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VB
KOMMISSIONENS FORORDNING (EQF) Nr. 2568/91
af 11. juli 1991
om kendetegnene for olivenolie og olie af olivenpresserester og de i
den forbindelse anvendte metoder
VY M20

Artikel 1

1. Som jomfruolie efter punkt 1, litra a) og b), i bilaget til forordning
nr. 136/66/EQF betragtes olie, hvis respektive kendetegn er i overens-
stemmelse med kendetegnene i punkt 1 og 2 i bilag I til nervaerende
forordning.

2. Som bomolie efter punkt 1, litra c), i bilaget til forordning nr. 136/-
66/EQF betragtes olie, hvis kendetegn er i overensstemmelse med
kendetegnene i punkt 3 i bilag I til nerverende forordning.

3. Som raffineret olivenolie efter punkt 2 i bilaget til forordning
nr. 136/66/EQF betragtes olie, hvis kendetegn er i overensstemmelse
med kendetegnene i punkt 4 i bilag I til naerverende forordning.

4. Som olivenolie bestdende af raffineret olivenolie og jomfruolier
efter punkt 3 i bilaget til forordning nr. 136/66/EQF betragtes olie,
hvis kendetegn er i overensstemmelse med kendetegnene i punkt 5 i
bilag I til nerverende forordning.

5. Som ré olie af olivenpresserester efter punkt 4 i bilaget til forord-
ning nr. 136/66/EQF betragtes olie, hvis kendetegn er i overensstem-
melse med kendetegnene i punkt 6 i bilag I til naervarende forordning.

6.  Som raffineret olie af olivenpresserester efter punkt 5 i bilaget til
forordning nr. 136/66/EQF betragtes olie, hvis kendetegn er i overens-
stemmelse med kendetegnene i punkt 7 i bilag I til nerverende forord-
ning.

7. Som olie af olivenpresserester efter punkt 6 i bilaget til forordning
nr. 136/66/EQF betragtes olie, hvis kendetegn er i overensstemmelse
med kendetegnene i punkt 8 i bilag I til nerverende forordning.
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VY M26
Artikel 2

1. Bestemmelsen af kendetegnene for de i bilag I fastsatte olier sker
ved hjelp af folgende analysemetoder:

a) til bestemmelse af indholdet af frie fedtsyrer, beregnet som oliesyre,
metoden i bilag II

b) til bestemmelse af peroxidtallet, metoden i bilag III

¢) til bestemmelse af voksindhold, metoden i bilag IV

d) til bestemmelse af sammensatningen og indholdet af steroler og
triterpenalkoholer ved gaskromatografi pa kapillarsejle, metoden i
bilag V

e) til bestemmelse af det procentvise indhold af 2-glycerylmonopalmi-
tat, metoden i bilag VII

f) til den spektrofotometriske undersggelse, metoden i bilag IX

Vv M28
g) til bestemmelse af fedtsyrernes sammensatning, metoden i bilag X

VM26
h) til bestemmelse af indholdet af flygtige halogenerede oplesnings-
midler, metoden i bilag XI

til bedemmelse af jomfruolies organoleptiske kendetegn, metoden 1
bilag XII

j) til bestemmelse af indholdet af stigmastadiener, metoden i bilag
XVII

k) til bestemmelse af indholdet af ECN42-holdige triglycerider,
metoden i bilag XVIII

V¥ M28
1) til bestemmelse af indholdet af alifatiske alkoholer og triterpenalko-
holer, metoden i bilag XIX

VY M26
m) til bestemmelse af indholdet af voks, fedtsyremethylestere og fedtsy-
reethylestere, metoden i bilag XX.

VM28

v M26
2. Den kontrol, som de nationale myndigheder eller deres reprasen-
tanter foretager af de organoleptiske kendetegn for jomfruolie, gennem-
fores af paneler af smagere, som medlemsstaterne har godkendt.
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VY M26

De organoleptiske kendetegn for en i forste afsnit omhandlet olivenolie
anses for at stemme overens med den anmeldte type olivenolie, hvis et
af den pageldende medlemsstat godkendt panel bekrefter klassifika-
tionen i den henseende.

Hvis panelet ikke bekraefter den anmeldte kategori med hensyn til de
organoleptiske kendetegn, lader de nationale myndigheder eller deres
repreesentanter pd den bererte parts anmodning straks foretage to
kontrolanalyser, som udferes af andre godkendte paneler, og hvoraf
mindst den ene udferes af et panel, der er godkendt af den pageldende
producentmedlemsstat. De pagzldende kendetegn anses for at stemme
overens med dem, der er anmeldt, hvis de to kontrolanalyser bekraefter
den anmeldte klassifikation. I modsat fald palegges kontrolanalyseud-
gifterne den bererte part, uden at dette foregriber anvendelsen af sank-
tioner.

3.  Hvad angér de nationale myndigheders eller deres reprasentanters
kontrol af oliens kendetegn som omhandlet i stk. 1 udtages der prever
efter de internationale standarder EN ISO 661 og EN ISO 5555 for
forberedelse af prover til forseg og preveudtagning. Uanset punkt 6.8
i standard EN ISO 5555 udtages proverne i henhold til bilag Ia til denne
forordning for partier af den navnte olie i umiddelbare emballager. I
tilfelde af bulkolier, hvor preveudtagningen ikke kan foretages i
henhold til EN ISO 5555, gennemfores preveudtagningen i overens-
stemmelse med de retningslinjer, der udstedes af medlemsstatens
kompetente myndighed.

Med forbehold af bestemmelserne i standard EN ISO 5555 og kapitel 6
i standard EN ISO 661 beskyttes de udtagne prover straks mod lys og
strek varme og sendes til laboratoriet til analyse senest den femte
arbejdsdag efter udtagningsdage, i modsat fald skal preverne opbevares
pd en sadan made, at de ikke bliver odelagt eller beskadiget under
transporten eller opbevaringen, for de sendes til laboratoriet.

4. Med hensyn til kontrollen i stk. 3 foretages analyserne i bilag II,
I, IX, XII og XX samt eventuelle kontrolanalyser, der er fastsat ved
national lov, inden datoen for mindste holdbarhed, nér der er tale om
emballerede produkter. Ved proveudtagning af bulkolier foretages
analyserne senest den sjette maned efter den maned, hvor preven er
udtaget.

Der gelder ingen frister for de gvrige analyser, som er fastsat ved
narverende forordning.

Svarer analyseresultaterne ikke til kendetegnene for den anmeldte kate-
gori olivenolie eller olie af olivenpresserester, underrettes den pagel-
dende herom senest en méned inden udlebet af fristen i1 forste afsnit,
undtagen hvis preveudtagningen fandt sted mindre end to méneder
inden datoen for mindste holdbarhed.
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VY M26

5. Til bestemmelse af olivenoliernes kendetegn efter metoderne
omhandlet i stk. 1, forste afsnit, sammenlignes analyseresultaterne
direkte med de i denne forordning fastsatte graenseveardier.

VY M25
Artikel 2a

1. I denne artikel forstas ved »afsat olivenolie« den samlede mangde
af en medlemsstats olivenolie og olie af olivenpresserester, der
forbruges i medlemsstaten eller eksporteres fra medlemsstaten.

2.  Medlemsstaterne serger for, at der med passende hyppighed
udferes overensstemmelseskontrol, der er selektiv, dvs. bygger pad en
risikoanalyse, for dermed at sikre, at den afsatte olivenolie svarer til den
anmeldte kategori.

3. Kiiterierne for vurderingen af risikoen kan omfatte:

a) oliens kategori, produktionstidsrummet, prisen pa olien i forhold til
andre vegetabilske olier, blandings- og emballeringsaktiviteter, lager-
anleg og opbevaringsforhold, oprindelsesland, bestemmelsesland,
transportmade samt partiets storrelse

b) hvilket led i afsetningskeeden de erhvervsdrivende tilherer, hvilke
oliekategorier de afsatter og hvor meget, mélt i mangde og/eller
verdi, samt hvilken virksomhed de udever, fx presning, lagring,
raffinering, blanding, emballering eller detailsalg

¢) oplysninger om forhold, der er konstateret under tidligere kontroller,
herunder antal og type af konstaterede mangler, den afsatte olies
normale kvalitet og det anvendte tekniske udstyrs ydeevne

d) hvor palidelige de erhvervsdrivendes kvalitetssikringssystemer eller
egenkontrolsystemer til kontrol af, om handelsnormerne overholdes,
er

e) det sted, hvor kontrollen finder sted, isaer hvis det er det sted, hvor
varen forst fores ind i EU eller sidst feres ud af EU, eller det sted,
hvor olien produceres, emballeres, lesses eller selges til den ende-
lige forbruger

f) evrige oplysninger, der kan tyde pd manglende overensstemmelse.

4.  Medlemsstaterne fastlegger pa forhand:

a) kriterierne for vurdering af risikoen for, at partier ikke er i over-
ensstemmelse med normerne

b) minimumsantallet af erhvervsdrivende eller partier og/eller mangder,
der underkastes overensstemmelseskontrol, pd grundlag af en risikoa-
nalyse for hver risikokategori.
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VY M25

Der udferes mindst én overensstemmelseskontrol pr. 1 000 ton oliven-
olie, der afsettes i medlemsstaten pr. ar.

5. Medlemsstaterne kontrollerer overensstemmelsen ved
a) at analyserne i bilag I udferes i vilkérlig rekkefolge, eller

b) at analyserne udferes i den reekkefolge, der er angivet i beslutnings-
skemaet i bilag Ib, indtil en af beslutningerne i skemaet traeffes.

YM19

VY M25
Artikel 3

Konstateres det, at en olie ikke svarer til beskrivelsen af dens kategori,
anvender medlemsstaten sanktioner, der er effektive, stdr i rimeligt
forhold til overtreedelsen og har afskreekkende virkning, og hvis ster-
relse athenger af den konstaterede uregelmaessigheds omfang, uden at
dette 1 ovrigt udelukker eventuelle andre sanktioner.

Hvis der ved kontrollen afslores veasentlige uregelmaessigheder, oger
medlemsstaterne kontrolfrekvensen ud fra sddanne kriterier som afsat-
ningsled, oliekategori, oprindelse mv.

Artikel 4

1. Med henblik pad de nationale myndigheders eller deres reprasen-
tants vurdering og kontrol af de organoleptiske kendetegn kan medlems-
staterne godkende paneler af smagere.

Godkendelsesbetingelserne fastlegges af medlemsstaterne, séledes
at bla.

— betingelserne i bilag XII, punkt 4, opfyldes

— det sikres, at panelets leder optrenes af en virksomhed og pa betin-
gelser, som er anerkendt af medlemsstaten i den henseende

— godkendelsens gyldighed gores afhengig af de resultater, der opnas
ved en arlig kontrolordning, som medlemsstaten har oprettet.

Hver medlemsstat meddeler Kommissionen listen over godkendte
paneler og de foranstaltninger, der er truffet i henhold til dette stykke.

2. Hvis en medlemsstat har vanskeligheder med at oprette et panel pa
sit omrade, kan den gere brug af et godkendt panel i en anden medlems-
stat.

3. Hver medlemsstat opstiller en liste over de paneler af smagsdom-
mere, der er oprettet af erhvervs- eller brancheorganisationer pa de i stk.
1 fastsatte betingelser, og de kontrollerer, at disse betingelser overhol-
des.

YM19

Artikel 6

1. Olieindholdet i presserester og andre restprodukter fra udvinding
af olivenolie (KN-kode 2306 90 11 og 2306 90 19) bestemmes efter
metoden i bilag XV.
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VY M20

VY M25

2. Det i stk. 1 omhandlede olieindhold udtrykkes i vagtprocent af
torstoffet.

Artikel 7

EF-bestemmelserne om forekomst af forurenende stoffer finder anven-
delse.

Hvad indholdet af halogenerede oplesningsmidler angér, gelder
folgende grenseverdier for alle kategorier af olivenolie:

— Maksimalt indhold af hvert pavist halogeneret oplesningsmiddel:
0,1 mg/kg

— Maksimalt samlet indhold af péaviste halogenerede oplesningsmidler:
0,2 mg/kg.

Artikel 7a

Fysiske eller juridiske personer eller sammenslutninger af sédanne
personer, som ligger inde med olivenolie og olie af olivenpresserester,
lige fra den udvindes pa oliefabrikken, til den er tappet péd flasker,
uanset til hvilke erhvervsmassige eller kommercielle formal, skal fore
ind- og udgangsbeger for hver kategori af siddanne olier.

Medlemsstaterne sikrer, at forpligtelserne i stk. 1 opfyldes.

Artikel 8

1.  Medlemsstaterne meddeler Kommissionen, hvilke foranstaltninger
de treffer til anvendelse af denne forordning. De underretter Kommis-
sionen om eventuelle senere @ndringer heraf.

2. Medlemsstaterne sender hvert ar senest den 31. maj Kommis-
sionen en rapport om anvendelsen af denne forordning i det foregdende
kalenderar. Rapporten skal mindst indeholde resultaterne af de overens-
stemmelseskontroller, der er udfert pa olivenolie ifelge skemaerne i
bilag XXI.

3.  De meddelelser, der er nevnt i denne forordning, sendes i over-
ensstemmelse med Kommissionens forordning (EF) nr. 792/2009 ()

Artikel 9
Forordning (EQF) nr. 1058/77 ophaves.

Artikel 10

1. Denne forordning traeder i kraft pa tredjedagen efter offentligge-
relsen i De Europceiske Feellesskabers Tidende.

Metoden i bilag XII anvendes dog fra den ™M1 1. november 1992 <,
undtagen i forbindelse med interventionsforanstaltninger.

() EUT L 228 af 1.9.2009, s. 3.
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Metoden anvendes ikke for jomfruolie, der er aftappet for den
1. november 1992.

2. Denne forordning anvendes ikke for olivenolie og olie af oliven-
presserester, der aftappes inden datoen for denne forordnings ikrafttrae-
den, og som bringes i handelen inden den 31. oktober 1992.

Denne forordning er bindende i alle enkeltheder og geelder umiddelbart i
hver medlemsstat.
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BILAG

Resumé

Kendetegn for olivenolie

Udtagning af prever af partier af olivenolie eller olie af
olivenpresserester leveret i umiddelbare emballager

Beslutningsskema til kontrol af, om en olivenolieprove
svarer til den anmeldte kategori

Bestemmelse af indholdet af frie fedtsyrer, kold metode
Bestemmelse af peroxidtallet

Bestemmelse af voksindhold ved gaskromatografering med
kapillarkolonne

Bestemmelse af sammensatning og indhold af steroler og
triterpendialkoholer ved gaskromatografi pa kapillarkolonne

»M21 Bestemmelse af indholdet af 2-glycerylmonopal-
mitat i procent «

Spektrofotometrisk undersegelse ved ultraviolet lys

Bestemmelse af fedtsyremethylestere ved gaskromatografi

Bestemmelse af indholdet af flygtige halogenerede oples-
ningsmidler i olivenolie

Det internationale olivenrdds metode til organoleptisk
vurdering af jomfruolier

Olieindhold i presserester af oliven
Bestemmelse af iodtal

Metode til bestemmelse af stigmastadiener i vegetabilske
olier

Bestemmelse af forskellen mellem det faktiske og det teore-
tiske indhold af ECN 42-triacylglyceroler

» M28 Bestemmelse af indholdet af alifatiske alkoholer og
triterpenalkoholer ved gaskromatografi pa kapillarkolonne <

Metode til bestemmelse af indholdet af voks, fedtsyremet-
hylestere og fedtsyreethylestere ved gaskromatografi pa
kapillarkolonne

Resultaterne af overensstemmelseskontroller, der er udfert
pa olivenolie, jf. artikel 8, stk. 2



VY M27

BILAG 1

KENDETEGN FOR OLIVENOLIE

Forskel Organo-
mellem Organoleptisk leptisk
Fedtsyreethylestere Syre- | Peroxidtal Vok 2-glycerylmono- Stigmasta- [ ECN42 K 1 vurdering vurdering
Kategori (FAEE) indhold mEq /ko S** palmitat diener (HPLC) | Ky3, (%) 14268 e*er Delta-K (*)| Median for Median for
mg/kg (*) (%) (*) | Oykg (¥) mglkg (**) (%) mg/kg (') [og ECN42 270 (%) mangler egenskaben
(teoretisk Md) (*) frugtagtig
beregnet) Mf) (¥)
1. Ekstra FAEE < 40 <0,8 <20 C42 + C44 + C46 < 150 < 0,9, hvis palmi- [ < 0,05 <10,2| <250 | £0,22 < 0,01 Md =0 Mf >0
jomfruolie (2013-2014 tinsyre i alt
produktion- <14 %
sar) (3
FAEE < 35
(2014-2016
produktionsér) < 1,0 hvis palmi-
FAEE < 30 tinsyre i alt
(efter 2016 > 14 %
produktionsar)
2. Jomfruolie — <20 <20 C42 + C44 + C46 < 150 < 0,9, hvis palmi- [ < 0,05 <10,2| <2,60 | <025 < 0,01 Md < 3,5 Mf >0
tinsyre i alt
<14 %
< 1,0, hvis palmi-

tinsyre i alt
> 14 %

91078070 — VA — 89STAT6610

1007620
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Forskel Organo-
mellem Organoleptisk leptisk
Fedtsyreethylestere Syre- | Peroxidtal Vok 2-glycerylmono- Stigmasta- [ ECN42 K 1 vurdering vurdering
Kategori (FAEE) indhold | mEq /k" - palmitat diener | (HPLC) | Koz (%) | 28 € | Delta-K (*)| Median for | Median for
mg/kg (¥) (%) (*) | Oykg (*) mg/ke (**) (%) mg/kg (1) |og ECN42 270 (%) mangler egenskaben
(teoretisk Md) (*) frugtagtig
beregnet) Mf) (*)
3. Bomolie — > 2,0 — C40 + C42 + C44 + C46 < 0,9 hvis palmi- | <0,50 | <0,3| — — — Md —
<300 ) tinsyre i alt >35%
<14 %
< 1,1, hvis palmi-
tinsyre i alt
> 14 %
4. Raffineret — <03 <5 C40 + C42 + C44 + C46 < 350 | < 0,9 hvis palmi- — < 10,3 — <110 [ 0,16 — —
olivenolie tinsyre i alt
<14 %
< L1, hvis palmi-
tinsyre 1 alt
> 14 %
5. Olivenolie — <10 <15 C40 + C42 + C44 + C46 < 350 | < 0,9 hvis palmi- — <10,3| — <090 [ <0,15 — —

bestdende af
raffinerede
olivenolier og
jomfruolier

tinsyre i alt
<14 %

< 1,0, hvis palmi-
tinsyre i alt
> 14 %

910T°80'¥0 — VA — 89STUT6610
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Y M27

Forskel Organo-
mellem Organoleptisk leptisk
Fedtsyreethylestere Syre- | Peroxidtal Voks 2-glycerylmono- Stigmasta- [ ECN42 Koee cller vurdering vurdering
Kategori (FAEE) indhold mEq mg/kg (**) palmitat diener (HPLC) | Ky3, (¥) KX’X *) Delta-K (*)| Median for Median for
mg/kg (¥) (%) (*) | Oykg (*) s/ke (%) mg/kg (1) |og ECN42 270 mangler egenskaben
(teoretisk Md) (*) frugtagtig
beregnet) Mf) (%)
6. Ra olie af — — — C40 + C42 + C44 + C46 <14 — <10,6| — — — — —
olivenpresse- > 350 ()
rester
7. Raffineret olie — <03 <5 C40 + C42 + C44 + C46 > 350 <14 — < 10,5 — <2,00 < 0,20 — —
af olivenpres-
serester
8. Olie af oliven- — <10 <15 C40 + C42+C44+C46 > 350 <12 — <10,5] — < 1,70 <0,18 — —
presserester
(') Summen af isomerer, der eventuelt kan adskilles pa kapillarsejle.
(®>) Denne granse galder for olivenolier, der produceres fra den 1. marts 2014.
(®) Olier med et voksindhold pa mellem 300 mg/kg og 350 mg/kg betragtes som bomolie, hvis det samlede indhold af alifatiske alkoholer er p& 350 mg/kg eller derunder, eller hvis indholdet af erytrodiol og uvaol er pa 3,5 %
eller derunder.
(*) Eller hvis medianen for mangler er lig med eller derunder, og medianen for lugt og smag er 0.
(°) Olier med et voksindhold pa mellem 300 mg/kg og 350 mg/kg betragtes som ré olie af olivenpresserester, hvis det samlede indhold af alifatiske alkoholer er pd over 350 mg/kg, og hvis indholdet af erytrodiol og uvaol er

over 3,5 %.

910T°80'¥0 — VA — 89STAT6610

100°620
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Fedtsyresammensztning (') Summen Sterolsammensatning
af trans-
Summen linolsyre
af Y . | Erythrodi-
isomerer 08 App beta Delta-7 Ster(;ler i ol og
ategon Myristin | Linolen | Arachin | Eicosan | Behen ng}oce af trans- lanO ?::I::f Koleste- | Brassic Campezs Stigmasterol | sitosterol | stigmaste- 2 /L uvaol
o o o o o rin liesyre ) rol asterol | terol (%) o o/ (3 > (mg/kg) (%) (*¥)
%) O OO T IR CO N I COR VI 00 R PRSI IS Bt ) %) ©%)¢) | nolE) 6
) ensyre (%) (**) (%)
(%)
Ekstra jomfruolie <003 [<£1,00|<0,60]|<040([<020(<0,20]<0,05[<005[=<0,5 ] <0, <40 < Camp. | = 93,0 <0,5 > 1000 <45
Jomfruolie <003 | <1,00|<060]<040]<020]|<020|<005]<005] <05 ]| <0, <40 < Camp. | > 93,0 <0,5 > 1000 <45
Bomolie <003 [<1,00<060]|<040[<0,20(<0,20]<0,10]<0,10| 0,5 | 0,1 <40 — >93.0 <0,5 > 1000 [ <45¢
Raffineret olivenolie <003 [<£1,00|{<0,60]|<0,40(<020(<0,20]<0,20({<030( <0,5 | <0,1 <40 < Camp. | > 93,0 <0,5 > 1000 <45
Olivenolie bestéende af [ <0,03 | <1,00 <060 <040]|<0,20]|<0,20[<0,20]<030]| <05 | 0,1 <4,0 < Camp. | > 93,0 <0,5 > 1000 <45
raffinerede olivenolier og
jomfruolier
Ré olie af olivenpresserester <003 [<1,00]<060]<040]<030]<020]<0,20]<0,10| <0,5 | <0,2 <4,0 — > 93,0 <0,5 >2500 [ >4,50)
Raffineret olie af olivenpresse- [ < 0,03 | < 1,00 | <0,60 | <0,40<0,30]<0,20[<040]<035]| <05 ]| <0,2 <4,0 < Camp. | >93,0 <0,5 > 1800 > 45
rester

100620 — 910C°8070 — VA — 89516610
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Y M27

Fedtsyresammensztning (') Summen Sterolsammensatning
af trans-
Summen linolsyre
af Y . | Erythrodi-
i isomerer | ;% App beta Delta-7 Sterc;ler ! ol og
Kategori io - isomerer - ic- _ - e alt
& Myristin | Linolen | Arachin | Eicosan | Behen Ll&gsce afAtrans— af trans- Kolzite I?;Z:)Cl (t:;r(l)llp (ezs) Stigmasterol | sitosterol | stigmaste- (mg/kg) uvaol
O OO I CO R GO R CO T BRI e Lol I TH EVA E v BoA @ | e | nole) %) (%)
o 0, o 0 0
)| ensyre ©%) 9 | (%)
(%)

8. Olie af olivenpresserester <003 [<1,00|<0,60]<040]<030]<020]<040]<035] <0,5 | <0,2 <4,0 < Camp. | >93,0 <0,5 > 1600 > 45
(") Indhold af andre fedtsyrer (%): palmitinsyre: 7,50-20,00, palmitolsyre: 0,30-3,50, heptadecansyre: < 0,30, heptadecensyre: < 0,30, stearinsyre: 0,50-5,00, oliesyre: 55,00-83,00, linolsyre: 3,50-21,00.
(®) Se tilleegget til dette bilag.
(®) App B-sitosterol: Delta-5,23-stigmastadienol + chlerosterol + beta-sitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol + delta-5,24-stigmastadienol.
(*) Olier med et voksindhold pé mellem 300 mg/kg og 350 mg/kg betragtes som bomolie, hvis det samlede indhold af alifatiske alkoholer er pa 350 mg/kg eller derunder, eller hvis indholdet af erytrodiol og uvaol er pa 3,5 %

eller derunder.
(°) Olier med et voksindhold pd mellem 300 mg/kg og 350 mg/kg betragtes som ra olie af olivenpresserester, hvis det samlede indhold af alifatiske alkoholer er pd over 350 mg/kg, og hvis indholdet af erytrodiol og uvaol er pd

over 3,5 %.
Noter:
a) Analyseresultaterne skal anfores med lige sd mange decimaler som dem, der er angivet for hvert kendetegn. Sidste ciffer skal forhejes med en enhed, hvis det folgende ciffer er storre end 4.
b) Hvis de fastsatte greensevardier overskrides for blot ét kendetegn, klassificeres olien i en anden kategori eller erkleres for ikke at opfylde renhedskravene i henhold til denne forordning.
c) Hoyvis et kvalitetskendetegn er merket med en asterisk (*), betyder det folgende: — for bomolie, at de pageldende granseverdier ikke alle skal vaere opfyldt samtidig — for jomfruolie, at olien skal

klassificeres i en anden kategori, hvis blot én af disse grensevardier ikke er opfyldt, men at den fortsat skal klassificeres i en af kategorierne for jomfruolie.
d) Huvis et kvalitetskendetegn er maerket med to asterisker (**), betyder det for alle de pagaldende olier af olivenpresserester, at alle grensevardier ikke behever vere opfyldt samtidig.

910T°80'Y0 — VA — 89STAT6610
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Y M27
Tilleeg

BESLUTNINGSSKEMA

Campesterol-beslutningsskema for jomfruolie og ekstra jomfruolie:

{ 4,0 % < Campesterol < 4,5 % ]

|

i i
[ Stigmasterol < 1,4 % ] ( A-7-stigmastenol < 0,3 % E

De ovrige parametre skal overholde de graeenseverdier, der er fastsat i denne forordning.
Delta-7-stigmastenol-beslutningsskema for:

— Ekstra jomfruolie og jomfruolie

{ 0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,8 % ]

T

i
f i ] |

[ App. fsitosterol/ ) ( Stigmasterol < 1,4 % [ AECN42<]0,1| J

Campesterol < 3,3 % .
(campest + A7stig) = 25

De ovrige parametre skal overholde de graenseveardier, der er fastsat i denne forordning.

— Olie af olivenpresserester (ra og raffineret)

[ 0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,7 % 1

Resten af parametrene inden
for greensevardierne

AECN42 < 0,40 | Stigmasterol < 1,4 %
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VY M26
BILAG la

UDTAGNING AF PROVER AF PARTIER AF OLIVENOLIE ELLER
OLIE AF OLIVENPRESSERESTER LEVERET 1 UMIDDELBARE
EMBALLAGER

Denne proveudtagningsmetode anvendes for partier af olivenolie eller olie af
olivenpresserester aftappet i umiddelbare emballager. Der anvendes forskellige
proveudtagningsmetoder athengigt af, om den umiddelbare emballage er sterre
eller mindre end 5 liter.

Ved "parti" forstas de salgsenheder, der produceres, fremstilles og aftappes under
sadanne forhold, at olien i alle disse salgsenheder anses for homogen med hensyn
til alle analysekendetegn. Et parti skal identificeres i overensstemmelse med
Europa-Parlamentets og Radets direktiv 2011/91/EU (%).

Ved "delprove" forstds den mengde olie, der er indeholdt i en umiddelbar
emballage, og som udtages et vilkarligt sted i partiet.
1. BASISPR@OVENS INDHOLD
1.1. Umiddelbar emballage pa hejst 5 liter
Ved "basisprove" for umiddelbare emballager pa hejst 5 liter forstds det
antal delprever, der udtages fra et parti og i overensstemmelse med tabel 1.
Tabel 1

Minimumssterrelse for basispreve omfatter folgende

Hvis de umiddelbare emballager inde- . N
tages basispreven af olien i

holder
a) 1 liter eller derover a) | umiddelbar emballage
b) under 1 liter b) det mindste antal emballager,
hvis samlede indhold overstiger
1,0 liter

Det antal emballager, der er anfort i tabel 1, som udger en basisprove, kan
efter behov foreges af medlemsstaterne (hvis organoleptisk vurdering f.eks.
foretages af et andet laboratorium end det, der udferte de kemiske analyser,
modanalysen osv.).

1.2. Umiddelbar emballage pia mere end 5 liter

Ved "basispreve" for umiddelbare emballager pd mere end 5 liter forstds en
repraesentativ del af de samlede delprover, der fas ved en reduktionsproces
og 1 overensstemmelse med tabel 2. Basisproven sammensattes af
forskellige eksempler.

Ved "eksempel" pa en basispreve forstds hver af de emballager, der udger

basisproven.
Tabel 2
Mindste antal delprever, der skal udtages
Antal emballager i partiet Mindste antal delprover, der skal udtages
Op til 10 1
Fra ... 11 til 150 2

(") Europa-Parlamentets og Rédets direktiv 2011/91/EU af 13. december 2011 om angivelser
af eller marker til identifikation af et bestemt levnedsmiddelparti (EUT L 334 af
16.12.2011, s. 1).
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v M26
Antal emballager i partiet Mindste antal delprover, der skal udtages
Fra ... 151 til 500 3
Fra ... 501 til 1500 4
Fra ... 1501 til 2 500 5
> 2500 pr. 1000 emballager 1 ekstra delprove

For at begranse provetagningen i forbindelse med umiddelbare emballager
homogeniseres indholdet af delprever med henblik pa fremstilling af basis-
proven. Portionerne af de forskellige delprover haldes i en felles beholder
og homogeniseres ved omrering, séledes at basisproven er bedst muligt
beskyttet mod luft.

Indholdet af basisproven hzldes i en serie af emballager, der kan indeholde
mindst 1,0 liter, og som hver udger et eksempel pa basisproven.

Antallet af basisprover kan efter behov foreges af medlemsstaterne (hvis
organoleptisk vurdering f.eks. foretages af et andet laboratorium end det,
der udferte de kemiske analyser, modanalysen osv.).

Hver emballage skal fyldes pa en sadan made, at luftlaget overst er sé lille
som muligt, og skal derefter lukkes og forsegles effektivt med henblik pa at
beskytte produktet mod manipulation.

Disse eksempler forsynes med etiket for at sikre korrekt identifikation.

2. ANALYSER OG RESULTATER

2.1. Hver basispreve opdeles i laboratorieprever, jf. punkt 2.5 i standard EN ISO
5555, og analyseres i overensstemmelse med den rakkefolge, der fremgar
af beslutningsskemaet i bilag Ib, eller i en anden vilkarlig raekkefolge.

2.2. Huvis alle analyseresultaterne svarer til kendetegnene for den anmeldte olie-
kategori, anses hele det pageldende parti for at opfylde kravene.

Hvis et analyseresultat ikke svarer til kendetegnene for den anmeldte olie-
kategori, anses hele det pagaldende parti for ikke at opfylde kravene.

3. KONTROL AF PARTIETS KATEGORI

3.1. Med henblik pa at kontrollere partiets kategori kan den kompetente
myndighed forege det antal basisprever, der udtages pa forskellige steder
i partiet, i overensstemmelse med folgende tabel:

Tabel 3

Antal basisprever fastsat pi grundlag af partiets storrelse

Partiets sterrelse (liter) Antal basisprever
Under 7 500 2
Fra 7 500 til 25 000 3
Fra 25 000 til 75 000 4
Fra 75000 til 125 000 5
125 000 eller derover 6+ 1 for hverlyderligere 50 000
iter
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Hver delprove, der udger en basispreve, skal udtages fra et kontinuerligt
sted i partiet. Placeringen af hver basispreve skal registreres, og den skal
identificeres utvetydigt.

