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5.9.1991 EUROOPA UHENDUSTE TEATAJA L 248/1

KOMISJONI MAARUS (EMU) nr 2568/91,
11. juuli 1991,

oliividlide ja pressimisjiikide omaduste ja asjakohaste analiiiisimeetodite kohta

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Majandusiithenduse asutamislepingut,

vottes arvesse ndukogu 22. septembri 1966. aasta médrust
nr 136/66/EMU &8li- ja rasvaturu iihise korralduse kehtestamise
kohta, (1) viimati muudetud mairusega (EMU) nr 3577/90, (3)
eriti selle artiklit 35a,

ning arvestades, et:

mairuse nr 136/66/EMU lisas on kirjeldatud kdigis litkmesriiki-
des turustatud ning likkmesriikide vahel, tthendusesiseses ja kol-
mandate riikidega peetava kaubavahetuse objektiks olevate olii-
vidlide ja pressjadkoliiviolide kirjeldused ja méddratlused;

ilma et see piiraks olemasolevate sitete kohaldamist, tuleks erine-
vat liiki 6lide eristamiseks iga Oli fitiisikalised ja keemilised oma-
dused ning neitsioliividli organoleptilised omadused maaratleda
asjaomaste toodete puhtuse ja kvaliteedi tagamiseks;

erinevat liiki olide omadused tuleks kogu tthenduses kindlaks
médrata {ihtsetel alustel; selleks tuleks kehtestada tthenduse kee-
milise analiiiisi ja organoleptilise hindamise meetodid; tilemine-
kuajal tuleks lubada kasutada ka teisi liikmesriikides kohaldata-
vaid analiiiisimeetodeid tingimusel, et erinevate tulemuste korral
on otsustavaks ithenduse meetodil saadud tulemused;

seoses oliivioli fiiiisikaliste ja keemiliste omaduste maaratluse ja
analiliisimeetoditega tuleb kaupade koondnomenklatuuri grupi
15 lisamarkusi muuta;

neitsioliivioli organoleptiliste omaduste hindamismeetod nieb
ette valitud ja koolitatud degustaatorite hindamiskomisjonide loo-
mise; seetdttu tuleks kindlaks maarata sellise struktuuri loomiseks
vajalik ajavahemik; vottes arvesse raskusi, millega moned

(1) EUT 172, 30.9.1966, Ik 3025/66.
( EUTL 353,17.12.1990, Ik 23

litkmesriigid degustaatorite hindamiskomisjonide koostamisel
kokku puutuvad, tuleks lubada ka teiste liitkmesriikide hindamis-
komisjonide kasutamist;

oliividli pressimisjadkide impordi suhtes kohaldatava impordi-
maksusiisteemi nduetekohase toimimise tagamiseks tuleks sites-
tada nende toodete olisisalduse kindlaksmadramise tthtne meetod;

selleks, et véltida kaubandushiireid, tuleks sitestada enne kies-
oleva mairuse joustumist pakendatud 6li miiimine teatud aja
jooksul;

komisjoni maarust (EMU) nr 1058/77, (3) viimati muudetud méi-
rusega (EMU) nr 1858/88, (%) on asjakohane muuta;

0li- ja rasvaturu korralduskomitee ei ole oma eesistuja maaratud
tahtaja jooksul arvamust esitanud,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Artikkel 1

1. Oli, mille omadused vastavad kiesoleva maaruse I lisa punk-
tides 1, 2 ja 3 §éitestatute1e, kisitatakse neitsioliividlina mairuse
nr 136/66/EMU lisa punkti 1 alapunktide a, b ja c tdhenduses.

2. Oli, mille omadused vastavad kiesoleva méaruse I lisa punk-
tis 4 sdtestatutele, kasitatakse lambidlina médaruse nr 136/66/EMU
lisa punkti 1 alapunkti d tihenduses.

3. Oli, mille omadused vastavad kiesoleva maaruse I lisa punk-
tis 5 sétestatu;ele, kisitatakse rafineeritud oliividlina mairuse
nr 136/66/EMU lisa punkti 2 tahenduses.

() EUTL 128, 24.5.1977, Ik 6.
(% EUTL166,1.7.1988, Ik 10.
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4. Oli, mille omadused vastavad kiesoleva mairuse I lisa punk-
tis 6 sdtestatutele, kasitatakse puhta oliividlina mairuse
nr 136/66/EMU lisa punkti 3 tdhenduses.

5. Oli, mille omadused vastavad kiesoleva mairuse I lisa punk-
tis 7 sitestatutele, késitatakse oliivijadkolina maaruse
nr 136/66/EMU lisa punkti 4 tdhenduses.

6. Oli, mille omadused vastavad kiesoleva méiruse I lisa punk-
tis 8 sitestatutele, kasitatakse rafineeritud oliividlina maaruse
nr 136/66/EMU lisa punkti 5 tdhenduses.

7. Oli, mille omadused vastavad kiesoleva miruse I lisa punk-
tis 9 sitestatutele, késitatakse oliivijadkolina maaruse
nr 136/66/EMU lisa punkti 6 tdhenduses.

Artikkel 2

1. I lisas sitestatud olide omadused mairatakse kindlaks jarg-
miste analtiiisimeetoditega:

— oleiinhappe protsendina viljendatud vabad rasvhapped mii-
ratakse kindlaks II lisas sitestatud meetodil,

— peroksiidarv mairatakse kindlaks III lisas sitestatud meetodil,

— alifaatsed alkoholid maiiratakse kindlaks IV lisas sitestatud
meetodil,

— steroolisisaldus mairatakse kindlaks V lisas sitestatud meeto-

dil,

— eriitrodiool ja uvalool mairatakse kindlaks VI lisas sitestatud
meetodil,

— trigliitseriidi 2. positsioonis olevad kiillastunud rasvhapped
mairatakse kindlaks VII lisas sitestatud meetodil,

— trilinoleiini sisaldus mairatakse kindlaks VIII lisas sitestatud
meetodil,

— spektrofotomeetriline analiiiis tehakse IX lisas sdtestatud mee-
todil,

— rasvhapete koostis méddratakse kindlaks X A ja X B lisas sites-
tatud meetodil,

— halogeenitud lenduvad lahustid méaratakse kindlaks XI lisas
stestatud meetodil,

— neitsioliividli organoleptilisi omadusi hinnatakse XII lisas
sitestatud meetodil,

— tdendid rafineerimise kohta saadakse XIII lisas sitestatud mee-
todil.

2. Organoleptiliste omaduste hindamine tehakse XII lisas nime-
tatud degusteerimisjuhendis kirjeldatud korras analiiiisija ja vaja-
duse korral spetsialisti abil. Kui analiiiisi kdigus ilmnevad toote
kirjeldusest erinevad omadused, peab proovi hindama degustaa-
torite hindamiskomisjon XII lisa sitetele vastavalt.

Hindamiskomisjon teeb nimetatud sitetele vastavalt teise analiiii-
si.

Kui organoleptiliste omaduste analiiiis tehakse seoses sekkumis-
stisteemiga seotud toimingutega, teeb degustaatorite komisjon
selle hindamise XII lisa sitetele vastavalt.

Artikkel 3

Kuni 31. oktoobrini 1992 ei takista artiklis 2 sitestatud
analiiiisimeetodite kasutuselevdtmine liikmesriikidel kasutada
teisi kontrollitud ja teaduslikult usaldusvidrseid meetodeid
tingimusel, et ithenduse meetoditega kehtivatele eeskirjadele
vastavaks tunnistatavad tooted voivad vabalt liikuda. Enne teiste
meetodite kasutamist teatavad asjaomased litkmesriigid sellest
komisjonile.

Kui mone teise meetodiga saadakse ithenduse meetodiga saadud
tulemustest erinev tulemus, on otsustav ithenduse meetodiga
saadud tulemus.

Artikkel 4

1. Liikmesriigid loovad XII lisas sitestatud meetodiga ettenahtud
eeskirjade alusel organoleptiliste omaduste hindamiseks koolita-
tud ja valitud degustaatorite hindamiskomisjonid.

2. Kui litkmesriigil on oma riigis hindamiskomisjoni moodusta-
misel raskusi, voib see liikmesriik kasutada teises lilkmesriigis t66-
tavat hindamiskomisjoni.

Artikkel 5

Kaupade koondnomenklatuuri grupi 15 lisamérkused 2, 3 ja 4
asendatakse XIV lisa mirkustega.

Artikkel 6

1. Oliividli ekstraheerimisest tulenev 6likoogi ja muude jadkide
dlisisaldus (CN-koodid 2306 90 11 ja 2306 90 19) madratakse
kindlaks XV lisas sitestatud meetodil.

2. Loikes 1 osutatud dlisisaldus viljendatakse 6li massiprotsen-
dina kuivaine massist.

Artikkel 7

Kohaldatakse iihenduse sitteid, mis kisitlevad muude
ebasoovitavate ainete esinemist, kui XI lisas osutatud.

Artikkel 8

1. Liikmesriigid teatavad komisjonile kédesoleva mairuse raken-
damiseks voetud meetmetest.
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2. Liikmesriigid saadavad komisjonile iga poolaasta alguses aru-
ande eelmise poolaasta jooksul tehtud katsete analiiitiliste and-
mete kohta.

Oli- ja rasvaturu korralduskomitee votab tulemusi arvesse méa-
ruse nr 136/66/EMU artiklis 39 sitestatud korras.

Artikkel 9

Méidrus (EMU) nr 1058/77 tunnistatakse kehtetuks.

Artikkel 10

1. Kéesolev madrus joustub kolmandal péeval parast selle aval-
damist Euroopa Uhenduste Teatajas.

XII lisas sitestatud meetodit kohaldatakse siiski 1. jaanua-
rist 1992, vilja arvatud sekkumissiisteemiga seotud toimingute
puhul.

2. Kiesolevat maarust ei kohaldata enne kidesoleva mairuse jous-
tumist pakendatud ja kuni 31. oktoobrini 1992 turustatava olii-
violi ja oliivijaakoli suhtes.

Kéesolev méidrus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav kéikides litkmesriikides.

Briissel, 11. juuli 1991

Komisjoni nimel
komisjoni liige

Ray MAC SHARRY
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II LISA

VABADE RASVHAPETE MAARAMINE

1.  HAPPESUSE MAARAMINE

Vabade rasvhapete méddramine oliiviolis. Vabade rasvhapete sisaldust véljendatakse tavapirasel viisil arvutatud
happesusena.

1.1. Pohimote

Proov lahustatakse lahustite segus ja vabad rasvhapped tiitritakse kaaliumhiidroksiidi etanoolilahuses.

1.2. Reaktiivid

Kaik reaktiivid peaksid olema tunnustatud analiiiitilise kvaliteediga ja vesi peaks olema kas destilleeritud voi
samavédrse puhtusega.

1.2.1. Dietiiiileetri ja 95 % etanooli (V/V) segu vordsetes osades.

Markus:  Dietiiiileeter on viga kergesti siittiv ning voib moodustada plahvatusohtlikke peroksiide. Selle kasutamisel tuleks
olla ettevaatlik.

Segu neutraliseeritakse kasutamise hetkel kaaliumhiidroksiidi lahusega (1.2.2) lisades 100 ml segu kohta 0,3
ml fenoolftaleiini lahust (1.2.3).

Markus:  Kui dietiiiileetrit ei ole voimalik kasutada, voib kasutada etanooli ja tolueeni sisaldavate lahustite segu. Vajaduse
korral voib etanooli asendada 2-propanool.

1.2.2.  Kaaliumhiidroksiid, tiitritud etanoolilahusena, c(KOH) 0,1 mol/l vdi vajaduse korral ¢(KOH) 0,5 mol/l.
Kaaliumhiidroksiidi etanoolilahuse tipne kontsentratsioon peab olema teada ning seda tuleb enne kasuta-
mist vahetult kontrollida. Kasutatakse lahust, mis on valmistatud vihemalt viis pdeva enne kasutamist, ning

see dekanteeritakse kummist punniga tumedasse klaaspudelisse. Lahus peaks olema vérvitu voi helekollast
varvi.

Markus:  Kaaliumhiidroksiidi stabiilset varvusetut lahust saab valmistada jargmiselt: 1 000 ml etanooli las-
takse koos 8 g kaaliumhiidroksiidi ja 0,5 g alumiiniumilaastudega keema ning keedetakse piistja-
hutiga kolvis tund aega. Destilleeritakse kohe. Destillaadis lahustatakse vajalik kogus kaaliumhiid-
roksiidi. Lahus jdetakse mitmeks pievaks seisma ja kaaliumkarbonaadi sademest dekanteeritakse
selge supernatant.

Lahuse voib valmistada ilma destilleerimiseta jargmiselt: 1 000 ml etanoolile lisatakse 4 ml alu-
miiniumbutiilaati ja segu jietakse mitmeks pdevaks seisma. Supernatant dekanteeritakse ja selles
lahustatakse vajalik kogus kaaliumhiidroksiidi. Lahus on kasutamisvalmis.

1.2.3. Fenoolftaleiin, 10 g/l lahus 95-96 % etanoolis (V|V) voi alkalisinises, (viga tugeva vérviga rasvade puhul) 20
g/l lahus 95-96 % etanoolis (V/V).

1.3.  Seadmed

Tavalised laboriseadmed, sealhulgas:
1.3.1. analiitilised kaalud;
1.3.2. 250 ml Erlenmeyeri kolb;

1.3.3. 10 ml biirett, mddtskaala ithikutega 0,05 ml.

1.4.  Menetlus
1.4.1. Proovi ettevalmistamine analiiiisiks

(Katse tehakse filtreeritud prooviga. Kui niiskus ja lisandid on kokku alla 1 %, kasutatakse proovi ilma tiien-
dava tootlemiseta; kui need on iile 1 %, tuleks proov filtreerida.)

1.4.2. Proovi vOotmine

Proov vdetakse soltuvalt eeldatavast happearvust jargmise tabeli alusel:
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1.4.3.

1.5.

Hinnanguline happearv Proo‘(’gi)mass Kaal“"(gftﬁpsus
<1 20 0,05
1-4 10 0,02
4-15 2,5 0,01
15-75 0,5 0,001
>75 0,1 0,0002

Proov kaalutakse Erlenmeyeri kolvis (1.3.2).
Maddramine
Proov (1.4.2) lahustatakse 50-150 ml dietiiiileetri ja etanooli (1.2.1) varem neutraliseeritud segus.

Lahus tiitritakse, segades sellesse kaaliumhiidroksiidi 0,1 mol/l lahusega (1.2.2) (vt markus 2), kuni indikaa-
tor muutub (fenoolftaleiini roosa vérvus piisib vahemalt 10 sekundit).

Merkus 1. Kaaliumhiidroksiidi tiitritud etanoolilahuse (1.2.2) vdib asendada kaalium- voi naatriumhiidroksiidi vesilahu-
sega tingimusel, et lisatud vee maht ei pohjusta faaside eraldumist.

Markus 2. Kui 0,1 mol/l kaaliumhiidroksiidilahust on vaja rohkem kui 10 ml, kasutatakse 0,5 mol/l lahust.

Markus 3. Kui lahus muutub tiitrimise ajal haguseks, tuleb lisada nii palju lahustit (1.2.1) kui on vaja selge lahuse saami-
seks.

