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RASVAHAPPOJEN KVANTITATIIVINEN MAARITYS

Tyon tarkoituksena oli selvittdda kolmen eri menetelman soveltuvuutta kvantitatiiviseen
rasvahappomaaritykseen sekd arvioida laboratorion rasvahappoanalyysin luotettavuutta
osallistumalla kansainvaliseen vertailundytetutkimukseen. Ensimmainen menetelmista oli
IUPAC 2.301 standardimenetelmd, toinen Bannon et al. (1982) esittdmé& pikamenetelma ja
kolmas testattava menetelméana oli GOED:n (Global Organization for EPA and DHA Omega-3's)
voluntary monograph v.3 -menetelméd. Menetelmistd IUPAC:n ja GOED:n menetelmét
perustuvat hydrolysoidun rasvan happokatalyyttiseen esterdintiin ja Bannonin esittama
menetelma alkaliseen vaihtoesterdintiin.

Testattaviksi naytteiksi valittin koostumukseltaan hyvin tunnettu rypsidljy ja kaksi erilaista
GOED:n kaladljyvertailundytetta. Sisdisena standardina kaytettiin alkutestauksessa rasvahapon
21:0 metyyliesteria ja mybhemmin 23:0 metyyliesteria.

Naytteet analysoitiin kahdella eri kaasukromatografilla, joissa oli erilaiset kolonnit. Toisella
kolonnilla saatiin erotelluksi cis- ja trans-rasvahapot, kun taas toinen kolonni erotteli rasvahapot
hiiliketjun pituuden seka kaksoissidosten lukumé&aran ja sijainnin mukaan.

Tybssa maaritettiin lopuksi rasvahapot kvantitatiivisesti kolmesta GOED:n vertailunaytteesta.
Naitd tuloksia voitiin vertailla muiden vertailulaboratorioiden saamiin tuloksiin. Lisaksi
laboratorion tulostason oikeellisuutta arvioitiin analysoimalla kahta eri FAPAS:n vertailunaytetta,
joille oli méaéaritetty hyvaksyttavat raja-arvot.

GOED:n menetelman todettiin toimivan vertailluista menetelmista parhaiten ja lisdksi se oli
ty6turvallisuuden kannalta paras vaihtoehto. Menetelmé tarvitsee kuitenkin jatkotestausta
erilaisilla naytematriiseilla ennen kayttéonottoa.
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QUANTITATIVE ANALYSIS OF FATTY ACIDS

The aim of the thesis was to test the suitability of three different methods for quantitative fatty
acid analysis and to evaluate the reliability of the laboratory’s fatty acid analysis by participating
in an international proficience test. The first tested method was based on the IUPAC 2.301
standard method while the second was a quick test method by Bannon et al. (1982) and the
third method applied was the voluntary monograph v.3 method by the GOED (Global
Organization for EPA and DHA Omega-3's). The IUPAC and GOED methods were based on
acid-catalysed esterification of hydrolyzed fat and the method presented by Bannon was based
on alkaline transesterification.

Rapeseed oil with its well known fatty acid composition is well known and two marine oil
samples from GOED were selected as the samples for the method testing. The internal
standard used for quantification in preliminary testing was a 21:0 methyl ester and later on a
23:0 methyl ester.

The samples were analyzed with two different gas chromatographs using two different columns.
One of the columns separated cis- and trans-fatty acids and the the other column was used to
separate the fatty acids based on the length of their carbon chains and the number and position
of double bonds.

The final stage in the thesis project was a quantitative determination of fatty acid composition
from three marine oil samples from GOED. These results were compared with results obtained
by other laboratorien participating in the proficiency test. In addition, the reliability of the fatty
acid analyses was evaluated by using two different FAPAS quality control test materials with
determined satisfactory ranges for fatty acids.

The comparison of the methods showed that the GOED method was the most useful method for
the quantitative analysis of fatty acids. Also the GOED method was found to be the safest
considering the risk factors in the laboratory environment. However, the method requires further
testing with different sample matrixes.

KEYWORDS:

(fatty acids, methyl ester, quantitative analysis, gas chromatography)
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1 JOHDANTO

Ravinnosta saatavan rasvan laatuun kiinnitetdan nykydan entistd enemmaéan
huomiota. Hyvélaatuisen rasvan yhteys terveyteen on jo pitkaan ollut tiedossa.
Mitd enemman rasvan ja rasvahappojen vaikutuksista elimistdossa tiedetaan sita

paremmin voidaan maarittaa ravitsemussuositukset.

Suomessa noudatetaan Nordic Nutrition Recommendations (NNR) mukaisia
ravitsemussuosituksia. Talla hetkella voimassa oleva versio on NNR4, joka on
julkaistu vuonna 2004. Uusi versio NNRS5 julkaistaan kuitenkin jo tdnd vuonna

2012, ja taman tybn ravitsemussuositukset pohjautuvat tdhén uuteen versioon

(1).

Ravinnosta saatavan rasvan laatua voidaan tutkia erilaisin kemiallisin menetel-
min kuten maarittamalla rasvahappokoostumus, rasvan hapettumisaste, vapai-
den rasvahappojen maara, kosteus, maku ja haju. Tassa tydssa keskityttiin ras-

van sisaltamien rasvahappojen maarittdmiseen kaasukromatografisesti.

Rasvahappoja voidaan maarittaa kvalitatiitivisesti, jolloin saadaan tietoa rasvan
siséltdmien rasvahappojen laadusta tai kvantitatiivisesti, jolloin saadaan tietaa
myos eri rasvahappojen maara naytteessa. Taman tyon tarkoituksena oli selvit-
taa kolmen eri rasvahappoanalyysimenetelman soveltuvuutta kvantitatiiviseen
rasvahappomaaritykseen seka arvioida laboratorion rasvahappoanalyysin oi-

keellisuus osallistumalla kansainvaliseen vertailututkimukseen.



2 RASVAT

Rasvoiksi luokitellaan laaja kokoelma yhdisteita, joille ei ole olemassa tarkkaa
kansainvalisesti hyvaksyttya standardimaaritelmaa (4). Erdan maaritelman mu-
kaan rasva on biologisesta |lahteesta saatava materiaali, joka liukenee orgaani-

seen liuottimeen (2).

Rasvat voidaan jakaa kahteen ryhma&n niiden fysikaalisten ominaisuuksien
perusteella: polaarisiin ja polaarittomiin rasvoihin. Polaariset rasvat reagoivat
veden kanssa ja voivat muodostaa vesipitoisen faasin. Polaarittomat eivat muo-

dosta vesipitoista faasia. (5.)

Taman lisaksi rasvat voidaan jakaa rakenteensa mukaan erilaisiin ryhmiin, jako
vaihtelee lahteesta riippuen. Alla on esitetty yksi tapa jakaa rasvat erilaisiin
ryhmiin. Poolittomat rasvat: triasyyliglyserolit, diasyyliglyserolit, sterolit ja pooli-
set rasvat: monoasyyliglyserolit, fosfolipidit, glykolipidit, sfingolipidit sek& muut
rasvat. (5.)

2.1 Triasyyliglyserolit

Triasyyliglyserolit tunnetaan myds nimella trigyseridit. Kasvi- ja elédinperaiset
Oljyt ja rasvat kuuluvat lahes paasaantdisesti triasyyliglyseroleihin. Triasyyligly-
serolit koostuvat glyserolirungosta, jonka kaikki kolme hydroksyyliryhm&éa ovat
sitoutuneet esterisidoksella rasvahappoon. (4.) Esimerkki triasyyliglyserolimole-

kyylistd on esitetty kuvassa 1.
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S H
R—C—0H H—C—OH H‘é‘O—E‘R
1] ‘ | 0
H—-C-0OH H-C-0-C-R
| | 0
H—C—~OH H-C—0-G-R
i H 0
rasvahappo glyseroli triasyyliglyseroli

Kuva 1. Triasyyliglyseroli ja sen rakenneosat. Kuvassa R tarkoittaa hiilivetyket-

jua.

Glyseroliosaan liittyneet rasvahapot voivat olla joko tyydyttyneitd, kerta- tai mo-

nityydyttymattémia ja niiden vélinen suhde mé&araa rasvan olomuodon (3).
2.2 Diasyyliglyserolit

Diasyyliglyseroli muodostuu kahdesta rasvahaposta, jotka voivat olla eri tavoin
littyneet glyserolirunkoon. Sama diasyyliglyseroli voi esiintya kahtena eri iso-
meerind riippuen rasvahappojen sitoutumisesta glyserolirunkoon 1,3-, tai 2,3-
asetelmaan. Asyylirynman siirtyminen tapahtuu luonnossa helposti, joten yhdis-
teen seos sisaltaa yleensa yhta suuren maaran kahta eri isomeeria. (4)(5.) Esi-
merkki triasyyliglyserolin isomeriasta esitetty kuvassa 2.

1 (Itnzcyco—R 1.CH,0H
|

2 HO—(IT—H 2.CH-0-CO-R
|

3. CH-O-CO-R’ 3.CH,-O-CO-R’

Kuva 2. Diasyyliglyseroli.

Luonnossa eléin- ja kasvisoluissa diasyyliglyserolia esiintyy vain pienid maaria.
Diasyyliglyseroleilla on kuitenkin tarkea rooli triasyyliglyserolien ja muiden ras-

vojen valivaiheena seka solun viestinnassa. (4.)
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2.3 Monoasyyliglyseroli

Monoasyyliglyseroli on poolisen rasvan yksinkertaisin rakenne ja niitda muodos-
tuu vali- tai lopputuotteina triasyyliglyserolin entsymaattisessa hydrolyysissa.
Luonnon soluissa monoasyyliglyseroli esiintyy 2-isomeerind, jolloin rasvahappo
on liittyneené& glyserolirungon keskimmaiseen eli kakkoshiileen. (4.)

Monoasyyliglyserolin asyyliryhma liikkuu helposti ja monoasyyliglyserolia voi-
daan tarvittaessa eristaa sen l-isomeerimuodossa, jolloin rasvahappo on liitty-
neend 1. tai 3. hiileen. Monoasyyliglyserolin 1-isomeerilla on pintajannitysta va-
hentava vaikutus ja sita kaytetddn emulgointiaineena elintarviketeollisuudessa.

(5.) Esimerkki monoasyyliglyserolista esitetty kuvassa 3.

CH,OH

0

Il
C—C—0—CH

NSNS

CH, OH

Kuva 3. Monoasyyliglyserolin 2-isomeeri.
2.4 Sterolit

Sterolit voivat esiintya vapaassa muodossa tai rasvahapon estereina. Steroleille
yhteistd on steroidirunko, joka ndkyy kuvassa 4 harmaana alueena (5). Ylei-
simmin tutkittu ja parhaiten tunnettu steroli on kolesteroli. Kolesterolin rakenne

on esitetty kuvassa 4.
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CHs

CH:

HO

Kuva 4. Kolesteroli.

Elimistossa muodostuu luontaisesti kolesterolia. Ruokavaliossa kolesterolia
saadaan ainoastaan elainkunnan tuotteista. (3.) Kolesteroli on elimistossa tar-
peellinen aineosa solukalvon muodostuksessa (5). Kasvikunnan tuotteet sisél-
tavat kasvisteroleita ja —stanoleita (3), jotka muistuttavat rakenteeltaan laheises-
ti kolesterolia (5). Kasvisterolien ja —stanolien on todistettu alentavan veren
kolesterolipitoisuutta ja vahentavan sepelvaltimotaudinriskid (6). Esimerkkeja

erilaisista kasvisteroleista on esitetty kuvassa 5.