Hver basispreve fremstilles ved hjelp af procedurerne i punkt 1.1 og 1.2.
Hver basisprove analyseres derefter som beskrevet i artikel 2, stk. 1.

3.2. Huvis et af resultaterne af de analyser, der er beskrevet i artikel 2, stk. 1, af
mindst én basispreve ikke svarer til kendetegnene for den anmeldte oliekat-
egori, anses hele det pageldende parti for ikke at opfylde kravene.
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BILAG Ib

BESLUTNINGSSKEMA TIL KONTROL AF, OM EN OLIVENOLIEPROVE SVARER TIL
DEN ANMELDTE KATEGORI

Tabel 1

EKSTRA JOMFRUOLIE >~
(Kvalitetskriterier) T

Syreindhold % Olie svarer ikke til den
anmeldte kategori

<0,8 | >0,8 c

G

Peroxidtal mEq O,/kg
<20 | > 20

u ................... ’

UV-spektrometri

Y.

K270 < 0,22 K270 >0,22

]

UV-spektrometri

AK < 0,01 AK > 0,01 >

K232 < 2,50 | K232 > 2,50

v :
Organoleptisk vurdering § Olie svarer ikke til den
anmeldte kategori

UV-spektrometri

.....

Y.

med. frugtagtig > 0 med. frugtagtig = 0 Vi

og med. frugtagtig >0

v

med. mangler = 0 R
med. mangler >0

! R

Ethylestere*

ja | nej

*< 40 mgfkg i 2013/2014
< 35 mgfkg i 2014/2015
= < 30 mglkg fra 2015/2016

Olietype som anmeldt mht. kvalitetskriterier

G4 til tabel 3 (Renhedskriterier)
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Tabel 2
Jomfruolie
(Kvalitetskriterier)
Syreindhold %
<20 ‘ >2,0 >
Peroxidtal mEq O,/kg
<20 ‘L > 20 >
UV-spektrometri
ILTH
Ky70 < 0,25 ‘ Ky70 > 0,25 > o ",
*
- S Olie svarer ikke til
UV-spektrometri N . den anmeldte H
> . . :
AK £0,01 | AK > 0,01 T kategori :
L)
& "’ (a) Q".
L) ¢
UV-spektrometri "0..... " o’
Ygamn®
K232 < 2,60 ‘ K232 2 2,60 >
Organoleptisk vurdering
Med. frugtagtig > 0 Med. frugtagtig = 0 >
eller
08 med. frugtagtig > 0
Med. mangler < 3,5 med. mangler > 3,5
FLLLLETTS
4
»' Olie svarer ikke til *,
Opfylder veerdierne for ovennavnte parametre N den anmeldte .
kvalitetskriterierne for ekstra jomfruolie? >: kategori .
—u :
L]
(Tabel 1) Ky (b) ..:
0‘ .Q
NEJ JA ", o
."lullnll"

Y

Olietype som anmeldt mht. kvalitetskriterier
Gd til tabel 3 (Renhedskriterier)
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Tabel 3

Ekstra jomfruolie og jomfruolie

(Renhedskriterier)
“““|llllllll.......
Kvalitetskriterier (Tabel 1 og 2) K o,
2 Olie svarer ikke til den s,
....... : anmeldte kategori .
A NE > & Idte kategori K
% 5
% "o,. “0’.
3,5-Stigmastadiener mg/kg LT L
<0,05 >0,05 %
= o .'0.
Jb ____>.."‘ Olie svarer ikke til "‘
Transisomerer i fedtsyrer (%) ¢ den anmeldte kategori “:
tC18:1 < 0,05 tC18:1 > 0,05 > (a) &
£(C18:2 + C18:3) < 0,05 t(C18:2 + C18:3) > 0,05 ., o
Fedtsyreindhold
~
JA NEJ - arEine
Kliae “re,
% .." ~...
0. .‘
A ECN42 & Olie svarer ikke til
>
- den anmeldte :
< 0.2l > l0.2] > 5 kategori s
% ".'t V’.
Sammensetning af steroler og steroler i alt “nngens®
JA NEJ >
Erytrodiol + uvaol % d o’ N o,
<20 ‘ 2,0 >E+U < 4,5 ‘ > 4,5 > .." Olie svarer ikke til .“_
. den anmeldte 3
JL -5 kategori H
1 % g
Voks! mg/kg ., (b) o
<150 >150 5 s aeenns®”
> anuss

Olietype svarer til den anmeldte kategori

1C42+C44+C46
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Tilleeg 1

Overensstemmelse mellem bilagene til denne forordning og de i beslutningsskemaet nzevnte

analyser
— Syreindhold Bilag 11 Bestemmelse af indholdet af frie
fedtsyrer, kold metode
— Peroxidtal Bilag I1I Bestemmelse af peroxidtal
— UV-spektrometri Bilag IX Spektrofotometrisk analyse
— Organoleptisk vurdering Bilag XII Organoleptisk vurdering af jomfruolie
— Ethylestere Bilag XX Metode til bestemmelse af indholdet af
voks, fedtsyremethylestere og fedtsy-
reethylestere ved gaskromatografi pa
kapillarkolonne
— Stigmasta-3,5-dien Bilag XVII Metode til bestemmelse af stigmasta-
diener i vegetabilske olier
VY M28
— Transisomerer i fedtsyrer Bilag X Bestemmelse af fedtsyremethylestere
ved gaskromatografi
— Fedtsyreindhold Bilag X Bestemmelse af fedtsyremethylestere
ved gaskromatografi
VY M26
— AECN42 Bilag XVIII Bestemmelse af sammensztning af trig-
lycerider i ECN42 (forskel mellem
HPLC-data og teoretisk indhold)
— Sammen-s@tning af steroler | Bilag V Bestemmelse af sammensatning og
og steroler i alt indhold af steroler og triterpendial-
— Erytrodiol og uvaol koholer ved gaskromatografi pa kapil-
larkolonne
— Voks Bilag IV Bestemmelse af voksindhold ved gask-
romatografering med kapillarkolonne
v M28
— Alifatiske  alkoholer og | Bilag XIX Bestemmelse af indholdet af alifatiske
triterpenalkoholer alkoholer og triterpenalkoholer ved
gaskromatografi pa kapillarkolonne
VY M26
— Mzettede fedtsyrer i 2-stil- | Bilag VII Bestemmelse af indholdet af 2-glyce-

lingen

rylmonopalmitat i procent
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BILAG 11

BESTEMMELSE AF INDHOLDET AF FRIE FEDTSYRER, KOLD
METODE

1. FORMAL OG ANVENDELSESOMRADE

Metoden er en procedure til bestemmelse af indholdet af frie fedtsyrer i
olivenolier og olier af olivenpresserester. Indholdet af frie fedtsyrer
udtrykkes ved syreindhold beregnet som procentdelen af oliesyre.

2. PRINCIP

En analyseprove opleses i en blanding af oplesningsmidler, hvorefter de
tilstedeveerende frie fedtsyrer bestemmes ved hjelp af en oplesning af
kaliumhydroxid eller natriumhydroxid.

3. REAGENSER

Samtlige reagenser skal vere af anerkendt analysekvalitet, og der
anvendes destilleret vand eller vand af tilsvarende renhed.

3.1.  Dietyhlether/ethanol, 95 % (v/v), blandet i forholdet 1:1 efter rumfang.

Ngjagtigt pa anvendelsestidspunktet neutraliseres med en oplesning af
kaliumhydroxid (3.2) ved tilstedevaerelse af 0,3 ml phenolphtaleino-
plesning (3.3) pr. 100 ml blanding.

Note 1: Dietylether er meget let antendelig og kan danne eksplosive
peroxider. Under anvendelsen skal der derfor treffes sarlige
forholdsregler.

Note 2: Hyvis det ikke er muligt at anvende diethylether, kan en blanding
af oplesningsmidler bestaende af ethanol og toluen anvendes.
Om nedvendigt kan ethanolen erstattes af 2-propanol.

3.2. Indstillet oplesning af kaliumhydroxid eller natriumhydroxid i ethanol
eller vand, ¢(KOH) ca. 0,1 mol/l eller om nedvendigt c(KOH) [eller
¢(NaOH)] ca. 0,5 mol/l. Disse oplesninger kan kebes i handelen.

Den nejagtige koncentration af kaliumhydroxidoplesningen (eller
natriumhydroxidoplesningen) i ethanol eller vand skal vere kendt og
kontrolleres for brug. Der anvendes en oplesning, der er fremstillet
mindst fem dage for brugen og dekanteret over i en flaske af brunt
glas, lukket med en gummiprop. Oplesningen skal vere farveles eller
stragul.

Hvis der observeres faseadskillelse ved anvendelse af kaliumhydroxido-
plesningen (eller natriumhydroxidoplesningen) i vand, erstattes den
vandige oplesning af en ethanoloplesning.

Note 3: En stabil farveles oplesning af kaliumhydroxid (eller natrium-
hydroxid) kan fremstilles pa folgende méade: 1 000 ml ethanol
med 8 g kaliumhydroxid (eller natriumhydroxid) og 0,5 g
aluminiumspaner bringes i kog og holdes kogende i 1 time
med tilbagelob. Derefter destilleres omgdende, og den
kreevede mangde kaliumhydroxid (eller natriumhydroxid)
opleses i destillatet. Man lader oplesningen henstd i flere
dage og dekanterer derefter den everste klare vaske fra bund-
faldet af kaliumcarbonat (natriumcarbonat).

Oplesningen kan ogsé fremstilles uden destillation pé felgende made: til
1 000 ml ethanol (eller vand) tilsettes 4 ml aluminiumbutylat, hvorefter
man lader blandingen hensté i nogle dage. Derefter dekanteres den oven-
staende vaeske fra, og heri opleses den kreevede mangde kaliumhydroxid
(natriumcarbonat) opleses heri. Denne oplesning er klar til brug.
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3.3.  Phenolphtaleinoplesning, 10 g/l i 95-96 % (v/v) ethanol, eller alkaliblat

6B eller thymolphthaleinoplesning, 20 g/l i 95-96 % (v/v) ethanol. Ved
steerkt farvede olier skal alkaliblat eller thymolphthalein anvendes.

4. APPARATUR

Sadvanligt laboratorieudstyr, herunder:

4.1 Analysevegt.

4.2. 250 ml Erlenmeyer-kolbe.

4.3. 10 ml burette, klasse A, med 0,05 ml inddelinger, eller tilsvarende
automatburette.

5. FREMGANGSMADE
5.1.  Forberedelse af analysepreve

Hvis analysepreven er uklar, skal den filtreres.

5.2. Analyseprove

Ud fra det antagne syreindhold udtages en prove efter angivelserne i
folgende tabel:

Forventet syreindhold
(oliesyreindhold g/100g)

Proven afvejes med en

Provens masse (g) nejagtighed i g pa

0-2 10 0,02
> 275 2,5 0,01
> 75 0,5 0,001

Proven afvejes i Erlenmeyer-kolben (4.2).

5.3.  Bestemmelse

Proven (5.2) opleses i 50-100 ml af den pa forhand neutraliserede
blanding af diethylether/ethanol (3.1).

Under omrering titreres med kaliumhydroxidoplesning (eller natrium-
hydroxidoplesning), 0,1 mol/l (3.2) (se note 4), indtil indikatoren slar
om (farveindikatorens farve skal holde sig i mindst 10 sek.).

Note 4: Hvis den nedvendige mangde 0,1 mol/l kaliumhydroxido-
plesning (eller natriumhydroxidoplesning) overstiger 10 ml,
anvendes 1 stedet en oplesning pa 0,5 mol/l, eller prevens
masse tilpasses til det forventede indhold af frie syrer og den
foreslaede tabel.

Note 5: Bliver oplesningen uklar under titreringen, tilsattes sa meget
oplesningsmiddelblanding (3.1), at oplesningen bliver klar.

Der udferes endnu en bestemmelse, hvis det forste resultat ligger over den
fastlagte graenseverdi for den pagaldende oliekategori.
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6. ANGIVELSE AF RESULTATER

Syreindholdet i % oliesyre, udtrykt som vegtprocent =

100 VxexM

X =
1000 m 10 x m

V xcex

hvor:

V' = rumfanget i ml af den anvendte titrerede kaliumhydroxidoplesning
(eller natriumhydroxidoplesning)

3
Il

den ngjagtige koncentration i mol/l af den anvendte titrerede kalium-
hydroxidoplesning (eller natriumhydroxidoplesning)

M = 282 g/mol, molvegten i g/mol af oliesyren
m = massen af analysepreven i gram.
Oliesyreindhold angives som folger:

a) to decimaler for verdier fra 0 og til og med 1

b) én decimal for verdier fra 1 og til og med 100.
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5.2

5.3.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

BILAG 111
BESTEMMELSE AF PEROXIDTALLET

OMRADE

Denne standard beskriver en metode til bestemmelse af peroxidtallet for
olier og fedtstoffer.

ANVENDELSESOMRADE

Denne standard finder anvendelse for animalske og vegetabilske olier og
fedtstoffer.

DEFINITION

Peroxidtallet angiver den mangde stoffer i proven, udtrykt som milliekvi-
valenter aktivt oxygen pr. kg, som oxiderer kaliumiodid under de beskrevne
forsegsbetingelser.

PRINCIP

Analysepraven, oplest i en blanding af eddikesyre og chloroform, behandles
med en oplesning af kaliumiodid. Det frigjorte iod titreres med en indstillet
natriumthiosulfatoplesning.

APPARATUR

Alt udstyr skal vere fri for reducerende og oxiderende stoffer.

Note: Sliboverflader ma ikke indfedtes.

3 ml glasske.

Kolber med slib og prop, pd ca. 250 ml, som pa forhand terres og fyldes
med ren, ter inert gas (nitrogen eller — helst — carbondioxid).

25 eller 50 ml burette med 0,1 ml inddeling.

REAGENSER

. Analyseren chloroform, befriet for oxygen ved gennembobling med ren, tor

inert gas.

Analyseren iseddike, befriet for oxygen ved gennembobling med ren, ter
inert gas.

Mettet vandig oplesning af kaliumiodid, fremstillet umiddelbart for brug og
fri for iod og iodater.

Natriumthiosulfat, 0,01 eller 0,002 N ngjagtigt indstillet vandig oplesning,
indstillet umiddelbart for brug.

Stivelsesoplesning, 10 g/l vandig opslemning, fremstillet umiddelbart for
brug ud fra naturlig opleselig stivelse.

PROVE

Proven udtages og opbevares beskyttet mod lys, holdes nedkelet og
opbevares i fuldstendigt fyldte glasbeholdere, der er hermetisk tillukket
med slibpropper af glas eller korkpropper.
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FREMGANGSMADE

Analysen udferes i diffust dagslys eller i kunstigt lys. I en glasske (5.1) eller
i mangel heraf en kolbe (5.2) afvejes med en nejagtighed pa 0,001 g en
provemangde i overensstemmelse med folgende tabel, svarende til det
forventede peroxidtal:

Forventet perioxidtal Analysepravens vagt
(meq Oy/kg) (g
0— 12 5,0 — 2,0
12 — 20 20— 1.2
20 — 30 1,2 — 0,8
30 — 50 0,8 — 0,5
50 — 90 0,5—03

Proppen tages af en kolbe (5.2), og analyseproven i glasskeen overfores til
kolben. Der tilsettes 10 ml chloroform (6.1), og analysepreven opleses
hurtigt ved omrystning. Derefter tilsettes 15 ml eddikesyre (6.2), efterfulgt
af 1 ml kaliumiodidoplesning (6.3). Sa sattes proppen hurtigt i, og der
omrystes i 1 min., hvorefter man lader kolben henstd i nejagtigt 5 min. i
merke ved en temperatur pd 15 — 25° C.

Der tilsettes ca. 75 ml destilleret vand, og det frigjorte iod titreres med
natriumthiosulfatoplesning (6.4) (0,002 N oplesning for forventede verdier
under 12, og 0,01 N oplesning for forventede veerdier over 12) under kraftig
omrystning og med anvendelse af stivelsesoplesning (6.4) som indikator.

Der udferes to bestemmelser pa samme analyseprove.

Samtidig udferes en blindpreve. Hvis resultatet af blindpreven overstiger
0,05 ml 0,01 N natriumthiosulfatoplesning (6.4), udskiftes de urene
reagenser.

ANGIVELSE AF RESULTATERNE

Perioxidtallet (P.V.), udtrykt i millieekvivalenter aktivt oxygen pr. kg, er
givet ved formlen:

_V><T><1000
- m

P.V.

hvor:

V = antal ml forbrugt indstillet natriumthiosulfatoplesning (6.4) ved
analysen, korrigeret for resultatet af blindpreven

T = den ngjagtige normalitet af den anvendte natriumthiosulfatoplesning
(6.4),

m = analyseprevens vagt i g.

Som resultat angives det aritmetiske gennemsnit af de to udferte bestem-
melser.
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BILAG IV

BESTEMMELSE AF VOKSINDHOLD VED GASKROMATOGRA-
FERING MED KAPILLARKOLONNE
1. GENSTAND

Metoden er en procedure til bestemmelse af voksindholdet i olivenolie.

Vokserne adskilles efter antallet af kulstofatomer. Metoden er navnlig

velegnet, nar der skal skelnes mellem olivenolie, der er udvundet ved

presning, og olivenolie, der er udvundet ved ekstraktion (af presserester).
2. PRINCIP

Der tilsettes en egnet intern standard til olien, hvorefter adskillelsen
finder sted ved kromatografering pa en kolonne med hydratiseret sili-
cagel. Den fraktion, der forst elueres under prevebetingelserne (og som
har lavere polaritet end triglyceriderne), opsamles og analyseres direkte
ved gaskromatografi med kapillarkolonne.

3. APPARATUR
3.1. 25 ml erlenmeyerkolbe

3.2.  kromatografikolonne af glas, indvendig diameter 15,0 mm, lengde
30-40 cm, med hane

3.3.  gaskromatograf til brug med kapillarkolonne og med et system til direkte
indsprejtning i kolonnen, bestdende af felgende:

3.3.1. termostatstyret kolonneovn med temperaturprogrammering
3.3.2. kold injektor til direkte indsprejtning i kolonnen
3.3.3. en flammeioniseringsdetektor og en konverter-forsterker

3.3.4. skriver/integrator, der passer til konverter-forsterkeren (3.3.3), med
responstid hejst 1 sekund og variabel papirhastighed. (Der kan ogsa
benyttes computersystemer, hvor gaskromatografidataene opsamles pa
en PC.)

3.3.5. kapillarkolonne af glas eller sintret kvarts, langde 8-12 m og indvendig
diameter 0,25-0,32 mm, coatet indvendigt med stationar fase i en ensartet
lagtykkelse pa 0,10-0,30 pm (egnet stationar fase af den kommercielle
type SES2 eller SES54)

3.4.  mikroinjektionssprojte pad 10 pl med hardet kanyle til direkte
indsprejtning i kolonnen

3.5.  elektrisk vibrator

3.6.  rotationsfordamper

3.7. muffelovn

3.8.  analysevagt med en ngjagtighed pa + 0,1 mg
3.9.  sadvanligt glasudstyr.

4. REAGENSER
4.1.  silicagel med kornsterrelse 60-200 um

Silicagelen anbringes i ovnen ved 500 °C i mindst fire timer. Efter
afkeling tilsettes der 2 % vand beregnet pé silicagelmangden. Pulveret
rystes omhyggeligt, til det er ensartet. Opbevares i merke i mindst tolv
timer inden brug.
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4.2.  n-hexan til kromatografi

4.3.  ethylether til kromatografering

4.4.  n-heptan til kromatografi

4.5.  kalibreringsoplesning af 0,1 % (m/v) laurylarachidat i hexan (intern
standard) (Der kan ogsd bruges palmitylpalmitat eller myristylstearat.)

4.5.1. Sudan 1 (1-phenylazo-2-naphthol)

4.6.  bezregas: hydrogen eller helium, ren, til gaskromatografi

4.7.  hjelpegasser:

— hydrogen, ren, til gaskromatografi

— luft, ren, til gaskromatografi.

S. FREMGANGSMADE
5.1.  Fremstilling af kromatografikolonnen

15 g silicagel (4.1) opslemmes i n-hexan (4.2) og haldes i kolonnen
(3.2). Nar kolonnematerialet har sat sig ved henstand, pakkes det yder-
ligere ved hjalp af en el-vibrator (3.5) for at opna sterre homogenitet.
Der elueres med 30 ml n-hexan for at fjerne eventuelle urenheder. Pa
vaegten (3.8) afvejes der nejagtig 500 mg af proven i en 25 ml erlen-
meyerkolbe (3.1), og der tilsettes en mengde intern standard (4.5)
svarende til det formodede voksindhold. F.eks. tilsettes der 0,1 mg laury-
larachidat til presset olivenolie og 0,25-0,5 mg til olie af presserester.
Den tilberedte prove overferes til kromatografikolonnen ved hjlp af to
portioner n-hexan (4.2) a 2 ml.

Der aftappes oplesningsmiddel, indtil vaskeoverfladen stdr 1 mm over
kolonnematerialet, og ved eluering med yderligere 70 ml n-hexan fjernes
det naturlige indhold af n-alkaner. Kromatograferingen startes derneest
ved, at 180 ml af n-hexan/ethylether-blandingen i forholdet 99:1
opsamles med en hastighed pa ca. 15 draber pr. 10 sekunder. Provee-
lueringen foretages ved en rumtemperatur pa 22 + 4 °C.

Bemcerkninger: — n-hexan/ethylether-blandingen (99:1) skal friskfrem-
stilles hver dag.

— Korrekt eluering af vokserne kan kontrolleres visuelt
ved, at der til preveoplesningen tilsattes 100 pl 1 %
Sudan 1 i elueringsvaesken. Farvestoffet har en reten-
tionstid mellem vokser og triglycerider, s& nar farven
har ndet bunden af kolonnen, ber -elueringen
standses, eftersom al voks da er elueret.

Den derved fremkomne fraktion inddampes i en rotationsfordamper (3.6),
indtil oplesningsmidlet nasten helt er forsvundet. De sidste 2 ml oplesn-
ingsmiddel fjernes ved hjalp af en svag nitrogenstrom, og derefter
tilseettes der 2-4 ml n-heptan.

5.2. Gaskromatografisk analyse
5.2.1. Indledende procedure

Kolonnen pémonteres gaskromatografen (3.3), idet den ene ende
forbindes med injektionssystemet og den anden ende med
detektoren. Gaskromatografen kontrolleres (gasledningerne, detektors og
skrivers ydeevne, m.v.).
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Hvis kolonnen ikke har vearet benyttet for, kan det anbefales at kondi-
tionere den. En svag gasstrom ledes gennem kolonnen, hvorefter gask-
romatografen sattes i gang. Der opvarmes gradvis til 350 °C over en
periode pa ca. fire timer. Denne temperatur holdes i mindst to timer,
hvorefter apparaturet indstilles til arbejdsbetingelserne (gasstremmen
indstilles, der tendes for flammen, den elektroniske skriver (3.3.4) tils-
luttes, kolonneovnens og detektorens temperatur indstilles, osv.). Signalet
registreres med en felsomhed pa mindst det dobbelte af den, der kreeves
for at foretage analysen. Basislinjen ber vare linezr uden nogen form for
toppe og uden nogen forstyrrelser.

Negativ drift tyder pa utatheder i kolonneforbindelserne, mens positiv
drift er tegn pé utilstreekkelig konditionering af kolonnen.

5.2.2. Valg af arbejdsbetingelser

Arbejdsbetingelserne er normalt som felger:

— kolonnetemperatur:
20 °C/ 5 °C/ 20 °C/
minut minut minut

fra80°C | — |240°C| — |325°C| — |340°C
(1) (©) (107

— detektortemperatur: 350 °C

— indsprejtet maengde: 1 ul af oplesningen i (2-4 ml) n-heptan

— beregas: helium eller hydrogen med den for den valgte gas optimale
linezere hastighed (se tillegget)

— instrumentfolsomhed: skal opfylde nedenstdende krav:

Disse betingelser kan andres alt efter kolonnens og gaskromatografens
karakteristika, s& man opnar adskillelse af alle vokser, en tilfredsstillende
oplesning af toppene (se figuren) og en retentionstid for den interne Cs,-
standard pa 18 + 3 minutter. Voksernes mest repreesentative top skal male
mindst 60 % af fuldt udslag.

Parametrene for toppenes integration fastlaegges pa en siddan made, at de
relevante toppes arealer vurderes korrekt.

Bemcerkning: Pa grund af den hgje sluttemperatur, tillades der en positiv
drift pa op til 10 % af fuldt udslag.

5.3.  Udferelse af analysen

Der suges 1 ul af oplesningen op i 10 pl-mikrosprejten, og stemplet
traekkes tilbage, sd kanylen er tom. Kanylen stikkes ind i injektionssys-
temet, og der indsprajtes hurtigt efter 1-2 sekunder. Efter ca. 5 sekunder
traekkes kanylen forsigtigt ud.

Registreringen fortsaettes, indtil alle vokserne er helt elueret.
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Basislinjen skal hele tiden opfylde de fastsatte betingelser.
5.4. Identifikation af toppene

Toppene identificeres ud fra retentionstiderne, idet de sammenlignes med
blandinger af vokser med kendte retentionstider analyseret under samme
betingelser.

Figuren viser et kromatogram af vokser fra jomfruolie.

5.5. Kvantitativ vurdering

Arealerne af toppene for den interne standard og de alifatiske Cy-Cyq-
estere bestemmes ved hjaelp af integratoren.

Indholdet af hver af voksesterne bestemmes i mg pr. kg fedtstof efter

formlen:
A, x mg x 1000
t me/keg = X~ 78 © 777
ester, g/ g AS % m
hvor:
A, = arealet af toppen for den enkelte ester i kvadratmillimeter

A, = arealet af toppen for den interne standard i kvadratmillimeter

mg = massen af tilsat intern standard i milligram
m = massen af den prove, der er udtaget til analyse, i gram.
6. ANGIVELSE AF RESULTATER

Summen af de forskellige Cyo-Cyg-vokser angives i mg pr. kg fedtstof
(ppm).

Bemeerkning: De bestanddele, der skal bestemmes kvantitativt, er dem
med toppe, der kan identificeres som Cy-Cyq-estere med et
lige antal kulstofatomer, jf. kromatogrammet af vokser fra
jomfruolie i nedenstdende figur. Hvis Cyg-esteren giver en
dobbelt top, tilrades den identificeret ved analyse af voks-
fraktionen fra olie af olivenpresserester, hvor Cy4-toppen
let kan identificeres pa grund af sin sterrelse.

Resultaterne angives med en decimal.



01991R2568 — DA — 04.08.2016 — 029.001 — 33

VY M21
Figur

Kromatogram af vokser fra jomfruolie ()
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Signaturer:
LS. = laurylarachidat
1. = diterpenestere
2 + 2" = Cyp-estere
3+ 3" = Cy-estere
4 + 4" = Cyy-estere
5 = Cyg-cstere
6 = sterolestere og triterpenalkoholer.

(") Efter eluering af sterolestrene mé kromatogrammet ikke have nogen betydende toppe (triglycerider).
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APPENDIKS

Bestemmelse af gassens linezere hastighed

Der indsprajtes 1-3 pl methan (eller propan) i gaskromatografen, efter at den er
indstillet til normale arbejdsbetingelser. Den tid, som det tager gassen at stromme
gennem kolonnen, fra det gjeblik, den indsprejtes, til toppen viser sig, males (ty).

Den linezre hastighed i cm/s beregnes ved formlen L/ty;, hvor L er kolonnens
leengde i cm og ty tiden malt i sekunder.
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BILAG V

BESTEMMELSE AF SAMMENSATNING OG INDHOLD AF
STEROLER OG TRITERPENDIALKOHOLER VED GASKROMA-
TOGRAFI PA KAPILLARKOLONNE

1. OMRADE

Denne metode beskriver en fremgangsmade til bestemmelse af
indholdet af de enkelte steroler og det samlede indhold af steroler
og triterpendialkoholer i olivenolie og olie af olivenpresserester.

2. PRINCIP

Olie, med a-cholestanol tilsat som en intern standard, forsebes med
kaliumhydroxid i ethanoloplesning, og de bestanddele, der ikke kan
forsebes, ekstraheres derefter med ethylether.

Sterol- og triterpendialkoholfraktionen separeres fra ekstrakten af ikke-
forsebelige stoffer ved tyndtlagskromatografi pa en basisk kiselgel-
plade. De fraktioner, der er indvundet fra kiselgelen, omdannes til
trimethylsilylethere og analyseres derefter ved gaskromatografi pa
kapillarkolonne.

3. APPARATUR

Sadvanligt laboratorieudstyr, herunder isar folgende:

3.1. 250 ml-kolbe monteret med en refluxsvaler med samlinger med
glasslib.

3.2. 500 ml-skilletragt.

3.3. 250 ml-kolber.

34. Komplet apparatur til analyse ved tyndtlagskromatografi med glas-

plader, der méler 20 x 20 cm.

3.5. Ultraviolet lampe med en belgeleengde pa 254 eller 366 nm.
3.6. 100 pl- og 500 pl-mikrosprejter.
3.7. Cylindrisk filtertragt med G3-glasfritte (poresitet 15-40 um), med en

diameter pa ca. 2 cm og en hegjde pa ca. 5 cm, egnet til vakuumfil-
trering og med et udvendigt konisk glasslib.

3.8. Konisk vakuumkolbe (50 ml) med et indvendigt glasslib, som filter-
tragten (punkt 3.7) kan monteres pa.

3.9. 10 ml-reagensglas med konisk bund og tetsluttende prop.

3.10. Gaskromatograf, som kan bruges med kapillarkolonne (med splitnings-
system), og som bestar af:

3.10.1. et termostatkammer til kolonner, som kan opretholde den enskede
temperatur med en nejagtighed pa + 1 °C

3.10.2. en injektionsenhed med temperaturindstilling, et fordampningselement
af silanglas og splitningssystem

3.10.3. en flammeioniseringsdetektor (FID)

3.10.4. et dataopsamlingssystem, som kan bruges med FID-detektoren (punkt
3.10.3.), og som kan integreres manuelt.

3.11. En kapillarkolonne af kvartsglas med en laengde pa 20 til 30 m, en
indre diameter pa 0,25 til 0,32 mm, helt overtrukket med en blanding
af 5 % diphenyl og 95 % dimethylpolysiloxan (SE 52- eller SE 54-
vaeske eller tilsvarende) i en ensartet tykkelse pd mellem 0,10 og
0,30 pm.
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3.12. 10 pl-mikrosprgjte til gaskromatografi med cementeret nal, der kan
bruges til splitinjektion.

3.13. Calciumchlorid-ekssikkator.

4. REAGENSER
4.1. Kaliumhydroxid, minimum titer 85 %.
4.2. Oplesning af kaliumhydroxid i ethanol, ca. 2 N.

130 g kaliumhydroxid (punkt 4.1) opleses i 200 ml destilleret vand
under afkeling, og der fyldes op med ethanol til 1 liter (punkt 4.10).
Oplesningen opbevares i veltilproppede, morke glasflasker i hgjst to

dage.
4.3. Ethylether (analysekvalitet).
4.4. Oplesning af kaliumhydroxid i ethanol, ca. 0,2 N.

13 g kaliumhydroxid (punkt 4.1) opleses i 20 ml destilleret vand, og
der fyldes op med ethanol til 1 liter (punkt 4.10).

4.5. Vandfrit natriumsulfat (analysekvalitet).

4.6. Glasplader (20 x 20 cm) belagt med kiselgel uden fluorescensindikator,
tykkelse 0,25 mm (kan fas brugsferdige i handelen).