Happesus: viljendatud oleiinhappe protsendina

Happesus massiprotsendina on vordne:

M 100 VxcxM

V x¢ x X ——
1000 m 10x m

kus:

V on kasutatud tiitritud kaaliumhiidroksiidi maht milliliitrites;

¢ on tdpne kontsentratsioon moolides kasutatud kaaliumhiidroksiidi tiitritud lahuse liitri kohta;
M on molaarmass grammides tulemuse viljendamiseks (282) kasutatud happe mooli kohta;

m on proovi mass grammides.

Tulemus on kahe miiramise aritmeetiline keskmine.
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III LISA

PEROKSIIDARVU MAARAMINE

1. KOHALDAMISALA

Kaesolevas standardis kirjeldatakse olide ja rasvade peroksiidarvu mairamise meetodit.

2. KASUTUSVALDKOND

Standardit kohaldatakse loomsete ja taimsete dlide ja rasvade suhtes.

3. MAARATLUS

Peroksiidarv on nende proovis olevate ainete kogus aktiivse hapniku milliekvivalendina kilogrammi kohta, mis
kirjeldatud to6tamistingimustel kaaliumjodiidi okstideerivad.

4. POHIMOTE

Katsekogust toodeldakse dddikhappe ja kloroformi lahuses kaaliumjodiidi lahusega. Eraldunud jood tiitritakse
naatriumtiosulfaadi standardlahusega.

5. SEADMED
Seadmetel ei tohi olla redutseerivaid voi oksiideerivaid aineid.
Markus:  Lihvitud pindu ei tohi mairdeainega madrida.

5.1. 3 ml klaasist kiihvel.

5.2.  Lihvitud kaela ja punniga 250 ml mahuga kolvid, enne kuivatatud ja tdidetud puhta kuiva viarisgaasiga (lim-
mastik voi soovitatavalt siisinikdioksiid).

5.3. 25 voi 50 ml biirett, jaotatud 0,1 ml ithikuteks.

6.  REAKTIVID

6.1. Analiiitiliselt puhta reaktiivi kvaliteediga kloroform, millest hapnik on vabastatud puhta, kuiva inertgaasi bar-
boteerimisel.

6.2. Analiitiliselt puhta kvaliteediga jad-dddikas, millest hapnik on vabastatud puhta, kuiva inertgaasi voolu bar-
boteerimisel.

6.3. Kaaliumjodiidi kiillastunud vesilahus, vahetult ette valmistatud ning joodi ja jodaatideta.
6.4. Naatriumtiosulfaat, 0,01 v5i 0,002 Mol/L tdpsusega vahetult enne kasutamist standarditud vesilahust.
6.5. Tarklise lahus, 10 g/l vesilahus, varskelt looduslikust lahustuvast tirklisest valmistatud.

7. PROOV

Tagatakse proovi votmine ja selle sdilitamine varjus, jahedas ja tdielikult tdidetud klaasmahutites, mis on her-
meetiliselt lihvkorgi voi korgist punniga suletud.

8. TOO KAIK
Katsed tehakse himara pievavalguse voi kunstliku valgustusega. Klaasist kiihvlisse (5.1) vdi selle puudumise

korral kolbi (5.2) kaalutakse 0,001 g tipsusega jargmisele tabelile vastava massiga proov, mille aluseks on eel-
datav peroksiidarv:
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Hinnanguline peroksiidarv Katsekoguse mass
(meq) ()
0-12 5,0-2,0
12-20 2,0-1,2
20-30 1,2-0,8
30-50 0,8-0,5
50-90 0,5-0,3

Kolvilt (5.2) eemaldatakse punn ning sellesse pannakse klaasist kiihvel, millel on katsekogus. Lisatakse 10 ml
kloroformi (6.1). Katsekogus lahustatakse kiiresti segamise teel. Lisatakse 15 ml dadikhapet (6.2) ja seejdrel 1
ml kaaliumjodiidi lahust (6.3). Kolvile pannakse kiiresti punn, loksutatakse iiks minut ja jaetakse siis viieks

minutiks temperatuurile 15-25 °C varju seisma.

Lisatakse umbes 75 ml destilleeritud vett. Vabastatud jood tiitritakse naatriumtiosulfaadi lahusega (6.4) (0,002
Mol/L lahus eeldatava vairtuse < 12 puhul ja 0,01 Mol/L eeldatava vairtuse > 12 puhul), loksutatakse kovasti,

kasutades indikaatorina tirklise lahust (6.5).

Uhe ja sama prooviga tehakse 2 méramist.

Samal ajal tuleb teha ka pimekatse. Kui pimekatse tulemus on suurem kui 0,05 ml 0,01 Mol/L naatriumtio-

sulfaadi lahust (6.4), asendatakse puhastamata reaktiivid.

9. TULEMUSTE VALJENDAMINE

Peroksiidarv aktiivse hapniku milliekvivalentidena kilogrammi kohta saadakse valemiga:

VxTx1000

m

1%

kus

V on katses kasutatud naatriumtiosulfaadi standardlahuse (6.4) milliliitrite arv, mida on pimekatse arvesse vot-

miseks parandatud;
T on kasutatud naatriumtiosulfaadi lahuse (6.4) tipne molaarsus;

m on katsekoguse mass grammides.

Tulemus on kahe mairamise aritmeetiline keskmine.
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IV LISA

ALIFAATSETE ALKOHOLIDE SISALDUSE MAARAMINE KAPILLAARGAASIKROMATOGRAAFIA
TEEL

1. EESMARK

Kéesolev meetod kirjeldab alifaatsete alkoholide sisalduse madramist dlides ja rasvades.

2. POHIMOTE

Rasvaine, millele on sisestandardina lisatud 1-eikosanooli, seebistatakse kaaliumhiidroksiidi etanoolilahu-
sega ning seebistumatu aine ekstraheeritakse dietiiiileetriga.

Alkoholfraktsioon eraldatakse seebistumatust ainest kromatograafiaga kaaliumhiidroksiidi kihiga immu-
tatud silikageeliga; silikageelist saadud alkohol muundatakse trimetiitilsiliiiilestriteks ja analiitisitakse kapil-
laargaasikromatograafiaga.

3. SEADMED

3.1. 250 ml imarapdhjaline piistjahutiga ja klaasist lihvkorgiga kolb.

3.2. 500 ml mahuga jaotuslehtrid.

3.3. Kolvid mahuga 250 ml.

3.4. Kromatograafiline ilmutusndu planaarkromatograafiliseks (OKK) analiiiisiks klaasplaatidega modtmetes
20 x 20.

3.5. UV-valgus lainepikkusega 366 v&i 254 nm, OKK-plaatide uurimiseks.

3.6. 100 pl ja 500 pl mikrosiistal doseerimiseks.

3.7. Klaasist filterlehter poorse filtriga G 3 (15-40 pm), mille ligikaudne diameeter on 2 cm ja ligikaudne kor-

gus 5 cm ning mis sobib filtreerimiseks vaakumis ja millel on 12/21 lihvkern.

3.8. 50 ml vaakumkolb, millel on 12/21 lihvmuhv kasutamiseks koos filterlehtriga (3.7).
3.9. 10 ml katseklaas koonusekujulise pdhja ja tropiga.
3.10. Gaasikromatograaf, mida kasutatakse kapillaarkolonniga ja mis on varustatud jargmistest seadistest koos-

tatud jaotussiisteemiga:
3.10.1.  termostaatiline kolonnikamber (kolonnahi), mis hoiab néutavat temperatuuri £1 °C tipsusega;
3.10.2.  reguleeritava temperatuuriga aurustamisseade silaniseeritud klaasist aurustajaga;
3.10.3. leekionisatsioonidetektor ja muundurvéimendi;

3.10.4. koos muundurvdimendiga kasutatav integraatormeerik (3.10.3), mille reageerimisaeg ei iileta 1 sekundit ja
mille paberi kiirust saab muuta.

3.11. Klaasist voi sulatatud ranidioksiidist kapillaarkolonn pikkusega 20-30 cm, sisediameetriga 0,25-0,32 mm,
millel on SE-52 voi SE-54 vedelfaas voi samaviirne ja mille statsionaarse faasi kile paksus on 0,10-0,30
pm.

3.12. 10 pl karastatud ndelaga gaasikromatograafias kasutatav mikrosiistal.

4. REAKTIIVID

4.1. Kaaliumhiidroksiid, umbes 2 mol/L etanoolilahus: 130 g kaaliumhiidroksiidi (miinimumkontsentratsioo-

niga 85 %) lahustatakse samal ajal 200 ml destilleeritud vees jahutades ja tdiendatakse etanooliga kuni 11
mirgini. Lahust tuleks hoida Shukindlalt suletud tumedat varvi klaaspudelis.

4.2. Dietiiiileeter, analiiiisipuhas.

4.3. Veevaba naatriumsulfaat, analiiiisipuhas.
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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.

4.17.

4.18.

4.19.

5.1.4.

Silikageeliga kaetud OKK-plaadid, ilma fluorestsentsindikaatorita, paksusega 0,25 mm (v&ib osta valmis-
kujul).

Kaaliumhiidroksiid, umbes 0,2 mol/L etanoolilahus; 13 g kaaliumhiidroksiidi lahustatakse 20 ml destillee-
ritud vees ja tdiendatakse etanooliga 1 1 margini.

Benseen, kromatograafia jaoks. (Vt 5.2.2).

Atsetoon, kromatograafia jaoks. (Vt 5.2.2).

Heksaan, kromatograafia jaoks. (Vt 5.2.2).

Dietiiiileeter, kromatograafia jaoks. (Vt 5.2.2).

Kloroform, kromatograafia jaoks.

Vordluslahus, planaarkromatograafia jaoks: 5 % C,,—C,g alkoholide segu kloroformis.

0,2 % 2,7-deklorofluorestseiini lahus etanoolis. Lahust muudetakse veidi aluseliseks mone tilga 2 mol/L kaa-
liumhiidroksiidi lahuse lisamisega.

Veevaba piiridiin, kromatograafia jaoks.
Heksametiiiildisilasaan.
Trimetiiiilklorosilaan.

Alifaatsete alkoholide (C,;—C,;) trimetiiiilsiliiiileetrite standardlahused. Standardlahused vdivad olla val-
mistatud puhaste alkoholide segudest vahetult enne kasutamist.

0,1 % (m/V) 1-araiinhappe lahus CHCl;-s (sisestandard).
Kandegaasid: vesinik ja heelium, gaasikromatograafia kvaliteediga.

Abigaasid:
— vesinik, gaasikromatograafia kvaliteediga,

— 0Ohk, gaasikromatograafia kvaliteediga.
TOO KAIK
Seebistumatu aine ettevalmistamine.

500 pl mikrosiistlaga pannakse 250 ml imarapohjalisse kolbi 0,1protsendilist 1-eikosanooli (kasutada voib
ka 1-heneikosanooli) lahust (4.17), milles sisalduva 1-eikosanooli méddr on ligikaudu 10 % analiiiisimiseks
voetud proovi alifaatse alkoholi sisaldusest. Niiteks 5 g oliividli voi seemnedli proovile lisatakse 250 pl ja
5 g oliivijadkdlile lisatakse 1 500 pl 0,1protsendilist 1-eikosanooli lahust. Sisestandardi lahus aurustatakse
atmosfairil N2 kuivaks.

Kolbi kantakse kvantitatiivselt 5 g kuiva filtreeritud proovi.

Lisatakse 50 ml 2 mol/L kaaliumhiidroksiidi etanoolilahust, seejarel kiivitatakse piistjahuti ja lahust kuu-
mutatakse auruvannil tasakesi keemiseni ning segatakse kogu keemisprotsessi ajal pidevalt, kuni toimub
seebistamine (lahus muutub selgeks). Kuumutatakse veel 20 minutit ning siis lisatakse kondensaatori kaudu
50 ml destilleeritud vett, seejirel iihendatakse kondensaator lahti ning kolb jahutatakse temperatuurile ligi-
kaudu 30 °C.

Kolvi sisu kantakse kvantitatiivselt 500 ml jaotuslehtrisse ja kolbi loputatakse 2 x 25 ml destilleeritud vee-
ga. Lisatakse ligikaudu 80 ml dietiiiileetrit, loksutatakse tugevasti 30 sekundit ja need kaks faasi jietakse
siis kihistuma (vt mirkus 1).

Madalam vesifaas kantakse teise lehtrisse. Veefaasi ekstraheeritakse samal viisil veel kaks korda, kasutades
modlemal korral 60-70 ml dietiiiileetrit.

Markus 1. Emulsioonid voib eraldada, lisades sisse pihustades viikse koguse etiiiilalkoholi voi metiiiilalkoholi.

Dietiiiileetri ekstraktid koondatakse jaotuslehtrisse ja pestakse destilleeritud veega (50 ml korraga), kuni
pesuvesi annab neutraalse reaktsiooni.

Vesifaas visatakse dra, eetrifaas kuivatatakse veevaba naatriumsulfaadiga ja filtreeritakse enne kaalutud
250 ml kolbi, seejirel pestakse lehter ja filter viikse koguse dietiiiileetriga, mis liidetakse kogumassile.
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5.1.5.

5.2.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.3.

Eeter aurustatakse aeglaselt kuumutades, kuni seda on jérel vaid moni milliliiter, ja kuivatatakse ndrgas vaa-
kumis voi limmastikuvoolus; 16puks kuivatatakse ahjus temperatuuril 100 °C umbes 15 minutit ning jaik
kaalutakse parast eksikaatoris jahutamist.

Alkoholifraktsioonide eraldamine.

Aluseliste TLC-plaatide (4.4) ettevalmistamine. Plaadid immutatakse 10 sekundi jooksul tdielikult 0,2 mol/L
kaaliumhiidroksiidi lahuses, jaetakse seejarel kaheks tunniks katte all kuivama ning 16puks asetatakse need
ahju tiheks tunniks temperatuurile 100 °C.

Plaadid vdetakse ahjust ning neid hoitakse kuni kasutamiseni kaltsiumkloriidi eksikaatoris. Selliselt toodel-
dud plaadid tuleb kasutada kahe nadala jooksul.

Merkus 2. Kui aluselisi silikageeli plaate kasutatakse alkohoolse fraktsiooni eraldamiseks, ei ole seebistumatuid aineid vaja
A1203-ga toddelda. Selliselt on kéik happeithendid rasvha{)ped ja muud) algsel kujul, sisaldades nii alifaatse
alkoholi ja eeterliku alkoholi sidemeid, mis on mélemad selgelt steroolsidemest eraldatud

Imutusnousse viiakse ligikaudu 1 cm-ni benseeni ja atsetooni 95 : 5 lahus. Selle asemel voib kasutada ka
heksaani ja dietiiiileetri 65 : 35 lahust. Imutusndu suletakse ja lahus jietakse auru ja vedeliku tasakaalus-
tumiseks sinna vihemalt pooleks tunniks. Selleks et vihendada ilmutusaega umbes ithe kolmandiku vorra
ja saavutada komponentide ithtsem ja korraparasem eluent, voib ilmutusndu sisepinnale kinnitada eluen-
diga kastetud filterpaberiribad.

Markus 3. Reprodutseeritavate ilmutustingimuste saamiseks tuleb igaks analiiiisiks kasutada uut ilmutuslahust.

Kloroformis valmistatakse umbes 5 % seebistamatu aine (5.1.5) lahus ja 300 pl lahust kantakse 100 pl
mikrosiistlaga voimalikult dhukese ja iihtlase kihina OKK-plaadile 2 cm kaugusele OKK-plaadi alumisest
servast. Selleks et alifaatse alkoholi sidet oleks pdrast ilmutamist lihtsam identifitseerida, pannakse 2-3 ul
alifaatse alkoholi vordluslahust (4.11) ithele plaadi servale eelmisega samale tasandile.