L A

HO ~ HO

beeta-sitosteroli kampesteroli
HO - HO -~

stigmasteroli brassicasteroli

Kuva 5. Kasvisteroleita.



13

2.5 Fosfolipidit

Fosfolipidin rakenne muistuttaa triasyyliglyserolin rakennetta, mutta erona tria-
syyliglyroliin yhteen glyserolirungon hydroksyyli-ryhmista on sitoutunut fosfaatti-
ryhmé& rasvahapon sijaan. Fosfolipidi muodostuu hydrofobisesta rasvahappo-
osasta ja hydrofiilisestd fosfaatti-osasta. TaAh&n vesi- ja rasvaliukoisen kerrok-
sen muodustukseen perustuu fosfolipidien toiminta elimistéssa solukalvon ra-

kennusaineina. (5.)

Yleisin luonnossa esiintyva fosfolipidi on lesitiini (4). Esimerkki fosfolipidin ra-

kenteesta on esitetty kuvassa 6.

0
HQC—O—IC!—/\/\/\/W\/\/
0
HC_O_E'_\/WW\//\//\
|O| CH,
Hzc—o—F|>—0—Hzc—Hzc-;\:r—cH3
o CH,

Kuva 6: Fosfolipidi lesitiini.
2.6 Glykolipidit

Glykolipideissa yhteen tai useampaan glyserolirungon hiilistéa on kiinnittynyt hii-
lihydraatti, yleisimmin yksi tai kaksi hiilihydraattia, rasvahapon sijaan. Galaktoli-
pideissa glyserolirunkoon liittynyt hiilihydraatti on galaktoosi. (4.) Galaktolipideja
esiintyy enimméakseen kasvin soluissa, joissa my6s fotosynteesi tapahtuu. Siten
niilld on luonnossa tarkea rooli ja ne ovat myds yleisimmin luonnossa esiintyvia

rasvoja. (5.) Esimerkki glykolipidin rakenteesta on esitetty kuvassa 7.
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R1
o/go
2
o 0 OVK/OTR
HO "OH ©
OH

Kuva 7. Galaktolipidi.
2.7 Sfingolipidit

Sfingolipideissa alkoholina toimii glyserolin sijaan pitkéketjuinen amiini, kuten
sfingosiini, johon rasvahappo voi liittya amidi-sidoksen avulla muodostaen ke-
ramidin. (5.) Sfingolipidin vapaaseen hydroksyyli-ryhmaan voi liittya viela fos-
faatti-ryhma tai hiilihnydraatti (4). Esimerkki sfingolipidin rakenteesta esitetty ku-

vassa 8.

OH

CH,O-R
N

NH

/\/\/\/\A/\/\/Y

(©)

Kuva 8. Sfingolipidi.
2.8 Muut rasvat

Rasvoihin luetaan mukaan kuuluviksi myds vahat, jotka yleisimmin ovat suhteel-
lisen samanpituisen pitkaketjuisen rasvahapon ja alkoholin esteri (4). Esimerkki

vahan rakenteesta esitetty kuvassa 9.
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N

\ alkoholi
W
H

rasvahappo

Q-0

o=n

Kuva 9. Vaha.

Myds rasvaliukoiset vitamiinit A, D, E ja K katsotaan kuuluvan rasvoihin. Tama
maaritelma perustuu rasvaliukoisten vitamiinien liukoisuuteen triasyyliglysero-

leihin ja fosfolipideihin. (5.)
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3 RASVAHAPOT

Rasvahappojen ajatellaan olevan rasvojen paarakennusaineita (4) ja ne muo-
dostavat rasvojen hydrofobisen osa (5). Rasvahapot jaotellaan hiiliketjun pituu-
den mukaan, lyhyet rasvahapot siséltavat 2-4 hiiliatomia, keskipitkat rasvahapot

6-10 hiiliatomia ja pitkat rasvahapot 12-26 hiiliatomia (3).

Rasvahapot jaetaan rakenteensa mukaan lisédksi tyydyttyneisiin ja tyydyttyméat-
tomiin rasvahappoihin (3). Tyydyttyneiden rasvahappojen (SAFA) hiiliketju on
paadasiassa haaroittumaton ja siind ei ole kaksoissidoksia. Tyydyttyneen rasva-
hapon sulamispiste on korkeampi kuin vastaavan hiiliketjun pituuden omaavalla
tyydyttyméattomalla rasvahapolla. Kaksoissidoksen lisddminen rasvahapon hiili-
ketjuun alentaa sulamispistetta. (5.)

Kertatyydyttymattomissa rasvahapoissa (MUFA) on yksi kaksoissidos ja moni-
tyydyttyméattomassa rasvahapossa (PUFA) kaksoissidoksia on kaksi tai enem-
man (2). Kaksoissidosten maara, sijainti ja konfiguraatio maarittelevat rasvaha-
pon fysikaaliset ominaisuudet. Rasvahapon cis-isomeerilla on trans-isomeeria
alhaisempi sulamispiste, riippumatta kaksoissidoksen sijainnista hiiliketjussa.
Kaksoissidoksen sijainti parittomassa hiilessa parillisen sijaan, seka mahdolli-
simman keskeinen sijainti hiiliketjussa alentavat sulamispistetta entisestaan. (5.)

3.1 Rasvahappojen nimeaminen

Rasvahapot voidaan nimeta kolmella eri tavalla. On olemassa rasvahapon trivi-
aalinimi esim. 6ljyhappo, IUPAC:n maarittelema systemaattinen nimi tassa ta-
pauksessa oktadekeenihappo ja lyhenne 18:1. Lyhenteen alku kertoo hiiliatomi-
en lukumaaran hiiliketjussa ja kaksoispisteen jalkeinen numero kaksoissidosten

maaran hiilivetyketjussa. (2.)

Tyydyttymattomat rasvahapot voidaan lisaksi nimetéd delta- ja omega-systeemin
mukaisesti. Delta-systeemissd numeroiminen aloitetaan hiilirungon karboksyyli-
ryhman hiilestd ja omega-systeemissa metyyli-ryhman hiilestd. (9.) Delta-

systeemin numerointi voidaan laittaa rasvahapon systemaattisen nimen eteen.
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Nain edellisen kappaleen esimerkin kohdalla rasvahapon nimi olisi 9-
oktadekeenihappo. Omega-systeemin numerointi taas merkitdan usein lyhen-
teen peraan kuten 18:1 n-9. (2.) Kuvassa 10 on esitetty nimeamisesimerkkeja

muutamista rasvahapoista.

HOOC\ A,/ A\ /AW CHs

5,8,11,14 17-eikosapentaeenihappo EPA 20:5n-3

3
HOOCM V7 10 V12 NVie \N19 VCH3

47.10,13,16,19-dokosaheksaeenihappo DHA 226 n-3

/V\=/\=/\=/\=6/WCH3
Hooc S 8 1 14

5,8,11,14-eikosatetraeenihappo arakidonihappo 20:4 n-6

Kuva 10. Rasvahappojen nimeaminen.

Taulukossa 1 on lueteltu yleisimmat kasvi- ja eldinperaiset rasvahapot, niiden

systemaattinen ja triviaalinimi seka lyhenne.



Taulukko 1. Yleisimmat kasvi- ja elainperaiset rasvahapot (7)(8).

Systemaattinen nimi:

Tyydyttyneet rasvahapot

dekaanihappo
dodekaanihappo
tetradekaanihappo
heksadekaanihappo
oktadekaanihappo
eikosaanihappo
dokosaanihappo
tetrakosaanihappo

Kertatyydyttymattomat rasvahapot*

9-heksadekeenihappo
9-oktadekeenihappo
11-oktadekeenihappo
11-eikoseenihappo
13-dokoseenihappo

15-tetrakoseenihappo

Monityydyttymattémat rasvahapot*
9,12-oktadekadieenihappo
6,9,12-oktadekatrieenihappo

9,12,15- oktadekatrieenihappo
11,14-eikosadieenihappo
8,11,14-eikosatrieenihappo
5,8,11-eikosatrieenihappo
5,8,11,14-eikosatetraeenihappo
5,8,11,14,17-eikosapentaeenihappo
7,10,13,16,19-dokosapentaeenihappo
4,7,10,13,16-dokosapentaeeenihappo
4,7,10,13,16,19-dokosaheksaeenihappo

Triviaalinimi:

kapriinihappo
lauriinihappo
myristiinihappo
palmitiinihappo
steariinihappo
arakidiinihappo
beheenihappo
lignoseriinihappo

palmitoleiinihappo
Oljyhappo
vakseenihappo
gadoleiinihappo
erukahappo

nervonihappo

linolihappo
gammalinoleenihappo

alfalinoleenihappo

DGLA

meadin happo
arakidonihappo
EPA

DPA
DHA

* kaikki kaksoissidokset ovat cis-konfiguraatiossa
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lyhenne:

10:0
12:0
14:0
16:0
18:0
20:0
22:0
24:0

16:1 n-7
18:1 n-9
18:1 n-7
20:1 n-9
22:1 n-9
24:1 n-9

18:2 n-6
18:3 n-6
18:3 n-3
20:2 n-6
20:3 n-6
20:3 n-9
20:4 n-6
20:5n-3
22:5n-3
22:5n-6
22:6 n-3
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3.2 Cis- ja trans-rasvahapot

Cis-rasvahapossa kaksoissidoksen hiiliatomien vedyt ovat hiiliketjun samalla
puolella. Suurin osa luonnossa esiintyvista rasvahapoista esiintyy cis-
muodossa. Cis-rasvahapoista voi syntyd trans-rasvahappoja esimerkiksi 6ljyn
hydrauksen yhteydessa. (2.) Tall6in kaksoissidoksen hiileen liittyvista vetyato-

meista toinen siirtyy eri puolelle hiiliketjua (3).

Trans-rasvahapon vaikutukset elimistossa esimerkiksi rasva-aineenvaihduntaan
ovat samantyyppiset kuin tyydyttyneessd muodossa olevan rasvahapon (3).
Trans-rasvahappoja esiintyy luonnossa pienia maaria mm. maidossa ja lehman

potsissa (2). Kuvassa 11 on esimerkki rasvahapon cis- ja trans- muodoista.

cis-konfiguraatio

trans-konfiguraatio

Kuva 11. Rasvahapon cis- ja trans-konfiguraatio.

3.3 Rasvahapposarjat

Rasvahapot voidaan jakaa neljaan erilaiseen tyydyttymattémien rasvahappojen
sarjaan. Rasvahapot on eroteltu sarjoihin omega-systeemin maaritelméan mu-
kaan metyyliryhmasta laskettaessa ensimmaisen kaksoissidoksen sijainnin pe-
rusteella. (2.) Taulukossa 2 on esitetty erilaiset rasvahapposarjat ja ensimmai-

sen kaksoissidoksen sijainti (3).
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Taulukko 2. Erilaiset rasvahapposarjat (3).

Sarja Ensimmaisen kaksoissidoksen paikka
n-3 eli omega-3 3.-4. hiilen valissa esim. alfalinoleenihappo (18:3 n-3)
H
(]
Hu
3
4
n-6 eli omega-6 6.-7. hiilen valissa esim. linolihappo (18:2 n-6)
HI
G
- |
H
O
n-7 eli omega-7 7.-8. hiilen valissa esim. palmitoleiinihappo (16:1 n-7)
Y\A/\_A’l/l/ﬁHi
HO
7
5 a
n-9 eli omega-9 9.-10. hiilen valissa esim. 6ljyhappo (18:1 n-9)
Ha
H a

10
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3.4 ValttdAmattomat rasvahapot

Valttamattomiksi rasvahapoiksi kutsutaan niita rasvahappoja, joita elimisto tar-
vitsee, mutta joita ihmisen elimistd ei tuota, jolloin ne on saatava ravinnosta
(10). Naita valttamattomia rasvahappoja ovat linolihappo 18:2 n-6 ja alfa-
linoleenihappo 18:3 n-3. Hyviad valttamattémien rasvahappojen lahteitd ovat

kasvioliyt. (3.)

