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KOMMISSIONENS FORORDNING (EF) Nr. 702/2007
af 21. juni 2007

om @ndring af forordning (EQF) nr. 2568/91 om kendetegnene for olivenolie og olie af
olivenpresserester og de i den forbindelse anvendte metoder

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Europeaiske
Faellesskab,

under henvisning til Radets forordning (EF) nr. 865/2004 af 29.
april 2004 om den falles markedsordning for olivenolie og
spiseoliven og om @ndring af forordning (E@F) nr. 827/68 (1),
serlig artikel 5, stk. 3, og

ud fra felgende betragtninger:

(1)  Ved forordning (EQF) nr. 2568/91 (?) fastsattes der
fysiske og kemiske kendetegn for olivenolie og olie af
olivenpresserester samt metoder til bedemmelse af
kendetegnene. Disse metoder og grensevardierne for
oliens kendetegn ber ajourferes i overensstemmelse
med kemisagkyndiges udtalelser og sidelobende med
arbejdet i Det Internationale Olivenolierad.

(2)  Kemikerne har navnlig skennet, at forestrede olier mere
nejagtigt kan pévises ved kvantitativ bestemmelse af det
procentvise indhold af 2-glycerylmonopalmitat. En lavere
grensevaerdi for stigmastadien i jomfruolier giver lige-
ledes en bedre adskillelse af jomfruolier og raffinerede
olivenolier.

(3)  For at fa tilstraekkelig tid til tilpasning til de nye normer
og til at treeffe de nedvendige foranstaltninger til anven-
delse af normerne og for ikke at forstyrre samhandelen
ber denne forordning forst anvendes fra den 1. januar
2008. Af samme grunde ber det bestemmes, at olivenolie
og olie af olivenpresserester, der er lovligt fremstillet og
mearket i Fellesskabet eller lovligt indfert i Fellesskabet

og overgdet til fri omsetning inden den navnte dato, kan
markedsferes, indtil lagrene er opbrugt.

(4)  Foranstaltningerne i denne forordning er i overensstem-
melse med udtalelse fra Forvaltningskomitéen for Oliven-
olie og Spiseoliven —

UDSTEDT FOLGENDE FORORDNING:

Artikel 1
I forordning (EQF) nr. 2568/91 foretages folgende sendringer:

1) Artikel 2, stk. 1, sjette led, affattes séledes:

»— til bestemmelse af det procentvise indhold af 2-glyce-
rylmonopalmitat, metoden i bilag VIL«

2) Bilagene @ndres som anfert i bilaget til naervarende forord-
ning.

Artikel 2

Denne forordning treeder i kraft pa tredjedagen efter offentlig-
gorelsen i Den Europeeiske Unions Tidende.

Denne forordning anvendes fra den 1. januar 2008.

Produkter, der er lovligt fremstillet og maerket i Fallesskabet
eller lovligt indfert i Feellesskabet og overgdet til fri omsatning
inden den 1. januar 2008, kan markedsfares, indtil lagrene er
opbrugt.

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

Udfeerdiget i Bruxelles, den 21. juni 2007.

(") EUT L 161 af 30.4.2004, s. 97. Berigtiget i EUT L 206 af 9.6.2004,
s. 37.

() EFT L 248 af 5.9.1991, s. 1. Senest @ndret ved forordning (EF)
nr. 1989/2003 (EUT L 295 af 13.11.2003, s. 57).

Pd Kommissionens vegne
Mariann FISCHER BOEL
Medlem af Kommissionen
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BILAG

I bilagene til forordning (EQF) nr. 256891 foretages folgende andringer:
1) Resuméet @ndres sdledes:
a) Overskriften til bilag II affattes siledes:

»Bestemmelse af indholdet af frie fedtsyrer, kold metode«

b) Overskriften til bilag VII affattes siledes:

»Bestemmelse af indholdet af 2-glycerylmonopalmitat i procente.

2) Bilag I affattes séledes:
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3) Tilleg 1 eendres saledes:

a) forste led affattes saledes:

»— Syreindhold Bilag II Bestemmelse af indholdet af frie fedtsyrer, kold metode«

b) trettende led affattes saledes:

»— Meettede fedtsyrer i 2-stil- Bilag VII Bestemmelse af indholdet af 2-glycerylmonopalmitat i

lingen procentc.

