinia, heksametyylidisilatsaania
ja trimetyylikloorisilaania (Huom. 5); seosta tarvitaan 50 ml jokaista alifaattisten alkoholien milligrammaa

kohti.

Huom 5 Kiyttovalmiita liuoksia on kaupallisesti saatavana; lisikst muita silylointireagensseja, kuten esim. bis-
trimetyylisilyylitrifluoriasetamidi + 1 % trimetyylikloorisilaania; reagenssi laimennetaan samalla miirilla
vedetonti pyridiinii. -

Koeputki suljetaan tulpalla ja sitd ravistetaan varovasti (ei ylosalaisin), kunnes alifaattiset alkoholit ovat

tiysin liuenneet. Putken annetaan seisti vihintdan 15 minuuttia huoneenlimmossi ja sen jilkeen sitd

sentrifugoidaan muutaman minuutin ajan; kirkas liuos on nyt valmis kaasukromatografista miiritysti
varten.

Huom. 6 Lievi sameus on tavallista eiki ole haitaksi. Valkoiset hiutaleet tai vaaleanpunaiseksi virjiytyminen ovat merk-
keji kosteudesta tai reagenssien muuttumisesta. Jos niita ilmenee, koe on uusittava.

Kaasukromatografinen mairitys
Esivalmistelut ja kolonnin valmistelu

Kapillaarikolonni asennetaan kaasukromatografialaitteistoon niin, etti kolonnin alkupdi kiinnitetaan
héyrystimeen, joka on liitetty virtauksenjakojirjestelmiin, ja kolonnin loppupai kiinnitetdin detektoriin.

Tarkistetaan kaasukromatografisten laitteiden toiminta (kaasuliitinnin tiiviys, detektorin, virtauk-
senjakojirjestelmian ja piirturin toimivuus, jne.)

5.4.1.2 Jos kapillaarikolonnia ei ole aikaisemmin kiytetty, se on ensin valmisteltava kayttoon. Pieni mairi kaasua

johdetaan kolonnin lipi, kdynnistetiin kaasukromatografi ja aloitetaan asteittainen limmittaminen, jota
jatketaan, kunnes limpétila on kohonnut vihintian 20 °C korkeammaksi kuin kayttolimpotila (Huom. 7).
Korkeaa limpétilaa pidetdin ylla vihintddn kaksi tuntia, minka jilkeen kromatografialaitteisto saatetaan
kiyttovalmiiksi (kaasuvirran ja erotuksen siito, liekinsytytys, elektronisen piirturin kytkeminen, uunin
limpotilan saitd kolonnia varten, detektorin ja injektorin siit6, jne.) ja signaalia rekisteridaan herk-
kyydells, joka on vahintdin kaksi kertaa niin suuri kuin miirityksessd kaytettava. Saadun perusviivan on
oltava suora, eiki siini saa olla minkainlaisia piikkeja eika siirtymai mihinkiin suuntaan.
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5.4.2.1

5.4.2.2

5.4.2.3
543"

5.4.3.1

5.4.3.2

5.4.4

5.4.5
5.4.5.1

5.4.5.2

Jos ilmenee negatiivista suoraviivaista siirtymaa, se on merkki kolonnin liitintdjen vuodosta, ja jos ilmenee
positiivista siirtymid, se johtuu kolonnin riittiméttomasta valmistelusta.

Hyom. 7 Esivalmistelulimpétilan on aina oltava vihintaan 20 °C alempi kuin kiytetyn stationiirifaasin korkein
limpétila.

Kiyttoolosuhteiden valinta
Kiyttoolosuhteiden ohjearvot ovat seuraavat:

— kolonnin limpétila: alussa isotermi siddetdin 180 °C:seen kahdeksaksi minuutiksi ja ohjelmoidaan
nousemaan sen jilkeen 5 °C minuutissa, kunnes saavutetaan 260 °C:n limp6étila, joka pidetaan ylla
seuraavat 15 minuuttia,

— hoyrystimen limpaotila: 280 °C,

— detektorin limpatila: 290 °C,

— kantajakaasun lineaarinopeus: heliumille 20-35 cm/s, vedylle 30-50 cm/s,
— jakosuhde: 1:50-1:100,

— laitteiston herkkyys: 4-16 kertaa vihimmaisvaimennus,

— rekisterdintiherkkyys: 1-2 mV tiydestd asteikosta

— paperin nopeus: 30-60 cm/h,

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

Niiti olosuhteita voidaan muuttaa kolonnin ja kaasukromatografin ominaisuuksien mukaan niin, etti
saadaan aikaan kromatogrammeja, jotka tiyttivit seuraavat vaatimukset:

— C,4-alkoholin retentioaika on 18 + 5 minuuttia,

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

Niiden ehtojen tiyttymisen tarkistamiseksi injektoidaan useaan kertaan standardi TMSE-alkoholiseosta, ja
kiyttoolosuhteita sdddetdsn niin, ettd saadaan parhaat mahdolliset tulokset.

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

Imetain 10 pkin mikroruiskuun 1 pl heksaania, sitten 0,5 pl ilmaa ja timin jilkeen 0,5 ul - 1 pl niyteliuosta;
lopuksi ménnilli vedetddn vield neula tyhjiksi. Neula tyénnetiin septumin lipi injektiopesiin ja 1-2
sekunnin kuluttua seos injektoidaan nopeasti, odotetaan noin viisi sekuntia, jonka jilkeen neula vedetiin

pois hitaasti.

Piirturi pidetdin kdynnissi, kunnes niytteessi olevien alifaattisten alkoholien TMSE on eluoitunut taydel-
lisesti. Perusviivan on koko ajan oltava 5.4.1.2 kohdan vaatimusten mukainen.

Piikkien tunnistaminen

Yksittdiset piikit tunnistetaan retentioaikojen perusteella ja vertaamalla alifaattisten alkoholien TMSE-
seokseen, joka on mairitetty samoissa olosuhteissa.

Kuva 1 esittdd neitsytoliividljyn alkoholifraktion kromatogrammia.
Kvantitatiivinen arviointi
1-eikosanolin ja C,, — C,4 alifaattisten alkoholien piikkien pinta-alat lasketaan integraattorilla.

Lasketaan kunkin alifaattisen alkoholin pitoisuus milligrammoina 100 g:ssa rasvaa tai 6ljya seuraavasti:

A, -m - 100

A 'm

x-alcoholi =

jossa:

A, = x-alkoholin piikin pinta-ala nelidmillimetreina;

X

A, = 1-eikosanolin piikin pinta-ala neliomillimetreini;
m, = lisityn 1-eikosanolin massa milligrammoina;
m = ndytteen massa grammoirfa.
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6 TULOSTEN ESITTAMINEN

Ilmoitetaan yksittiisten alifaattisten alkoholien pitoisuudet milligrammoina 100 g:ssa 0ljya tai rasvaa seki
pitoisuuksien summa alifaattisten alkoholien yhteenlaskettuna mairana.

LISAYS

Kaasun lineaarinopenden madrittiminen

Kaasukromatografialaitteisto siidetdin tavallisia kiyttdolosuhteita varten ja injektoidaan 1-3 ml metaania (tai
propaania) seki mitataan aika, jonka kuluessa kaasu kulkee kolonnin lipi, injektointihetkesti piikin
muodostumiseen (ty).

Lineaarinopeus (cm/s) saadaan kaavasta L/ty;, missd L on kolonnin pituus senttimetreini ja t,; on mitattu aika,

s 311 L»J.L—Ju

Kuva 1: Neitsvtoliividljvn alkoholitraktion kromutogramni

I = eikosanoli 5 = pentakosanol
2 = dokosanoli 6 = heksakosunoli
3 = trikosanoli 7 = heplakosanoli

4 = tetrakosanoli & = okakosanoli
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42
43
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4.5

4.6
4.7
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LIITEV

STEROLIEN RAKENTEEN JA PITOISUUDEN MAARITTAM.I.NEN
KAPILLAARIKAASUKROMATOGRAFISELLA MENETELMALLA
TARKOITUS
Tilli menetelmalld voidaan maarittad yksittiisten sterolien mairit ja niiden kokonaismiiri rasvoissa ja
oljyissi.
PERIAATE

Rasva tai 6ljy, johon on lisitty a-kolestanoli sisdiseksi standardiksi, saippuoidaan kaliumhydroksidin
etanoliliuoksella ja saippuoitumaton aines uutetaan etyylieetterilli. Sterolifraktio erotetaan saippuoitumat-
tomasta uutteesta ohutkerroskromatografialla kiyttden emaksisti silikageelilevyi. Silikageelisti saadut
sterolit muutetaan trimetyylisilyylieettereiksi ja miaritetdin kapillaarikaasukromatografialla.
VALINEISTO

Pullo, 250 ml, jossa on hiokset ja palautusjizhdytin.

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 (1540 um), halkaisija noin 2 cm ja korkeus noin 5
cm ja jossa on liitinti tyhjidsuodatustz varten seka koirashios 12/21.

Tyhjidimupullo, 50 ml, jossa on naarashios 12/21, joka sopii suodatinsuppiloon (3.7).
Koeputki, 10 m], jossa on kartiomainen pohja ja ilmatiivis tulppa.

Kaasukromatografl, johon sopii kapillaarikolonni ja johon kuuluu virtauksenjakojirjestelmi, jonka osat
ovat:

Termostaattisaatoinen kolonniuuni, joka sailyttad halutun lampétilan noin = 1 °C:n tarkkuudella;
Hoyrystimisyksikkd, jonka limpétilaa voi sdatai ja jonka hoyrystimisosa on persilanoitua lasia;
Liekki-ionisaatiodetektori ja muuntajavahvistin;

Integraattori-piirturi, joka sopii kaytettaviksi muuntajavahvistimen kanssa.

Lasinen tai kvartsilasinen kapillaarikolonni, jonka pituus on 20-30 m ja sisihalkaisija 0,25-0,32 mm ja jonka
sisapinta on paallystetty nesteella SE-52 tai SE-54 tai vastaavalla siten, etta nestekerroksen paksuus on
0,10-0,30 mm.

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

REAGENSSIT

Kaliumhydroksidin noin 2 N etanoliliuos: 130 g kaliumhydroksidia (vihintdin 85-prosenttista) liuotetaan
200 mlaan tislattua vetti samalla jadhdyttien ja lisitadn etanolia niin, ettd liuosta on yksi litra. Liuosta
sailytetddn tiiviisti suljetuissa, tummasta lasista valmistetuissa pulloissa (etanoh 95 % V/V).

Etyylieetteri, analyysilaatua.
Vedeton natriumsulfaatti, analyysilaatua.

Silikageelilli paillystetyt lasilevyt, paksuudeltaan 0,25 mm, ilman fluoresenssi-indikaattoria (voidaan ostaa
kayttdvalmiina).

Kaliumhydroksidin 0,2 N etanoliliuos: liuotetaan 13 g kaliumhydroksidia 20 ml:aan tislattua vettd ja
lisitdn 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).
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4.9 Etyylieetteri, kromatografiaa varten (5.2.2).
4.10 Puhdas kloroformi, analyysilaatua (5.2.2).
411  Ohutkerroskromatografian vertailuliuos: 5-prosenttinen kolesterolin tai fytosterolin kloroformiliuos.

4.12  2,7-dikloorifluoreseiini, 0,2-prosenttinen etanoliliuos. Liuos tehddin lievdsti emaksiseksi lisaamalla
muutama tippa kaliumhydroksidin 2 N alkoholiliuosta.

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

4.16  Sterolien trimetyylisilyylieettereiden standardiliuokset. Ne valmistetaan vasta kiyttohetkelli steroleista,
jotka saadaan niitd sisdltivistd 6ljyisti.

417  o-kolestanoli 0,2-prosenttisena (m/V) kloroformiliuoksena (sisiinen standardi).
4.18  Kantajakaasut: vety tai helium, kaasukromatografista laatua.

419  Apukaasut: vety tai helium, kaasukromatografista laatua.

5 MENETTELY
5.1 Saippuoitumattomien aineiden esikisittely

5.1.1 250 mln pulloon lisitdian 500 ml:n mikroruiskulla sellainen tilavuusmaira 0,2-prosenttista a-kolestanolin
kloroformiliuosta (4.17) jonka siséltdma a-kolestanolin miird on noin 10 % sterolin miiristi siini osaniyt-
teessa, joka on pullossa madritettivind. Esimerkiksi 5 gramman oliividljyniytteeseen lisatddn 500 pl 0,2-
prosenttista a-kolestanoliliuosta, ja jos niytteeni on siemendljyi tai uutettua oliivioljya, lisitaan 1 500 ul
a-kolestanolia.

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

Eliin-tai kasvirasvat ja -6ljyt, jotka sisiltavit paljon kolesterolia, voivat tuottaa piikin, jonka retentioaika on
sama kuin kolestanolin. Jos kiy niin, sterolifraktio on miiritettavd kahdesti niin, etti toisella kertaa
kiytetdin sisaisti standardia ja toisella ei.

5.1.2  Lisatdan 50 ml kaliumhydroksidin 2 N etanoliliuosta, kiynnistetdin palautusjizhdytin ja kuumennetaan
vesihauteessa hiljalleen kiehuvaksi koko ajan voimakkaasti sekoittaen, kunnes saippuoituminen on
tapahtunut (livos kirkastuu). Kuumentamista jatketaan vield 20 minuuttia, sitten lisitdin 50 ml tislattua
vettd jidhdyttimen ylapiista, irrotetaan jiihdytin ja jizhdytetiin pullo noin 30 °C:n limpétilaan.

5.1.3  Pullon sisiltima seos siirretain kvantitatiivisesti 500 ml:n erotussuppiloon kiyttaen huuhteena yhteensa
noin 50 ml tislattua vetti. Lisatain noin 80 ml etyylieetterid, ravistetaan voimakkaasti noin 30 sekunnin ajan
ja annetaan seisti niin, etta kerrokset erottuvat (Huom. 1).

Pohjalla oleva vesifaasi siirretiin toiseen erotussuppiloon. Vesifaasi uutetaan vieli kaksi kertaa samalla
tavoin kiyttien 60-70 ml etyylieetteria kummallakin kerralla.

5.1.4  Kaikki eetteriuutteet yhdistetdan yhteen erotussuppiloon ja pestiin tislatulla vedelld (50 ml kerralla),
kunnes pesuvesi on neutraalia.

Kun pesuvesi on poistettu, eetteriuutteet kuivataan vedettomalla natriumsulfaatilla, suodatetaan vedet-
témin natriumsulfaatin lipi etukiteen punnittuun 250 mkn pulloon ja pestiin suppilo ja suodatin pienilla
miirilla etyylieetteria.

5.1.5 Eetterid haihdutetaan niin, etti siti on ainoastaan muutama millilitra, jiinnés kuivataan sitten pienessi
alipaineessa tai typpivirrassa ja lopuksi kuivataan limpdokaapissa, jonka limpétila on 100 °C, noin 15
minuutin ajan, jadnnos jiihdytetiin eksikkaattorissa ja punnitaan.

5.2 Sterolifraktion erottaminen

5.2.1 Emiksisten levyjen valmistelu: upotetaan silikageelilevyt (4.4) kokonaan kaliumhydroksidin 0,2 N
etanoliliuokseen (4.5) kymmeneksi sekunniksi, minki jilkeen niiden annetaan kuivua kaksi tuntia
vetokaapissa ja lopuksi yksi tunti 100 °C:ssa limpokaapissa.

Kun levyt on otettu limpokaapista, niitd siilytetdan kalsiumkloridia sisiltivissi eksikkaattorissa kiyt-
tohetkeen saakka (niin kisitellyt levyt on kiytettavi 15 piivin kuluessa).

Huom. 2 Kun sterolifraktion erottamiseen kiytetiin emiksisia silikageelilevyjs, ei ole tarpeen kisitelld saippuoitumat-
tomia aineita alumiinioksidilla. Niin kaikki happamat aineet (rasvahapot ja muut hapot) jaivit lihtoviivalle.
Sterolivydhyke erottuu selvisti alifaattisten ja terpeenisten alkoholien vyohykkeesti.
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5.4.1.1

5.4.1.2

Bentseeni-asetoniseosta (95:5, V/V) kaadetaan kehitysastiaan niin, etti siti on noin 1 cm. Vaihtoehtoisesti
voidaan kiyttii heksaani-etyylieetteriseosta (65:35, V/V). Kehitysastia suljetaan sopivalla kannella ja
annetaan seisti avaamatta vihintiin puoli tuntia, jotta syntyy neste-hdyrytasapaino. Astian sisiseinille
voidaan kiinnittii suodatinpaperisuikaleita, jotka ulottuvat eluointiaineeseen. Timi lyhentai kehitysaikaa
lhes kolmanneksella ja aineosat eluoituvat tasaisemmin.

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

Saippuoitumattomista aineista (5.1.5) valmistetaan noin 5-prosenttinen kloroformiliuos, jota levitetiin 0,3
ml kromatografialevylle (5.2.1) mahdollisimman ohuena ja tasaisena nauhana 100 mkn mikroruiskulla noin
2 cmin piihin levyn reunasta. Asetetaan 2-3 ml sterolien vertailuliuosta (4.11) lihtéviivan tasalle levyn
reunaan niin etti sterolivyéhyke voidaan tunnistaa kehityksen jilkeen.

Levy asetetaan kehitysastiaan, joka on valmisteltu 5.2.2 kohdan ohjeiden mukaan. Ympiriston limpétilan
on oltava 15-20 °C. Astian kansi suljetaan heti ja annetaan levyn eluoitua, kunnes livotinrintama on
siirtynyt noin 1 cm:n paihin levyn ylireunasta. Levy otetaan kehitysastiasta ja liuotin haihdutetaan
kuumassa ilmavirrassa tai panemalla levy joksikin aikaa vetokaappiin.

Levylle suihkutetaan ohuelti ja tasaisesti 2,7-dikloorifluoreseiiniliuosta. Sterolivyshyke voidaan tunnistaa
ultraviolettivalossa siit, etti se on samassa kohdassa kuin vertailuliuoksen vyshyke. Vyshykkeen iriviivat
merkitaan mustalla kynilla fluoresenssin rajoja seuraten.

Silikageelikerros raaputetaan rajatulta alueelta metallilastalla. Saatu aines hienonnetaan, siirretiin
suodatinsuppiloon (3.7), lisatain 10 ml kuumaa kloroformia, sekoitetaan huolellisesti metallilastalla ja
suodatetaan suodatinsuppiloon liitettyyn pulloon (3.8) tyhjislla.

Suppiloon jiinyt aines pestain kolme kertaa noin 10 ml:la etyylieetterid, ja suodos keritiin suodatinsup-
piloon liitettyyn pulloon. Suodosta haihdutetaan, kunnes sen tilavuus on noin 4-5 ml ja jainnésliuos
kaadetaan etukiteen punnittuun 10 ml:n koeputkeen (3.9). Liuosta kuivataan alhaisella limmolli kevyessi
typpivirrassa; jiinnos liuotetaan muutamaan tippaan asétonia, kuivataan jilleen ja pidetain kymmenisen
minuuttia 105 °C:ssa limpokaapissa, jidhdytetdin eksikkaattorissa ja punnitaan.

Koeputkessa oleva jiannés sisiltii sterolifraktion.
Trimetyylisilyylieettereiden valmistus

Koeputkessa  olevaan  sterolifraktioon  lisitian  silylointireagenssia, jossa on  pyridiinia,
heksametyylidisilatsaania ja trimetyylikloorisilaania tilavuussuhteessa 9:3:1 (Huom. 4), 50 ml jokaista
koeputkessa olevaa sterolimilligrammaa kohti niin, etti kosteutta el pidse mukaan (Huom. 5).

Huom. 4 Kiyttovalmiita liuoksia on kaupallisesti saatavana; lisiksi muita silylointireagensseja, kuten esim. bis-
trimetyylisilyylitrifluoriasetamidi + 1 % trimetyylikloorisilaania; reagenssi laimennetaan samalla miirilld
vedetdnti pyridiinid.

Koeputki suljetaan tulpalla, ravistetaan varovasti (el ylosalaisin), kunnes sterolit ovat tiysin liuenneet.
Annetaan seisti vahintdin 15 minuuttia huoneenlimmossi ja sentrifugoidaan sitten muutaman minuutin
ajan; kirkas liuos on nyt valmis kaasukromatografista maaritysti varten.

Huom. 5 Lievi sameus on tavallista eiki ole haitaksi. Valkoiset hiutaleet tai vaaleanpunaiseksi virjiytyminen ovat
merkkeji kosteudesta tai reagenssien muuttumisesta. Jos niitd ilmenee, koe on uusittava.

Kaasukromatografinen miiritys
Esivalmistelut ja kolonnin valmistelu

Kapillaarikolonni asennetaan kaasukromatografialaitteistoon niin, etti kolonnin alkupii kiinnitetdin
hoyrystimeen, joka on liitetty virtauksenjakojirjestelmiin, ja kolonnin loppupii kiinnitetadn detektoriin.

Tarkistetaan kaasukromatografisten laitteiden toiminta (kaasuliitinnin tiiviys, detektorin, virtauk-
senjakojirjestelmin ja piirturin toimivuus, jne.)

Jos kapillaarikolonnia ei ole aikaisemmin kéytetty, se on ensin valmisteltava kdyttdon. Pieni miiri kaasua
johdetaan kolonnin lipi, kiynnistetiin kaasukromatografi ja aloitetaan asteittainen limmittiminen, jota
jatketaan, kunnes limpétila on kohonnut vihintdan 20 °C korkeammaksi kuin kiytt6limpétila (Huom. 6).
Korkeaa limpétilaa pidetadn ylli vihintdin kaksi tuntia, mink3 jilkeen kromatografialaitteisto saatetaan
kiyttévalmiiksi (kaasuvirran ja erotuksen sditd, liekinsytytys, elektronisen piirturin kytkeminen, uunin
limpatilan sddté kolonnia varten, detektorin ja injektorin sddtd, jne.) ja signaalia rekister6iddin herk-
kyydelld, joka on vahintiin kaksi kertaa niin suuri kuin mairityksessi kiytettivi. Saadun perusviivan on
oltava suora, eiki siini saa olla minkaanlaisia piikkeja eiki siirtymii mihinkiin suuntaan.

Jos ilmenee negatiivista suoraviivaista siirtymai, se on merkki kolonnin liitintdjen vuodosta, ja jos ilmenee
positiivista siirtymii, se johtuu kolonnin riittimittomasta valmistelusta.

Huom. 6 Esivalmistelulimpétilan on aina oltava vihintddn 20 °C alempi kuin kiytetyn stationidrifaasin korkein
lampétila.

Toimintaolosuhteiden valinta
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Kiyttdolosuhteiden ohjearvot ovat seuraavat:

— kolonnin limpétila: 260 + 5 °C,

— héyrystimen limpétila: 280 °C,

— detektorin limpaotila: 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 vahimmaisvaimennus,

— rekisterointiherkkyys: 1~2 mV tiydesti asteikosta,

— paperin nopeus: 30-60 cm/h,

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

Niitd olosuhteita voidaan muuttaa kolonnin ja kaasukromatografin ominaisuuksien mukaan niin, etti
saadaan seuraavat vaatimukset tiyttivi kromatogrammi:

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

— kampesterolin piikki: oliiviljylle (pitoisuus keskimairin 3 %) 15 + 5 % tiydesti asteikosta, soijadljylle
(pitoisuus keskimairin 20 %) 80 + 10 % tdydestd asteikosta,

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

Miiritys

Imetiin 10 mln mikroruiskuun 1 ml heksaania, sitten 0,5 ml ilmaa ja timin jilkeen 0,5 ml-1 ml

niytelivosta; lopuksi minnilli vedetiin vieldi neula tyhjiksi. Neula tyonnetiin septumin lifi

injektiopesiin ja 1-2 sekunnin kuluttua seos injektoidaan nopeasti, odotetaan noin viisi sekuntia, jonka
jilkeen neula vedetiin pois hitaasti.