4.7. Toluen (kromatografikvalitet).
4.8. Acetone (kromatografikvalitet).
4.9. n-Hexan (kromatografikvalitet).

4.10. Ethylether (kromatografikvalitet).
4.11. Ethanol (analysekvalitet).
4.12. Ethylacetat (analysekvalitet).

4.13. Referenceoplesning til tyndtlagskromatografi: cholesterol eller phytos-
teroler og 5 % erytrodioloplesning i ethylacetat (punkt 4.11).

4.14. 2,7-dichlorfluorescein, 0,2 %-oplesning i ethanol. Geres svagt basisk
ved tilsetning af nogle fa draber alkoholisk 2 N-kaliumhydroxido-
plesning (punkt 4.2).

4.15. Vandfri pyridin (kromatografikvalitet) (se note 5).

4.16. Hexamethyl-disilazan (analysekvalitet).

4.17. Trimethylchlorsilan (analysekvalitet).

4.18. Proveoplesninger af sterol-trimethylsilylethere.

Friskfremstilles ud fra steroler og erytrodiol udvundet af sterol- og
erytrodiolholdige olier.

4.19. ao-cholestanol, renhed over 99 % (renhed skal kontrolleres ved hjelp
af GC-analyse).

4.20. a-cholestanol, intern standardoplesning, 0,2 %-oplesning (m/V) i ethy-
lacetat (punkt 4.11).

4.21. Phenolphthaleinoplesning, 10 g/l i ethanol (punkt 4.10).
4.22. Bearegas: hydrogen eller helium, gaskromatografikvalitet.

4.23. Hjelpegasser: hydrogen, helium, nitrogen og luft, gaskromatografik-
valitet.
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4.24. n-Hexan (punkt 4.9)/ethylether (punkt 4.10) i forholdet 65:35 (V/V).

4.25. Silyleringsreagens bestdende af en blanding i forholdet 9:3:1 (V/V/V)
af pyridin/hexamethyl-disilazan/trimethyl-chlorsilan.

5. FREMGANGSMADE

5.1 Fremstilling af ikkeforsabeligt stof:

S5.1.1. Et rumfang a-cholestanol i intern standardoplesning (punkt 4.20), der
indeholder en mangde cholestanol svarende til ca. 10 % af provens
sterolindhold, overferes til 250 ml-kolben (punkt 3.1) ved hjelp af en
500 pl-mikrosprejte (punkt 3.6). Hvis der er tale om en olivenolieprove
pa 5 g, tilsaettes der f.eks. 500 pl a-cholestanoloplesning (punkt 4.20),
og hvis der er tale om olie fra olivenpresserester, tilsattes der 1 500 pl.
Proven inddampes til terhed i en svag nitrogenstrom i varmt vandbad.
Efter nedkeling af kolben afvejes 5+0,01 g af den terrede filtrerede
prove til den samme kolbe.

Note I: Animalske eller vegetabilske olier og fedtstoffer, der inde-
holder betydelige mangder cholesterol, kan vise en top, der
har naesten samme retentionstid som cholestanol. Hvis det
forekommer, skal sterolfraktionen analyseres to gange med
og uden intern standard.

5.1.2. Tilseet 50 ml 2 N-oplesning af kaliumhydroxid i ethanol (punkt 4.2) og
pimpsten, paset refluxsvaleren, og opvarm til svag kogning, indtil
forseebningen sker (oplesningen bliver klar). Opvarmningen fortsattes
i endnu 20 minutter. Derefter tilsettes 50 ml destilleret vand fra den
overste del af svaleren, svaleren tages af, og kolben afkeles til ca.
30 °C.

5.1.3. Overfor kolbens indhold kvantitativt til en 500 ml-skilletragt (punkt
3.2), idet der skylles flere gange med destilleret vand (50 ml). Tilset
ca. 80 ml ethylether (punkt 4.10), og ryst kraftigt i ca. 60 sekunder, idet
presset regelmessigt frigives ved at vende skilletragten pa hovedet og
abne stophanen. Lad skilletragten henstd, indtil fuldsteendig separation
af de to faser er opnaet (note 2).

Aftap derefter s& meget af sebeoplosningen som muligt i en anden
skilletragt. Foretag endnu to ekstraktioner pd den vandige/alkohol-
holdige fase pd samme made, idet der bruges 60 til 70 ml ethylether
(punkt 4.10).

Note 2: Eventuel emulsion kan edelegges ved tilsetning af smd
mengder ethanol (punkt 4.11).

5.1.4. De tre etherekstrakter samles i en enkelt skilletragt, der indeholder 50
ml vand. Vask med vand (50 ml), indtil vaskevandet ikke lengere
bliver lyseredt, nir der tilsettes en drdbe af phenolphthaleino-
plesningen (punkt 4.21).

Nér vaskevandet er heldt af, filtreres pa vandfrit natriumsulfat (punkt
4.5) ned i en pa forhand vejet 250 ml kolbe, idet tragt og filter vaskes
med sméd mangder ethylether (punkt 4.10).

5.1.5. Oplesningen inddampes ved destillation i en rotationsfordamper ved
30 °C under vakuum. Tilszt 5 ml acetone, og fjern det flygtige oplosn-
ingsmiddel fuldsteendigt i en svag luftstrom. Tar reststoffet i ovnen ved
103 + 2 °C i 15 minutter. Afkel i en ekssikkator, og afvej til nermeste
0,1 mg.
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5.2. Separation af sterol- og triterpendialkoholfraktionen (erytrodiol +
uvaol)

5.2.1. Fremstilling af basiske plader til tyndtlagskromatografi. Kiselgel-
pladerne (punkt 4.6) nedsenkes ca. 4 cm i 0,2 N-oplesningen af
kaliumhydroxid i ethanol (punkt 4.5) i 10 sekunder. Derefter far de
lov at terre i et stinkskab i to timer og sattes til sidst i en ovn ved
100 °C i en time.

Pladerne tages ud af ovnen og opbevares i en ekssikkator med
calciumchlorid (punkt 3.13), indtil de skal bruges (plader, der er
behandlet pd denne méde, skal anvendes inden 15 dage).

Note 3: Nar basiske kiselgelplader benyttes til at separere sterolfrak-
tionen, er det ikke nedvendigt at behandle den ikkefor-
sebelige fraktion med aluminiumoxid. P& denne made
holdes alle sure forbindelser (fedtsyrer og andre) tilbage pa
basislinjen, og sterolbandet er klart adskilt fra de alifatiske og
triterpene alkoholers band.

5.2.2. Held en hexan/ethyletherblanding (punkt 4.24) (note 4) i kromatogra-
fikammeret til en dybde pa ca. 1 cm. Set lag pa kammeret, og lad det
henstd saledes et keligt sted i mindst en halv time, s& der opnés
ligeveegt mellem veeske og damp. Strimler af filtrerpapir, der dypper
ned i eluenten, kan anbringes pd kammerets indre overflader. Dette
reducerer elueringstiden med ca. 1/3 og giver en mere ensartet og
regelmaessig eluering af komponenterne.

Note 4: Kromatografiblandingen udskiftes for hver test for at opna
fuldsteendig reproducerbare elueringsbetingelser. Alternativt
kan en oplesning pa 50:50 (V/V) n-hexan/ethylether
anvendes.

5.2.3. Fremstil en ca. 5 %-oplesning af de ikkeforsabelige stoffer (punkt
5.1.5) i ethylacetat (punkt 4.12). Med 100 pl-mikrosprejten afsattes
0,3 ml af oplesningen pd en smal og ensartet streg nederst (ca.
2 cm) pa kromatografipladen (punkt 5.2.1). P4 linje med stregen
afsettes 2 til 3 pl af referenceoplosningen (punkt 4.13), sa sterol- og
triterpendialkoholbéndet kan identificeres efter eluering.

5.2.4. Anbring pladen i kromatografikammeret, som er forberedt som angivet
i 5.2.2. Omgivelsestemperaturen ber holdes mellem 15 og 20 °C (note
5). Kammeret lukkes straks med laget, og der elueres, indtil oplesn-
ingsmiddelfronten er ca. 1 cm fra pladens overste kant. Tag derefter
pladen ud af kromatografikammeret, og lad oplesningsmidlet fordampe
i en strom af varm luft eller ved at lade pladen std en kort tid i et
stinkskab.

Note 5: Hejere temperatur kan forringe separationen.

5.2.5. Pladen sprojtes let og ensartet med 2,7-dichlorfluorosceinoplesningen
(punkt 4.14), hvorefter den henstar til terring. Nar pladen observeres
under ultraviolet lys, kan sterol- og triterpendialkoholbandet identi-
ficeres ved, at det er pd linje med de pletter, der er afsat ved hjelp
af referenceoplesningen (punkt 4.13). Béndets granser langs fluor-
escenckanterne markeres med en sort blyant (se tyndtlagskromatografi-
pladen i figur 3).

5.2.6. Med en metalspatel skrabes kiselgelen i det markerede omrade af. Det
fjernede materiale pulveriseres fint og heeldes i filtertragten (punkt 3.7).
Tilsaet 10 ml varm ethylacetat, bland det omhyggeligt med metalspa-
telen, og filtrer under vakuum; filtratet opsamles i den koniske kolbe
(punkt 3.8), der er sat pa filtertragten.
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Reststoffet i kolben vaskes tre gange med ethylether (punkt 4.3) (ca. 10
ml hver gang), idet filtratet opsamles i den samme kolbe, der er pasat
filtertragten. Filtratet inddampes til et rumfang af 4 til 5 ml. Den
tilbagevaerende oplesning overfores til det pa forhdnd vejede 10
ml-reagensglas (punkt 3.9). Inddamp til terhed ved let opvarmning i
en svag strem af nitrogen, fyld op med et par drdber acetone (punkt
4.8), og inddamp igen til terhed.

Reststoffet i reagensglasset skal besta af sterol- og triterpendialkohol-
fraktionen.

5.3. Fremstilling af trimethylsilylethere

5.3.1. Tilsaet silyleringsreagenset (punkt 4.25) (note 6) i forholdet 50 pl for
hvert milligram steroler og triterpendialkoholer til reagensglasset med
sterol- og triterpenfraktionen, idet enhver optagelse af fugt undgés
(note 7).

Note 6: Oplesninger klar til brug fas i handelen. Man kan ogsid fa
andre silyleringsreagenser, som f.eks. bis-trimethylsilyltrifluor-
acetamid + 1 % trimethylchlorsilan, som skal fortyndes med
et lige sa stort rumfang vandfri pyridin.

Pyridin kan erstattes med samme mangde acetonitril.

5.3.2. Reagensglasset tilproppes og rystes omhyggeligt (uden at vende bunden
i vejret pa det), indtil forbindelserne er fuldsteendig oplest. Lad hensta i
mindst 15 minutter ved omgivelsestemperatur, og centrifuger derefter i
et par minutter. Den klare oplesning er parat til gaskromatografisk
analyse.

Note 7: Den lette opalisering, som kan fremkomme, er normal og giver
ikke anledning til interferens. Hvis der dannes hvide foug eller
fremkommer en lysered farve, er det tegn pa tilstedevarelsen
af fugt eller svekkelse af reagenset. Hvis det forekommer, skal
testen gentages (kun hvis hexamethyldisilazan/trimethyl-
chlorsilan anvendes).

5.4. Gaskromatografisk analyse.

54.1. Forberedende operationer, konditionering af kolonnen.

5.4.1.1. Kolonnen (punkt 3.11) monteres i gaskromatografen, idet indlebsenden
forbindes med splitinjektoren, og udlebsenden forbindes med detek-
toren.

Der foretages en generel kontrol af gaskromatografen (lekager fra
gaskredslobene, detektorens effektivitet, splittersystemets og registrer-
ingssystemets effektivitet osv.)

5.4.1.2. Hvis kolonnen skal bruges for forste gang, anbefales det, at den under-
kastes en konditionering. Man lader en svag gasstrem passere gennem
kolonnen og taender sa for gaskromatografienheden. Derefter begynder
man gradvis at varme op til en temperatur pa mindst 20 °C over drift-
stemperaturen (note 8). Denne temperatur opretholdes i mindst to timer.
Derefter sattes hele enheden i driftstilstand (justering af gasstremme og
splittersystem, antendelse af flammen, forbindelse til computeren,
justering af kolonnekammerets, detektorens og injektorens temperatur
osv.), og dernast registreres signalet med en felsomhed, der er mindst
to gange sterre end den, man agter at anvende til analysen. Basislinjens
forleb skal vere lige uden toppe af nogen art, og den mé ikke glide.
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Negativ glidning af en lige linje tyder pa lakage fra kolonnens forbin-
delser. Positiv glidning tyder pé utilstreekkelig konditionering af
kolonnen.

Note 8: Konditioneringstemperaturen skal altid veere mindst 20 °C
lavere end den maksimumstemperatur, der er angivet for
den anvendte stationzre fase.

5.4.2. Valg af driftsbetingelser.

5.4.2.1. Folgende driftsbetingelser anvendes:
— kolonnetemperatur: 260 + 5 °C
— injektortemperatur: 280-300 °C
— detektortemperatur: 280-300 °C

— bzregassens linezre hastighed: helium 20-35 cm/s, hydrogen
30-50 cm/s

— splitterforhold: fra 1:50 til 1:100

— instrumentets folsomhed: fra 4 til 16 gange den minimale
dampning

— registreringsfelsomhed: 1-2 mV fuld skala
— indsprejtet mengde: 0,5-1 ul TMSE-oplesning.

Disse betingelser kan andres athangigt af kolonnens og gaskromato-
grafens egenskaber, s& man opnar kromatogrammer, der opfylder
folgende krav:

— Retentionstiden for B-sitosteroltoppen ber vere 20 = 5 minutter.

— Campesteroltoppen ber vere: for olivenolie (gennemsnitsindhold
3 %) 20 £ 5% af fuld skala; for sojaolie (gennemsnitsindhold
20 %) 80 = 10 % af fuld skala.

— Alle tilstedevarende steroler skal adskilles. Desuden skal toppene
ogsd vaere fuldstendig oplest, dvs. hver tops spor skal gé tilbage til
basislinjen, for sporet gir op til den naste top. Ufuldstendig
oplesning kan dog tolereres, safremt toppen ved RRT (relativ reten-
tionstid) 1,02 (Sitostanol) kan bestemmes kvantitativt ved brug af
den vinkelrette linje.

5.4.3. Analytisk fremgangsméde

5.4.3.1. Med 10 pl-mikrosprejten optages 1 pl hexan, derefter treekkes forst 0,5
ul luft og derefter 0,5 til 1 ul af preveoplesningen op. Stemplet treekkes
leengere ud, sa kanylen temmes. Kanylen trykkes gennem injektorens
membran, og efter 1-2 sekunder injiceres hurtigt; derefter fjernes
kanylen langsomt efter ca. 5 sekunder.

Der kan ogsa anvendes en automatisk injektor.

5.4.3.2. Registreringen fortsattes, indtil de tilstedevarende triterpendialkoholers
TMSE er fuldstendig elueret. Basislinjen skal fortsat opfylde kravene
(punkt 5.4.1.2).

5.4.4. Identifikation af toppe

De enkelte toppe identificeres ud fra retentionstiderne og ved sammen-
ligning med blandinger af sterol- og triterpendialkohol-TMSE, der er
analyseret under de samme betingelser (se tillegget).
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Sterolerne og triterpendialkoholerne elueres i folgende rekkefolge:
cholesterol, brassicasterol, ergosterol, 24-methylen-cholesterol, campes-
terol, campestanol, stigmasterol, A7-campesterol, AS5,23-stigmasta-
dienol, clerosterol, B-sistosterol, sitostanol, AS-avenasterol, A5,24-stig-
mastadienol, A7-stigmastenol, A7-avenasterol, erytrodiol og uvaol.

Retentionstiderne for B-sitosterol for SE 52- og SE 54-kolonner er vist i
tabel 1.

Figur 1 og 2 viser typiske kromatogrammer for bestemte olier.
5.4.5. Kvantitativ vurdering

5.4.5.1. Arealerne for a-cholestanol- samt sterol- og triterpendialkoholtoppene
beregnes ved hjalp af computeren. Der ses bort fra toppene for forbin-
delser, der ikke er blandt dem, der er opregnet i tabel 1 (ergosterol skal
ikke beregnes). Responsfaktoren for a-cholestanol antages at vere lig
med 1.

5.4.5.2. Koncentrationen af hver enkelt sterol beregnes i mg/kg fedtstof som

folger:

A, x mg x 1000

sterol x =
Ay xm

A, = toparealet for sterol x i computerenheder

I's
[

toparealet for a-cholestanol i computerenheder

=
I

s = massen af tilsat a-cholestanol i milligram

m = massen af den prove, der bruges til bestemmelsen, i gram.
6. RAPPORTERING AF RESULTATERNE
6.1. De individuelle sterolkoncentrationer angives som mg/kg fedtstof og

deres sum som "steroler i alt".

Sammensatningen af hver af de individuelle steroler samt af erytrodiol
og uvaol angives med en decimal.

Den samlede sterolsammenszatning udtrykkes uden decimaler.

Vv M28
6.2. Den procentvise andel af de individuelle steroler beregnes pa grundlag
af forholdet mellem arealet af den tilsvarende top og summen af stero-
lernes topareal:
A
sterol, = ZXA x 100
hvor:
A, = topareal x
YA = summen af toparealet for steroler.
VY M26
6.3. Tilsyneladende [-sitosterol: AS5-23-stigmastadienol + clerosterol + -

sitosterol + sitostanol + AS-avenasterol + A5-24-stigmastadienol.
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6.4. Den procentvise andel af erytrodiol og uvaol beregnes:
Er + Uv
Erythrodiol + Uvaol = ——————— x 100
rythrodiol + Uvao Er+UV+ZAX
hvor:

XA = samlet areal for sterol i computerenheder
Er = areal af erytrodiol i computerenheder

Uv = areal af uvaol i computerenheder
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Tillceg

Bestemmelse af gassens linezre hastighed

Med gaskromatografen indstillet pd normale driftsbetingelser injiceres 1 til 3 ul
methan (eller propan), og man méler den tid, det tager for gassen at passere
gennem kolonnen fra tidspunktet for injektionen til det tidspunkt, hvor toppen
fremkommer (tM).

Den linezre hastighed i cm/s beregnes ved formlen L/tM, hvor L er kolonnens
leengde i cm, og tM er den maélte tid i sekunder.

Tabel 1

Relative retentionstider for steroler

Relativ retentions-tid

Top Identifikation S oa —
kolonne kolonne
1 Cholesterol A-5-cholesten-33-ol 0,67 0,63
2 Cholestanol Sa-cholestan-3/3-ol 0,68 0,64
3 Brassicasterol [24S]-24-methyl-A-5,22-cholestadien-3/3-ol 0,73 0,71
* Ergosterol [24S] 24 methy A5-7-22 cholestatrien 33-ol 0,78 0,76
4 24-methylen-cholesterol 24-methylen-A-5,24-cholestadien-3/3-01 0,82 0,80
5 Campesterol (24R)-24-methyl-A-5-cholesten-3/3-ol 0,83 0,81
6 Campestanol (24R)-24-methyl-cholestan-3/3-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol (24S)-24-ethyl-A-5,22-cholestadien-3/3-ol 0,88 0,87
8 A-7-campesterol (24R)-24-methyl-A-7-cholesten-3/3-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol (24R,S)-24-ethyl-A-5,23-cholestadien-3/3-ol 0,95 0,95
10 Clerosterol (24S)-24-ethyl-A-5,25-cholestadien-3/3-ol 0,96 0,96
11 Jf3-sitosterol (24R)-24-ethyl-A-5-cholesten-3/3-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-ethyl-cholestan-3/3-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol (24Z)-24-ethyliden-A-cholesten-3/3-ol 1,03 1,03
14 A-5-24-stigmastadienol (24R,S)-24-ethyl-A-5,24-cholestadien-3/3-ol 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol (24R,S)-24-ethyl-A-7-cholesten-33-ol 1,12 1,12
16 A-T-avenasterol (24Z)-24-ethyliden-A-7-cholesten-3/3-ol 1,16 1,16
17 Erytrodiol Sa olean-12en-3328 diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-ursen-36328 diol 1,52 1,52
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Figur 1

Gaskromatogram af sterol- og triterpendialkoholfraktionen af bomolie (tilsat intern standard)
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Figur 2

Gaskromatogram af sterol- og triterpendialkoholfraktionen af en raffineret olivenolie (tilsat
intern standard)
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Figur 3

Tyndtlagskromatografiplade med olie fra olivenpresserester med den zone, der skal skrabes
med henblik pa bestemmelse af steroler og triterpendialkoholer

1 — Squalen
2 — Triterpen og alifatiske alkoholer
3 — Steroler og triterpendialkoholer

4 — Start og frie fedtsyrer



01991R2568 — DA — 04.08.2016 — 029.001 — 47

VY M21
BILAG VIl

BESTEMMELSE AF INDHOLDET AF 2-GLYCERYLMONOPALMITAT
I PROCENT

1. GENSTAND OG ANVENDELSESOMRADE

Metoden er en analyseprocedure for bestemmelse af det procentvise
indhold af palmitinsyre i1 2-stillingen i triglycerider ved maéling af
2-glycerylmonopalmitat.

Metoden kan anvendes pa vegetabilske olier, der er flydende ved stue-
temperatur (20 °C).

2. PRINCIP

Oliepreven behandles efter forberedelsen med pankreaslipase, som
specifikt hydrolyserer triglyceridets 1- og 3-stilling og efterlader 2-
monoglycerider. Det procentvise indhold af 2-glycerylmonopalmitat i
monoglyceridfraktionen bestemmes efter silylering ved gaskromatografi
med kapillarkolonne.

3. APPARATUR OG SZAEDVANLIGT UDSTYR
3.1 25 ml erlenmeyerkolbe
3.2. 100, 250 og 300 ml bzgerglas

3.3. kromatografikolonne af glas, indvendig diameter 21-23 mm og lengde
400 mm, med sintret glasfilter og hane

3.4. 10, 50, 100 og 200 ml méleglas

3.5. 100 og 250 ml rundbundede kolber

3.6. rotationsfordamper

3.7. 10 ml centrifugeglas med konisk bund og slibprop
3.8. centrifuge til 10 og 100 ml glas

3.9. termostat, der kan holde en temperatur pa 40 + 0,5 °C
3.10. 1 og 2 ml malepipetter

3.11. 1 ml injektionssprojte

3.12. 100 pl mikroinjektionssprajte

3.13. 1000 ml skilletragt

3.14.  gaskromatograf til kapillarkolonner med kold »on column«-injektor til
direkte indsprejtning af preven i kolonnen og med en ovn, der kan
fastholde den enskede temperatur inden for ca. 1 °C.

3.15.  kold »on column«-injektor til direkte indsprejtning af preven i kolonnen
3.16.  flammeioniseringsdetektor og elektrometer

3.17.  skriver-integrator, der passer til elektrometeret, med responstid hejst 1
sekund og variabel papirhastighed

3.18.  kapillarkolonne af glas eller sintret kvarts, leengde 8-12 m og indvendig
diameter 0,25-0,32 mm, coatet med 5 % methylpolysiloxan eller
phenylmethylpolysiloxan i en lagtykkelse pa 0,10-0,30 pum, og brugbar
op til 370 °C
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3.19. 10 pl mikroinjektionssprejte med hardet kanyle, lengde mindst 7,5 cm,
til indsprejtning direkte i kolonnen.

4. REAGENSER

4.1. silicagel med kornsterrelse 63-200 um (70/280 mesh), tilberedt séledes:
Silicagelen anbringes i en porcelensskal, torres i ovn ved 160 °C i fire
timer og afkeles til stuetemperatur i ekssikkator. Der tilsettes 5 % vand
til silicagelen pa folgende méde: I en erlenmeyerkolbe afvejes 152 g
silicagel, og der tilsattes 8 g destilleret vand; kolben tilproppes og rystes
forsigtigt, indtil vandet er jevnt fordelt. Henstar i mindst 12 timer inden
brugen.

4.2. n-hexan (til kromatografi)
4.3. isopropanol
4.4. isopropanol, vandig oplesning 1:1 (v/v)

4.5. pankreaslipase. Den anvendte lipase skal have en aktivitet pd 2,0-10
lipaseenheder pr. mg. (Der er pankreaslipaser i handelen med en
aktivitet pa 2-10 enheder pr. mg enzym.)

4.6. bufferoplesning af trishydroxymethylaminomethan: 1 M vandig
oplesning indstillet til pH 8 (potentiometrisk méling) med koncentreret
HCI1 (1:1, v/v)

4.7. natriumcholat, enzymkvalitet, 0,1 % vandig oplesning (oplesningen skal
bruges inden for to uger)

4.8. calciumchlorid, 22 % vandig oplesning

4.9. diethylether til kromatografi

4.10.  elueringsvaeske: blanding af n-hexan og diethylether, 87:13 (v/v)
4.11.  natriumhydroxid, 12 % oplesning (w/w)

4.12.  phenolphthalein, 1 % oplesning i ethanol

4.13.  bearegas: hydrogen eller helium, til gaskromatografi

4.14.  hjzlpegasser: hydrogen, mindst 99 % ren, fri for vand og organisk
materiale, og luft af samme renhed, til kromatografi

4.15.  silyleringsreagens: blanding af pyridin, hexamethyldisilazan og
trimethylchlorsilan 9:3:1 (v/v/v). (Der fas brugsklare oplesninger i
handelen. Der kan ogsa benyttes andre silyleringsreagenser, f.eks. bis-
(trimethylsilyl)trifluoracetamid + 1 % trimethylchlorsilan, fortyndet med
samme volumen vandfti pyridin.)

4.16.  Referenceoplosninger: rene monoglycerider eller blandinger af mono-
glycerider med kendt procentvis sammens®tning af omtrent samme
storrelse som preoven.

5. FREMGANGSMADE
5.1. Proveforberedelse

5.1.1.  Olier med under 3 % frie syrer beheover ikke at neutraliseres inden
kromatograferingen pa silicagelkolonne. Olier med mere end 3 % frie
syrer neutraliseres som beskrevet i punkt 5.1.1.1.
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5.1.1.1. Der anbringes 50 g olie og 200 ml n-hexan i skilletragten pa 1 000 ml
(3.13). Der tilszttes 100 ml isopropanol og en mangde 12 % natrium-
hydroxidoplesning (4.11), der svarer til oliens indhold af frie syrer
forhgjet med 5 %. Der rystes kraftigt i 1 minut. Derefter tilsattes der
100 ml destilleret vand, og efter fornyet omrystning settes skilletragten
til side.

Efter separation tappes det nedre lag med saberne af. Eventuelle
mellemlag (slim og uopleselige stoffer) fjernes. Hexanoplesningen af
neutraliseret olie vaskes flere gange med portioner af isopropanol/-
vand-oplesningen (4.4) a 50-60 ml, indtil phenolphthaleinets lyserede
farve er forsvundet.

Det meste af hexanen fjernes ved vakuumdestillation (f.eks. rotations-
fordamper), og olien overferes til en 100 ml rundbundet kolbe (3.5).
Olien inddampes til fuldsteendig terhed under vakuum.

Herefter skal oliens syreindhold vare mindre end 0,5 %.

5.1.2.  Ten 25 ml erlenmeyerkolbe (3.1) anbringes 1,0 g olie, som er behandlet
som beskrevet ovenfor, og den opleses i 10 ml elueringsvaske (4.10).
Oplesningen henstdr mindst 15 minutter inden kromatografering pa
silicagelkolonne.

Hvis oplesningen er uklar, centrifugeres den, si kromatografibetin-
gelserne bliver optimale. (Der kan anvendes brugsklare patroner med
500 mg SPE-silicagel.)

5.1.3.  Fremstilling af kromatografikolonnen

Der heldes ca. 30 ml elueringsveeske (4.10) i kolonnen (3.3), og i
bunden af kolonnen placeres der ved hjelp af en glasstav et stykke
vat, som luften trykkes ud af.

I et baegerglas fremstilles en opslemning af 25 g silicagel (4.1) i ca.
80 ml elueringsvaeske, og opslemningen haldes pa kolonnen gennem en
tragt.

Nar det er kontrolleret, at al silicagelen er kommet ned i kolonnen,
skylles der med elueringsveeske (4.10), hanen abnes, og der tappes
vaeske af, indtil overfladen er ca. 2 mm over silicagelens overkant.

5.1.4.  Kolonnekromatografi

I en 25 ml erlenmeyerkolbe (3.1) anbringes 1,0 g prove, som er
behandlet som beskrevet i punkt 5.1.

Proven opleses i 10 ml elueringsvaske (4.10). Oplesningen overfores til
kromatografikolonnen, der er fremstillet som beskrevet i punkt 5.1.3.
Kolonnepakningens overflade ma ikke forstyrres.

Der abnes for hanen og aftappes elueringsmiddel, indtil preveoplesn-
ingens overflade er pa niveau med silicagelen. Der elueres med
150 ml elueringsvaeske. Hastigheden settes til 2 ml/min (dvs. at de
150 ml lgber gennem kolonnen pé ca. 60-70 minutter).

Eluatet opsamles i en tareret 250 ml rundbundet kolbe. Oplesningsmidlet
afdampes under vakuum, og de sidste rester fjernes med en nitrogen-
strogm.

Kolben vejes, og ekstraktmangden udregnes.
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(Hvis der benyttes brugsklare SPE-silicagelpatroner, folges denne frem-
gangsmade: 1 ml af oplesningen (5.1.2) s®ttes pa patroner, der er
forberedt med 3 ml n-hexan.

Nér oplesningen er lebet igennem, elueres der med 4 ml n-hexan/-
diethylether 9:1 (v/v).

Eluatet opsamles i et 10 ml glas og inddampes med en nitrogenstrem til
fuldsteendig terhed.

Remanensen behandles med pankreaslipase (5.2). Det er meget vigtigt,
at fedtsyresammensatningen for og efter behandlingen p& SPE-patronen
kontrolleres.)

5.2. Hydrolyse med pankreaslipase

5.2.1. 1 centrifugeglasset afvejes 0,1 g olie, som er behandlet som beskrevet i
punkt 5.1. Der tilsattes 2 ml bufferoplesning (4.6), 0,5 ml natriumcho-
latoplesning (4.7) og 0,2 ml calciumchloridoplesning, idet der omreres
omhyggeligt mellem hver tilsaetning. Glasset lukkes med slibproppen og
anbringes i termostaten ved 40 + 0,5 °C.

5.2.2. Der tilszttes 20 mg lipase og omrystes omhyggeligt (uden at proppen
fugtes), og glasset anbringes i termostaten i nejagtig 2 minutter,
hvorefter det tages op, rystes energisk i nejagtig 1 minut og hensattes
til afkeling.

5.2.3. Der tilsettes 1 ml diethylether, tilproppes og rystes energisk, og centri-
fugeres, hvorefter etheroplesningen overfores til et rent og tert glas med
en mikroinjektionssprgjte.

5.3. Fremstilling af silanderivater og gaskromatografi

5.3.1.  Med en mikroinjektionssprejte overfores 100 pl af oplesningen (5.2.3)
til et 10 ml glas med konisk bund.

5.3.2.  Oplesningsmidlet afdampes med en svag nitrogenstrom, der tilsettes
200 pl silyleringsreagens (4.15), glasset tilproppes, og man lader det
std i 20 minutter.

5.3.3.  Efter 20 minutter tilsettes der 1-5 ml n-hexan (alt efter kromatografer-
ingsbetingelserne): Den fremkomne oplesning er klar til gaskromatogra-
fering.