4) Overskriften til bilag II affattes sdledes:

»BESTEMMELSE AF INDHOLDET AF FRIE FEDTSYRER, KOLD METODE-.

5) Bilag IV affattes sdledes:

»BILAG IV

BESTEMMELSE AF VOKSINDHOLD VED GASKROMATOGRAFERING MED KAPILLARKOLONNE

3.2

3.3.

3.4.

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).

PRINCIP

Der tilsttes en egnet intern standard til olien, hvorefter adskillelsen finder sted ved kromatografering pd en
kolonne med hydratiseret silicagel. Den fraktion, der forst elueres under provebetingelserne (og som har lavere
polaritet end triglyceriderne), opsamles og analyseres direkte ved gaskromatografi med kapillarkolonne.

APPARATUR

25 ml erlenmeyerkolbe
kromatografikolonne af glas, indvendig diameter 15,0 mm, leengde 30-40 cm, med hane

gaskromatograf til brug med kapillarkolonne og med et system til direkte indsprejtning i kolonnen, bestdende

af folgende:

. termostatstyret kolonneovn med temperaturprogrammering
. kold injektor til direkte indsprejtning i kolonnen
. en flammeioniseringsdetektor og en konverter-forstaerker

. skriverfintegrator, der passer til konverter-forstaerkeren (3.3.3), med responstid hejst 1 sekund og variabel

papirhastighed. (Der kan ogsd benyttes computersystemer, hvor gaskromatografidataene opsamles pa en PC.)

. kapillarkolonne af glas eller sintret kvarts, leengde 8-12 m og indvendig diameter 0,25-0,32 mm, coatet

indvendigt med stationzr fase i en ensartet lagtykkelse p& 0,10-0,30 pm (egnet stationzr fase af den kommer-
cielle type SE52 eller SE54)

mikroinjektionssprejte pa 10 pl med heerdet kanyle til direkte indsprejtning i kolonnen
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3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

elektrisk vibrator

rotationsfordamper

muffelovn

analysevaegt med en nejagtighed pd + 0,1 mg

seedvanligt glasudstyr.

REAGENSER

silicagel med kornsterrelse 60-200 pm

Silicagelen anbringes i ovnen ved 500 °C i mindst fire timer. Efter afkeling tilsattes der 2 % vand beregnet pa
silicagelmangden. Pulveret rystes omhyggeligt, til det er ensartet. Opbevares i morke i mindst tolv timer inden
brug.

n-hexan til kromatografi

ethylether til kromatografering

n-heptan til kromatografi

kalibreringsoplesning af 0,1 % (m/v) laurylarachidat i hexan (intern standard) (Der kan ogsé bruges palmityl-
palmitat eller myristylstearat.)

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

baregas: hydrogen eller helium, ren, til gaskromatografi

hjeelpegasser:

— hydrogen, ren, til gaskromatografi

— luft, ren, til gaskromatografi.

FREMGANGSMADE
Fremstilling af kromatografikolonnen

15 g silicagel (4.1) opslemmes i n-hexan (4.2) og heldes i kolonnen (3.2). Nar kolonnematerialet har sat sig
ved henstand, pakkes det yderligere ved hjelp af en el-vibrator (3.5) for at opnd sterre homogenitet. Der elueres
med 30 ml n-hexan for at fjerne eventuelle urenheder. P4 vegten (3.8) afvejes der ngjagtig 500 mg af proven i
en 25 ml erlenmeyerkolbe (3.1), og der tilsattes en meengde intern standard (4.5) svarende til det formodede
voksindhold. F.eks. tilsattes der 0,1 mg laurylarachidat til presset olivenolie og 0,25-0,5 mg til olie af presse-
rester. Den tilberedte prove overfores til kromatografikolonnen ved hjalp af to portioner n-hexan (4.2) a 2 ml.

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

Bemeerkninger:

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

— Korrekt eluering af vokserne kan kontrolleres visuelt ved, at der til preveoplesningen tilsttes 100 pl 1% Sudan 1 i
elueringsvaesken. Farvestoffet har en retentionstid mellem vokser og triglycerider, s nér farven har ndet bunden af
kolonnen, ber elueringen standses, eftersom al voks da er elueret.
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5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.3.