Rekisterointii jatketaan, kunnes niytteessi olevien sterolien TMSE on kokonaan eluoitunut.

Perusviivan on koko ajan oltava 5.4.1.2 kohdan vaatimusten mukainen.

Piikkien tunnistaminen

Yksittdiset piikit tunnistetaan niiden retentioajan perusteella seki vertaamalla sterolien TMSE-seokseen,
joka on miiritetty samoissa olosuhteissa.

Sterolit eluoituvat seuraavassa jirjestyksessi: kolesteroli, brassikasteroli, 24-metyleenikolesteroli,
kampestroli, kampestanoli, stigmasteroli, A7-kampesteroli, A5,23-stigmastadienoli, klerosteroli,
-sitosteroli, sitostanoli, A5-avenasteroli, A5,24-stigmastadienoli, A7-sigmastenoli, A7-avenasteroli.
Sitosterolin retentioajat SE-52- ja SE-54-kolonneille on esitetty taulukossa 1.

Kuvat 1 ja 2 esittévit erdiden oljyjen tyypillisii kromatogrammeja.

Kvantitatiivinen arviointi

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

Lasketaan yksittiisten sterolien pitoisuus milligrammoina 100 g:ssa rasvaa tai 6}jyi seuraavasta kaavasta:

A, m, 100

A;-m

x-steroli =

jossa:

A, = x-sterolin piikin pinta-ala neliémillimetrein;

A, = a-kolestanolin piikin pinta-ala nelidmillimetreini;
m, = lisityn a-kolestanolin massa milligrammoina;

m = madiritykseen kiytetyn niytteen massa grammoina.
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6 TULOSTEN ESITTAMINEN

6.1 Ilmoitetaan yksittaisten sterolien pitoisuus milligrammoina 100 g:ssa rasvaa tai 6ljya ja niiden pitoisuuksien
summa, “kokonaissterolimaara”.

6.2 Lasketaan yksittaisen sterolin prosenttiosuus siti vastaavan piikin suhteellisena osuutena kaikkien
sterolipiikkien yhteenlasketusta pinta-alasta.

A

x-sterolin prosenttiosuus = — - 100
ZA
Jossa:
A, = x:n piikin pinta-ala;

ZA = kaikkien sterolien piikkien yhteenlaskettu pinta-ala.

LISAYS

Kaasun lineaarinopeunden madrittiminen

Kaasukromatografialaitteisto saadetiin tavallisia kdyttoolosuhteita vastaavaksi, injektoidaan 1-3 ml metaania (tai
propaania) ja mitataan aika, jonka kuluessa kaasu kulkee kolonnin lipi, injektointihetkesti piikin muodostumiseen

(tar)-
Lineaarinopeus cm/s saadaan kaavasta L/ty;, jossa L on kolonnin pituus senttimetreini 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-388-oli 0,67 0,63
2 kolestanoli 5a-kolestan-33-oli 0,68 0,64
3 brassikasteroli [24S1-24-metyyli-A-5,22-kolestadien-3£- 0,73 0,71
oli
4 24-metyleenikolesteroli 24-metyleeni-A-5,24-kolestadien-38-oli 0,82 0,80
5 kampestroli [24R]-24-metyyli-A-5-kolesten-3£-oli 0,83 0,81
6 kampestanoli [24R]-24-metyyli-kolestan-388-oli 0,85 0,82
7 stigmasteroli [24S]-24-etyyli-A-5,22-kolestadien-38-oli 0,88 0,87
8 A-7-kampesteroli [24R]-24-metyyli-A-7-kolesten-38-oli 0,93 0,92
9 A-5,23 stigmastadienoli [24R,S]-24-etyyli-A-5,23-kolestadien-38- 0,95 0,95
oli
10 klerosteroli [24S]-24-etyyli-A-5,25-kolestadien-3£-oli 0,96 0,96
11 -sitosteroli [24R]-24-etyyli-A-5-kolestan-3f-oli 1,00 1,00
12 sitostanoli 24-etyyli-kolestan-3£-oli 1,02 1,02
13 A-5-avenasteroli [24Z]-24-etyylideeni-5-kolesten-38-oli 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienoli [24R,S]-24-etyyli-A-5,24-kolestadien-3f- 1,08 1,08
oli
15 A-7-stigmastenoli [24R,S]-24-etyyli-A-7,24-kolestadien-383- 1,12 1,12
oli
16 A-7-avenasteroli [24Z)-24-etyylideeni-A-7-kolesten-38-oli 1,16 1,16
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Kuva 2

Puldistetun olitvidljva sterolifraktion kaasukromaiogrammi

1
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LIITE VI

ERYTRODIOLI- JA UVAOLIPITOISUUDEN MAARITTAMINEN

JOHDANTO

Erytrodioli, jolla yleensi tarkoitetaan dioleja erytrodioli ja uvaoli yhdessi, on joillekin rasvoille ja 6ljyille
tyypillinen saippuoitumattoman osan aine. Sen pitoisuus on selvisti kohonnut uutetussa oliivioljyssi;
puristetussa oliividljyssi ja rypilesiemen6ljyssi sitd on vihin, joten sen esiintyminen voi olla merkki siiti,
etti joukkoon on lisitty uutettua oliividljya.

TARKOITUS

Tilli menetelmilld voidaan miirittdi rasvan tai Sljyn erytrodiolipitoisuus.

PERIAATE

Rasva tai 6ljy saippuoidaan kaliumhydroksidin etanoliliuoksella. Saippuoitumaton osa uutetaan
etyylieetterilld ja puhdistetaan johtamalla se alumiinioksidikolonnin lipi, minki jilkeen saippuoitumat-
tomat aineet erotetaan silikageelilevyilli ohutkerroskromatografialla. Tillin steroli- ja erytro-
diolifraktiovyohykkeet erottuvat.

Levylti saadut sterolit ja erytrodioli muutetaan trimetyylisilyylieettereiksi ja miiritetiin kaasukro-
matografialla.

Tulos ilmoitetaan erytrodiolin prosenttiosuutena erytrodiolin ja sterolien seoksesta.

VALINEISTO

Sama kuin liitteessa V (Sterolien miiritys).

REAGENSSIT
Samat kuin liitteessi V (Sterolien miiritys).

Vertailuliuoksena erytrodiolin 0,5-prosenttinen kloroformiliuos.

SUORITUS

Saippuoitumattoman osan esikisittely.

Kuten liitteessd V olevassa 5.1.2 kohdassa.

Erytrodiolin ja sterolien erottaminen.

Ks. menettely liitteessa V olevassa 5.2.1 kohdassa.

Ks. sama menettely liitteessi V olevassa 5.2.2 kohdassa.

Valmistetaan saippuoitumattomasta aineksesta 5-prosenttinen kloroformiliuos.

Levitetiin 0,3 ml liuosta mahdollisimman ohueksi ja tasaiseksi viivaksi 0,1 ml:n mikroruiskulla noin 1,5
cm:n paihan levyn alareunasta. Asetetaan muutama mikrolitra erytrodioli- ja kolesteroliliuosta vertailua
varten levyn rernaan.

Asetetaan levy kehitysastiaan, joka on esikisitelty kuten 5.2.1 kohdassa. Ympiriston limpétilan on oltava
noin 20 °C. Astia suljetaan heti kannella ja annetaan eluoitua, kunnes liuotinrintama on noussut noin 1
cm:n piihin levyn ylireunasta. Levy otetaan kehitysastiasta ja liuotin haihdutetaan kuumassa ilmavir-
rassa.

Levylle suihkutetaan tasaisesti 2,7-dikloorifluoreseiinilivosta. Kun levyi tarkastellaan ultraviolet-
tivalossa, sterolin ja erytrodiolin vyohykkeet voidaan tunnistaa kohdistamalla ne vertailuliuoksen
vydhykkeisiin. Vyohykkeet merkitdin pisteelld, joka on juuri fluoresenssialueen reunojen ulkopuolella.

Silikageeli raaputetaan levysti irti metallilastalla merkityn alueen kohdalta. Irrotettu aines pannaan 50
ml:n pulloon. Lisatain 15 ml kuumaa kloroformia, ravistetaan hyvin ja suodatetaan suppilon lipi, jossa on
huokoinen suodatin, johon silikageeli jai. Pestain kolme kertaa kuumalla kloroformilla (noin 10 ml
kerralla) ja kerdtidin suodos 100 ml:n pulloon. Suodosta haihdutetaan, kunnes siti on 4-5 ml, siirretiin se
punnittuun, kartiomaisella pohjalla varustettuun 10 mln sentrifugiputkeen, kuivatetaan typpivirrassa
miedolla limmélli ja punnitaan.
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5.3

5.4

Trimetyylisilyylieetterien valmistus
Kuten liitteessa V olevassa 5.3 kohdassa.
Kaasukromatografinen miiritys
Kuten liitteessi V olevassa 5.4 kohdassa.

Kaasukromatografisen madirityksen olosuhteiden on oltava sellaiset, etti ne tdyttavat sterolien
madritysvaatimukset ja ettd lisaksi erytrodiolin ja uvaolin TMSE:t erottuvat.

Kun niyte on injektoitu, rekisterdintia jatketaan, kunnes niytteessi olevat sterolit, erytrodioli ja uvaoli
ovat kokonaan eluoituneet. Tamin jilkeen tunnistetaan piikit (erytrodiolin ja uvaolin retentioajat ovat
noin 1,45 ja 1,55 suhteessa f§-sitosteroliin) ja piikkien pinta-alat lasketaan kuten steroleille.

TULOSTEN ESITTAMINEN
. A +A,
Erytrodioli % = —————— x 100
Al + A’z + ZAsleroli[
Jossa:
A, = erytrodiolin piikin pinta-ala neliomillimetreini;
A, = uvaolin piikin pinta-ala nelidmillimetreins;
SA e = sterolien piikkien yhteenlaskettu pinta-ala neliomillimetreini;

Tulos ilmoitetaan yhden desimaalin tarkkuudella.
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4.1
4.2
43
44
45
46
47

4.8
4.9
4.10
4.11
4.12
4.13

4.14

4.16
4.17
4.18

4.19

4.20

LIITE VII

TRIGLYSERIDIN 2-ASEMASSA OLEVIEN TYYDYTTYNEIDEN RASVAHAPPOJEN
MAARITTAMINEN

TARKOITUS

Tima standardi kuvaa menetelman, jolla miiritetdan sellaiset rasvojen ja Sljyjen rasvahapot, jotka ovat
esterdityneet glyserolin 2-hiileen (keskimmaiinen).

SOVELTAMISALA

Titi menetelmii voidaan kiyteii tutkittaessa 6ljyja tai rasvoja, joiden sulamispiste on alle 45 °C, miki
johtuu haimalipaasin vaikutuksen erityispiirteistd.

Tami menetelmi el sovellu varauksetta sellaisten rasvojen tai 6ljyjen mairitykseen, joiden rasvahapot
sisiltivat runsaasti enintain 12 hiiliatomia sisiltivid rasvahappoja (kookosdljy ja palmunydinéljy,
voirasva), voimakkaasti tyydyttymattdmien rasvahappojen mairitykseen (kaksoissidoksia on enemmin
kuin nelji) tai rasvahappojen mairitykseen, jotka sisiltdvit vahintdin 20 hiiliatomia (kalojen ja
merieldinten 6ljyt), eikd sellaisten rasvahappojen midritykseen, jotka sisiltivit muita happipitoisia
ryhmii kuin happoryhmin.

PERIAATE

Rasva tai 6ljy neutraloidaan tarvittaessa liuottimessa. Rasva tai 6ljy puhdistetaan johtamalla se
alumiinioksidikolonnin lipi. Triglyseridit hydrolysoidaan osittain haimalipaasin avulla miiriajassa.
Muodostuneet monoglyseridit erotetaan ohutkerroskromatografialla ja esterdidiin metanolilla.
Syntyneet metyyliesterit mairitetdin kaasunestekromatografialla.

VALINEISTO

Pullo, 100 ml.

Pullo, 25 ml, jossa hios.

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

Dekantterilasi, 50 ml.

Erotussuppilo, 500 ml.

Lasikolonni kromatografiaa varten (sisihalkaisija 13 mm, pituus 400 mm), varustettuna sintterilasilevylli
ja hanalla.

Sentrifugiputki, 10 ml, jossa hiottu lasitulppa.

Byretti, 5 ml, jakovili 0,05 ml.

Injektioruisku, 1 ml, jossa ohut neula.

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

Levitin ohutkerroskromatografiaa varten.

Lasilevyji (20 x 20 cm) ohutkerroskromatografiaa varten.

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

Sumutin ohutkerroskromatografiaa varten.

Uuni, jonka limpétila on siddetty 103 + 2 °Cseen.

Termostaatti, jota voidaan saitai 3045 °C:seen ja jonka tarkkuus on 0,5 °C.
Kiertohaihdutin.

Sihkokiyttdinen viriseva ravistin, joka pystyy sekoittamaan voimakkaasti sentrifugiputkea.

Ultraviolettivalo levyjen tarkastelua varten.

Lipaasin aktiivisunden mittaamiseksi:

4.21

pH-mittari.
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4.22
4.23

4.24

Spiraalisekoitin.
Byretti, 5 ml.
Sekuntikello.

Lipaasin mahdollista valmistusta varten:

4.25

Laboratoriosekoitin, joka soveltuu heterogeenisten aineiden dispergointiin ja sekoittamiseen.

REAGENSSIT

n-heksaani tai sen puuttuessa petrolieetteri (kiechumispiste 30-50 °C), kromatografista laatua.
2-propanoli (tai etanoli), 95 % (V/V), analyysilaatua.

2-propanoli (tai etanoli), 1:1 vesiliuos.

Dietyylieetteri, joka ei sisilli peroksideja.

Asetoni.

Muurahaishappo, vahintdin 98 % (m/m).

Kehitysliuos: n-heksaania (5.1), dietyylieetterii (5.4) ja muurahaishappoa (5.6) suhteessa 70:30:1 (V/V/V).
Alumiinioksidi, aktivoitu, kromatografiaa varten, nevutraalia, Brockmann I-laatua.
Piidioksidijauhe, jossa sidosaine, ohutkerroskromatografiaan soveltuvaa laatua.
Haimalipaasi, sopivaa laatua (Huomautukset 1 ja 2).

Natriumhydroksidi, 120 g/l vesiliuos.

Suolahappo, 6 N vesiliuos.

Kalsiumkloridi (CaCl,), 220 g/1 vesiliuos.

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

Puskuriliuos: lisitain suolahappoa (5.12) tri-hydroksimetyyliaminometaanin 1 M vesiliuokseen, kunnes
pH on 8 (tarkistetaan potentiometrills).

Fenoliftaleiiniliuos (10 g/1) 95 % (V/V) etanolissa.

2,7-dikloorifluoreseiiniliuos (2 g/1) 95 % (V/V) etanolissa, joka tehddin lievisti emaksiseksi lisiimilld
yksi tippa 1 N natriumhydroksidiliuosta 100 ml:aa kohti.

Lipaasin aktivvisunden maarittimiseksi:

6.1

Neutraloitua 8ljyi.
Natriumhydroksidi, 0,1 N vesiliuos.
Natriumkolaatti (entsymaattista laatua), 200 g/l vesiliuos.

Arabikumi, 100 g/1 vesiliuos.

NAYTTEEN ESIKASITTELY

Jos niytteen happamuus on alle 3 % liitteen II mukaisesti miiritettyni, nidyte puhdistetaan
alumiinioksidilla suoraan 6.2. kohdan mukaan.

Jos happamuus on yli 3 % liitteen II mukaisesti mairitettynd, niyte neutraloidaan ensin emiksella
livottimen kanssa 6.1. kohdan mukaisesti ja puhdistetaan sitten alumiinioksidilla 6.2. kohdan mukaisesti.

Emdikselli neutraloiminen linottimen kanssa

Pannaan erotussuppiloon (4.6) noin 10 g kisittelematontd 6ljyi ja lisitaan 100 ml heksaania (5.1), 50 ml
2-propanolia (5.2), muutama tippa fenoliftaleiinilivosta (5.16) ja sellainen madrd natrium-
hydroksidiliuosta (5.11), joka vastaa 6ljyn vapaata happamuutta lisittyni 0,3 %:lla.

Ravistetaan voimakkaasti yhden minuutin ajan, lisitdin 50 ml tislattua vettd, ravistetaan uudelleen ja
annetaan seistd.

Kun erottuminen on tapahtunut, pohjalla oleva saippuoitunut kerros poistetaan. Myos vilikerrokset
(liimamaiset ja liukenemattomat aineet) poistetaan. Neutraloidun 6ljyn heksaaniliuos pestiin useilla
perikkiisilli 2-propanolin livoserilli (5.3) kiyttden 25-30 ml kerralla, kunnes fenoliftaleiinin
vaaleanpunainen viri katoaa.
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6.2

8.1

8.2

8.3

10

Poistetaan suurin osa heksaania hoyrystamalld tyhjiossi kayttien kiertohaihdutinta (4.18), kuivatetaan
oljy tyhjidssi 30-40 °C:n limpoétilassa puhtaan typpivirran avulla, kunnes heksaani on kokonaan
hathtunut.

Pubdistaminen alumiinioksidilla

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

Alumiinioksidin annetaan laskeutua tasaiseksi kerroksekst ja liuottimen annetaan valua niin, etti siti on
noin 1-2 mm absorboimisaineen ylipuolella. Pylviiseen kaadetaan varovasti liuos, jossa on 5 g 6ljyi ja 25
ml heksaania (5.1). Kolonnista valuva neste keritdan pySredpohjaiseen pulloon (4.1).

KROMATOGRAFIALEVYJEN ESIKASITTELY

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

Punnitaan 30 g piidioksidijauhetta (5.9) erlenmeyerpulloon (4.4). Lisitiin 60 ml tislattua vetta. Suljetaan
tulpalla ja ravistetaan voimakkaasti yhden minuutin ajan. Siirretdin suspensio valittomasti levittimeen
(4.12) ja levitetdan puhtaille levyille noin 0,25 mm paksu kerros.

Levyji kuivatetaan ilmassa 15 minuuttia ja sitten lampokaapissa (4.16) 103 + 2 °C:ssa tunnin ajan.
Levyt jidhdytetian eksikkaattorissa huoneenlimpdisiksi ennen kiyttda.

Kiyttovalmiita levyji on my6s kaupallisesti saatavana.

SUORITUS
Hydrolyysi haimalipaasin avulla

Punnitaan noin 0,1 g valmista niytetti sentrifugiputkeen (4.8). Jos niyte on kiintedi rasvaa, se liuotetaan
0,2 ml:aan heksaania, jota tarvittaessa limmitetidin hieman.

Putkeen lisitiin 20 ml lipaasia (5.10) ja 2 ml puskuriliuosta (5.15). Ravistetaan hyvin, mutta varovaisesti,
ja lisitian sitten 0,5 ml natriumkolaattiliuosta (5.14) ja 0,2 ml kalsiumkloridiliuosta (5.13). Putki suljetaan
hiotulla tulpalla, ravistetaan varovasti niin, ettd tulppa el paise kastumaan ja asetetaan putki heti
termostaattiin (4.17), jonka ldimpétila on 40 + 0,5 °C. Ravistetaan kisin tasan yhden minuutin ajan. Putki
otetaan termostaatista ja sitd ravistetaan voimakkaasti sihkokayttoisella ravistimella (4.19) tasan kaksi
minuuttia. Jiihdytetdin vilittdmisti juoksevalla vedelld; lisitain 1 ml suolahappoa (5.12) ja 1 ml
dietyylieetteria (5.4). Suljetaan tulpalla ja ravistetaan voimakkaasti sihkokiyttiselli ravistimella.
Annetaan seistd ja poistetaan orgaaninen kerros ruiskulla (4.10) sentrifugoinnin jilkeen, jos se on tarpeen.

Monoglyseridien erottaminen obutkerroskromatografialla

Uute asetetaan kromatografialevylle mikroruiskun (4.11) avulla mahdollisimman ohuena ja tasaisena
kerroksena noin 1,5 cm:n pashin levyn alareunasta, niin kapeana viivana kuin mahdollista. Levy asetetaan
kehitysastiaan (4.14), joka on hyvin kyllistetty, ja annetaan kehittyd kehitysliuoksessa (5.7) noin
20 °C:ssa, kunnes rintama on noussut noin 1 cm:n padhan levyn ylareunasta.

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

Monoglyseridien madrittiminen kaasunestekromatografialla

Raaputetaan lastalla irti vyohyke, joka erottui 8.2 kohdassa (valttien ottamasta mukaan ainesta, joka on
jadnyt lihtéviivalle), ja keritddn se metylointipulloon (4.2).

Raaputettua piidioksidia kisitellddn suoraan menetelmilld, joka on kuvattu liitteessi X B olevassa 4.1
kohdassa siten, ettd monoglyseridit muuttuvat metyyliestereiksi; timin jilkeen esterit tutkitaan
kaasukromatografialla liitteessa X A kuvatulla tavalla.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Lasketaan 2-asemassa olevien rasvahappojen mairi yhden desimaalin tarkkuudella (Huom. 3).

HUOMAUTUKSIA

Huom. 1 Lipaasin aktiivisuuden tarkistaminen.

Valmistetaan 6ljyemulsio sekoittamalla 165 ml arabikumiliuosta (5.21), 15 g jdimurskaa ja 20 ml neutraloitua
6ljyd (5.18) ravistaen sopivalla sekoittimella.

Mitataan 10 ml titi emulsiota dekantterilasiin (4.5), lisdtdin 0,3 ml natriumkolaattilivosta (5.20) ja lopuksi 20
ml tislattua vetti. Lasi asetetaan termostaattiin, jonka limpotila on 37 £0,5 °C (Huom. 4). Upotetaan
pH-mittarin 4.21% elektrodit nesteeseen ja spiraalisekoitin (4.22) kiynnistetiin. Sen jilkeen lisitdin
natriumhydroksidiliuosta (5.19) tipoittain byretin (4.23) avulla, kunnes pH on 8,5.
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Huom. 2

Hunom. 3

Huom. 4

Lisdtdin sopiva mairi lipaasivesisuspensiota (ks. jiljempini). Heti kun pH on 8,3, sekuntikello (4.24) kiyn-
nistetiin ja aloitetaan natriumhydroksidiliuoksen (5.19) tiputtaminen sellaisella nopeudella, etta pH pysyy
koko ajan 8,3:ssa. Emisliuoksen kulutus luetaan joka minuutti.

Havainnot kirjataan Eraaﬁsesti koordinaatistoon, jossa x-akselilla on aika ja y-akselilla on pH:n siilyttimiseen
tarvittavan emisliuoksen miari millilitroina.

Tuloksena pitiisi olla suora.

Edelli mainittu lipaasisuspensio on 1:1 000 (m/m) suspensio vedessi. Jokaista koetta varten olisi kiytettivi
sellainen miiri titd suspensiota, etti emisliuosta kuluu noin 1 ml 4-5 minuutissa.

Tavallisesti tarvitaan noin 1-5 mg jauhetta.

Lipaasiyksikko on se maird entsy{n} 13, joka tarvitaan vapauttamaan 10 mikroekvivalenttia happoa minuutissa.
titv

Niin saadaan kiytetyn jauheen aktiivisuus A, lipaasiyksikkéind mg:aa kohti, kaavasta:
Vx10

m

A

jossa:

V = natriumhydroksidiliuoksen (5.19) kulutus minuutissa suoralta laskettuna
m = jauheniytteen massa milligrammoina.

Lipaasin valmistus.