Plaat asetatakse ilmutusndusse, nagu punktis 5.2.2 ette nihtud. Temperatuuri hoitakse vahemikus
15—20 °C. llmutusndu suletakse kohe ning proov jietakse elueeruma, kuni lahusti piir on joudnud plaadi
tilemisest servast 1 cm kaugusele. Seejdrel voetakse plaat ilmutusndust vélja ning lahusti aurustatakse
kuuma 6hu voolus voi lastakse plaadil natuke aega kaane all seista.

Plaadile pritsitakse 6hukese ja iihtlase kihina 2,7-diklorofluorestseiini lahust; kui plaati vaadeldakse ultra-
violettvalguses, on alifaatse alkoholi vo6ndit voimalik identifitseerida vordlemisel vahetult selle kohal oleva
triterpeenalkoholide v66ndi alifaatsete alkoholidega; alifaatsete alkoholide ja triterpeenalkoholide voond
mirgistatakse musta pliiatsiga.

Mirkus 4. Alifaatsete alkoholide ja triterpeenalkoholide voondi eemaldamise noude tingib moningate alifaatsete alko-
holide voimalik migreerumine triterpeenalkoholide véondisse.

Mirgistatud piirkonnas olev silikageel kraabitakse metallist spaatliga dra. Eemaldatud materjal jagatakse vii-
kesteks osakesteks ning kantakse filterlehtrisse (3.7), seejirel lisatakse 10 ml kuuma kloroformi, lehtri sisu
segatakse pohjalikult metallist spaatliga, filtreeritakse vaakumis ning filtraat kogutakse filterlehtriga seotud
kolbi (3.8).

Lehtris olevat jaaki pestakse 3x10ml etﬁﬁleetriga ning filtraat kogutakse samasse lehtris olevasse kolbi

(3.9); katseklaas kuivatakse nérgas limmastiku voolus aeglaselt kuumutades. Jaik lahustatakse uuesti mone
tilga atsetooni lisamise teel, kuivatatakse ning asetatakse 10 minutiks ahju temperatuuril 105 °C, vdetakse
seejirel vilja, jahutatakse eksikaatoris ja kaalutakse.

Trimetiiiilsiliiiileetrite valmistamine.

Niiskuse imendumist (mérkus 6) vltides lisatakse alkoholifraktsiooni sisaldavasse katseklaasi iga alkoholi
milligrammi kohta 50 pl siliiilivat reagenti, mis koosneb 9 : 3 : 1 mahuga (mirkus 5) piridiin-
heksametiiiildisilasaan-trimetiiiilklorosilaani segust.

Markus 5. Miitigil on kasutusvalmid lahused; néiteks siliiiilivad reagendid nagu N, 0-bis-trimetiiilsiliiiltrifluoratsetamiid
+1 % trimetiiiilklorosilaan segamiseks sama mahu veevaba piiridiiniga.
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5.4.
5.4.1.
5.4.1.1.

5.4.1.2.

5.4.2.
5.4.2.1.

5.4.2.2.

5.4.2.3.

5.4.3.
5.4.3.1.

5.4.3.2.

5.4.4.

5.4.5.

5.4.5.1.

Katseklaas suletakse punniga ning loksutatakse hoolikalt kuni alkoholide lahustumiseni, ilma et katseklaas
timber laheks. Seejirel jaetakse see vahemalt 15 minutiks toatemperatuurile ning tsentrifuugitakse moni
minut; selge lahus on gaasikromatograafiliseks analiiiisiks valmis.

Markus 6. Kerge opalestsentsi tekkimine on tavaline ning ei sega. Valge helbelise massi tekkimine v&i roosa virvuse ilmu-
mine on niiskuse esinemise voi reaktiivi halvenemise mirgiks. Sel juhul katset korratakse.

Gaasikromatograafiline analiis.

Esialgsed toimingud ja kapillaarkolonni ettevalmistamine.

Kapillaarkolonn paigaldatakse gaasikromatograafi nii, et kolonni algus ithendatakse aurustiga, mis on seo-
tud jaotussiisteemiga, ning kolonni 16pp iihendatakse detektoriga.

Tehakse gaasikromatograafi iildine kontroll (gaasiseadmete lekkekindlus, detektori, jaotussiisteemi ja regist-
reerimise siisteem jne tohusus).

Tuleks ette valmistada kapillaarkolonnid, mida kasutatakse esimest korda. Kapillaarkolonni suunatakse
natuke kandegaasi ning seejdrel lillitatakse sisse gaasikromatograaf ning kuumutatakse jarkjarguliselt kuni
saavutatakse temperatuur, mis on to6temperatuurist vahemalt 20 °C kdrgem (vt mirkus 7). Seda tempe-
ratuuri hoitakse vihemalt kaks tundi ning seejirel viiakse gaasikromatograaf to6tingimustele vastavaks
(gaasi juurdevoolu ja jaotumise reguleerimine, leegi siititamine, elektrilise meerikuga thendamine, kolonn-
ahju temperatuuri kohandamine, detektor ja injektor jne) ning signaali tundlikkus kohandatakse vahemalt
kaks korda suuremaks, kui analiiiisi tegemiseks kavandatud. Nulljoon peab olema sirge, selles ei tohi olla
mingisuguseid piike ning see ei tohi triivida.

Negatiivne rektilineaarne/sirgjooneline triiv osutab kolonniiithenduste puudulikule tihedusele, samas kui
positiivne triiv osutab kolonni puudulikule ettevalmistamisele.

Markus 7. Ettevalmistamisel on temperatuur kasutatava vedelfaasi maksimaalsest temperatuurist vihemalt 20 °C mada-
lam.

Tootingimuste valik.

Uldised to6tingimused on jargmised:

— kolonni temperatuur: alguses méiratakse isoterm kaheksaks minutiks temperatuurile 180 °C ja seadis-
tatakse seejarel iga minuti jarel 5 °C vorra ning 15 minuti parast temperatuurini 260 °C tdusma,

— aurusti temperatuur: 280 °C,

— aurusti temperatuur: 290 °C,

— kandegaasi voolukiirus: heelium 20-35 cm/s, vesinik 30-50 cm/s,

— jaotussuhe: 1: 50 1 : 100 juures,

— seadme tundlikkus: 4-16-kordne minimaalne sumbumine,

— registreerimise tundlikkus: 1-2 mV fs,

— paberi kiirus: 30-60 cm/h,

— siistitava aine kogus: 0,5-1 pl TMSE lahust.

Selleks et kromatogrammid vastaksid alljargnevatele tingimustele, voib eespool nimetatud tingimusi koos-
kolas kolonni ja gaasikromatograafi omadustega muuta:

— alkoholi peetumisaeg C,¢ on 18 £ 5 minutit,

— alkoholi C,, piik on 80 + 20 % oliividli skaala [oppvaartusest ja 40 £ 20 % seemnedli skaala 1oppvaar-
tusest.

Eespool nimetatud tingimusi kontrollitakse TMSE alkoholide standardlahuse korduva sissepritse teel ning
tootingimusi kohandatakse parimate véimalike tulemuste saamiseks.

Piikide integreerimise parameetrid mairatakse selliselt, et saavutatakse arvessevoetavate piigipindalade dige
hindamine.

Analiiiisi kaik.
10 pl mikrosiistlasse tommatakse 1 ml heksaani, seejirel 0,5 pl dhku ning 16puks 0,5-1 ul proovilahust;
ndel tdommatakse mikrosiistla kolbiga tithjaks.

Noel torgatakse labi vaheseina sissepritseosasse ja 1-2 sekundi jarel siistitakse kiiresti lahus ning umbes viie
sekundi moodumisel tdmmatakse ndel aeglaselt vilja.

Registreerimine meerikuga jitkub, kuni lahuses sisalduvate alkoholide TMSE on tdielikult elueeritud. Null-
joon peab alati vastama punkti 5.4.1.2 nduetele.

Piikide madramine.

Uksikpiigid médératakse peetumisaja alusel ning neid vorreldakse samadel tingimustel analiiiisitud alifaat-
sete alkoholide TMSE-seguga.

Neitsioliividli alkoholifraktsiooni kromatogramm on esitatud joonisel 1.

Kvantitatiivne hindamine.

1-eikosanooli ja alifaatsete alkoholide C,,—C, piigipindala arvutatakse integraatoriga.
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5.4.5.2. Iga alkoholi sisaldus milligrammides 100 g rasvaine kohta arvutatakse jirgmiselt:
A, m100
alkoholx = ————
Ay m

kus

A, = alkoholipiigi x pindala (mm?);

A, = 1-cikosanooli pindala (mm?2);

m, = 1-eikosanooli mass milligrammides;

m = madramiseks voetud proovi mass grammides.
6. TULEMUSTE VALJENDAMINE

Mirgitakse iiksikute alifaatsete alkoholide sisaldus milligrammides 100 g rasvaine kohta ja alifaatsete alko-
holide kogusumma.

LIIDE

Gaasi voolukiiruse mddramine

Tavapirastel tootingimustel siistitakse gaasikromatograafi 1-3 pl metaani vdi propaani ning stopperiga mdddetakse
aeg, mille jooksul metaan vdi propaan siistimise hetkest kuni piigi moodustumiseni (t,,) 1dbi kolonni ldheb.

Voolukiirus (cm/s) maaratakse valemiga L/ty,, kus L on kolonni pikkus sentimeetrites ja t,, on stopperiga mdddetud
aeg sekundites.

.

Joonis 1 Neitsioliividli alkoholifraktsionno kromatogramm
1 = eikosanool (SI) 5 = pentakosanool,

2 = dokosanool, 6 = heksakosanool,

3 = trikosanool, 7 = heptakosanool,

4 = tetrakosanool, 8 = oktakosanool.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

3.10.4.

4.1.

V LISA

STEROOLIDE KOOSTISE JA SISALDUSE GAASIKROMATOGRAAFILINE MAARAMINE
KAPILLAARKOLONNIGA

KOHALDAMISALA

Meetod kirjeldab rasvainete steroolide individuaalse ja iildsisalduse maaramist.

POHIMOTE

Rasvaine, millele on sisestandardina lisatud f-kolestanooli, seebistatakse kaaliumhiidroksiidiga etanoolila-
huses ja seebistumatud komponendid ekstraheeritakse dietiiiileetriga.

Steroolifraktsioon eraldatakse seebistamatust ekstraktist kromatograafiaga aluselise silikageeli plaadi poh-
jal. Silikageelist saadud steroolid toodeldakse trimetiiiilsilitiileetriteks ja neid analiiiisitakse gaasikromato-
graafiliselt kapillaarkolonniga.

SEADMED

Piistjahutiga varustatud lihvithendustega 250 ml kolb.

500 ml jaotuslehtrid.

250 ml kolvid.

Taielikud seadmed planaarkromatograafiaga analiitisimiseks, kasutades 20 x 20 cm klaasplaate.
Ultraviolettlamp lainepikkusega 366 vdi 254 nm.

100 ja 500 pl mikrosiistlad.

Silindriline filterlehter, mille poorne septum on G3 (15-40 pm), diameeter ligikaudu 2 cm ja stigavus 5 cm
ning milles on vaakumfiltreerimiseks sobiv liide ja 12/21 lihvkern.

50 ml vaakumkolb 12/21 lihvmuhviga, mida on vdimalik paigaldada filterlehtrisse (3.7).
10 ml katseklaas koonusekujulise pdhja ja tihenduskitiga.

Gaasikromatograaf, mis vdimaldab kasutada kapillaarkolonni ja on varustatud jargmistest seadistest koos-
tatud jaotussiisteemiga:

termostateeritav kolonnikamber, mis hoiab ndutavat temperatuuri tipsusega +1 °C;
reguleeritava temperatuuriga aurustamisseade, millel on silaniseeritud klaasist aurustaja;
leekionisatsioonidetektor ja muundurvdimendi;

meerikuga integraator, mida saab kasutada koos muundurvdimendiga (3.10.3), mille reageerimisaeg on
kuni 1 sekund ning mille paberikiirust on voimalik muuta.

Klaasist voi sulatatud ranidioksiidist kapillaarkolonn, mille pikkus on 20-30 m, sisediameeter
0,251-0,32 mm, iileni iihtlase 0,10-0,30 pm kihina kaetud SE-52 voi SE-54 vedeliku voi samavéirse vede-
likuga.

10 pl karastatud ndelaga gaasikromatograafias kasutatav mikrosiistal.

REAKTIIVID

Kaaliumhiidroksiid, umbes 2 mol/L etanoolilahus. 130 g kaaliumhiidroksiidi (vdikseim kontsentratsioon
85 %) lahustatakse 85 % destilleeritud vees samal ajal jahutades ning tdiendatakse kuni 1 liitri margini eta-
nooliga. Lahust tuleb hoida dhukindlalt suletud tumedates klaaspudelites.
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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.

4.17.

4.18.

4.19.

5.1.2.

Dietiiiileeter, analiiiitiliselt puhas.
Veevaba naatriumsulfaat, analiiitiliselt puhas.
Silikageeliga kaetud klaasplaadid, fluorestsentsindikaatorita, paksusega 0,25 mm (miiiigil kasutusvalmina).

Kaaliumhiidroksiid, 0,2 mol/L etanoolilahus. 13 g kaaliumhiidroksiidi lahustatakse 20 ml destilleeritud vees
ning tdiendatakse kuni 1 liitri margini etanooliga.

Benseen, kromatograafia jaoks. (Vt. 5.2.2)

Atsetoon, kromatograafia jaoks. (Vt. 5.2.2)

Heksaan, kromatograafia jaoks. (Vt. 5.2.2)

Dietiiiileeter, kromatograafia jaoks. (Vt. 5.2.2)

Kloroform, analiiiitiliselt puhas. (Vt. 5.2.2)

Planaarkromatograafia vordluslahus: kolesterool voi fiitosteroolid, 5 % kloroformilahus.

2,7-diklorofluorestseiin, 0,2 % etanoolilahus. Muudetakse kergelt aluseliseks mone tilga 2 mol/L alkohoolse
kaaliumhiidroksiidilahuse lisamisega.

Veevaba piiridiin, kromatograafia jaoks.
Heksametiiiil disilasaan.
Trimetiiiilklorosilaan.

Sterooltrimetiiiilsiliiiileetrite vordluslahused. Valmistatakse kasutamise ajal puhastest steroolidest voi ste-
roole sisaldavatest dlidest saadud steroolisegudest.

B-kolestanool, 0,2 % kloroformilahus (m/V) (sisestandard).
Kandegaas: limmastik voi heelium, gaasikromatograafiliselt puhas.

Abigaasid:
— vesinik, gaasikromatograafiliselt puhas,

— 0Ohk, gaasikromatograafiliselt puhas.

TOO KAIK
Mitteseebistuvate komponentide ettevalmistamine.

250 ml kolbi viiakse 500 pl mikrosiistlaga selline kogus 0,2 % B-kolestanooli kloroformilahust (4.17), mil-
les sisalduv kolestanooli kogus on umbes 10 % kolbis maaratava alikvoodi steroolisisaldusest. Naiteks lisa-
takse 5grammise oliividli proovi puhul 500 pl 0,2protsendilist -kolestanooli lahust ja seemnedli vi olii-
vijaakoli proovi puhul 1 500 pl.

Proov aurustatakse limmastikuvoolus kuivaks ning samasse kolbi kaalutakse 5 grammi kuiva filtreeritud
proovi.

