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BUNDESGESETZBLATT

FUR DIE REPUBLIK OSTERREICH

Jahrgang 1994

Ausgegeben am 28. Juni 1994

142. Stiick

468. Verordnung: Erucasiureverordnung

[EWR/Anh. II: 376 L 0621, 380 L 0891]

468. Verordnung des Bundesministers fiir

Gesundheit, Sport und Konsumentenschutz

zur Festsetzung des Héchstgehaltes an Eruca-
sdure (Erucasiureverordnung)

Auf Grund des § 10 Abs. 1 des Lebensmittel-
gesetzes 1975, BGBL Nr. 86, zuletzt geindert
durch das Bundesgesetz BGBL. Nr. 756/1992, wird
verordnet:

§ 1. (1) Es ist verboten, zum menschlichen
Genufl bestimmte Speisedle, Speisefette und
Lebensmittel, die unter Zusatz von Speisedlen

und Speisefetten hergestellt worden sind und einen
Gesamtfettgehalt von mehr als 5% enthalten, in
Verkehr zu bringen, wenn sie mehr als 5%
Erucasiure — bezogen auf den Gesamtgehalt an
Fettsiuren in der Feuphase — enthalten.

(2) Fiir Verzehrprodukte gilt Abs. 1 sinngemaifi.

§ 2. Die Bestimmung des Gehaltes an Eruca-
siure hat nach der im Anhang beschriebenen
Methode zu erfolgen.

Krammer
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ANHANG

BESTIMMUNG DES ERUKASAUREGEHALTS IN SPEISEOLEN UND -FETTEN

2.2,

3.1.

3.2

4.2

4.3,

SOWIE IN LEBENSMITTELN MIT OL- UND FETTZUSATZEN

I. EINLEITUNG

VORBEREITUNG DER PROBE
Allgemeines

Die Menge der zu analysierenden Laborprobe betrigt in der Regel 50 g, sofern nicht eine gro-
Rere Menge erforderlich ist.

Vorbereitung der Probe

Die Probe ist vor der Analyse zu homogenisieren.

Lagerung

?ie so vorbereitete Probe mufl stindig in einem gut verschiossenem Behilter gelagert wer-
en.

REAGENZIEN

Wasser

Ist fiir Ldsungen, Verdiinnungen und Waschungen Wasser erforderlich, so handelt es sich
stets um destilliertes Wasser oder entmineralisiertes Wasser von mindestens gleichwertiger
Reinheit.

Wird bei einer ,Losung” oder einer ,Verdiinnung” kein Hinweis auf ein Reagenz gegeben, so
handelt es sich stets um eine wiflrige Lisung.

Chemikalien

Sofern keine gegenteiligen Angaben vorliegen, miissen alle Chemikalien analysenreine Quali-
tit besitzen.

GERATE

Geriiteliste

Die Geriteliste enthilt Ausriistungen fur besondere Zwecke mit besonderen Spezifikationen.
Analysenwaagen

Unter Analysenwaage ist eine Waage mit einer Mefigenauigkeit von mindestens 0,1 mg zu
verstehen.

DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE

Ergebnisse

Das im Analysenbericht genannte Ergebnis stellt den Mittelwert von mindestens zwei Bestim-
mungen mit ausreichender Wiederholbarkeit dar.

Berechnung des Prozentsatzes

Aufler bei besonderen Vorschriften werden die Ergebnisse in Prozent (m/m) der Gesamtfett-
siuren der Probe, die das Laboratorium erhielt, angegeben.

Anzahl der Dezimalstellen

Das Ergebnis ist mit nicht mehr Stellen nach dem Komma anzugeben, als die Genauigkeit
des Analysenverfahrens zulafit.
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1. BESTIMMUNG DER ERUKASAURE

GEGENSTAND UND ANWENDUNGSBEREICH DER METHODE

Mit dieser Methode kann der Erukasiuregehalt

a) in Olen und Fetten, die Cetoleinsiure enthalten (ein cis-Isomeres der Docosensiure, das
in Fischélen vorkommt); :

b) in hydrierten Olen und Fetten, die cis- und trans-Isomere der Docosensiure enthalten,

bestimmt werden.

DEFINITION

Erukasiduregehalt : Erukasiure, bestimmt nach der beschriebenen Methode.