Den derved fremkomne fraktion inddampes i en rotationsfordamper (3.6), indtil oplesningsmidlet naesten helt
er forsvundet. De sidste 2 ml oplesningsmiddel fjernes ved hjelp af en svag nitrogenstrom, og derefter tilsattes
der 2-4 ml n-heptan.

Gaskromatografisk analyse
Indledende procedure

Kolonnen pdmonteres 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 vaeret benyttet for, kan det anbefales at konditionere den. En svag gasstrom ledes
gennem kolonnen, hvorefter gaskromatografen sttes i gang. Der opvarmes gradvis til 350 °C over en periode
pd ca. fire timer. Denne temperatur holdes i mindst to timer, hvorefter apparaturet indstilles til arbejdsbetin-
gelserne (gasstrommen indstilles, der teendes for flammen, den elektroniske skriver (3.3.4) tilsluttes, kolonneov-
nens og detektorens temperatur indstilles, osv.). Signalet registreres med en folsomhed pa mindst det dobbelte
af den, der kraves for at foretage analysen. Basislinjen ber veere lineaer uden nogen form for toppe og uden
nogen forstyrrelser.

Negativ drift tyder pd utetheder i kolonneforbindelserne, mens positiv drift er tegn pa utilstrackkelig konditi-
onering af kolonnen.

Valg af arbejdsbetingelser

Arbejdsbetingelserne er normalt som folger:

— kolonnetemperatur:
20 °C/minut 5 °C/minut 20 °C/minut
fra 80 °C — 240 °C — 325°C — 340 °C
1) (6") (10°)

— detektortemperatur: 350 °C

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

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

— instrumentfolsomhed: skal opfylde nedenstiende krav:

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

Parametrene for toppenes integration fastleegges pd en sddan madde, at de relevante toppes arealer vurderes
korrekt.

Bemearkning: P4 grund af den heje sluttemperatur, tillades der en positiv drift pa op til 10 % af fuldt udslag.
Udforelse af analysen
Der suges 1 pl af oplesningen op i 10 pl-mikrosprejten, og stemplet traekkes tilbage, sd kanylen er tom.

Kanylen stikkes ind i injektionssystemet, og der indsprejtes hurtigt efter 1-2 sekunder. Efter ca. 5 sekunder
trekkes kanylen forsigtigt ud.

Registreringen fortsattes, indtil alle vokserne er helt elueret.

Basislinjen skal hele tiden opfylde de fastsatte betingelser.
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5.4.

5.5.

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.

Kvantitativ vurdering
Arealerne af toppene for den interne standard og de alifatiske C4o-C,¢-estere bestemmes ved hjelp af integra-
toren.

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

Ay xmg x 1000
Ay xm

ester, mg/kg =

A, = arealet af toppen for den enkelte ester i kvadratmillimeter

A = arealet af toppen for den interne standard i kvadratmillimeter
m, = massen af tilsat intern standard i milligram
m = massen af den prove, der er udtaget til analyse, i gram.

ANGIVELSE AF RESULTATER

Summen af de forskellige C4q-C46-vokser angives i mg pr. kg fedtstof (ppm).
Bemerkning: De bestanddele, der skal bestemmes kvantitativt, er dem med toppe, der kan identificeres som C4o-C4¢-estere med
et lige antal kulstofatomer, jf. kromatogrammet af vokser fra jomfruolie i nedenstdende figur. Hvis C,4-esteren giver en

dobbelt top, tilrddes den identificeret ved analyse af voksfraktionen fra olie af olivenpresserester, hvor Cy4-toppen let kan
identificeres pd grund af sin storrelse.

Resultaterne angives med en decimal.
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Figur

Kromatogram af vokser fra jomfruolie (*)

30 .00_1 1 I
I.S.
25.004
20 00
15.00
4
3
10 00
2
' ?
\l
500 3
W
0004 L 1 | IS |
1 6
T T T T T T T
(o] 5 10 15 20 25 30 35
Signaturer:
LS. = laurylarachidat
1. = diterpenestere
2+ 2" = Cypestere
3 + 3" = (yy-estere
4 + 4" = (Cyy-estere
5 = (Cyq-estere
6 = sterolestere og triterpenalkoholer.