Loomsete voi taimsete dlide ja rasvade puhul, mis sisaldavad palju kolesterooli, voib tekkida piik, mille pee-
tumisaeg on sama kui kolestanooli peetumisaeg. Sellisel juhul tuleb steroolifraktsiooni analiiiisida kaks kor-
da, sisestandardiga ja ilma.

Lisatakse 50 ml 2 mol/L kaaliumhiidroksiidi etanoolilahust, kiivitatakse piistjahuti ning kuumutatakse
pidevalt kiiresti segades veevannil tasase keemiseni kuni seebistumiseni (lahus muutub selgeks). Kuumu-
tatakse veel 20 minutit, seejdrel lisatakse kondensaatori iilaosasse 50 ml destilleeritud vett, eemaldatakse
pustjahuti ning kolb jahutatakse ligikaudu temperatuurini 30 °C.

Kolvi sisu valatakse kvantitatiivselt 500 ml jaotuslehtrisse ning seda loputatakse mitu korda kokku 50 ml
destilleeritud veega. Lisatakse ligikaudu 80 ml dietiitileetrit, loksutatakse tugevasti umbes 30 sekundit ning
jdetakse seisma (mirkus 1).

Pohjas olev veefaas kogutakse teise jaotuslehtrisse. Veefaasi ekstraheeritakse samal viisil veel kaks korda,
kasutades selleks molemal korral 60-70 ml dietiiiileetrit.

Markus 1. Voimalikku emulsiooni on véimalik eemaldada viikse koguse etanooli voi metanooli sissepritsimisega.
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5.1.4.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.3.

Etiitileetri ekstraktid koondatakse jaotuslehtrisse ja pestakse destilleeritud veega (50 ml korraga), kuni pesu-
vesi annab neutraalse reaktsiooni.

Kui pesuvesi on eemaldatud, kuivatatakse veevaba naatriumsulfaadiga ja filtreeritakse veevabal naatrium-
sulfaadil enne kaalutud 250 ml kolbi, pestes lehtrit ja filtrit viikse koguse dietiiiileetriga.

Eeter destilleeritakse selliselt, et seda on vaid moni ml, ning seejirel kuivatakse seda kerges vaakumis voi
lammastikuvoolus ning 16puks umbes veerand tundi ahjus temperatuuril 100 °C ning seejérel kaalutakse
parast jahutamist eksikaatoris.

Steroolifraktsiooni eraldamine.

Aluseliste plaatide ettevalmistamine. Silikageeli plaadid (4.4) kastetakse 10 sekundiks tdielikult 0,2 mol/L
kaaliumhiidroksiid etanoolilahusesse (4.5), lastakse kaks tundi tombekapis kuivada ning 16puks asetatakse
itheks tunniks ahju temperatuurile 100 °C.

Seejdrel voetakse silikageeli plaadid ahjust ning neid hoitakse kuni kasutamiseni kaltsiumkloriidi eksikaa-
toris (selliselt toodeldud plaadid tuleb kasutada 15 pdeva jooksul).

Markus 2. Kui aluselisi silikageeli plaate kasutatakse steroolfraktsiooni eraldamiseks, ei ole mitteseebistuvaid kompo-
nente vaja alumiiniumoksiidiga todelda. Selliselt jadvad koik happelised ithendid (rasvhapped ja muud) lih-
tejoonele ja steroolivoond eraldub selgelt alifaatsete alkoholide ja triterpeenalkoholide voondist.

95 (V/V) benseeni/atsetooni segu pannakse plaatide ilmutusndusse umbes 1 cm siigavusele. Kasutada voib
ka 65/35 (V[V) heksaani/etiiiileetri segu. [Imutusndu suletakse nduetekohase kaanega ning jietakse umbes
pooleks tunniks seisma, et tekiks vedeliku ja auru tasakaal. [Imutusndu siseseintele voib kinnitada filterpa-
beri ribad, mis ulatuvad eluendini. See vahendab ilmutusaega ligikaudu kolmandiku vorra ning kompo-
nentide elueerumine on iihtlasem ja korraparasem.

Markus 3.  Taielikult korratavate elueerimistingimuste saavutamiseks tuleb igaks katseks votta uus ilmutussegu.

Valmistatakse umbes 5 % seebistumatute komponentide kloroformilahus (5.1.5) ning 100 pl mikrosiist-
laga tommatakse 300 pl kromatograafiaplaadile (5.2.1) umbes 2 cm kaugusele plaadi servast voimalikult
ohuke ja iihtlane viir. 2-3 l sterooli vordluslahust (4.11) asetatakse samale joonele plaadi iihte serva nii,
et steroolivoondit oleks voimalik pdrast ilmutamist identifitseerida.

Vastavalt punktile 5.2.2 ettevalmistatud plaat asetatakse ilmutusndusse. Temperatuuri tuleks hoida vahe-
mikus 15-20 °C. Imutusndu suletakse kohe kaanega ning plaadil lastakse elueeruda, kuni lahusti serv ula-
tub umbes 1 cm kaugusele plaadi iilemisest servast. Plaat voetakse ilmutusndust valja ning lahusti aurus-
tatakse kuuma dhu voolus vdi jittes selle lithikeseks ajaks ilma katteta.

Plaati pritsitakse kergelt ja tthtlaselt 2,7-diklorofluorestseiini lahusega. Kui plaati vaadeldakse ultraviolett-
valguses, on sterooli voondit voimalik identifitseerida selliselt, et see on samas kohas kui vordluslahuse
voond. Voondi piirid mérgitakse musta pliiatsiga mooda fluorestsentsi servi.

Metallspaatliga kraabitakse margistatud alalt maha silikageel. Eemaldamisel saadav hésti peenestatud mater-
jal pannakse filterlehtrisse (3.7). Lisatakse 10 ml kuuma kloroformi, segatakse hoolikalt metallist spaatliga
ning filtreeritakse vaakumi all, seejirel kogutakse filtraat filterlehtriga ithendatud Erlenmeyeri kolbi (3.8).

Jadki pestakse lehtris kolm korda dietiiiileetriga (iga kord umbes 10 ml) ning filtraat kogutakse samasse
lehtriga thendatud kolbi. Filtraat aurustatakse ligikaudu 4-5 ml mahuni ning jddklahus valatakse enne kaa-
lutud 10 ml katseklaasi (3.9), seejirel aurustatakse madala kuumutamise teel drna limmastiku voolu all kui-
vaks, tdidetakse uuesti paari tilga atsetooniga, aurustatakse taas kuivaks ning asetatakse umbes 10 minu-
tiks ahju temperatuurile 105 °C, lastakse eksikaatoris jahtuda ning kaalutakse.

Katseklaasis olev jaak koosneb sterooli fraktsioonist.

Trimetiiiilsiliiiileetrite ettevalmistamine.

Katseklaasis olevale steroolifraktsioonile lisatakse 50 pl igas katseklaasis oleva sterooli milligrammi kohta
siliitiliv reagent, mis koosneb mahus 9 : 3 : 1 (V/V/V) piiridiini, heksametiiiildisilasaani ja trimetiiiilkloro-
silaani segust (mirkus 4), selliselt, et niiskus ei padseks ligi (markus 5).

Markus 4. Miiigil on kasutusvalmid lahused. Miiigil on ka muud siliiilivad reagendid, niiteks bis-
trimetidlsiliiltrifluoratsetamiid + 1 % trimetiiiilklorosilaan, mida tuleb lahjendada sama mahu veevaba
piiridiiniga.
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5.3.2.

5.4.

5.4.1.

5.4.1.1.

5.4.1.2.

5.4.2.

5.4.2.1.

5.4.3.

5.4.3.1.

5.4.3.2.

5.4.4.

Katseklaas suletakse punniga, loksutatakse hoolikalt (ilma et see timber ldheks), kuni steroolid on téielikult
lahustunud. Lastakse imbritseva dhu temperatuuril vahemalt 15 minutit seista ning seejérel tsentrifuugi-
takse paar minutit. Selge lahus on gaasikromatograafiliseks analiiiisiks valmis.

Markus 5. Kerge opalestsentsi tekkimine on tavaline ning ei sega. Valge helbelise massi tekkimine voi roosa virvuse ilmu-
mine on niiskuse esinemise vdi reaktiivi halvenemise mirgiks. Nende esinemise korral tuleb katset korrata.

Gaasikromatograafiline analiiiis.
Eeltoimingud, kolonnide tditmine.

Kolonn pannakse gaasikromatograafi, sisselaskepunkt ithendatakse aurustiga, mis on seotud jaotussiistee-
miga, ning viljalaskepunkt ithendatakse detektoriga.

Tehakse gaasikromatograafi ildine kontroll (lekked gaasiliidetes, detektori, jaotussiisteemi ja registreeri-
missiisteemi toimimine jne).

Kui kolonni kasutatakse esimest korda, on soovitav see ette valmistada. Kolonni lastakse kerge gaasivool,
seejdrel liilitatakse toole gaasikromatograaf ning alustatakse jarkjargulist kuumutamist temperatuurini, mis
on vihemalt 20 °C vorra korgem kui tootemperatuur (mirkus 6). Seda temperatuuri hoitakse vihemalt
kaks tundi, seejdrel pannakse terve seade tooasendisse (gaasi juurdevoolu ja jaotumise reguleerimine, leegi
stititamine, elektrilise meerikuga tthendamine, kolonnahju, detektori ja injektori temperatuuri kohanda-
mine jne) ning signaali tundlikkus reguleeritakse vihemalt kaks korda suuremaks, kui analiiiisiks tegemi-
seks kavandatud. Tekkiv nulljoon peab olema lineaarne, ilma igasuguste piikideta, ja see ei tohi triivida.

Negatiivne sirgjooneline triiv osutab lekkele kolonnitthendustes. Positiivne triiv osutab kolonni puuduli-
kule ettevalmistamisele.

Markus 6. Ettevalmistamisel on temperatuur kasutatava vedelfaasi maksimaalsest temperatuurist vihemalt 20 °C mada-
lam.

Tootingimuste valik.
T66 pohitingimused on jargmised:

— kolonni temperatuur: 260 * 5 °C,

— aurusti temperatuur: 280 °C,

— detektori temperatuur: 290 °C,

— kandegaasi voolukiirus: heelium 20-35 cm/s, vesinik 30-50 cm/s,
— jaotussuhe: 1: 50 — 1 : 100,

— seadme tundlikkus: 4-16-kordne minimaalne sumbumine,

— registreerimise tundlikkus: 1-2 mV fs,

— paberi kiirus: 30-60 cm/h,

— siistitava aine kogus 0,5-1 pl TMSE lahust.

Olenevalt kolonni ja gaasikromatograafi karakteristikutest voib neid tingimusi muuta, nii et kromatogram-
mid vastaksid jargmistele nduetele:

— p-sitosterooli peetumisaeg peaks olema 20 + 5 minutit,

— kampesterooli piik peaks olema: oliividli puhul (keskmine sisaldus 3 %) 15 + 5 % kogu mootepiirkon-
nast; sojadli puhul (keskmine sisaldus 20 %) 80 + 10 % kogu mddtepiirkonnast,

— koik olemasolevad steroolid peavad olema eraldatud. Lisaks sellele peavad piigid olema ka téielikult
eraldunud, see tdhendab, et piigi jalg peab enne jargmise piigi juurde lifkumist minema tagasi piigi null-
joonele. Puudulik resolutsioon on siiski lubatud tingimusel, et piiki on TRR 1,02 juures vdimalik modta
risti.

Analiiiisi kaik.

10 pl mikrosiistlaga tommatakse 1 pl heksaani, seejdrel 0,5 pl dhku ning 16puks 0,5-1 pl proovilahust.
Noela kolbi tostetakse veelgi nii, et ndel tithjendatakse. Noel surutakse 14bi injektorseadme kesta ning ithe
voi kahe sekundi pérast siistitakse kiiresti, seejirel tdommatakse ndel umbes 5 sekundi pérast aeglaselt vélja.

Jatkatakse registreerimist, kuni olemasolevate steroolide TMSE on téielikult elueeritud.

Nulljoon peab vastama nduetele (5.4.1.2).
Piigi madaramine.

Piigid mairatakse peetumisaja pohjal ning samadel tingimusel analiitisitud steroolide TMSE segudega vord-
lemise teel.

Steroolid elueeritakse sellises jarjekorras: kolesterool, brassikasterool, 24-metiileenkolesterool, kampeste-
rool, kampestanool, stigmasterool, A-7-kampesterool, A-5,2 3-stigmastadienool, klerosterool, f-sitosterool,
sitostanool, A-5-avenasterool, A-5,24-stigmastadienool, A-7-stigmastenool, A-7-avenasterool.
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5.4.5.

5.4.5.1.

5.4.5.2.

6.1

Sitosterooli peetumisajad SE-52 ja SE-54 kolonnide puhul on esitatud tabelis 1.
Joonised 1 ja 2 kirjeldavad monede dlide tiitipilisi kromatogramme.
Kvantitatiivne hindamine.

f-kolestanooli ja steroolipiikide pindala arvutatakse integraatoriga. Vilja tuleb jétta nende tihendite piigid,
mida ei ole tabelis 1 loetletud. p-kolestanooli kalibreerimistegur peab olema 1.

Iga sterooli kontsentratsioon milligrammides 100 g rasvaine kohta arvutatakse jargmiselt:

Ax-ms‘lOO
sterool x = ————
As-m

kus

A, = sterooli x piigipindala (mm?);

A, = a-kolestanooli piigipindala (mm?);
m, = lisatud a-kolestanooli mass (mg);

m = mddramisel kasutatud proovi mass grammides.

TULEMUSTE VALJENDAMINE

Registreeritakse sterooli kontsentratsioonid milligrammides 100 g rasvaine kohta ning nende summa ste-
roolide tildsisaldusena.

Iga sterooli protsent arvutakse vastava piigipindala ja steroolide piikide kogupindala suhtena.

AX
sterool X'i % = -100

YA

kus
A, =Xi piigi pindala;

TA = steroolide piigipindala kokku.

LIIDE

Gaasi voolukiiruse mddramine

Normaalsetel to6tingimustel gaasikromatograafi siistitakse 1-3 ml metaani (voi propaani) ja moddetakse aeg, mis
kulub gaasi voolamiseks 14bi kolonni alates stistimisest kuni piigi ilmumiseni (t,y).

Voolukiirus cm/S on esitatud valemiga L/t,, kus L on kolonni pikkus sentimeetrites ja t,, on moddetud aeg sekun-

dites.
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Tabel 1

Steroolide suhtelised peetumisajad

Suhtel.ine
peetumisaeg

Piik Identifitseerimine
SE 54 SE 52
kolonn | kolonn
1 | kolesterool A-5-kolesteen-3[-ool 0,67 0,63
2 kolestanool 5a-kolestaan-3f-ool 0,68 0,64
3 brassikasterool [24S]-24-metiiiil-A- 5,22-kolestadieen-3[-o00l 0,73 0,71
4 24-metiileen-kolesterool 24-metiileen-A-5,24-kolesteen-3f-ool 0,82 0,80
5 kampesterool [24R]-24-metiiiil-A-5-kolestadieen-3-o00l 0,83 0,81
6 kampestanool [24R]-24-metiiiil-kolestaan-3f-ool 0,85 0,82
7 | stigmasterool [24R]-24-etiiiil-A-5,22-kolestadieen-3-o0l 0,88 0,87
8 A-7-kampesterool [24R]-24-metiitil-A-7-kolesteen-3f-ool 0,93 0,92
9 A-5,23-stitmastadienool [24S, R]-24-etiiiil-A-5,23-kolestadieen-3[3-00l 0,95 0,95
10 | klerosterool [24S]-24-etiiiil-A-5,2 5-kolestadieen-3-ool 0,96 0,96
11 B-sitosterool [24R]-24-etiiiil-A-5-kolestaan-3[3-ool 1,00 1,00
12 sitostanool 24-etiiiil-kolestaan-3f-o0l 1,02 1,02
13 A-5-avenasterool [24R]-24-etiilideen-5-kolesteen-3[3-00l 1,03 1,03
14 A-5,24-stitmastadienool [24R, S]-24-etiiiil-A-5,24-kolestadieen-3f-o0l 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenool [24R, S]-24-etiiiil-A-7,24-kolestadieen-3[3-00l 1,12 1,12
16 A-7-avenasterool [24Z]-24-ctiilideen-A-7-kolesteen-3f-00l 1,16 1,16
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Joonis 1

Rafineerimata oliividli sterooli fraktsiooni gaasikromatogramm
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Joonis 2

Rafineeritud oliividli sterooli fraktsiooni gaasikromatogramm
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3.1.