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

Jashdytetdin 5 kg tuoretta sian hatmaa 0 °C:seen, poistetaan ympirdiva kiintorasva ja kalvot ja jauhetaan
sekoittimessa niin, etti syntyy tahnamainen neste. Tahnaan lisitiin 2,5 | vedetdnti asetonia ja sekoitetaan
sekoittimella (4.25) 4-6 tuntia, minki jilkeen liuos sentrifugoidaan. Jainndstd uutetaan vieli kolme kertaa
samalla tilavuusmairilli asetonia, sitten kakst kertaa asetonin ja dietyylieetterin seoksella 1:1 (V/V) ja kaksi
kertaa dietyylieetterilla.

Jadnnos kuivataan tyhjiossi 48 tuntia, jotta saadaan stabiili jauhe, jota on sailytettivi jidkaapissa.

Kaikissa tapauksissa on suositeltavaa, ettd samasta niytteesti madritetddn aina rasvahappojen kokonaismairi,
koska tulosten tulkintaa helpottaa, kun 2-asemassa olevien happojen mairii voidaan verrata rasvahappojen
kokonaismiiriin.

Kun kiytetdin nestemiistd 6ljyd, hydrolyysin limpotilaksi siddetddn 37 °C. Kun tutkitaan niytettd, se
siidetdin kuitenkin 40 °C:seen, jotta voitaistin tutkia kaikkia rasvoja, joiden sulamispiste on enintiin 45 °C.
.
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LIITE VIII
TRILINOLEIINIPITOISUUDEN MAARITTAMINEN

1 TARKOITUS
Nestemiisten kasvidljyjen triglyseridien koostumuksen mairitys niiden ekvivalenttisen hiilituvun
mukaan suuren erotuskyvyn nestekromatografialla.

Timi standardi kuvaa menetelmin, jolla voidaan erottaa ja maarittaa kvantitatiivisesti triglyseridit
kasviéljyisti niidden moolimassan ja tyydyttymittdmyysasteen muodossa niiden ekvivalenttisen
hiililuvun funktiona (ks. huom. 1).

2 SOVELTAMISALA
Tiami standardi soveltuu kaikkien pitkiketjuisten rasvahappojen triglyserideja sisiltavien kasvidljyjen
miirittimiseen. Menetelmi sopii erityisen hyvin kdytettavaksi, kun on 16ydettiva pienid miiria puoliksi
kuivuvia 6ljyjd (joissa on paljon linolihappoa) kasvioljyistd, joissa oleiinihappo (6]jyhappo) on hallitseva
tyydyttymaton rasvahappo (kuten oliiviéljyssi).

3 PERIAATE
Triglyseridit erotetaan ekvivalenttisen hiililuvun perusteella suuren erotuskyvyn nestekromatografian
(kdinteisfaasin) avulla ja kromatogrammeja tulkitsemalla.

4 VALINEISTO

4.1 Suuren erotuskyvyn nestekromatografialaitteisto, jonka kolonnin lampétilaa voidaan siitii.

4.2 Ruisku 10 ml:n injektioihin.

4.3 Detektori: differentiaalirefraktometri, jolla voidaan maarittaa taitekerroin 10 yksikon tarkkuudella.

4.4 Kolonni: putki ruostumatonta terdsti, pituus 250 mm, sisahalkaisija 4,5 mm, jossa tiytteeni
halkaisijaltaan 5 mm:n piidioksidihiukkasia, joissa on 22-23 % hiilta oktadekyylisilaanin muodossa
(Huom. 2). '

4.5 Piirturi ja/tai integraattori.

5 REAGENSSIT
Reagenssien on oltava analyysipuhtaita ja eluointiliuottimien kaasuttomia (niiti voidaan kiyttdd useita
kertoja ilman etti se vaikuttaa erottumiseen).

5.1 Kloroformi.

5.2 Asetoni.

5.3 Asetonitriili.

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

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

5.6 Vertailutriglyseridit: joko valmiina saatavat triglyseridit, kuten tripalmitiini, trioleiini, jne. (retentioajat
voidaan tillin miarittid graafisesti ekvivalenttisen hiililuvun mukaan), tai kiytetiin soijadljysti saatua
vertailukromatogrammia (ks. huom. 3 ja 4 ja kuvat 1 ja 2).

6 NAYTTEIDEN VALMISTELU
Niytteestd valmistetaan 5-prosenttinen liuos punnitsemalla 0,5 + 0,001 g ndytetta 10 ml:n mittapulloon ja
lisaamilld livotinta (5.5) niin, ettd liuosta on 10 ml.

7 SUORITUS

7.1 Kromatografialaitteisto asetetaan kiyttokuntoon. Ruiskutetaan eluointiliuotinta (5.4) 1,5 ml/mm lait-

teiston puhdistamiseksi. Odotetaan, kunnes piirturin antama perusviiva on suora.

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

Kiytetiin sisiisen normalisoinnin menetelma, toisin sanoin oletetaan, etti eri triglyseridien piikkien
pinta-alojen summa on 100 %.

Lasketaan jokaisen triglyseridin suhteellinen osuus yhden desimaalin tarkkuudella kaavasta:

Huom.1

Huom. 2

Huom. 3

Huom. 4

Triglyseridi % = piikin pinta-ala x 100

piikkien yhteenlaskettu pinta-ala

Eluoitumisjirjestys voidaan miirittii laskemalla ekvivalenttinen hiililuku, joka usein miiritelliin kaavalla
ECN = CN - 2n, jossa CN on hiililuku ja n on kaksoissidosten miiri.

Laskelmaa voidaan tarkentaa ottamalla huomioon kaksoissidosten alkuperi.

Los n,, ny ja ny, ovat oleiinthapon, linolthapon ja linoleenihapon kaksoissidosten mairit, ekvivalenttinen
iililuku voidaan laskea kaavasta:

ECN = CN -d,n, - djn ~ dj,ny,,

jossa olevat kertoimet d_, d, ja d;,, voidaan laskea vertailutriglyseridien avulla. Tissd menetelmissi kiytetyissi
olosuhteissa kaavasta tulee suunnilleen seuraava:

ECN = CN - [2,60 n.] - [2,35 ] - [2,17 ]
Esimerkiksi: Lichrosorb (Merck) RP 18 Art 50333;
Lichrosphere (Merck) 100 CH18 Art 50377 tai vastaava.
On myés mahdollista laskea erotuskyky trioleiinin suhteen usean vertailuglyseridin avulla,
@ =RT/RT’ gejini
kaytedmilli korjattua retentioatkaa RT” = RT - RT |, i

Log a:n kuvaajasta fin funktiona (f on kaksoissidosten lukumiiri) voidaan miidrittid kaikkien
vertailutriglyseridien sisaltaimien rasvahappojen triglyseridien retentioindeksit (ks. kuva 2).

Kolonnin on oltava niin tehokas, etti trilinoleiinin piikki (LLL) erottuu selvisti niiden triglyseridien piikeisti,
joiden retentioajat ovat lihes samat.
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Kuva 1

Soijavljvndviieen kromatogrammi

Monoglyseridit
ja diglyseridit

LLLn

LLL

OLLn
PLLn

C_’__—____’____.z—— oLL

b

& ///_ PLL
—{
ooL
&
POL + StLL

il

PL

000

StoL

P = palmidinibappo St = steariinihappo O = oleiinihappo (dljyhappe) L = linolihappo Ln = linoleenihappo
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Kuva 2

log a:n muuttuminen f:n funktiona (f = kaksoissidosten lukumddré)

StStst
+05
B
o
o
-0 25-
) StStln
0o 4
-025+
| StLnbn
1
~-05 4 :
!
i
I
|
i
. \ LnLnLn
1 .
o RS 2 3 4 s 6 7 8 9

Kaksoissidosten lukumaira

La = lauriinihappe My = myristiinihappe P = palmitinihappo St = steariinibappo O = olciinihappe L = linolihappo Ln = linoleenihappo
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3.1

3.2

33

3.4

4.1

4.2
4.3

5.1

5.2

5.3

5.4

LIITE IX

SPEKTROFOTOMETRINEN MAARITYS

JOHDANTO

Spektrofotometrinen miiritys ultraviolettivalossa antaa tietoa rasvan laadusta, sen siilymisestd ja
muutoksista, joita kisittelyt ovat siini aiheuttaneet.

Tiassi menetelmissi kiytetyilli aallonpituuksilla tapahtuva absorptio johtuu konjugoiduista dieeni-ja
trieenijarjestelmisti. Nima absorptiot ilmaistaan ominaisekstinktiona (ekstinktio, joka tapahtuu tiettyyn
liuottimeen valmistetun 1-prosenttisen rasvaliuoksen 1 cm:n paksuisessa kerroksessa), josta tavallisesti
kiytetaan merkkia K (nimitetiin my6s “ekstinktiokertoimeksi”).

TARKOITUS

Tilld menetelmilld voidaan tutkia rasvoja spektrofotometrisesti ultraviolettivalossa.

PERIAATE

Rasva liuotetaan mairittyyn liuottimeen ja liuoksen ekstinktio mitataan tietylli aallonpituudella kiyttien
vertailuliuoksena puhdasta liuotinta. Yksittiiset ekstinktiot lasketaan spektrofotometrin lukemista.

VALINEISTO

Spektrofotometri, joka mittaa ekstinktion ultraviolettivalossa aallonpituuksilla 220-360 nm, yhden
nanometrin tarkkuudella.

Suorakaiteen muotoisia kvartsikyvetteji kansineen, optinen vili 1 cm. Vedelld tai muulla sopivalla
livottimella tiytettyni kyvettien antamien lukemien ero saa olla enintddn 0,01 ekstinktioyksikksa.

Mittapulloja, 25 ml.

Kromatografiakolonni, joka on 450 mm pitkd ja jonka halkaisija on 35 mm ja jonka poistoputken
halkaisija on noin 10 mm.

REAGENSSIT

Iso-oktaani (2,2,4-trimetyylipentaani), spektrofotometristi laatua: verrattuna tislattuun veteen sen
lipaisysuhteen on oltava vihintain 60 % aallonpituudella 220 nm ja vihintiin 95 % aallonpituudella 250
nm, tai

— sykloheksaani, spektrofotometrista laatua: tislattuun veteen verrattuna sen lipiisysuhteen on oltava
vihintiin 40 % 220 nm:ssi ja vahintdan 95 % 250 nmussd, tai

— jokin muu sopiva liuotin, johon rasva liukenee tiydellisesti (esim. etanoli risiini5ljyi varten).
Emiksisti alumiinioksidia kromatografiakolonnia varten; esikisittely ja tarkistus kuvataan lisiyksessi 1.

n-heksaani, kromatografiaa varten.

MENETTELY

Niytteen tulee olla tiysin homogeenista eiki siind saa olla suspendoituneita epipuhtauksia. Oljyt, jotka
ovat huoneenlimméssi nestemiisid, suodatetaan paperin lipi noin 30 °C:ssa, kiinteit rasvat
homogenoidaan ja suodatetaan limpétilassa, joka ei saa olla yli 10 °C korkeampi kuin niiden sulamispiste.

Punnitaan noin 0,25 g naytettd, joka on esikasitelty edelld kuvatulla tavalla, 25 ml:n mittapulloon, joka
tiytetddn livottimella ja homogenoidaan. Syntyvin liuoksen on oltava tiysin kirkasta. Jos ilmenee
sameutta tai sakkaa, liuos suodatetaan nopeasti paperin lapi.

Kyvetti tiytetadn saadulla liuoksella ja ekstinktiot mitataan sopivalla aallonpituudella 232-276 nm;
kiytetty liuotin toimii vertailuliuoksena.

Saatujen ekstinktioarvojen on oltava 0,1-0,8; jollei tallaisia tuloksia saada, koe on uusittava kiyttien
vahvempia tai laimeampia liuoksia tarpeen mukaan.

Kun on tarpeen maarittid ominaisekstinktio alumiinioksidilla tapahtuvan puhdistamisen jilkeen,
toimitaan seuraavasti: kromatografiakolonniin pannaan 30 g emiksisti alumiinioksidia heksaaniin
suspendoituna, adsorbentin annetaan laskeutua ja ylimairiinen heksaani poistetaan niin, etti siti on noin
1 cm alumiinioksidin paalla.
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6.1

6.2

Al

A12

A2

A21

Liuotetaan 10 g rasvaa homogenoituna ja suodatettuna 5.1 kohdan mukaisest: 100 ml:aan heksaania ja
kaadetaan liuos kolonniin. Eluaatti keritdan talteen ja liuvotin hathdutetaan tyhjidssi alle 25 °Cissa.

Niin saatu rasva kisitelladn vilittomisti 5.2 kohdan mukaisesti.

TULOSTEN ESITTAMINEN
Lasketaan ominaisekstinktiot (ekstinktiokertoimet) eri aallonpituuksilla seuraavasta kaavasta:
E
K, = —
c-s

jossa:

KA= ominaisekstinktio aallonpituudella A;

EA = aallonpituudella A mitattu ekstinktio;

¢ = liuoksen vikevyys g/100 ml;

s = kyvetin paksuus, cm

Tulokset ilmoitetaan kahden desimaalin tarkkuudella.

Oliividljyn spektrofotometrinen mdiiritys ETY:n virallisissa asetuksissa tarkoitetun virallisen
menetelmin mukaan vaatii ominaisekstinktion maarittdmisen iso-oktaaniliuoksessa aallonpituuksilla 232
ja 270 nm ja AK:n laskemisen kaavasta:

AK =K _Eﬁ;‘.‘i&‘f_“
™ 2

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

LISAYS 1

Alumiinioksidin esikdsittely ja sen aktitvisunden tarkistus

Alumiinioksidin esikasittely

Etukiteen 380—400 °C uunissa kolmen tunnin ajan kuivattu alumiinioksidi asetetaan ilmatiiviiseen
astiaan, Tislattua vetti lisitain suhteessa 5 ml/100 g alumiinioksidia, astia suljetaan vilittomisti, siti
ravistetaan useita kertoja ja annetaan sitten seistd vihintdin 12 tuntia ennen kiyttsa.

Alumiinioksidin aktiivisuuden tarkistaminen

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

— 95 % neitsytoliividljyi, jonka ominaisekstinktio on alle 0,18 aallonpituudella 268 nm,

— 5% maapihkinidljyd, joka on kisitelty valkaisumaalla sen puhdistuksen aikana ja jonka
ominaisekstinktio on vihintiin 4 aallonpituudella 268 nm.

Seos johdetaan kolonnin lipi ja jos sen ominaisekstinktio on yli 0,11 aallonpituudella 268 nm,
alumiinioksidi on kelvollista; muutoin sen hydrataatioastetta on lisittava,

LISAYSII

Spektrofotometrin kalibrointi

Laitteisto tulee tarkistaa siinnéllisesti (vdhintiin puolen vuoden vilein), seki aallonpituuksien
vastaavuuden etti lukematarkkuuden suhteen.

Aallonpituuslukema voidaan tarkistaa joko elohopeahdyrylampulla tai sopivien suodattimien avulla.
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A22

Valokennon ja valomonistimen antamat lukemat voidaan tarkistaa seuraavasti: punnitaan 0,2 g
spektrofotometrisesti puhdasta kaliumkromaattia ja livotetaan se 0,05 N kaliumhydroksidiliuokseen
1000 mln mittapulloon niin, ettd livosta on 1000 ml. Mitataan tasan 25 ml titi livosta 500 mln
mittapulloon ja tiytetiin pullo kaliumhydroksidiliuoksella.

Niin saadun liuoksen ekstinktio mitataan aallonpituudella 275 nm ja kiytetiin kaliumhydroksidiliuosta
vertailuliuoksena. Mitatun ekstinktion on oltava 0,200 = 0,005, kun kiytetdin 1 cm:n optista kyvettii.
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LIITEX A

RASVAHAPPOJEN METYYLIESTEREIDEN MAARITTAMINEN KAASUKROMATOGRAFISELLA

2.1

2.2
2.2.1
222
2.3

3.1

311

313
3.1.3.1

MENETELMALLA

SOVELTAMISALA

Timi menetelmi antaa yleisohjeita kaasukromatografian kiyttdon, kun tarkoituksena on miarittii
liitteessi X B kuvatulla menetelmilld saadun rasvahappojen metyyliestereiden seoksen koostumus
kvalitatiivisesti ja kvantitatiivisesti.

Menetelmi ei sovellu polymeroitujen rasvahappojen tutkimiseen.

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

Huom. 1 Vety, jota voidaan kiyttia kantajakaasuna ainoastaan kapillaarikolonneissa, kaksinkertaistaa
miiritysnopeuden, mutta sen kiyttd on vaarallista. Turvalaitteita on kuitenkin saatavana.

Apukaasut

Vety (puhtaus = 99,9 %), ei saa sisaltid orgaanisia epapuhtauksia.
Ilmaa tai happea, el saa sisiltai orgaanisia epapuhtauksia.
Vertailustandardi

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

Monityydyttymittomien rasvahappojen hapettumista on viltettivi.

VALINEISTO

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

Kaasukromatografi

Kaasukromatografissa on oltava seuraavat osat.
Injektiojirjestelmi

Kiytetdan injektiojirjestelmai, joka sopii:

a) tiytettyyn kolonniin, jonka kuollut tilavuus on mahdollisimman pieni (tissi tapauksessa
injektiojirjestelmii tulee voida kuumentaa 20-50 °C kolonnia korkeampaan limpétilaan); tai

b) kapillaarikolonniin, jolloin sen on oltava erityisesti tihan kidyttd6n suunniteltu. Jirjestelmi voi olla
jakajatyyppii tai jakajaton, kolonniin liitetty (on-column) injektori.

Huom. 2 Jos niytteessi on ainoastaan sellaisia rasvahappoja, joissa on vahintidn 16 hiiliatomia, voidaan kiyttdi liik-
uvaa neulainjektoria.

Uuni

Uunin tulee pystyi limmittimain kolonni vihintdin 260 °C:n lampétilaan ja pitimiin se valitussa
limpétilassa 1 °C:n tarkkuudella, jos kyse on tiytetysti kolonnista, ja 0,1 °C:n tarkkuudella, jos kyse on
kapillaarikolonnista. Viimeksimainittu vaatimus on erittéin tirkea, jos kidytetdan kvartsilasiputkea.

Limpotilachjelmoidun laitteen kaytto3 suositellaan kaikissa tapauksissa ja erityisesti rasvahapoille, joissa
on alle 16 hiiliatomia.

Taytetty kolonni

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

a) pituus: 1-3 m. Pitkdketjuisten rasvahappojen (> C) tutkimiseen kiytetiin suhteellisen lyhytti
kolonnia. Tutkittaessa happoja, joissa on 46 hiiliatomia, suositeltava kolonnin pituus on 2 m;

b) sisihalkaisija: 2-4 mm.

Huom. 3 Jos tutkittavana on monityydyttymittomii happoja, joissa on enemmin kuin kolme kaksoissidosta, ne
saattavat hajota kolonnissa, joka on ruostumatonta terasti.
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3.1.3.3

3.1.4.1

3.14.2

3.1.43

3.15
3.2

33

3.4

Huom. 4 Voidaan my®és kiytudd jirjestelmis, jossa on tiytetty kaksoiskolonni.

Tiyte, joka koostuu seuraavista aineista:

a) tukiaine: happopestyd ja silanoitua piimaata tai muuta sopivaa, inerttii tukiainetta, jonka
rackokojakauma on kapea (25 mm:n vaihtelu 125 ja 200 mm:n vililld) niin, etti keskimiiriinen
raekoko on suhteessa kolonnin pituuteen ja sisihalkaisijaan;

b) stationdirifaasi: polyesterityyppinen polaarinen neste (esim. dietyleeniglykolipolysukkinaatti,
butaanidiolipolysukkinaatti, etyleeniglykolipolyadipaatti jne.), syanosilikonit tai jokin muu neste,
joka saa atkaan kromatografisen erottumisen (ks. kohta 4). Stationiirifaasin osuuden on oltava 5-20 %
(m/m) tiytteesti. Joissakin erotteluissa voidaan kiyttdd polaaritonta stationaarifaasia.

Kolonnin valmistelu

Kun kolonni on irrotettu detektorista, uuni kuumennetaan vihitellen 185 °C:seen ja inerttikaasua
johdetaan 20-60 ml minuutissa juuri tiytetyn kolonnin lipi, vihintiin 16 tunnin ajan tissi limpotilassa
ja sitten vield kaksi tuntia 195 °C:ssa.

Kapillaarikolonni

Putki, joka on valmistettu analysoitaville aineille inertisti aineesta (tavallisesti lasista tai kvartsilasista).
Sisahalkaisijan on oltava 0,2-0,8 mm. Sisdpinta on kisiteltiva sopivalla menetelmalli (esim. pintakisittely,
inaktivointi) ennen kuin se piillystetdin stationiarifaasikerroksella. Useimmissa tapauksissa riittivi
pituus on 25 m. '

Stationdirifaasi, paiasiassa polyglykolityyppid (poly(etyleeniglykoli) 20 000], polyesterityyppid
(butaanidiolipolysukkinaatti) tai polaarista polysiloksaanityyppii (syanosilikonit). Kytketyt kolonnit
(kolonniverkot) ovat my®s sopivia.

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

Piillysteen on oltava ohut, 0,1 - 0,2 mm.

Kolonnin kokoaminen ja esivalmistelut

Tavanomaisia varotoimenpiteiti on noudatettava kapillaarikolonnien kokoamisessa, ts. kolonnin sijoit-
telu uuniin (tukirakenteet), liitosten valinta ja asennus (tiiviys), kolonnin piiden liittiminen
injektiojirjestelmiin ja detektoriin (mahdollisimman vihan kuollutta tilaa). Kantajakaasuvirta johdetaan
kolonnin lipi (esimerkiksi 0,3 baaria, 30 kPa, 25 m pitkain kolonniin, jonka sisahalkaisija on 0,3 mm).

Kolonni esilimmitetdin ohjelmoimalla uuni niin, etti limpétila nousee 3 °C minuutissa huoneenlim-
mosti sellaiseen limpétilaan, joka on 10 °C alhaisempi kuin stationiirifaasin hajoamislimpétila. Uuni
pidetain tdssd limpétilassa yhden tunnin ajan, kunnes perusviiva on tasoittunut. Limpétila palautetaan
180 °C:seen ja tyoskentelya jatketaan vakiolimpdtilassa.

Huom. 6 Esivalmisteltuja kolonneja voi my6s ostaa.

Detektori, joka kestii korkeampaa limpétilaa kuin kolonni.
Ruisku

Ruiskun enimmiistilavuuden on oltava 10 ml ja jakovilin 0,1 ml.
Piirturi

Kun piirturin kiyrai kiytetddn mdidritettavin seoksen koostumuksen laskemiseen, tarvitaan elek-
troninen, erittiin tarkka piirturi, joka sopii yhteen muun laitteiston kanssa. Piirturilla on oltava seuraavat
ominaisuudet:

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

b) paperin leveys vihintiin 20 cm;

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

Integraattori tai laskin (valinnainen)

Elektronisen integraattorin tai laskimen avulla tulos voidaan laskea nopeasti ja tarkasti. Sen on annettava
lineaarinen vaste riittavilli herkkyydelld ja perusviivan poikkeaman korjauksen tulee olla rittava.
SUORITUS

Toimenpiteet alakohdissa 4.1-4.3 koskevat liekki-ionisaatiodetektorin kiyttoa.

Vaihtoehtoisesti voidaan kiyttia kaasukromatografista laitetta, jossa on lammonjohtokyvyn ilmaisin
(katarometri). Koeolosuhteita on tilloin muutettava 6 kohdan mukaan.
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4.1
4.1.1

4.1.1.1

4.1.1.2

Koeolosuhteet

Thanteellisten koeolosuhteiden valinta

Taytetty kolonni

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

b

=

stationdirifaasin ominaisuudet ja miiri;
c) kolonnin lampétila;

d) kantajakaasuvirta;

e) tarvittava erotuskyky;

f) niytteen maira, joka on valittava siten, ettid detektori ja elektrometri yhdessi antavat lineaarisen
vasteen;

g) mairityksen kesto.