PRINZIP
Die Methylester der Fettsiuren werden auf Silbernitrat enthaltenden Diinnschichtplatten bei

tiefer Temperatur getrennt. Die getrennten Ester werden gaschromatographisch quantitativ
bestimmt.

REAGENZIEN

Frisch destillierter Diathylither, frei von Peroxid
n-Hexan

Kieselgel G fir Diinnschichtchromatographie
Kieselgel fiir Saulenchromatographie

Silbernitratlosung 200 g/l. 24 g Silbernitrat werden in Wasser geldst und mit Wasser auf
120 ml aufgefillt.

Losung des Erukasauremethylesters, 5 mg/ml. 50 mg Erukasiuremethylester werden in eini-
gen ml n-Hexan gelost und mit n-Hexan auf 10 ml verdiinnt.

Laésung des Tetracosansiuremethylesters als innerer Standard, 0,25 mg/ml. 25 mg Tetracosan-
sduremethylester werden in einigen ml n-Hexan (wie in 4.6) gelost und auf 100 mi aufgefilit.

FlieBmittel. Toluol : n-Hexan 90 : 10 (v/v)

2,7 Dichlorfluoresceinlosung, 0,5 g/l. 50 mg 2,7-Dichlorfluorescein werden unter Erhitzen
und Umriihren in 100 ml 50%igem wasserhaltigem Methanol gelost.

GERATE

Gerite fiir die Dinnschichtchromatographie, insbesondere einschliefllich :

Tiefkiihlschrank, der die Trennkammer einschliefllich Inhalt auf Temperaturen von minus
20-°C bis minus 25 °C halten kann

Glasplatten, 200 mm x 200 mm
Ultraviolettlampe

Glassdule 200 mm lang, Innendurchmesser 10 mm, versehen mit Glaswolle oder Glasfilterbo-
den. Alternativ kleine Glasfiltertrichter

Gerit zum Auftragen von Losungen in Form eines schmalen Streifens oder einer Linie

Gaschromatograph mit elektronischem Integrator wie in Anhang VI Abschnitt I1I der Verord-
nung (EWG) Nr. 72/77 beschrieben.
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ARBEITSVORSCHRIFT
Herstellung von Fettsiuremethylestern

Von etwa 400 mg Ol oder Fett der Analysenprobe wird nach der in Anhang VI Abschnitt 11
Absatz 3 der Verordnung (EWG) Nr. 72/77 beschriecbenen Methode eine Losung von etwa 20
bis 50 mg/ml der Fettsiuremethylester in Hexan hergestellt.

Diinnschichtchromatographie
Herstellung der Platten

60 g Kieselgel (4.3) und 120 ml Silbernitratlésung (4.5) werden in einen 500-ml-Rundkolben
gegeben und eine Minute zur Herstellung einer homogenen Suspension geschiittelt. Die Sus-
pension wird in {iblicher Weise in einer Schichtdicke von etwa 0,5 mm auf die Platten aufge-
bracht. Die Menge reicht zur Beschichtung von fiinf Platten von je 200 x 200 mm. Die Plat-
ten werden an der Luft vorgetrocknet (am besten etwa 30 Minuten im Dunkeln); danach wer-
den sie etwa 2 Stunden und 30 Minuten bei 100 °C im Trockenschrank getrocknet und akti-
viert. Nach der Aktivierung sollten die Platten sobald wie méglich verwendet werden, andern-
falls sind sie sorgfiltig im Dunkeln zu lagern und vor ihrer Verwendung zu aktivieren. (An-
merkung : Eine einstiindige Aktivierung bei 110 °C kann ausreichen, sofern die Platten dabei
nicht dunkel werden). Um bei der Entwicklung Randeffekte zu vermeiden, sollten auf jeder
Platte im Abstand von 10 mm von den Seiten und vom oberen Rand Striche durch die
Schichten gezogen werden, bevor die Platten verwendet werden.

Auftragen der Methylester

Mit dem Auftraggerit (5.1.5) werden 50 pl der aus der Probe hergestellten Methylesterlosung
(6.1) in einem schmalen etwa 50 mm langen Streifen und im Abstand von wenigstens 40
mm von der Seite und 10 pl vom unteren Rand der Platte aufgetragen. In gleicher Weise wer-
den 100 ul einer Mischung, die zu gleichen Teilen aus Methylesterlosung (6.1) und der L&-
sung des Erukasiuremethylesters (4.6) besteht, aufgetragen. Wegen der Empfindlichkeit der
Schichten ist beim Auftragen der Lésungen besonders vorsichtig vorzugehen. Nach dem Auf-
tragen der Methylester kann der untere Rand der Platte in Didthylither getaucht werden, bis
der Ather etwa § mm iiber die Startlinie aufgestiegen ist. Dadurch werden die Methylester auf
¢inen schmalen Streifen konzentriert.