Elimistd pystyy helposti muuttamaan linolihapon n-6-sarjan pitkaketjuiseksi ara-
kidonihapoksi 20:4 n-6, mutta vastaavasti alfalinoleenihapon muuttuminen n-3-
sarjan pitkaketjuisiksi eikosapentaeenihapoksi (EPA) 20:5 n-3 ja dokosaheksa-
eenihapoksi (DHA) 22:6 n-3 on vahaista. TAman vuoksi myos n-3-sarjan pitka-
ketjuisia rasvahappoja pidetaan valttamattomina rasvahappoina. Hyvia EPA:n ja
DHA:n ravintolahteitd ovat kaladljyt ja rasvaiset kalat kuten makrilli sekéa lohi.
(10.)

3.5 Ravinnon rasvahapot

Nykyisten ravitsemussuositusten mukaan ravinnon suositellaan siséltavan mak-
simissaan noin 10 E% (eli 10% ravinnon sisaltdméasta kokonaisenergiasta) tyy-
dyttyneitéa tai trans-rasvahappoja, kuitenkin mahdollisimman vahan trans-
rasvahappoja. Taman lisdksi tyydyttyneiden ja trans-rasvahappojen osuus ko-

konaisrasvasta ei saisi ylittda 1/3-osaa. (1.)

Liséksi on suositeltavaa, ettd rasva sisaltaisi ainakin 10-20 E% cis-
kertatyydyttymattomia rasvahappoja ja 5-10 E% cis-monityydyttymattomia ras-
vahappoja. Kokonaisuudessaan rasvan osuus kokonaisenergiasta suositellaan
olevan 25-35 E%. (1.)

Ravinnossa esiintyy paaasiassa noin 20 erilaista rasvahappoa, vaikka rasva-
happoja onkin olemassa yli tuhat (3). Ravinnosta saatavista rasvahapoista yli
95 % on pitkaketjuisia rasvahappoja (11). Ravinnosta saatavien n-6- ja n-3-

sarjan rasvahappojen valinen suhde on myos tarkea. (3.)
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Valttamattomien rasvahappojen puute elimistdssa on havaittavissa kudosten
rasvahappopitoisuuksien muutoksina. Tietyn rasvahapon puutostila vahentéaa
myo6s kudosten rasvahapon ja sen pitkaketjuisten johdannaisten pitoisuuksia.
Molempien valttamattdmien rasvahappojen puute elimistossa voidaan havaita
eikosatrieenihapon 20:3 n-9 pitoisuuden nousuna kudoksessa. Liitteessa 1 on

esitetty laajemmin eri ruoka-aineiden rasvahappokoostumuksia. (3.)

3.6 Rasvahappojen metabolia

Elimistd pystyy lisdéamaan rasvahapon hiiliketjuun kaksoissidoksia desaturaatio-
reaktion avulla. Elimistosta luontaisesti 10ytyvat desaturaasientsyymit katalysoi-
vat kaksoissidoksen muodostusta rasvahapon hiiliketjun 9. tai 7. hiileen metyy-
lipaasta lukien. Elimistd ei tuota luonnostaan valttdmattomien rasvahappojen
muodostukseen tarvittavia desaturaasientsyymeja, joten kaksoissidoksen li-
saaminen rasvahapon hiiliketjun 3. tai 6. hilleen metyylipdasta lukien ei ole
mabhdollista. (3.)

Luonnossa valttaméattémien rasvahappojen muodostusta katalysoivia entsyyme-
ja loytyy kasvisoluissa. Elimistd pystyy muodostamaan valttAmattomista rasva-
hapoista saman sarjan rasvahappoja pidentamalla hiiliketjua tai lisdamalla hiili-

ketjuun kaksoissidoksia. (3.)

N-6- ja n-3-sarjan pitkaketjuisten rasvahappojen muodostus tapahtuu elimistos-
sa samojen entsyymien avulla. Siten linolihapon maaréa elimistéssa suhteessa
alfalinoleenihapon maaraan vaikuttaa myos rasvahappojen pitkaketjuisen joh-
dannaisten muodostumiseen. Jos elimistdssd on suhteessa n-3-sarjan alfa-
linoleenihappoon runsaasti n-6-sarjan linolihappoa saattaa pitkaketjuisten n-3-
sarjan rasvahappojen muodostus jopa estya. Kuvassa 12 on kuvattu tarkemmin

valttdmattomien rasvahappojen aineenvaihduntaa. (3.)
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searinhappo
(18:0)
n-6-sarja n-3-sarja
v
OINNEPDO dets- 12 desaruraas/ doka-15-dasauraas/
kasvisolut | (18:2n-6) kgswsot (18:3n-3)
v | dennan OBI15-6-0OSENNBES ~anm
WU/ l"
KasOlsSI00slen Isays gammancleenitappo 18:4n-3
|a ketjun pidennykset (16:3n-€) )
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linoleeninappo
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- —— Jela-5-desalurass] — —
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arakidonihappo elkosapenta-
(20:4n-6) eenihappo
(20:5n-3)
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27406 Katjun piden
2763 SMIPENE s
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Kuva 12. Valttaméattomien rasvahappojen aineenvaihdunta (3).
3.7 Valttamattémien rasvahappojen tehtavat

Linolihappo toimii elimistossa lahtdaineena lipideille, jotka muodostavat ihon
vettd lapaisemattoman suojakerroksen sekéd pitkaketjuisten n-6-sarjan rasva-
happojen muodostukselle. Alfalinoleenihappo toimii elimistdssa pitkéketjuisten
n-3-sarjan rasvahappojen lahtbaineena. Pitkaketjuiset n-6- ja n-3-sarjan rasva-
hapot toimivat eikosanoidien lahtdaineena seka solukalvon fosfolipidien raken-

nusaineena. (3.)
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Eikosanoidit ovat paikallisesti vaikuttavia valittajaaineita, joiden tarkein esiaste
elimistdssa on 20 hiilta sisaltava monityydyttyméatdn arakidonihappo 20:4 n-6,
joka saadaan ravinnosta tai syntetisoidaan linolihaposta. Eikosanoidit nimitys
johtuu siitd, ettd ne muodostuvat monityydyttymattomista eikosa-alkuisista ras-
vahapoista 8,11,14-eikosatrieenihappo 20:3 n-6, 5,8,11,14-
eikosatetraeenihappo 20:4 n-6 ja 5,8,11,14,17-eikosapentaeenihappo 20:5 n-3.
(14.)

Eikosanoidit saatelevat monia fysiologisia ja patofysiologisia toimintoja, mm.
immuunivastetta, sileédn lihaksen tonusta, veren hyytymista, sisaeritystoimintaa,

lisdantymistoimintoja ja synnytysta (13)(14).

Euroopan komission julkaiseman asetuksen n:o 432/2012 mukaan seuraaville
rasvahapoille on voimassa terveysvaittamat: alfalinoleenihappo ja linolihappo
edistavat veren kolesterolitasojen pysymista normaalina, dokosaheksaeenihap-
po (DHA) edistaa aivotoiminnan ja naon pysymista normaalina seka eikosapen-
taeenihappo ja dokosaheksaeenihappo (EPA/DHA) edistavat sydamen normaa-
lia toimintaa. Yleisesti tyydyttyneiden rasvojen korvaaminen tyydyttymattomilla
rasvoilla ruokavaliossa edistaa veren kolesterolitasojen pysymista normaalina.

(27.) Taulukkoon 3 on koottu n-6- ja n-3-sarjan rasvahappojen tehtavia (3).
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Taulukko 3. N-6- ja n-3-rasvahappojen biokemiallisia tehtavia (3).

Sarja Rasvahappo

Symboli

Tehtdva

Linolihappo (LA)

Dihomogammalinoleenihappo (HGLA)*

Arakidonihappo (AA)*

C18:2 n-6

C20:3 n-6

C20:4 n-6

Lahtdaine lipideille, jotka muo-
dostavat ihon vettd lapdisemat-
toman suojakerroksen.
Pitkaketjuisten n-6-sarjan rasva-
happojen lahtdaineena.

Eikosanoidien lahtdaine.

Solukalvon fosfolipidien raken-
nusaine seka eikosanoidien ldh-
toaine.

Nakokyky.

n-3

Alfalinoleenihappo (ALA)

Eikosapentaeenihappo (EPA)**

Dokosaheksaeenihappo (DHA)**

C18:3 n-3

C20:5n-3

C22:6 n-3

Pitkaketjuisten n-3-sarjan rasva-
happojen ldhtoaine.
Mahdollisesti myds muita vaiku-
tuksia.

Eikosanoidien |ahtdaine.

AA:n rakenteellinen analogi ja
kilpailija biokemiallisissa reakti-
oissa.

Solukalvon fosfolipidien raken-

nusaine erityisesti hermostossa
ja verkkokalvolla.

Solukalvon fosfolipidien aineen-
vaihdunta.

Muuttaa solukalvon proteiinien
rakennetta.

* elimisto pystyy muodostamaan linolihaposta
** elimistd pystyy muodostamaan alfalinoleenihaposta
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4 RASVAHAPPOJEN KAASUKROMATOGRAFINEN
MAARITYS

Kaasukromatografia on analyysimenetelm4, jolla voidaan erottaa, tunnistaa se-
k& maarittaa kvantitatiivisesti haihtuvia yhdisteitd. Liikkuvana faasina toimii
inertti kaasu (helium, vety, typpi), jonka avulla tutkittavat yhdisteet kulkeutuvat
kolonnin lapi. Yksinkertaistettu kaasukromatografilaitteisto on esitetty kuvassa
13. (15)(16.)

Kantagakaass > Detetctor s
Injekton '_‘_
13
- '><' S '."".' ........
( 'I X’lnllr’l [’ . )
ARY OO0 )(3 . x)
Ui .""""’ """""" T

Kuva 13. Kaaviokuva kaasukromatografista.

Kantajakaasu johdetaan injektioporttiin, jonne my6s nayte syotetdan. Ajo-
ohjelma voi isoterminen eli tasaldampdinen tai lampaotilaohjelmoitu. Kantajakaasu
kuljettaa naytteen uunissa olevaan kolonniin. Kolonnissa nayteyhdisteiden eri-
laiset vuorovaikutukset kolonnin stationaarifaasin kanssa aiheuttavat yhdistei-
den erottumisen toisistaan. Kolonnista yhdisteet kulkeutuvat detektorille, jossa
ne saavat aikaan sahkosignaalin, joka muutetaan kasiteltavaksi kromatogram-
miksi. (15)(16.)

Kaasukromatografiassa kaytetaan poolitonta tai poolista stationaarifaasia riip-
puen kayttotarkoituksesta. Stationdarifaasit ovat yleisimmin tehty nestemaisista
polymeereista, jolloin niilla on hyvan lampdotilan sietokyky ja stabiilisuus. Sta-
tiondarifaasia valittaessa pitda ottaa huomioon analyytin ja stationaarifaasin

kemiallinen luonne. (15)(16.)
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Kaasukromatografiassa  yleisimmin kaytetty detektori on liekki-
ionisaatiodetektori (FID), joka soveltuu detektoriksi useammille orgaanisille yh-

disteille. FID:in rakenne on esitetty kuvassa 14.