4.1.

4.2.

5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

VI LISA

ERUTRODIOOLI JA UVALOOLI MAARAMINE

SISSEJUHATUS

Eriitrodiool (iildiselt mdeldakse selle all koos glitkoole eriitrodiool ja uvalool) on mdnele rasvainele iseloo-
mulik seebistumatu fraktsiooni komponent. Eriitrodiooli leidub ekstraheeritud oliividlis markimisvaarselt
suuremas kontsentratsioonis kui teistes eriitrodiooli sisalduvates dlides (pressitud oliividli ja viinamarjaseem-
nedli, jne) ning seetdttu voib selle esinemine osutada sellele, et lisatud on ekstraheeritud oliivioli.

KOHALDAMISALA

Kiesolev meetod kirjeldab eriitrodiooli méiramist rasvainetes.

POHIMOTE

Rasvaine seebistatakse etanoolilahuses kaaliumhiidroksiidiga. Mitteseebistuvad fraktsioonid ekstraheeritakse
dietiiiileetriga ja puhastatakse ldbi alumiiniumoksiidi kolonni juhtimise teel.

Seebistumatutele komponentidele tehakse silikageeli plaadil planaarkromatograafia, kuni sterooli ja eriitro-
diooli fraktsioonide voondid on eraldunud. Plaadilt saadud steroolid ja eriitrodiool muundatakse trimetiiiil-
siliziileetriteks ning seda segu analiiiisitakse gaasikromatograafiliselt.

Tulemus viljendatakse eriitrodiooli protsendina eriitrodiooli ja steroolide segus.

SEADMED

V lisas (steroolide sisalduse méddramine) kirjeldatud seadmed.

REAKTIIVID
V lisas (steroolide sisalduse méddramine) kirjeldatud reaktiivid.

Eriitrodiooli standardlahus, 0,5 % lahus kloroformis.

TOO KAIK

Mitteseebistuvate komponentide ettevalmistamine.

Nagu V lisa ldikes 5.1.2 kirjeldatud.

Eriitrodiooli ja steroolide eraldamine.
Vaata V lisa 16iget 5.2.1.
Vaata V lisa 16iget 5.2.2.

Valmistatakse seebistumatute komponentide 5 % kloroformilahus.

0,1 ml mikrosiistlaga tdmmatakse 0,3 ml kromatograafiaplaadile umbes 1,5 cm kaugusele plaadi alumisest
servast voimalikult dhuke ja iihtlane viir.

Uhele plaadiservale pannakse vérdluseks moned mikroliitrid kolesterooli ja eriitrodiooli lahust.

Vastavalt punktile 5.2.1 ette valmistatud plaat pannakse ilmutusndusse. Umbritseva dhu temperatuur peaks
olema umbes 20 °C. llmutusndu suletakse kohe kaanega ning plaadil lastakse elueerida, kuni lahusti serv ula-
tub umbes 1 cm kaugusele plaadi tilemisest servast. Plaat vdetakse ilmutusndust vélja ning lahusti aurusta-
takse kuuma Shu voolus.

Plaati pritsitakse kergelt ja tihtlaselt 2,7-diklorofluorestseiini lahusega. Kui plaati vaadeldakse ultraviolettval-
guses, on sterooli ja eriitrodiooli voondit voimalik identifitseerida selliselt, et see on samas kohas kui vord-
luslahuste voondid. See voond tihistatakse tdpiga vahetult fluorestsentsi piiridest viljapool.
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5.2.6.

5.3.

5.4.

Metallspaatliga kraabitakse mirgistatud alalt maha silikageel. Plaadilt saadud materjal pannakse 50 ml kolbi.
Lisatakse 15 ml kuuma kloroformi, loksutatakse hoolikalt ning filtreeritakse 1dbi lehtri, millel on paagutatud
klaasketas nii, et silikageel jaab filtrisse. Pestakse kolm korda kuuma kloroformiga (iga kord 10 ml) ning filt-
raat kogutakse 100 ml kolbi. Filtraat aurustatakse ligikaudu 4-5 ml mahuni ning valatakse 10 ml tsentri-
fuugikiivetti, seejirel kuivatatakse 6rna limmastiku voolu all ning kaalutakse.

Trimetitiilsiliiiilestrite valmistamine

Nagu V lisa likes 5.3 kirjeldatud.

Gaasikromatograafiline analiiiis

Nagu V lisa punktis 5.4 kirjeldatud. Gaasikromatograafilise analiiiisi tegemise tingimused peavad olema sel-
lised, et need vdimaldavad 1dbi viia sterooli analiiiisi ning eraldada TMSE eriitrodioolist ja uvaloolist.

Kui proov on injekteeritud, jitkatakse registreerimist, kuni proovis olevad steroolid, eriitrodiool ja uvalool
on elueeritud. Seejdrel tehakse kindlaks piigid (eriitrodiooli ja uvalooli peetumisajad on suhtes f-sitosterooliga
vastavalt 1,45 ja 1,55) ning piigipindala arvutatakse nagu steroolide puhul.

TULEMUSTE VALJENDAMINE

A tTA,
Eritrodiooli % = ———=——x100
Al + AZ + ZAsterols
kus
A, = eriitrodiooli piigipindala (mm?);
A, = uvalooli piigipindala (mm?2);

2 Ageroond = Steroolide piigipindala kokku (mm).

Tulemus viljendatakse ithe kiimnendkoha tipsusega.
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4.1.

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.

4.17.

4.18.

4.19.

4.20.

VII LISA
TRIGLUTSERIIDI 2. POSITSIOONIS OLEVATE RASVHAPETE MAARAMINE

KOHALDAMISALA

Kiesolevas standardis kirjeldatakse meetodit, millega maératletakse selliste rasvade ja 6lide rasvhapped, mida
on esterdatud gliitserooli 2. positsioonis (vdi keskmises positsioonis).

KASUTUSVALDKOND

Kiesolevat standardit kohaldatakse nende dlide ja rasvade suhtes, mille sulamispunkt on pankrease lipaasi
toime eriparadest tulenevalt alla 45 °C.

Kéesolevat meetodit ei kohaldata dlide ja rasvade suhtes, mis sisaldavad miérkimisvéirset kogust: rasvhap-
peid, millel on 12 siisinikuaatomit voi vihem (kookospihkli- ja palmituumadlid, piimarasv), voi enam kui
nelja kaksiksidemega rasvhappeid, mis sisaldavad 20 aatomit voi rohkem (kala- ja mereimetajate 6li), voi rasv-
happeid, mis sisaldavad hapnikuga kiillastatud rithmi, vilja arvatud happerithmad.

POHIMOTE

Happelised 8lid ja rasvad neutraliseeritakse vajaduse korral lahustis. Rasva voi 8li puhastamiseks juhitakse see
alumiiniumoksiidi kolonni. Trigliitseriidid hiidroliitisitakse osaliselt pankrease lipaasi abil etteantud aja jook-
sul. Tekkivad monogliitseriidid eraldatakse planaarkromatograafiaga ning esterdatakse metanooliga. Metiiiil-
estreid analiitisitakse gaasikromatograafiaga.

SEADMED

100 ml iimarapdhjaline kolb.

25 ml iimarapdhjaline kolb, lihvithendusega.
1 m ohkjahuti, mis sobib kolbi 4.2.

250 ml Erlenmeyeri kolb.

50 ml keeduklaas.

500 ml jaotuslehter.

Klaaskolonn kromatograafia jaoks, sisediameetriga 13 mm, pikkusega 400 mm, kuhu on paigutatud paagu-
tatud klaasketas ja kraan.

10 ml lihvkorgiga tsentrifuugikiivett.

5 ml biirett skaalajaotise vaartusega 0,05 ml.

1 ml hitpodermiline peene ndelaga siistal.

Mikrosiistal, millega saadakse 3—4 pl tilgad.

Statsionaarse faasi plaadile kandmise seade.

Klaasplaadid planaarkromatograafia jaoks, 20 x 20 cm.

Klaasist ilmutusndu planaarkromatograafia jaoks, millel on lihvkork ja mis sobib 20 x 20 plaatidele.
Planaarkromatograafia ilmutusreagent.

Ahi, mis on reguleeritud temperatuurile 103 + 2 °C.

Termostaat, mida on vdimalik 5 °C tipsusega reguleerida vahemikku 30-45 °C.
Vaakumpoordaurusti.

Vibratsioonsegisti, mis vdimaldab tsentrifuugikiivetti tugevalt loksutada.

Ultraviolettlamp planaarplaatide uurimiseks.
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Lipaasi aktiivsuse kontrollimiseks:

4.21.

4.22.

4.23.

4.24.

pH-meeter.
Spiraalsegisti.
5 ml biirett.

Stopper.

Lipaasi voimalikuks ettevalmistamiseks:

4.25.
5.
5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.

5.9.

Laborisegisti, mis sobib heterogeensete materjalide hajutamiseks ja segamiseks.

REAKTIIVID

n-heksaan, voi selle puudumise korral petrooleeter (bp 30-50 °C), kromatograafilise kvaliteediga.
95 % 2-propanool vdi etanool (V/V), analiitiliselt puhta reaktiivi kvaliteediga.

2-propanool voi etanool, 1/1 vesilahus.

Dietiiiileeter, peroksiidivaba.

Atsetoon.

Sipelghape, vihemalt 98 protsendiline (m/m).

Imutuslahus: n-heksaani (5.1), dietiiiileetri (5.4) ja sipelghappe (5.6) segu proportsioonis 70/30/1 (V[V/|V).
Aktiveeritud alumiiniumoksiid kromatograafia jaoks, neutraalne, Brockmann I kvaliteediga.
Silikageel, koos sideainega, mille kvaliteet on sobiv planaarkromatograafia jaoks.

Pankrease lipaas, sobiva kvaliteediga (mirkused 1 ja 2).

Naatriumhiidroksiid, 120 g/l vesilahus.

Soolhape, vesilahus 6 mol/L.

Kaltsiumkloriid (CaCl,), 220 g/l vesilahus.

Naatriumkolaat (enstimaatilise kvaliteediga), 1 g/l vesilahus.

Puhverlahus: 1 M tris-hiidrokstimetiiiilaminometaani lahus reguleeritakse véirtusele pH 8, lisades selleks sool-
hapet (5.12) (kontrollitakse potentsiomeetriga).

Fenoolftaleiin, 10 g/l lahus 95protsendilises (V/V) etanoolis.

2',7'-diklorofluorestseiin, 2 g/l lahus 95protsendilises (V/V) etanoolis, muudetud pisut aluseliseks iihe tilga 1
N naatriumhiidroksiidilahuse lisamisega 100 ml kohta.

Lipaasi aktiivsuse kontrollimiseks:

5.18.
5.19.
5.20.

5.21.

6.1.

Neutraliseeritud oli.
0,1 M naatriumhiidroksiidi vesilahus.
Naatriumkolaat (enstimaatilise kvaliteediga), 200 g/l vesilahus.

Kummiaraabik, 100 g/l vesilahus.

PROOVI ETTEVALMISTAMINE

Kui proovi happesus on vastavalt II lisale mddramisel alla 3 %, puhastatakse proovi alumiiniumoksiidi kohal,
nagu punktis 6.2 ette nihtud.

Kui proovi happesus on vastavalt II lisale maddramisel iile 3 %, neutraliseeritakse proov leelisega lahusti juu-
resolekul punktile 6.1 vastavalt ja seejirel alumiiniumoksiidiga punktile 6.2 vastavalt.

Leelisega neutraliseerimine lahusti juuresolekul

Jaotuslehtrisse (4.6) pannakse umbes 10 g toordli ning lisatakse 100 ml heksaani (5.1), 50 ml 2-propanooli
(5.2), paar tilka fenoolftaleiini lahust (5.16) ja selline kogus naatriumhiidroksiidi lahust (5.11), mis vastab dli
0,3 % vorra suuremale vabade rasvhapete sisaldusele. Loksutatakse tugevasti 1 minuti jooksul, lisatakse
50 ml destilleeritud vett, loksutatakse uuesti ning lastakse settida.

Pirast eraldamist eemaldatakse alumine seebistunud kiht. Eemaldatakse ka keskmised kihid (taimeliim, lahus-
tumatud ained). Neutraliseeritud 6li heksaanilahust pestakse korduvalt 25-30 ml 2-propanoolilahuse (5.3)
kogustega, kuni fenoolftaleiini roosa virvus on kadunud.
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6.2.

8.1.

8.2.

8.3.

Enamus heksaanist eemaldatakse vaakumi all vaakumpdordaurustis (4.18) destilleerimise teel, seejdrel kuiva-
takse oli 30-40 °C juures vaakumi all puhta limmastiku vooluga, kuni heksaan on tdielikult eemaldatud.
Puhastamine alumiiniumoksiidiga

Valmistatakse ette 15 g aktiveeritud alumiiniumoksiidi (5.8) suspensioon 50 ml heksaanis (5.1) ja valatakse
samal ajal segades kromatograafia kolonni peale (4.7). Alumiiniumoksiidil lastakse ithtlaseks kihiks vajuda

ning lahustikihil lastakse valguda selliselt, et see on 1-2 mm absorbendist iilalpool. Kolonni valatakse ette-
vaatlikult 5 g oli ja 25 ml heksaani (5.1) lahus; heitvesi kogutakse kolonnist iimarapdhjalisse kolbi (4.1).

Kromatograafiliste plaatide ettevalmistamine

Klaasplaadid (4.13) puhastatakse vdimalike rasvainete eemaldamiseks korralikult etanooli, petrooleetri ja atse-
tooniga.

Erlenmeyeri kolbi (4.4) pannakse 30 g silikageeli (5.9). Lisatakse 60 ml destilleeritud vett. Suletakse punniga
ning loksutatakse tugevasti ithe minuti jooksul. Suspensioon kantakse kohe seadmele (4.12) ja puhtad plaa-

did kaetakse 0,25 mm paksuse kihiga.

Plaate kuivatatakse 6hu kies 15 minutit ja siis tund aega ahjus (4.16) temperatuuril 103 * 2 °C. Plaadid jahu-
tatakse enne kasutamist eksikaatoris toatemperatuurile.

Ettevalmistatud plaadid on miitigil.

TOO KAIK

Hiidroliiiis pankrease lipaasiga.

Tsentrifuugikiivetti (4.8) kaalutakse umbes 0,1 g ettevalmistatud proovi; kui prooviks on vedel 6li, toimi-
takse alljargnevalt.