Taulukoissa 1 ja 2 annetut arvot johtavat yleensi haluttuihin tuloksiin, eli vihintiin 2 000 teoreettista
pohjaa yhti kolonnimetrid kohti metyylistearaatilla, kun se eluoidaan noin 15 minuutissa.

Injektorin limpétilan tulisi olla noin 200 °C ja detektorin limpétilan tulisi olla vihintiin yhti suuri kuin
kolonnin, jos laitteisto antaa sithen mahdollisuuden.

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

Tanlukko 1
Kolonnin sisihalkaisija Kantajakaasun virtausnopeus
(mm) (ml/min)
2 15-25
3 2040
4 40-60
Taulukko 2
Stationiarifaasin pitoisuus Kolonnin limpétila
% (m/m) °C
5 175
10 180
15 185
20 185

Kapillaarikolonni

Kapillaarikolonnien tehokkuus- ja permeabiliteettiominaisuuksien vuoksi aineosien erottuminen ja
miirityksen kesto riippuvat voimakkaasti kantajakaasun virtausnopeudesta kolonnissa. Taman vuoksi
toimintaolosuhteet on valittava titi parametria (eli kolonnin tiytehivioti) muuttamalla sen mukaan,
halutaanko parantaa erotuskykya vai saada tulos nopeasti.

Teoreettisten pohjien miirin (tehokkuuden) ja erotuskyvyn maarittiminen (ks. kuva 1)

Miiritys tehdiin metyylistearaatin ja metyylioleaatin seoksesta, jossa on suunnilleen yhti paljon
molempia (esim. kaakaovoin metyyliestereista).

Naytteen miiri, kolonnin limpétila ja kantajakaasun virtaus valitaan niin, ettd mahdollisimman suuri osa
metyylistearaatin piikistd piirtyy noin 15 minuuttia livottimen piikin jilkeen ja ettdi metyyli-
stearaattipiikki tiyttdd noin kolme neljinnesti koko asteikosta.
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Teoreettisten pohjien miiri n lasketaan kaavasta:
2
dr,
n=16|—

W,

ja erotuskyky R kaavasta:
2A
W, + W,
jossa:
dr, on retentioetdisyys millimetreind, alkaen kromatogrammin alusta metyylistearaattipiikin
huippuun;
W,jaW, ovat metyylistearaatin ja metyylioleaatin piikkien leveydet millimetrein3, mitattuina kohdista,
joissa piikkikidyrin kidnnepisteisiin piirretyt tangentit leikkaavat perusviivan;

A metyylistearaatin ja metyylioleaatin piikkien huippujen vili millimetreini.

Kuva 1

Kromatogrammi teoreettisten pohjien lukumiirin (tehokkuuden) ja erotuskyvyn madrittimiseksi
Linotin
Metyylioleaatti
Metyylistearaatti
1
Ilma . L}
N L )
iy
. 011,
Dy
1) A
d'( et e
5 el

4.2

Alku

Koeolosuhteet on valittava siten, ettd saadaan vihintdin 2 000 teoreettista pohjaa kolonnimetrii kohti
metyylistearaatille ja etti erotuskyky on vihintiin 1,25.

Niytteenotto

Injektoidaan ruiskulla (3.2) kolonniin 0,1 ~ 2 ml metyyliesterien liuosta, joka on valmistettu liitteessi X
B esitetyn menetelmian mukaan.
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4.3

4.4

5.1

5.2

5.2.1

522

5.2.2.1

Jos estereissa ei ole liuottimia, valmistetaan notn 100 mg/mlin livos heptaaniin (kaasukromatografista
laatua) ja injektoidaan 0,1 - 1 ml tata liuosta.

Jos miiritetddn aineosia, joita on vahin, ndytteen maiirai voidaan suurentaa (enintiin kym-
menkertaisekst).

Miiritys
Koeolosuhteiden tulee yleensi olla kohdan 4.1.1 mukaiset.

Alhaisempien kolonnilimpétilojen kidytto on kuitenkin mahdollista, kun miiritetiin rasvahappoja,
joissa on alle 12 hiiliatomia, tai voidaan kiyttid korkeampia lampaotiloja, jos rasvahapoissa on yli 20
hiiliatomia.

Niissi tapauksissa voidaan kiyttda limpétilan ohjelmointia. Esimerkiksi jos niytteessi on rasvahappojen
metyvyliestereiti, joissa on alle 12 hiiliatomia, niyte voidaan injektoida 100 °C:ssa (tai 50-60 °C:ssa, jos
mukana on voihappoa) ja ohjelmoida limpétila nousemaan 4-8 °C/min, kunnes saavutetaan
optimilimpotila. Joissakin tapauksissa menetelmit voidaan yhdistia.

Ohjelmoidun limmityksen jilkeen eluointia jatketaan vakiolimpétilassa, kunnes kaikki aineosat ovat
eluoituneet. Jos laitteen limpotilaa ei voida ohjelmoida, kiytetain kahta limpotilaa, jotka ovat
100-195 °C.

On suositeltavaa tehdi mairitys tarvittaessa kahdessa polaarisuudeltaan erilaisessa faasissa, jotta
varmistutaan siitd, ettd mukana ei ole toisen piikin alle jadvia piikkeja, esimerkiksi jos ndytteessi on yhti
atkaa C g3 ja Cyoyp tai Cyg3 ja Cyg., konjugoituneina.

Vertailukromatogrammin ja -kuvaajan valmistaminen

Mairitetdan vertailustandardiseos (2.3) kiyttien samoja koeolosuhteita kuin niytetta miiritettiessi, ja
mitataan rasvahappojen retentioajat tai -etdisyydet. Puolilogaritmipaperille piirretiin jokaista tyydyt-
tymittdmyysastetta varten kuvaaja, jossa on retentioajan tai -etiisyyden logaritmi hiiliatomien mairin
funktiona; suoraketjuisten ja tyydyttymattomyysasteeltaan samojen estereiden kuvaajien tulisi olla suoria
vakiolimpétilassa. Suorien tulisi olla suunnilleen yhdensuuntaiset.

On viltettivi olosuhteita, joissa pitkki ja3 toisen alle, ts. erotuskyky ei riitd erottamaan kahta aineosaa.

TULOSTEN ESITTAMINEN
Kvalitatiivinen miiaritys

Niytteen metyyliesteripiikit tunnistetaan 4.4 alakohdassa mainittujen kiyrien avulla, tarvittaessa
interpoloimalla.

Kvantitatiivinen maiaritys
Koostumuksen miirittiminen

Joitakin poikkeuksia lukuun ottamatta voidaan kiyttad sisiisen normalisoinnin menetelmii, jossa
oletetaan ettd kromatogrammi kuvaa niytteen kaikkia aineosia, eli ettd piikkien yhteenlaskettu pinta-ala
vastaa aineosia sataprosenttisesti (tdydellinen eluoituminen).

Jos laitteistoon kuuluu integraattori, kdytetdin sen antamia tuloksia. Muussa tapauksessa jokaisen piikin
pinta-ala lasketaan kertomalla sen korkeus leveydelli piikin puolivilisti mitattuna ja ottaen huomioon
piirturissa mahdollisesti kdytetyt vaimennukset.

Laskentamenetelmit
Yleinen tapaus

Lasketaan tietyssi aineosassa olevien metyyliesterien pitoisuus massaprosentteina mairittimilld piikin
pinta-alan suhteellinen osuus kaikkien piikkien yhteenlasketusta pinta-alasta seuraavan kaavan avulla:

ﬁ x 100
A

jossa:

A

on aineen i piikin pinta-ala;
ZA  on kaikkien piikkien yhteenlaskettu pinta-ala.
Tulos annetaan yhden desimaalin tarkkuudella.

Huom. 7 Tissi yleisessi tapauksessa laskun tuloksen katsotaan perustuvan siihen, etti suhteelliset pinta-alat vastaavat
massojen prosentuaalisia suhteita. Tapauksissa, joissa ndin ei voida olettaa, menetellddn 5.2.2.2 alakohdan
mugaan.
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Korjauskertoimien kiytt6

Tapauksissa, joissa rasvahapossa esimerkiksi on vihemmin kuin kahdeksan hiiliatomia tai hapossa on
sekundaarisia ryhmii, taikka kun kiytetiin limmon johtumiseen perustuvaa detektoria tai kun tulosten
on oltava mahdollisimman tarkkoja, on kiytettava korjauskertoimia muutettaessa piikkien pinta-alojen
prosenttiosuuksia aineosien massaprosenteiksi.

Korjauskertoimet mairitetdan kromatogrammista, joka saadaan tarkoin tunnettujen metyyliestereiden
vertailuseoksesta samoissa olosuhteissa, joissa niyte maaritettiin.

Vertailuseoksen aineen 7 prosentuaalinen massaosuus saadaan kaavasta:

m;
—x 100
Zm

jossa:

~m; on vertailuseoksen aineen i massa;

Sm  on vertailuseoksen eri aineosien massojen summa.

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

ﬁ x 100
ZA

jossa:

A

on aineen / piikin pinta-ala;

SA on kaikkien piikkien pinta-alojen summa.

Korjauskerroin saadaan kaavasta:
m; x ZA
A, xZm

Yleensi korjauskertoimet ilmoitetaan suhteessa K;q:een; tillin suhteelliset kertoimet ovat:

1
KC16

Niytteen jokaisen aineen i miira prosenttiosuutena metyyliestereiden massasta on:

K. x A
___'i x 100
(K x A)

Tulos annetaan yhden desimaalin tarkkuudella.

Sisdisen standardin kaytto

Tietyissd mairityksissi (esimerkiksi jos kaikkien rasvahappojen mairii ei tunneta, kuten silloin kun 16 ja
18 hiiliatomia sisiltivien rasvahappojen ohella esiintyy nelja ja kuusi hiiliatomia sisiltivii happoja tai kun
on tarpeen mairittii niytteessi olevien rasvahappojen absoluuttinen miiri) on tarpeen kiyttis sisdisti
standardia. Usein kiytetddn rasvahappoja, joissa on 5, 15 tai 17 hiiliatomia. Sisiisen standardin
korjauskerroin on mairitettavi tarvittaessa.

Aineen 7 prosentuaalinen massaosuus metyyliestereini ilmaistuna saadaan kaavasta:

m, x K’; x A;

mx K’ x A

x 100

jossa:

A; onaineen / piikin pinta-ala;

A, onsisiisen standardin piikin pinta-ala;

K’ onaineen i korjauskerroin (suhteessa K¢, q:een);

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

m, on sisiisen standardin massa milligrammoina.

s

Tulos annetaan yhden desimaalin tarkkuudella.

ERIKOISTAPAUS - KATAROMETRIDETEKTORIN KAYTTO (PERUSTUU LAMMON-
JOHTOKYVYN MUUTOKSIIN)

Rasvahappojen metyyliestereiden seoksen kvantitatiiviseen ja kvalitatiiviseen mairitykseen voidaan kiyt-
tii myos kaasukromatografia, jonka detektorin toiminta perustuu limménjohtokyvyn muutoksiin
(katarometri). Sellaista kiytettiessi on 3 ja 4 kohdassa kuvattuja olosuhteita muutettava taulukossa 3
esitetylld tavalla.

Kvantitatiivista mairitysta varten kiytetiin 5.2.2.2 kohdan mukaisia korjauskertoimia.

Taulukko 3
Muuttuja Arvo tai vaatimus

Kolonni Pituus: 2-4 m

Sisihalkaisija: 4 mm
Tukiaine Raekoko 160-200 mm
Stationairifaasin miird 15-25 % (m/m)
Kantajakaasu Helium tai vety, mahdollisimman vihin happea
Apukaasut Ei kiytetd
Injektorin lampétila 40-60 °C korkeampi kuin kolonnin
Kolonnin limpétila 180~200 °C
Kantajakaasun virtausnopeus Tavallisesti 60-80 ml/min
Injektoitu madri Tavallisesti 0,5-2 pl
KOESELOSTE

Koeselosteessa on ilmoitettava metyyliestereiden valmistusmenetelmit, kiytetty kaasukromatografinen
menetelma seki saadut tulokset. Siind on my6s mainittava kaikki menettelylliset yksityiskohdat, joista ei
miirita tissi kansainvilisessi standardissa, tai joita pidetiin valinnaisina, seki kaikki tapahtumat, jotka
ovat voineet vaikuttaa tuloksiin.

Koeselosteessa on oltava kaikki tarpeelliset tiedot, jotka tarvitaan niytteen tiydelliseen tunnistamiseen.
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LITEX B

RASVAHAPPOJEN METYYLIESTEREIDEN VALMISTAMINEN ASETUKSEN (ETY) N:O 72/77 LIIT-
TEESSA VI OLEVASSA I JA II KOHDASSA TAI TASSA KUVATULLA VAIHTOEHTOISELLA

3.1
3.2
33
3.4
3.5

4.1
4.2

4.3

4.4

MENETELMALLA

JOHDANTO

Menetelmin valinta riippuu rasvahappokoostumuksesta, tutkittavan rasvan tai 6ljyn happamuudesta seki
suoritettavasta kaasukromatografisesta maarityksesta.

Tasmennyksia:

— rasvoille ja 6ljyille, joiden rasvahapoissa on vihemman kuin 12 hiiliatomia, soveltuvat ainoastaan
menetelmit, joissa kiytetdin ilmatiiviisti suljettua pulloa tai dimetyylisulfaattia,

— rasvoille ja 6ljyille, joiden happamuus on yli 3 %, soveltuvat ainoastaan menetelmit, joissa kiytetiin
metanolia, suolahappoa tai dimetyylisulfaattia,

— trans-isomeerien kaasukromatografisiin mairityksiin soveltuvat ainoastaan menetelmit, joissa
kaytetdan natriummetylaattia tai dimetyylisulfaattia,

— kun valmistetaan metyyliestereitd pienisti mdiristid rasvoja tai dljyji, jotka on eroteltu ohutker-
roskromatografialla, on kiytettivd metanoli-heksaani-rikkihappomenetelmai.

Saippuoitumattomat osat voidaan jittid huomiotta, ellei niiti ole yli 3 %; muussa tapauksessa
metyvyliesterit on valmistettava rasvahapoista.

TARKOITUS

Seuraavassa kuvataan viisi menetelmii rasvojen ja 6ljyjen metyyliestereiden valmistamiseksi:

a) natriummetylaatilla;

b) suljetussa pullossa natriummetylaatilla;

c) suljetussa pullossa vetykloridin metanoliliuoksella;

d) dimetyylisulfaatilla;

e) metanolilla, heksaanilla ja rikkihapolla.

Menetelmi A

PERIAATE

Maiaritettdvad rasvaa tai oOljya kuumennetaan metanolissa ja natriummetylaatissa kiyttien
palautusjaihdytinti. Saadut metyyliesterit uutetaan etyylieetterilla.

VALINEISTO

100 mlin pullo ja palautusjaihdytin, jonka paihin on liitetty natronkalkkiputki; lasihiokset.
50 ml:n mittakoeputkia.

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

250 ml:n erotussuppiloita.

200 ml:n pullo.

REAGENSSIT
Vedetdn metanoli.

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

Etyylicetteri.

10-prosenttinen natriumkloridiliuos.
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4.5

5.1

5.2

5.3

3.1

3.2

4.1

5.1

5.2

5.3

31

3.2

40-60 °C:n limpoisti petrolieetterii.

SUORITUS

Ennalta natriumsulfaatilla kuivattua ja suodatettua rasvaa tai 6ljya punnitaan 2 g 100 mln pulloon.
Lisiti3n 35 ml metanolia, asennetaan jidhdytin ja keitetidn muutama minuutti kiyttien
palautusjidhdytinti.

Limmittiminen lopetetaan, jadhdytin poistetaan ja lisitddn nopeasti 3,5 ml natriummetylaattiliuosta;
asennetaan jaihdytin taas paikalleen ja keitetadn palautusjashdytintd kiyttien vahintiin kolme tuntia.
Metylaatio on tiydellinen, kun kaikki rasva on sulanut liuokseen ja reaktioseos on aivan kirkas
huoneenlimméssa.

Jaahdytetaan ja kaadetaan seos 250 ml:n erotussuppiloon, lisitiin 35-40 ml etyylieetteria, 100 ml vetti ja
5-6 ml 10-prosenttista natriumkloridiliuosta. Ravistetaan ja annetaan kerrosten erottua; siirretiin
vesifaasi toiseen erotussuppiloon ja uutetaan uudelleen 25 ml:lla etyylieetterii.

Eetteriuutteet yhdistetdan ja lisitdan 50 ml petrolieetterid, jonka limpotila on 4060 °C; vesi erottuu ja
voidaan poistaa.

Eetterifaasi pestiin kolme kertaa 10-15 ml:n vesierills, kuivataan natriumsulfaatilla, suodatetaan paperin
lipi ja kerataan suodos 200 ml:n pulloon.

Liuotin haihdutetaan pois vesihauteessa puhtaassa typpivirrassa.

Menetelmi B

PERIAATE

Mairitettivd rasva tai oljy kasitelldin suljetussa pullossa natriummetylaatin metanoliliuoksessa
85-90 °C:ssa.

VALINEISTO

Vahvaseiniinen lasipullo, tilavuus noin 5 ml (korkeus 4045 mm, halkaisija 14-16 mm).

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

REAGENSSIT

Natriummetylaatin noin 1,5-prosenttinen metanoliliuos. Valmistetaan livottamalla 0,50 g metallista
natriumia 100 ml:aan vede*énti metanolia.

SUORITUS

Ennalta natriumsulfaatilla kuivattua ja suodatettua rasvaa tai 6ljy4 punnitaan 2 g lasipulloon. Lisatain 0,3
g (noin 0,4 ml) natriummetylaattiliuosta, minki jilkeen pullo suljetaan sulattamalla se liekissi.

Pulloa kuumennetaan vesihauteessa pinnan alla kaksi tuntia 85-90 °Cissa ja ravistetaan silloin tilldin;
esterdityminen on tiydellinen, kun pullon sisilté on kirkas sen jilkeen kun glyseriini ja reagenssien

jaannokset ovat laskeutuneet.

Jaahdytetddn huoneenlimmossi. Pullo avataan vasta, kun metyyliestereitd aiotaan kiyttdi. Niitd ei
tarvitse kasitelli muulla tavoin ennen kaasukromatografialaitteistoon saattamista.

Menetelmi C

PERIAATE

Miiritettava rasva tai oljy kasitellddn suljetussa pullossa metanolilla ja suolahapolla 100 °C:ssa.

VALINEISTO
Vahvaseiniinen lasipullo, jonka tilavuus on noin 5 ml (korkeus 4045 mm, halkaisija 14-16 mm).

1 ml:n ja 2 ml:n mittapipetit.
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4.1

4.2

5.1

5.2

5.3

3.1

3.2

33

3.4

3.5

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

5.1

5.2

53

REAGENSSIT

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

Heksaania kaasukromatografiaa varten.

SUORITUS

Ennalta natriumsulfaatilla kuivattua ja suodatettua rasvaa tai 6ljya punnitaan 0,2 g lasipulloon ja lisitdin
2 ml vetykloridin metanoliliuosta. Pullo suljetaan liekilla.

Pulloa kuumennetaan vesihauteessa pinnan alla 40 minuuttia 100 °C:ssa.

Pullo jiihdytetiin juoksevalla vedelld, avataan, lisitian 2 ml tislattua vetti ja 1 ml heksaania.
Sentrifugoidaan ja poistetaan heksaanifaasi, joka on valmis kaytettavaksi.

Menetelmi D

PERIAATE

Miiritettivi rasva tai Oljy saippuoidaan kaliumhydroksidin metanoliliuoksella ja kisitelliin sitten
dimetyylisulfaatilla. Kun lisitiin suolahappoa, muodostuneet metyyliesterit erottuvat heti. Kun niiti
kasitellddn alumiinioksidilla sen jilkeen, saadaan erittain puhtaita metyyliestereita.

VALINEISTO

Vahvaseiniinen lasinen koeputki, tilavuus noin 20 ml, hiottu lasitulppa 10/19 ja varmuussalpa.
Viisipalloisia palautusjaahdyttimii, 10/19 hiosliitanti.

Lasisuodattimia, joissa sintrattu levy, G 2 -kokoa, halkaisija 20 mm.

Kartiopohjaisia lasisia koeputkia, tilavuus noin 10 ml.

1 mkn ja 5 mln ruiskut.

REAGENSSIT

Kaliumhydroksidin 10-prosenttinen metanoliliuos kaasukromatografiaa varten.

Vihrein bromokresoli-indikaattorin 0,05-prosenttinen metanoliliuos.

Dimetyylisulfaatti (15 °C:ssa d = 1,335).

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

Brockmannin standardoitua alumiinioksidia adsorptiokromatografiaa varten.

SUORITUS

Natriumsulfaatilla kuivattua ja suodatettua rasvaa tai 6ljyd mitataan 2,2 ml 20 ml:n koeputkeen. Lisitiin
5 ml kaliumhydroksidiliuosta ja pari kvartsikived kiehumisen hillitsemiseksi. Asennetaan palau-
tusjadhdytin ja kuumennetaan pienelli liekilld viisi minuuttia ravistellen; saippuoituminen on tiydellinen,
kun liuos on kirkas. Jiizhdytetdin lopuksi juoksevalla vedelld ja irrotetaan jazhdytin.

Lisataan kaksi tippaa indikaattoria ja hitaasti, kayttien ruiskua, 1 ml dimetyylisulfaattia. Koeputki
suljetaan ilmatiiviisti ja ravistetaan 2-3 minuuttia upottaen usein putken pohja kiehuvaan vesihauteeseen;
reaktio on tiydellinen, kun indikaattorin viri muuttuu sinisestd keltaiseksi. Koeputki jazhdytetiin
lopuksi juoksevalla vedelli, avataan ja lisitaan 5 ml suolahapon metanoliliuosta.

Ravistellaan muutama sekunti, minki jilkeen putkea pidetiin kaltevassa asennossa ja koputetaan siti
kevyesti. Tilloin metyyliesterit nousevat helpommin pintaan 6ljymiiseksi kerrokseksi (Huom. A).

Metyyliesterit imetiin ruiskulla, pannaan alaspiin suippenevaan koeputkeen, lisitiin alumiinioksidia
noin 1/4 metyyliesterien tilavuudesta, ravistetaan ja suodatetaan paperin lipi.

Huom. A Jos metyyliesterit eivit erotu itsestain, koeputkeen lisitiin 5 ml vetti ja ravistetaan.
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3.2
3.3
34
35

4.2
4.3

5.2

5.3

Menetelmi E

PERIAATE

Miiritettivai rasvaa tai 6ljyd kuumennetaan palautusjaihdyttimelld varustetussa koeputkessa metanolin,
heksaanin ja rikkihapon kanssz. Syntyneet metyyliesterit uutetaan petrolieetterilli.

VALINEISTO

Tilavuudeltaan noin 20 mlin koeputki, varustettuna noin 1 m:n pituisella ilmapalautusjaihdyttimella,
jossa on lasihiokset.

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

Kartiopohjainen koeputki, 15 ml.

REAGENSSIT

Metylointireagenssi: vedettdmin metanolin, heksaanin ja vikevin rikkihapon (d = 1,84) seos 75:25:1
(v/v/v).

Petrolieetteri, limpotila 40-60 °C.

Vedeton natriumsulfaatti.

SUORITUS
Levyltd raaputettu aines pannaan 20 ml:n koeputkeen ja lisitiin 5 ml metylointireagenssia.

Palautusjiihdytin asennetaan paikoilleen ja koeputkea kuumennetaan 30 minuuttia kiehuvassa vesi-
hauteessa (Huom. 2).