Anmerkung : Eventuell kdonnen noch 50 pl der Erukasiuremethylesterlésung (4.6) auf die
Platte aufgetragen werden, um nach der Entwicklung die Identifizierung der Erukasiure-
methylester enthaltenden Zone zu erleichtern (vgl. Abbildung).

Entwicklung der Platten

Es wird eine ausreichende Menge Flieimittel (4.8) bis zu einer Hohe von 5 mm in die Trenn-
kammer gegeben und diese mit Deckel in einen Tiefkihlschrank (5.1.1) gestellt, dessen Tem-
peratur bei minus 25 °C oder so nahe wie moglich bei dieser Temperatur liegt. (In einigen
Fillen kann es zweckmiflig sein, die Trennkammer auszukleiden.) Nach zwei Stunden wird
die Platte vorsichtig in die Trennkammer gestellt und man 14t das Fliefmittel bis etwa zur
Hilfte. oder zwei Dritteln der Plattenhdhe aufsteigen. Nach dem Herausnehmen der Platte
wird das FlieBmittel im schwachen Stickstoffstrom von der Platte entfernt. Dann wird die
Platte erneut in die Trennkammer gestellt und man liflt das Flieimittel bis zum oberen
Rand der Platte aufsteigen. Anschliefiend wird die Platte wieder herausgenommen, wie oben
beschrieben im Stickstoffstrom getrocknet und dann mit der 2,7-Dichlorfluoresceiniosung
(4.9) bespriiht.

Bei der Betrachtung im UV-Licht kann die Erukasiuremethylester enthaltende Zone der
Probe durch Vergleich mit der intensiveren Zone der Probe, der Erukasiuremethylester zuge-
fugt wurde, lokalisiert werden (vgl. Abbildung).

Trennung der Methylesterfraktionen

Die Erukasiuremethylester enthaltende Zone der Probe wird quantitativ von der Platte abge-
kratzt und in ein 50-ml-Becherglas gegeben. Das Kieselgel ober- und unterhalb-der Erukasiu-
remethylesterzone, das alle anderen Fettsiuremethylesterfraktionen enthilt, wird ebenfalls
quantitativ von der Platte geschabt und in ein anderes 50-ml-Becherglas gegeben. In jedes
Becherglas werden 1,0 ml der Tetracosansiuremethylester enthaltenden Standardlésung (4.7)
und 10 ml Diathylither gegeben (4.1). Es wird umgeriihrt und der Inhalt der beiden Becher-
gliser jeweils in eine mit etwa 1 g Kieselgel (4.4) gefiillte Siule bzw. Glasfiltertrichter (5.1.4)
gegeben.

Die Ester werden mit drei oder vier mal 10 ml Didthylither extrahiert. Die Eluate werden in
kleinen Glaskolben gesammelt. Sie werden im schwachen Stickstoffstrom vorsichtig auf
kleine Volumina eingedampft und dann in Spitzglischen iberfithrt. Das restliche Losungs-
mittel wird dann so im Stickstoffstrom verdampft, dafl sich die Methylester in der Spitze des
Glischens konzentrieren. Anschlieend werden die Methylester in etwa 25 bis 50 jil Hexan
(4.2) gelost.
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Gaschromatographie

Nach der in Anhang VI Abschnitt III der Verordnung (EWG) Nr. 72/77 beschriebenen Me-
thode werden 1 bis 2 pl der Methylesterldsungen eingespritzt, die i) aus der Erukasidure-
methylester enthaltenden Fraktion und ii) aus den Fraktionen, die die restlichen Fettsaure-
methylester enthalten, gewonnen wurden.

Mit Hilfe eines elektronischen Integrators erhdlt man folgende Peakflichen :
i) Von dem Chromatogramm der Erukasiuremethylester enthaltenden Fraktion :

a) des Erukasiuremethylesters [E],
b) des inneren Standards [L,],

c) die Peakflichen der Gesamtmethylester ohne inneren Standard {EF];

i

=

von dem Chromatogramm der in den restlichen Fraktionen enthaltenen Fettsiuremethyle-
ster:

a) die Peakflichen der Gesamtmethylestér ohne inneren Standard [RF),
b) die Peakfliche des inneren Standards [L,}.

DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE
Berechnungsmethode und  Formeln

Der  Erukasiuregehalt der Probe, berechnet als Prozent Methylester der
Gesamtfettsduremethylester, ergibt sich aus der Formel

B
L TEE 4 RE
L, L,

E, EF, RF, L, und L; die Peakflachen entspreéhend 6.3.2, die erforderlichenfalls durch Eich-
faktoren korrigiert werden. Der miit vorstehender Formel ermittelte Gehalt an Erukasiure-
methylester entspricht dem Gehalt an Erukasiure, bezogen auf die Gesamtfettsiuren.

x 100

hierbei bedeuten

Werden die Peakflichen in Prozenten angegeben, so konnen fiir EF und RF nachstehende
Werte eingesetzt werden :

EF = 100 —L,
RF 100 —Lg.

Die Formel unter 7.1.1 setzt voraus, dafl der Tetracosansiuregehalt der Probe vernachlassigt
werden kann. Wenn jedoch signifikante Mengen an Tetracosansiure vorhanden sind, so muf}
der Wert fiir Tetracosansiure [L,], der aus dem Chromatogramm der restlichen Fraktionen
ermittelt wurde, vermindert werden auf :

L, —T,

Dabei ist:

ToP;

Py

Tz=

und

T; = Peakfliche des Tetracosansiuremethylesters, der aus der Probe stammt, und der einen
Teil der Peakfliche des inneren Standards in der Fraktion der restlichen Fettsiure-
methylester ausmacht ;

P; = Peakfliche des Palmitinsiuremethylesters in dem Chromatogramm der restlichen
Fraktion ;

To = Peakfliche des Tetracosansiuremethylesters in dem Chromatogramm der Gesamtfettt-
sduremethylester, die bei der in Artikel 2 der Richtlinie beschriebenen Analyse be-
stimmt wurden ;

P, = Peakfliche des Palmitinsiuremethylesters in dem Chromatogramm der Gesamtfettsiu-
remethylester, die bei der in Artikel 2 der Richtlinie beschriebenen Analyse bestimmt
wurden.
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7.1.4. Ableitung der Formel

Der in der Erukasiuremethylester-Fraktion enthaltene prozentuale Anteif an Fettsduren, bezo-
gen auf die Gesamtfettsauren der Probe, ergibt sich aus

EF

L,
— X100 oder N - SE————
EF RF EF RF
L + L, L‘(Ll + Lz)

Der Anteil an Erukasiure in der Erukasiauremethylester enthaltenden Fraktion ist

E_
EF

Folglich ist der Erukasiuregehalt der Probe, ausgedriickt in Prozent der Gesamtfettsiuren :

.EF—EFW X ;F x 100 oder _EF—E——RFX 100.
L'(L_. + L;) L'(—Lr + L—)

7.1.5. Wiederbolbarkeit

Der Unterschied zwischen den Ergebnissen zweier unter denselben Bedingungen, durch den-
selben Analytiker, an derselben Probe gleichzeitig oder in rascher Folge vorgenommenen Be-
stimmungen darf nicht mehr als 10 % relativ, bezogen auf den ermittelten Wert, oder 0,5 g
pro 100 g der Probe betragen, wobei der jeweils grofiere Wert gilt.

ABBILDUNG

Beispiel eines Diinnschichtchromatogramms, das die Trennung der Methylester von
Erukasiure, Cetoleinsdure und trans-Isomeren der Docosensiure zeigt

Gesittigte () (G )
a T =Jeeges :.i

Fettsauremethylester ibiarete
.-lifngl
il

trans-Isomere

(1) Erukasiuremethylester

Cetoleinsduremethylester

Andere Monoene ’ GIDTITNOn, CEIPRITIT,

Diene und Polyene
[ g SRS
- ——CEATTI o PRESE—— a
1 2 3
1 Probe,

2 Erukasiuremethylester,
3 Probe + Erukasiduremethylester.

(") Die Erukasiuremethylester-Fraktion enthilt gewdhnlich noch Methylester anderer Monoen-Fett-
siuren, sollte aber frei von Cetoleinsauremethylester sein.

Druck der Osterreichischen Staatsdruckerei