Lisatakse 20 ml lipaasi (5.10) ja 2 ml puhvrit (5.15). Segatakse hoolega, kuid ettevaatlikult, ning seejarel lisa-
takse 0,5 ml naatriumkolaadi lahust (5.14) ja 0,2 ml kaltsiumkloriidi lahust (5.13). Katseklaas suletakse lihv-
korgiga, loksutatakse ettevaatlikult (vdlditakse korgi kokkupuutumist lahusega) ja katseklaas pannakse kohe
termostaati (4.17), mida hoitakse temperatuuril 40 * 0,5 °C, ning loksutatakse kdega tapselt iiks minut.

Katseklaas voetakse termostaadist vdlja ning loksutatakse tugevasti tipselt 2 minutit elektrilise loksutiga
(4.19).

Jahutatakse kohe jooksva vee all; lisatakse 1 ml soolhapet (5.12) ja 1 ml dietiiiileetrit (5.4). Suletakse korgiga
ja segatakse tugevasti elektrilise loksutiga. Lastakse seista ning orgaaniline kiht eemaldatakse siistlaga (4.10),
vajaduse korral pérast tsentrifuugimist.

Monogliitseriidide eraldamine planaarkromatograafiaga

Ekstrakt kantakse mikrosiistlaga (4.11) kromatograafilisele plaadile umbes 1,5 cm kaugusele alumisest ser-
vast voimalikult Shukese, kitsa ja iihtlase joonena. Plaat asetatakse histi kiillastunud ilmutusndusse (4.14) ja
proovi ilmutatakse ilmutuslahusega (5.7) tempeatuuril ligikaudu 20 °C kuni 1 sentimeetrini plaadi tilemisest
servast.

Plaati kuivatatakse hu kdes ilmutusndu temperatuuril ning sellele pihustatakse 2’,7'-diklorofluorestseiini
lahust (5.17). Monogliitseriidi voond (R ¢ umbes 0,03 5) méiratakse ultraviolettvalguses (4.20).

Monogliitseriidide analiitisimine gaasikromatograafiaga

Punktis 8.2 saadud vo6nd eemaldatakse spaatliga (vdltida tuleks nulljoonel olevate komponentide eemalda-
mist) ning pannakse metiiiilimiskolbi (4.2).

Kogutud silikageel toodeldakse X B lisas kirjeldatud meetodil selliselt, et monogliitseriidid muudetakse metiiii-
lestriteks, ning seejirel uuritakse estreid gaasikromatograafiaga, nagu X A lisas kirjeldatud.

TULEMUSTE VALJENDAMINE

Rasvhappe koostis 2. positsioonis arvutatakse ithe kiimnendkoha tipsusega (mérkus 3).
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10.

MARKUSED

Markus 1:

Mrkus 2:

Markus 3:

Mirkus 4:

Lipaasi aktiivsuse kontrollimine

Valmistatakse ette emulsioon, milleks loksutatakse sobivas segistis 165 ml kummiaraabiku lahuse (5.21), 15 g
purustatud jad ja 20 ml neutraliseeritud dli (5.18) segu.

Keeduklaasi (4.5) pannakse 10 ml nimetatud emulsiooni, sellele lisatakse 0,3 ml naatriumkolaadi lahust (5.20) ja
20 ml destilleeritud vett.

Keeduklaas pannakse termostaati, mida hoitakse temperatuuril 37 + 0,5 °C (mirkus 4); vedelikku pannakse
pH-meetri (4.21) elektroodid ning spiraalne segisti (4.22).

Biiretiga (4.23) lisatakse tilkhaaval naatriumhiidroksiidi lahus (5.19) kuni pH on 8,5.

Lisatakse piisav kogus lipaasi vesisuspensiooni (vaata allpool). Kui pH-meetri nit on 8,3, pannakse to6le stop-
per (4.24) ning katseklaasi tilgutatakse naatriumhiidroksiidilahust (5.19) sellise kiirusega, et pH oleks jitkuvalt
8,3. Kasutatud leeliselahuse maht pannakse kirja iga minuti kohta.

Vaatlustulemused margitakse %raaﬁkule, mirkides abtsissteljele aja ja ordinaatteljele pH taseme piisimiseks vaja-
liku leeliselahuse koguse milliliitrites. Selle tulemusel peaks tekkima sirgjoon.

Eespool nimetatud lipaasi suspensioon on 1/1 000 (m/m) suspensioon vees. Iga katse puhul tuleks kasutada sel-
list kogust suspensiooni, et leeliselahust kuluks umbes 1 ml 4-5 minutis. Tavaliselt kulub umbes 1-5 mg pulb-
rit.

Lipaasiithik on selline ensiiiimikogus, mida on vaja selleks, et vabastada 10 happe p-ekvivalenti minutis. Kasu-
tatud pulbri aktiivsus lipaasiithikutes mg kohta saadakse valemiga:

V x10

m

kus V on naatriumhiidroksiidilahuse (5.19) kulumine minutis (arvutatud graafiku péhjal), m on pulbriproovi
mass (mg).

Lipaasi ettevalmistamine

Miitigil on piisava lipaasiaktiivsusega lipaase. Lipaase on siiski voimalik ka laboratooriumis jargmisel viisil val-
mistada:

5 kg virsket sea kdhundiret jahutatakse temperatuurile 0 °C; eemaldatakse iimbritsev tahke rasv ja
sideEude ning jahvatatakse segistis kuni taignataolise vedeliku saamiseni. Tekkinud pastat ja
2,5 | veevaba atsetooni segatakse segistiga (4.25) 4-6 tundi ja seejirel tsentrifuugitakse. Jaaki ekstraheeritakse veel
kolm korda sama koguse atsetooniga, siis kaks korda 1/1 (V/V) atsetooni ja dietiiiileetri seguga, ning kaks korda
dietiiiileetriga.

Stabiilse pulbri saamiseks tuleks jddki vaakumis 48 tundi kuivatada ning seejirel tuleks seda hoida kiilmikus.

Rasvhapete tildmass tuleks soovitavalt méirata alati samas proovis, kuna tulemuste tdlgendamine on lihtsam,
kui 2. positsioonis olevate hapete miira on vdimalik vorrelda rasvhapete iildmassiga.

Vedela 6li puhul on hiidroliiiisi temperatuur 37 °C. Selleks et uurida kuni 45kraadise sulamistemperatuuriga ras-
vu, mddratakse hiidroliiiisi temperatuuriks 40 °C.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

VIII LISA

TRILINOLEIINI SISALDUSE MA ARAMINE

KOHALDAMISALA

Trigliitseriidi koostise maddramine oliiviolis nende ekvivalentse siisinikuarvu alusel korgrohuvedelikkromato-
graafiaga.

Kaesolevas meetodis kirjeldatakse meetodit, millega on vdimalik eraldada ja méidrata kvantitatiivselt trigliitse-
riidide koostis taimsetes dlides nende molekulmassi ja kiillastumatusastmega ekvivalentse siisinikuarvu funkt-
sioonina (vt markus 1).

KASUTUSVALDKOND

Kiesolevat meetodit kohaldatakse kdikide pikaahelalisi rasvhapete trigliitseriide sisaldavate taimsete 6lide suh-
tes. See meetod sobib eelkoige selleks, et teha valdava kiillastamata rasvhappena oleiinhapet sisaldavates taim-
setes Olides (nditeks oliividli) kindlaks viikeste koguste poolkuivavate dlide (mis sisaldavad palju linoolhapet)
esinemine.

POHIMOTE

Trigliitseriidid eraldatakse vastavalt nende ekvivalentsele siisinikuarvule korgrohuvedelikkromatograafiaga
(muudetud polaarsus) ja kromatogrammide tdlgendamise teel.

SEADMED
Korgefektiivne vedelikkromatograafia, mis voimaldab kolonni temperatuuri reguleerida.
10 pl siistal injekteerimiseks.

Detektor: diferentsiaalrefraktomeeter. Kogu mddtepiirkonna tundlikkus peaks olema vihemalt 10~* murdu-
misnditaja ithikust.

Kolonnid: roostevabast terasest katseklaas kdrgusega 250 mm ja sisediameetriga 4,5 mm, kus on 5 pm dia-
meetriga ranidioksiidiosakesed, milles on 22—23 % siisinikku oktadekiiiilsilaani kujul (markus 2).

Meerik ja/voi integraator.

REAKTIIVID

Koik reaktiivid peaksid olema analiiiitiliselt puhtad. Elueerimislahustid peaksid olema degaseeritud ja neid voib
korduvalt kasutada, ilma et see eraldamist mdjutaks.

Kloroform.
Atsetoon.
Atsetonitriil.

Elueerimislahusti: atsetonitriil + atsetoon (vahekordi tuleb soovitud eraldumise saamiseks kohandada; alustada
tuleks 50 : 50 seguga).

Lahusti: atsetoon vdi 1 : 1 atsetooni ja kloroformi segu.

Vordlustrigliitseriidid: voib kasutada miitigil olevaid trigliitseriidide (tripalmittiin, trioleiin, jne) ning nende pee-
tumisaeg tuleb maarata kooskdlas vastava ekvivalentse siisinikuarvuga, voi sojadli pohjal saadud vordluskro-
matogrammi (vt markus 3 ja 4 ning joonised 1 ja 2).

PROOVIDE ETTEVALMISTAMINE

Valmistatakse ette uuritava proovi 5 % lahus, Milleks kaalutakse 10 ml mootekolbi 0,5 £ 0, 001 g proovi ja
katseklaas tdidetakse lahustiga (5.5) kuni 10 ml mirgini.
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7.1.

TOO KAIK
Valmistatakse ette kromatograaf. Kogu siisteemi puhastamiseks pumbatakse sellesse elueerimislahustit (5.4) kii-

rusega 1,5 ml/mm. Oodatakse, kuni tekib stabiilne nulljoon.

Stistitakse 10 pl proovi, mis on ette valmistatud vastavalt punktile 6.

TULEMUSTE ARVUTAMINE JA ESITAMINE

Kasutatakse sisestandardiseerimise meetodit, see tdhendab, et eeldatakse, et erinevatele trigliitseriidide piikide
pindalade summa on 100 %. Vastavate trigliitseriidide protsendid arvutatakse jargmise valemiga:

piigi pindala
trigliitseriidi % = ——— x 100
piigi pindalade summa

Tulemus viljendatakse ithe kiimnendkoha tipsusega.

Markus 1. Elueerimisjirjekorda vdib mairata ekvivalentse siisinikuarvu arvutamise teel, mida viljendab sageli suhe
ECN = CN - 2n, kus CN on siisinikuarv ja n on kaksiksidemete arv; seda on vdimalik kaksiksideme paritolu
arvesse vottes tipsemalt arvutada. Kui ng, n, ja n,,, on vastavalt oleiinhappe, linoolhappe ja linoleenhappe kak-
siksidemete arvud, on ekvivalentseid siisinikuarvusid voimalik arvutada jargmise valemiga:
ECN=CN-dn,—-dn, —d;n,,

oo

kus koefitsiente d,, d, ja d;,, on voimalik arvutada vordlustrigliitseriididega. Kiesolevas meetodis tdpsustatud
tingimustel sarnaneb valem jirgmise valemiga:

ECN = CN - [2,60 n,] - [2,35 n,] - [2,17 n,,]
Markus 2. Naited: Lichrosorb (Merck) RP18 Art 50333;
Lichrosphere (Merck) 100 CH18 Art 50377 voi samaviirne.

Markus 3. Mitme vordlustrigliitseriidiga on vdimalik arvutada trioleiini resolutsioon.
a=RT'[RT’

kasutades korrigeeritud peetumisaega RT" = RT — RT, ;...

oleiin

Graafik log @ muutumine (kaksiksidemete arv) funktsioonina vdimaldab miirata kindlaks koikide vordlustri-
gliitseriidides sisalduvate rasvhapete trigliitseriidide peetumisvaartuse (vt joonis 2).

Markus 4. Kolonn peab olema nii tdhus, et trilinoleiini piik eristub selgelt nende trigliitseriidide piikidest, mille peetumisaeg
on peaaegu sama.
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Joonis 1
Sojadli proovi kromatogramm
- Monogliitseriidid ja
2 digliitseriidid
& -LLnLn
LLLn
B
[
LLL
OLLn
]
PLLn
- — OLL
—]
OO0L
N
>N
POL + StLL
PPL
& 000
StOL

P = palmitiinhape
L =linoolhape

St = steariinhape

In = linoleenhape

O = oleiinhape
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Joonis 2

‘ Graafik log a muutumine (kaksiksidemete arvu) funktsioonina
StStSt

¥

+05 4

log &

-025 4

StStLn

-025 4

05

' | LnLnLn
1
% 3 e s 3 } 't . .
L) T Al v L v v v Al -
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Kaksiksidemete arv (n)
La = lauriinhape My = miiristiinhape P = palmitiinhape
St = steariinhape O = oleiinhape L = linoolhape

Ln = linoleenhape
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

IX LISA

SPEKTROFOTOMEETRILINE ANALUUS ULTRAVIOLETTPIIRKONNAS

EESSONA

Spektrofotomeetriline analiiiis ultraviolettpiirkonnas v3ib anda teavet rasva kvaliteedi, selle sdilivuse ja tehno-
loogilistest protsessidest tulenevate muutuste kohta.

Kdesolevas meetodis kirjeldatud lainepikkustel esinev neeldumine on tingitud konjugeeritud dieeni ja trieeni
siisteemide olemasolust. Need neeldumised on viljendatud eri-ekstinktsioonina E' *; . (ekstinktsioon, mis

leiab aset teatud lahustist valmistatud 1protsendilise rasvalahuse 1 cm paksuses kihis), mida tavaliselt viljen-
datakse tdhisega K (samuti tuntud ekstinktsiooni koefitsiendina).

KOHALDAMISALA

Kdesolevas meetodis kirjeldatakse oliividli spektrofotomeetrilist analiiiisi ultraviolettpiirkonnas.

POHIMOTE

Rasv lahustatakse ettendhtud lahustis ja lahusti ekstinktsioon maaratakse kindlaks teatud lainepikkusel kasu-
tades vordluslahusena puhast lahustit. Uksikekstinktsioonid arvutatakse spektrofotomeetri tulemuste pdhjal.

VAHENDID

Spektrofotomeeter ekstinktsiooni mddtmiseks ultraviolettpiirkonnas 220-360 nm vahel, mis voimaldaks tule-
musi mérkida {the nanomeetri tapsusega.

Risttahukakujulised kaanega kvartskiivetid optilise pikkusega 1 cm. Vee v6i mone muu sobiva lahustiga tait-
mise korral ei tohiks kiivettide tulemuste erinevus olla suurem kui 0,01 ekstinktsiooniiihikut.

25 ml moodtekolvid.

Kromatograafia kolonn, pikkusega 450 mm ja libim6dduga 35 mm, viljalasketoru labimo6duga umbes
10 mm.

REAKTIIVID

Spektrofotomeetriliselt puhas iso-oktaan (2,2,4-trimetiiiilpentaan). Vorreldes destilleeritud veega peab selle labi-
tustegur olema vdhemalt 60 % 220 nm juures ja mitte alla 95 % 250 nm juures, voi

— spektrofotomeetriliselt puhas tsitkloheksaan: vorreldes destilleeritud veega peab selle labitustegur olema
vihemalt 40 % 220 nm juures ja mitte alla 95 % 250 nm juures, voi

— muu sobiv lahusti, milles rasv tdielikult lahustub (nditeks etanool vdi kastooroli).