Seos siirretddn 50 ml:n erotussuppiloon kiyttien 10 ml tislattua vettd ja 10 ml petrolieetterid. Ravistetaan
voimakkaasti, annetaan faasien erottua, poistetaan vesikerros ja pestiin eetterikerros kahdesti 20 ml:lla
tislattua vetti. Erotussuppiloon lisitiin pieni maird vedetdntd natriumsulfaattia, ravistetaan, annetaan

laskeutua muutama minuutti ja suodatetaan. Suodos keritiin 15 mlin kartiopohjaiseen koeputkeen.

Liuotin haihdutetaan vesihauteessa typpivirrassa.

Huom. 1 Pienii mairid vetykloridikaasua voidaan helﬁ)osti valmistaa laboratoriossa lisiamailld kaupalliseen suolahaﬁ—
poon (r = 1,18) muutama tippa vikevai rikkihappoa (r = 1,84{. Vapautuva kaasu on helppo kuivata johtamalla
se kuplina vikevin rikkihapon lipi. Metanoli absorboi vetykloridihappoa hyvin nopeasti, minkd vuoksi se on
liuotettava varovasti, esimerkikst {'phtamalla kaasu pieneen, ylosalaisin olevaan pulloon, [jonka suu koskettaa
nestepintaa. Vetykloridin metanoliliuosta voidaan valmistaa suuria maarii etukateen, silld se siilyy pimeissi
erittiin hyvin lasitulpallisissa pulloissa.

Huom. 2 Kiehumisen hillitsemiseksi koeputkeen asetetaan lasisauva ja estetiin vesihauteen limpétilaa nousemasta yli
90 °Cen.
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LIITE XTI

HAIHTUVIEN HALOGEENILIUOTTIMIEN PITOISUUDEN MAARITTAMINEN OLIIVIOLJYSTA

1

2.1
2.2
2.3

24

2.5

2.6
2.7

4.2

4.3

4.4

PERIAATE

Kaasukromatografinen mairitys kaasutilatekniikalla (bead space).

VALINEISTO

Kaasukromatografialaitteisto, johon kuuluu elektroninkaappausdetektori (ECD).
Kaasutilalaitteisto (bead space).

Kaasukromatografiakolonni, lasinen, pituus 2 m, halkaisija 2 mm, stationiirifaasi.

OV10110 % tai vastaava, kalsinoituun, happopestyyn ja silanoituun piimaahan imeytettynéi; hiuk-
kaskoko 80-100 mesh.

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

Teflonpinnoitteisia lasipulloja, 10-15 ml, varustettu alumiinitulpalla, jossa on sovitus niytteenottoruiskua
varten.

Tlmatiiviisti sulkevat puristimet

Kaasuruisku, 0,5-2 ml.

REAGENSSIT

Standardi: kaasukromatografista laatua olevia haihtuvia halogeeniliuottimia.

SUORITUS

Punnitaan tarkasti noin 3 g 6ljyi lasipulloon, jota ei enii kiyteti uudestaan; suljetaan se ilmatiiviisti. Pullo
asetetaan termostaattiin 70 °C:seen yhdeksi tunniksi. Imetdin ruiskulla varovasti 0,2-0,5 ml kaasutilaa.
Injektoidaan timi niyte kaasukromatografialaitteiston kolonniin, joka on siidetty seuraavasti:

— injektorin lampétila: 150 °C,
— kolonnin lampétila: 70-80 °C,
- detektorin limpatila: 200~250 °C.

Vertailuliuokset. Valmistetaan standardiliuoksia puhdistetusta oliivioljysta, jossa ei ole lainkaan liuot-
timia, pitoisuudeltaan 0,05 - 1 ppm (mg/kg), jotka vastaavat niytteen oletettua pitoisuutta.
Halogeeniliuottimia voidaan tarvittaessa laimentaa pentaanilla.

Kvantitatiivinen miiritys. Verrataan toisiinsa niytteen piikkien korkeuksia tai pinta-aloja sekd sen
standardiliuoksen piikkien korkeuksia ja pinta-aloja, jonka pitoisuuden oletetaan olevan lihinni niytteen
pitoisuutta. Jos suhteellinen poikkeama on suurempi kuin 10 %, méiritys on tehtivi uudestaan kiyt-
timilli eri standardiliuosta, kunnes suhteellinen poikkeama on alle 10 %. Mairi lasketaan yksittiisten
injektioiden keskiarvon perusteella.

Tulosten esittiminen: ppm (mg/kg). Toteamisraja tassi menetelmissa on 0,01 mg/kg.
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LIITE XIT

NEITSYTOLIIVIOLJYN AISTINVARAINEN ARVIOINTI

TARKOITUS

Timin menetelman tarkoituksena on vahvistaa neitsytoliividljyn makuominaisuuksien arviointiperusteet
seki kehittai sithen tarvittavia menetelmii.

SOVELTAMISALA

Tassa kuvattu menetelmid soveltuu ainoastaan suoraan kulutukseen tarkoitetun neitsytoliivioljyn
aistinvaraiseen arviointiin ja luokitteluun. Se luokittelee neitsytdljyn numeerisella asteikolla, joka on
suhteessa sen maun aikaansaamaan aistihavaintoon, valikoitujen maistajien muodostaman raadin arvion
mukaan.

AISTINVARAISEN ARVIOINNIN PERUSSANASTO

Ks. luku “Aistinvarainen arviointi: yleinen perussanasto”.

OLIVIOLJYN ERIKOISSANASTOA

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

Espartoheind: uusien espartomattojen lapi puristetun 6ljyn maku. Maku voi olla erilainen sen mukaan,
oliko mattojen esparto vihredi vai kuivattua.

Hedelmdinen: maku, joka muistuttaa hyvilaatuisten, tuoreiden ja sopivan kypsini poimittujen hedelmien
makua ja tuoksua.

Heind: joillekin 6ljyille ominainen, kuivaa heinad muistuttava maku.

Homeinen, kostea: tyypillinen dljylle, joka on saatu oliiveista, joita on sdilytetty monta piivii kosteissa
olosuhteissa kasoissa, jolloin niihin on pidssyt kasvamaan sienirihmastoa ja hometta.

Jumoava: joidenkin 6ljyjen atheuttama jumoava, suutasupistava limakalvoaistimus.
Karkea: maistettaessa siitd jaa suuhun paksu, tahmea tuntu.

Karvas: vihreiden tai vield kypsyvien oliivien 6ljylle antama maku. Voi olla miellyttivi tai epimiellyttivi,
maun voimakkuuden mukaan.

Kurkku: maku, joka syntyy, kun oljyi siilytetdidn ilmatiiviissa peltiastioissa litan kauan; maku johtuu
2,6-nonadienaalin muodostumisesta.

Kypsin bhedelmiinen: oliivioljyn maku, kun se on valmistettu kypsisté oliiveista; yleensi melko mieto
tuoksu ja makea maku.

Lattea tai pehmed: oliividljyn aistinvaraiset ominaisuudet ovat tuskin havaittavia, miki johtuu niiden
aromaattisten aineiden haihtumisesta. '

Maa: maahanpudonneiden, mutaisten ja pesemittomien oliivien 6ljylle antama maku. Joskus sithen Liictyy
homeinen maku.

Makea: miellyttivi maku, ei selvisti sokerinen; karvaat, kirpeit ja pistivit maut eivit ole hallitsevia.

Manteli: timid maku saattaa esiintyd kahdessa muodossa: tuoreiden mantelien tyypillisend makuna tai
hyvilaatuisten kuivattujen mantelien tyypilliseni makuna, jota voi erehtyi luulemaan alkavaksi
eltaantumiseksi. Maku huomataan selvisti erikoisena jilkimakuna, kun 6ljy jii kosketuksiin kielen ja
kitalaen kanssa. Maku yhdistetiin makeisiin, miedontuoksuisiin 8ljyihin.

Metallinen: maku, joka muistuttaa metallia. Tyypillisti 6ljyille, jotka ovat joutuneet pitkiaikaiseen
kosketukseen metallipintojen tai muiden elintarvikkeiden kanssa sopimattomissa olosuhteissa
murskauksen, sekoituksen, puristuksen tai varastoinnin atkana.

Omena: oliividljyn maku, joka muistuttaa omenaa.

Paistunut tai palanut: Sljyjen maku, joka johtuu liiallisesta kuumentamisesta valmistuksen aikana,
varsinkin kun tahnaa sekoitetaan ja kuumennetaan samanaikaisesti ja se tehddin sopimattomissa
olosuhteissa.
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Puristusjite: maku, joka muistuttaa oliivin puristusjatetta.

Puristusmatto: maku, joka johtuu siitd, etti 6ljy on puristettu puhdistamattoman maton lipi, jossa on
kaynytti jitettd jaljelld.

Rasvainen: olitvidljyn haju, joka johtuu tehtaalla puristus-tai uuttolaitteista 6ljyyn joutuneesta petrolista,
rasvasta tal mineraalidljysta.

Ruohomainen: joidenkin oljyjen tyypillinen maku, joka muistuttaa juuri leikatun ruohon hajua.
Sakkainen: tyypillinen maku ljylle, joka on saatu dekantoimalla maanalaisten sammioiden pohjasakasta.
Saippuainen: haju-ja makuaistimus, joka muistuttaa vihersaippuaa.

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

Suolavesi: suolaliemessa sailotyisti oliiveista puristetun 6ljyn maku.

Toukkainen: tyypillinen maku 6ljyssi, joka on saatu oliivikirpisen (Dacus oleae) toukkien pilaamista
oliiveista.

Tunkkainen: oliivioljylle tyypillinen maku, kun 6ljy on saatu kasoina varastoiduista oliiveista, joissa
kiyminen on piissyt pitkalle.

Vibreiit lehdet (karvas): ljyn maku, joka johtuu liian vihreisti oliiveista tai siiti, etti oliivien mukana on
murskarttu lehtid ja oksia.

Vanha tai sulkeutunut: maku, joka syntyy, kun 6ljya sailytetain liian kauan varastointiastioissa tai kun se
on lilan kauan pakattuna.

Viiniméinen-etikkainen: joidenkin 6ljyjen maku muistuttaa viinia tai etikkaa. Maku johtuu piiasiassa
etikkahapon, etyyliasetaatin ja etanolin epitavallisen runsaasta muodostumisesta ja sekoittumisesta
oliividljyn aromiin.

LASI OLJYN MAISTAMISTA VARTEN

Ks. luku “Lasi 6ljyn maistamista varten”.

MAISTAMISHUONE

Ks. luku “Maistamishuoneen suunnittelu”.

VALINEISTO

Seuraavien vilineiden, joita maistaja tarvitsee voidakseen suoriutua tehtivistiin, on oltava jokaisessa
arvostelukopissa kiden ulottuvilla:

— laseja (standardoituja), joissa on niytteet merkittyni tunnuksella, joka koostuu kahdesta satunnaisesta
numerosta tai numeroista ja kirjaimista. Merkinnit on tehtavi hajuttomalla kynalla ja niiden on oltava

pysyvia,
— lasien kansiksi kellolaseja, joissa on samat tunnukset,
— arviointilomake (ks. kuva 2) kiyttdohjeineen,
— lyijykyni tai kuulakirkikyna,
— pienii tarjottimia, joilla omenalohkoja,

— lasillinen huoneenlimpaistd vetta.

8§ MENETELMA

8.1

Tissd luvussa esitetain ne tiedot, jotka maistajalla on oltava, jotta hin voi suorittaa neitsytoliiviljyn
aistinvaraisen arvostelun ja jotta voitaisiin standardoida maistajien tehtivit ja toiminta. Heidin on oltava
tietoisia oliivi6ljyn maistamisen seki yleisistd ettd erityisistd suosituksista.

Raadin (maistajien ryhmin) kokoajan tai vastuuhenkilén tehtavit

Raadin kokoajalla on oltava vankka koulutus ja asiantuntemus ja hinen on tunnettava perusteellisesti
kaikki kaytetyt 6ljyt. Hin on raadin tirkein henkil5 ja on vastuussa sen jirjestimisesti ja toiminnasta.
Hinen tulee kutsua raadin jasenet kokoon riittavin ajoissa ja hinen on selvitettivd maistajille heidin
tehtdvinsi, mutta hin el saa tuoda esiin mitddn niytettd koskevaa mielipidettd.
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Vastuuhenkilén on varmistettava vilineiden riittivyys ja puhtaus, niytteiden valmistelu ja merkinti, seki
tarjottava ne maistajille kokeen toteutussiintojen edellyttimilld tavalla. Hinen tehtivindin on myés
tietojen keruu ja niiden tilastollinen kisittely niin, ettd saadaan mahdollisimman hyvi tulos pienelld
vaivalla.

Raadin vastuuhenkilon on oltava taitava maistaja, tarkka kokeiden valmistelujen ja huolellinen kokeiden
suoritusten suhteen ja hianen on oltava taitava ja kirsivillinen kokeiden suunntttelussa ja suorittamisessa.
Raadin vastuuhenkilon tehtivini on myos luoda jisenten keskuudessa sellainen henki, etti kaikki
kiinnostuvat ja innostuvat maistamisesta sekd haluavat suoriutua mahdollisimman hyvin. Hinen tulee
varmistua siiti, ettd kukaan ei tiedi hinen mielipidettdin niytteests, seki estii ketdin raadin jisentd
vaikuttamasta toisten mielipiteisiin. Hin my®és valitsee, kouluttaa ja valvoo maistajia, jotta niiden
soveltuvuus tehtiviinsa sailyy riittavin hyvana.

Koeolosuhteet

Naytemaird

Jokaisessa niytelasissa tulee olla 15 ml 6ljyi.
Maistamislimpétila

Oljyniytteiden limpétilan tulee olla 28 °C + 2 °C. Timi limpétila on valittu siksi, ettd siind on helpoin
havaita aistinvaraisia eroja normaalilimpétilassa, kun 6ljya kiytetdan ruoan makua parantavana lisina.
Toinen syy timin limpétilan valintaan on, ettd kylmemmassi 6ljyn aromaattiset aineet tuskin paisevit
haihtumaan ja korkeammassa limpétilassa haihtuu aineita, jotka ovat ominaisia kuumennetulle 8ljylle.

Kokeen ajankohta

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

Maku- ja hajuherkkyys kohoavat ennen aterioita ja viahenevit aterioiden jalkeen.

Titi seikkaa ei saa kuitenkaan korostaa litkaa niin, etti maistajat kirsivit nilin tunteesta, joka hiiritsee
heiti ja vaikuttaa erottelukykyyn sekd paremmuus-ja hyviksymiskriteereihin.

MAISTAJAT

Henkilét, joita kiytetddn oliiviéljyn maistajina aistinvaraisissa kokeissa, taytyy kouluttaa ja valita sen
perusteella, miten hyvid he ovat erottamaan samantyyppisid ndytteita toisistaan; on pidettivi mielessi,
ettd maistajan tarkkuus paranee koulutuksen myéti (ks. asianomainen luku).

Kokeen suorittamiseen vaaditaan 8 — 12 maistajaa, mutta aina olisi pidettavd varalla muutamia
ylimadraisia, jotka voivat korvata poisjdineet.

Yleisid suosituksia maistajille ja ehdokkaille
Nimi suositukset koskevat ehdokkaiden ja maistajien toimintaa heidin tydaikanaan.

Kun raadin vastuuhenkilé pyytii maistajaa osallistumaan aistinvaraiseen arvosteluun, timin on saavut-
tava paikalle sovittuna aikana ja noudatettava seuraavia ohjeita:

Hin ei saa tupakoida vihintian puoleen tuntiin ennen maistamista.

Hiin ei saa kiyttad hajuvetti eikd muita kosmetiikkatuotteita, joiden tuoksu saattaisi viipya maistamiseen
asti. Hinen on pestiva kitensa hajuttomalla tai lihes hajuttomalla saippualla ja sen jilkeen huuhdeltava ja
kuivattava ne niin monta kertaa kuin on tarpeen kaikkien ylimiiriisten hajujen poistamiseksi.

Hin ei saa sydda mitddn ainakaan tuntiin ennen maistamista.

Jos hin tuntee itsensi sairaaksi, varsinkin sellaisella tavalla, joka vaikuttaa haju- ja makuaistiin, tai jos
henkinen paine estid hinti keskittymisti tyohon, maistajan on ilmoitettava tisti raadin vastuuhenkillle,
jotta tima voi paittad maistajan osallistumisesta tai muusta suotavasta menettelystd, ottaen huomioon,
etti kyseinen maistaja voi poiketa muiden maistajien keskiarvosta.

Kun edellisten kohtien vaatimukset on tiytetty, maistajan on mentivi hinelle osoitettuun koppiin
mahdollisimman ravhallisesti ja hiljaa.

Kun maistaja on istuutunut, hinen tulee tarkastaa, etti kaikki tarpeellinen on hyvin jirjestetty ja paikoil-
laan ja etti jokaisen niytelasin tunnus on sama kuin siti peittavissi kellolasissa oleva tuunus.

Maistajan on luettava huolellisesti arvostelulomakkeen ohjeet eikd hin saa alkaa tarkastella niytetti ennen
kuin on tiysin selvill siitd, mitd on mairi tehdi. Jos hin on jostain epivarma, hinen on kdinnyttivd
raadin jirjestijin puoleen ja keskusteltava timin kanssa kahden esiin tulleista ongelmista.

Maistaja ottaa lasin kiteensd, kun kansi on viela paikoillaan, ja kallistaa ja kiertai sitd niin, ettd 0ljy kastelee
lasin sisipintaa mahdollisimman paljon. Tamin vaiheen jilkeen hin ottaa kannen pois ja haistaa niytettd
vetimilli henkei tasaisesti, syvain ja hitaasti, kunnes hin on muodostanut kisityksen tutkittavana
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olevasta niytteesti. Haistaminen ei saa kestad yli 30 sekuntia. Ellei hin ole ehtinyt paityd mihinkain
tulokseen tissi ajassa, hinen on odotettava hetki ennen kuin yrittad uudestaan. Kun haistamiskoe on
suoritettu, voidaan siirtyd maun arviointiin (sisiltdd haju-, maku- ja tuntoaistimuksen). Titi varten
maistaja ottaa suuhunsa noin 3 ml 6ljyi. On tirkeat, etti 6ljy levidi kaikkialle suuhun, suun etuosasta ja
kielen kirjesti sivuja pitkin suun takaosaan ja kitapurjeeseen, silli kitalaen ja kielen eri osat ovat tunnetusti
eri tavoin herkkia neljille perusmaulle makea, suolainen, hapan ja karvas.

On hyvin tirkeda antaa riittavin mairin oljya levitd hyvin hitaasti kielen yli kitapurjeeseen ja nieluun
saakka, samalla kun maistaja keskittyy sithen, missd jarjestyksessi karvas ja pistivi aistimus tuntuvat; jos
niin ei tehdd, molemmat aistimukset saattavat jiidi huomaamatta joissakin &ljyissi ja toisaalta karvas
maku saattaa jiddi pistivan maun peittimiksi.

Lyhyiden, perakkiisten, suun kautta tapahtuvien sisiinhenkiisyjen avulla maistaja saa niytteen
leviimiin kaikkialle suuhun ja voi aistia hathtuvia, aromaattisia aineita nenin takaosassa.

Suutuntuma-aistimukset on myds otettava huomioon. Juoksevuus, tahmeus ja terivyys tai pistivyys
merkitiin havaittaessa muistiin, ja jos kokeeseen kuuluu niiden ominaisuuksien voimakkuuden arviointi,
se tehdaan.

Kun neitsytoliiviéljyi arvioidaan aistinvaraisesti, yhdelli maistamiskerralla arviotdaan ainoastaan yhti
niytettd, silli muiden niytteiden vilitdn arviointi saattaisi aiheuttaa kontrastivaikutuksen.

Koska perakkiiset maistamiset atheuttavat visymista ja aistiherkkyys vihenee, on tirkeii kiyttii jotakin
tuotetta, joka poistaa 6ljyn suusta ennen seuraavaa maistamista.

On suositeltavaa kiyttii pienti omenapalaa (noin 15 g), jota pureskellaan ja joka syljetiin sitten
sylkykuppiin. Sen jilkeen suu huuhdellaan pienelld miiralld huoneenlimpéisti vettd. Maistamisten valilli
pidetiin vihintdin 15 minuutin tauko.

Ehdokkaiden valinta

Valinnan tekee raadin vastuuhenkilé, jonka on henkilokohtaisesti haastateltava ehdokkaita tutustuakseen
heihin ja heidin oloihinsa. Maistajien ruumiillisia ja henkisii ominaisuuksia koskevat vaatimukset eivit
ole kovinkaan tiukat, silld periaatteessa kuka tahansa normaali ihminen soveltuu maistajaksi. Sellaiset
tekijit kuin ik3, sukupuoli, tietyt tavat (esimerkiksi tupakointi) ovat jiineet taka-alalle ja nykyiin
kiinnitetiin huomiota mm. terveyteen, henkilokohtaiseen kiinnostukseen seki mahdollisuuteen kiyttii
aikaa tallaiseen tyohon.

Raadin vastuuhenkilon on haastattelun aikana selitettavi ehdokkaalle timin tuleva toimenkuva ja ker-
rottava, kuinka paljon aikaa tehtivi vaatii. Sitten hin merkitsee muistiin haastateltavalta saamiaan tietoja
siitd, miten kiinnostunut ja motivoitunut timi on ja kuinka paljon tall on tehtiviain aikaa kiytettivissi.
Seuraavaa kyselylomaketta voidaan kiyttdd apuna.

KYSELYLOMAKE

Ole hyvi ja vastaa seuraaviin kysymyksiin:

Kylli  Ei
1 Oletko kiinnostunut osallistumaan tihin ty6hon? O O
Kylli  Ei
2 Voisiko maistajan ty6 mielestisi vaikuttaa elintarvikkeiden laadun paranemiseen 0O O
kotimaassa ja ulkomailla?
3 Jos vastasit kylld, kerro miksi(?).......oooiiiiiiiiiii
Kylla Ei
4 Maistajan tulee olla valmis maistamaan 6ljyja, kun raati kutsutaan kokoon. 0O g
Oletko valmis tdhin?
Kylla  Ei
5 Oletko kiinnostunut vertailemaan haju-ja makuaistiesi tarkkuutta muiden maistajien O O

kykyihin?

(*) Kerro, miti hyotyi jonkin elintarvikkeen, tai oliividljyn, aistinvaraisesta arvioinnista voi mielestisi olla.
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Kylli  Ei
6 Onko sinulla aikaa? Voitko jarjestdd paivittiisen ajankiyttdsi itseniisesti? O 0O
Kylli  Ei
7 Jos olet tyossisi toisen alainen, saisitko luvan olla poissa t6isti enintain puoli O 0O
tuntia kerrallaan useita eri kertoja useana perakkiiseni paivind?
Kylli  Ei
8 Voisitko korvata maistajan tyon takia menetetyn tyoajan tekemilld tyén muulloin? O O
Kylli  Ei
9 Pitaisikd maistajan tyostd mielestisi saada jokin korvaus? O O
Kylla Ei
10 Millainen korvaus olisi mielestdsi SOPIVA? ........couvuiieiiiiiiiiniiiieeiiiiiians O O

Raadin vastuuhenkilo kiyttid niin kerittyja tietoja maistajachdokkaiden karsintaan. Ehdokkaat, jotka
osoittavat vihiisti kiinnostusta timinkaltaiseen ty6hon, joilla on vain vihin aikaa kiytettivissiin tai
jotka eivit pysty ilmaisemaan itseiin selvisti, karsiutuvat.

Ryhmin “keskimiiriisen kynnyksen” mairittiminen “tyypillisille ominaisuuksille”

Valitaan huolellisesti nelji 6ljya, joista jokainen edustaa mahdollisimman voimakkaasti ja selvasti yhtd
seuraavista ominaisuuksista: tunkkainen, viinimiinen, eltaantunut ja karvas.

Valmistetaan mainituista 6ljyistd asteittain laimeneva niytesarja kiyttien laimennukseen soveltuvaa
kantaja-ainetta siten, ettd kunkin niytteen pitoisuus on puolet edellisen niytteen pitoisuudesta ja etti
kahta tai kolmea laimeinta niytetti ei endi voi erottaa puhtaasta kantaja-aineesta. Viimeiseni parina on
oltava kaksi lasia kantaja-ainetta.