5.4. Gaskromatografi

Der anvendes folgende arbejdsbetingelser:

— injektortemperatur (»on column«-injektor) under oplesningsmidlets
kogepunkt (68 °C)

— detektortemperatur: 350 °C

— kolonnetemperatur: temperaturprogrammering af ovnen: 60 °C i 1
minut, derefter stigning forst med 15 °C pr. minut indtil 180 °C
og dernest med 5 °C pr. minut indtil 340 °C, og endelig 340 °C i
13 minutter

— baregas: hydrogen eller helium indstillet til en sadan lineser
hastighed, at der opnds den i figur 1 viste oplesning. Csy-trigly-
ceridet skal have en retentionstid pa 40 + 5 minutter (se figur 2).
(Ovenstéende arbejdsbetingelser er vejledende. Den enkelte analy-
seansvarlige ma optimere dem for at opnd det enskede resultat.
Hojden af toppen for 2-glycerylmonopalmitat skal vaere mindst
10 % af fuldt udslag pa skriveren.)
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— indsprejtet mangde: 0,5-1 pl af oplesningen i (5 ml) n-hexan (5.3.3).
5.4.1.  Identifikation af toppene

De enkelte monoglycerider identificeres efter deres retentionstider i
preveanalysen sammenlignet med tiderne fra analyse af standardmono-
glyceridblandinger under samme betingelser.

5.4.2.  Kvantitativ vurdering
Arealerne af toppene beregnes ved hjelp af integratoren.

6. ANGIVELSE AF RESULTATER

Det procentvise indhold af glycerylmonopalmitat beregnes ud fra
forholdet mellem arealet af den pagazldende top og summen af
arealerne af samtlige monoglyceridtoppe (se figur 2) efter folgende
formel:

AX

100
A S

glycerylmonopalmitat (%):
hvor:
A, = arealet af den top, der svarer til glycerylmonopalmitat
YA = summen af arealerne af samtlige monoglyceridtoppe
Resultatet angives med én decimal.

7. ANALYSERAPPORT
Analyserapporten skal indeholde folgende:
— henvisning til denne metode
— alle oplysninger til fuldsteendig identifikation af preven

— resultatet af analysen

— alle afvigelser fra metoden, uanset om det er besluttet af de berorte
parter eller har andre drsager

— neje identifikation af laboratoriet, dato for udferelse af analysen og
de ansvarliges underskrift.
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Figur 1

Kromatogram af reaktionsprodukter fra silylering efter lipasebehandling af en raffineret
olivenolie med tilszetning af 20 % forestret olie (100 %)
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- Huile d’olive raffinée

+ 20% huile estérifiée 17.89 "
1-2 monopalmitine

Acides gras libres \Z
Squalene

1-2 mono C18 insat.

%
10.218
12.525 1-2 monopalmitoléine 17 525 22.203
7
8.889
9.881 11.103 22.618
JK/MM./J A 19;\'4/\07 L‘«—N
° ; T 7 T - T T T T - T T T T ; T T r - T - - Scan
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Signaturer: »acides gras libres« = frie fedtsyrer,phuile d'olive raffinée + 20 % huile estérifiée« =
raffineret olivenolie + 20 % forestret olie, »1-2 monopalmitoléine« = 1-2 monopalmitolein, »1-2
mono Cig insat.« = umettet 1-2 mono-Cg.
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Figur 2

Kromatogram af:

A) =gte olivenolie, efter lipasebehandling og silylering; under de pégezldende betingelser
(kapillarkolonne 8-12 m) elueres voksfraktionen samtidig med eller kort tid efter digly-
ceridfraktionen.

Efter lipasebehandlingen ber triglyceridindholdet ikke veere hgjere end 15 %
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Signaturer:

1 = Frie fedtsyrer
2 = Monoglycerider
3 = Diglycerider

4 = Triglycerider

* = 2-monopalmitat

** = Csy-triglycerid



01991R2568 — DA — 04.08.2016 — 029.001 — 54

VY M21
Kromatogram af:

B) forestret olie efter lipasebehandling og silylering; under de pagzeldende betingelser (kap-
illarkolonne 8-12 m) elueres voksfraktionen samtidig med eller kort tid efter diglycerid-
fraktionen.

Efter lipasebehandlingen ber triglyceridindholdet ikke vzere hejere end 15 %
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Signaturer:

1 = Frie fedtsyrer
2 = Monoglycerider
3 = Diglycerider

4 = Triglycerider

* = 2-monopalmitat

** = Csy-triglycerid
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8. NOTER
Note 1.  FREMSTILLING AF LIPASE

Lipaser med tilfredsstillende aktivitet kan fas i handelen. De kan
ogsa fremstilles i laboratoriet pa folgende made:

5 kg frisk svinepankreas afkeles til 0 °C. Alt omgivende fedt og
bindevav fjernes, og vavet findeles i blender til en flydende pasta.
Den omreres i 4-6 timer med 2,5 1 vandfri acetone, hvorefter den
centrifugeres. Bundfaldet ekstraheres endnu tre gange med samme
mengde vandfri acetone og derefter to gange med en blanding af
acetone og diethylether (1:1) (v/v) og to gange med diethylether.

Bundfaldet terres i 48 timer under vakuum til et stabilt pulver, som
har lang holdbarhed ved opbevaring tert i keleskab.

Note 2. TEST FOR LIPASEAKTIVITET

Der fremstilles en olivenolieemulsion pa felgende made:

I en mixer omreres i 10 minutter en blanding af 165 ml af en
gummi arabicum-oplesning med 100 g/l, 15 g knust is og 20 ml
neutraliseret olivenolie.

I et 50 ml baegerglas haldes forst 10 ml af denne emulsion og
derefter 0,3 ml natriumcholatoplesning (0,2 g/ml) og 20 ml
destilleret vand.

Bagerglasset anbringes i termostat ved 37 °C, og der nedsenkes
en pH-meterelektrode og en propelomrerer i bagerglasset.

Fra en burette tilszttes der drabevis en 0,1 N natriumhydroxido-
plesning, indtil pH er 8,3.

Der tilsettes en portion af opslemningen af lipasepulver i vand
(0,1 g lipase pr. ml). Nar pH-meteret viser et pH pa 8,3, startes
stopuret, og der tilsettes drabevis sid meget natriumhydroxido-
plesning, at pH holdes pa 8,3. Hvert minut noteres den forbrugte
mengde natriumhydroxidoplesning.

Malingerne afsattes i et koordinatsystem med tiden som abscisse
og det forbrugte antal ml 0,1 N natriumhydroxidoplesning som
ordinat. Der skal fremkomme en ret linje.

Lipaseaktiviteten, malt i lipaseenheder pr. mg, beregnes efter
folgende formel:

~ V.x N x 100
- m

A

hvor:
A er aktiviteten i lipaseenheder pr. mg

V er antallet af ml 0,1 N natriumhydroxidoplesning pr. minut
(beregnet ud fra grafen)

N er natriumhydroxidoplesningens normalitet
m er mangden af tilsat lipase i mg.

Lipaseenheden er defineret som den maengde enzym, der friger 10
mikroakvivalenter syre pr. minut.

VY M20
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BILAG IX

SPEKTROFOTOMETRISK UNDERSOGELSE VED ULTRAVIOLET
LYS

INDLEDNING

Spektrofotometrisk undersegelse ved ultraviolet lys kan give oplysninger om et
fedtstofs kvalitet, dets konserveringstilstand og om forandringer frembragt ved
teknologiske processer. Absorptionen ved de belgeleengder, der er specificeret i
metoden, skyldes tilstedevaerelsen af konjugerede dien- og triensystemer, der er
resultatet af oxidationsprocesser og/eller raffineringsprocesser. Disse absorptioner
er udtrykt som specifikke ekstinktioner E, ., (ekstinktionen for en 1 % w/v
oplesning af fedtstoffet i det angivne oplesningsmiddel i en 10 mm kuvette),
sedvanligvis betegnet ved K, (ogsa kaldet ekstinktionskoefficienten).

1. OMRADE

I dette bilag beskrives fremgangsmaden for udferelse af en spektrofo-
tometrisk undersegelse af olivenolie i det ultraviolette omrade.

2. METODENS PRINCIP

En prove opleses i det specificerede oplesningsmiddel, og oplesningens
absorbans males ved de fastsatte belgelaengder i forhold til rent oplesn-
ingsmiddel.

De specifikke ekstinktioner ved 232 og 268 nm i isooctan eller ved 232 og
270 nm i cyclohexan beregnes for en koncentration pa 1 % w/v i en
10 mm kuvette.

3. APPARATUR

3.1.  Et spektrofotometer til maling af ultraviolette belgel®ngder (220 nm til
360 nm), med mulighed for aflaesning ved hver hele nanometer. Af hensyn
til nejagtigheden og reproducerbarheden anbefales det regelmaessigt at
kontrollere spektrofotometerets absorbans- og belgeleengdeskala séavel
som spildlys.

3.1.1. Bolgelengdeskala: Denne kan kontrolleres med et referencemateriale i
form af et filter af optisk glas indeholdende holmiumoxid eller en
oplesning af holmiumoxid (forseglet eller ikke), som har skarpt adskilte
absorptionsband. Referencematerialet er beregnet til kontrol og kalibrering
af belgelengdeskalaen i spektrofotometre, der arbejder i det synlige og
ultraviolette omrade og har en nominel spektral bandbredde pa 5 nm eller
derunder. Malingerne foretages med luft som blindpreve i belgelaeng-
deomrédet fra 640 til 240 nm i henhold til de anvisninger, der er
vedlagt referencematerialet. Ved hver @ndring af spaltebredden korrigeres
basislinjen med en tom stralegang. Belgeleengderne for standarden er
anfort i referencematerialets certifikat.

3.1.2. Absorbansskala: Den kan kontrolleres med kommercielt tilgangelige
forseglede referencematerialer bestdende af sure kaliumdichromato-
plesninger i visse koncentrationer og med certificerede absorbansveerdier
ved Amax (i form af fire oplesninger af kaliumdichromat i perchlorsyre,
som er forseglet i fire UV-kvartskuvetter, dvs. maling af linearitet og
fotometrisk nejagtighed i UV-omradet). Efter korrektion af basislinjen
males kaliumdichromatoplesningerne mod en blindpreve af den
anvendte syre i henhold til de anvisninger, der er vedlagt reference-
materialet. Absorbansverdierne er anfert i referencematerialets certifikat.

Fotocellens og fotomultiplikatorrerets respons kan ogsd kontrolleres pa
folgende vis: 0,2000 g ren kaliumchromat til spektrofotometri afvejes og
opleses i 0,05 N kaliumhydroxidoplesning i en 1 000 ml malekolbe, og
der fyldes op til merket. Der overferes praecis 25 ml af denne oplesning
til en 500 ml malekolbe, som fortyndes op til market med den samme
kaliumhydroxidoplesning.
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Derefter maler man denne oplesnings ekstinktion ved 275 nm med
kaliumhydroxidoplesningen som reference. Den malte ekstinktion med
en | cm kuvette skal vere 0,200 + 0,005.

3.2. Firkantede kvartskuvetter med lag, til méling af ultraviolette belgelaengder
(220 til 360 nm), med en optisk vejlengde pa 10 mm. Nér kuvetterne er
fyldt med vand eller et andet passende oplesningsmiddel, ber der ikke
vare forskelle pd mere end 0,01 ekstinktionsenheder mellem dem.

3.3. 25 ml malekolbe, klasse A.

3.4. Analysevegt, hvorpa der kan aflases ned til 0,0001 g.

4. REAGENSER

Under analysen md der kun benyttes reagenser af anerkendt analysek-
valitet og destilleret eller demineraliseret vand eller vand af tilsvarende
renhedsgrad, medmindre andet er anfort.

Oplesningsmiddel: Isooctan (2,2,4-trimethylpentan) til malinger ved
232 nm og 268 nm og cyclohexan til mélinger ved 232 nm og 270 nm,
med en absorbans pa mindre end 0,12 ved 232 nm og mindre end 0,05
ved 270 nm mélt i en 10 mm kuvette med destilleret vand som reference.

5. FREMGANGSMADE

5.1.  Preven skal vare fuldstendig homogen og fri for suspenderede urenheder.
Er den ikke det, skal den filtreres pa papir ved en temperatur pa ca. 30 °C.

5.2. Ca. 0,25 g af den séledes forberedte prove afvejes nejagtigt (med 1 mg
nejagtighed) i en 25 ml malekolbe, der fyldes op til market med det
angivne oplesningsmiddel, og oplesningen homogeniseres. Den
fremkomne oplesning skal vere fuldstendig klar. Ved opalescens eller
uklarhed filtreres hurtigt pa papir.

BEMARK: Generelt er en masse pa 0,25-0,30 g tilstrackkeligt til at male
jomfruolivenoliers og ekstra jomfruolivenoliers absorbans ved 268 nm og
270 nm. Til malinger ved 232 nm er der almindeligvis behov for 0,05 g af
proven, sa der forberedes normalt to serskilte oplesninger. Til malinger af
absorbans 1 olier af olivenpresserester, raffinerede olivenolier og
forfalskede olivenolier, er der almindeligvis behov for en mindre andel
af proven, f.eks. 0,1 g, da disse olier har en hgjere absorbans.

5.3.  Hvis det er nodvendigt, korrigeres basislinjen (220-290 nm) med oplesn-
ingsmiddel i begge kvartskuvetter (preve og reference). Derefter fyldes
kvartskuvetten med preven med proveoplesningen, og ekstinktionerne
males ved 232, 268 og 270 nm mod det oplesningsmiddel, der
anvendes som reference.

De aflaste ekstinktionsveardier skal ligge inden for omradet 0,1-0,8 eller
inden for spektrofotometerens liniaritetsinterval, som ber kontrolleres. Ger
de ikke det, gentages mélingerne, idet der benyttes mere koncentrerede
eller mere fortyndede oplesninger.

5.4. Efter maling af absorbansen ved 268 og 270 nm males absorbansen ved
Amax, Amax + 4 og Amax — 4. Disse absorbansvardier anvendes til at
bestemme den specifikke ekstinktions variation (AK).

BEMARK: Amax anses for at vaere 268 nm for isooctan, der anvendes
som oplesningsmiddel, og 270 nm for cyclohexan.
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6. ANGIVELSE AF RESULTATERNE

6.1.  Som maleresultat registreres den specifikke ekstinktion (ekstinktionskoef-
ficient) ved de forskellige belgeleengder, som beregnes efter formlen:

Kl — EA
cXs

hvor:

KA = den specifikke ekstinktion ved belgelengden A

EL = den ekstinktion, der er malt ved belgelengden A
¢ = oplesningens koncentration i g pr. 100 ml
s = kvartskuvettens vejleengde i cm

angives med to decimaler.
6.2.  Den specifikke ekstinktions variation (4K)

Variationen i den absolutte veerdi af den specifikke ekstinktion (AK) er
givet ved:

AK — |Km— (Klm—4—;lﬁm+4)|

hvor Km er den specifikke ekstinktion ved den belgeleengde, henholdsvis
270 nm og 268 nm, der giver maksimal absorption, athengig af hvilket
oplesningsmiddel der anvendes.

Resultaterne angives med to decimaler.
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BILAG X

BESTEMMELSE AF FEDTSYREMETHYLESTERE VED GASKROMA-
TOGRAFI

1. ANVENDELSESOMRADE

Dette bilag indeholder vejledning om bestemmelse ved gaskromatografi af
frie og bundne fedtsyrer i vegetabilske fedtstoffer og olier efter deres
omdannelse til fedtsyremethylestere (FAME).

De bundne fedtsyrer af triacylglycerolerne (TAG) og, afhengig af esterifice-
ringsmetoden, de frie fedtsyrer, omdannes til fedtsyreethylestere (FAME),
som bestemmes ved gaskromatografi pa kapillarkolonne.

Den metode, der er beskrevet i dette bilag, geor det muligt at bestemme
FAME fra Cy, til Cy4, herunder mattede, cis- og transenkeltumattede og
cis- og transflerumattede fedtsyremethylestere.

2. PRINCIP

Gaskromatografi anvendes til den kvantitative analyse af FAME. FAME
fremstilles i henhold til del A. Derefter injiceres de i injektoren og
inddampes i denne. Adskillelsen af FAME udferes pa analytiske kolonner
med specifik polaritet og leengde. Til detektion af FAME anvendes en flam-
meionisationsdetektor. Testbetingelserne af angivet i del B.

Ved gaskromatografien af FAME med flammeionisationsdetektor kan
hydrogen eller helium anvendes som bzregas (mobil fase). Hydrogen frems-
kynder adskillelsen og giver mere spidse toppe. Den stationare fase er et
mikroskopisk lag af tynd flydende film péd en inert fast overflade af
kvartsglas.

Nar de flygtiggjorte forbindelser, som analyseres, passerer gennem kapillar-
kolonnen, interagerer de med den stationzre fase, som dekker overfladen pa
kolonnens inderside. Da de forskellige forbindelser interagerer pa forskellig
vis, eluerer de pa forskellige tidspunkter. Dette kaldes forbindelsens reten-
tionstid for et givet sat analyseparametre. Sammenligningen af retention-
stiderne anvendes til at bestemme de forskellige forbindelser.

DEL A

REMSTILLING AF METHYLESTERE AF FEDTSYRER FRA
OLIVENOLIE OG OLIE AF OLIVENPRESSERESTER

1. OMFANG

I denne del beskrives fremstillingen af methylestere af fedtsyrer. Den
omfatter metoder til fremstilling af methylestere af fedtsyrer fra
olivenolie og olie af olivenpresserester.

2. ANVENDELSESOMRADE

Fremstillingen af fedtsyremethylestere fra olivenolie og olie af oliven-
presserester udferes ved omestring med en methanoloplesning af kalium-
hydroxid ved stuetemperatur. Hvorvidt preven skal renses for omes-
tringen, afthanger fra preovens indhold af frie fedtsyrer og af, hvilket
analytisk parameter, der skal bestemmes. I den forbindelse kan
folgende skema anvendes:
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3.1.2.
3.1.2.1.

3.1.2.2.

3.1.2.3.

3.1.2.4.

3.1.2.5.

3.1.2.6.

3.1.2.7.

3.1.2.8.

3.1.3.
3.1.3.1.

3.1.3.2.

Oliekategori

Metode

Jomfruolivenolie med et
indhold pa < 2,0 %

syre-

Raffineret olivenolie

Olivenolie bestdende af raffineret
olivenolie og jomfruolie

Raffineret olie af olivenpresse-
rester

Olie af olivenpresserester

. Fedtsyrer
. Transfedtsyrer

. AECN42 (efter rensning med

silicagel SPE)

Jomfruolivenolie med et
indhold pé > 2,0 %
Ra olie af olivenpresserester

syre-

. Fedtsyrer (efter rensning med

silicagel SPE)

. Transfedtsyrer (efter rensning

med silicagel SPE)

. AECN42 (efter rensning med

silicagel SPE)

METODER

Omestring med en oplesning af kaliumhydroxid i methanol ved stue-

temperatur

Princip

Methylestre dannes ved omestring i en oplesning af kaliumhydroxid i
methanol, hvilket er mellemstadiet inden forsabning.

Reagenser

Methanol med hgjst 0,5 % (m/m) vand.

Hexan, til kromatografi.

Heptan, til kromatografi.

Diethylether, analyseren.

Acetone, til kromatografi.

Elueringsvaeske til rensning af olien ved kolonne-/SPE-kromatografi,
blanding af hexan/diethylether 87/13 (v/v).

Kaliumhydroxid, ca. 2 M oplesning i methanol: 11,2 g kaliumhydroxid

opleses i 100 ml methanol.

Silicagelpatroner, 1 g (6 ml), til fastfaseekstraktion.

Apparatur

Reagensglas (volumen: 5 ml) med skrueprop med teflonpakning.

Malepipetter eller automatpipetter pd 2 ml og 0,2 ml.
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3.1.4. Rensning af olieprover

Om nedvendigt renses proverne ved at fore olien gennem en silica-
gelpatron til fastfaseekstraktion. En silicagelpatron (3.1.2.8) anbringes i
et elueringsapparat til eluering under vakuum og skylles med 6 ml hexan
(3.1.2.2). Skylningen foretages uden vakuum. Derefter sattes der en
oplesning af olien (ca. 0,12 g) i 0,5 ml hexan (3.1.2.2) pa kolonnen.
Oplesningen treenger ned i gelen og elueres derefter med 10 ml hexan/
diethylether (87:13, v/v) (3.1.2.6). Eluaterne samles og blandes og deles
i to lige store portioner. Den ene portion inddampes til terhed pa rota-
tionsfordamper under reduceret tryk og ved stuetemperatur. Remanensen
opleses i 1 ml heptan. Oplesningen er parat til gaskromatografisk
analyse. Den anden portion inddampes, og remanensen opleses i 1 ml
acetone til HPLC-triglyceridanalyse, hvis det er pakravet.

3.1.5. Fremgangsmdde

I et 5 ml reagensglas med skrueprop (3.1.3.1) afvejes ca. 0,1 g af olie-
proven. Der tils@ttes 2 ml heptan (3.1.2.2) og rystes. Efter tils@tning af
0,2 ml kaliumhydroxidoplesningen i methanol (3.1.2.7) lukkes glasset
med proppen med teflonpakning, og det rystes kraftigt i 30 sekunder.
Glasset henstilles, indtil det ovre lag af oplesningen er blevet klart. Det
ovre lag, som indeholder methylestrene, dekanteres fra. Hept-
anoplesningen er parat til injektion i gaskromatografen. Det tilrddes, at
oplesningen opbevares 1 keleskab indtil kromatograferingen. Det
frarddes at opbevare oplesningen i mere end 12 timer.

DEL B

ANALYSE AF FEDTSYREMETHYLESTERE VED GASKROMA-
TOGRAFI

1. OMFANG

Denne del giver generelle retningslinjer for gaskromatografisk
bestemmelse pa kapillarkolonne af den kvalitative og kvantitative
sammens®tning af en blanding af fedtsyremethylestere fremstillet i
henhold til den metode, der er angivet i del A.

Denne del galder ikke for polymeriserede fedtsyrer.

2. REAGENSER
2.1. Beaeregas

Inert gas (helium eller hydrogen) vel terret og indeholdende mindre end
10 mg oxygen/kg.

Note 1: Hydrogen ger det muligt at foretage analysen dobbelt sa
hurtigt, men indebarer en risiko. Der forefindes
sikkerhedsanordninger.

2.2. Hj=lpegasser
2.2.1. Hydrogen (renhedsgrad > 99,9 %), fri for organiske urenheder.

2.2.2.  Luft eller oxygen, fri for organiske urenheder.
2.2.3. Nitrogen (renhedsgrad > 99 %).

2.3. Referencestandard

En methylesterblanding af rene fedtsyrer eller methylesterne af et
fedtstof, der s& vidt muligt har samme sammensatning som det
fedtstof, der skal analyseres. Cis- og transisomerer af octadecen-,
octadecadien- og octadecatrienmethylestere er nyttige til at bestemme
transisomerer i umattede syrer.

Iltning af polyumsttende fedtsyrer ber undgas.
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3. APPARATUR

Instruktionerne vedrerer det sadvanlige udstyr til gaskromatografering
med kapillarkolonne og flammeionisationsdetektor.

3.1. Gaskromatograf

Gaskromatografen skal omfatte folgende elementer:

3.1.1.  Injektionssystem

Der benyttes et injektionssystem med kapillarkolonner, hvor injektions-
systemet ber vare specielt udformet til anvendelse med sddanne
kolonner. Injektoren kan vaere med eller uden split.

3.1.2. Own

Ovnen skal vare i stand til at opvarme kapillarkolonnen til en
temperatur pd mindst 260 °C og holde den valgte temperatur inden for
0,1 °C. Sidstnavnte er sarlig vigtigt, nar der anvendes ror af kvartsglas.

Det anbefales i alle tilfelde at anvende temperaturprogrammeret
opvarmning, navnlig til fedtsyrer med mindre end 16 kulstofatomer.

3.1.3.  Kapillarkolonne

3.1.3.1. Roret skal vere af et materiale, som er inaktivt i forhold til de stoffer,
der skal analyseres (normalt glas eller sintret kvarts). Den indre diameter
skal vere pd mellem 0,20 mm og 0,32 mm. Den indvendige overflade
skal undergd en passende behandling (f.eks. forbehandling, deaktive-
ring), inden den stationzre fasebelegning paferes. En lengde pa 60 m
er tilstreekkeligt for fedtsyrer og cis- og transisomerer af fedtsyrer.

3.1.3.2. Stationzr fase: poler polysiloxan (cyanopropylsilicone) og bundne
(tvaerbundne) kolonner er velegnede.

Note 2: Der er risiko for, at polere polysiloxaner kan gere det vans-
keligt at identificere og adskille linolensyre og C,(-syrer.

Belegningerne skal vere tynde, dvs. 0,1-0,2 pm.

3.1.3.3. Samling og konditionering af kolonnen

Der treeffes de normale forholdsregler ved samlingen af kapillarkolonner,
dvs. placering af kolonnen i ovnen (barer), valg og montering af
samlinger (teethed), anbringelse af kolonnens ender i injektoren og
detektoren (reduktion af dedvolumener). Kolonnen anbringes under en
strom af baeregas (f.eks. 0,3 bar (30 kPa) for en kolonne med en lengde
pa 25 m og en indre diameter pad 0,3 mm).

Kolonnen konditioneres ved temperaturprogrammering af ovnen ved
3 °C/min. fra den omgivende temperatur til en temperatur pa 10 °C
under den stationare fases dekomponeringsgreense. Ovnen holdes pa
denne temperatur i 1 time, indtil basislinjen har stabiliseret sig. Den
genindstilles pa 180 °C, sa der opnés isotermiske betingelser.

Note 3: Korrekt preekonditionerede kolonner fas i handelen.

3.1.4.  Flammeioniseringsdetektor og omformer-forsteerker

3.2. Injektionssprejte
Injektionssprajten skal have en maksimumskapacitet pa 10 pl med
inddelinger pa 0,1 pl.

3.3. Dataopsamlingssystem

Dataopsamlingssystem, som er forbundet online med detektorerne, og
som anvendes sammen med et softwareprogram, der egner sig til inte-
gration og normalisering af toppe.
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4. FREMGANGSMADE
4.1 til 4.3 angér anvendelse af en flammeionisationsdetektor.
4.1. Prevebetingelser

4.1.1.  Valg af optimale drifisbetingelser for kapillarkolonne

Grundet kapillarkolonnens ydeevne og permabilitet athaenger adskil-
lelsen mellem bestanddelene og analysetiden stort set af bearegassens
hastighed i kolonnen. Derfor vil det veere nedvendigt at optimere drifts-
betingelserne ved at justere dette parameter (eller, enklere, ved at
mindske trykket ved kolonnetoppen) athangig af, om formélet er at
forbedre adskillelsen eller at foretage analysen hurtigere.

Folgende betingelser har vist sig at vare velegnede til adskillelse af
fedtsyremethylestere (Cy4 til Cyg). I tilleg B er der vist eksempler pa

kromatogrammer:

Injektortemperatur: 250 °C

Detektortemperatur: 250 °C

Ovntemperatur: 165 °C (8 minutter) til 210 °C
ved 2 °C/min

Baregas hydrogen: tryk ved kolonnetop: 179 kPa

Samlet gennemstremning: 154,0 ml/min.

Splitforhold 1:100

Injektionsvolumen: 1l

4.1.2.  Bestemmelse af oplosningen (se tilleg A)

Oplesningen R af de to ved siden af hinanden liggende toppe I og II
beregnes ved hjelp af formlen:

R =2 x ((dgpy — d wq)(0g + oqp) eller R = 2 % ((Gq) -
t ya)/(®q) + o)) (USP) (United States Pharmacopeia)),

Eller

R = LI18 x ((typ — ta)(wosm + wosan) (EP, BP, JP, DAB), (JP

(Japanese Pharmacopeia), EP (Pharmacopée Européenne), (BP (British
Pharmacopeia))

hvor:

dyq) er retentionsafstanden for top I

dyqry er retentionsafstanden for top II

Ly er retentionstiden for top I

Lyary er retentionstiden for top II

o) er bredden pa basen af top I

o er bredden pé basen af top II

®g 5 er bredden pa toppen af den angivne forbindelse, ved midten af
toppen

Hvis o) = o), beregnes R efter folgende formel:
R = - d ) = (d,qy — dra)/4o
hvor:

o er standardafvigelsen (se tilleg A, figur 1).
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Hvis afstanden dr mellem de to toppe dyyy - dyqy er lig med 4o, er
oplesningsfaktoren R = 1.
Hvis to toppe ikke er fuldsteendig adskilt, skarer tangenterne til de to
toppes inflektionspunkter hinanden i punkt C. For at adskille de to toppe
fuldsteendigt, skal afstanden mellem de to toppe veare lig med:
dymy - dyry = 6 o som giver R = 1,5 (se tilleg A, figur 3).

5. ANGIVELSE AF RESULTATER

5.1. Kvalitativ analyse
Provens methylestertoppe identificeres ud fra kromatogrammet i tillaeg
B, figur 1, om nedvendigt ved interpolation eller ved sammenligning af
dem med referenceblandingen af methylestere (som beskrevet i 2.3).

5.2. Kvantitativ analyse

5.2.1.  Bestemmelse af sammenscetningen

Massefraktionen, w;, for hver fedtsyremethylester, udtrykt i vaegtprocent
af methylestere beregnes som folger:

5.2.2.  Beregningsmetode
5.2.2.1. Generelt

Indholdet af en given bestanddel i, udtrykt i vaegtprocent methylestere,
beregnes ved, at man bestemmer den procentdel, som den tilsvarende
tops areal udger i forhold til summen af arealerne af samtlige toppe, ud
fra folgende formel:

w; = (AI/ZA) x 100

hvor:

A; er arealet under toppen af den enkelte fedtsyremethylester i

YA er summen af arealerne under toppene af alle de enkelte
fedtsyremethylestere.

Resultaterne angives med to decimaler.

Note 4: For fedtstoffer og olier er massefraktionen af fedtsyremethyl-
estere lig med massefraktionen af triacylglycerolerne i gram pr.
100 g. I de tilfelde, hvor man ikke kan arbejde med denne
antagelse, henvises til 5.2.2.2.

5.2.2.2. Anvendelse af korrektionsfaktorer

I visse tilfeelde, f.eks. ved tilstedeverelse af fedtsyrer med mindre end
otte kulstofatomer eller syrer med andre funktionelle grupper, korrigeres
arealerne med specifikke korrektionsfaktorer (Fci). Disse faktorer
bestemmes for hvert enkelt instrument. Til dette formal anvendes
dertil egnede referencematerialer med certificeret fedtsyresammens-
etning i det tilsvarende interval.

Note 5: Disse korrektionsfaktorer er ikke identiske med de teoretiske
korrektionsfaktorer ved brug af flammeionisationsdetektor,
som er angivet i tilleg A, da de ogsd omfatter injektionssys-
temets ydelse m.m. I tilfeelde af vaesentlige forskelle ber hele
systemets ydelse kontrolleres.
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For denne referenceblanding udtrykkes vagtprocenten af FAME i ud fra
formlen:
w; = (m/Z m) x 100
hvor:

m; er massen af FAME i i referenceblandingen

¥m er summen af masserne af referenceblandingens forskellige
bestanddele som fedtsyremethylestere.

Ud fra referenceblandingens kromatogram beregnes arealprocenten for
FAME i som folger:

w; = (A/ZA) x 100
hvor:
A; er arealet af FAME i i referenceblandingen

YA er summen af alle arealer af alle fedtsyremethylestere i
referenceblandingen.

Korrektionsfaktoren F, er s&
F. = (m; x ZA)/(A/Zm)
For preven er vagtprocenten for hver FAME i:
wi = (F; x A)/Z (F; x Ay
Resultaterne angives med to decimaler.

Note 6: Den beregnede vardi svarer til vegtprocenten af den enkelte
fedtsyre beregnet som triacylglyceroler pr. 100 g fedtstof.