Liekki-ionisaatiodetektori
(s

P ¥

Liekin Keraajaelektrodi
sytytys
poltin Polarisoiva jannite

+300V

lima | — +— Vety

Kolonnista tuleva
kaasuvirtaus

Kuva 14. Liekki-ionisaatiodetektorin kaaviokuva (15).

Kolonnista tulevaan kaasuvirtaukseen lisdtdan vety-ilma-seos mika yllapitaa
jatkuvaa liekkia. Useimmat orgaaniset yhdisteet ionisoituvat liekissa, hiiliatomit
tuottavat CH, -radikaaleja, jotka vuorostaan tuottavat CHO" -ioneja. Liekin ja
kollektorielektrodin valille muodostuu orgaanisen yhdisteen maarasta riippuva

virta, joka mitataan. (17.)
4.1 Rasvahappojen erottaminen kaasukromatografisesti

Rasvahappojen maarittamiseksi kaasukromatografisesti rasvahapot yleensa
muutetaan metyyliesterimuotoon, jotta ne saadaan haihtuvaan muotoon ja kaa-
sukromatografinen analyysi onnistuu (18). Metyyliesterit erottuvat poolisella ko-
lonnilla hiiliatomien ja kaksoissidosten lukuméaaran seké sijainnin perusteella.

Paljon erilaisia rasvahappoja sisaltavien naytteiden analyysissa rasvahapot
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saattavat eluoitua samanaikaisesti, mika tekee tallaisten naytteiden rasvahap-

poanalyysin haastavaksi.

4.2 Rasvahappojen tunnistus

Yksittaiset rasvahapot voidaan tunnistaa kohtuullisen hyvin niiden retentioaiko-
jen perusteella. Toisaalta on otettava huomioon, etta GC-analyysi antaa vain
alustavan tuloksen rasvahappokoostumuksesta ja tuntematonta naytetta kasi-
teltdessa pitaa rasvahappokoostumus varmistaa myos yksiselitteisella kemialli-

seen hajoitukseen tai spektroskopiaan perustuvalla menetelmalla. (4.)

Rasvahappoja analysoitaessa voidaan huomata tietyille naytteille ominainen
rasvahappoprofiili ja jos naytteen rasvahappokoostumus on ennestaan tuttu, ei
rasvahappojen tunnistuksessa ole ongelmia. Ongelma syntyy tunnistettaessa
monimutkaisempia rasvahapponaytteitd, joiden siséltamia pienempia piikkeja ei
ené&a voidakaan tunnistaa pelkan retentioajan perusteella. Talldin tunnistuksissa

pitdd kayttaa apuna lisdksi muita menetelmia. (4.)

Rasvahappojen metyyliestereiden tunnistamista varten on laadittu retentioaika-
taulukkoja eri kolonneille ja on olemassa erilaisia useita rasvahappoja siséltavia
standardeja. Mikali kromatografisessa maarityksessa halutaan erottaa myos
tyydyttyméttomien rasvahappojen cis- ja trans- isomeerit toisistaan tulee kolon-

nin olla hyvin poolinen.
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5 KOKEELLINEN OSUUS

Oljysta tehtavaa rasvahappoanalyysia varten rasvahapot on ensin vapautettava
esterimuodostaan ja muutettava metyyliestereiksi. Alkalinen vaihtoesterdinti on
nopein tapa valmistaa rasvahappojen metyyliestereita, mutta vapaat rasvahapot

ja muutamat rasvahappojohdokset eivat metyloidu talla tavoin. (18.)

Alkalisessa vaihtoesterdinnissd esteri muodostaa alkalisissa olosuhteissa
anionisen valimuodon, joka metyloituu uudelleen alkoholin kanssa muodostaen

uuden esterin (19). Kuvassa 13 esitetty alkalisen vaihtoesteréinnin kemiallinen

reaktio.
o 7 o
R—C_ + OR R—C—OR" R—-C. + OR
OR’ CI)R‘ OR"

Kuva 13. Alkalinen vaihtoesterointi.

Hapon katalysoima metylointi soveltuu vapaille rasvahapoille ja monimutkai-
semmille rasvahappojohdoksille vaihtoesterdintia paremmin, mutta vaatii etta
rasva on ensin hydrolysoitu eli rasvahapot on vapautettu johdoksistaan. Taman
jalkeen rasvahappo muodostaa happamissa olosuhteissa esterin alkoholin
kanssa. Yleisin metylointireagenssi on BFz-metanoliliuos, joka toimii happokata-
lyyttina. (18.) Kuvassa 14 on esitetty hapon katalysoima esterdintireaktio.

0 H ,0  ROH 0 H* 0
R—C ~ R-C ~ R-C. ~ R—C
OH OH; +0-R OR
|
-

Kuva 14. Hapon katalysoima esterdintireaktio.

Kokeellisessa osuudessa kaytetyt kolme eri menetelmad, IUPAC 2.301 Prepa-
ration of the fatty acid methyl esters, Bannon et al. (1982) Analysis of fatty acid

methyl esters with high accuracy and reliability ja GOED Voluntary Monograph
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v3. perustuvat standardimenetelmiin, jotka ovat yleisesti saatavilla. Menetelmis-

sa kaytettiin sisdisené standardina rasvahappojen 21:0 ja 23:0 metyyliestereita.

Sisdinen standardiliuos valmistetaan punnitsemalla noin 100 mg rasvahapon
metyyliesterida 25 ml mittapulloon, standardi liuotetaan iso-oktaaniin ja mittapullo
laitetaan 15 minuutiksi ultarddnihauteeseen. Hauteesta poistamisen jalkeen
mittapullon annetaan jaahtyd huoneenlamp6on vahintaan tunnin. Taman jal-
keen mittapullo taytetddn merkkiin iso-oktaaniliuoksella (sisdltaen antioksidant-

tina 0,05 g/l butyylihydroksitolueenia).

Rasvahapon metyyliesterin puhtaus méaaritetdan punnitsemalla standardia n. 5
mg naytepulloon ja liuottamalla 300 pl iso-oktaania. Kromatografisesta ajosta
saatua standardipiikin pinta-alaa prosentteina kaikkien piikkien pinta-alasta kay-
tetdan laskukaavassa puhtausprosenttina rasvahappojen kvantitatiivista maaraa

laskettaessa.
5.1 IUPAC -menetelma

IUPAC 2.301 Preparation of the fatty acid methyl esters -menetelma perustuu
hydrolysoidun rasvan rasvahappojen metylointiin happokatalyytilla. Menetelméa
soveltuu eldin- ja kasvirasvoille, joiden rasvahappojen hiilluku on enemman
kuin kuusi. Menetelmé soveltuu myds vapaita rasvahappoja sisaltaville naytteil-
le, mutta ei sovellu naytteille, jotka sisaltdvat konjugoituneita monityydyttymét-
tomia yhdisteita tai vahoja. (21.)

Menetelmé&ssa punnitaan noin 50 mg rasvanaytetta keittopulloon, jonka jalkeen
pipetoidaan 500 pl sisédista standardia ja lisatddn 4 ml 0,5 M natriumhydroksidi-
metanoliliuosta seka kiehumakivid. Naytettéa keitetddn pystyjaahdyttgjan alla
vesihauteella kunnes rasvapisarat ovat havinneet, yleensd 10-30 minuulttia.
Keittopulloon lisataan 5 ml 20% (w/w) booritrifluoridimetanoli -liuosta jaahdytta-
jan kautta, jatketaan keittdmista viela 1 minuutti, jonka jalkeen lisataan jaahdyt-
tajan kautta keittopulloon heptaania 5 ml ja jatketaan keittdmista viela 1 minuut-
ti.
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Keittopullo nostetaan hauteesta ja annetaan jadhtya ennen poistamista jaahdyt-
tajasta. Lisatddn keittopulloon pieni maara kyllaistd natriumkloridiliuosta ja se-
koitetaan. Nestepinta nostetaan kyllaisella natriumkloridiliuoksella pullon kau-
laan asti ja annetaan faasien erottua. Siirretddn 1 ml ylempaa heptaanifaasia
koeputkeen, jossa on kidevedetontd natriumsulfaattia naytteen kuivaamiseksi.
Nayte laimennetaan tarvittaessa ja se on valmis kaasukromatografiseen méaari-

tykseen.
5.2 Bannonin et al. -menetelma

Bannon et al. (1982) Analysis of fatty acid methyl esters with high accuracy and
reliability -menetelmé& perustuu alkaliseen vaihtoestergintiin ja soveltuu rasvoille
ja oljyille, joiden rasvahappojen hiiliketjun pituus on vahintaan 4. Menetelma ei
sovellu vapaita rasvahappoja sisaltaville naytteille. Rasva tai 6ljy vaihtoesterdi-
daan natriummetoksidin kanssa, jolloin triasyyliglyserolin esterdityneista rasva-
hapoista muodostuu rasvahappojen metyyliestereita. (22.)

Rasvaa tai 6ljya punnitaan 2-3 pisaraa, noin 50 mg, 25 ml koeputkeen ja lisa-
taan pipetoimalla 500 pl sisédista standardia. Naytteeseen lisatddn 5 ml 0,25 M
natriummetoksidiliuosta ja koeputkea kuumennetaan tiiviisti suljettuna 30 se-
kuntia lammitetylla vesihauteella. Kuumentamisen aikana on varottava lyhytket-

juisten rasvahappojen haihtumista.

Valittomasti kuumentamisen jalkeen koeputkeen lisdtddn 6 ml iso-oktaania ja
noin 10 ml kyllaista natriumkloridiliuosta. Tdman jalkeen ravistellaan koeputkea,
annetaan faasien erottua ja keratdédn ylemmasta faasista nayte kaasukromato-

grafista maaritysta varten.
5.3 GOED -menetelma

GOED voluntary monograph -menetelma perustuu hydrolysoidun rasvan rasva-
happojen metylointiin happokatalyytilla kuten IJUPAC:n menetelma. Menetelméa

sopii triasyyliglyseroleja ja etyyliestereitd sisaltaville rasvoille. Analyysivaiheet
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kannattaa suorittaa yhtdjaksoisesti valttden naytteiden turhaa seisottamista,

jottei naytteet turhaan altistu valolle ja ilmalle. (23.)

Punnitaan n. 50 mg naytetta, riippuen rasvahappojen maarastd naytteessa,

16x110 mm koeputkeen ja pipetoidaan 500 pl sisaista standardia.

Taman jalkeen koeputkeen lisatdan 1,5 ml 0,25 M NaOH-metanoliliuosta. Sulje-
taan kierrekorkki hyvin, sekoitetaan ja siirretdé&n koeputket 7 minuutiksi 65 °C:n
ultraddnihauteeseen. Annetaan koeputkien jadhtya noin 5-10 minuuttia 40-50
°C lampodtilaan ja lisatdan 2 ml 20% (w/w) booritrifluoridi-metanoliliuosta, sekoi-
tetaan ja siirretddn koeputket 30 minuutiksi 65 °C ultradanihauteeseen. Taman

jalkeen annetaan putkien taas jaahtya 5-10 minuuttia 40-50 °C lampdtilaan.

Lisataan koeputkeen 1 ml iso-oktaania, sekoitetaan vahintdan 30 sekuntia, lisé-
taan valittomasti peraan 5 ml kyllaista natriumkloridiliuosta ja sekoitetaan vahin-
taan 15 sekuntia. Kerrosten erotuttua siirretdan ylempi faasi puhtaaseen koe-
putkeen. Lisataan alkuperédiseen koeputkeen toisen kerran 1 ml iso-oktaania ja
keratdan kerrosten erotuttua jalleen ylempi faasi talteen. Taman jalkeen lisataén
talteen otettuun naytteeseen kaksi kertaa 1 ml vetta. Sekoitetaan ja poistetaan
alempi vesifaasi. Lopuksi kuivataan iso-oktaanifaasi vedettomalla natriumsul-
faatilla ja noin 0,5 ml kuivattua naytetta pipetoidaan naytepulloon ja laimenne-

taan 1:1 iso-oktaanilla.