Aluseline alumiiniumoksiid kolonnkromatograafia jaoks, mis on valmistatud ja kontrollitud, nagu I liites kir-
jeldatud.

n-heksaan kromatograafia jaoks.

TOO KAIK

Kénealune proov peab olema tiiesti homogeenne ja heljuvate lisanditeta. Umbritseva dhu temperatuuril vede-
lad olid filtreeritakse 1abi paberi temperatuuril ligikaudu 30 °C, tahked rasvad homogeniseeritakse ja filtreeri-
takse temperatuuril, mis voib olla rasva sulamistemperatuurist kuni 10 °C korgem.
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5.2

5.3.

5.4.

6.1.

6.2.

25 ml mddtekolbi kaalutakse 0,25 g eespool kirjeldatud viisil ettevalmistatud proovi, tiidetakse kuni méargini
ettendhtud lahustiga ning homogeniseeritakse. Tekkiv lahus peab olema tiiesti selge. Opalestsentsi voi higu-
suse korral tuleb proov kiiresti libi paberi filtreerida.

Kivett tdidetakse saadud lahusega ning ekstinktsioonid moddetakse ndutavatel lainepikkustel vahemikus
232-276 nm, kasutades selleks vordluslahustina kasutatud lahustit.

Registreeritud ekstinktsioonivéirtused peavad jadma vahemikku 0,1-0,8. Vastasel korral tuleb mddtmisi kor-
rata ja kasutada vajaduse korral suurema kontsentratsiooniga voi rohkem lahjendatud lahuseid.

Kui pérast alumiiniumoksiidiga to6tlemist on vaja méirata konkreetne ekstinktsioon, tehakse seda jargmiselt.
Kromatograafia kolonni pannakse 30 grammi aluselist alumiiniumoksiidi heksaani suspensioonis. Parast adsor-
bendi settimist eemaldatakse iileliigne heksaan selliselt, et seda on alumiiniumoksiidi peal umbes 1 cm.

10 g rasva, mis on punktis 5.1 kirjeldatud viisil homogeniseeritud ja filtreeritud, lahustatakse 100 ml heksaa-
nis ning lahus valatakse kolonni. Eluaat kogutakse kokku ning lahusti aurustatakse vaakumi all temperatuuril
alla 25 °C.

Saadud rasva kasutades jargitakse punktis 5.2 kirjeldatud korda.

TULEMUSTE VALJENDAMINE

Registreeritakse individuaalsed ekstinktsioonid (ekstinktsiooni koefitsiendid) eri lainepikkustel, mis arvutatakse
jargmise valemi alusel:

kus

Ky = on konkreetne ekstinktsioon lainepikkusely;
E, = on ekstinktsioon lainepikkusel A;

¢ = on lahuse kontsentratsioon g/100 ml;

s = kiiveti paksus (cm).

Tulemused viljendatakse kahe kiimnendikkoha tapsusega.

Oliivioli spektrofotomeetriline analiiiis kooskdlas EMU ametliku meetodiga nieb ette konkreetse ekstinktsiooni
mdadramise iso-oktaani lahuses lainepikkusel 232 ja 270 nm ning K maaramist jargmise valemiga:

kus K, on konkreetne ekstinktsioon lainepikkusel m, maksimaalse neeldumise lainepikkus on umbes 270 nm.
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A.l.1.

A.1.2.

I LIIDE

Alumiiniumoksiidi ettevalmistamine ja selle aktiivsuse kontrollimine

Alumiiniumoksiidi ettevalmistamine

Ahjus temperatuuril 380-400 °C kolm tundi enne kuivatatud alumiiniumoksiid asetatakse hermeetiliselt
suletavasse mahutisse, lisatakse destilleeritud vett 5 ml iga 100 g alumiiniumoksiidi kohta, seejérel suletakse
mahuti kohe, loksutatakse korduvalt ning lastakse enne kasutamist vihemalt 12 tundi seista.

Alumiiniumoksiidi aktiivsuse kontrollimine

30 grammi alumiiniumoksiidiga valmistatakse ette kromatograafia kolonn. Toimitakse, nagu ldikes 5.4 kir-
jeldatud, ning labi kolonni lastakse segu, mis koosneb:

— 95 % neitsioliiviolist, mille konkreetne ekstinktsioon on 268 nm juures alla 0,18,

— 5 % maapihkliolist, mida on rafineerimise ajal aktiivmullaga toodeldud ja mille konkreetne ekstinkt-
sioon on 268 nm

jooksul mitte vihem kui 4.

Kui segu konkreetne ekstinktsioon on parast kolonni labimist 268 nm juures iile 0,11, on alumiiniumoksiid
sobiv, kui ei, tuleb dehiidraatimise taset suurendada.
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A2

A.2.1.

A2.2.

II LIIDE

Spektrofotomeetri kalibreerimine

Seadmeid tuleb korrapiraselt (vihemalt iga kuue kuu jérel) kontrollida nii lainepikkuse vastavuse kui tip-
suse suhtes.

Lainepikkust voib kontrollida elavhdbe-kvartslambi voi sobivate filtritega.

Fotoelemendi ja fotokordisti tulemusi kontrollitakse jargmiselt: 1 000 ml mddtekolbi kaalutakse 0,2000 g
puhast kaaliumkromaati, see lahustatakse 0,05 N kaaliumhiidroksiidi lahuses ning tdidetakse kuni 1 000 ml
margini. Seejirel voetakse 25 ml saadud lahust, kantakse 500 ml md6tekolbi, ning tdidetakse sama kaalium-
hiidroksiidi lahusega mirgini.

Saadud lahuse ekstinktsioon moddetakse 275 nm juures, kasutades vordluslahusena kaaliumhiidroksiidi
lahust. 1 cm kiivetiga mootmisel peaks ekstinktsioon olema 0,200 # 0, 5000.
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2.1.

2.2

2.2.1.

2.2.2.

2.3.

3.1.

X A LISA

RASVHAPETE METUULESTRITE GAASIKROMATOGRAAFILINE ANALUUS

KOHALDAMISALA
Kiesoleva meetodiga antakse iildjuhised tdidetud voi kapillaarkolonniga gaaskromatograafia kohaldami-
seks kooskdlas X B lisaga saadud rasvhapete metiiiilestrite segu kvalitatiivse ja kvantitatiivse koostise kind-

lakstegemisel.

Seda meetodit ei kohaldata poliimeriseeritud rasvhapete suhtes.

REAKTIIVID

Kandegaas

Inertgaas (limmastik, heelium, argoon, vesinik), pohjalikult kuivatatud ja hapnikusisaldusega kuni
10 mg/kg.

Markus 1. Vesinik, mida kasutatakse kandegaasina ainult kapilaarkolonnidega, voib analiiiisi kiirust kahekordistada, kuid
on ohtlik. Saadaval on ohutusseadmed.

Abigaasid
Limmastik (puhtus > 99,9 %), orgaaniliste lisanditeta.

Ohk v&i hapnik, orgaaniliste lisanditeta.

Vordlusstandard

Puhaste rasvhapete metiiiilestrite segu voi teadaoleva, eelistatult analiiiisitava rasvainega sarnase koosti-
sega rasva metiiiilestrid.

Tuleb tagada, et poliikiillastumata rasvhapped ei oksiideeruks.

SEADMED
Juhendid kasitlevad tavapdraseid gaasikromatograafia seadmeid, rakendades tdidetud ja/voi kapillaarko-

lonne ja leekionisatsioonidetektorit. Sobivad koik punktis 4.1.2 nimetatud efektiivsuse ja resolutsiooniga
seadmed.

Gaasikromatograaf

Gaasikromatograaf koosneb jargmistest elementidest.

Sissepritsesiisteem

Kasutatakse sissepritsesiisteemi, millel on:

a) tdidetud kolonnid, vdikseima voimaliku tithimahuga (sellisel juhul peab sissepritsesiisteemi olema voi-
malik kuumutada 20-50 °C kuumemaks kui kolonni); voi

b) kapillaarkolonnid, sellisel juhul peab sissepritsesiisteem olema spetsiaalselt vastavaks otstarbeks kavan-
datud. See voib olla jaotatud voi jaotamata vooluga injektor.

Markus 2. Vihem kui 16 siisinikuaatomiga rasvhapete puudumise korral voib kasutada lifkuva ndelaga injektorit.

Ahi

Kolonni peab olema voimalik ahjus kuumutada vahemalt temperatuurini 260 °C ning ahi peab soovitud
temperatuuri hoidma tdidetud kolonniga 1 °C ja kapillaarkolonniga 0,1 °C tdpsusega. Viimane ndue on eriti
oluline juhul, kui kasutatakse kvartsklaasist kolonni.

Temperatuuriregulaatoriga kuumutamine on kéikidel juhtudel soovitav, eelkdige rasvhapete puhul, millel
on vahem kui 16 sisinikuaatomit.
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3.1.3.1.

3.1.3.2.

3.1.3.3.

3.1.4.1.

3.1.4.2.

3.1.4.3.

3.2

3.3.

Tdidetud kolonn

Kolonn, analiiiisitava ainega inertsest materjalist (klaasist voi roostevabast terasest), millel on jargmised
modtmed.

a) pikkus: 1-3 m. Kui esineb pikaahelalisi rasvhappeid (iile C,,), tuleks kasutada suhteliselt lithikest kolon-
ni. 4-6 siisinikuaatomiga hapete analiiiisimisel on soovitav kasutada 2 m pikkust kolonni;

b) sisediameeter: 2—4 mm.

Markus 3. Kui esineb rohkem kui kolme kaksiksidemega poliikiillastumata komponente, voib need lagundada rooste-
vabast terasest kolonnis.

Mrkus 4. Kasutada voib kahe tiidetud kolonniga siisteemi.
Taitmine, kasutatakse jargmisi komponente:

a) tugiaine: happega pestud ja silaanitud kobediatomiit voi muu sobiv inertne kandegaas, millel on kitsas
terasuuruste védrtus (25 pm ulatus 125-200 pm) ning tera keskmine suurus on seotud kolonni sise-
diameetri ja pikkusega;

b) statsionaarne faas: poliestri tiitipi polaarne vedelik (nt detiileen-gliikool-poliisuktsinaat, butanediool-
poliisuktsinaat, etiileenglitkool-poliiadipaat jne), tsiianosilikoonid v6i moni muu vedeldi, mis voimal-
dab vajaliku kromatograafilist eraldamist (vt punkt 4). Statsionaarse faasi osakaal peaks kolonni tait-
misest moodustama 5-20 %. Teatavate eraldamiste puhul voib kasutada ka mittepolaarset
statsionaarset faasi.

Kolonni tasakaalustamine

Kui kolonn on vdimaluse korral detektorist eraldatud, kuumutatakse ahju jirk-jargult temperatuurini
185 °C ning vahetult ettevalmistatud kolonni lastakse sellel temperatuuril vahemalt 16 tunni jooksul inert-
gaasi vool kiirusega 20—-60 ml/min ja tdiendavalt 2 tunni jooksul temperatuuril 195 °C.

Kapillaarkolonn

Katseklaas, mis on valmistatud analiiiisitava ainega inertsest materjalist (tavaliselt klaas voi kvartsklaas).
Sisediameeter on 0,2-0,8 mm. Sisekiilge tuleb enne statsionaarse faasi kihiga katmist nduetekohaselt t66-
delda (nt pinna ettevalmistamine, inaktiveerimine). Enamikul juhtudel on piisavaks pikkuseks 25 mm.

Statsionaarne faas, tavaliselt poliigliikooli (polii(etiileenglitkool)20 000), poliiestri (butanediool-
poliisuktsinaat) voi polaar-poliisiloksaani (tstianosilikoonide) tiitipi. Sobivad seotud (vorkstruktuuriga)
kolonnid.

Mirkus 5. Polaar-poliisiloksaanid voivad raskendada linoleenhappe ja C,, hapete identifitseerimist ja eraldamist.
Kiht peab olema 6huke, st 0,1-0,2 pm.
Kolonni monteerimine ja tasakaalustamine

Jargitakse kapillaarkolonnide tavapiraseid ettevaatusabindusid: kolonni asetus ahjus (tugirajatised), liite-
kohtade valik ja paigaldus (lekkekindlus), kolonni otste asetus injektoris ja detektoris (vdimalikult vihe
tithja ruumi). Labi kolonni juhitakse kandegaas (nt 0,3 baari (30 kPa) labi 25 mm pikkuse ja 0,3 mm sise-
diameetriga kolonni).

Kolonn tasakaalustatakse ahju reguleerides selliselt, et temperatuur tduseb imbritseva 6hu temperatuurilt
3 °C minutis, saavutades sellise temperatuuri, mis on 10 °C madalam kui statsionaarse faasi hajumistem-
peratuur. Ahju hoitakse sellisel temperatuuril tund aega, kuni nulljoon stabiliseerub. Temperatuuri alan-
datakse taas tagasi 180 °C-le ja katset jitkatakse isotermilistel tingimustel.

Mirkus 6. Nouetekohaselt tasakaalustatud kolonnid on miiiigil.

Detektor, mida on soovitavalt voimalik kuumutada temperatuurini, mis on kolonni omast korgem.

Siistal

Siistla {ilemine modtepiir on 10 ml ning mootskaala jagatud 0,1-milliliitristeks tihikuteks.

Meerik

Kui meeriku kdverat kasutatakse analiiiisitava segu koostise arvutamiseks, on vaja viga tipset elektrimee-
rikut, mis sobib kokku kasutatavate seadmetega. Meerikul peavad olema jargmised omadused:

a) vastamisaeg alla 1,5 s, soovitavalt 1 s (vastamisaeg on aeg, mis kulub meeriku ndelal liikkumiseks vahe-
mikus 0-90 % pirast seda kui ootamatult antakse 100 % signaal;

b) paberi laius, vihemalt 20 cm;

¢) paberi kiirus, mida on vdimalik kohandada kiiruseni 0,4-2,5 cm/min.
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3.4.

4.1.

4.1.1.1.

Integraator
Elektroonilise integraatoriga on voimalik kiiresti ja tapselt arvutada. Elektroonilise integraatoriga on voi-

malik saavutada piisava tundlikkusega lineaarne vastus ning nulljoone kérvalekalde korrektsioon on rahul-
dav.

TOO KAIK
Punktides 4.1-4.3 kirjeldatud toimingud kisitlevad leekionisatsioonidetektori kasutamist.

Kasutada voib ka gaasikromatograafi, milles on kataromeeter (to6tab soojusjuhtivuse pohiméttel). To6tin-
gimusi kohandatakse, nagu punktis 6 kirjeldatud.

Katsetingimused

Optimaalsete to6tingimuste valik

Taidetud kolonn

Katsetingimuste valimisel tuleks arvesse votta jargmisi muutujaid:

a) kolonni pikkus ja diameeter;

b) statsionaarse faasi laad ja kogus;

¢) kolonni temperatuur;

d) kandegaasi vool;

e) ndutav resolutsioon;

f) katsekoguse suurus, mis on valitud selliselt, et detektor ja elektromeeter annavad lineaarse tulemuse;

g) analiiiisi kestus.

Tavaliselt annavad tabelis 1 ja 2 esitatud vadrtused soovitud tulemuse, st vahemalt 2 000 teoreetilist plaati
iihe kolonnimeetri kohta metiiiilstearaadile selle elueerimiseks 15 minutiga.