5.2.2.3. Anvendelse af en intern standard

I forbindelse med visse analyser (f.eks. nar det ikke er alle fedtsyrerne,
der er elueret, som det er tilfaeldet, nar syrer med fire og seks kulsto-
fatomer er til stede sammen med syrer med 16 og 18 kulstofatomer, eller
nar det er nedvendigt at bestemme den absolutte meengde af en fedtsyre
i en prove), er det nedvendigt at anvende en intern standard. Der
benyttes ofte fedtsyrer med 5, 15 eller 17 kulstofatomer. Den eventuelle
korrektionsfaktor for den interne standard bestemmes.

Vagtprocenten af bestanddel i, udtrykt som methylestere, bestemmes ud
fra formlen:

w; = (myg x F; x Aj)/(m x Fig x Arg)
hvor:
A; er arealet af FAME i
Ayg er arealet af den interne standard
F; er korrektionsfaktoren for fedtsyren i, udtrykt som FAME
Fjg er korrektionsfaktoren for den interne standard
m er massen af preven, i mg
myg er massen af den interne standard, i mg.

Resultaterne angives med to decimaler.
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6. PROVERAPPORT
Proverapporten skal indeholde en beskrivelse af de metoder, der er
anvendt til fremstilling af methylesterne og til gaskromatograferingen.
Den skal ogsé indeholde alle de enkeltheder, der ikke er navnt i denne
standardmetode, eller som betragtes om valgfri, samt en redegerelse for
eventuelle forhold, der kan have haft indflydelse pa resultaterne.
Proverapporten skal indeholde alle nedvendige oplysninger til fuld-
stendig identifikation af preven.

7. NOJAGTIGHED

7.1. Resultater af den sammenlignende laboratorieprevning

Narmere oplysninger om en sammenlignende laboratorieprevning, for sa
vidt angdr metodens pracision, findes i bilag C til standarden IOC/
T.20/Doc. No 33. De vardier, der er fremkommet ved denne sammen-
lignende laboratorieprevning, gaelder ikke nedvendigvis for andre konc-
entrationsintervaller og matrixer end de angivne.

7.2 Repeterbarhed

Den absolutte forskel mellem to uathangige enkeltresultater, der er
opndet med den samme metode pa identisk testmateriale pa det
samme laboratorium af den samme person med det samme udstyr
inden for et kort tidsinterval, vil i hejst 5 % af tilfeldene vare storre
end r angivet i tabel 1-14 i bilag C til standard IOC/T.20/Doc. No 33.

7.3. Reproducerbarhed

Den absolutte forskel mellem to enkeltresultater, der er opndet med den
samme metode pa identisk testmateriale pa forskellige laboratorier udfert
med forskelligt udstyr, vil i hejst 5 % af tilfeeldene vaere storre end R
angivet i tabel 1-14 i bilag C til standard I0C/T.20/Doc. No 33.
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Tilleeg A

Figur 1
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Tilleg B

Figur 1

Gaskromatografisk profil af olie af olivenpresserester, fremkommet ved metoden med kold methylering
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BILAG XI

BESTEMMELSE AF INDHOLDET AF FLYGTIGE HALOGENE

2.2.
2.3.

2.4.
2.5.

2.6.
2.7.

4.2.

43.

44,

OPLOSNINGSMIDLER I OLIVENOLIE

PRINCIP

Analyse ved gaskromatografi ifelge teknikken med luftrummet over vasken
(head space).

APPARATUR

. Gaskromatografiapparat udstyret med en elektronindfangningsdetektor

(ECD).
Apparatur for luftrummet over vasken (head space).

Gaskromatografisgjle af glas med laengde pa 2 m og med 2 mm diameter,
stationzr fase

10 % OV101 pé chromosorb WLA
DMOS granulometri 80—100 Mesh.
Transportluftart og hjelpeluftart: nitrogen.

10 til 15 ml glaskolber med en foring af teflon og en aluminiumsprop med
en abning til udtagning med sprojte.

Tang til hermetisk lukning.
Sprojte til luftarter pa 0,5 til 2 ml.
REAGENSER

Flygtige halogene oplesningsmidler med en renhedsgrad, der egner sig til
gaskromatografi.

Pentan med en renhedsgrad, der egner sig til gaskromatografi.

ANALYSEMETODE

. Der afvejes med ngjagtighed ca. 3 g olie i en glaskolbe (der ikke ma

genbruges), og kolben tilproppes indtil den hermetiske lukning. Kolben
anbringes i en termostat ved 70° C i en time. Der udtages med akkuratesse
ved hjelp af sprejten en mangde pa 0,2 til 0,5 ml af luftrummet over
vaesken. Det indsprejtes i gaskromatografisejleapparatet, der er indstillet
saledes:

— injektortemperatur: 150° C

— sojletemperatur: 70 til 80° C

— detektortemperatur: 200 til 250° C.

Andre temperaturer kan ogsd anvendes, safremt resultaterne er akivalente.

Referenceoplosninger. Der tilberedes standardoplesninger ved brug af
raffineret olivenolie uden spor af oplesningsmidler til variable koncentra-
tioner af flygtige halogene oplesningsmidler mellem 0,05 og 1 ppm og i
forhold til det formodede indhold af preven. En eventuel fortynding af
flygtige halogene oplesningsmidler skal ske ved hjelp af pentan.

Meangdemassig vurdering. Forholdet fastlegges mellem overfladerne eller
toppene pa preverne og den standardoplesning, der har den naermeste
formodede koncentration. Hvis den forholdsvise forskel er over 10 %, er
det nedvendigt at gentage analysen ved sammenligning med en ny standard-
oplesning, indtil dens koncentration overholder ovennavnte forholdsvise
forskel. Indholdet af flygtige halogene oplesningsmidler bestemmes pa
grundlag af et gennemsnit af elementzre indsprejtninger.

Udtryk for resultaterne. Resultaterne udtrykkes i ppm (mg/kg). Metodens
pavisningsgrense er 0,01 mg/kg.
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BILAG XII

DET INTERNATIONALE OLIVENRADS METODE TIL
ORGANOLEPTISK VURDERING AF JOMFRUOLIER

1. FORMAL OG ANVENDELSESOMRADE

Formaélet med den internationale metode, der er beskrevet i dette bilag, er
at fastlegge proceduren for vurdering af jomfruoliers organoleptiske
kendetegn, jf. punkt 1 i del VIII i bilag VII til Europa-Parlamentets og
Radets forordning (EU) nr. 1308/2013 ('), og at fastleegge metoden til
klassifikation af jomfruolie pa grundlag af sddanne kendetegn. Metoden
omfatter ogsa angivelser til frivillig markning.

Den beskrevne metode gelder kun for jomfruolier og for klassifikation og
merkning af sddanne olier i forhold til de opfattede manglers intensitet og
den frugtagtige karakter, der bestemmes af en gruppe udvalgte og
optreenede smagere, der er nedsat som et panel.

De IOC-standarder, der er nevnt i dette bilag, anvendes i den seneste
tilgaengelige version.

2. ALMINDELIG GRUNDORDLISTE FOR SENSORISK ANALYSE

Der henvises til standarden IOC/T.20/Doc. No 4 "Sensory Analysis:
General Basic Vocabulary".

3. SZARLIG ORDLISTE
3.1.  Negative egenskaber

Mudret/bundfald Karakteristisk flavour ved olie, som er udvundet af
oliven, der har veret opbevaret i bunker eller oplagret pa vilkar, som
har medfert et fremskredet stadium af anaerob forgering, eller ved olie,
der har vaeret i kontakt med dekanteret bundfald, og som ogsé har genn-
emgdet en anaerob forgering i bunker eller tanke.

Mug-fugt-jord Karakteristisk flavour ved olie, som er udvundet af oliven,
hvori svampe og gaer har udviklet sig, fordi de har veeret opbevaret i flere
dage i fugtige omgivelser, eller ved olie, som er udvundet af oliven, som
er opsamlet med jord eller mudder pa overfladen, og som ikke er blevet
vasket.

Vinagtig-eddikeagtig/sur-syrlig Karakteristisk flavour ved visse olier, som
minder om vin eller eddike. Den skyldes hovedsagelig en aerob forgaring
af oliven eller rester af olivenpasta i pressematter, der ikke er blevet
korrekt afvasket, sd der dannes eddikesyre, ethylacetat og ethanol.

Harsk Flavour ved olie, der har undergéet en intens oxideringsproces.

Frostbidte oliven (vadt tree) Karakteristisk flavour ved olie, som er
udvundet af oliven, der er skadet af frost pa treeet.

(*) Europa-Parlamentets og Rédets forordning (EU) nr. 1308/2013 af 17. december 2013 om
en felles markedsordning for landbrugsprodukter og om ophavelse af Radets forordning
(EQF) nr. 922/72, (EQF) nr. 234/79, (EF) nr. 1037/2001 og (EF) nr. 1234/2007 (EUT
L 347 af 20.12.2013, s. 671).
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3.1.1. Andre negative egenskaber

3.2

3.3.

Ophedet  eller Karakteristisk flavour ved olie fordrsaget af over-

breendt dreven og/eller langvarig opvarmning under bearbejd-
ningen, is@r nir pastaen blandes termisk, hvis det
gores under uegnede termiske forhold.

Ho Karakteristisk flavour ved visse olier, som er
udvundet af udterrede oliven.

Grov Tyk, pastaagtig fornemmelse i munden, som frem-
bringes af visse gamle olier.

Fedtet Flavour ved olie, der minder om dieselolie, fedt eller
mineralsk olie.

Grontsags-vand  Flavour, som olien far som folge af langvarig kontakt
med forgeret grontsagsvand.

Saltlage Flavour ved olie, der er udvundet af oliven, som har
vaeret konserveret i saltlage.

Metallisk Metallisk flavour, der minder om metal. Den er karak-
teristisk for olie, der har varet i langvarig kontakt
med metaloverflader under knusning, blanding,
presning eller opbevaring.

Esparto Karakteristisk flavour ved olie, der er udvundet af
oliven, som er presset i nye matter af espartogreas.
Lugten/smagen kan variere, alt efter om matterne er
lavet af grent eller torret espartograes.

Larvebefeengt Flavour ved olie, der er udvundet af oliven, som har
veret hardt angrebet af larver af olivenfluen (Bac-
trocera oleae).

Agurk Flavour, der fremkommer, nar en olie har veret
pakket hermetisk i for lang tid, iser i blikbeholdere,
og som tilskrives dannelsen af 2,6-nonadienal.

Positive egenskaber

Frugtagtig En rekke olfaktoriske fornemmelser, der athanger af
olivensorten, og som kendetegner olie, som er
udvundet af sunde og friske, grenne eller modne
frugter. De opfattes direkte og/eller via den bageste
del af nasen.

Bitter Karakteristisk smag af olie, der er udvundet af grenne
oliven eller oliven, der er lige ved at skifte farve. Den
opfattes af de bagerformede papiller, der danner
tunge-V'et.

Skarp En prikkende fornemmelse, der er karakteristisk for
olier, som er udvundet i produktionsérets begyndelse,
iser af endnu umodne oliven. Den kan opfattes i hele
mundhulen og navnlig i svalget.

Frivillig anvendelse af ord og udtryk pa etiketter

Panellederen kan pa anmodning attestere, at de bedemte olier overholder
de definitioner og intervaller, der udelukkende svarer til folgende udtryk i
forhold til intensiteten og opfattelsen af egenskaberne.
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Positive egenskaber (frugtagtig, bitter og skarp): 1 forhold til intensiteten
af opfattelsen benyttes udtrykket:

— intens, hvis medianen for den pégeldende egenskab er pa over 6

— middel, hvis medianen for den pigzldende egenskab er pa mellem 3
og 6

— let, hvis medianen for den pagaldende egenskab er pa under 3.

Frugtagtig En raeekke olfaktoriske fornemmelser, der athenger af
olivensorten, og som kendetegner olie, som er
udvundet af sunde og friske frugter, i hvilken
hverken gren eller moden frugt er fremherskende.
De opfattes direkte og/eller via den bageste del af
neesen.

Umoden frugt En raeekke olfaktoriske fornemmelser, der athenger af
olivensorten og minder om umoden frugt, og som
kendetegner olie, som er udvundet af umodne,
sunde og friske frugter. De opfattes direkte og/eller
via den bageste del af naesen.

Moden frugt En raeekke olfaktoriske fornemmelser, der athenger af
olivensorten og minder om moden frugt, og som
kendetegner olie, som er udvundet af sunde, friske
frugter. De opfattes direkte og/eller via den bageste
del af naesen.

Afbalanceret Olie, der ikke er uafbalanceret. Ved uafbalanceret
forstds den lugt-, smags- og bergringsfornemmelse,
hvor medianen for egenskaben bitter og medianen
for egenskaben skarp ikke er mere end to
point sterre end medianen for egenskaben frugtagtig.

Mild olie Olie, hvor medianen for egenskaben bitter og
medianen for egenskaben skarp er lig med eller
mindre end 2.

Liste over udtryk, der benyttes i forhold til intensiteten af opfattelsen:

Udtryk til brug ved udformning af et organo-

leptisk testbevis Median for egenskaben:

Frugtagtig —

Moden frugt —

Umoden frugt —

Let frugtagtig Under 3
Middel frugtagtig Mellem 3 og 6
Intensivt frugtagtig Over 6

Let moden frugt Under 3
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Udtryk til brug ved udformning af et organo-
leptisk testbevis

Median for egenskaben:

Middel moden frugt

Mellem 3 og 6

Intensiv moden frugt

Over 6

Let umoden frugt

Under 3

Middel umoden frugt

Mellem 3 og 6

Intensiv umoden frugt

Over 6

Let bitterhed

Under 3

Middel bitterhed

Mellem 3 og 6

Intensiv bitterhed

Over 6

Let skarphed

Under 3

Middel skarphed

Mellem 3 og 6

Intensiv skarphed

Over 6

Afbalanceret olie

Medianen for egenskaben
bitter og medianen for egen-
skaben skarp er ikke over 2

point over medianen for

frugtagtighed

Mild olie

Medianen for egenskaben
bitter og medianen for egen-
skaben skarp er ikke over 2

GLAS TIL OLIESMAGNING

Der henvises til standarden IOC/T.20/Doc. No 5, "Glass for Oil Tasting".

TESTLOKALE

Der henvises til standarden I0C/T.20/Doc. No 6, "Guide for the Instal-

lation of a Test Room".

APPARATUR

Folgende apparatur, som er nedvendigt, for at smageren kan udfere sin
opgave rigtigt, skal anbringes i hver bas og skal vare inden for nem

reekkevidde:

— glas

(standardiserede), der indeholder preverne, og som er

nummererede, tildekket med urglas og opbevares ved 28 °C + 2 °C

— profilskema (se figur 1) i papirform eller elektronisk, séfremt kravene
til profilskemaet er opfyldt, og brugsanvisning, hvis det er nedvendigt

— kuglepen eller uudslettelig stempelfarve

— bakker med skiver af @ble og/eller vand/mineralvand og/eller

tvebakker

— et glas vand ved omgivelsestemperatur

— oversigt over de generelle regler anfort i afsnit 8.4 og 9.1.1

— spytbakker.
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7. PANELLEDER OG SMAGERE
7.1.  Panelleder

Panellederen skal vare en tilstreekkelig traenet, kyndig person, som er
ekspert i de typer olie, han vil stede pa under sit arbejde. Han er negle-
figuren i panelet og er ansvarlig for dets organisation og virke.

Panellederens opgave krever grundleeggende uddannelse i verktgjerne til
sensorisk analyse, sensorisk ferdighed, omhu ved forberedelsen og tilret-
telaeggelsen af test samt den dygtighed og tdlmodighed, der kreeves for at
planleegge og udfere test pa en videnskabelig méde.

Panellederen er ansvarlig for at treene, udvalge og overvage smagerne for
at konstatere, om de lever op til et passende niveau med hensyn til
dygtighed. Han er séledes ansvarlig for smagernes vurderinger, som
altid skal vaere objektive, og for hvilke han skal udforme specifikke frem-
gangsmader baseret pa test og forsvarlige kriterier for godkendelse og
afvisning. Se standarden I0C/T.20/Doc. No 14, "Guide for the selection,
training and monitoring of skilled virgin olive oil tasters".

Panellederen er ansvarlig for panelets arbejde og dermed for dets evalu-
ering, som skal dokumenteres palideligt og objektivt. Han skal til enhver
tid kunne dokumentere, at metoden og smagerne er underlagt kontrol.
Regelmassig kalibrering af panelet anbefales (IOC/T.20/Doc. No 14, § 5).

Panellederen er eneansvarlig for panelets optegnelser, som altid skal kunne
spores. Han skal overholde de sikrings- og kvalitetskrav, der er fastlagt i
internationale standarder for sensorisk analyse, og til enhver tid sikre
prevernes anonymitet.

Han er ansvarlig for at fore en fortegnelse over apparaturet og for at sikre,
at det apparatur og udstyr, der er nedvendigt for at overholde denne
metodes specifikationer, er tilstreekkeligt rengjort og vedligeholdt, og
han skal registrere dette og overensstemmelse med testbetingelserne
skriftligt.

Han er ansvarlig for at modtage og opbevare prover efter deres ankomst til
laboratoriet og for at opbevare dem efter testen. I den forbindelse skal han
til enhver tid sikre, at preverne forbliver anonyme og opbevares korrekt.
Til det formal skal han udforme skriftlige procedurer, som sikrer, at hele
processen kan spores og frembyder de nedvendige garantier.

Panellederen er endvidere ansvarlig for at tilberede og kode preverne og
for at preesentere dem for smagerne i overensstemmelse med en forseg-
splan, der overholder pa forhdnd fastlagte protokoller, og for at indsamle
de opnéede data fra smagerne.

Han skal udvikle og udforme andre fremgangsmader, der matte vere
nedvendige for at supplere denne standard og sikre, at panelet fungerer
effektivt.

Han skal finde metoder til at sammenligne panelets resultater med resul-
taterne fra andre paneler, der analyserer jomfruolie, med henblik pa at
sikre, at panelet udferer sin opgave korrekt.



01991R2568 — DA — 04.08.2016 — 029.001 — 75

VY M26

Det er panellederens opgave at stimulere paneldeltagernes moral ved at
anspore deres interesse, nysgerrighed og konkurrencednd. Til det formél
anbefales det pa det kraftigste, at vedkommende etablerer tovejskommuni-
kation med paneldeltagerne, sd@ de informeres om alle de opgaver, de
udferer, og de opnédede resultater. Han skal sikre, at hans egen mening
ikke er kendt, og han skal forhindre mulige ledertyper i at havde deres
kriterier over for de evrige smagere.

Han skal sammenkalde smagerne i tilstraekkelig god tid og skal opklare
alle tvivlsspergsmal, smagerne kan have med hensyn til udferelsen af test,
men han skal afsta fra at pavirke deres mening om preverne.

Vv M28
7.1.1. Stedfortreedende panelleder

I velbegrundede tilfeelde kan en stedfortreedende panelleder traede i panel-
lederens sted og udfere pligter vedrerende udferelsen af forsegene. Sted-
fortreederen skal have alle de nedvendigheder feerdigheder, som kraves af
en panelleder. 0171

7.2.  Smagere

De personer, der virker som smagere ved organoleptiske bedemmelser af
olivenolie, gor det frivilligt. Kandidater ber derfor indgive en skriftlig
ansegning. Kandidater udvealges, treenes og overvages af panellederen i
overensstemmelse med deres evne til at skelne mellem prever, der ligner
hinanden. Man ber erindre, at deres evne til at skelne nejagtigt vil
forbedres ved trening.

Smagerne skal handle som reelle sensoriske observaterer, som tilsidesatter
deres personlige smag og alene rapporterer de fornemmelser, de opfatter.
For at gere det skal de altid arbejde i tavshed og pa en afslappet og
uforceret made, idet de sd vidt muligt retter deres sensoriske opmeerk-
somhed mod den preove, de bedemmer.

Der kreeves mellem 8 og 12 smagere til hver test. Det er dog klogt at
holde nogle ekstra smagere i reserve, s de kan traede til i tilfeelde af
fraver.

VY M26
8. TESTBETINGELSER

8.1. Prasentation af preven

Den olieprove, der skal analyseres, preesenteres i standardiserede glas til
smagning, som overholder standarden I0C/T.20/Doc. No 5 »Glass for oil
tasting«.

Glasset skal indeholde 14-16 ml olie eller mellem 12,8 og 14,6 g, hvis
proverne skal vejes, og skal vare dekket med et urglas.

Hvert glas skal veere market med en kode bestdende af tal eller en
kombination af bogstaver og tal, der valges vilkarligt. Koden anfores
ved hjelp af en lugtfri metode.

8.2. Test- og prevetemperatur

De oliepraver, der skal underseges, skal opbevares i glas ved 28 ° C
+ 2 °C under hele testen. Denne temperatur er valgt, fordi det er
nemmere at observere organoleptiske forskelle end ved omgivelsestem-
peratur, og fordi de aromatiske forbindelser, der er saregne for disse
olier, kun fordamper svagt ved lavere temperaturer, mens der ved hejere
temperaturer dannes flygtige forbindelser, som er saregne for opvarmede
olier. Se standarden 10C/T.20/Doc. No 5 "Glass for Oil Tasting" for
oplysninger om den metode, der er anvendt til at opvarme prover i glasset.
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I testlokalet skal temperaturen vaere mellem 20 °C og 25 °C (se 10C/
T.20/Doc. No 6).

8.3. Tider for smagningens afholdelse

Morgenen er det bedste tidspunkt for smagning af olie. Det er bevist, at
der i dagens leb forekommer optimale perceptionsperioder med hensyn til
lugt og smag. Forud for maltiderne gar der en periode, hvor falsomheden
for lugt og smagsindtryk er foreget, hvorimod felsomheden aftager efter
maltidet.

Dette hensyn ber dog ikke fore til overdrivelser, hvor sult kan distrahere
smagerne og dermed nedsatte deres evne til at skelne. Det anbefales
derfor, at smagningen afholdes mellem kl. 10.00 og 12.00.

8.4. Smagere: generelle adfeerdsregler

Disse anbefalinger galder kandidaternes og smagernes adferd under
arbejdet.

Nar smagere indkaldes af panellederen for at deltage i en organoleptisk
test, ber de veere i stand til at mede pad den fastsatte tid, og de skal
overholde folgende regler:

— De skal undlade at ryge eller drikke kaffe i mindst 30 minutter for det
tidspunkt, der er fastsat for smagningen.

— De ma ikke bruge nogen form for parfume, kosmetik eller sabe, hvis
duft ville kunne holde sig til tidspunktet for smagningen. De skal
vaske henderne med uparfumeret sa@be, og de skal derefter skylle
og terre handerne sd ofte, som det er nedvendigt for at fjerne en
eventuel duft.

— De skal faste i mindst en time, for smagningen udfores.

— Hyvis en smager foler sig fysisk utilpas, og iser hvis hans smags- eller
lugtesans er pavirket, eller hvis han er under en psykologisk pévir-
kning, der forhindrer ham i at koncentrere sig om sin opgave, skal han
treekke sig ud af smagningen og underrette panellederen herom.

— Naér smagerne har opfyldt ovenstdende krav, skal de tage plads i den
bas, der er tildelt hver enkelt smager, pa en rolig og ordentlig méde.

— Smagerne skal omhyggeligt leese de instruktioner, der er givet péa
profilskemaet, og de ma ikke begynde at undersege preven, for de
er helt parate til at udfere opgaven (afslappet og uforceret). Hvis der
opstar nogen som helst tvivl, skal den enkelte smager drefte det med
panellederen i enerum.

— De skal forholde sig tavse under smagningen.

— Deres mobiltelefoner skal altid holdes slukket under smagningen, si de
ikke pavirker de evrige smageres koncentration og forstyrrer deres
arbejde.

9. FREMGANGSMADE VED ORGANOLEPTISK BED@MMELSE OG
KLASSIFICERING AF JOMFRUOLIE

9.1. Teknik ved smagning

v M29
9.1.1. Smageren skal tage glasset op, og idet han holder det dakket med
urglasset, skal han holde det lidt skrat. Han skal si dreje glasset helt
rundt i denne stilling, s& en sa stor del af indersiden som muligt bliver
fugtet. Nar dette stadium er overstiet, skal han fjerne urglasset og lugte til
proven, idet han tager jevne, langsomme, dybe indandinger for at
bedemme olien. Lugtefasen mé ikke overstige 30 sekunder. Hvis han
ikke er kommet til en konklusion inden for dette tidsrum, skal han tage
en kort pause, inden han prever igen.
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Nar den olfaktoriske test er udfert, skal smageren bedemme de fornem-
melser, der fremkaldes i munden (generelle retronasale lugte-, smags- og
foleindtryk). For at gere dette skal han tage en lille tir af olien (ca. 3 ml).
Det er meget vigtigt, at olien fordeles ud over hele mundhulen, fra den
forreste del af munden og tungen langs siderne til den bageste del af
tungen og halsen, da det er velkendt, at opfattelsen af smags- og
foleindtryk varierer i intensitet over de forskellige omrader af tungen,
ganen og halsen.

Det ber understreges, at det er afgerende, at en tilstrekkelig mangde olie
spredes meget langsomt over den bageste del af tungen og ned mod
halsen, mens smageren koncentrerer sig om den rekkefelge, i hvilken
de bitre og skarpe stimuli fremkommer. Hvis dette ikke sker, kan begge
disse stimuli undgd smagerens opmearksomhed ved visse olier, eller den
bitre stimulus kan blive tilsleret af den skarpe stimulus.

Ved at tage korte andedrag lige efter hinanden, idet luften traekkes ind
gennem munden, kan smageren ikke blot sprede preven ud over hele
mundhulen, men ogsd opfatte de flygtige aromatiske komponenter via
den bageste del af nasen, fordi brugen af denne kanal fremtvinges.

Bemcerkning: Hvis smagerne ikke opfatter frugtagtighed i en preve, og
intensiteten af den bestemmende negative egenskab er 3,5 eller derunder,
kan panellederen beslutte, at smagerne skal gennemfere analysen af
proven pd ny ved omgivende temperatur (COI/T.20/Doc. No 6/Rev. 1,
september 2007, afsnit 3 — General specifications for installation of a
test room). Panellederen skal i sd fald fastlegge sammenhangen og
begrebet omgivende temperatur. Nar preven nar stuetemperatur,
foretager smagerne en ny vurdering, som udelukkende gennemferes med
henblik pé at fastsla, om de opfatter frugtagtighed. Er dette tilfeldet,
noterer de intensiteten pa skalaen.

Folesansen ber ogsa tages i betragtning, og derfor ber smageren indtage
olien.

VY M26
T 9.1.2. Nar der foretages organoleptisk vurdering af en jomfruolie, ber der hejst
vurderes FIRE PROVER i hver session, og der ber hejst gennemfores tre
sessioner om dagen for at undgad den kontrastvirkning, der kan opstd, hvis
prever smages umiddelbart efter hinanden.

Da flere pa hinanden folgende smagninger fremkalder traethed eller nedsat
folsomhed, er det vigtigt at bruge et produkt, der kan fjerne resterne af olie
fra den forudgéende smagning fra munden.

Det anbefales at bruge et lille stykke able, som, efter at man har tygget
det, kan spyttes ud i spytbakken. Derefter skylles munden med lidt vand
ved omgivelsestemperatur. Der skal gd& mindst 15 minutter mellem
afslutningen af én session og péabegyndelsen af den neste.

9.2.  Smagerens anvendelse af profilskemaet

Det profilskema, som smagerne skal benytte, er anfert i figur 1 i dette
bilag.

Hver smager i panelet skal lugte til og derefter smage (') pa den olie, der
bedemmes. Han skal derefter angive den intensitet, hvormed han opfatter
hver enkelt negative og positive egenskab, pa den 10 cm-skala, der er
anfort pa det udleverede profilskema.

(") En smager kan undlade at smage pé olien, hvis han konstaterer serligt intense negative
egenskaber ad direkte olfaktorisk vej. I det tilfelde noteres denne ekstraordinere
omstendighed i profilskemaet.
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Hvis smageren opfatter negative egenskaber, som ikke er anfort i afsnit 4,
skal han anfere dem i rubrikken "Andet" med det eller de udtryk, som
beskriver dem med den sterst mulige pracision.

Vv M28

9.3. Panellederens anvendelse af data

Panellederen indsamler de profilskemaer, som smagerne har udfyldt, og
gennemgar de intensiteter, der er tildelt de forskellige egenskaber. Hvis
han konstaterer en anormalitet, skal han anmode smageren om at
kontrollere sit profilskema og om nedvendigt gentage forseget.

Panellederen indtaster hvert panelmedlems vurderingsdata i et computer-
program, som f.eks. det program, der foreslas i standarden IOC/T.20/Doc.
No 15, med henblik pa at foretage en statistisk beregning af analyseresul-
taterne med udgangspunkt i beregningen af deres median. Se dette bilags
afsnit 9.4 og tilleg. Data for en prove registreres i en matrix bestdende af
ni kolonner, der svarer til de ni sanseegenskaber, og antal linjer svarende
til antal smagere i panelet.

Nér en mangel er opfattet og anfert i rubrikken »Andet« af mindst 50 %
af panelet, skal panellederen beregne medianen for denne mangel og den
tilsvarende klassifikation.

VARDIEN af den robuste variationskoefficient, som definerer klassifika-
tionen (mangel med den sterkeste egenskab for intensitet og frugtag-
tighed) mé ikke overstige 20 %.

Hvis den ger det, skal panellederen gentage bedemmelsen af den spec-
ifikke prove i en anden smagningssession.

Hvis denne situation ofte opstar, ber panellederen serge for yderligere
oplaering af smagerne (IOC/T.20/Doc. No 14, § 5) og bruge repeterbar-
hedsindekset og afvigelsesindekset til at kontrollere smagernes arbejde
(I0C/T.20/Doc. 14, § 6).

Y M29
9.4. Klassifikation af olien

Olien klassificeres pa folgende made i forhold til medianen for mangler og
medianen for egenskaben frugtagtig. Ved medianen for manglerne forstés
medianen for den mangel, der opfattes med den sterste intensitet.
Medianen for mangler og medianen for egenskaben frugtagtig udtrykkes
med én decimal.

Olien klassificeres ved at sammenligne veardien af medianen for mangler
og medianen for egenskaben frugtagtig med de referenceintervaller, der er
anfort nedenfor. Da graensevardien for disse intervaller er fastlagt under
hensyntagen til metodens fejlmargen, anses de for at vaere absolutte. Med
computerprogrammer er det muligt at vise klassifikationen i en tabel med
statistiske data eller som grafik.

a) Ekstra jomfruolie: Medianen for mangler er lig med 0, og medianen for
egenskaben frugtagtig er sterre end 0.

b) Jomfruolie: Medianen for mangler er sterre end 0 og lig med eller
mindre end 3,5, og medianen for egenskaben frugtagtig er storre end 0.

¢) Bomolie: Medianen for mangler er sterre end 3,5, eller medianen for
mangler er mindre end eller lig med 3,5, og medianen for egenskaben
frugtagtig er lig med 0.
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Note 1: Nér medianen for egenskaben bitter og/eller skarp er storre end
5,0, skal panellederen angive det pa testbeviset.

Hvis der foretages analyser i forbindelse med kontrol af over-
ensstemmelse, gennemfores der et forseg. Hvis der foretages
kontrolanalyser, skal der gennemferes en dobbelt analyse ved
forskellige smagninger. Resultaterne af den dobbelte analyse
skal vere statistisk homogene (jf. punkt 9.5). Er de ikke det,
skal preven analyseres pa ny to gange. Den endelige verdi af
medianen for klassifikationsegenskaberne beregnes af fra genn-
emsnittet af begge medianer.