Taman tyon kokeellinen osuus aloitettiin esterbimalla rypsioljyn rasvahapot
kolmella eri menetelmalla ja ajamalla naytteet kahdella erilaisella kaasukroma-
tografilla, HP 6890 ja HP 6850. Laitteissa oli kolonneina Varian CP-Sil 88 ja J/W
122-7032E DB-WaX. Detektorina oli FID ja rasvahappojen eluoitumiseksi tasai-

sesti kaytettiin [ampotilagradienttiajoa.

Kolonnilla Varian CP 7489 CP-Sil 88 50m*0,250mm*0,20um ajo-olosuhteet oli-
vat: alkulampétila 70 °C, 10min 70-160 °C, 3min 160-190 °C, 10min 190-240 °C
ja kolonnilla J/\W 122-7032E DB-WaX 30m*0,250mm*0,25 um ajo-olosuhteet:
alkulampétila 70 °C, 20 min 70-175 °C, 5 min 175-205 °C, 8min 205-240 °C.
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Kaasukromatografiset ajo-olosuhteet perustuivat AOCS:n menetelmakokoel-
man menetelmaan AOCS Official method Ce 1c-89. (25.)

Sisdisena standardina rasvahappoanalyysissa kaytettiin ensin rasvahapon 21:0
metyyliesterid, koska kyseista standardia oli laboratoriossa olemassa valmiina.
Lopuksi kaytettiin standardina paremmin kalaéljynaytteille soveltuvaa rasvaha-

pon 23:0 metyyliesteria.
Kvantitatiiviset tulokset laskettiin alla esitetyn laskukaavan mukaisesti:

Rasvahappo (RH) g/100g= ((STD mg*STD puhtaus*100*RH pinta-ala)/(sample
mg*STD pinta-ala))*100, jossa STD tarkoittaa siséista standardia

Rasvahappopiikkien pinta-aloille kaytettiin korjauskertoimia, joissa rasvahapon
18:0 kerroin oli 1.0000(26). Tuloksissa total g/100g sisaltda kaikkien piikkien
yhteenlasketut g/100g tulokset.
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5.4 Rypsioljy

Tyot aloitettiin tekemalla alkutestaus kaikilla kolmella menetelméllda kahdella
rinnakkaisella. Tuloksille laskettiin suhteellinen keskihajonta (RSD%). Taulu-
koissa muuttuja n on rinnakkaisten naytteiden lukuméaara, SAFA-sarake sisaltaa
rasvahappojen 12:0, 14:0, 16:0, 17:0, 18:0, 20:0, 22:0 ja 24:0 yhteenlasketun
maaran. MUFA-sarake rasvahappojen 12:1, 14:1, 16:1, 17:1, 18:1, 20:1, 22:1 ja
24:1 yhteenlasketun maaran. PUFA-sarake rasvahappojen 18:2, 18:3 ja 20:2
yhteenlasketun maaran. Vertailun tulokset ovat kokonaisuudessan nahtavissa

taulukossa 4.

Taulukko 4. Menetelmien vertailu, sisainen standardi 21:0 ME, kolonni J/W 122-
7032E DB-WaxX.

total

g/100g SAFA MUFA PUFA RSD% n Menetelma
97,5 6,8 60,7 30,0 10 2 GOED
101,0 7,1 63,0 30,9 03 2 IUPAC 2.301
100,2 7,0 62,2 31,0 0,1 2 Bannon et al. (1982)

Tulosten perusteella voidaan nahda, etta niin IUPAC:n kuin Bannonin menetel-
mat ylittda hieman teoreettisen saannon. GOED -menetelmalla saatu tulos puo-

lestaan alitti laskennallisen saannon.

Taman jalkeen haluttiin testata GOED:n menetelm&n haavoittuvuutta muutta-
malla naytteiden ultradanihauteessa pidettavaa aikaa. Ensimmaiset naytteet
otettiin hauteesta 10 minuutin kuluttua, toiset 20 minuutin ja kolmannet 30 mi-
nuutin kuluttua. Ohjeen mukainen aika on 30 minuuttia. Tarkoituksena oli testa-
ta voidaanko analyysi tarvittaessa suorittaa lyhnyemmasséa ajassa. Taulukossa 5

on esitetty testauksen tulokset.
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Taulukko 5. GOED-menetelman haavoittuvuus, kolonni J/W 122-7032E DB-
WaxX.

total
g/100g SAFA MUFA PUFA RSD% n HUOM!

97,7 6,8 60,8 29,9 1,0 2 10min
96,8 6,8 60,2 29,7 13 2 20min
95,4 6,7 59,4 29,3 0,3 2  30min

Tuloksista voidaan todeta ettei merkittavaa vaikutusta ole havaittavissa, koska
saanto on laskeva. Jos naytteiden ultradanihauteessa viettdamalla ajalla olisi
vaikutusta tuloksiin, nakyisi se juuri toiseen suuntaan. Lyhyempi aika hauteessa
aiheuttaisi sen, ettd osa rasvahapoista jaisi metyloitumatta, jolloin tulostaso olisi
alussa alhaisempi.

Seuraavaksi testattin GOED-menetelméan toistettavuutta useamman rinnakkai-

sen naytteen sarjana. Tulokset nahtavilla taulukossa 6.

Taulukko 6. GOED-menetelman toistettavuus, kolonni JW 122-7032E DB-
WaxX.

total

9/100g SAFA MUFA PUFA RSD% n
96,4 6,8 59,8 29,6 11 6
94,6 6,7 58,9 29,0 1,6 10
97,6 6,9 60,7 29,9 0,5 5

Total g/100g tuloksissa voidaan nédhda laskeva trendi, joka saattaa johtua nayt-
teiden huonosta sailyvyydesta tai haihtumisen aiheuttamasta vaihtelusta. Suurin
vaikutus huomattiin 10 injisoinnin naytesarjassa, jossa rinnakkaisten tulokset
laskivat 97-92 g/100g. 10 injisoinnin kaasukromatografiset ajot kestivat yhteen-

sa yli 350 minuuttia, mukaan lukien ajoaika seka kolonnin valijadhdytykset.

Yksi vaikuttava tekija saattaa olla myos standardiliuoksen huono sailyvyys, tau-
lukon viimeiset viiden rinnakkaisen tulokset méaaritettiin uuden standardin tes-

taamiseksi. Standardi liuotetaan iso-oktaaniin, jolloin sailytettdessd huoneen-
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lammobssa vetokaapissa iso-oktaanin haihtumista voi tapahtua. Kokeellisen

osuuden aikana havaittiin standardiliuoksen sailyvan hyvana pari paivaa.

Seuraavaksi aloitettiin testaus kahden eri kolonnin valilla. Samat naytteet ajettiin
samanaikaisesti kahdella eri laitteella ja kolonnilla. Testauksen tulokset on esi-

tetty taulukossa 7.

Taulukko 7. Kolonnin vaikutus tulostasoon, GOED-menetelma.

total

g/100g SAFA MUFA PUFA RSD% n Kolonni
97,2 6,8 60,6 29,8 0,7 5 DB-wax
97,9 6,9 60,7 30,2 0,3 5 Varian CP-Sil 88
96,0 6,8 59,7 29,5 0,4 6 DB-wax
96,0 6,8 59,6 29,6 0,7 6 Varian CP-Sil 88

Tuloksista voidaan paatella ettei eri kolonnilla saaduissa tuloksissa ollut merkit-

tavaa eroa.

Esimerkkikromatogrammit rypsioljynaytteesta maaritettynd kahdella eri kolonnil-
la, kuvassa 15 sisdisena standardina 21:0 metyyliesteri ja kuvassa 16 ilman

sisaista standardia.
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Kuva 15. Rypsitljy, kolonni J/W 122-7032E DB-WaX.
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Kuva 16. Rypsidljy, kolonni Varian CP 7489 CP-Sil 88.
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Seuraavaksi keréttiin yhteen eri paivina, eri standardiliuoksilla ja kahdella eri
kolonnilla ajetut tulokset kaikille kolmelle analyysimenetelmalle. Tulokset on

esitetty taulukoissa 8, 9 ja 10.

Taulukko 8. IUPAC-menetelmalla rypsioljylle saadut tulokset.

total
g/100g SAFA MUFA PUFA RSD% n Kolonni
101,0 7,1 63,0 30,9 0,3 2 DB-wax
99,5 7,3 61,3 30,6 1,4 3  DB-wax
101,8 7.4 62,3 31,2 2,2 3 Varian CP-Sil 88
93,0 6,6 579 28,6 0,4 3  DB-wax
95,2 6,6 59,0 294 15 3 Varian CP-Sil 88
104,8 7,3 65,2 32,2 1,7 3  DB-wax
106,7 7,5 66,2 33,0 1,4 3 Varian CP-Sil 88
AVERAGE 100,3 7,1 62,1 30,9
SD 49 0,4 3,0 15
RSD 49 5,6 49 50

Tuloksista voidaan nahda, ettéa vaikkakin kaikkien méaaritysten yhteinen keskiar-

vo on hyva niin tulokset vaihtelivat 93-107 g/100g valilla.

Taulukko 9. Bannon et al.- menetelmalla rypsioljylle saadut tulokset.

total

g/100g SAFA MUFA PUFA RSD% n Kolonni
100,2 7,0 62,2 31,0 0,1 2 DB-wax
96,2 6,7 60,1 294 3,0 3  DB-wax
94,4 6,6 58,8 29,0 1,8 3 Varian CP-Sil 88
95,9 6,7 59,8 29,3 1,6 3 DB-wax
95,2 6,7 59,3 29,2 0,6 3 Varian CP-Sil 88
120,2 8,3 750 36,8 3,9 3 DB-wax
115,6 8,1 719 355 2,6 3 Varian CP-Sil 88
104,7 7,3 65,3 32,0 2,1 3  DB-wax
103,5 7,2 64,5 31,7 1,6 3 Varian CP-Sil 88
118,3 8,3 73,8 36,2 9,3 3  DB-wax
111,4 7,7 69,1 34,2 6,6 3 Varian CP-Sil 88

AVERAGE 1051 7,3 65,4 32,2
SD 9,8 0,7 6,1 3,0
RSD 9,3 9,0 9,3 9,3

Bannon et al.-menetelmalla saadut g/100g tulokset vaihtelivat kesken&én eniten

eikd menetelma testausten perusteella sovi kvantitatiivisten rasvahappojen
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maaritykseen. Syyna tulosten vaihtelulle saattaa olla rasvahappojen epatasai-
nen haihtuminen kuumennuksen aikana. Menetelma on laboratoriossa kaytossa
kvalitatiivisessa maarityksessa o6ljynaytteille ja tdhan tarkoitukseen menetelmé

soveltuu hyvin.