(*) Efter eluering af sterolestrene ma kromatogrammet ikke have nogen betydende toppe (triglycerider).

Tilleg
Bestemmelse af gassens linezre hastighed

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

Den lineare hastighed i cm/s beregnes ved formlen Ljty, hvor L er kolonnens lengde i cm og ty tiden malt i
sekunder.;
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6) Bilag VII affattes sdledes:

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.12.

3.13.

3.14.

3.15.

3.16.

3.17.

3.18.

3.19.

»BILAG VII

BESTEMMELSE AF INDHOLDET AF 2-GLYCERYLMONOPALMITAT I PROCENT

GENSTAND OG ANVENDELSESOMRADE

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

Metoden kan anvendes pd vegetabilske olier, der er flydende ved stuetemperatur (20 °C).

PRINCIP

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

APPARATUR OG SADVANLIGT UDSTYR

25 ml erlenmeyerkolbe
100, 250 og 300 ml bagerglas

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

10, 50, 100 og 200 ml madleglas

100 og 250 ml rundbundede kolber
rotationsfordamper

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

termostat, der kan holde en temperatur pd 40 £ 0,5 °C
1 og 2 ml mélepipetter

1 ml injektionssprejte

100 pl mikroinjektionssprojte

1000 ml skilletragt

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.

kold »on column«-injektor til direkte indsprejtning af preven i kolonnen
flammeioniseringsdetektor og elektrometer
skriver-integrator, der passer til elektrometeret, med responstid hejst 1 sekund og variabel papirhastighed

kapillarkolonne af glas eller sintret kvarts, lengde 8-12 m og indvendig diameter 0,25-0,32 mm, coatet
med 5 % methylpolysiloxan eller phenylmethylpolysiloxan i en lagtykkelse pd 0,10-0,30 pm, og brugbar
op til 370°C

10 pl mikroinjektionssprojte med heerdet kanyle, lengde mindst 7,5 cm, til indsprejtning direkte i
kolonnen.



22.6.2007

[ DA |

Den Europaiske Unions Tidende

L 161/21

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

5.1.
5.1.1.

5.1.1.1.

REAGENSER

silicagel med kornsterrelse 63-200 pm (70/280 mesh), tilberedt sdledes: Silicagelen anbringes i en porce-
leensskal, torres i ovn ved 160 °C i fire timer og afkeles til stuetemperatur i ekssikkator. Der tilsettes 5 %
vand til silicagelen pa folgende made: I en erlenmeyerkolbe afvejes 152 g silicagel, og der tilsxttes 8 g
destilleret vand; kolben tilproppes og rystes forsigtigt, indtil vandet er jeevnt fordelt. Henstdr i mindst 12
timer inden brugen.

n-hexan (til kromatografi)
isopropanol
isopropanol, vandig oplesning 1:1 (v/v)

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

bufferoplesning af trishydroxymethylaminomethan: 1 M vandig oplesning indstillet til pH 8 (potentio-
metrisk méling) med koncentreret HCI (1:1, v/v)

natriumcholat, enzymkvalitet, 0,1 % vandig oplesning (oplesningen skal bruges inden for to uger)
calciumchlorid, 22 % vandig oplesning

diethylether til kromatografi

elueringsvaske: blanding af n-hexan og diethylether, 87:13 (v/v)

natriumhydroxid, 12 % oplesning (w/w)

phenolphthalein, 1 % oplesning i ethanol

baeregas: hydrogen eller helium, til gaskromatografi

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

silyleringsreagens: blanding af pyridin, hexamethyldisilazan og trimethylchlorsilan 9:3:1 (v/v/v). (Der fés
brugsklare oplesninger i handelen. Der kan ogsd benyttes andre silyleringsreagenser, f.eks. bis-(trimethyl-
silyDtrifluoracetamid + 1 % trimethylchlorsilan, fortyndet med samme volumen vandfri pyridin.)

Referenceoplesninger: rene monoglycerider eller blandinger af monoglycerider med kendt procentvis
sammensatning af omtrent samme storrelse som proven.

FREMGANGSMADE
Proveforberedelse
Olier med under 3 % frie syrer behaver ikke at neutraliseres inden kromatograferingen pa silicagelkolonne.