9.5. Kriterier for godkendelse og afvisning af dobbelte analyser

Den normaliserede fejl, der er defineret nedenfor, anvendes til at
bestemme, hvorvidt de to resultater af en dobbelt analyser er homogene
og statistiske acceptable:

B |Me, — Me, |
hvor Me; og Me, er medianerne for den dobbelte analyse (dvs. forste og

anden analyse), og U; og U, er de ekspanderede usikkerheder for de to
vardier, som beregnes i henhold til tilleg I som folger:

E

(CV, x Me,)
100

For den ekspanderede usikkerhed gzlder, at ¢ = 1,96; saledes at:

Uy = ¢ x s* hvor s* =

U; = 0,0196 x CV, x M,
hvor CV, er den robuste variationskoefficient.

E, skal vere 1,0 eller derunder, hvis de to opndede vardier skal anses for
ikke at vare statistisk forskellige.



01991R2568 — DA — 04.08.2016 — 029.001 — 80

VY M26
Tillceg

Metode til beregning af median og konfidensintervaller
Median
Me=p (X <x,) < %7p (X <x,) 2 %]

Medianen er det reelle tal X,,,, der er kendetegnet ved, at sandsynligheden (p) for,
at veerdierne af fordelingen (X) er mindre end dette tal (X,,), er mindre end eller
lig med 0,5, og at sandsynligheden (p) for, at verdierne af fordelingen (X) er
mindre end eller lig med X,,, samtidig er storre end eller lig med 0,5. Ifelge en
mere praktisk definition er medianen den 50. percentil af en fordeling, hvis
elementer er ordnet i stigende rakkefolge. Med andre ord er medianen den
midterste verdi i en ordnet reekke af et ulige antal elementer eller gennemsnittet
af de to midterste vardier i en ordnet rakke af et lige antal elementer.

Robust standardafvigelse

Som et palideligt estimat af variabiliteten omkring medianen benyttes Stuart og
Kendalls estimat over den robuste standardafvigelse (4). I folgende formel er N
antallet af observationer, og IQR er den interkvartile afstand, dvs. det robuste
estimat af variabiliteten af de pageldende data (den interkvartile afstand deekker
ngjagtig 50 % af elementerne i en given sandsynlighedsfordeling):

. 1,25 xIQR
S =—=
1,35 x VN

Den interkvartile afstand beregnes som afstanden mellem den 75. og den 25.
percentil.

IQR = 75.percentil — 25.percentil

Percentilen er vaerdien X, der er kendetegnet ved, at sandsynligheden (p) for, at
veerdierne af fordelingen er mindre end X, er mindre end eller lig med en given
procentdel, og at sandsynligheden (p) for, at vaerdierne af fordelingen er mindre
end eller lig med X, samtidig er storre end eller lig med den pageldende
procentdel. Procentdelen angiver den pagaldende fordelingsfraktion. For
medianens vedkommende er den 50 %.

n
= rp(X < = __
PX < Xxp) 100

Percentilen er i praksis den vardi af fordelingen, der svarer til et bestemt areal,
som tegnes ud fra fordelings- eller taethedskurven. Den 25. percentil er f.eks. den
verdi af fordelingen, som svarer til et areal pa 0,25 eller 25/100.

Ved denne metode beregnes percentiler pd grundlag af de reelle tal, der vises i
datamatricen (fremgangsmade ved beregning af percentiler).

Robust variationskoefficient (%)

Variationskoefficienten CVr% er et rent tal, der angiver den procentvise varia-
bilitet i den analyserede talreekke. Af denne grund er variationskoefficienten til
stor nytte som kontrol af paneldeltagernes palidelighed.

S*
Me

CV, =-—x 100
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95 %-konfidensintervaller

95 %-konfidensintervallerne (C.1.) (fejl af forste orden lig med 0,05 eller 5 %)
repraeesenterer det interval, inden for hvilket vaerdien af medianen ville variere,
hvis det var muligt at gentage et forseg et uendeligt antal gange. I praksis angiver
dette interval variabilitetsintervallet for forseget ved de herskende betingelser,
idet det antages, at forseget kan gentages flere gange. Intervallet er ligesom
variationskoefficienten en hjelp til evaluering af forsegets palidelighed.

Cl. = Me+ (c xs")

upper

C'I'lower = Me — (C X S*)

hvor C = 1,96, hvis konfidensintervallet er pa 95%.

Et eksempel pa beregningsskemaet findes i bilag I til standarden IOC/T 20/Doc.
No 15.
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1.1.

1.2.

2.2.

2.3.

2.4.

BILAG XV

OLIEINDHOLD I PRESSERESTER AF OLIVEN
Apparatur

— Egnet ekstraktionsapparat, forsynet med en 200—250 ml kolbe.

— Elektrisk opvarmet bad (sandbad, vandbad, osv.) eller varmeplade.

— Analysevagt.

— Ovn, der er indstillet til hejst 80 °C.

— Elektrisk ovn med temperaturregulering, der kan indstilles til
103 °C + 2 °C, og som muligger luftindblesning eller vakuum.

— Mekanisk molle, der er let at rengere, egnet til olivenoliekager, og som
er i stand til at male uden opvarmning eller markbar reduktion af
indholdet af vand, af flygtige stoffer og af stoffer, der kan uddrages
ved hjzlp af hexan.

— Ekstraktionshylster og vat eller filterpapir, fri for substanser, der kan
uddrages ved hjazlp af hexan.

— Ekssikkator.

— Sigte med huller pa 1 mm i diameter.

— Pimpsten i smé korn, terret.

Reagens

Teknisk n-hexan, hvis fordampningsrest ved fuldsteendig fordampning er
mindre end 0,002 g/100 ml.

FREMGANGSMADE
Tilberedning af preven

Om nedvendigt males analyseproven i den mekaniske meolle, der skal vare
omhyggeligt rengjort pa forhand, saledes at proven kan reduceres til sma
partikler, der kan passere sien fuldstaendigt.

Ca. en tyvendedel af preven anvendes til en fuldstendig rengering af
mellen; denne formalede del bortkastes, og resten males, opsamles og
blandes med omhu, hvorefter analysen straks foretages.

Prevemaengde

Der afvejes med 0,01 g nejagtighed ca. 10 g af analyseproven til prove-
mengde, nar formalingen er afsluttet.

Tilberedning af ekstraktionshylstret

Provemengden anbringes i hylstret, og dette lukkes med vandsugende vat.
Séfremt der anvendes filterpapir, indpakkes proven i dette papir.

Forterring

Hvis presseresterne er meget fugtige (indhold af vand og flygtige stoffer
pé over 10 %), foretages der en forterring, idet det fyldte hylster (eller
filterpapir) anbringes en passende tid i ovnen, der hgjst kan opvarmes til
80 °C, saledes at indholdet af vand og flygtige stoffer bringes ned under
10 %.



01991R2568 — DA — 04.08.2016 — 029.001 — 83

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

Tilberedning af kolben

Kolben, der indeholder 1 a 2 pimpstenskorn, og som pé forhand er terret i
ovnen ved en temperatur pa 103 °C + 2 °C og derefter afkelet mindst 1
time i ekssikkatoren, vejes med 1 mg nejagtighed.

Forste ekstraktion

Hylstret (eller filterpapiret), der indeholder prevemangden, anbringes i
ekstraktionsapparatet. Den nedvendige mengde hexan haldes i
kolben. Kolben tilsluttes ekstraktionsapparatet, og det hele anbringes i
det elektrisk opvarmede bad. Opvarmningen reguleres séledes, at tilbagel-
obsmengden udger mindst tre drdber i sekundet (moderat, ikke sterk
kogning).

Efter fire timers ekstraktion foretages afkeling. Hylstret udtages af ekstrak-
tionsapparatet og anbringes i en luftstrom for at fjerne storstedelen af det
indeholdte oplesningsmiddel.

Anden ekstraktion

Hylstret temmes i mikromellen, og der males s& fint som muligt.

Anbring mengdemassigt blandingen pény i hylstret og dette i ekstrak-
tionsapparatet.

Ekstraktionen begyndes pany, og den fortsettes endnu to timer, idet
kolben med forrige ekstraktion anvendes.

Den oplesning, der opnas i ekstraktionskolben, skal vare gennemsigtig.
Safremt dette ikke er tilfeeldet, filtreres der pa et stykke filterpapir, idet den
forste kolbe og filterpapiret gentagne gange vaskes med hexan. Filtratet og
afvaskningsoplesningen opsamles i en sarskilt kolbe, der pd forhand er
torret og vejet med 1 mg nejagtighed.

Eliminering af oplesning og vejning af ekstraktet

Sterstedelen af oplesningsmidlet fjernes ved destillation 1 elektrisk
opvarmet vandbad. De sidste rester af oplesningsmidlet fjernes ved at
opvarme kolben i ovnen ved 103 °C £ 2 °C i 20 minutter. Fordampningen
fremskyndes enten ved indblasning af luft eller, bedre, inaktiv gas fra tid
til anden eller ved anvendelse af vakuum.

Kolben afkeles i ekssikkatoren i mindst 1 time, og den vejes med 1 mg
nejagtighed.

Der opvarmes pa ny i 10 min. under samme forhold, hvorefter kolben
afkeles i ekssikkator og vejes.

Forskellen mellem to vejninger ma ikke overstige 10 mg. I modsat fald
opvarmes der pa ny i perioder pd ti minutter med efterfolgende afkeling og
vejning, indtil forskellen i masse er hgjst 10 mg. Den sidste vejning af
kolben noteres.

Der foretages to bestemmelser.

UDFORMNING AF RESULTATER
Beregning og formler

a) Ekstraktet udtrykt i masseprocent af produktet som leveret er lig med:
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3.2.

hvor:

S = masseprocent af produktet som leveret

my = massen i gram af den udtagne prevemangde
m; = massen i gram af ekstraktet efter torring

Som resultat tages det aritmetiske gennemsnit af de to bestemmelser,
safremt ingen gentagelse af bestemmelsen er nedvendig.

Resultatet udtrykkes med en decimal

b) Ekstraktet kan udtrykkes i relation til terstoffet ved anvendelse af
folgende formel:

100

S x o -0 = ekstrakt i % fedtstof /terstof
hvor:
S = masseprocent for ekstraktet af produktet som leveret (jf. a))
U = indhold af vand og flygtige stoffer.
Reproducerbarhed

Forskellen mellem resultaterne af de to samtidigt eller umiddelbart efter
hinanden af samme analytiker foretagne bestemmelser, ma ikke overstige
0,2 g ekstrakt ved hexan for 100 g prove.

I modsat fald gentages analysen p& to andre prevemaengder. Hvis
forskellen ogsa denne gang overstiger 0,2 g, tages som resultat det arit-
metiske gennemsnit af de fire bestemmelser.
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2.1.

4.1.

4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1

5.2

BILAG XVI
BESTEMMELSE AF IODTAL

ANVENDELSESOMRADE

Denne internationale standard specificerer en metode til bestemmelse af
iodtallet i animalske og vegetabilske fedtstoffer og olier, i det folgende
benavnt fedtstoffer.

DEFINITION

Ved anvendelsen af denne internationale standard galder folgende defi-
nition.

Iodtal: den mengde iod, der absorberes af proven under de arbejdsbetin-
gelser, der er specificeret i denne internationale standard.

Iodtallet udtrykkes som g iod pr. 100 g prove.

PRINCIP

En prove opleses i oplesningsmiddel, og der tilsettes Wijs reagens. Efter
en nermere fastsat tid tilsettes kaliumiodidoplesning og vand, og det
frigjorte iod titreres med natriumthiosulfatoplesning.

REAGENSER

Alle reagenser skal vaere anerkendt analysekvalitet.

Vand, skal opfylde kravene i ISO 3696, grad 3.

Kaliumiodid — 100 g/l oplesning, der ikke indeholder iodat eller frit iod.
Stivelseoplesning.

5 g opleselig stivelse blandes i 30 ml vand, denne blanding tilsattes
1 000 ml kogende vand efterfulgt af kogning i 3 min. og afkeling.

Natriumthiosulfat — standardoplesning.

¢(Na,S,03 x 5H,0) = 0,1 mol/l, som er standardiseret hejst syv dage
inden brug.

Oplesningsmiddel — tilberedes ved blanding af lige dele cyclohexan og
eddikesyre.

Wijs reagens — indeholder iodmonochlorid i eddikesyre. Der benyttes
kommercielt Wijs reagens.

APPARATUR

Normalt laboratorieudstyr og navnlig felgende:
Vejeskeer af glas, der passer til proven og kan anbringes i kolberne (5.2).

Erlenmeyer-kolber, 500 ml, der er forsynet med slebne glaspropper og er
helt terre.

FORBEREDELSE AF ANALYSEPROVEN

Den homogeniserede prove terres pa natriumsulfat og filtreres.

FREMGANGSMADE
Proven

Provens storrelse varierer alt efter dens forventede iodtal, jf. tabel 1.
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7.2.

7.3.

Tabel 1
Forventet iodtal Provens storrelse

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

Proven afvejes til nermeste 0,1 mg i en glasske (5.1).

Bestemmelse

Proven kommes i en 500 ml kolbe (5.2). Der tils@ttes 20 ml oplesning-
smiddel (4.5) for at oplese fedtstoffet. Der tilsettes nejagtig 25 ml Wijs
reagens (4.6), proppen sattes i, indholdet omrystes med en roterende
bevagelse, og kolben anbringes i merke. Der ma ikke benyttes mund-
pipette til Wijs reagenset.

Pa tilsvarende made forberedes der en blindpreve med oplesningsmidlet
og reagenset, men proven udelades.

Nér det geelder prover med et iodtal pa under 150, skal kolberne hensta i
morke i 1 time. Nér det geelder prover med et iodtal pa over 150, polyme-
riserede produkter eller kraftigt iltede produkter, skal kolberne henstd i
2 timer.

Derefter tilsattes hver af kolberne 20 ml kaliumiodidoplesning (4.2) og
150 ml vand (4.1).

Der titreres med natriumthiosulfat i standardoplesning (4.4), indtil den gule
farve, der skyldes iodet, nasten er forsvundet. Der tilsattes nogle fa draber
stivelsesoplesning (4.3), og titreringen fortsetter, indtil den bla farve lige
akkurat forsvinder efter meget kraftig omrystning.

Note: Potentiometrisk bestemmelse af slutpunktet kan tillades.
Antal bestemmelser

Der foretages to bestemmelser af samme prove.

ANGIVELSE AF RESULTATER

ITodtallet angives som

12,69 x ¢ x (V; — V)
m

hvor

¢ = den numeriske verdi af den eksakte koncentration (mol/l) af den
benyttede natriumthiosulfat-standardoplesning (4.4)

V,; = den numeriske verdi af den til blindpreven benyttede maengde
(ml) natriumthiosulfat-standardoplesning (4.4)
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V, = den numeriske verdi af den til bestemmelsen benyttede mamgde
(ml) natriumthiosulfat-standardoplesning (4.4)

m = den numeriske verdi af prevens storrelse (g) (7.1).

Resultatet betragtes som det artimetiske gennemsnit af de to bestemmelser
under foruds®tning af, at repeterbarhedskravet er opfyldt.
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BILAG XVII
METODE TIL BESTEMMELSE AF STIGMASTADIENER I VEGETA-
BILSKE OLIER

1. FORMAL

Bestemmelse af stigmastadiener i vegetabilske olier indeholdende lave
koncentrationer af disse kulbrinter, navnlig i jomfruolie og raolie af
olivenpresserester.

2. OMRADE

Metoden kan anvendes pa alle vegetabilske olier, selv om malinger kun er
palidelige, hvis indholdet af de pageldende kulbrinter er pa mellem 0,01
og 4,0 mg/kg. Metoden er serligt velegnet til at pavise tilstedeverelsen af
raffinerede vegetabilske olier (oliven, olivenrester, solsikke, palme osv.) i
jomfruolie, da raffinerede olier indeholder stimastadiener, og jomfruolie
ikke gor det.

3. PRINCIP

Isolation af uforszbelige stoffer. Separation af den steroide kulbrinte-
fraktion ved sgjlekromatografi pé silicagel og analyse ved kapillargaskro-
matografi.

4. APPARATUR

4.1. 250 ml kolber, der er egnet til brug med tilbagesvaler

4.2.  Skilletragte, kapacitet 500 ml

4.3. 100 ml rundbundede kolber

4.4. Rotationsfordamper

4.5. Kromatografisgjle af glas (1,5-2,0 cm indvendig diameter x 50 cm
leengde) med teflonprop og en tot glasuldsfibre eller sintret glasskive i
bunden. Til tilberedning af en silicagelsgjle haldes hexan pa kromato-
grafisgjlen til en dybde p& ca. 5 cm, hvorefter der fyldes op med en
opslemning af silicagel i hexan (15 g i 40 ml) ved hjelp af sma
mangder hexan. Henstilles til bundfaldning, som afsluttes med let
sammenrystning. Der tilsettes vandfrit natriumsulfat til en hejde pa ca.
0,5 cm, og til slut elueres den overskydende hexan.

4.6.  Gaskromatograf med flammeioniseringsdetektor, splitinjektor eller kold
»on column«-injektor og en ovn, der kan programmeres til en nejagtighed
pd £ 1 °C.

4.7. Kapillarsgjle med sintret silica til gaskromatografi (0,25 eller 0,32 mm
indvendig diameter x 25 m laengde) belagt med en 5 % phenylmethylsil-
iconefase, 0,25 um filmtykkelse.

Note 1.

Der kan bruges andre sejler med lignende eller lavere polaritet.

4.8.  Skriver/integrator med mulighed for integration over hver enkelt top.

4.9. 5-10 pl mikroinjektionssprojte til gaskromatografi med cementeret nal.

4.10. Elektrisk varmekappe eller varmeplade.
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5. REAGENSER

Alle reagenser ber vere af analytisk renhed, medmindre andet er angivet.
Det benyttede vand ber vare destilleret vand eller vand af mindst tils-
varende renhed.

5.1.  Hexan eller blanding af alkaner med kogepunktsinterval pa 65-70 °C
destilleret med rektificeringssgjle.

Note 2.

Oplosningsmidlet skal veere destilleret for at fierne urenheder.

5.2. 96 v/v ethanol.

5.3.  Vandfrit natriumsulfat.

5.4. 10 % alkoholisk kaliumhydroxidoplesning. Der tilszttes 10 ml vand til 50 g
natriumoxid og omreres. Derpa opleses blandingen i ethanol til 500 ml.

Note 3.

Alkoholisk kaliumhydroxid bliver brun ved henstand. Den ber tilberedes
frisk hver dag og opbevares i godt tilproppede, brune glasflasker.

5.5.  Silicagel 60 til sgjlekromatografi, 70-230 mesh (Merck ref. 7734 el.lign.).

Note 4.

Normalt kan silicagel bruges direkte fra beholderen uden behandling.
Imidlertid kan nogle batcher silica vise lav aktivitet, som giver ringe
kromatografiske separationer. Derfor ber silicagelen behandles séledes:
Silicagelen deaktiveres ved opvarmning i mindst fire timer ved 550 °C.
Efter opvarmning anbringes silicagelen i en ekssikator, hvor gelen afkaler,
og derefter overfores silicagelen til en kolbe med prop. Der tilsattes 2 %
vand og omrystes, til der ikke langere kan ses klumper, og pulveret
flyder frit.

Hvis batcher af silicagel giver kromatogrammer med interfererende toppe,
ber silicagelen behandles som beskrevet ovenfor. Som alternativ kan der
benyttes ekstraren silicagel 60 (Merck ref. 7754).

5.6.  Stamoplesning (200 ppm) af cholesta-3,5-dien (Sigma, 99 % renhed) i
hexan (10 mg i 50 ml).

5.7. Standardoplesning af cholesta-3,5-dien i hexan ved en koncentration pa
20 ppm fremkommet ved fortynding af ovennavnte oplesning.

Note 5.

Hvis oplesninger som navnt i 5.6 og 5.7 holdes ved under 4 °C, forringes
de ikke i lobet af i hvert fald de forste fire maneder.

5.8.  Oplesning af n-nonacosan i hexan i en koncentration pa ca. 100 ppm.

5.9. Beregas til kromatografi: helium eller hydrogen af 99,9990 % renhed.

5.10. Hjzlpegasser til flammeioniseringsdetektor: hydrogen af 99,9990 %
renhed og renset luft.
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6. FREMGANGSMADE
6.1. Fremstilling af uforsabeligt stof:

6.1.1. 20 £ 0,1 g olie afvejes i en 250 ml kolbe (4.1), der tilsettes 1 ml af
standardoplesningen af cholesta-3,5-dien (20 pg) og 75 ml 10 % alko-
holisk kaliumhydroxid, 10 %. Tilbagesvaleren pasattes, og der opvarmes
til svag kogning i 30 minutter. Kolben med proven fjernes fra varme-
kilden, og man lader oplesningen kele lidt (den ma ikke afkeles helt, da
preven sé vil stivne). Der tilsettes 100 ml vand, og oplesningen overferes
til en skilletragt (4.2) ved hjelp af 100 ml hexan. Blandingen rystes
kraftigt i 30 sekunder, hvorefter man lader den henstd, sa lagene kan
skilles.

Note 6.

Hvis der dannes en emulsion, som ikke hurtigt forsvinder, tilsettes der
smé meangder ethanol.

6.1.2. Den nedre vandige fase overfores til en anden skilletragt, og der
ekstraheres igen med 100 ml hexan. Man lader igen den nedre fase
lobe af, og hexanekstrakterne vaskes (samlet i en anden skilletragt) tre
gange med hver gang 100 ml blanding af ethanol-vand (1: 1), indtil der
opnas neutral pH-veerdi.

6.1.3. Hexanoplesningen passeres gennem vandfrit natriumsulfat (50 g), vaskes
med 20 ml hexan og inddampes i en rotationsfordamper ved 30 °C og lavt
tryk, indtil den er tor.

6.2. Separation af den steroide kulbrintefraktion:

6.2.1. Det tilbagevaerende overfores til fraktioneringssejlen ved hjelp af to 1 ml-
portioner hexan. Man lader vaskeniveauet falde til toppen af natriumsul-
fatet, og den kromatografiske eluering startes med hexan ved en hastighed
pd ca. 1 ml/min. De forste 25-30 ml af elueringen kasseres, og den
folgende 40 ml fraktion opsamles. Efter opsamlingen overferes denne
fraktion til en 100 ml rundbundet kolbe (4.3).

Note 7.

Den forste fraktion indeholder mettede kulbrinter (jf. figur 1a) og den
anden fraktion de steroide kulbrinter. Yderligere eluering giver squalen og
relaterede forbindelser. For at opnd god separation mellem mattede og
steroide kulbrinter kraves der optimering af fraktioneringsmeaengderne.
Med henblik herpd justeres mangden af den forste fraktion saledes, at
nar den anden fraktion analyseres, er de toppe, som representerer de
meattede kulbrinter, lave (jf. figur 1c). Hvis siddanne ikke fremkommer,
men standardtoppens intensitet er lav, reduceres mengden. I hvert fald er
en komplet separation mellem komponenterne i den forste og den anden
fraktion unedvendig, da der ikke er nogen overlappende toppe under
gaskromatografianalyse, hvis betingelserne justeres som beskrevet i
6.3.1. Optimering af mangden af den anden fraktion er normalt
ungdvendig, da der er god separation fra de evrige komponenter. Tilsted-
everelsen af en hgj top ved en retentionstid pa ca. 1,5 min. mindre end
standard skyldes squalen og angiver dérlig separation.

6.2.2. Den anden fraktion inddampes i en fordamper ved 30 °C og lavt tryk
indtil terhed, og restmangden opleses straks i 0,2 ml hexan. Oplesningen
opbevares i keleskab indtil analyse.

Note 8.

Restmangder under 6.1.3 og 6.2.2 ber ikke opbevares tort ved rumtem-
peratur. Sa snart de er fremkommet, ber oplesningsmidlet tilsattes, og
oplesningerne ber opbevares i keleskab.
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6.3. Gaskromatografi
6.3.1. Arbejdsbetingelser for splitinjektion:

— injektortemperatur: 300 °C

— detektortemperatur: 320 °C

— skriver/integrator: parametrene for integration ber sttes, sa de giver
en korrekt bedemmelse af arealerne. Integration over de enkelte toppe
anbefales

— folsomhed: ca. 16 gange mindste dempning

— injiceret mangde oplesning: 1ul

— ovnprogrammeringstemperaturer: initialtemperatur 235 °C i 6 min. og
derefter stigende med 2 °C/min. indtil 285 °C

— injektor med splitforhold 1: 15

— baregas: helium eller hydrogen ved ca. 120 kPa tryk.

Disse betingelser kan justeres alt efter kromatografens og sejlens evne til
at give kromatogrammer, der imedekommer folgende krav: intern stan-
dardtop inden for ca. 5 min. af den tid, der er angivet i 6.3.2. Den interne
standardtop ber vere pa mindst 80 % fuldt udslag.

Gaskromatografisystemet skal kontrolleres ved injektion af en blanding af
stamoplesningen af cholestadien (5.6) og n-nonacosanoplesning (5.8).
Cholesta-3,5-dientoppen skal vise sig for n-nonacosanen (jf. figur 1c).
Hvis den ikke fremkommer, kan man vealge mellem to metoder: at
bringe ovntemperaturen ned og/eller benytte mindre polere sgjler.

6.3.2. Identifikation af toppe

Den interne standardtop viser sig efter ca. 19 min. og stigmasta-3,5-dien
ved en relativ retentionstid pa ca. 1,29 (jf. figur 1b). Sammen med med
stigmasta-3,5-dien forekommer der smd mengder af en isomer, som
normalt kun giver en enkelt kromatografisk top. Hvis sejlen er for
polaer eller har stor oplesningsevne, kan isomeren imidlertid vise sig
som en lille top fer og ner pa toppen for stigmasta-3,5-dien (jf. figur
2). For at sikre, at stigmastadienerne elueres som en top, er det tilradeligt
at erstatte sgjlen med en mindre polare sgjle eller med en sgjle med storre
indvendig diameter.

Note 9.

Der kan fds en stigmastadienreference ved analyse af en raffineret
vegetabilsk olie ved at benytte metoden til bestemmelser af steroide
kulbrinter. Stigmastadiener fremkalder en signifikant og let identificerbar
top.

6.3.3. Kvantitativ analyse

Indholdet af stimastadiener bestemmes efter formlen:

Ay x M
mg/kg stigmastadiener = ﬁ

C o
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hvor: Ay = areal af stigmastadientop (hvis toppen er oplest i to
isomerer, summen af de to toppes arealer)

A, = areal af interne standard (cholestadien)
M, = massen af tilsat standard i mikrogram

M, = massen af olie i g.

Pavisningsgrense: Ca. 0,01 mg/kg.
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Figur 1

Gaskromatogrammer fra olivenolieprover analyseret pad en kapillarsejle med
sintret silica (0,25 mm indvendig diameter x 25 m), belagt med 5 % phenylme-
thylsilicone, 0,25 pum filmtykkelse.
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a) Forste fraktion (30 ml) fra jomfruolie tilsat standardoplesning.

b) Anden fraktion (40 ml) fra olivenolie indeholdende 0,10 mg/kg stigmasta-
diener.

¢) Anden fraktion (40 ml) indeholdende en lille smule af den ferste fraktion.

STIG-3,5

isomer

Figur 2

Gaskromatogrammer fra en prove af raffineret olivenolie analyseret pd en D-5-
sojle, der viser stigmasta-3,5-diens isomer.
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BILAG XVIII

BESTEMMELSE AF FORSKELLEN MELLEM DET FAKTISKE OG
DET TEORETISKE INDHOLD AF ECN 42-TRIACYLGLYCEROLER

1. FORMAL

Bestemmelse af den absolutte forskel mellem den veardi for
triacylglyceroler (TAG) med et @kvivalent kulstofantal pa 42 (ECN
42yprc), der bestemmes eksperimentelt ved HPLC-kromtografi af
olien, og den teoretiske vaerdi for TAG med et akvivalent kulstofantal
pd 42 (ECN 42c0retical), der beregnes ud fra fedtsyresammensatningen.

2. ANVENDELSESOMRADE

Metoden gelder for olivenolier. Den kan anvendes til at pavise tilsted-
evarelsen af sma mangder froolie (der har et hejt indhold af linolsyre) i
alle kategorier af olivenolie.

3. PRINCIP

Indholdet af ECN 42-triacylglyceroler bestemt ved HPLC-analyse og det
teoretiske indhold af ECN 42-triacylglyceroler (beregnet pa grundlag af
GLC-bestemmelse af fedtsyresammensatningen) stemmer inden for
visse granser overens for @gte olivenolier. En sterre forskel end de
vaerdier, der er fastsat for hver type olie, viser, at olien indeholder
froolier.

4. METODE

Metoden til beregning af det teoretiske indhold af ECN 42-triacylg-
lyceroler og af forskellen mellem denne vardi og HPLC-data bestéar
hovedsagelig i samordning af analysedata, der er fremkommet ved
andre metoder. Den kan opdeles i tre trin: bestemmelse af fedtsyres-
ammens@tningen ved hjelp af gaskromatografi pa kapillarkolonne,
beregning af den teoretiske sammensatning af ECN 42-triacylglyceroler
og HPLC-bestemmelse af ECN 42-triacylglyceroler.

4.1. Apparatur
4.1.1.  Rundkolber, 250 og 500 ml.

4.1.2. Bagerglas, 100 ml.

4.1.3.  Glaskromatografikolonne, indvendig diameter 21 mm, lengde 450 mm,
med hane og standardslib (indvendigt) foroven.

4.14. Skilletragte, 250 ml, med standardslib (udvendigt) forneden, som passer
overst pa kolonnen.

4.1.5. Glasstav, lengde 600 mm.

4.1.6.  Glastragt, diameter 80 mm.

4.1.7. Malekolber, 50 ml.

4.1.8. Malekolber, 20 ml.

4.1.9. Rotationsfordamper.

4.1.10. HPLC med mulighed for termostatstyring af kolonnetemperaturen.
4.1.11. Injektionsenheder a 10 pl.

4.1.12. Detektor: differentialrefraktometer. Folsomheden ved fuldt udslag ber
vare mindst 10~* enheder.
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4.1.13. Kolonne: rustfrit stilrer, lengde 250 mm og indvendig diameter
4,5 mm, fyldt med silicapartikler med diameter 5 um med 22-23 %
kulstof i form af octadecylsilan.

4.1.14. Databehandlingssoftware.
4.1.15. Glas med rummal ca. 2 ml, septum med teflonlag og skruelag.

4.2. Reagenser

Reagenserne skal veere af analysekvalitet. Elueringsvaskerne ber veare
afgasset og kan recirkuleres adskillige gange uden indflydelse pa adskil-
lelsen.

4.2.1. Petroleumsether 40-60 °C, kromatografikvalitet, eller hexan.
4.2.2.  Ethylether, peroxidfri, frisk destilleret.

4.23. Elueringsvaske til rensning af olien ved sgjlekromatografi, blanding af
petroleumsether/ethylether 87:13 (v/v).

4.2.4. Silicagel, 70-230 mesh, type Merck 7734, med standardiseret
vandindhold p& 5 % (w/w).

4.2.5. Glasuld.
4.2.6. Acetone til HPLC.
4.2.7.  Acetonitril eller propionitril til HPLC.

4.2.8. Elueringsvaske til HPLC: acetonitril + acetone (i det indbyrdes forhold,
der giver den enskede adskillelse; der begyndes med en blanding i
forholdet 50:50) eller propionitril.

4.2.9. Oplesningsmiddel: acetone.

4.2.10. Referencetriacylglyceroler: enten anvendes triacylglyceroler, som fas i
handelen (tripalmitin, triolein osv.), hvis retentionstider plottes mod
det akvivalente kulstofantal, eller der anvendes referencekromato-
grammer af sojaolie, en blanding af sojaolie og olivenolie i forholdet
30:70 og ren olivenolie (se anmarkning 1 og 2 og figur 1, 2, 3 og 4).