Taulukko 10. GOED-menetelmalla rypsitljysta saadut tulokset.

total

g/100g SAFA MUFA PUFA RSD% n Kolonni
975 6,8 60,7 30,0 1,0 2  DB-wax
97,7 68 60,8 299 1,0 2 DB-wax
96,8 6,8 60,2 297 1,3 2  DB-wax
954 67 594 293 03 2 DB-wax
9,4 68 598 296 1,1 6 DB-wax
946 67 589 290 16 10 DB-wax
976 69 607 299 05 5 DB-wax
97,2 6,8 60,6 298 0,7 5 DB-wax
979 69 607 302 03 5  Varian CP-Sil 88
96,0 6,8 597 295 04 6 DB-wax
96,0 6,8 596 296 0,7 6 Varian CP-Sil 88
91,7 64 575 27,7 3,7 3 DB-wax
928 66 579 282 37 3 Varian CP-Sil 88
980 68 610 30,1 05 3 DB-wax
989 69 614 305 1,3 3 Varian CP-Sil 88
984 69 614 300 04 3 DB-wax
990 6,9 615 30,3 04 3 Varian CP-Sil 88
957 67 599 291 0,7 3  DB-wax
978 69 609 299 14 3 Varian CP-Sil 88
995 70 61,8 305 04 2 Varian CP-Sil 88
99,5 7,1 61,8 30,5 0,7 2  Varian CP-Sil 88
987 71 614 303 02 2 Varian CP-Sil 88

AVERAGE 97,0 6,8 60,3 29,7
SD 2,7 0,2 15 1,0
RSD 2,8 3,1 2,5 33

GOED:n menetelmaa testattiin eniten, mutta tulokset olivat myos toistettavim-
pia. Poikkeavia tuloksia ja hajontaa tuli vahiten. Taman lisaksi menetelma on
laboratoriossa tehdyn riskinarvioinnin perusteella IUPAC:n vastaavaan periaat-
teeseen perustuvaan menetelmaan verrattuna turvallisempi. Menetelmaa sovel-
lettiin koeputkimittakaavassa, jolloin my6s tyoturvallisuusriskit ovat huomatta-

vasti pienemmat.
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5.5 GOED-vertailunaytteet Marine oil 2 ja 3

AOCS/GOED jarjestda kahdesti vuodessa kolmen naytteen vertailututkimuksen
mukaan haluavien laboratorioiden kesken. Naiden vertailututkimuksien perus-
teella jokainen osallistunut laboratorio voi seurata omien tulostensa sijoittumista

verrattuna muiden tuloksiin.

Tassé tydssa analysoitiin kahta vertailunaytetta kaikilla kolmella menetelmalla.
Heti alussa huomattiin, ettei Bannon et al. (1982) luoma pikamenetelma toimi-
nut GOED:n kaladljynaytteille. Osa naytteessa olevista rasvahapoista jai mety-

loitumatta ja tama vaaristi tulosta.

Kaladljynaytteiden testaamista jatkettin IUPAC:n ja GOED:n menetelmilla.
GOED:n vertailunaytteiden Marine oil 2 ja 3 tulokset GOED:n omalla menetel-
malla ja IUPAC:n standardimenetelmélla on esitetty seuraavassa taulukossa
11.

Taulukko 11. GOED Marine oil 2 ja 3 tulokset

Marine Oil 2 Marine Oil 3

g/100g RSD% g¢/100g RSD% n Kolonni Menetelma
90,9 2,7 81,2 1,6 3 DB-wax IUPAC 2.301
87,9 2,3 89,6 0,6 3 Varian CP-Sil 88 IUPAC 2.301
87,5 3,6 75,5 0,1 3 DB-wax GOED
92,7 3,6 81,5 1,0 3 Varian CP-Sil 88 GOED
84,2 1,6 74,0 1,3 3 DB-wax GOED
87,9 2,3 79,1 0,4 3 \Varian CP-Sil 88 GOED
79,6 4,6 71,7 1,9 3 DB-wax GOED
83,4 50 76,7 15 3 Varian CP-Sil 88 GOED
88,3 1,4 80,6 1,9 3 Varian CP-Sil 88 GOED
AVERAGE 86,9 78,9
SD 4,0 5,3

RSD 4,6 6,7



Tuloksista voidaan nahda, ettd hajontaa ilmeni molemmilla menetelmilla seka

tulostaso vaihteli jonkin verran eri maarityskertojen valilla.

Esimerkkikromatogrammit Marine oil 2 ja 3 naytteistd maaritettyna eri

kolonneilla on esitetty kuvissa 17 ja 18.

41
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Kuva 17. Marine oil 2, kolonni J/W 122-7032E DB-WaxX.
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FIOT A, O1207LM1 1001 D)

Kuva 18. Marine oil 3, kolonni Varian CP 7489 CP-Sil 88.
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5.6 GOED-vertailunaytteet Marine oil 4, 5 ja 6

Lopuksi kokeellisessa osuudessa maaritettin GOED:n loppuvuonna 2011 l&het-
tamat kolme vertailunaytettd Marine oil 4, 5 ja 6 kahdella rinnakkaisella GOED:n
omalla menetelmalla. Tulokset on esitetty (yksikkd GOED:n vertailututkimuksen

mukainen mg/g) taulukoissa 12, 13, 14 ja 15.
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Taulukko 12. GOED Marine oil 4 tulokset, GOED-menetelma, kolonni Varian

CP-Sil 88.

FATTY ACID COMPOSITION Mean Mean Vertailulaboratoriot
% of total % mg/g mean mg/ g
14:0 0,30 2,63

16:0 2,75 24,41

16:1 cis 1,40 12,41

17:0 0,20 1,82

16:4 cis n-3 0,16 1,46

18:0 3,85 34,24

18:1 0,37 3,28

18:1 cis 9,82 87,26

18:2 0,40 3,54

18:2 cis n-6 0,88 7,80

20:0 0,55 4,91

18:3 0,59 5,23

20:1 cis 2,82 25,03

18:3 cis n-3 0,58 5,16 5,41
18:2 0,54 478

18:4 cis n-3 1,60 14,17 13,73
20:2 cis n-6 0,39 3,48

22:0 0,24 2,14

20:3 cis n-6 0,28 2,52

22:1cis 2,65 23,57

20:3 cis n-3 0,16 1,46

20:4 cis n-6 1,78 15,79

20:4 cis n-3 1,43 12,73 12,84
22:2 cis n-6 0,2 1,61

20:5 cis n-3 32,52 288,92 292,14
24:1 cis 0,52 4,59

22:3cis n-3 0,20 1,73

21:5n-3 1,57 13,98 14,35
22:4 n-6 tai n-3 0,82 7,32

22:5 cis n-3 4,37 38,79 40,14
22:6 cis n-3 23,33 207,33 216,83
TOTAL 100,00 888,49

TOTAL n-3 65,40 581,08 594,68

Laboratorion saamat tulokset vertailundytteelle olivat muiden rasvahappojen

paitsi 18:4 n-3 osalta hieman alle kaikkien laboratorioiden tulosten keskiarvon

mutteivat merkittavasti.
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Taulukko 13. GOED:n Marine oil 5 tulokset, GOED-menetelma ja kolonni Varian

CP-Sil 88.

FATTY ACID COMPOSITION Mean Mean Vertailulaboratoriot
% of total % mg/g mean mg/ g
14:0 4,80 45,67

15:0 0,4 3,80

16:0 12,69 120,86

16:1 cis 8,64 82,28

17:0 0,24 2,25

17:1 cis 0,33 3,17

16:4 cis n-3 0,43 4,11

18:0 2,10 19,96

18:1 0,12 1,14

18:1 cis 22,78 216,87

18:2 0,45 4,30

18:2 cis n-6 1,92 18,25

18:2 0,06 0,56

20:0 0,14 1,31

18:3 0,21 1,97

20:1 cis 8,55 81,39

18:3 cis n-3 1,21 11,50 10,95
18:2 0,15 1,40

18:4 cis n-3 1,94 18,43 18,63
20:2 cis n-6 0,35 3,37

22:0 0,06 0,55

20:3 cis n-6 0,08 0,78

22:1 cis 6,72 63,99

20:3 cis n-3 0,10 0,93

20:4 cis n-6 0,51 4,83

20:4 cis n-3 0,65 6,16 6,42
22:2 cis n-6 0,1 0,73

20:5 cis n-3 8,25 78,56 81,97
24:1 cis 0,60 5,68

22:3 cis n-3 0,10 0,95

21:5n-3 0,36 3,43 2,71
22:4 n-6 tai n-3 0,26 2,49

22:5 cis n-3 1,17 11,13 11,65
22:6 cis n-3 9,91 94,39 101,08
TOTAL 100,00 952,10

TOTAL n-3 23,49 223,60 235,67

Laboratorion saamat tulokset vertailunéyteelle olivat muiden rasvahappojen

paitsi 18:3 n-3 osalta hieman alle kaikkien laboratorioiden tulosten keskiarvon

mutteivat merkittavasti.
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Taulukko 14. GOED Marine oil 6 tulokset, GOED-menetelméa ja kolonni Varian

CP-Sil 88.

EATTY ACID COMPOSITION

% of total

14:0

16:0

16:1 cis
17:0

16:4 cis n-3
18:0

18:1

18:1 cis
18:2

18:2 cis n-6
20:0

18:3

20:1 cis
18:3 cis n-3
18:2

18:4 cis n-3
20:2 cis n-6
22:0

20:3 cis n-6
22:1 cis
20:3 cis n-3
20:4 cis n-6
20:4 cis n-3
22:2 cis n-6
20:5 cis n-3
24:1 cis
22:3cis n-3
21:5n-3
22:4 n-6 tai n-3
22:5cis n-3
22:6 cis n-3

TOTAL
TOTAL n-3

Mean
%

0,35
2,22
1,08
0,18
0,11
3,64
0,33
9,25
0,38
0,80
0,53
0,18
3,30
0,53
0,18
1,36
0,37
0,34
0,29
2,70
0,15
1,69
1,46
0,2
31,39
1,30
0,09
1,66
1,03
517
22,96

100,00
64,54

Mean
mg/g

3,05
19,38
9,45
1,58
0,99
31,84
2,89
80,92
3,30
6,98
4,66
1,60
28,86
4,62
1,56
11,90
3,25
2,96
2,52
23,64
1,32
14,80
12,79
1,83
274,50
11,39
0,76
14,53
9,01
45,21
200,79

874,42
564,33

Vertailulaboratoriot

mean mg/g

4,49

11,98

13,35

292,49

14,19

48,23
220,13

601,55

Laboratorion saamat tulokset vertailunayteelle olivat muiden rasvahappojen

paitsi 21:5 n-3 osalta hieman alle kaikkien laboratorioiden tulosten keskiarvon

mutteivat merkittavasti.

Kaikkien naytteiden tuloksia verrattaessa vertailututkimuksen tuloksiin voidaan

nahda, ettd laboratorion tulostaso jai hieman vertailulaboratorioiden tulosten
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keskiarvoa alhaisemmaksi, mutta huomattavaa eroa ei ollut havaittavissa. Mikéali
vertailulaboratoriot ovat maarittdneet lukumaaraisesti vahemman rasvahappoja,

se on saattanut vaikuttaa tahan lopputulokseen.

Laboratorion voidaan todeta vertailututkimuksen perusteella tuottavan luotetta-
via tuloksia kvantitiivisen rasvahappoanalyysin osalta. Vertailututkimuksen tu-

lokset ovat nahtavissa kokonaisuudessaan liitteesséa 2.

5.7 FAPAS-laadunvarmistusnaytteet

FAPAS (Food Analysis Performance Assessment Scheme) on FERA:n (Food
and Enviroment Research Agency) elintarvikekemian vertailututkimus. FAPAS
vertailumateriaalit on testattu yli 2000 vertailulaboratoriossa ja tulosten perus-
teella on maaritetty tietyille rasvahapoille hyvaksyttava vaihteluvali rasvahappo-

jen GC-analyysista.