Olier med mere end 3 % frie syrer neutraliseres som beskrevet i punkt 5.1.1.1.

Der anbringes 50 g olie og 200 ml n-hexan i skilletragten pd 1 000 ml (3.13). Der tilsettes 100 ml
isopropanol og en mangde 12 % natriumhydroxidoplesning (4.11), der svarer til oliens indhold af frie
syrer forhejet 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 lyserade farve er forsvundet.

Det meste af hexanen fjernes ved vakuumdestillation (f.eks. rotationsfordamper), og olien overfores til en
100 ml rundbundet kolbe (3.5). Olien inddampes til fuldstendig terhed under vakuum.

Herefter skal oliens syreindhold veere mindre end 0,5 %.
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5.1.2.

5.2.
5.2.1.

I en 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). Oplosningen henstdr mindst 15 minutter inden kromatografering
pd silicagelkolonne.

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

Fremstilling af kromatografikolonnen

Der haldes ca. 30 ml elueringsvaeske (4.10) i kolonnen (3.3), og i bunden af kolonnen placeres der ved

hjeelp af en glasstav et stykke vat, som luften trykkes ud af.

I et bagerglas fremstilles en opslemning af 25 g silicagel (4.1) i ca. 80 ml elueringsvaeske, og opslem-
ningen hzaldes pd kolonnen gennem en tragt.

Nar det er kontrolleret, at al silicagelen er kommet ned i kolonnen, skylles der med elueringsvaeske (4.10),
hanen &bnes, og der tappes veaske af, indtil overfladen er ca. 2 mm over silicagelens overkant.
Kolonnekromatografi

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

Praven opleses i 10 ml elueringsveaeske (4.10). Oplosningen overferes til kromatografikolonnen, der er
fremstillet som beskrevet i punkt 5.1.3. Kolonnepakningens overflade mé ikke forstyrres.

Der dbnes for hanen og aftappes elueringsmiddel, indtil proveoplesningens overflade er pd niveau med
silicagelen. Der elueres med 150 ml elueringsveeske. Hastigheden settes til 2 ml/min (dvs. at de 150 ml
lober gennem kolonnen pd ca. 60-70 minutter).

Eluatet opsamles i en tareret 250 ml rundbundet kolbe. Oplasningsmidlet afdampes under vakuum, og de
sidste rester fjernes med en nitrogenstrom.

Kolben vejes, og ekstraktmangden udregnes.

(Hvis der benyttes brugsklare SPE-silicagelpatroner, folges denne fremgangsmade: 1 ml af oplesningen
(5.1.2) settes pa patroner, der er forberedt med 3 ml n-hexan.

Nér oplesningen er lobet 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 fedtsyresammenszatningen for og
efter behandlingen pd SPE-patronen kontrolleres.)

Hydrolyse med pankreaslipase

I centrifugeglasset afvejes 0,1 g olie, som er behandlet som beskrevet i punkt 5.1. Der tilsettes 2 ml
bufferoplesning (4.6), 0,5 ml natriumcholatoplesning (4.7) og 0,2 ml calciumchloridoplesning, idet der
omrores omhyggeligt mellem hver tilsaetning. Glasset lukkes med slibproppen og anbringes i termostaten
ved 40 £ 0,5 °C.

Der tilseettes 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 henszttes
til afkeling.

Der tilsaettes 1 ml diethylether, tilproppes og rystes energisk, og centrifugeres, hvorefter etheroplesningen
overfores til et rent og tert glas med en mikroinjektionssprojte.

Fremstilling af silanderivater og gaskromatografi

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

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

Efter 20 minutter tilsettes der 1-5 ml n-hexan (alt efter kromatograferingsbetingelserne): Den fremkomne
oplesning er klar til gaskromatografering.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

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 dernzst med 5 °C pr. minut indtil 340 °C, og endelig 340 °C i 13
minutter

— baeregas: hydrogen eller helium indstillet til en sddan linezr hastighed, at der opnds den i figur 1 viste
oplosning. Csy-triglyceridet skal have en retentionstid pd 40 + 5 minutter (se figur 2). (Ovenstiende
arbejdsbetingelser er vejledende. Den enkelte analyseansvarlige ma optimere dem for at opnd det
onskede resultat. Hojden af toppen for 2-glycerylmonopalmitat skal vare mindst 10 % af fuldt
udslag péd skriveren.)