4.2.11. Fastfaseekstraktionskolonne med 1 g silica-fase, 6 ml.

43, Preveforberedelse

Da interfererende stoffer kan give falsk positive resultater, skal preven
altid oprenses ifolge IUPAC-metode 2.507, der anvendes til bestemmelse
af polaere forbindelser i friturefedt og -olier.

4.3.1.  Forberedelse af kromatografikolonne

Kolonnen (4.1.3) fyldes med ca. 30 ml elueringsvaeske (4.2.3), derefter
indsattes lidt glasuld (4.2.5) i kolonnen, og ved hjalp af glasstaven
(4.1.5) skubbes glasulden ned i bunden af kolonnen.

I et 100 ml baegerglas opslemmes 25 g silicagel (4.2.4) i 80 ml eluer-
ingsvaeske (4.2.3), som derefter overfores til kolonnen ved hjzlp af en
glastragt (4.1.6).

For at sikre sig, at al silicagelen er overfert til kolonnen, skylles bager-
glasset med elueringsvasken, og skylleveesken haldes ligeledes ned i
kolonnen.

Der abnes for hanen, sa vaesken kan lgbe ud af kolonnen, indtil veeskeo-
verfladen stér ca. 1 cm over silicagelen.
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4.3.2.  Kolonnekromatografi
2,5 £ 0,1 g olie, der om nedvendigt er filtreret, homogeniseret og terret i

forvejen, afvejes med 0,001 g ngjagtighed i en 50 ml mélekolbe (4.1.7).

Olien opleses i ca. 20 ml elueringsveeske (4.2.3). Der kan om
nedvendigt opvarmes svagt for at lette oplesningsprocessen. Der
afkeles til stuetemperatur, og volumenet justeres med elueringsvaske.

Ved hjzlp af en fuldpipette overfores der 20 ml oplesning til kolonnen,
der er forberedt som beskrevet i 4.3.1, der dbnes for hanen, og vasken
tappes af, indtil overfladen er pad hgjde med silicagelen.

Der elueres dernaest med 150 ml elueringsveeske (4.2.3) med en
hastighed pa ca. 2 ml/min (det tager ca. 60-70 minutter at lade
150 ml lgbe gennem kolonnen).

Eluatet opsamles i en 250 ml rundkolbe (4.1.1), der i forvejen er tareret
og vejet nejagtigt. Efter at veesken er inddampet pa rotationsfordamper
(4.1.9), vejes remanensen, som skal anvendes til fremstilling af
oplesningen til HPLC-analyse og til fremstilling af methylester.

Udbyttet af preven fra kolonnen skal vare mindst 90 % for kategorierne
ekstra jomfruolie, jomfruolie og raffineret olivenolie, og mindst 80 % for
bomolie og olivenolie af presserester.

4.3.3.  Oprensning ved fastfaseekstraktion
Fastfasekstraktionskolonnen (SPE-kolonnen) aktiveres ved eluering med

6 ml hexan (4.2.3) under vakuum (undgé terhed).

Der afvejes 0,12 g prove i et 2 ml glas (4.1.5) med en nejagtighed pa
0,001 g, og den opleses i 0,5 ml hexan (4.2.3).

Oplesningen sattes pd SPE-kolonnen, og der elueres med 10 ml hexan/
diethylether (87:13, v/v) (4.2.3) under vakuum.

Den opsamlede fraktion inddampes til terhed pa rotationsfordamper

(4.1.9) under reduceret tryk og ved stuetemperatur. Remanensen

opleses i 2 ml acetone (4.2.6) til analyse af triacylglyceroler (TAG).
4.4. HPLC-analyse

4.4.1. Proveforberedelse til kromatografianalyse

Der fremstilles en 5 % oplesning af den preve, der skal analyseres, ved,
at der afvejes 0,5 = 0,001 g af proven i en 10 ml mélekolbe, hvorefter
der fyldes op til 10 ml med oplesningsmiddel (4.2.9).

4.4.2. Fremgangsmdde

Kromatografisystemet gores klar. Der pumpes elueringsvaeske (4.2.8)
igennem med en hastighed af 1,5 ml/min. til rensning af hele
systemet. Der ventes, indtil basislinjen er blevet stabil.

Derefter indsprejtes 10 pl af proven, der er forberedt som under 4.3.

4.4.3. Beregning og angivelse af resultaterne

Der anvendes arealnormalisering, dvs. at summen af de toparealer, der
svarer til triacylglycerolerne med ECN 42 op til ECN 52, sattes til
100 %.

Den procentvise andel af hver triacylglycerol beregnes efter formlen:
% triacylglycerol = topareal x 100/summen af toparealerne
Resultaterne angives med mindst to decimaler.

Se anm. 1-4.
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4.5. Beregning af triacylglycerolsammensatningen (molprocent) ud fra
data om fedtsyresammensztningen (arealprocent)

4.5.1.  Bestemmelse af fedtsyresammenscetningen

Fedtsyresammensatningen bestemmes ifelge ISO 5508 pa kapillarko-
lonne. Methylestrene fremstilles ifolge COI/T.20/dok. nr. 24.

4.5.2.  Fedtsyrer, der indgdr i beregningen

Glyceriderne grupperes pa grundlag af deres @kvivalente kulstofantal
(Equivalent Carbon Number — ECN) som anfert i tabellen nedenfor.
Der er kun medtaget fedtsyrer med 16 eller 18 kulstofatomer, fordi kun
disse er af betydning for olivenolie. Fedtsyrerme ber normaliseres til 100 %.

Molekylvagt
Fedtsyre (FA) Forkortelse ECN
MW)
Palmitinsyre P 256,4 16
Palmitolsyre Po 2544 14
Stearinsyre S 284.,5 18
Oliesyre (0] 282,5 16
Linolsyre L 280,4 14
Linolensyre Ln 2784 12

4.5.3.  Omregning af arealprocent til mol for alle fedtsyrer (1)

arealprocent P arealprocent S arealprocent Po

molP = ———— molS = ———— mol Po =
MW P MW S MW Po
1 1 L 1 L
mol @ — dedlprocentO -, arealprocentlL |y arealprocent Ln
MW O MW L MW Ln

4.5.4. Normalisering af fedtsyrer (mol) til 100 % (2)

mol P *x 100

Iprocent P (1,2,3) =
molprocent P (1.2.3) = S+ Po + 0 7 L & Ln)

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

molprocent S (1,2,3) =

mol Po x 100

I t Po (1,2,3) =
molprocent Po (1,2,3) mol(P+S +Po+O+L + Ln)

- mol O x 100
~ mol(P+ S+ Po+ O+ L + Ln)

molprocent O (1,2,3)

_ mol L x 100
" mol(P+ S +Po+ O+ L + Ln)

molprocent L (1,2,3)

mol Ln % 100
mol(P +S + Po + O + L + Ln)

molprocent Ln (1,2,3) =

Resultaterne giver den procentvise andel af hver fedtsyre i molprocent i
samtlige stillinger (1, 2 og 3) i triacylglycerolerne.

Derefter beregnes summen af de meattede fedtsyrer P og S (SFA) og de
umattede fedtsyrer Po, O, L og Ln (UFA) (3):

molprocent SFA = molprocent P + molprocent S

molprocent UFA = 100 — molprocent SFA
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4.5.5. Beregning af fedtsyresammenscetningen i triacylglycerolernes 2- og 1,3-
stilling

Fedtsyrerne fordeles i tre grupper som folger: én for 2-stillingen og to
identiske for 1- og 3-stillingen med forskellige koefficienter for de
mattede syrer (P og S) og de umattede syrer (Po, O, L og Ln).

4.5.5.1. Meattede fedtsyrer i 2-stillingen [P(2) og S(2)] (4)
molprocent P(2) = molprocent P (1,2,3) * 0,06
molprocent S(2) = molprocent S (1,2,3) * 0,06

4.5.5.2. Umettede fedtsyrer i 2-stillingen [Po(2), O(2), L(2) og Ln(2)] (5)

molprocent Po(1,2,3)
molprocent UFA

molprocent Po(2) = * (100 — molprocent P(2) — molprocent S(2))

molprocent O(1,2,3)

molprocent O(2) = molprocent UFA

* (100 — molprocent P(2) — molprocent S(2))

molprocent L(1,2,3)

molprocent L(2) = * (100 — molprocent P(2) — molprocent S(2))

molprocent UFA

molprocent Ln(1,2,3)
molprocent UFA

molprocent Ln(2) = % (100 — molprocent P(2) — molprocent S(2))

4.5.5.3. Fedtsyrer i 1,3-stillingen [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3), L(1,3) og
Ln(1,3)] (6)

1 t P(1,2,3) — mol tP(2
molprocent P(1,3) = molprocent P(1.2, ; molprocent P(2) + molprocent P(1,2,3)

)i t S(1,2,3) — mol t S(2
molprocent S(1,3) = molprocent S(1, :3; molprocent S(2) + molprocent S(1,2,3)

molprocent Po(1,2,3) — molprocent Po(2)

molprocent Po(1,3) = + molprocent Po(1,2,3)

molprocent O(1,2,3) — molprocent O(2)

molprocent O(1,3) = 2 + molprocent O(1,2,3)
1 t L(1,2,3) — mol t L(2
molprocent L(1,3) = molprocent L(1,2, ; molprocent L(2) + molprocent L(1,2,3)
1 t Ln(1,2,3) — mol t Ln(2
molprocent Ln(1,3) = molprocent Ln(1.2.3) — molprocent Ln(2) + molprocent % Ln(1,2,3)

2

4.5.6. Beregning af triacylglyceroler
4.5.6.1. TAG'er med én fedtsyre (AAA, her LLL, PoPoPo) (7)

molprocent A(1,3) * molprocent A(2) * molprocent A(1,3)
10 000

molprocent AAA =

4.5.6.2. TAG'er med to fedtsyrer (AAB, her PoPoL, PoLL) (8)

molprocent A(1,3) * molprocent A(2) * molprocent B(1,3) * 2
10 000

molprocent AAB =

molprocent A(1,3) * molprocent B(2) * molprocent A(1,3)

1 t ABA =
molprocen 10 000
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4.5.6.3.

4.5.6.4.

TAG'er med tre forskellige fedtsyrer (ABC, her OLLn, PLLn, PoOLn,

PPoLn) (9)

molprocent ABC — molprocent A(1,3) * molprocent B(2) * molprocent C(1,3) * 2
10 000

molprocent BCA — molprocent B(1,3) * molprocent C(2) * molprocent A(1,3) * 2
10 000

molprocent CAB — molprocent C(1,3) * molprocent A(2) * molprocent B(1,3) * 2

10 000

ECN 42-triacylglyceroler

ECN 42-triacylglycerolerne beregnes i overensstemmelse med ligning 7,
8 og 9 og opstilles i reekkefolge efter den forventede eluering i HPLC
(normalt kun tre toppe).

LLL

PoLL og stillingsisomeren LPoL

OLLn og stillingsisomererne OLnL og LnOL
PoPoL og stillingsisomeren PoLPo

PoOLn og stillingsisomererne OPoLn og OLnPo
PLLn og stillingsisomererne LLnP og LnPL
PoPoPo

SLnLn og stillingsisomeren LnSLn

PPoLn og stillingsisomererne PLnPo og PoPLn.

ECN 42-triacylglycerolerne er givet ved summen af de ni triacylg-
lyceroler og deres stillingsisomerer. Resultaterne angives med mindst
to decimaler.

EVALUERING AF RESULTATERNE

Den beregnede teoretiske sammensatning og den sammensatning, der er
bestemt ved HPLC-analysen, sammenlignes. Hvis den absolutte forskel
mellem HPLC-dataene og de teoretiske data er storre end de verdier, der
er anfort i handelsnormen for den pagaldende oliekategori, indeholder
preven froolie.

Resultaterne angives med én decimal.
EKSEMPEL (TALLENE HENVISER TIL AFSNITTENE I BESKRI-

VELSEN AF METODEN)

— 4.5.1. Beregning af molprocent fedtsyrer pa grundlag af GLC-data
(normaliserede arealprocenter)

Der fremkommer folgende data for fedtsyresammens-
®tningen ved GLC:

FA P S Po (6] L Ln

MW 256,4 284,5 254,4 282,5 280,4 278,4

Arealprocent 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0
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— 4.53  Omregning af arealprocent til mol for alle fedtsyrer (se

formel (1))

mol P = 2;24 = 0,03900 mol P
mol S = 3 = 0,01054 mol S
284.5 >
mol Po = 251‘,4 = 0,00393 mol Po
mol O = 75 = 0,26549 mol O
282.5 ?
mol L = & = 0,03566 mol L
280,4 ?
mol Ln = 27;’4 = 0,00359 mol Ln

I alt = 0,35821 mol TAG

— 4.5.4.  Normalisering af fedtsyrer (mol) til 100 % (se formel (2))

0,03900 mol P * 100

molprocent P(1,2,3) = 0.35821 mol = 10,887 %
molprocent S(1,2,3) = 0’01%5,;15212011 i1:1 100 _ 5 04294

molprocent Po(1,2,3) = 0’0033352311:; 100 1097 %
molprocent O(1,2,3) = 0’265;251181; (r)noﬁ 100 = 74,116 %
molprocent L(1,2,3) = 0’03506;;;1; 11;:1 100 5 955 9%

molprocent Ln(1,2,3) = 0’00333?8311L;0;‘ 100 1 002 %
Molprocent i alt = 100 %

Sum af mettede og umettede fedtsyrer i 1-, 2- og 3-stillingen i TAG'erne
(se formel (3)):

molprocent SFA = 10,887 % + 2,942 % = 13,829 %
molprocent UFA = 100,000 % — 13,829 % = 86,171 %

— 4.5.5.  Beregning af fedtsyresammenscetningen i triacylglycerolernes 2- og 1,3-stilling

— 4.5.5.1 Me=ttede fedtsyrer i 2-stillingen [P(2) og S(2)] (se formel (4))

molprocent P(2) = 10,887 % * 0,06 = 0,653 molprocent

molprocent S(2) = 2,942 % * 0,06 = 0,177 molprocent

— 4.5.5.2 Umattede fedtsyrer i 2-stillingen [Po(1,3), O(1,3), L(1,3) og Ln(1,3)]
(se formel (5))
1,097 %

~ 86,171 % * (100 - 0,653 —0,177) = 1,262 molprocent
£ (1]

molprocent Po(2)

74,116 %

molprocent O(2) = 6171 % " (100 — 0,653 — 0,177) = 85,296 molprocent
. ()

9,955 9
molprocent L(2) = ﬁ x (100 — 0,653 — 0,177) = 11,457 molprocent
, ()

1,002 %

= 86171 % % (100 — 0,653 —0,177) = 1,153 molprocent
) 0

molprocent Ln(2)
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— 4553

— 4.5.6.

— 4.5.6.1.

Fedtsyrer i 1,3-stillingen [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3),
L(1,3) og Ln(1,3)] (se formel (6))

molprocent P(1,3) = w + 10,887 = 16,004 molprocent
molprocent S(1,3) = w + 2,942 = 4,325 molprocent
molprocent % Po(1,3) = w + 1,097 = 1,015 molprocent
molprocent O(1,3) = szﬂ + 74,116 = 68,526 molprocent
molprocent L(1,3) = w + 9,955 = 9,204 molprocent
molprocent Ln(1,3) = M + 1,002 = 0,927 molprocent

Beregning af triacylglyceroler

P4 grundlag af den beregnede fedtsyresammenseatning i
2- og 1,3-stillingen:

FA i 1,3-stillingen 2-stillingen
P 16,004 % 0,653 %
S 4,325 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,262 %
O 68,526 % 85,296 %
L 9,204 % 11,457 %
Ln 0,927 % 1,153 %
I alt 100,0 % 100,0 %

beregnes folgende triglycerider:

LLL

PoPoPo

PoLL med en stillingsisomer

SLnLn med en stillingsisomer

PoPoL med en stillingsisomer

PPoLn med to stillingsisomerer

OLLn med to stillingsisomerer

PLLn med to stillingsisomerer

PoOLn med to stillingsisomerer

TAG'er med én fedtsyre (LLL, PoPoPo) (se formel (7))

204 9 11,457 9 204 9
molprocent LLL = 2:204 % « 1’0 f)Z)OA) * 9,204 % _ 0,09706 mol LLL

1,015 9 1,262 9 1,015 9
molprocent PoPoPo = 015% + 1’0600g] * 1015% _ 0,00013 mol PoPoPo
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— 45.6.2

— 4.5.63

TAG'er med to fedtyrer (PoLL, SLnLn, PoPoL) (se formel (8))

1,015 % = 11,457 % % 9,204 % = 2
molprocent PoLL + LLPo = —-> > * ’100(‘)’0* AL 0,02141

9,204 % * 1,262 % * 9,204 %
10 000

molprocent LPoL. = = 0,01069

0,03210 mol PoLL

4,325 9 1,153 ¢ 279 2
molprocent SLnLn + LnLnS = 325 % » 1, 513 (fz)O* 0.927% * 2 _ 0,00092

0,927 % 0,177 9 0,927 9
molprocent LnSLn = — °x 1’0 OO(f] 5 A 0,00002

0,00094 mol SLnLn

1,015 9 1,262 9 204 9 2
molprocent PoPoL + LPoPo = 015% = 1, ?0 (f;)O* 9:204% * 2 _ 0,00236

1,015 % * 11,457 % x 1,015 %
molprocent PoLPo = °x 10 0000 * > = 0,00118

0,00354 mol PoPoL

TAG'er med tre forskellige fedtsyrer (PoPLn, OLLn, PLLn,
PoOLn) (se formel (9))

16,004 ¢ 1,262 9 0,927 9 2
molprocent PPoLn = — % L T 0{;)0* D27 % * 2 0,00374

0,927 9 0,653 9 1,015 9 2
molprocent LnPPo = - % * 0, 10 (f())O* ’ Hx2 0,00012

1,015 9 1,153 9 1 49 2
molprocent PoLnP = 015% » 1, 51303)0; 6004% * 2 _ 0,00375

0,00761 mol PPoLn

68,526 % * 11,457 % x 0,927 % x 2

1 t OLL = 0,14556
molprocen n 10000 ,
0,927 % * 85,296 % x 9,204 % x 2
1 t LnOL = = ’ . = 0,14555
molprocent Ln 07000 ,
9,204 ¢ 1,153 9 68,526 9 2
molprocent LLnO = = % * 1, % * 68, % * = 0,14544

10 000

0,43655 mol OLLn

16,004 % 11,457 % * 0,927 % * 2
molprocent PLLn = — °x ’10 00((’) 5 °rc 0,03399

0,927 % * 0,653 % * 9,204 % * 2

= 111
10 000 0,00

molprocent LnPL

9,204 % « 1,153 % *x 16,004 % * 2

= 0,03397
10 000 ’

molprocent LLnP

0,06907 mol PLLn



01991R2568 — DA — 04.08.2016 — 029.001 — 104

VY M25

1,015 9 85,296 9 0,927 % * 2
molprocent PoOLn = - % * 85, 10 0{;0* 2 °r s 0,01605

0,927 % * 1,262 % * 68,526 % * 2
10 000

molprocent LnPoO = 0,01603

68,526 % * 1,153 % * 1,015 % * 2
10 000

molprocent OLnPo =

0,01604

0,04812 mol PoOLn
ECN42 = 0,69512 mol TAG'er

Anmeerkning 1: Elueringsrekkefolgen kan bestemmes ved beregning af det akvi-
valente kulstofantal, ofte defineret ved udtrykket ECN = CN —2n, hvor CN er
kulstofantallet, og n er antallet af dobbeltbindinger; den kan beregnes mere
nejagtigt, hvis dobbeltbindingens placering tages i betragtning. Hvis n,, n; og
ny, er antallet af dobbeltbindinger i henholdsvis olie-, linol- og linolensyre, kan
det ekvivalente kulstofantal beregnes efter formlen:

EN = CN -d,n, —dn; — dy,ny,

hvor koefficienterne d,, d; og dj, kan beregnes ved hjzlp af referencetriglyceri-
derne. Under de betingelser, der er specificeret ved denne metode, vil resultatet
ligge tet ved:

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

Anmeerkning 2: Med flere referencetriglycerider er det ogsd muligt at beregne
oplesningsevnen med hensyn til triolein:

o = RTI/RT triolein
ved hjelp af den reducerede retentionstid RT' = RT-RT oplesningsmiddel.

Ud fra en afbildning af log o mod f (antal dobbeltbindinger) kan retentionstiderne
for alle de triglycerider af fedtsyrer, som findes i referencetriglyceriderne,
bestemmes (se figur 1).

Anmeerkning 3: Kolonnen skal vere sé effektiv, at toppene af LLL (trilinolein)
adskilles tydeligt fra toppene af de triglycerider, der har nasten samme reten-
tionstid. Elueringen fortszttes, indtil ECN 52-toppen.

Anmeerkning 4: Der sikres en pracis maling af alle relevante toparealer for denne
bestemmelse, hvis den anden top svarende til ECN 50 giver 50 % af fuldt udslag
pa skriveren.
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Figur 1
Afbildning af log o mod f (antal dobbeltbindinger)
StStSt
+05 -
o
D
o
+0 25+

StStln

-025 -

StStLn

-05 +

LnLnLn

Antal dobbeltbindinger

La: laurinsyre; My: myristinsyre; P palmitinsyre; S stearinsyre; O oliesyre; L linolsyre; Ln linol-
ensyre;
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Figur 2

Olivenolie med lavt indhold af linolsyre

13

14415
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Med oplesningsmiddel: acetone/acetonitril.

PROFIL a: Hovedkomponenter i kromatogramtoppene: ECN42 (1) LLL + PoLL; (2) OLLn +
PoOLn; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL + PoOL; (5) OOLn + PLL; (6) POLn + PPoPo; (7) OOL +
PoOO; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn +
SPoPo; (12) PLP; ECN48: (13) OOO + PoPP; (14 + 15) SOL + POO; (16) POP; ECN50: (17)
SOO; (18) POS + SLS.

b

13
15

,YMJLL:_; _ﬁ‘j\fxug AV IS T

Med oplesningsmiddel: propionitril

PROFIL b: Hovedkomponenter i kromatogramtoppene: ECN42: (1) LLL; (2) OLLn + PoLL; (3)
PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo + PPoL;
ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo;
(12) PLP; ECN48: (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO;
(18) POS + SLS
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Figur 3

Olivenolie med hejt indhold af linolsyre
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Med oplesningsmiddel: acetone/acetonitril (50:50).

Profil a: Hovedkomponenter i kromatogramtoppene: ECN42: (1«) LLL + PoLL; (2«) OLLn +
PoOLn; (3«) PLLn; ECN44: (4«) OLL + PoOL; (5«) OOLn + PLL; (6«) POLn + PPoPo;
ECN46: (7«) OOL + PoOO; (8«) PLO + SLL + PoOP; (9«) PLP + PoPP; ECN48: (10«) OOO;
(11«) POO + SLL + PPoO; (12«) POP + PLS; ECN50: (13«) SOO; (14«) POS + SLS

b
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Med oplesningsmiddel: propionitril

Profil b: Hovedkomponenter i kromatogramtoppene: ECN42: (1) LLL; (2 + 2«) OLLn + PoLL; (3)
PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo + PPoL;
ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo;
ECN48: (12) PLP; (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO;
(18) POS + SLS; ECN52: (19) AOO.
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BILAG XIX
VY M28
BESTEMMELSE AF INDHOLDET AF ALIFATISKE ALKOHOLER OG

TRITERPENALKOHOLER VED GASKROMATOGRAFI PA
KAPILLARKOLONNE

1. GENSTAND

I dette bilag beskrives en fremgangsmade til at bestemme indholdet af
alifatiske alkoholer og triterpenalkoholer i olier og fedtstoffer.

YM19
2. METODENS PRINCIP

Fedtstoffer, tilsat 1-eicosanol som intern standard, forseebes med kalium-
hydroxid i ethanoloplesning, hvorefter de ikke-forsebelige stoffer
ekstraheres med diethylether. Alkoholfraktionen separeres fra ekstrakten
af ikke-forsebelige stoffer ved kromatografi pa basiske kiselgelplader.
De alkoholer, der er indvundet fra kiselgelen, omdannes til trimethyl-
silylethere og analyseres ved gaskromatografi pd kapillarsgjle.

3. APPARATUR

3.1. 250 ml kolbe monteret med en refluxsvaler med samlinger med glasslib
3.2. 500 ml skilletragt
3.3. 250 ml kolber

3.4. komplet apparatur til analyse ved tyndtlagskromatografi med 20 x 20 cm
glasplader.

3.5. ultraviolet lampe med en belgeleengde pa 366 eller 254 nm
3.6. 100 og 500 pl mikrosprejter

3.7. en cylindrisk filtertragt med G3-glasfritte (poresitet 15-40 pm), med en
diameter pa ca. 2 cm og en hejde pa ca. 5 cm, egnet til vakuumfiltrering
og med et 12/21 udvendigt konisk glasslib

3.8. en 50 ml konisk vakuumkolbe med et 12/21 indvendigt konisk glasslib,
som filtertragten (punkt 3.7) kan monteres pa

3.9. et 10 ml preverer med konisk bund og tetsluttende prop

3.10.  en gaskromatograf, der er egnet til brug med kapillarsgjle, har et splitter-
system og bestar af:

3.10.1. et termostatkammer til sejler, som kan opretholde den enskede
temperatur med en nejagtighed pa 1 °C

3.10.2. en injektionsenhed med temperaturindstilling, med et fordampning-
selement af silanglas

3.10.3. en flammeioniseringsdetektor og en omformer-forstaerker

3.10.4. en integrerende skriver, der er egnet til brug med omformer-forsteerkeren
(punkt 3.10.3), og som har en svartid pa ikke over ét sekund og variabel
papirhastighed

3.11.  en kapillarsgjle af glas eller kvartsglas, med en lengde pad 20-30 m,
en indre diameter pd 0,25-0,32 mm, indvendig belagt med SE-52— eller
SE-54—vaskefase eller tilsvarende i en ensartet tykkelse pa mellem 0,10
og 0,30 um

3.12.  en 10 pl gaskromatografi-mikrosprejte med heerdet kanyle.

3.13.  precisionsvagt med en folsomhed pad 1 mg (angivelse af 0,1 mg).
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4. REAGENSER

4.1. kaliumhydroxid, ca. 2 N, i ethanoloplesning: 130 g kaliumhydroxid
(titer: min. 85 %) opleses i 200 ml destilleret vand under afkeling, og
der fyldes op med ethanol til 1 liter. Oplesningen opbevares i veltil-
proppede, morke glasflasker

4.2. diethylether, analyseren
4.3. vandfrit natriumsulfat, analyserent

4.4. glasplader belagt med kiselgel uden fluorescensindikator, tykkelse
0,25 mm (kan fés brugsferdige i handelen)

4.5. kaliumhydroxid, ca. 0,2 N, i ethanoloplesning: 13 g kaliumhydroxid
opleses i 20 ml destilleret vand, og der fyldes op med ethanol til 1 liter

4.6. benzen, til kromatografi (punkt 5.2.2)
4.7. acetone, til kromatografi (punkt 5.2.2)
4.8. hexan, til kromatografi (punkt 5.2.2)

4.9. diethylether, til kromatografi (punkt 5.2.2)
4.10.  chloroform, analyseren

Vv M28
4.11.  Referenceoplesning til tyndtlagskromatografi: C,,-Cyg-alkoholer 0,5 % i
chloroform, eller en fraktion af alkoholer, fremstilles som angivet i punkt
5.2 af det uforsebelige stof i en olie af olivenpresserester.

VYM19
4.12.  2,7-dichlorfluorescein, 0,2 %-oplesning i ethanol. Geres svagt basisk ved
tilsetning af nogle fa drdber 2 N alkoholisk kaliumhydroxidoplesning

4.13.  vandfri pyridin til kromatografi
4.14.  hexamethyldisilazan
4.15.  trimethylchlorsilan

4.16.  standardoplesninger af trimethylsilylethere (TMSE) af de alifatiske
alkoholer fra C,, til C,g, friskfremstillede ud fra blandinger af rene
alkoholer

4.17.  1-eicosanol, 0,1 % (m/v)-oplesning i chloroform (intern standard)
4.18.  baregas: hydrogen eller helium, ren, til gaskromatografi
4.19.  hjzlpegas: nitrogen, ren, til gaskromatografi.

5. FREMGANGSMADE
5.1 Fremstilling af de uforszebelige stoffer

5.1.1.  Et rumfang 0,1 %-1-eicosanoloplesning i chloroform (punkt 4.17), der
indeholder en mangde 1-eicosanol (man kan ligeledes anvende 1-enei-
cosanol) svarende til ca. 10 % af indholdet af alifatiske alkoholer i den
del af proven, der er taget ud til bestemmelsen, overfores til 250 ml-
kolben ved hjalp af 500 pl-mikrosprejten. F.eks. sattes til 5 g af proven
250 ul 0,1 %—1-eicosanoloplesning, hvis undersegelsen galder olive-
nolier eller freolier, og 1500 pl, hvis det gaelder olie fra olivenpresse-
rester.

Proven inddampes til terhed i en nitrogenstrom, hvorefter 5 g af den
torrede, filtrerede prove afvejes nejagtigt og overferes til den samme
kolbe.
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5.1.2. 50 ml 2 N-oplesning af kaliumhydroxid i ethanol tilsattes, refluxs-
valeren pésettes, og vasken opvarmes til svag kogning pa vandbad
under vedvarende, kraftig omrering, indtil forsebningen er sket
(oplesningen  bliver klar). Opvarmningen fortsettes 1 endnu
20 minutter, derefter tilsaettes 50 ml destilleret vand ovenfra gennem
svaleren, svaleren tages af, og kolben afkeles til ca. 30 °C.

5.1.3.  Kolbens indhold overferes kvantitativt til en 500 ml-skilletragt, idet der
skylles flere gange med destilleret vand, i alt ca. 50 ml. Ca. 80 ml
diethylether tilsettes, tragten rystes kraftigt i ca. 30 sekunder og far
lov til at henstd (note 1).

Den nedre vandige fase tappes af og opsamles i en anden skilletragt.
Yderligere to ekstraktioner foretages pa den vandige fase pa samme
made, idet der bruges 60-70 ml diethylether hver gang.

Note 1: En eventuel emulsion kan brydes ved tilsetning af en lille
mangde ethyl- eller methylalkohol ved hjlp af en spray.

5.1.4.  Etherekstrakterne samles i én skilletragt og vaskes med destilleret vand
(50 ml ad gangen), indtil vaskevandet giver neutral reaktion.

Nar vaskevandet er fjernet, torres ekstrakterne med vandfrit natrium-
sulfat og filtreres over vandfrit natriumsulfat ned i en pa forhand vejet
250 ml-kolbe, idet tragt og filter vaskes med sm& mangder diethylether.

5.1.5.  Etheren destilleres ned til nogle fa ml og bringes derefter til terhed under
et let undertryk eller i en nitrogenstrem, terres fuldsteendigt i en ovn ved
100 °C i ca. 15 minutter og vejes efter afkeling i en ekssikkator.

5.2. Separation af alkoholfraktionen

5.2.1. Forberedelse af de basiske plader: Kiselgelpladerne (punkt 4.4)
nedsaenkes fuldstendig i 0,2 N-oplesningen af kaliumhydroxid i
ethanol (punkt 4.5) i 10 sekunder, terrer under emhatte i 2 timer og
seettes til sidst i en ovn ved 100 °C i 1 time.

Pladeren tages ud af ovnen og opbevares i en ekssikkator med
calciumchlorid, til de skal bruges (plader, der er behandlet pa denne
made, skal anvendes inden 15 dage).

Note 2: Nar basiske kiselgelplader benyttes til at separere alkoholfrak-
tionen, er det ikke nedvendigt at behandle de ikke-forsaebelige
stoffer med aluminiuoxid. Pa denne made holdes alle sure
forbindelser (fedtsyrer og andre syrer) tilbage pa basislinjen,
og bandet med alifatiske alkoholer og terpenalkoholer bliver
klart adskilt fra sterolbandet.