Laboratorioon hankittiin tulevaa kvantitatiivisen rasvahappokoostumuksen ana-
lysointia ajatellen kaksi laadunvarmistusnaytetta, FAPAS T14100QC ja FAPAS
T14104QC, joita analysoidaan saannollisesti oikean tulostason takaamiseksi.
Naytteet ovat koostumukseltaan tassa tydssa kaytettyjen rypsioljyn ja kaladljyn
kaltaisia.(23)(24)

Analysoin kyseisia naytteita kerran kahdella rinnakkaisella naytteella lopputyoni
paatteeksi. Naytteet ajettiin kahdella eri kolonnilla, koska molempia kaytetadn
normaalissa laboratoriotoiminnassa erilaisiin rasvahappojen maarityksiin. Tu-

lokset ja rajat nahtavissa taulukoissa 15, ja 16.



Taulukko 15. FAPAS T14100QC tulokset, GOED-menetelma

Sample:

FA

12:.0

14.0

15:0

16:0

16:1 cis
17.0
17:1cis
18:0

18:1 cis
18:2

18:2 cis n-6
20:0

18:3 cis n-6
18:3

20:1 cis
18:3 other
18:3 cis n-3
18:4 cis
20:2 cis n-6
20:3 cis n-6
20:4 cis n-6
20:5 cis n-3
22:4 cis n-3
22:5 cis n-3
22:6 cis n-3

TOTAL

PUFA
MUFA
SAFA

FAPAS T14100
Varian CP-Sil 88

Mean
g/100g
0,13
1,26
0,18
31,49
1,54
0,28
0,12
4,65
33,77
0,20
8,13
0,41
0,27
0,02
0,33
0,00
0,23
0,13
0,11
0,33
4,05
1,26
0,31
0,28
3,92

94,30

19,32
35,96
39,02

DB-wax

Mean
g/100g
0,13
1,28
0,19
32,16
1,13
0,27
0,14
4,73
34,29

8,28
0,41
0,35

0,41
0,07
0,26
0,20
0,11
0,36
3,99
1,05
0,31
0,27
3,57

94,88

18,78
35,99
39,91

Satisfactory
range

7,59-9,27

0,20-0,31

3,78-4,62

3,77-4,61

17,19-21,01
33,71-38,01
36,57-41,24
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Tuloksista voidaan huomata, etta rasvahapon 22:6 arvo 3,57 jaa 0,2 g/100g

alle hyvaksyttavan alarajan 3,77 g/100g. Tama saattaa johtua rasvahapon pit-

kasta eluoitumisajasta ja sitd kautta absorboitumisesta kolonniin. DB-wax ko-

lonni on laboratoriossa kaytdssa kvantitatiivisissa rasvahappoanalyysissa vain

piikkien tunnistusten tukena. Muutoin tulokset olivat hyvin FAPAS:n naytteelle

laatimissa rajoissa.



Taulukko 16. FAPAS T14104QC tulokset, GOED-menetelma

Sample:

FA

16:0

16:1 cis
17:1 cis
18:0

18:1 cis
18:2 cis n-6
20:0

18:3

20:1 cis
18:3 other
18:3 cis n-3
20:2 cis n-6
22:0

22:1 cis
24:0

24:1 cis

TOTAL
PUFA

MUFA
SAFA

FAPAS T14104
Varian CP-Sil 88

Mean
0/100g
4,23
0,27
0,11
1,43
57,55
18,71
0,50
0,13
1,08
0,00
8,49
0,06
0,29
0,11
0,12
0,14

93,45
27,45

59,27
6,73

DB-wax

Mean
0/100g
4,40
0,30
0,16
1,47
59,15
19,17
0,52
0,00
1,29
0,16
8,61
0,07
0,29
0,13
0,12
0,15

96,14
28,00

61,19
6,96
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Satisfactory
range

17,26-21,09

7,75-9,47

24,94-30,48

59,79-64,03
6,08-7,43

Tuloksista voidaan todeta, ettda MUFA eli kertatyydyttymattémien rasvahappojen

maara 59,27 g/100g ja& toisella kolonnilla alle suositellun alarajan 59,79

g/100g. Uskoisin ongelman johtuvan piikkien 18:3 ja 20:1 eluoitumisesta pé&aal-

lekkain. Yksi mahdollisuus olisi loiventaa lampétilagradienttiajoa kyseisten piik-

kien eluoitumisen kohdalla. Tamé pidentéisi ajoaikaa, mutta olisi tarvittaessa

kaytettavissa oleva vaihtoehto. Muutoin tulokset olivat hyvin FAPAS:n naytteelle

laatimissa rajoissa.
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6 YHTEENVETO

Rasvahappojen maaran selvittamiseksi naytteesta on tehtava kvantitatiivinen
maaritys. Tyon tarkoituksena oli vertailla kolmea rasvahappojen analysointime-

netelm&a ja arvioida laboratorion luotettavuutta rasvahappoanalyyseissa.

Ensimmainen vertailluista menetelmistd Bannon et al. (1982) Analysis of fatty
acid methyl esters with high accuracy and reliability. Menetelma soveltuu hyvin
rasvahappojen analyysimenetelmaksi oOljyille esim. laadunvalvonnan tarpeita
varten. Tulokset testatulle rypsidljylle vaihtelivat valilla 94-120 g/100g, RSD

9,3%. Menetelma ei sovellu kvantitatiiviseen maaritykseen.

IUPAC:n 2.301 Preparation of the fatty acid methyl esters menetelma soveltuu
monimutkaisemmille naytteille, mutta on tyélaampi ja tyoturvallisuuden kannalta
vaarallisempi. IUPAC:n menetelm& antoi tulokseksi rypsiéljylle 93-107 g/100g
valilla, RSD 4,9%. Verrattaessa tuloksia rypsioljyn teoreettiseen saantoon voitiin
todeta, ettd osa tuloksista oli lian korkeita tai matalia tuloksia syista, jotka jaivat

epaselvaksi.

GOED:n Voluntary Monograph menetelma osoittautui parhaaksi vaihtoehdoksi
toistettavuuden ja luotettavuuden seka ty6turvallisuuden puolesta. Tulokset ryp-
sidljylle vaihtelivat 92-100 g/100g, RSD 2,8%. Menetelmé sovellettiin koeput-
kimittakaavassa, joka oli ty6turvallisuuden kannalta hyva asia kasiteltdessa
happoja ja emaksid. Menetelma on kuitenkin herkka ja vaatii viela lisdé testaus-

ta erilaisista naytematriiseista eristetyilla rasvoilla.

Tyon tulosten perusteella laboratoriossa muutettiin yleistd ohjeistusta rasva-
happojen analysoinnissa siten, ettd poolisemmalla kolonnilla tehtdvan rasva-
happomaarityksen lisaksi naytteet ajetaan rasvahappojen tunnistusten varmis-

tamiseksi myos toisella kolonnilla.

Laboratorion GOED:n vertailututkimuksen tulosten perusteella voitiin todeta,
ettd laboratorion tulostaso jai vain hieman tutkimukseen osallistuneiden vertailu-

laboratorioiden tulosten keskiarvoa alhaisemmaksi, mutta huomattavaa eroa ei
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ollut havaittavissa. Laboratorion voitiin todeta tuottavan luotettavia tuloksia

kvantitiivisen rasvahappoanalyysin osalta.
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Liite 1

Liite 1. Ruoka-aineiden rasvahappokoostumuksia (3).

Ruoka-aineiden rasvabappokoosiumuksia /100 g
Rasvan Safa Mufa Pufa n-6 n-3 n-6/ E- lahde
maara n-3 vitamiini
(9) (9) (9) (9) (9) (g) mg
Tavalliset kasvioljyt
Auringonkukkadljy 100 1 22 a3 62 0.4 155:1 83 1
Maissioljy 100 13 27 54 53 1 53:1 34 1
Oliivioly 100 14 68 1 10 0.5 20:1 12 1
Rypsioljy 100 8 58 33 22 " 21 24 1
Soijadljy 100 15 22 58 52 7 71 18 1
Enkoisoljyt
Hasselpahkinadljy 100 7 78 10 10 - * - 2
Maapahkinadljy 100 17 46 32 32 - . 13 2
Mantelicljy 100 8 70 17 17 - ’ 39 2
Palmudljy 100 490 37 0.2 45:1 22 1
Palmuydindljy 100 82 1 - * 8 2
Puuvillansiemenoljy 100 28 18 52 52 02 2601 38 2
Saksanpahkinadljy 100 ] 23 63 53 10,4 5:1 2
Seesaminsiemendljy 100 14 40 42 41 0.3 1371 2
Unikonsiemendljy 100 14 20 62 62 - * - 2
Viinirypaleen- siemendljy 100 10 16 70 70 0.1 7001 - 2
Muut ravintorasvat
Margariini 40 40 14 17 7 1 6:1 7 1
Margariini 60 &0 18 26 13 4 21 12 1
Margariini 80 80 22 32 18 1 5 21 13 1
Rasvaseos 80 80 40 23 8 5 2 31 6 1
Voi 80 54 17 1 0.3 31 2 1
Kookosrasva 100 91 5 2.1 1.8 0.2 10:1 0.3 2
Muita
Broileri. nahkoineen 12 3 5 2 0.2 10:1 0.7 1
Kirjolohi 18 2 4 2 0.5:1 1 1
Lohi 14 1 2 22 03 1.8 021 2 1
Naudanliha, keskiarvo 8 2 2 0.3 0.2 0.1 2:1 0.5 1
Porsaanliha, keskiarvo 45 05 2 04 0.2 0.04 5:1 0.5 1
Silakka 46 1 1 1.1 0.2 09 021 2 1
Aidinmaito 25 2 1 05 04 004 10:1 0.1 1

1) www .kt fiffineli

2) www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp/

*) n-8-/n-3-suhdetta ei ole laskettu, silla tiedot n-3-rasvahappopitoisuuksista puuttuvat




Liite 2

Liite 2. AOCS/GOED vertailututkimuksen tulokset.

LABORATORY PROFICIENCY PROGRAM

oomc\>°°m zc._-”>°mc.—._°>_l o_—lw P O Box 17190, Urbana, IL 61803-7190 USA
phone: +1 217- 359-2344; fax: +1 217- 351-8091
2011-2012 email: technical@aocs.org; web: www.aocs.org

DATA ENTRY REPORT SAMPLE 4

C18:3 (n-3) C18:4 (n-3) C20:4 (n-3) C21:5(n-3) C22:5(n-3)  C20:5 (n-3) C22:6 (n-3) Total Omega 3