— indsprejtet mangde: 0,5-1 pl af oplesningen i (5 ml) n-hexan (5.3.3).

Identifikation af toppene

De enkelte monoglycerider identificeres efter deres retentionstider i proveanalysen sammenlignet med
tiderne fra analyse af standardmonoglyceridblandinger under samme betingelser.

Kvantitativ vurdering

Arealerne af toppene beregnes ved hjalp af integratoren.

ANGIVELSE AF RESULTATER
Det procentvise indhold af glycerylmonopalmitat beregnes ud fra forholdet mellem arealet af den pégel-

dende top og summen af arealerne af samtlige monoglyceridtoppe (se figur 2) efter folgende formel:

glycerylmonopalmitat (%): Q—; x 100

hvor:
A, = arealet af den top, der svarer til glycerylmonopalmitat
SA = summen af arealerne af samtlige monoglyceridtoppe

Resultatet angives med én decimal.

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 &rsager

— ngje 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 tilsaetning af 20 % forestret olie (100 %)

100 10.384 12.266 21.649 23.310

- Huile d’olive raffinée

+ 20% huile estérifiée 17.89 -
1-2 monopalmitine
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1-2 mono C18 insat.
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Signaturer: »acides gras libres« = frie fedtsyrer,huile d'olive raffinée + 20 % huile estérifiée« = raffineret olivenolie + 20 %
forestret olie, »1-2 monopalmitoléine« = 1-2 monopalmitolein, »1-2 mono Cig insat« = umattet 1-2 mono-Cyg.
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Figur 2

Kromatogram af:

A) axgte olivenolie, efter lipasebehandling og silylering; under de pageldende betingelser (kapil-

larkolonne 8-12 m) elueres voksfraktionen samtidig med eller kort tid efter diglyceridfrak-
tionen.

Efter lipasebehandlingen ber triglyceridindholdet ikke vare hejere end 15 %

%k

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Signaturer:

1

*%

Frie fedtsyrer
Monoglycerider
Diglycerider
Triglycerider
2-monopalmitat

Cs-triglycerid
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Kromatogram af:

B) forestret olie efter lipasebehandling og silylering; under de pigeldende betingelser (kapillar-
kolonne 8-12 m) elueres voksfraktionen samtidig med eller kort tid efter diglyceridfraktionen.

Efter lipasebehandlingen ber triglyceridindholdet ikke vere hejere end 15 %

B
*k
L1 ‘ - S 4
3 2 3
1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45

Signaturer:

1 = Frie fedtsyrer

2 = Monoglycerider
3 = Diglycerider

4 = Triglycerider

* = 2-monopalmitat

** = Csy-triglycerid

NOTER
Note 1. FREMSTILLING AF LIPASE

Lipaser med tilfredsstillende aktivitet kan fds i handelen. De kan ogsd fremstilles i laboratoriet pd 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 omrores i 4-6 timer med 2,5 | 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 torres i 48 timer under vakuum til et stabilt pulver, som har lang holdbarhed ved opbevaring tert i keleskab.
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Note 2. TEST FOR LIPASEAKTIVITET

Der fremstilles en olivenolieemulsion pé folgende maéde:

[ en mixer omrores 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.

Baegerglasset anbringes i termostat ved 37 °C, og der nedsankes en pH-meterelektrode og en propelomrorer i bager-
glasset.

Fra en burette tilsaettes der dribevis en 0,1 N natriumhydroxidoplesning, indtil pH er 8,3.

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

Mailingerne afswttes i et koordinatsystem med tiden som abscisse og det forbrugte antal ml 0,1 N natriumhydroxido-
plosning som ordinat. Der skal fremkomme en ret linje.

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

VXN x100
n 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.c

7) Bilag X A, punkt 6.2, affattes sdledes:

»6.2. Methylestrene fremstilles i overensstemmelse med metode B i bilag X B. Fedtstoffer og olier med et indhold af

frie syrer pd over 3 % skal pa forhdnd neutraliseres i overensstemmelse med punkt 5.1.1 i bilag VIL«