522. Der heldes 65:35 (v/v)-hexan/ethyletherblanding i kromatografik-
ammeret til en hejde pa ca. 1 cm (V).

Kammeret lukkes med det dertil passende 1ag og henstar i ca. en halv
time, sa at der opnas ligevaegt mellem vaske og damp. Strimler af
filtrerpapir, der dypper ned i eluenten, kan anbringes pa kammerets
indre overflader. Dette reducerer elueringstiden med ca. en tredjedel
og giver en mere ensartet og regelmassig eluering af komponenterne.

(M) T disse tilfeelde i serdeleshed benyttes 95:5 (v/v)-benzen/acetoneblandingen for at opna
god adskillelse af bandene.
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Note 3: Kromatografiblandingen ber udskiftes for hver test for at opna
fuldstendig reproducerbare elueringsbetingelser.

5.2.3. Der fremstilles en ca. 5 %-oplesning af de ikke-forsebelige stoffer
(punkt 5.1.5) i chloroform. Med 100 pl-mikrosprejten afsattes med
0,3 ml af denne oplesning pa en kromatografiplade (punkt 5.2.1), ca.
2 cm fra den ene ende, en streg, som er sa tynd og ensartet som muligt.
Pa linje med stregen placeres 2-3 pl af alkoholreferenceoplosningen
(punkt 4.11) i den ene ende af pladen, s& bandet med de alifatiske
alkoholer kan identificeres efter eluering.

5.2.4. Pladen anbringes i kromatografikammeret, der er forberedt som angivet i
punkt 5.2.2. Temperaturen ber holdes mellem 15 og 20 °C. Kammeret
lukkes straks med laget, og der elueres, indtil oplesningsmiddelfronten
er ca. 1 cm fra pladens everste kant.

Derpa fjernes pladen fra kromatografikammeret, og man lader oplesn-
ingsmidlet fordampe i en strom af varm luft eller ved at lade pladen st&
en kort tid under emhztte.

VvV M28
T 525. Pladen sprojtes let og ensartet med 2',7'-dichlorfluoresceinoplesningen,
nar pladen observeres under ultraviolet lys. Béndet med alifatiske
alkoholer identificeres ved, at det ligger pd linje med pletten fra refer-
enceoplosningen, hvorefter bdndet med alifatiske alkoholer og béndet
umiddelbart derover, som indeholder triterpenalkoholer, markeres med
en sort blyant (Note 4).

Note 4: Anvisningen om at udtage bade bandet med alifatiske alkoholer
og bandet med triterpenalkoholer skyldes, at under denne
metodes betingelser er der en betydelig mangde alifatiske
alkoholer i bandet med triterpenalkoholer. I figur 1 i tillegget
er vist et ecksempel pa adskillelse ved  hjzlp af
tyndtlagskromatografi.

5.2.6. Med en metalspatel skrabes silicagelen i det markerede omrade af. Det
fiernede materiale pulveriseres fint og placeres i filtertragten (3.7). Der
tilsettes 10 ml varm chloroform, bland omhyggeligt med metalspatelen
og filtrer under vakuum; filtratet opsamles i den koniske kolbe (3.8), der
er forbundet med filtertragten.

Silicagelen i tragten vaskes tre gange med ethylether (ca. 10 ml ad
gangen), idet filtratet samles i den samme kolbe, der er forbundet med
filtertragten. Filtratet inddampes til et rumfang pa 4-5 ml, som overfores
til det pa forhdnd vejede 10 ml preverer (3.9), og der inddampes til
torhed med let opvarmning i en svag strem af nitrogen. Remanensen
genopleses i nogle fa dréber acetone, der inddampes igen til terhed, roret
placeres i en ovn ved 105 °C i ca. 10 minutter, og det afsvales i en
ekssikkator og vejes.

Remanensen i prevereret udger alkoholfraktionen.

VYM19
5.3. Fremstilling af trimethylsilylethere (TMSE)

5.3.1. Til preveroret med alkoholfraktionen sattes silyleringsreagenset, der
bestdr af en 9:3:1 (v/v/v)-blanding af pyridin/hexamethyl-disilazan/-
trimethylchlorsilan (note 5), i en mangde af 50 pl pr. milligram
alkohol, idet enhver optagelse af fugt undgas (note 6).
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Note 5: Brugsferdige oplesninger kan fas i handelen. Man kan ogsa fa
andre silyleringsreagenser som f.eks. bis-trimethylsilyltrifluor-
acetamid + 1 % trimethylchlorsilan, som skal fortyndes med
et lige sa stort rumfang vandfri pyridin.

Note 6: Den lette opalisering, som kan fremkomme, er normal og giver
ikke anledning til interferens. Hvis der dannes hvide fnug eller
fremkommer en lysered farve, er det tegn pa, at der er fugt til
stede, eller at reagenset ikke er i orden. Hvis det forekommer,
maé preven gentages.

5.3.2. Proverpret tilproppes, rystes omhyggeligt (uden at vende bunden i vejret
pa det), indtil alkoholerne er fuldsteendig oplest. Efter mindst
15 minutters henstand ved stuetemperatur centrifugeres der i nogle fa
minutter. Den klare oplesning er parat til gaskromatografisk analyse.

5.4. Gaskromatografisk analyse
5.4.1. Forberedende operationer, konditionering af sgjlen

5.4.1.1. Sejlen monteres i gaskromatografen, idet indlebsenden forbindes med
injektoren, der star i forbindelse med splittersystemet, og udlebsenden
forbindes med detektoren. Der foretages en generel kontrol af gaskro-
matografienheden (lakager fra gaskredslebene, detektorens effektivitet,
splittersystemets og skriversystemets effektivitet osv.).

5.4.1.2. Hvis seljen skal bruges for forste gang, anbefales det, at den underkastes
en konditionering. Man lader en svag gasstrom passere gennem sgjlen
og tender sa for gaskromatografienheden, derefter begynder man gradvis
at varme op til en temperatur mindst 20 °C over driftstemperaturen
(note 7). Denne temperatur opretholdes i mindst 2 timer, derefter
settes hele systemet i driftstilstand (justering af gasstromme og
splitter, anteendelse a flammen, forbindelse til den elektroniske skriver,
justering af segjlekammeret, detektorens og injektorens temperatur osv.),
og derefter optegnes signalet med en folsomhed, der er mindst to gange
storre end den, man agter at anvende til analysen. Basislinjens forlab
skal veare lige, uden toppe af nogen art, og den ma ikke drive. Drivning
nedad af en lige linje tyder pa laekage fra sgjlens forbindelser, drivning
opad tyder pé utilstrekkelig konditionering af sejlen.

Note 7: Konditioneringstemperaturen skal altid vare mindst 20 °C
lavere end den maksimumtemperatur, der er angivet for den
anvendte stationare fase.

5.4.2. Valg af driftsbetingelser
5.4.2.1. Der anbefales folgende vejledende driftsbetingelser:

— sgjletemperatur: forst konstant temperatur 180 °C i 8 minutter,
derefter programmeret stigning med 5 °C/minut op til 260 °C og
endelig 15 minutter ved 260 °C

— fordampertemperatur: 280 °C

— detektortemperatur: 290 °C

— baregassens lineere hastighed: helium 20-35 cm/s, hydrogen
30-50 cm/s

— splitterforhold: fra 1:50 til 1:100

— instrumentets folsomhed: fra 4 til 16 gange den minimale dempning



01991R2568 — DA — 04.08.2016 — 029.001 — 113

vMmI9
— registreringsfolsomhed: 1-2 mV fuld skala
— papirhastighed: 30-60 cm/time
— mangde stof injiceret: 0,5-1 ul TMSE-oplesning.

Disse betingelser kan varieres alt efter sejlens og gaskromatografens
egenskaber, sd man opndr kromatogrammer, der opfylder folgende krav:

— Retentionstiden for Cyg-alkohol skal vere 18 + 5 minutter.

— Toppen for Cj,-alkohol skal vaere 80 + 20 % af fuld skala for
olivenolie og 40 + 20 % af fuld skala for freolier.

5.4.2.2. For at kontrollere ovenstdende krav foretages gentagne injektioner af
proveblandinger af alkohol-TMSE, og driftsbetingelserne justeres, si
de bedste resultater opnas.

5.4.2.3. Integrationsparametrene for toppene ma fastsattes sddan, at de giver
korrekte verdier for de relevante toppe.

5.4.3. Udforelse af analysen

5.4.3.1. Med 10 pl-mikrosprejten opsuges 1 pl hexan, 0,5 pl luft og derefter
0,5-1 pl af preveoplesningen. Stemplet traekkes lengere ud, s kanylen
temmes. Kanylen trykkes gennem injektionsenhedens membran, og efter
1-2 sekunder injiceres hurtigt; derefter fjernes kanylen langsomt efter ca.
5 sekunder.

5.4.3.2. Skriveren skal kere, indtil alle alkohol-TMSE er fuldstendig elueret.
Basislinjen skal til stadighed opfylde kravene (punkt 5.4.1.2).

Vv M28
5.4.4. Identifikation af toppene

De enkelte toppe identificeres pa basis af retentionstiderne og ved
sammenligning med blandinger af standard-TMSE-blandingen, der er
analyseret under de samme betingelser.

Figur 2 og 3 i tillegget viser eksempler pa kromatogrammer for alko-
holfraktionen af en raffineret olivenolie.

VYM19
5.4.5. Kvantitativ vurdering

5.4.5.1. Toparealerne for 1-eicosanol og de alifatiske alkoholer C,,, Cyy, Cy¢ 0g
C,g beregnes ved hjelp af integratoren.

5.4.5.2. Koncentrationen af de enkelte simple alifatiske alkoholer beregnes i mg
pr. 1000 g fedtstof som folger:

A,-m_ - 1000
alkohol x =
A rm

s

A, = toparealet for alkohol x

Ag = arealet af 1-eicosanoltoppen

mg = massen af tilsat 1-eicosanol i milligram

m = massen af den prove, der bruges til bestemmelsen, i gram.
6. ANGIVELSE AF RESULTATER

Koncentrationerne af simple alifatiske alkoholer angives i mg pr. 1 000 g
fedtstof og deres sum som »total meengde alifatiske alkoholer«.
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Tillceg

Eksempel pa adskillelse ved hjzelp af tyndtlagskromatografi og eksempler pa
kromatogrammer

Figur 1

Tyndtlagskromatografiplade af den uforszebelige fraktion af olivenolie, der
er elueret med hexan/ethylether (65/35)

4

® -

3 z i & 5
1 Cy6-alkohol A Steroler
2 Csg-alkohol B Alifatiske alkoholer
3 Cyg-alkohol C  Triterpenalkoholer
4 Blanding af Cy0.2226.30- D Squalen

alkoholer
5 Uforsebeligt stof 1 ekstra

jomfruolie
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Figur 2
Kromatogram af alkoholfraktionen af en raffineret olivenolie
1 2 & 8 9
5
4
10
7
2
ki-n--l ’ i " . l»L l l .] J_‘L—J-
1 = Phytol 5 = Cy4-alkohol 9 = 24-methylen-cycloartenol
2 = Geranylgeraniol 6 = Cyg-alkohol 10 = Citrostadienol
3 = Alcohol C,, (IS) 7 = Cyg-alkohol 11 = Cyclobranol

4 = Cy,-alkohol 8 = Cycloartenol
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Figur 3

Alifatiske alkoholer og triterpenalkoholer i en raffineret olivenolie og i en olivenolie efter
anden centrifugering
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1 = Phytol 5 = Cy4-alkohol 9 = 24-methylen-cycloartenol
(24MeCA)
2 = Geranylgeraniol (CX) 6 = C,4-alkohol 10 = Citrostadienol
3 = Cyp-alkohol 7 = Cyg-alkohol 11 = Cyclobranol

4 = C,,-alkohol 8 = Cycloartenol (CA)
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BILAG XX
Metode til bestemmelse af indholdet af voks, fedtsyremethylestere og
fedtsyreethylestere ved gaskromatografi pa kapillarkolonne
1. FORMAL

Metodens formal er bestemmelse af indholdet af voks, fedtsyremethyl-
estere og fedtsyreethylestere i olivenolie. De enkelte vokser og alkylestere
adskilles efter antallet af kulstofatomer. Metoden anbefales som verktej
til at skelne mellem olivenolie og olie af olivenpresserester og som kvali-
tetsparameter for ekstra jomfruolie og dermed pdvisning af ulovlig
blanding af ekstra jomfruolie med olie af ringere kvalitet, uanset om
det er jomfruolie, bomolie eller desodoriseret olie.

2. PRINCIP
Tilszetning af egnede interne standarder til olien og adskillelse ved kroma-
tografi pa silicagelkolonne. Opsamling af den fraktion, der elueres under

provebetingelserne (og som har lavere polaritet end triacylglycerolerne),
og direkte analyse ved gaskromatografi pa kapillarkolonne.

3. APPARATUR
3.1.  Erlenmeyerkolbe, 25 ml

3.2.  Glaskolonne til veeskekromatografi, indvendig diameter 15 mm, lengde
30-40 ¢cm, med hane

3.3.  Gaskromatograf til brug med kapillarkolonne og med et system til
direkte indsprejtning i kolonnen, bestdende af folgende:

3.3.1. Termostatstyret kolonneovn med temperaturprogrammering
3.3.2. Kold injektor til direkte indsprejtning i kolonnen
3.3.3. En flammeioniseringsdetektor og en konverter-forsterker

3.3.4. Skriver/integrator (anm. 1), der passer til konverter-forstaerkeren (3.3.3),
med responstid hejst 1 sekund og variabel papirhastighed

Anmeerkning 1: Der kan ogsd benyttes computersystemer med direkte
overforsel af data fra gaskromatografen til en pc.

3.3.5. Kapillarkolonne af sintret kvarts (til analyse af vokser og methyl- og
ethylestere), lengde 8-12 m, indvendig diameter 0,25-0,32 mm, coatet
indvendigt med vaskefase (anm. 2) i en ensartet lagtykkelse pa
0,10-0,30 um

Anmeerkning 2: Der er egnede vaskefaser i handelen til dette formal, fx
SES2 og SES54.

3.4. Mikroinjektionssprajte pa 10 pl, med herdet kanyle, til direkte
indsprejtning i kolonnen

3.5.  Elektrisk vibrator
3.6. Rotationsfordamper
3.7. Muffelovn

3.8.  Analysevaegt med en ngjagtighed pd + 0,1 mg
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3.9. Sadvanligt laboratorieglasudstyr

4. REAGENSER

4.1.  Silicagel med kornsterrelse 60-200 um. Silicagelen anbringes i ovnen ved
500 °C i mindst fire timer. Efter afkeling tilsettes der 2 % vand beregnet
pa silicagelmengden. Pulveret rystes omhyggeligt, til det er ensartet, og
opbevares i ekssikkator i mindst tolv timer inden brug.

4.2.  n-hexan af kvalitet til kromatografering eller bestemmelse af restkoncen-
trationer (renheden kontrolleres)

ADVARSEL — Dampe kan antendes. Holdes vak fra varme, gnister og
aben ild. Serg for, at flasker altid er rigtigt lukket. Serg for god
udluftning under brugen. Undgé akkumulering af dampe, og fjern alle
antendelseskilder sdsom elvarmeapparater og elektrisk udstyr, der ikke
er lavet af ikke brandbare materialer. Farligt ved indanding, da det kan
forarsage skader pa nerveceller. Undgé inddnding af dampe. Brug om
nedvendigt egnet dndedraetsvaern. Undga kontakt med e@jne og hud.

4.3.  Ethylether, til kromatografering

ADVARSEL — Meget brandfarligt og moderat giftigt. Hudirriterende.
Farligt ved inddnding. Kan forarsage ojenskader. Virkningerne kan
indtrede med forsinkelse. Kan danne eksplosive peroxider. Dampe kan
antendes. Holdes vak fra varme, gnister og aben ild. Serg for, at flasker
altid er rigtigt lukket. Serg for god udluftning under brugen. Undgéd
akkumulering af dampe, og fjern alle antendelseskilder sdsom elvarmeap-
parater og elektrisk udstyr, der ikke er lavet af ikkebrandbare materialer.
Bor ikke inddampes til terhed eller nasten terhed. Dannelse af peroxider
kan mindskes ved tilsaetning af vand eller et passende reduktionsmiddel.
Ma ikke drikkes. Undga inddnding af dampe. Undgé leengerevarende eller
gentagen hudkontakt.

4.4. n-heptan, til kromatografering, eller isooctan

ADVARSEL - Brandfarligt. Farligt ved inddnding. Holdes vak fra
varme, gnister og aben ild. Serg for, at flasker altid er rigtigt lukket.
Serg for god udluftning under brugen. Undgd indédnding af dampe.
Undga lengerevarende eller gentagen hudkontakt.

4.5.  Standardoplesning af laurylarachidat (anm. 3), 0,05 % (m/v) i heptan
(intern standard for voks).

Anmeerkning 3: Der kan ogsa bruges palmitylpalmitat, myristylstearat
eller arachidyllaurat.

4.6.  Standardoplesning af methylheptadecanoat, 0,02 % (m/v) i heptan
(intern standard for methyl- og ethylestere)

4.7.  Sudan 1 (1-phenylazo-2-naphthol)
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4.8. Baeregas: hydrogen eller helium, ren, til gaskromatografi

ADVARSEL

Hydrogen. Meget brandfarligt, under tryk. Holdes vk fra varme, gnister,
aben ild og elektrisk udstyr, der ikke er lavet af ikkebraendbare materialer.
Serg for, at flaskens ventil er lukket, nar den ikke er i brug. Benyt altid
reduktionsventil. Reduktionsventilens fjeder skal udleses helt, inden
ventilen pa flasken abnes. Sta ikke foran flaskens &bning, néar ventilen
abnes. Serg for god udluftning under brugen. Overfor ikke hydrogen fra
en flaske til en anden. Bland ikke gasser i flasken. Serg for, at flaskerne
ikke kan velte. Hold flasker afskermet mod sollys og varme. Opbevares i
ikkekorrosionsfremmende omgivelser. Brug ikke flasker, der er
beskadiget eller mangler etiket.

Helium. Komprimeret gas under hejt tryk. Gassen mindsker den mangde
oxygen, der er til rddighed til vejrtreekning. Hold flasken lukket. Serg for
god udluftning under brugen. Ga ikke ind i lagerrum, hvis de ikke har
tilstreekkelig udluftning. Benyt altid reduktionsventil. Reduktionsventilens
fjeder skal udleses helt, inden ventilen pa flasken abnes. Overfor ikke gas
fra en flaske til en anden. Serg for, at flaskerne ikke kan velte. Sta ikke
foran flaskens dbning, nér ventilen abnes. Hold flasker afskeermet mod
sollys og varme. Opbevares i ikkekorrosionsfremmende omgivelser. Brug
ikke flasker, der er beskadiget eller mangler etiket. Ma ikke indéandes.
Kun til teknisk brug.

4.9. Hjzlpegasser:

— hydrogen, ren, til gaskromatografi

— luft, ren, til gaskromatografi.

ADVARSEL

Luft. Komprimeret gas under hejt tryk. Bruges med forsigtighed, nér
der er brendbare stoffer til stede, da de fleste organiske forbindelser
har en betydeligt lavere selvantendelsestemperatur i luft under hejt
tryk. Serg for, at flaskens ventil er lukket, nidr den ikke er i brug.
Benyt altid reduktionsventil. Reduktionsventilens fjeder skal udleses
helt, inden ventilen pa flasken &bnes. Std ikke foran flaskens &bning,
nar ventilen abnes. Overfor ikke gas fra en flaske til en anden. Bland
ikke gasser i flasken. Serg for, at flaskerne ikke kan velte. Hold
flasker afskarmet mod sollys og varme. Opbevares i ikkekorrosions-
fremmende omgivelser. Brug ikke flasker, der er beskadiget eller
mangler etiket. Luft til teknisk brug mé ikke anvendes til inhalations-
og respirationsapparater.

5. FREMGANGSMADE
5.1.  Fremstilling af kromatografikolonnen

15 g silicagel (4.1) opslemmes i n-hexan (4.2) og haldes i kolonnen
(3.2). Nér kolonnematerialet har sat sig ved henstand, pakkes det yder-
ligere ved hjelp af en el-vibrator (3.5) for at opna sterre homogenitet.
Der elueres med 30 ml n-hexan for at fjerne eventuelle urenheder. Pa
analysevegten (3.8) afvejes ca. 500 mg af preven ngjagtigt i en 25 ml
kolbe (3.1), og der tilsettes en mengde intern standard (4.5) svarende
til det formodede voksindhold, eksempelvis 0,1 mg laurylarachidat til
olivenolie og 0,25-0,50 mg til olie af olivenpresserester og 0,05 mg
methylheptadecanoat til olivenolier (4.6).
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Den tilberedte prove overferes til kromatografikolonnen ved hjelp af to
portioner n-hexan (4.2) a 2 ml.

Der aftappes oplesningsmiddel, indtil vaskeoverfladen stdr 1 mm over
kolonnematerialet. Der elueres yderligere med n-hexan/ethylether (99:1)
og opsamles 220 ml eluat med en hastighed pa ca. 15 draber pr. 10
sekunder. (Denne fraktion indeholder methyl- og ethylestrene og
vokserne). (Anm. 4) (Anm. 5).

Anmcerkning 4: n-hexan/ethylether-blandingen (99:1) skal friskfremstilles
hver dag.

Anmeerkning 5: Korrekt eluering af vokserne kan kontrolleres visuelt ved,
at der til proveoplesningen tilsettes 100 pl 1 % Sudan 1
i elueringsvaske.

Farvestoffet har en retentionstid mellem vokser og trig-
lycerider, sd nar farven har ndet bunden af kolonnen,
skal elueringen standses, eftersom al voks da er elueret.

Den derved fremkomne fraktion inddampes i en rotationsfordamper, indtil
oplesningsmidlet nasten helt er forsvundet. De sidste 2 ml fjernes ved
hjelp af en svag nitrogenstrom. Den opsamlede fraktion, der indeholder
methyl- og ethylestrene, fortyndes med 2-4 ml n-heptan eller isooctan.

5.2.  Gaskromatografisk analyse
5.2.1. Indledende procedure

Kolonnen péamonteres gaskromatografen (3.3), idet den ene ende
forbindes med injektionssystemet og den anden ende med detektoren.
Gaskromatografen kontrolleres (gasledningerne, detektors og skrivers
ydeevne, m.v.).

Hvis kolonnen ikke har veret benyttet for, kan det anbefales at kondi-
tionere den. En svag gasstrom ledes gennem kolonnen, hvorefter gaskro-
matografen sattes i gang. Der opvarmes gradvis til 350 °C over en
periode péd ca. fire timer.

Denne temperatur holdes i mindst to timer, hvorefter apparaturet indstilles
til arbejdsbetingelserne (gasstremmen indstilles, der tendes for flammen,
den elektroniske skriver (3.3.4) tilsluttes, kolonneovnens temperatur
indstilles, detektoren indstilles osv.). Signalet registreres med en
folsomhed pd mindst det dobbelte af den, der kraeves ved analysen.
Basislinjen ber vare linesr uden nogen form for toppe og ma ikke drive.

Negativ lineaer drift tyder pa utaetheder i kolonneforbindelserne, mens
positiv drift er tegn pa utilstrekkelig konditionering af kolonnen.

5.2.2. Valg af arbejdsbetingelser for vokser og methyl- og ethylestere (Anm. 6)

Arbejdsbetingelserne er normalt som folger:

— Kolonnetemperatur:

20 °C/min 5 °C/min

fra 80 °C (I’) ———— 140 °C —————— 335 °C (20)
— Detektortemperatur: 350 °C

— Indsprojtet meengde: 1 nl af oplesningen i (2-4 ml) n-heptan



01991R2568 — DA — 04.08.2016 — 029.001 — 121

VY M23

— Beregas: helium eller hydrogen med den for den valgte gas optimale
linexre hastighed (se tilleg A)

— Instrumentfelsomhed: passende til opfyldelse af ovenstdende krav.

Anmeerkning 6: P4 grund af den heje sluttemperatur, tillades der en
positiv drift pad op til 10 % af fuldt udslag.

Disse betingelser kan @ndres alt efter kolonnens og gaskromatografens
karakteristika, s& man opnar adskillelse af alle vokser og methyl- og
ethylestere af fedtsyrer, en tilfredsstillende oplesning af toppene (se
figur 2, 3 og 4) og en retentionstid for den interne standard laurylar-
achidat pad 18 + 3 minutter. Voksernes mest reprasentative top skal
méle mindst 60 % af fuldt udslag, mens den interne standard for
methyl- og ethylestrene, methylheptadecanoat, skal give fuldt udslag.

Parametrene for toppenes integration fastleegges pa en sadan made, at de
relevante toppes arealer vurderes korrekt.

5.3.  Udferelse af analysen

Der suges 10 pl af oplesningen op i 10 pl-mikrosprejten, og stemplet
trekkes tilbage, indtil kanylen er tom. Kanylen stikkes ind i injektions-
systemet, og der indsprejtes hurtigt efter 1-2 sekunder. Efter ca. 5
sekunder treekkes kanylen forsigtigt ud.

Registreringen fortsattes, indtil alle vokser eller stigmastadiener er helt
elueret, afthengigt af, hvilken fraktion der analyseres.

Basislinjen skal hele tiden opfylde de fastsatte betingelser.

5.4.  Identifikation af toppene

Toppene identificeres ud fra retentionstiderne, idet de sammenlignes med
blandinger af vokser med kendte retentionstider, der er analyseret under
samme betingelser. Alkylestrene identificeres ud fra blandinger af methyl-
og ethylestre af de vigtigste fedtsyrer i olivenolie (palmitinsyre og olie-

syre).

Figur 1 viser et kromatogram af vokser fra jomfruolie. Figur 2 og 3 viser
kromatogrammer af to ekstra jomfruolier fra detailhandelen, den ene
indeholdende methyl- og ethylestre, den anden ikke. Figur 4 viser kroma-
togrammerne af en ekstra jomfruolie af bedste kvalitet og af samme olie,
hvortil der er tilsat 20 % desodoriseret olie.

5.5. Kvantitativ analyse af vokserne

Arealerne af toppene for den interne standard laurylarachidat og for de
alifatiske Cy- til Cy4- estere bestemmes ved hjelp af integratoren.

Det samlede voksindhold bestemmes som summen af de enkelte vokser i
mg/kg fedtstof efter formlen:

(ZA,)'m,-1000

vokser, mg/kg = Y
‘m
S
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hvor:
A, = arealet af toppen for den enkelte ester i computerenheder
A = arealet af toppen for den interne standard laurylarachidat i
computerenheder
mg = massen af tilsat intern standard laurylarachidat i milligram
m = massen af den prove, der bruges til bestemmelsen, i gram.

5.5.1. Kvantitativ analyse af methyl- og ethylestere

Arealerne af toppene for den interne standard methylheptadecanoat,
methylestrene af Cj4- og Cjg-fedtsyrerne og ethylestrene af Ci¢- og
C,g-fedtsyrerne bestemmes ved hjelp af integratoren.

Indholdet af den enkelte alkylester bestemmes i mg/kg fedtstof efter

formlen:
A, 'mg *1000
Esti ke =258 """
ster, mg/kg Acm
hvor:
A, = arealet af toppen for den enkelte C;4- og Cig-ester i computer-
enheder
Ay = arealet af toppen for den interne standard methylheptadecanoat i
computerenheder
mg = massen af tilsat intern standard methylheptadecanoat i milligram
m = massen af den preve, der bruges til bestemmelsen, i gram.

6. ANGIVELSE AF RESULTATER

Summen af indholdet af de forskellige Cyp- til Cyg-vokser (Adnm. 7)
angives i mg pr. kg fedtstof (ppm).

Summen af indholdet af henholdsvis C4- til C;g-methylestere og -ethy-
lestere angives samt de to summer tilsammen.

Resultaterne angives i nermeste hele mg/kg.

Anmeerkning 7: De bestanddele, der skal bestemmes kvantitativt, er dem
med et lige antal kulstofatomer blandt Cyy- til Cyq-
estrene, jf. eksemplet pd et kromatogram af vokser i
olivenolie i nedenstdende figur. Hvis Cyg-esteren giver
en dobbelt top, tilrddes det med henblik pa identifikation
at analysere voksfraktionen fra en olie af olivenpresse-
rester, hvor Cyg-toppen tydeligt kan skelnes, da den er
langt den storste.

Forholdet mellem ethylestere og methylestere angives.
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Figur 1
Eksempel pé et gaskromatogram af voksfraktionen fra en olivenolie (')
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Signaturer:

Toppe med en retentionstid mellem 5 og 8 minutter storre end fedtsyremethylestere og -ethylestere.

I.S. = laurylarachidat

1 = diterpenestere

242" = Cyg-estere

3+3" = (Cy-estere

4+4" = Cyy-estere

5 = Cyg-estere

6 = sterolestere og triterpenalkoholer.

(") Efter eluering af sterolestrene méd kromatogrammet ikke have nogen betydende toppe (triacylglyceroler).
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Figur 2

Methylestere, ethylestere og vokser i en jomfruolie

Signaturer:

1

A @ > 2 o v A LN

methyl-Cy¢

ethyl-Cy¢
methylheptadecanoat, 1.S.
methyl-Cyg

ethyl-Cig

Squalene

laurylarachidat, 1.S.
diterpenestere

vokser

sterolestere og triterpenalkoholer
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Figur 3

Methylestere, ethylestere og vokser i en ekstra jomfruolie
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Signaturer:

1

A W > » A W oW

— methylheptadecanoat, 1.S.

methyl-Cyg
ethyl-Cyg

squalen
laurylarachidat, 1.S.
diterpenestere
vokser

sterolestere og triterpenalkoholer
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Figur 4

Udsnit af kromatogrammer af en ekstra jomfruolie og af samme olie, hvortil der er tilsat
desodoriseret olie
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Signaturer:

1 — methylmyristat, 1.S.

2 — methylpalmitat

3 — ethylpalmitat

4 — methylheptadecanoat, 1.S.
5 — methyllinoleat

6 — methyloleat

7 — methylstearat

8 — ethyllinoleat

9 — ethyloleat

10 — ethylsteara
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Tilleeg A

Bestemmelse af gassens linezre hastighed

Der indsprejtes 1-3 pl methan (eller propan) i gaskromatografen, efter at den er
indstillet til normale arbejdsbetingelser. Den tid, som det tager gassen at stremme
gennem kolonnen fra det gjeblik, den indsprgjtes, til toppen viser sig, méles (tM).

Den linezre hastighed i cm/s er givet ved L/tM, hvor L er sejlens lengde i cm,
og tM er den malte tid i sekunder.

VY M28
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BILAG XXI

Resultaterne af overensstemmelseskontroller, der er udfert pa olivenolie, jf. artikel 8, stk. 2

Mzerkning Kemiske parametre Organoleptiske kendetegn (%) Endelig konklusion
Parametre
Oprindel- | Kontrolst- BeitZZngnlee Oprindel- | Opbevar- | Ukorrekt udre?:nz(—)r bekraIeften— Medianfor Medianfor
Prove Kategori P | g sesbe- ingsfor- | informati- | Laeselighed | O/IO (%) & 0O/10 () lugt og O/I0 (®) | Indgreb | Sanktion
sesland ed (V) forskrifter- . evar- de fald, mangler
tegnelse skrifter on . A smag
ne dierne | hvilke? (%)
JN

(!) Iindre marked (fabrik, tapperi, detailhandel), eksport, import
(®) Alle kendetegnene for olivenolie i bilag I skal have en kode
(®) Overensstemmende/ikke overensstemmende
(*) Kraves ikke for olivenolie og olie af olivenpresserester
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