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

Naytteitd valmistetaan riittavdt maarit eri pitoisuuksin siten, ettd jokaiselle ehdokkaalle voidaan antaa
kutakin ominaisuutta edustava taysi sarja.

“Keskimairiisen kynnyksen® mairittamiseksi jokaista 6ljyn ominaisuutta varten annetaan jokaiselle
ehdokkaalle yksi lasi, jossa on 15 ml mitd pitoisuutta tahansa, ja toinen lasi, jossa on 15 ml pelkkii
kantaja-ainetta. Kokeen jilkeen ehdokkaan on ilmoitettava, ovatko niytteet erilaisia vai samanlaisia,

Sama koe on toistettava muillakin saman ominaisuuden pitoisuuksilla.

Jokaista pitoisuutta koskevien oikeiden vastausten miirid merkitdin muistiin ja ilmoitetaan timi luku
prosentteina kaikista suoritetuista kokeista.

Sitten merkitaan havainnot koordinaatistoon siten, etti kokeessa kiytetyt pitoisuudet ovat x-akselilla ja
oikeiden vastausten prosenttiosuus y-akselilla.

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

Tiami kynnyspitoisuus voi olla erilainen eri 6ljyille, koska se riippuu ominaisuuden voimakkuudesta;
erotuskynnyksen on kuitenkin oltava samanlainen eri raatien ehdokasryhmille, silla se ei liity mihinkain
tapaan tai makutottumukseen. Tamin vuoksi se on vertailupiste, joka on sama kaikille normaalien
thmisten ryhmille, ja sitd voidaan kiyttad eri raatien yhteniistimiseksi niiden haju- ja makuaistiherk-
kyyden perusteella.

Kun ryhmille on niin saatu kynnyspitoisuus, tehdin seuraavaa:

Valmistetaan sarja laimennoksia kynnyspitoisuudesta laimeampaan ja vikevimpiin suuntaan niin, ettd
kynnyspitoisuus on kymmenes tilli asteikolla. Silloin pitoisuudet 11 ja 12 ovat laimeammat ja niisti on
siten hyvin vaikea erottaa mukana olevan tietyn ominaisuuden omaavaa 6ljya.

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

Cjo x a", jossa a on vakio, jonka arvo on 1,5, ja n on eksponentti, jonka arvo on —2-9.
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Esimerkki: oletetaan, etti eltaantuneen dljyn erotuskynnys on 0,32; silloin C, = 0,32 ja a = 1,5, jolloin
laimennussarjan pitoisuudet ovat seuraavat:

Niyte 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12

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

Kun sama menettely toistetaan muille kolmelle 6ljyn ominaisuudelle ja lihtékohdaksi otetaan niille
saadut kynnyspitoisuudet, saadaan jokaiselle 6ljyn ominaisuudelle samanlainen asteikko, joka vastaa
kaikissa laboratorioissa samaa ominaisuuden vahvuutta, vaikka lihtoaineena kiytettyjen o&ljyjen
makuvirheet olisivatkin eri vahvuisia.

Maistajien valinta voimakkuudenarviointimenetelmalli

Valintaan on otettava kaksi tai kolme kertaa enemmin ehdokkaita kuin maistajia arvioidaan raatiin
tarvittavan, jotta voidaan valita ne henkilot, joilla on paras herkkyys ja erotuskyky. On suositeltavaa
kiyttda aina samaa tuotetta kuin se, jota on myShemmin tarkoitus maistaa, tissi tapauksessa oliividljyi.

Kuva 1

100 *

80 /

70

Oikeiden vaslausten osuus (%)

60

60 ™

N

i 1. i
40 t - 1 t 1 -t

004 008 018 032 064 128 266 6512

Eltaantuneen &ljyn pitoisuus (%) kantaja-aineessa

Menetelmin valinnassa on kiinnitettdvd huomiota menetelmin tehokkuuteen ja taloudellisuuteen:
kaytetyn Oljyn maidraan, tarvittaviin ndytemdiriin ja valintaan kuluvaan aikaan. Valintamenetelmin
tehokkuus riippuu siitd, miten hyvit arvot se tuottaa kaikille kolmelle toisistaan riippuvalle tekijille: a)
kustannukset, jotka riippuvat kokeiden maiiristi; b) aiheettomasti hylittyjen pitevien ehdokkaiden
suhteellinen osuus; ¢) aiheettomasti hyviksyttyjen soveltumattomien ehdokkaiden suhteellinen osuus;
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Voimakkuudenarviointimenetelmi on esitelty ASTM:n (American Society for Testing and Materials)
julkaisussa STP (Special Technical Publication) No 440, sivu 53. Valintamenetelmai on muutettu neljalla
tavalla seuraavasti:

1 sarjan niytemiirii on vihennetty;

2 aistiarsykkeiden valikoimaa on laajennettu tarkoituksena lisitid valintaperusteina olevien haju- ja
makuvivahteiden mairaa niin, ettd ne vastaisivat 6ljyssa tavallisimmin ilmenevid makuvirheitd;

3 sarjojen pitoisuussuhteita on vaihdeltu;

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

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

— 6ljyjd: tunkkainen, viinimiinen, eltaantunut ja karvas.
Suoritus

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

1 Valmistetaan yksi sarja jokaiselle ehdokkaalle, jokaiselle 12 maistamislasia, jotka on merkitty tun-
nuksella. Kaadetaan jokaiseen maistamislasiin 15 m} jokaista laimennosta, jotka on valmistettu kaavan
C,o x a® mukaan.

2 Kun niytelasit on taytetty, niiden annetaan olla kannen alla maistamishuoneessa huoneenlimméssi
20-22 °C:ssa vahintaan tunti ennen maistamisen alkamista, jotta 6ljy saavuttaa huoneen limpétilan.

3 Kokeen vastuuhenkil jarjestad jokaisen sarjan 12 maistamislasia riviin vahvimmasta laimeimpaan.
Timin jilkeen ehdokkaita pyydetiin suorittamaan koe yksin seuraavien ohjeiden mukaan:
Ehdokkaille annettavat ohjeet

Ehdokkaiden edessi olevat 12 lasia sisaltavit laimennoksia kustakin neljasta ominaisuudesta: tunkkainen,
viinimiinen, eltaantunut tai karvas. Lasien sisillot eroavat toisistaan tietyn tuoksun voimakkuuden
perusteella; voimakkain haju on vasemmanpuolimmaisessa lasissa ja oikealle siirryttiessa haju laimenee.
Viimeisessi lasissa oikealla on niin heikko haju, etti sen havaitseminen voi olla mahdotonta.

Tee niin: tutustu sarjan jokaisen lasin hajuun. Aloita oikeanpuolimmaisesta (N:o 12) ja yriti todeta
jan j 3) - 5 P 2y
jokaisen hajun voimakkuus visyttamitti itsedsi litkaa.

Kun tunnet tottuneesi eri laseista lihtevien hajujen voimakkuuksien erothin, voit poistua huoneesta.

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

Koe on seuraavanlainen:

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

Edelld olevien ohjeiden lisiksi jokaisella maistajalla on oltava seuraavanlainen lomake, joka helpottaa
kokeen suoritusta ja tulosten keruuta.
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EHDOKKAIDEN VALINTA

KOE IO +enenieiit it Ominaisuus .....ooooiuiiiiiiniiiiiee e
Lasi, joka otettiin pois sarjasta, kuuluu paikalle Nio ...
PAlvAmAAra «..ooviviiniiiiii NI o

Tulosten kokoaminen

Raadin vastuuhenkil$ kerii tulokset kaikilta ehdokkailta seuraavaan taulukkoon helpottaakseen heilti
saatujen tietojen jarjestamisti:

. Annettu Oikea
_ Tutkittu s s Arvosana
Ehdokkaan nimi . jirjestysnumero jirjestysnumero X
ominaisuus (X) (K) (K’ - Ky

Tilastollinen arvostelu

Tissi valintatilanteessa oikeille paikoilleen asetettavat lasit ovat samat kaikille ehdokkaille. Titi varten
tehtivien tilastollisten laskutoimitusten mukaan niiden on kuuluttava seuraaville paikoille kunkin
ominaisuuden sarjassa:

Tunkkainen (Tu) Viinimiinen (Vi) Eltaantunut (EI) Karvas (Ka)

Lasit N:o Lasit N:o

(11,3, 8, 6)

Lasit N:o
(7, 4,10, 2)

Lasit N:o
(6,3,11,9)

(10, 5,7,2)

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

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

1 ehdokkaat eivit voi olla yhteydessi keskeniin. Eri ehdokkaiden lasien tunnukset ovat erilaiset;

2 ehdokkaat eivit voi mitenkiin saada selville, mitki lasit on siirretty;

3 vaikka siirrettavit lasit ovat eri ehdokkaille samat, lasien stirtimisjarjestys on eri ehdokkaille erilainen.
Jokaisen ehdokkaan suoritus arvostellaan seuraavasti:

Olkoon €}, €, ... e, kaksitoista lasia, joissa on 12 laimennosta ominaisuudesta i (i voi olla miki tahansa
neljisti ominaisuudesta: tunkkainen, viinimiinen, eltaantunut ja karvas) heikkenevissi jirjestyksessi.

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

kaa.

Olkoon T (suurin sallittu poikkeama)arvo, joka vahvistetaan etukiteen ja joka tissi tapauksessa on 3. Jos
K’ ~ K on suurempi kuin T, ehdokas hylitaan ilman harkintaa(?).

Jos taas K’ - K on pienempi tai yhti suuri kuin T, ehdokas hyvaksytain ja hin saa jatkaa kokeita, koska
hin on niin osoittanut pystyvinsi sijoittamaan tutkittavan ominaisuuden takaisin tarkasti oikealle
paikalleen tai ainakin sitd lihella oleva paikalle.

Tissd tapauksessa ehdokkaalle, joka on arvostellut yhden tietyn ominaisuuden (pitoisuuden), esimerkiksi
ominaisuudesta tunkkainen (Tu), annetaan arvosana, joka on lasin oikean paikan ja ehdokkaan sille
antaman paikan erotuksen neli6. Toisin sanoen

(') Raadin vastuuhenkilon on ohjattava ehdokasta niin, ettd koe etenee jirkevisti eli ettei ehdokas meneti herkkyyttiin hajuaistin
visymisen takia.
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P, = (K’ - K)2.

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

7T = PToy 4 PTo, 4 PTo 4 Pl
Seuraavat esimerkit havainnollistavat menettely.
Esimerkki 1:

Oletetaan, etti ehdokas A on antanut seuraavat paikkanumerot sarjasta poistettujen lasien neljille
pitoisuudelle ominaisuudesta i:

Lasin oikea paikka sarjassa Ehdokkaan antama lasin paikka Poikkeama oikeasta paikasta
(K) (K (K -K)
7 7 7-7= 0
4 5 4-5 =1
10 6 10-6 = 4()
2 4 2-4 = -2

(*) Timi ehdokas hylitdin tuloksen T 3 perusteella.

Esimerkki 2:

Oletetaan, etti toinen ehdokas jirjestid lasit tietyn ominaisuuden neljin eri pitoisuuden suhteen
seuraavasti:

Lasin oikea paikka sarjassa Ehdokkaan antama lasin paikka Poikkeama oikeasta paikasta
(K) X) X -K)
7 7 7-7= 0
4 4 4-4= 0
10 7 10-7= 3
2 3 2-3= -1

Titi ehdokasta el hylata. Hanen titd ominaisuutta koskevaksi arvosanakseen tulee:
Zi=02402+3%+ (<17 =10

Ehdokkaan lopullinen arvosana, jonka perusteella hinet valitaan maistajaksi, riippuu kaikille neljille
ominaisuudelle annetuista vastauksista ja voidaan laskea seuraavasti:

P, 4 P 4 P 4+ P T = ZT
PVi + PV + PV 4 P Vi = ZV
P,X: 4 PXea 4 PXe 4 P Ko = ZKa

Zlopullinen = Z™+......... + 282

jossa: Tu = tunkkainen
Vi = viinimiinen
El = eltaantunut
Ka = karvas

Seuraavaksi on ratkaistava kysymys siitd, kuinka korkea Z-arvo ehdokkaalla saa olla, jotta hinen
aistiherkkyyttiin, hajumuistiaan ja jirjestelmillisyyttiin voidaan vieli pitdd riittivinid neljin
ominaisuuden osalta. On selvii, etti Z on aina ei-negatiivinen luku ja etti Z = 0 tarkoittaa, etti ehdokas
on sijoittanut jokaisen lasin oikealle paikalle ja siis miirittinyt kaikki 16 voimakkuutta oikein (nelja
jokaista ominaisuutta kohti). Jos Z-arvo ei ole nolla, ehdokas on ldytinyt voimakkuuksille oikean
suuruusluokan, mutta ei ole kyennyt sijoittamaan sita juuri oikealle paikalle, koska hinen erotuskykynsi
on kokeessa kiytetylli asteikolla riittdiméton yhden tai useamman ominaisuuden suhteen.
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9.6

Timin vuoksi kriittinen arvo (Z) on syyti asettaa sellaiseksi, ettd jos ehdokas olisi sijoittanut lasit
sattumalta lihes oikein, todennikéisyys (a) saada lopulliseksi arvosanaksi Z-arvo, joka on pienempi kuin
kriittinen arvo Z,, on riittivin pieni ja voidaan asettaa etukiteen. Toisin sanoen on varmistettava, etti titd
menetelmii kiyttien todennikoisyys valita raatiin maistaja, jolla ei ole riittavai kykyi erottaa aistimusten
voimakkuutta, on pienempi kuin a.

Kun o:n arvo on vahvistettu (tdssa tapauksessa 0,05), Z,, saadaan muuttujan Z todennikéisyysjakaumasta,
joka taas riippuu muuttujan p (K’) todennikdisyysjakaumasta.

Kun tarvittavat tilastolliset laskutoimitukset on tehty, saadaan kriittiseksi arvoksi Z; = 34.

Kun kaikkien ehdokkaiden Z-arvo on laskettu, ehdokkaat, joiden Z-arvo on suurempi kuin 34, on
hylattiva.

Edellisen esimerkin ehdokkaiden A ja B saamat arvosanat olivat seuraavat:

Ominaisuus Ehdokas A Ehdokas B
Tunkkainen (Tu) Z% = 10 2T =12
Viinimiinen (Vi) ZVi = 10 ZVi = 11
Eltaantunut (El) ZE = 10 ZE! = 15
Karvas (Ka) K= 4 Z¥a= 0

3 =34 z =38

Koska ehdokkailla on Z-arvot 34 ja 38, ehdokas A hyviksytian ja ehdokas B hylitiin. Kun kaikki
ehdokkaat, joiden Z-arvo on yli 34, on hylitty, asetetaan jiljelle jadneet paremmuusjarjestykseen ja 12
parasta valitaan.

Koulutus

Koulutusvaiheen tirkeimmit tavoitteet ovat:

a) tutustuttaa maistajat neitsytoliividljyn moniin haju-, maku- ja suutuntumaominaisuuksiin;
b) opettaa maistajille aistinvaraisen arvostelun menetelmi;

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

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

Koulutukseen kuuluu yleensi useampia opetustilaisuuksia maistajien mahdollisuuksien ja opetettavien
asioiden mukaan; tilaisuuksien aikana maistajat tutustuvat oljyihin itsenaisesti, keskustelevat
kohtaamistaan ongelmista vastuuhenkilon kanssa, seki keskustelevat arvostelusta, jotta piistiisiin
mahdollisimman yhteniisiin arvioihin ja mielipiteisiin.

Taso, jolle koulutuksessa paistain tietyn oppituntimairin jilkeen, arvioidaan oikeiden vastausten
prosenttiosuuden kasvun avulla — jos halutaan kayttdi karsintakokeita — tai analysoimalla raadin jisenten
arvosanojen keskiarvon vaihtelua, kun kiytetiin kokeita, joissa on asteikko.

Koulutusvaiheen kiytinnén merkityksesti on keskusteltu paljon, mutta tilld hetkelld sitd pidetiin
erittiin tehokkaana ja jopa vilttimittomani, jos halutaan tismallistd ja oikeaa aistinvaraista tietoa.

Suorituskyvyn seuranta

Kokeneiden maistajien raadit osallistuvat siinnollisesti maistajaisiin, joissa aistinvaraiset arvioinnit
vaativat heilti paljon. Monet tirkeit tekniset ja taloudelliset ratkaisut perustuvat heidin arvioihinsa;
tamin vuoksi valinnan ja koulutuksen jilkeen maistajien suorituksia on seurattava, jotta varmistetaan
heidin tulostensa tarkkuus.

Sen jilkeen kun raadit on muodostettu ja ne ovat suoriutuneet rutiinikokeista, niiden taso on tarkistettava
sopivin ja saannollisin viliajoin.
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10.2

NEITSYTOLIIVIOLJYN AISTINVARAISEN ARVIOINNIN MENETELMA

Kun edelli esitetyt vaatimukset on tiytetty, tarpeelliset tilat ja vilineet ovat kiytettavissi ja raati valittu,
jokaisen maistajan tulee haistaa ja maistaa(!) mairitettavin 6ljyn niytettd, joka hinelle maistamislasissa
tarjotaan; maistajan on mdiritettivi haju-, maku-, suutuntuma- ja kinesteettiset ominaisuudet ja
kiytettiva niiden tunnistamisen ja voimakkuusarvion merkitsemiseen lomaketta, jonka malli on kuvassa
2. Seuraavana tehtivani on arvioida 6ljyn laatu.

Kuvan 2 mukaisen lomakkeen kiytté (maun kuvaaminen ja laadun arviointi).

Lomakkeen vasemmalla puolella on lueteltu oliiviljyissd usein esiintyvii tyypillisid aistein havaittavia
ominaisuuksia, jotka kuvaavat niiden makua. Jos maistaja huomaa jonkin aistihavainnon, joka ei vastaa
lomakkeessa mainittuja laatusanoja, hinen tulee tehda niistd merkintd kohtaan muut“ kiyttien mahdol-
lisimman tasmillisesti kuvaavia sanoja.

Havaittavat aistidarsykkeet arvioidaan niiden suhteellisen voimakkuuden mukaan merkitsemalla + -merki
oikeaan sarakkeeseen seuraavien miireiden mukaan:

1: tuskin havaittava,

2: heikko,

3: kohtalainen,

4: voimakas .
5: erittiin voimakas.

Lomakkeen oikealla puolella on asteikko 1 -9 (9 tarkoittaa poikkeuksellisen hyvéa laatua, 1 on huonoin
laatu), johon maistaja merkitsee kokonaisarvionsa tutkittavan ljyn laadusta yhdelli arvosanalla. Timin
arvion on oltava sopusoinnussa samassa 6ljyssa havaittujen hyvien ja huonojen ominaisuuksien kanssa,
joiden arviot on merkitty vasempaan reunaan.

Ensimmiinen sarake (virheet) on jaettu viiteen osaan. Oljyjen luokittelun tulee perustua ennen kaikkea
niiden makuvirheiden puuttumiseen tai havaitsemiseen, seki sithen, kuinka voimakkaita tai heikkoja
nimi makuvirheet ovat. Koska asteikko kuitenkin ulottuu 9 pisteeseen asti, on syyti ottaa huomioon
tiettyja vivahteita ja ominaisuuksia, jotka on kuvattu toisessa sarakkeessa (ominaisuudet) ja jotka auttavat
padsemiin lopulliseen ratkaisuun laadullisessa kokonaisarvioinnissa.

Lopullinen arviointi

Raadin vastuuhenkilé kerdi jokaisen maistajan tiyttdmit lomakkeet ja tarkistaa, ettd aistinvaraiset
ominaisuudet ja niisti profiililomakkeessa annettu voimakkuusarvio ovat sopusoinnussa arviointilomak-
keessa esitetyn arvion kanssa. Jos niami arviot poikkeavat huomattavasti toisistaan, jirjestiji pyytii
maistajaa tarkistamaan arviointilomakkeensa.

Maistajan tulee tarvittaessa uusia koe.

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

Jos mainittu virhe on menetelman virhettd suurempi, koe on uusittava koko ryhman osalta.

Ainoastaan jos kyse on tarkistusmiirityksesti, ryhmin on toistettava koe niin monta kertaa, etti
jokaisesta niytteesti saadaan kolme arviota. Lopullinen arvio on niiden arvioiden keskiarvo yhden
desimaalin tarkkuudella.

Jos karvauden ja/tai pistivyyden voimakkuusarviciden keskiarvo on yli 2,5, 6ljy on merkittivi sen
mukaisesti ja arviointeihin on listtavi, ettd 6ljy on erityisen karvasta ja/tai pistivii.

Tulosten esittiminen: raadin vastuuhenkilé miirittid arvioiden keskiarvon perusteella, mihin luokkaan
niyte luokitellaan liitteen I arvojen mukaisesti. Maaritysselosteessa ilmoitetaan ainoastaan tami luokka.

Huom.: Niytteet on siilytettivi jadkaapissa kannen alla, kunnes ne on miritetty, ja ne on pantava takaisin jadkaappiin
jokaisen kokeen jilkeen, kunnes kaikki kolme koetta on tehty.

1) Maistaja voi kieltiytyi maistamasta, jos hinen mielestiin niytteen hajussa on jokin erittiin vastenmielinen ominaisuus; tist
)
poikkeuksellisesta tapahtumasta on tehtivd merkinti arviointilomakkeeseen.
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Kuva 2
Neitsytoliivisljy
Profiililomake
Hajun, maun ja suutuntuman arviot Arviointitaulukko
Havainnon voimakkuus(?) Virhe Ominaisuudet Yleis.arvioz
plsteet

Oliivihedelmiinen(kypsajavih-
rea)(")

Omena .
Muu kypsi hedelmi .................

Vihrei (lehdet, ruoho) ..c....c......

PISEAVA wovererireriirereesreseesessesnnsens
Makea wovverveeicecererenreseeeneene
Muu sallittu ominaisuus ...........

Kuvaile voeeeerieerreensscerineneieeee

Hapan/viinimainen/etikkainen

/happoinen(’) .ooveieeiiiens
Jumoava ..
Metallinen ....cccoovvervrecmrereeerennes
Homeinen .....ooveveeneeerernereeencens
Sakkainen ...ocoevcoricneeeieiiins
Tunkkainen ....cccevevencercnnennns
Eltaantunut ....covveevceverieecennnians
Muu kielletty ominaisuus ........

Kuvaile coeeieireecrenneeneneene

(") Tarpeeton yliviivataan.
(%) Havainnon voimakkuus:
3

2 (),
: tuskin havaittava,
: heikko,

: keskinkertainen,
: voimakas,

: erittain voimakas.

N AW = O

Oliivihedelmiisyys 9
Ei virheitd Oliivihedelmiisyys  ja 8

muu tuore hedelmiisyys 7
Heikko tai tuskin ha- | Miki tahansa heikko he- 6
vaittava delmaisyys

Melko epitiydellinen he- 5
Havaittava delmaisyys, poikkeava

haju ja maku
Huomattava, hyvik- | Selvisti epitiydellinen, 4
syttavin rajalla epamiellyttavi  haju ja

maku
Voimakas ja/tai huo- | Kulutukseentiysinsovel- 3
mattava, selvisti | tumaton haju ja maku 2
havaittava 1
Huomautuksia: .......cooiiviiiiiniiiice e
MaiStajan NIML ..oueeeee et
Naytteen tUNNUS: «vovivieiit ittt
PAIVAYS: ..o
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2.1

AISTINVARAINEN ARVIOINTI: YLEINEN PERUSSANASTO

TARKOITUS

Tamin standardin tarkoitus on koota aistinvaraisessa arvioinnissa kiytetyt yleisimmit sanat ja niiden
midritelmat.