Acid Peroxide _ Anisidine Tofox

Analyst mg area mg area mg area mg area mg area mg area mg area mg area Number Value value Value
1432 568 .66 13.45 155 1524 1.75 13.97 160 3962 454 29747 3423 209.25 23.99 59469 68.33 14 7.50 4.50 19.50
1516 547 60 14.01 1.54 1479 1.63 14.61 162 4195 464 30228 33.74 22565 24.75 618.75 68.51 .18 7.25 5.00 19.50
1527 e gge vt 00+t 3.09* e 457 e 433 e 31884 w2280 o G435 e s
1529 e s sws e ee 20039 3555 21153 23.33 e i ves e v
1538 e B3 i g -  1.61 oo 1.63 **t 460 29483 3340 217.16 2455 600.68 68.01 .09 5.79 4.85 16.43
1570 516 .62 12.43 1.59 1219 1.42 13.05 160 37.28 456 27235 33.39 201.23 24.81 55369 67.99 .15 7.80 493 20.50
1571 583 65 14.00 156 13.55 1.51 14.76 165 40.56 4.52 299.80 3361 22280 2468 611.30 68.17 .15 5.50 4.90 16.00
1625 s 268 o $53 " 134 i 1.58 T 459 29558 35.49 218.35 25.70 58844 70.70 .20 70 4.30 570*
1634 552 .67 13.31 1.63 12.59 .00 .00 3802 465 29261 3578 21150 25.86 575.08 70.44 .25 10.20* 4.00 24.40
1637 . e e e B e weer — . - S o 08 9.95 275+ 2265
1648 e .60 o 6 ~ 140 ki 1.60 470 290.10 34.10 218.40 2530 617.20 69.20 .16 7.80 3.90 19.50
1689 516 .58 14.17 160 1273 143 13.98 1.57 38.79 4.37 28892 3252 207.33 23.33 581.08 58.11* .15 8.36 4.23 20.95
1693 b24; 13.31 U 14.62 s 14.73 4240 Ut 317.49°* ! 22883 ™ 636.62 i 297 6.83 3.82 17.48
1698 6.30* .72* 14.10 1.60 14.00 159 14.30 162 3810 439 297.10 33.86 213.20 2454 59850 68.32 o 5.62 1.10* 1234*
1709 500 .62 14.00 169 1000 1.28 13.00 165 38.00 475 290.00 35.85 212.00 26.08 560.00 72.00 .10 6.10 5.00 17.20
1729 .60 g gos " 140 e 1.64 459 297.16 33.85 21474 2517 =2 6883 .14 5.88 4.89 16.65
1731 570 .61 13.59 145 11.82 127 14.21 153 39.70 4.19* 279.54 30.08 * 212.4022.36* 576.95 61.50* 55" 6.30 4.20 16.80
1743 e <61 1.65 1.42 o 1.70 **488* 290.00 34.72 22200 25.82 593.00 70.81 .20 710 4.40 18.60
1744 6.10 .64 16.26 * 1.71 13.97 147 16.04 169 43.11 454 32516* 3524 24982* 2532 67046* 70.61 .15 6.77 494 18.48
1748 550 .60 14.80 1.70 1230 1.40 15.20 1.70 4280 4.80 30940 35.00 231.50 25.80 63150 71.00 14 5.10 4.20 14.40
1750 521 .60 1570" 1.80* 1365 1.60 14.57 170 4134 460 30459 34,10 230.59 25.50 62552 69.80 .21 6.90 4.51 18.30
1757 474 55 13.53 158 11.48 139 13.02 157 38.26 4.48 28059 33.90 208.07 24.38 556.67 66.28 .15 5.70 3.80 156.20
1770 539 .58 13.76 148 967 1.04* 15.44 1.66 4222 454 277.98 29.89* 220.04 23.66 584.51 62.85 .22 9.90 4.36 24.20
Avg. 541 61 13.73 159 1284 147 14.35 163 40.14 457 29214 34.35 216.83 24.87 59468 68.68 .16 6.96 4.46 18.78

Std. Dev. .36 .03 57 07 165 A3 91 .05 203 .12 9.50 .95 8.24 .86 2525 - 234 .04 1.38 42 2.82




Liite 2

1l Fats and

Oils Connection

LABORATORY PROFICIENCY PROGRAM
GOED/AOCS NUTRACEUTICAL OILS
2011-2012

DATA ENTRY REPORT SAMPLE 5

P O Box 17190, Urbana, IL 61803-7130 USA
phone: +1 217- 359-2344; fax: +1 217- 351-8091
email: technical@aocs.org; web: www.aocs.org

C18:3 (n-3) C18:4 (n-3) C20:4 (n-3) C21:5 (n-3) C22:5 (n-3) C20:5 (n-3) €22:6 (n-3) Total Omega 3
Acid __ Peroxide  Anisidine _Totox
Analyst mg area mg area mg area mg area mg area mg area mg area mg area Number Value value Value
1432 10.95 1.19 18.43 200 691 75 341 .37 1165 125 8319 8.98 97.77 10.52 23230 25.06 15 480 9.60 19.20
1516 1099 1.18 18.97 202 6.96 74 351 39 1215 130 8450 9.12 10565 11.17 24273 25.92 .21 445 11.07* 19.97
1527 w128 oy 00 v 147" e 36 v 120 w869 v 10,03 w207 . o Joes e
1529 . AR veee  weer S -~ 8079 875 98.72 9.63* e o e ore
1538 e .27 214 11 el 42 1,33 583190 = 39:33 102.22 1121 239.88 26.46 19 4.00 7.90 15.90
1570 1029 1.21 207 594 67 298 .35 1059 125 7649 9.06 9409 11.21 217.08 25.82 A3 450 8.89 17.90
1571 11.58 1.22 211 7.02 74 3.99 42 1187 125 8560 9.07 109.10 11.43 24919 26.24 A3 3.70 9.10 16.50
1625 1.15 209 .53 AR .28 ****1.08* 8053 9.26 101.34 11.01 22766 2540 .20 60" 9.20 10.40 *
1634 10.81 1.30 221 6.40 .75 .00 .00 11.39 134 83.07 980 100.07 11.80 23259 27.48 .20 6.20* 6.60 * 19.00
1637 RNEL . v - [P B o o e B e % 09 566 1142+ 1141~
1648 - 1.20 et i Sl .40 ™ 130 8140 930 102.10 11.50 24270 26.50 .14 520 8.50 18.90
1689 1150 1.21 18.43 194 6.16 343 .36 11.13 117 7856 825 9439 9.91 22360 2236* 14 5.15 7.41 17.72
1693 10:510 Hor 17.65 ™ 6.85 3.36 e 1171~ SE84Mb e 105.72  *** 239.94 e 29" 5.00 7.89 17.89
1698 9.40 1.06 1470 * 166 5.20 .59 .60 .07 990* 112 6570* 7.44* 78.70* 8.91*18410* 20.85* G 3.79 5.60* 42.40*
1709 11.00 1.28 19.00 226 5.00 85 .00 .00 11.00 134 8100 9.87 99.00 11.92 217.00 27.00 .10 5.00 9.00 19.00
1729 el ) e i 68 i .38 e 4.81 8450 926 100.78 11.38 e =226.28 H2 467 7.98 17.32
1731 11.10 113 18.33 185 5.73 .60 3.48 .37 11.27 117 7698 8.16 96.88 10.10 22376 23.38 .56 * 470 9.00 18.40
1743 el 5 i 212 68 .37 o 129 8200 942 105.00 11.70 239.00 26.71 .16 430 8.80 17.40
1744 12.86 1.35 2216 233 6.93 73 3.73 .39 1242 130 9326* 1015 11570 11.78 267.06 28.03 .22 3.56 9.21 16.33
1748 11.10 1.20 19.70 220 6.00 .70 440 .50 1230 140 8500 940 107.60 11.80 246.00 27.10 14 490 9.40 19.20
1750 1.20 110.80 * 200 17.86" 7.6066.66* 40 349* 1.30%1200" 9.20* 84.47* 11.60* 10.89 33.30* 30.15* 499 3.90 8.32 16.10
1757 10.28 1.13 18.39 2.01 562 64 299 34 1141 126 7891 8.96 97.75 10.77 22236 24.77 A7 4.00 7.40 15.40
1770 13.30* 1.43* 19.25 207 791 .85 437 47 1256 1.35 8491 9.13 101.18 10.88 24347 26.18 19 4.70 9.01 18.40
Avg. 1095 1.21 18.63 207 6.42 .69 271 37 1165 127 8197 9.16 101.08 11.11 23567 25.94 .16 453 8.62 17.81
Std. Dev. .81 .07 .89 #15 .85 .08 1.59 .09 59 .07 282 .49 4.28 62 13.05 1.37 .04 .58 69 1.33
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LABORATORY PROFICIENCY PROGRAM
GOED/AOCS NUTRACEUTICAL OILS

P O Box 17180, Urbana, IL 61803-7190 USA
phone: +1 217- 359-2344; fax: +1 217- 351-8091

g 2011-2012 technical@aocs.org; web: www.aocs.org
Your Glob: i
DATA ENTRY REPORT SAMPLE 6
C18:3 (n-3) Ci8:4(3) C20:4(n-3) C21:5(n-3) C22:5(n-3) C20:5(n-3)  C€22:6(n-3) Total Omega 3

'eroxi isidine ofox

Analyst mg area mg area mg area mg area mg area mg area mg area mg area Number Value value Value
1432 506 .58 1163 133 1418 162 1470 168 4742 539 29534 3372 21059 23.96 598.92 6827 A3 3.90 18.20 26.00
1516 451 50 1246  1.37 1477 160 1537 167 5060 548 303.78 3327 22912 2462 63061 6852 .40°* 435 23.09* 31.79
1527 k. 69% e e ™ 3.10° s iet < 517 3251 e 23123 ro 166,57 i) ot
1529 e wowe  weee  aane eer was s sew 20000 3491 216.82 23.44 e v e ovs
1538 et 64 SEemtd> 159 % 171 ' 548 29420 3331 218.86 24.63 60821 6868 .10 10.57 18.39 39.53
1570 421 51 1080 140 1238 145 1354 166 4439 544 27006 3318  201.72 24.93 557.18 68.59 .10 3.10 17.99 24.20
1571 477 52 1273 138 1398 151 1624 176 49.79 538 307.90 3347 23870 2565 644.10 69.65 .08 210 20.40 24.60
1625 " g oA v 126 = 151 " 540 296.58 3564 22243 2589 60367 7151 .20 1.10 16.90 19.10
1634 483 53 1241 142 13.86 1.58 .00 .00 48.19 550 304.52 3477 22460 2564 609.62 69.77 A7 5.80 13.50 25.10
1637 e o S weve  wewe —— - - e e . waee e o 07 403 1.49+ 8.13*
1648 s 50 a0 ™ 140 = 170 * 560 29150 33.80 22230 2530 629.90 69.60 .08 10.60 17.50 38.70
1689 462 51 1190 130 1279 140 1453 159 4521495° 27450 30.04*  200.7921.79* 564.33 56.43* .09 4.76 16.57 26.10
1693 408 11.27 e 13.93 15.05 % 4937 30498 === 23085 162951 e .24 4.96 17.48 27.40
1698 380 .43 1060 1.20* 12.80 1.45 510 .58* 510* 536 27420 31.03 217.80 2465 57160 64.70 3.38 13.30 " 20.06
1709 400 51 1200 151 11.00 138 1400 176 47.00 571 29300 3584 217.00 26.14 576.00 73.00 .10 5.30 19.00 29.60
1729 sk .48 s 130 ™ 141 e 170t 546 319.90* 3357  232.03 25.09 v 169 .08 11.86 18.30 42.02
1731 467 .49 1176 124 1218 128 1480 156 47.44489° 278.13 29.28"  214.1422.11* 583.13 60.85* 28" 12.60 * 19.60 44.80
1743 st 50 iyt 449 "~ 173 R 1.75 T 673 298.00 34.07 230.00 2590 62200 71.17 13 8.90 18.10 35.90
1744 532 .56 1470 153 1478 153 1687 175 5203 540 328.90* 3513 253.40* 25.31686.00* 71.21 212 248 18.60 23.56
1748 440 50 1290 150 1270 140 1580 1.80 50.70 570 304.90 3460  230.00 25.80 631.30 71.30 .10 13.80* 19.10 46.70*
1750 o e S veee v — B v e e e v poees - 17 3.90 17.83 25.60
1757 388 .44 1183 135 1206 142 1422 168 4657 534 28219 3333 21020 24.09 566.73 6597 M 4.10 15.90 24.10
1770 484 52 1339 144 1544 166 2.88* .31* 4827 519 300.11 3227 21455 23.07 59948 64.46 16 8.00 17.38 33.40
Avg. 449 51 1198 141 1335 148 1419 168 4823 545 29249 3381  220.13 24.85 601.55 68.95 A2 543 18.07 29.56
Std. Dev. 45 .04 .80 .08 126 .13 3.01 98 222 .16 [T4T01 121 1029 .96 27.53 242 .05 3.09 1.1 7.51