SANASTO

Yleisti sanastoa

Aistinvarainen arviointi (substantiivi):

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

ulkoisten esineiden ja tapahtumien saattaminen tietoisuuteen aistien avulla.
Aistinvarainen (adjektiivi) (ominaisuus):

kuvailee aistein havaittavaa tuotteen ominaisuutta.

Astantuntija (substantiivi):

(aistinvaraisten ominaisuuksien tutkimisessa)

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

Maistaja (substantiivi):

havaitsemiskykyinen, herkka, koulutettu henkild, joka on valittu arvioimaan elintarvikkeen aistein
havaittavia ominaisuuksia.

Raati:

ryhmai maistajia, jotka on valittu ja koulutettu ja jotka kokoontuvat suorittamaan tietyn elintarvikkeen
aistinvaraista arviointia valvotuissa olosuhteissa.

Aistimus (substantiivi):

subjektiivinen ilmi6, joka on seuraus aistihermojen irsytyksesti. Timin ilmién aistielin voi
subjektiivisesti erottaa tai objektiivisesti mairitelld, drsykkeen luonteen tai laadun ja voimakkuuden
mukaan.

Herkkyys (substantiivi):

aistielinten kyky miirillisesti tai laadullisesti havaita heikkoja drsykkeiti tai pienii eroja irsykkeiden
valilla.

Maistaminen (substantiivi):

tehtivi, johon kuuluu elintarvikkeen aistinvaraisten ominaisuuksien, lahinna hajun, maun, suutuntuman
ja kinesteettisten ominaisuuksien havaitseminen, miaritys ja arviointi.

Hyvdiksyminen (substantiivi):
Yksil6n tai ryhmin myénteinen suhtautuminen tuotteeseen.
Sopusointuisuus (substantiivi):

tuotteen ominaisuus, joka tarkoittaa miellyttivii kokonaisaistimusta. Tamin aistimuksen saa aikaan
tuotteen haju-, maku-, suutuntuma-ja kinesteettisten rsykkeiden esiintyminen sopivissa voimakkuus-
suhteissa.

Hyvéksyttivyys (substantiivi):

asema, jonka tuote on saavuttanut, kun henkil§ tai ryhmi on suhtautunut myonteisesti sen atstinvaraisiin
ominaisuuksiin.

Erottaminen (substantiivi):
kahden tai useamman drsykkeen laadullinen ja/tai miirillinen erottaminen.
Kompensaatio (substantiivi):

irsykkeiden yhteisvaikutus, jonka tuloksena kukin irsyke havaitaan heikompana kuin jos se esiintyisi
yksin.
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Ulkonéiko (substantiivi):

nikoaistilla havaittavat aistinvaraiset ominaisuudet: koko, muoto, viri, rakenne, sameus, kirkkaus,
juoksevuus, vaahtoaminen ja kuohunta.

Ominaisuns (substantiivi):
aistein havaittava piirre.
Fysiologiset termit
Arsyke (substantiivi):

fysikaalinen tai kemiallinen vaikute, joka saa aikaan tietyn reaktion sisdisissi tai ulkoisissa
aistireseptoreissa.

Makunaisti (substantiivi):

Aisti, jonka reseptorit sijaitsevat suussa, erityisesti kieless3; nimi reseptorit aistivat erilaisia liukoisia
aineita.

Maku (substantiivi):

kuvaa tuotteen ominaisuutta, joka drsyttii makuhermoja saaden aikaan aistimuksen, joka liittyy yhteen
tal useampaan neljista perusmausta: makea, suolainen, hapan ja karvas.

Reseptori (substantiivi):

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

Huom.: Reseptorit luokitellaan drsykkeen energiamuodon perusteella (valo, limpé, dini, ym.).
Hajuaisti (substantiivi):

hajuelinten kyky havaita ja erotella molekyyleji, jotka tulevat nendan kaasuna ympiristosti joko suoraan
tai epdsuorasti.

Voimakkuns (substantiivi):

ominaisuuden vaikutuksen suuruus, joka voidaan mitata mairillisesti asteikolla sen mukaan, miten
selvisti aistimus ylittda havaintokynnyksen.

Mukantuminen (substantiivi);

irsykkeen havaitsemisen herkkyyden hetkellinen muutos, joka johtuu saman tai samantapaisen arsyk-
keen jatkuvasta esiintymisesti.

Estyminen (substantiivi):

aistinelimen tai sen osan kyvyttémyys reagoida arsykkeeseen, joka on sopiva ja voimakkuudeltaan
arsytyskynnyksen ylittavi.

Vaste, reaktio (substantiivi):

toiminta, joka aistisoluissa tapahtuu, kun yksi tai useampi arsyke vaikuttaa sithen.
Vartalo (substantiivi):

suutuntuma, joka kuvailee elintarvikkeen tiheyttd, viskositeettii, kiinteytti ja tiiviytea.
Tuoksu (substantiivi):

raikas, miellyttdvé, herkullinen hajuominaisuus.

Haistaa (verbi):

toiminta, jolla hankitaan hajuhavainto.

Objektitvinen (adjektiivi):

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

b) kuvailee menetelmas, jossa aistiteknisesti tai laitteiden avulla vihennetdan itse aiheutettuja virheiti
mahdollisimman tehokkaasti.

Huom: Ilmaisua ‘instrumentaalinen’ ei suositella kiytettiviksi synonyymina.
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Subjektiivinen (adjektiivi):
kuvailee mielikuvaa, johon vaikuttavat aistihavainnon lisiksi aistijan tunteet ja ajatukset.
Kinesteettinen aistimus:

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

Kynnys (substantiivi):

Absoluuttinen kynnys:

aistidrsykkeen pienin arvo, joka saa aikaan:

— aistthavainnon (arsytyskynnys tai havaintokynnys), tai

— aistthavainnon tunnistamisen (tunnistamiskynnys).

Erotuskynnys:

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

irsykkeen voimakkuus, jonka ylipuolella ei endi havaita voimakkuuseroja.
Preferenssikynnys:

pienin mahdollinen kynnyksen ylittavi irsykkeen voimakkuus, joka aiheuttaa miellyttivin tai torjuvan
reaktion suhteessa neutraaliin drsykkeeseen, esimerkiksi jouduttaessa valitsemaan veden ja sokeriliuoksen
valilla.

Huom: Absoluuttinen preferenssikynnys on eri asia kuin differentiaalinen preferenssikynnys.
Kynnyksen alittava (adjektiivi):

absoluuttista kynnysarvoa heikompi.

Kynnyksen ylittivi (adjektiivi):

absoluuttista kynnysarvoa voimakkaampi.

Atstivdsymys:

aistien mukautumisen muoto, jossa herkkyys vihenee.

Kompensaatio (substantiivi):

irsykkeiden yhteisvaikutus, jonka tuloksena kukin irsyke havaitaan heikompana kuin jos se esiintyisi
yksin.

Synerginen (adjektiivi):

tiettyjen aineiden yhteisvaikutus on suurempi kuin niiden vaikutusten summa.
Kontrastivaikutus:

kahden samanaikaisen tai perikkiisen drsykkeen eron herkempi havaitseminen.
Konvergenssin vastakohta.

Konvergenssivaikutus:

kahden samanaikaisen tai perikkiisen drsykkeen eron vaikeampi havaitseminen.

Kontrastivaikutuksen vastakohta.

Aistinvaraisiin ominaisuuksiin liittyvid termeji
Happoinen (adjekuiivi):

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

b) kuvaa sellaisten puhtaiden aineiden tai niiden seosten ominaisuutta, joissa esiintyy timi maku.
Vastaava substantiivi on happoisuus.
Hapan (adjektiivi):

Kuvaa haju-ja makuaistimusta, joka etupddssd koostuu yleensid kiymisessd syntyneestd haposta, ja
elintarvikkeita, jotka aikaansaavat timan aistimuksen.



03/Nide 38

Euroopan yhteisojen virallinen lehti 235

Jotkin happamuutta aiheuttavat tekijit littyvie elintarvikkeen kiymiseen, kuten maitohappo- tai etik-
kahappokaymiseen.

Karvas (adjektiivi):

a) kuvaa sellaisten aineiden kuten kiniinin, kofeiinin ja tiettyjen alkaloidien laimeiden vesiliuosten
perusmakua;

b) kuvaa sellaisten puhtaiden aineiden tai niiden seosten ominaisuutta, joissa esiintyy timi maku.
Vastaava substantiivi on karvaus.

Suolainen (adjektiivi):

a) tyypillinen makuaistihavainto, jonka tavallisin aiheuttaja on natriumkloridiliuos;

b) kuvaa sellaisten puhtaiden aineiden tai niiden seosten ominaisuutta, joissa esiintyy timi maku.
Vastaava substantiivi on suolaisuus.

Makea (adjektiivi):

a) kuvaa aistihavaintoa, jonka piiasiallisin maku tulee sakkaroosin ja vastaavien aineiden vesiliuoksista;
b) kuvaa sellaisten puhtaiden aineiden tai niiden seosten ominaisuutta, joissa esiintyy timi maku.
Vastaava substantiivi on makeus.

Supistava, jumoava (adjektiivi):

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

b) kuvaa sellaisten puhtaiden aineiden tai niiden seosten ominaisuutta, joissa esiintyy timi maku.
Vastaava substantiivi on supistavuus tai jumoavuus.
Maku (substantiivi):

maku-, haju-, suutuntuma- ja kinesteettisten aistimusten kokonaisuus, joiden avulla koehenkilé voi

tunnistaa elintarvikkeen ja asettaa perusteet, joiden mukaan tuote koetaan miellyttaviksi tai epimiellyt-
tavaksi.

Makn (substantiivi):

a) aistimus, joka syntyy kun makunystyri saa arsykkeen jostain liukoisesta aineesta;
b) aistimuksen ominaisuus, jonka tallaiset aineet saavat aikaan.

Perusmakn (substantiivi):

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

Haju (substantiivi):

a) hajuaistin havaitsema aistimusten yhdistelmi, joka on saatu hengittimilli sisiin tiettyji haihtuvia
aineita;

b) aistimuksen ominaisuus, jonka mainitut aineet saavat aikaan.
Aromi (substantiivi):
a) hajuaistielinten epasuorasti aistima miellyttavi aistimus elintarviketta maistettaessa;

b) tavallisessa kielenkiytdssd ja hajuvesisti puhuttaessa titd termid kiytetddn joissakin kielissi myds
silloin, kun aistimus saadaan suoraan nenin kautta.

Jilkimakn (substantiivi):

aistimusten yhdistelmi, joka havaitaan sen jilkeen, kun irsyke on hivinnyt suusta, ja joka on erilainen
kuin aikaisemmat aistimukset.

Aromaattinen (adjektiivi):

a) kuvaa puhtaiden aineiden tai seosten ominaisuutta silloin, kun niiti maistettaessa syntyy aromia-
istimus;

b) kuvaa tuotteita, jotka suoraan hajuaistin avulla tutkittuina ovat hyvilti ja raikkailta tuoksuvia.
Rakenne (substantiivi):

elintarvikkeen kiintein tai juoksevan olomuodon ominaisuuksia, joiden yhdistelmi voi maistamisen
yhteydessi olla irsykkeend erityisesti suussa sijaitseville mekaanisille reseptoreille.
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Huom.: Tami termi viittaa yksinomaan objektiivisiin ominaisuuksiin, ei aistimuksiin, joiden syntymisti kuvataan
yleistermeillid kuten kiinteys, kuitumaisuus, rasvaisuus jne.

Pursknttaa (verbi):

elintarvikkeen litkuttelu kaikkialla suuontelossa niin, etti se joutuu kosketuksiin kaikkien aistiherkkien
alueiden kanssa, jotta kaikki syntyvit suuaistimukset havaitaan.

Huom.: Titi sanastoa voi laajentaa tutkimalla ISO-standardia 5492, osat I-V ja muita julkaisuja, kuten J. L. Magnenin
kirjoittamaa Les cabiers technigues du Centre national de coordination des études et recherches sur la nutrition
et alimentation, Jne.

OLJYNMAISTAMISLASI

TARKOITUS

Tamin standardin tarkoituksena on kuvata ruokadljyjen aistivaraiseen miiritykseen (haju, maku)
tarkoitettujen lasien ominaisuuksia.

Lisiksi kuvataan limmitysjirjestelmd, joka tarvitaan riittivin limpétilan saavuttamiseksi ja
yllipitamiseksi madritystd varten. '

LASIN KUVAUS

Kuvassa 1 nikyyvit lasin muoto ja mittasuhteet, jotka on suunniteltu niin, etti:

a) lasi on mahdollisimman vakaa, jotta se ei kaatuisi ja 6ljy liikkyisi;

b) lasin pohja sopii limmityslaitteen syvennykseen niin, etti lasin pohja limpenee tasaisesti;

c) lasin suussa on kavennus, jotta hajut keskittyisivit ja niiden tunnistaminen helpottuisi;

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

Mitat

Lasin mitat ovat seuraavat (kuva 1):

— kokonaistilavuus .........ccoienl B PSP 130 ml + 10 ml,
— kokonaiskorkeus .........coiiiiiiiii 60 mm * 1 mm,
— suun halkaisija .............. e e 50 mm = 1 mm,
— leveimmin kohdan halkaisija ............... s 70 mm = 1 mm,
— pohjan halkaisija .....o.ooiiiiiiiii 35 mm + 1 mm,
— sivuseinimien paksuus ............. e, e e 1,5 mm = 0,2 mm,
— pohjan paksuus .............. e e P 5mm + | mm.

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

Lasin tekniset ominaisuudet

Lasin on oltava vahvaa, ja viriltiin tummaa niin, etti sisillén virii ei voi erottaa, eiki lasissa saa olla
naarmuja tai kuplia.

Reunan on oltava silei, tasainen ja ulospiin taivutettu.

Lasin on oltava lampokisitelty niin, etti se kestid kokeen aikana esiintyvat limpatilan muutokset.
Kiyttoohje

Lasit pestiin hajuttomalla pesuaineella ja huuhdellaan useaan kertaan, kunnes pesuaine on saatu
kokonaan pois. Lopuksi lasit huuhdellaan tislatulla vedelld, minka jilkeen lasit saavat valua hetken ja

lopuksi ne kuivataan eksikkaattoriuunissa.

Vikevid happoja tai kromihappoa sisaltivii seoksia ei saa kiyttda.
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Laseja siilytetdin uunissa, kunnes niita tarvitaan, tai kaapissa, jossa ne on suojattu niin, ettei niihin tartu
hajuja.

Ennen kiyttdd jokaisen lasin hajuttomuus tarkistetaan haistamalla. Kokeeseen valmistauduttaessa
jokaiseen lasiin merkitain tunnus ja muistiinpanoihin merkitaan jokaista tunnusta vastaava &ljy.
Ainoastaan kokeen jirjestdja saa tietid, mitka tunnukset vastaavat mitakin 8ljyja.

NAYTTEIDEN LAMMITYSLATTE

Aistinvaraisesti arvosteltavan niytteen on oltava tietyssi lampétilassa, joka ruokaéljyille on 28 + 2 °C.
Titd varten maistamiskopissa on oltava limmityslaite jokaisen maistajan kiden ulottuvilla (kuva 2). Se
koostuu alumiinilevysti, joka on vesihauteessa, jonka lampotila pidetdin termostaatilla tasaisena. Levyssi
on sarja syvennyksii, joihin lasien pohjat sopivat. Limmityslaitteen ja eri levyjen syvennyksissi olevien
lasien 6ljyn limpotilaero ei saa olla yli £ 2 °C.

Kuva 1- Maistanislasi
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MAISTAMISHUONEEN SUUNNITTELU

1 JOHDANTO

Maistamishuoneen tarkoituksena on luoda maistajille sopiva, mukava ja yhteniinen ympirists, joka
edistad tydskentelyd ja varmistaa sen, etti jokainen koe voidaan toistaa ja uusia samanlaisissa olosuhteissa.

2 TARKOITUS
Timin standardin tarkoituksena on mairittai vaatimukset, joita on noudatettava maistamishuonetta
suunniteltaessa.

3 YLEISIA VAATIMUKSIA SUUNNITTELUA JA TOTEUTTAMISTA VARTEN

Suuruudesta riippumatta (ks. 3.1 kohta) tilojen on oltava seuraavien vaatimusten mukaiset:

Tilojen tulee olla miellyttivit ja sopivasti valaistut (ks. 3.2 kohta), mutta kuitenkin hillityt. Timin vuoksi
on suotavaa, etti seinit ovat vaaleat ja rauhoittavat, jotta syntyisi vapautunut tunnelma(?).

Tilojen on oltava helposti siivottavat ja mielellddn ddnieristetyt. Niissi on oltava hyvi ilmanvaihto eiki
nithin saa tulla vieraita hajuja mistddn. Jos sisilimpétila vaihtelee tuntuvasti, huoneen on oltava
ilmastoitu, jotta limpatila pysyy 20-22 °C:ssa.

3.1 Tilan tarve

Laboratorioiden ja yritysten tilankdytté miirdd usein maistamistilojen koon. Tilaa on kuitenkin oltava
niin paljon, etti saadaan jirjestettyd noin 10 koppia maistajille ja paikka, jossa niytteet voidaan valmistaa.

Tita vihimmaiskokoa suuremmat tilat ovat suotavat, silld tarvitaan tiloja, joissa voi pestd naytelaseja,
jarjestelli elintarvikkeita maistamista varten ja jirjestii avoimia keskustelutilaisuuksia koko raadille.

3.2 Valaistus

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

3.3 Limpétila ja kosteus
Tilojen on oltava koko ajan miellyttavin limpdiset ja ilman on oltava sopivan kosteaa. Elleivit erityiset
syyt muuta edellyti, suositellaan, ettd ilman limpétila on 20-22 °C ja suhteellinen kosteus 60-70 %.

4 MAISTAMISKOPIT

4.1 Yleisii ominaisuuksia
Maistamiskopit sijoitetaan rinnakkain riviin.

Niiden on oltava samanlaiset ja viliseinien on oltava niin korkeat ja leveit, etti ne erottavat maistajat
kokonaan toisistaan, kun nimi istuvat paikoillaan.

Kopit voidaan rakentaa misti tahansa sopivasta materiaalista, joka on helppo pitii puhtaana (esimerkiksi
puusta, lasitetusta vanerista, laminaattilevyistd, jne.). Jos pintoja maalataan, niiden on oltava tiysin
hajuttomia, kun maali on kuivunut.

Istuinten on oltava mukavat ja niiden korkeutta on voitava siitii.

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

On suotavaa, ettd jokaisella maistajalla on kdden ulottuvilla painonappi, jota painettaessa kopin
ulkopuolella syttyy valo, joka ilmoittaa muita maistajia hiiritsemittd vastuuhenkilélle, ettd maistaja on
valmis, tarvitsee lisdd niytteitd, haluaa kysyi jotain, haluaa jonkin puuttuvan vilineen tai on havainnut
jotakin poikkeavaa, jne.

4.2 Mittasuhteet

Koppien on oltava riittivin suuria ja mukavia. Yleensi ne ovat seuraavankokoisia:

(') Huoneen virit ja valaistus voivat vaikuttaa aistinvaraisten arviointien tuloksiin.
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— leveys:

0,75 m (ilman pesuallasta),

0,85 m (pesualtaan kera),
— pituus:

0,50 m (poyti),

0,20 m (lisitilaa viliseindd varten),
— viliseinien korkeus:

vihintain 0,60 m pSydin pinnasta,
— poydan korkeus:

0,75 m.

Tilojen jirjestely
Poytien pintojen on oltava helposti puhdistettavia.

Osa poydin pinta-alasta varataan pesualtaalle, johon kuuluvasta hanasta saa juoksevaa juomavetti. Jos se
et ole kiytinnossi mahdollista, tilaan voi sijoittaa sylkymaljan, pesuvadin tms.

Koska niytteet on kokeen aikana sailytettiva tasaisessa limpétilassa, joka on alhaisempi tai korkeampi
kuin huoneenlimpd, on suositeltavaa, ettd sita varten hankitaan sopivat laitteet (vesihaude, kuumen-
nuslevy, jne.)

Erilaisia tarvikkeita (laseja ja muita pienia esineitd) varten voidaan my®os kiinnittaa hylly noin 1,10 m:n
korkeudelle lattiasta.

Jos koppien sijoitus huoneessa on sopiva, on suotavaa asentaa luukku, josta niytteet annetaan maistajalle.
Luukku voi olla liukuva (kuva 1), pyorivi, joka sopii erityisen hyvin korkeille niytelaseille tai -kupeille
(kuva 2) tai vaakatasossa saranoitu ovi, jos naytteet ovat matalissa astioissa (kuva 3). Tirkeinti on, ettd
niytteet mahtuvat astioissaan tarjottimella aukosta sisain.

MUUT TILAT

Jos tilaa riittad, on suotavaa jarjestdi erillinen huone niytteiden valmistamista varten (ruuanlaittoon
liittyvista tai muista syistd), lasien ja laitteiden kasittelyd varten sekd raadin yhteisid keskusteluja varten
ennen kokeiden suoritusta tai niiden jilkeen. Jos tillaiset tilat on kiytettavissi, niiden on oltava puhtaat,
eiki niistd saa kantautua maistajia hiiritsevii 44nii tai hajuja maistamishuoneeseen.

Kuvassa 4 on esimerkki maistamishuoneen jarjestelysti ja muista tiloista.

Huom: Edelli on kuvattu ithanteelliset olosuhteet. Jos ei ole mahdollista jirjestii huonetta yksinomaan aistinvaraisen
arvioinnin kiyttoon, voidaan kokeita jarjestdd tiloissa, jotka muuten tiyttivit vihimmiisvaatimukset
valaistuksen, aanieristyksen, lampétilan ja hajuttomuuden suhteen, ja rakentaa nithin koottavat ja purettavat
kopit, joiden tarkoitus on vain erottaa maistajat toisistaan.
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MAISTAMISKOPIN MITAT JA JARJESTELY
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PYORIVA OVI, JOSTA NAYTTEET VOIDAAN ANTAA

Kuva 2
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VAAKATASOSSA SARANOITU LUUKKU. JOSTA NAYTTEET VOIDAAN ANTAA

Kuva 3
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AISTINVARAISEN ARVIOINNIN LABORATORIO

Kuva 4 - Esinterkki maistamishuoneesta
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1.2
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1.2.2

LITE X117

OLJYN PUHDISTUKSEN TOTEAMINEN

OLIVIOLJYN NEUTRALOINTI JA VARIN POISTO LABORATORIOSSA

Oljyn neutralointi

Vilineisto

— korkea dekantterilasi, 300 ml

- sentrifugi, jossa 100 ml:n koeputkia,

— dekantterilasi, 250 ml,

— pydreipohjaisia pulloja, 100 ml,

— erotussuppilo, 1 1.

Reagenssit

— 12-prosenttinen natriumhydroksidin vesiliuos,

— 1-prosenttinen fenoliftaleiinin etanoliliuos,

— puhdasta heksaania, analyysilaatua,

— puhdasta isopropanolia, analyysilaatua.

Suoritus

a) Oljyt, joiden happoisuus oleiinihappona ilmaistuna on alle 30 %

b

P

Limmitetddn 65 °C vesihauteessa korkeassa 300 mlin dekantterilasissa 50 g kisittelemitdnti 6ljya.
Lisitadn 12-prosenttista natriumhydroksidiliuosta maari, joka vastaa 6ljyn vapaiden rasvahappojen
miirii lisittynd 5 prosentilla, ja sekoitetaan hiljaa koko ajan. Sekoittamista jatketaan 65 °C:ssa viiden
minuutin ajan.

Seos siirretiin 100 ml:n koeputkiin ja saippuoitunut osa erotetaan sentrifugoimalla. Dekantoitu 8ljy
kaadetaan 250 mlin dekantterilasiin ja pestiin kayttden 50-60 ml kiehuvaa tislattua vetts, joka
poistetaan lapon avulla. Pesut toistetaan niin monta kertaa, etti kaikki saippuoitunut aines on
poistunut (ja fenoliftaleiinin vaaleanpunainen viri on hivinnyt).

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

Sekoitetaan yhden litran erotussuppilossa 50 g kisittelemitdntd &ljys, 200 ml heksaania, 100 ml
isopropanolia ja sellainen miird 12-prosenttista natriumhydroksidia, joka vastaa 6ljyn vapaiden
rasvahappojen maiirii lisittynd 0,3 prosentilla. Ravistetaan voimakkaasti yhden minuutin ajan.
Lisatiin 100 ml tislattua vettd, ravistetaan uudelleen ja annetaan seisti.

Kun kerrokset ovat erottuneet, lasketaan pohjalla oleva saippuoitunut kerros pois. Kerrosten viliin
muodostuu usein limainen liukenemattomien aineiden vilikerros vesiliukoisen faasin paille ja
Sljyfaasin alle; myos timi valikerros on poistettava.

Seuraavaksi neutraalin 6ljyn heksaaniliuos pestidn isopropanolin ja tislatun veden liuoksella, 50-60
ml, suhteessa 1:1 (V/V), kunnes fenoliftaleiinin vaaleanpunainen viri on hivinnyt. Heksaani
poistetaan sen jilkeen kokonaan haihduttamalla tyhjiossi (esimerkiksi kiertohaihduttimessa).

Neutraloidun 6ljyn virin poistaminen

Vilineisto

— pydreipohjainen kolvi, 250 ml, jossa kolme lasihioskaulaa, joihin yhdistetiin:

a) limpomittari, joka ndyttad yhden asteen tarkkuudella 90 °C:seen saakka;

b) mekaaninen sekoitin, joka pyérii 250-300 kierrosta minuutissa ja joka sopii kiytettiviksi tyhjidssi;

c) tyhjispumppuliitints,

— tyhjiépumppu, jossa on manometri, joka kykenee mittaamaan 15-30 millibaarin jiinnospaineen.

Suoritus

Punnitaan noin 100 g neutraloitua 6ljyi kolmikaulaiseen pulloon. Limpémittari ja sekoitin asennetaan
paikalleen, liitetiin tyhjiopumppu ja limmitetiin 90 °C:seen koko ajan sekoittaen.
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Limpétila pidetiin samana ja jatketaan sekoittamista, kunnes miiritettivi 6ljy on tiysin vedetén (noin
30 minuuttia).

Avataan ja annetaan tyhjion tiyttyi ja lisitiin 2-3 g aktivoitua valkaisusavea. Kytketiin tyhjispumppu
uudelleen niin, ettd jadnnospaine on 15-30 millibaaria ja limpétila pidetdin 90 °C:ssa samalla sekoittaen
noin 250 kierrosta minuutissa 30 minuutin ajan.

Suodatetaan kuumana termostaattisiitdisessi limpokaapissa 50-60 °C:ssa.
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LIITE XIV

YHDISTETYN NIMIKKEISTON 15 RYHMAN LISAHUOMAUTUKSET 2, 3 JA 4

Huom. 2A:

Huom. 2B:

Nimikkeissa 1509 ja 1510 termilld ‘oliiviéljy’ tarkoitetaan yksinomaan oliiveista valmistettua 6ljy4,
ei kuitenkaan uudelleen esterdity oliivioljyi tai olitviéljyn ja muiden 6ljyjen keskiniisid seoksia.

Uudelleen esterdidyn oliividljyn tai muiden 6ljyjen mukanaolo todetaan kiyttamalli liitteissi V,
VII, IX, X ja XII mairittyji menetelmid. Kaikkien nimikkeisiin 1509 ja 1510 kuuluvien
oliividljyjen steroli- ja rasvahappokoostumukset esitetddn jiljempina olevassa taulukossa.

Taulukko I — Happokoostumus prosentteina Taulukko 11 — Sterolikoostumus prosentteina

Myristiinihappo M 0,1 | Kolesterol M 0,5
Linoleenihappo M 0,9 | Brassikasteroli Mo,2
Arakidonihappo M0,7 | Kampestroli M 4,0
Eikosaeenihappo Mo0,5 | Stigmasteroli < kampestroli

Bahenhappo M 0,3 | Beetasitosetroli(*) m 93,0

Lignoseriinihappo MO0,5 | A7-stigmasteroli Mo,5

M = suurin midrid
m = pienin maira

(") Delta-5-23 stigmasteroli + kolesteroli + beetasitosteroli + sitostanoli + delta-5-avenasteroli + delta-5-24-
stigmastadienoli.

Termilld ‘neitsytoliivioljyt’ tarkoitetaan 6ljyja, jotka on valmistettu ainoastaan mekaanisia tai
muita fysikaalisia valmistusmenetelmii kiyttien sellaisissa olosuhteissa, varsinkin limpé-
olosuhteissa, jotka eivit johda 6ljylaadun heikkenemiseen, ja joita ei ole kisitelty muuten kuin
pesty, dekantoitu, sentrifugoitu tai suodatettu, mutta ei kuitenkaan 6ljyji, jotka on valmistettu
livottimien avulla uuttamalla (nimike 1510) ja jotka miiritellddn jaljempini I ja IT alakohdassa.

I Alanimikkeessi 1509 10 10 ‘oliivilamppudljylli (virgin lampante olive oil)’ tarkoitetaan sen
happamuusasteesta riippumatta oliiviéljys, jonka:

a) alifaattisten alkoholien pitoisuus on enintiin 400 mg/kg;
b) erytrodioli- ja uvaolipitoisuus on yhteensi enintiin 4,5 prosenttia;

c) tyydyttyneiden rasvahappojen pitoisuus triglyseridien 2-asemassa on enintiin 1,3 prosent-
tia;

d) ja/tai jolla on yksi seuraavista ominaisuuksista:
— d1) peroksidiluku on suurempi kuin 20 meq O,/kg;

— d2) haihtuvien halogenoitujen liuottimien pitoisuus on suurempi kuin 0,2 mg/kg kaik-
kien osalta tai suurempi kuin 0,1 mg/kg yhden livottimen osalta;

— d3) K,,o-ekstinktiokerroin on suurempi kuin 0,25, mutta enintain 0,11, sen jilkeen kun
Sljy on kisitelty aktivoidulla alumiinioksidilla. Enemmin kuin 3,3 g/100 g vapaita
rasvahappoja (oleiinihappona ilmaistuna) sisiltavien dljyjen K ,,o-ekstinktiokerroin
voi olla suurempi kuin 0,11, 8ljyn kuljettua aktivoidun alumiinioksidin yli liitteessa
XV annetun menetelmin mukaisesti. Tillaisessa tapauksessa 6ljyilli on oltava
seuraavat ominaisuudet laboratoriossa tapahtuneen neutraloinnin ja varinpoiston
jalkeen:

— K,,o-¢ekstinktiokerroin on enintiin 1,20;

— ekstinktiokertoimen poikkeama (AK))(*)(2) on 270 nanometrialueella suurempi
kuin 0,01, mutta enintdin 0,16;

— d4) aistein todettavat ominaisuudet, jotka paljastavat havaittavissa olevat viat, joita ei
voi hyviksyi, ja arviointitestin tulos on pienempi kuin 3,5.

() AK =K, - 0,5 (Kins + Kini )
K., on ekstinktiokerroin absorptiokdyrin maksimin aallonpituudella 270 nanometrialueella,
K4 ja K, 4 Ovat ekstinktiokertoimia aallonpituuksilla, jotka ovat vastaavasti 4 nm lyhyempii tai pidempid kuin K.

(?) Jos K,5, on suurempi kuin 0,25, tiytyy koe uusia alumiinioksidikisittelyn jilkeen. K, ei saa olla yli 0,10.
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Huom. 2C:

Huom. 2D:

Huom. 2E:

2 Huom. 3

3 Huom. 4

II Alanimikkeessi 1509 10 90 termilld ‘neitsytoljy’ tarkoitetaan oliivioljyi, jolla on seuraavat
ominaisuudet:

a) happopitoisuus oleiinihappona ilmaistuna on enintiin 3,3 g/100 g;

b

Ry

peroksidiluku on enintdin 20 meq O,/kg;
c) alifaattisten alkoholien pitoisuus on enintiin 300 mg/kg;

d) haihtuvien halogeeniliuottimien pitoisuus on enintiin 0,2 mg/kg kaikkien osalta ja enintdin
0,1 mg/kg yhden liuottimen osalta;

e) K,,o-ekstinktiokerroin on enintiin 0,250, mutta enintdin 0,10(!), sen jilkeen kun 6ljy on
kisitelty aktivoidulla alumiinioksidilla;

f) ekstinktiokertoimen poikkeama (DK) on 270 nanometrialueella enintiin 0,010;

g) aistein todettavat ominaisuudet, jotka my0s paljastavat havaittavissa olevat viat, jotka
voidaan hyviksyi, ja arviointitestin tulos on suurempi kuin 3,5;

h

=

erytrodioli- ja uvaolipitoisuus on yhteensi enintiin 4,5 prosenttia;

i) tyydyttyneiden rasvahappojen pitoisuus triglyseridien 2-asemassa on enintiin 1,3 prosent-
tia;

Alanimikkeeseen 1509 90 00 kuuluu oliivicljy, joka on valmistettu kisittelemilli alanimikkeisiin
1509 10 10 ja/tai 1509 10 90 kuuluvia oliiviéljyji, my®s jos sithen on sekoitettu neitsytoliividljya,
ja jolla on seuraavat ominaisuudet:

a) happopitoisuus oleiinihappona ilmaistuna on enintiin 3,3 g/100 g;

b

Nl

alifaattisten alkoholien pitoisuus on enintiin 350 mg/kg;

¢} K,,o-ekstinktiokerroin on suurempi kuin 0,25, mutta enintiin 1,20, ja sen jilkeen kun niyte on
kisitelty aktivoidulla alumiinioksidilla, suurempi kuin 0,10;

d

Ravy

ekstinktiokertoimen poikkeama (DK) on 270 nanometrialueella suurempi kuin 0,01, mutta
enintiin 0,16;

e) erytrodioli- ja uvaolipitoisuus on yhteensi enintdin 4,5 prosenttia;
f) tyydyttyneiden rasvahappojen pitoisuus triglyseridien 2-asemassa on enintiin 1,5 prosenttia;

Alanimikkeessi 151000 10 ilmaisulla ‘raa’at oljyt’ tarkoitetaan 6ljyji, erityisesti uutettu;a
oliiviéljyjd, joilla on seuraavat ominaisuudet:

a) happopitoisuus oleiinihappona ilmaistuna on suurempi kuin 2 g/100 g;
b) erytrodioli- ja uvaolipitoisuus on yhteensi suurempi kuin 12 prosenttia;
¢) tyydyttyneiden rasvahappojen pitoisuvs triglyseridien 2-asemassa on enintiin 1,8 prosenttia.

Alanimikkeeseen 1510 00 90 kuuluu 6ljyj4, jotka on valmistettu kisittelemilla alanimikkeeseen
1510 00 10 kuuluvia 6ljyji, myds jos nithin on sekoitettu neitsytoliividljyi, ja joilla ei ole I ja I1
kohdassa mainittuja ominaisuuksia, ja jos niiden tyydyttyneiden rasvahappojen pitoisuus
triglyseridien 2-asemassa on enintdin 2 prosenttia.

Alanimikkeisiin 1522 00 31 ja 1522 00 39 €'vit kuulu:

a) Oljyd sisiltivien rasvaisten aineiden kisittelyssi syntyvit jitteet, joiden jodiluku, liitteessi XV1I
mairityn menetelmin mukaisesti mairitettyni, on pienempi kuin 70 tai suurempi kuin 100,

b) oljyd sisiltavien rasvaisten aineiden kasittelyssa syntyvit jatteet, joiden jodiluku on vihintaan
70, mutta enintiin 100, mutta joiden beetasitossterolin retentiotilavuutta osoittava huippuala,
jiljempani 4 lisihuomautuksessa tarkoitetun asetuksen liitteen V sidnnosten mukaisesti
miaritettyni, on pienempi kuin 93 prosenttia sterolin kokonaishuippualoista.

Edelld mainittujen tuotteiden ominaisuuksien maarittelyyn kiytettdvit analyyttiset menetelmat
mairitain asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liitteissi.

(') Jos K, on suurempi kuin 0,25, tiytyy koe uusia alumiinioksidikasittelyn jalkeen. K, et saa olla yli 0,10.
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LIITE XV

1 OLIVIJATTEEN OLJYPITOISUUS

1.1 Vilineisto
— sopiva uuttolaitteisto, johon voidaan liittidd pydredpohjainen pullo, 200-250 ml,
~— sihkolld limmitettava vesihaude, hiekkahaude tai levy,
— analyysivaaka,
— limpdkaappi, jonka voi siditdd enintdin 80 °Ct:seen,
— sihkéuuni jossa termostaatti, jonka voi sd4tdi 103 + 2 °Ciseen ja johon voi puhaltaa ilmaa tai jossa voi

kayttai alipainetta,
— mekaaninen jauhin, joka on helppo puhdistaa ja jossa oliivijiinnés voidaan jauhaa ilman limpétilan
nousua tai mainittavaa vesi- tai 6ljypitoisuuden alenemista,

— uuttohylsy ja hydrofiilisti pumpulia tai suodatinpaperia, josta on poistettu heksaaniin uuttuvat aineet,
— eksikkaattori,
— seula, jonka reikien halkaisija on 1 mm,
— kuivattuja hohkakiven palasia.

1.2 Reagenssi
Tekntstd n-heksaania, josta jii tiydellisesti haihdutettuna alle 0,002 g jidnnéstd/100 ml.

2 SUORITUS

2.1 Niytteen esikisittely
Kiytetdan tarvittaessa mekaanista jauhinta niytteen jauhamiseksi niin hienoksi, ettd se menee kokonaan
seulan lipi; jauhin on ensin hyvin puhdistettava.
Niytteesti kiytetddn noin 1/20 jauhatuslaitteen puhdistamiseen, heitetiin pois syntynyt jauhos,
jauhetaan loput niytteesti ja keratdin se, sekoitetaan huolellisesti ja maaritetdin viipymaitti.

22 Niytteenotto
Heti kun jauhaminen on paittynyt, punnitaan noin 10 g niytetta 0,01 g:n tarkkuudella koetta varten.

23 Uuttohylsyn esikisittely
Niyte pannaan uuttohylsyyn, joka suljetaan hydrofiiliselli pumpulitupolla. Jos kiytetdin suoda-
tinpaperia, jauhettu niyte kairitain sithen.

2.4 Esikuivaus
Jos oliivijidnnés on hyvin kosteata (ts. kosteutta ja haihtuvia aineita on yli 10 %), niyte kuivataan
asettamalla tiytetty uuttohylsy (tai paperiin kiiritty niyte) limpokaappiin sopivaksi ajaksi korkeintaan
80 °C:seen, jotta kosteus ja haihtuvat aineet vahenisivit alle 10 %:iin.

25 Pyéreidpohjaisen pullon esikisittely
Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella pullo, jossa on pari hohkakivikappaletta. Hohkakivi kuivataan ensin
uunissa 103 + 2 °C:ssa ja jaihdytetiin eksikkaattorissa vihintiin tunnin ajan.

2.6 Ensimmiinen uutto
Uuttohylsy néytteineen (tai paperiin kidritty niyte) sijoitetaan uuttolaitteistoon. Pulloon kaadetaan
tarpeellinen miiri heksaania. Pullo liitetddn uuttolaitteistoon ja asetetaan kokonaisuus sihkokayttoiseen
limpéohauteeseen. Limpé siddetddn niin, ettd refluksointinopeus on vihintiin kolme tippaa sekunnissa
(kohtalainen, ei kova kiehuminen).
Neljin tunnin uuton jilkeen annetaan jaihtya. Hylsy trrotetaan uuttolaitteistosta ja pannaan ilmavirtaan,
jotta suurin osa imeytyneesti liuottimesta hathtuisi.

2.7 Toinen uutto

Hylsyn sisalt siirretdin mikrojauhatuslaitteeseen ja jauhetaan niin hienoksi kuin mahdollista. Jauhettu
ndyte kootaan tarkoin ja pannaan takaisin hylsyyn, joka liitetdin taas uuttolaitteistoon.
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2.8

3.2

Jatketaan uuttoa vield kaksi tuntia kayttien samaa pyéredpohjaista pulloa, jossa on ensimmiinen uute.

Uuttopulloon kertyvin liuoksen on oltava kirkasta. Ellei niin ole, se suodatetaan paperin lipi ja pullo ja
suodatinpaperi pestdin useaan kertaan heksaanilla. Suodos ja pesuliuotin keritiin toiseen kuivattuun 1
mg:n tarkkuudella taarattuun pulloon.

Liuottimen poistaminen ja uutteen punnitseminen

Tislataan pois enin osa liuottimesta haihduttamalla sahkokiyttoisessi hauteessa. Liuottimen jiinteet
poistetaan kuumentamalla pulloa 20 minuuttia uunissa 103 + 2 °C:ssa. Liuottimen haihtumista voidaan
edistaid puhaltamalla ajoittain uuniin ilmaa tai mieluummin inerttid kaasua tai kiyttimalli alipainetta.

Pullo asetetaan eksikkaattoriin jadhtymaiin vihintiin tunniksi ja punnitaan 1 mg:n tarkkuudella.

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

Niiden kahden punnitustuloksen ero saa olla enintddn 10 mg. Ellei tihin piisti, kuumennetaan jilleen 10
minuuttia, jazhdytetdin ja punnitaan, kunnes massan ero edelliseen on enintian 10 mg. Viimeisen
punnituksen tulos merkitain muistiin.

Samasta niytteesti tehdaan kaksi eri maaritysti.

TULOSTEN ESITTAMINEN
Laskutapa ja kaava

a) Uutteen maird ilmaistuna painoprosentteina saadusta tuotteesta on:
100
S=m; x —

m,

jossa: S = saadun tuotteen uutteen painoprosentti,

m,= hiytteen paino grammoina,

m; = kuivatun uutteen paino grammoina.
Tulos on kahden rinnakkaiskokeen aritmeettinen keskiarvo, jos kokeen toistettavuusehdot tiyttyvit.
Tulos ilmoitetaan yhden desimaalin tarkkuudella.

b) Uute ilmaistaan kuiva-aineena seuraavalla kaavalla:

Sx 190 _ yutteen oljyprosentti kuivasta niytteesti
100-U
jossa: S = saadun tuotteen uutteen painoprosenttiosuus [ks. a)],

U = kosteus ja haihtuvat aineet naytteessi.
Toistettavuus

Saman kokeen tekijin perakkaisten tai samanaikaisten rinnakkaiskokeiden tulosten valinen ero ei saa olla
yli 0,2 g heksaaniuutetta/100 g niytetts.

Jos timi ehto ei tiyty, koe toistetaan kahdella uudella niytteella. Jos ero on yhi suurempi kuin'0,2 g, tulos
on tehdyn neljin miirityksen aritmeettinen keskiarvo.
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4.5

5.1

5.2

7.1

LITE XVI

JODILUVUN MAARITTAMINEN

TARKOITUS

Timi kansainvilinen standardi kuvaa menetelmin jodiluvun maarittimiseksi eliin-ja kasvirasvoista seki
-8ljyisti, jothin tistedes viitataan sanalla rasva.

MAARITELMA
Titd kansainvilisti standardia varten mairitellain seuraavat kisitteet:

Jodiluku. u:ndytteen absorboiman jodin massa tissi kansainvilisessi standardissa miirityissi
olosuhteissa.

Jodiluku ilmoitetaan grammoina jodia/100 g néytetta.

PERIAATE

Niyte liuotetaan liuottimeen ja lisatdan Wijsin reagenssia. Tietyn ajan kuluttua lisitdin kaliumjodidin
vesiliuosta ja vapautunut jodi titrataan natriumtiosulfaattiliuoksella.

REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava hyviksyttyd analyysilaatua.
Kaliumjodidilinos, 100 g/l, ei saa sisaltid jodaatteja eiki vapaata jodia.
Téirkkelyslinos.

Lisitiin 5 g liukoista tirkkelystd 30 ml:aan vetti, lisatddn tima seos 1 000 ml:aan kiehuvaa vetti; annetaan
kiehua kolme minuuttia ja jadhdytetdin.

Natriumtiosulfaatti, standardi titrauslivos c¢(Na,S,0, . 5H,0) = 0,1 mol/l, standardoitu enintiin
seitsemin paivaa ennen kiyttod.

Linotin, valmistettu sekoittamalla yhtd suuret tilavuudet sykloheksaania ja etikkahappoa.

Wijsin reagenssi, joka sisiltad jodimonokloridia etikkahapossa. On kiytettivi valmiina saatavaa Wijsin
reagenssia.

Huom: Reagenssi sisdltad 9 g ICl,:a ja 9 g La etikkahapossa.

VALINEISTO
Tavallinen laboratoriovilineistd ja erityisesti seuraavat:
Punnituslaseja, jotka sopivat ndytemairin punnitsemiseen ja pulloon (5.2) siirtimiseen.

Erlenmeyerpulloja, 500 ml, hiotut lasitulpat, taysin kuivia.

NAYTTEEN VALMISTAMINEN

Homogenoitu niyte kuivatetaan natriumsulfaatilla ja suodatetaan.

SUORITUS
Niytteenotto

Niytemiira mairiytyy oletetun jodiluvun perusteella taulukon 1 mukaisesti.
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7.2

7.3

Tanlukko 1

Oletettu jodiluku Niiytte(egx; madrd
alle 5 3,00
5-20 1,00
21-50 0,40
51-100 0,20
101-150 0,13
151-200 0,10

Niytemiiri punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella punnituslasissa (5.1).
Mairitys

Niyte pannaan 500 ml:n pulloon (5.2). Lisitiin 20 ml liuotinta (4.5) rasvan liuottamisekst. Lisitdin tasan
25 ml Wijsin reagenssia (4.6), suljetaan tulpalla, ravistetaan ja jitetiin pullo pimedin. Wijsin reagenssin
kanssa ei saa kiyttdd suupipettia.

Sokeakoe valmistellaan samalla tavalla kiyttien liuotinta ja reagenssia ilman niytetti.

Pullot jatetddn pimedan tunniksi, jos niytteen oletettu jodiluku on alle 150; jos oletettu jodiluku on yli 150
tai tuote on polymeroitunut tai hyvin hapettunut, pullot jitetiin pimeiin kahdeksi tunniksi.

Ajan paityttya lisatain 20 ml kaliumjodidiliuosta (4.2) ja 150 ml verti (4.1) kuhunkin pulloon.

Titrataan standardilla natriumtiosulfaatin titrausliuoksella (4.4), kunnes jodin aiheuttama keltainen viri
on melkein hivinnyt. Lisdtdin pari tippaa tarkkelysliuosta (4.3) ja jatketaan titraamista, kunnes sininen
viri juuri katoaa liuosta voimakkaasti ravistettaessa.

Huom. Myés potentiometrinen titrauksen loppupisteen miirittiminen on sallittua.

Mairitysten lukumaara

Samasta naytteesti tehdain kaksi mairitysti.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Jodiluku saadaan kaavasta
12,69 ¢ (V, - V,)
m
jossa:

c kiytetyn natriumtiosulfaattiliuoksen (4.4) tarkka pitoisuus, moolia/litra;

V, = sokeakokeeseen kiytetyn natriumtiosulfaattiliuoksen (4.4) tilavuus millilitroina;

V, = miiritykseen kdytetyn natriumtiosulfaattiliuoksen (4.4) tilavuus millilitroina;
m = ndytemairi (7.1) grammoina.

Tulos on kahden miirityksen tulosten aritmeettinen keskiarvo silli ehdolla, etti toistettavuusehto tiyt-
tyy.