Kui seadmed vdimaldavad, peaks injektor olema temperatuuril ligikaudu 200 °C ja detektor kolonni tem-
peratuuriga vordsel voi korgemal temperatuuril.

Soltuvalt kolonni diameetrist on leekionisatsioonidetektorisse suunatud limmastiku voolukiiruse suhe vor-
reldes kandegaasi omaga reeglina 1 : 2 kuni 1 : 1. Hapniku voolukiirus on umbes 5-10 korda vesiniku
omast kiirem.

Tabel 1
Kolonni sisediameeter Kandegaasi voolukiirus
mm ml/min
2 15-25
3 20-40
4 40-60
Tabel 2
Statsionaarse faasi kontsentratsioon Kolonni temperatuur
% (m/m) °C
5 175
10 180
15 185
20 185
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4.1.1.2.

Kapillaarkolonn

Kapillaarkolonni tdhusus- ja tiituvusomadused tingivad selle, et koostisosade eraldamine ja analiiiisi kest-
vus sdltuvad suuresti kandegaasi voolukiirusest kolonnis. Seetdttu on vaja tootingimusi optimeerida, muu-
tes seda parameetrit (ehk kolonni survekadu) soltuvalt sellest, kas soovitakse tdsta eraldamise kvaliteeti voi
muuta analiitisid kiiremaks.

Teoreetiliste plaatide arvu (tdhususe) ja resolutsiooni mairamine (vt joonis 1).

Tehakse vordsetes kogustes oleva metiiiilstearaadi ja metiiiiloleaadi segu analiiiis (niiteks kakaovdis olevad
metiiiilestrid).

Kolonni temperatuur ja kandegaasi voolukiirus valitakse selliselt, et umbes 15 minutit parast lahusti
piigi registreerimist registreeritakse voimalikult suur metiiiilstearaadi piik. Kasutada tuleb piisavat kogust
metiiiilestrite segu, mis vdimaldab metiiiilstearaadi piigil moodustada % kogu skaalast.

Arvutatakse teoreetiliste plaatide arv, n (tdhusus), kasutades jargmist valemit:

2
dr,
n = 16|—
0
ja resolutsioon, R, kasutades valemit:
2A
R =
0,+0,
kus
dr, on peetumisdistants millimeetrites, kromatogrammi algusest kuni metiiiilstearaadi piigi maksi-

mumini;

0, ja 0, on vastavalt metiiiilstearaadi ja metiiiiloleaadi piigilaiused millimeetrites, mis mdddetakse kohas,
kus piigikovera 16ikepunktid 16ikuvad nulljoonega;

A on metiiiilstearaadi ja metiiiiloleaadi piigimaksimumide distants millimeetrites.
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Joonis 1

Kromatogramm teoreetiliste plaatide arvu (tdhususe) ja resolutsiooni mddramiseks.

Alguspunkt

A

Metiiiilstearaat

Metiiiiloleaat

ﬂ i

Ohk .

‘ o

o e
By
|
Lahusti

Tootingimused tuleb valida selliselt, et metiiiilstearaadi jaoks saadakse vihemalt 2 000 teoreetilist plaati
kolonnimeetri kohta ning resolutsioon on vihemalt 1,25.

4.2. Katsekogus
Siistlaga (3.2) vdetakse 0,1-2 pl metiiiilestrite lahust, mis on valmistatud kooskdlas X B lisaga, ning siisti-
takse kolonni.
Kui estrid ei ole lahusena, valmistatakse ligikaudu 100 mg/ml kromatograafilise kvaliteediga heptaanila-
hust ja siistitakse seda lahust 0,1-1 ml.
Kui analiitisi kdigus madratakse koostisosi, mida on vihe, voib katsekogust suurendada (kuni kiimnekord-
seks).

4.3. Analiiiis

Uldjuhul on té6tingimused sellised, nagu punktis 4.1.1 kirjeldatud.

Siiski on voimalik tootada ka madalama kolonnitemperatuuriga juhul, kui on vaja méddrata rasvhappeid,
millel on vihem kui 12 siisinikuaatomit, v6i korgemal temperatuuril, kui on vaja maarata rasvhappeid, mil-
lel on rohkem kui 20 siisinikuaatomit. Nendel juhtudel on vdimalik kasutada temperatuuri programmee-
rimist. Nditeks kui proov sisaldab rasvhapete metiiiilestreid, millel on vdhem kui 12 siisinikuaatomit, siis-
titakse proov temperatuuril 100 °C (vdi 50-60 °C vdihapet) ja tdstetakse kohe temperatuuri 4-8 °C vorra
minutis, kuni saavutatakse optimaalne temperatuur. Teatavatel juhtudel on neid kahte meetodit voimalik
ithendada.

Pirast programmeeritud kuumutamist jatkatakse elueerimist piisival temperatuuril, kuni kdik komponen-
did on elueeritud. Kui seade ei vdimalda programmeeritud kuumutamist, kasutatakse kahte 100-195 °C
vahel olevat kindlaksmiiratud temperatuuri.

Vajaduse korral soovitatakse teha analiiiis kahel erineva polaarsusega kindlaksmaaratud faasil, et kontrol-
lida varjatud piigi puudumist, naiteks kui proovis on itheaegselt konjugeeritud C, .5 ja C,g.9, VOi Cy3.5 ja

18:2*
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4.4.

5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.2.1.

5.2.2.2.

Vordluskromatogrammi ja -graafikute ettevalmistamine

Analiiiisitakse vordlusstandardi lahust (2.3), kasutades selleks samu t66tingimusi nagu proovi puhul, ning
mdddetakse lahuse rasvhapete peetumisajad voi peetumisdistantsid. Iga kiillastamatusmaara kohta konst-
rueeritakse poollogaritmilisel paberil graafikud, kus oleks siisinikuaatomite arvu funktsioonina niha pee-
tumisaja vi -distantsi logaritm. Isotermilistel tingimustel peaksid sama kiillastamatusmairaga hargnemata
ahelaga hapete graafikuteks olema sirgjooned. Need jooned peaksid olema enam-vihem paralleelsed.

Tuleks viltida tingimusi, milles voib esineda varjatud piike, st kus resolutsioon ei ole kahe koostisosa eral-
damiseks piisav.

TULEMUSTE VALJENDAMINE

Kvalitatiivne analiiiis

Proovi metiiiilestripiigid maaratakse proovis punktis 4.4 koostatud graafikutega, vajaduse korral interpo-
latsiooni abil.

Kvantitatiivne analiiiis

Koostise mddramine

Vilja arvatud erandjuhud, kasutatakse sisemise normaliseerimise meetodit, st oletatakse, et kromatogram-
mil on kdik proovi koostisosad ja kogu piigi pindala vastab koostisosadele 100protsendiliselt (tdielik eluee-
rumine).

Kui seadmed sisaldavad ka integraatoreid, kasutatakse integraatoriga saadud tulemusi. Kui integraator puu-

dub, médratakse konkreetsed piigipindalad piigi kdrguse korrutamisega piigi laiusega korguse keskkohas,
vajaduse korral vietakse arvesse erinevaid registreerimise ajal kasutatud sumbumisi.

Arvutamine
Uldjuhul

Teatava komponendi i sisaldus véljendatuna metiiiilestrite massiprotsendina arvutatakse selliselt, et maa-
ratakse piigipindala suhteline osa koikide piikide pindalast jirgmise valemi alusel.

Ai
— x 100
ZA

kus

A; on komponendi i piigipindala;

ZA on piikide pindala summa.

Tulemus esitatakse iihe kiimnendkoha tipsusega.

Murkus 7:  Uldjuhul pohineb arvutustulemus sellel, et suhtelised pindalad vastavad massi protsentuaalsetele suhtetele. Kui
seda ildistust ei saa kohaldada, vaadata punkti 5.2.2.2.

Parandustegurite kasutamine

Teatavatel juhtudel, nditeks kui rasvhapetes on viahem kui kaheksa siisinikuaatomit voi kui happes on
sekundaarsed rithmad, voi kui kasutatakse soojusjuhtivuse detektorit voi kui on vaja maksimaalset tdpsust,
tuleks kasutada parandustegurit, et arvestada piigipindalade protsent iimber komponentide massiprotsen-
tideks.

Parandustegur maaratakse kindlaks kromatogrammiga, mis saadakse teadaoleva koostisega metiiiilestrite
vordlussegu analiiiisimisel proovi to6tingimustega samadel to6tingimustel.

Selle vordlussegu komponendi i massiprotsent mairatakse jargmise valemiga:

m,
— x 100
Im

kus

m; on komponendi i massi vordlussegus;

Em on vordlussegu erinevate komponentide iildmass.
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5.2.2.3.

Vordlussegu (4.4) kromatogrammi alusel arvutatakse komponendi i protsent (pindala/pindala) jargmiselt:

A
—x 100
A
kus
A; on komponendi i piigipindala;
ZA on piikide pindalade summa.
Parandustegur arvutatakse jirgmiselt:
mx XA
K =
'OAXIm

Tavaliselt viljendatakse parandustegureid suhtes K, 4—ga, nii et parandustegurid on jargmised:

Ki
K, = —
KClé

Proovi iga komponendi i maar metiiiilestrite massiprotsendina on jargmine:

K,ixAi
——x 100
S(K', % A)

i
Tulemus esitatakse iihe kiimnendkoha tipsusega.

Sisestandardi kasutamine

Teatavate analiiiiside puhul (nt kui kdikide rasvhapete méir ei ole teada, juhul kui nelja ja kuue siisinikuga
hapete korval esinevad ka 16 ja 18 siisinikuga happed, voi kui on vaja méirata proovis olevate rasvhapete
absoluutsumma) on vaja kasutada sisestandardit. Sageli kasutatakse viie, 15 vdi 16 siisinikuga rasvhap-
peid. Tuleks kindlaks maarata sisestandardi parandustegur (juhul kui see on vajalik).

Komponendi i massiprotsent viljendatuna metiiiilestritena arvutatakse valemiga:

m xK', x A
—F %100
m xK' x A

kus

A; on komponendi i piigipindala;

A, on sisestandardi piigipindala;

K'; on komponendi i parandustegur (suhtes K¢, 4—ga);
K'; on sisestandardi parandustegur (suhtes K¢ s—ga);
m  on katsekoguse mass (mg);

m, on sisestandardi mass (mg).

Tulemus esitatakse iihe kiimnendkoha tipsusega.

ERIJUHT — KATAROMEETRI KASUTAMINE (SOOJUSJUHTIVUSE MUUTUSTE POHIMOTTEL)
Rasvhappe metiiiilestrite segu kvalitatiivse ja kvantitatiivse koostise madramisel voib kasutada gaasikro-
matograafi, milles on soojusjuhtivuse muutuste pohimottel tootav detektor (kataromeeter). Kataromeetri

kasutamisel tuleb 16ike 3 ja 4 tingimusi tabeli 3 alusel kohandada.

Kvantitatiivse analiiiisi puhul tuleb kasutada punktis 5.2.2.2 madratletud parandustegureid.
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Tabel 3

Muutujad

Vidrtus/tingimus

Kolonn

Tugiaine
Statsionaarse faasi kontsentratsioon

Kandegaas

Abigaasid

Injektori temperatuur
Kolonni temperatuur
Kandegaasi vool

Siistitava katsekoguse suurus

Pikkus: 2-4 m
Sisediameeter: 4 mm

Tera suurus 160-200 pm
15-25 % (m/m)

Heelium vdi selle puudumisel vesinik, vdima-
likult madala hapnikusisaldusega

Puuduvad

4-60 °C kolonni temperatuurist kdrgem
180-200 °C

Tavaliselt 60-80 ml/min

Tavaliselt 0,5-2 pl

KATSEPROTOKOLL

Katseprotokolli margitakse metiiiilestrite valmistamisel ja gaasikromatograafilisel analiitisimisel kasutatud
meetodid ning saadud tulemused. Selles mirgitakse samuti koik iiksikasjad, mida ei ole nimetatud kdes-
olevas rahvusvahelises standardis voi mis on valikulised, samuti iiksikasjad tulemust mojutada voinud asja-

olude kohta.

Analiiiisiprotokoll sisaldab kdiki proovi taielikuks tuvastamiseks vajalikke andmeid.
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X B LISA

RASVHAPETE METUULESTRITE ETTEVALMISTAMINE KOOSKOLAS MAARUSE (EMU) nr 7277 VI

EE

LISA 1JA I JAOTISEGA VOI ALLJARGNEVALT KIRJELDATUD MEETODIGA

SSONA

Protsessi valik soltub uuritava rasvaine happekoostisest ja happesusest ning tehtavast gaasikromatograafilisest ana-
liiisist.

Tapsemalt tihendab see jargmist:

rasvainete puhul, mis sisaldavad kuni 12 siisinikuaatomiga rasvhappeid, sobivad ainult suletud anumas toi-
muvad protsessid vdi protsessid, milles kasutatakse dimetiiiilsulfaati,

rasvainete puhul, mille happesus on iile 3 %, sobivad ainult need protsessid, kus kasutatakse metanooli, sool-
hapet voi metiiiilsulfaati,

trans-isomeeride gaasikromatograafiliscks mootmiseks sobivad ainult need protsessid, milles kasutatakse naa-
triummetiilaati voi dimetiiiilsulfaati,

metiiiilestrite valmistamisel vaikestest rasvainekogustest, mis on eraldatud planaarkromatograafiaga, sobivad
protsessid, milles kasutatakse metanooli, heksaani voi védvelhapet.

Seebistumatute komponentide esinemist ei pea arvesse votma juhul, kui nende kogus ei iileta 3 %, vastasel juhul
tuleb metiiiilestrid valmistada rasvhapetest.

RAKENDUSALA JA -ULATUS

Kirjeldatakse viit protsessi, mille kdigus valmistatakse rasvainetest metiiilestreid koos:

a) naatriummetiilaadiga;

b) naartriummetiilaadiga suletud anumas;

¢) metanooli ja soolhappega suletud anumas;

d) dimetiiiilsulfaadiga;

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

metanooli, heksaani ja vddvelhappega.

Protsess A

POHIMOTE

Analitisitavat rasvainet kuumutatakse piistjahutiga kolvis metanooli ja naatriummetiilaadiga. Saadud metiiiil-
estrid ekstraheeritakse etiitileetriga.

SEADMED

100 ml piistjahutiga ja lihvithendusega kolb, mille peal on kaltsiumkloriiditoru.
50 ml modtesilindrid.

5 ml modtepipett, skaalajaotise védrtusega 0,1 ml.

250 ml jaotuslehtrid.

200 ml kolb.

REAKTIIVID

Veevaba metanool.
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

3.1.

3.2

4.1.

5.1.

5.2.

5.3.

Naatriummetiilaadi 15 % lahus metanoolis; selleks lahustatakse 100 ml veevabas metanoolis 0,34 g metallilist
naatriumi.

Etiiiileeter.

10 % naatriumkloriidi lahus.
40-60 °C petrooleeter.
TOO KAIK

100 ml kolbi pannakse 2 g rasvainet, mis on enne naatriumsulfaadil kuivatatud ja filtreeritud. Lisatakse 35 ml
metanooli, paigaldatakse kondensaator ning kolbi keedetakse moni minut piistjahuti all.

Kuumutamine ldpetatakse, eemaldatakse kondensaator ning lisatakse kiiresti 3,5 ml naatriummetiilaadi lahust;
kondensaator pannakse tagasi ning lahust keedetakse piistjahutis vahemalt kolm tundi. Metiiiilimine on 15p-
penud, kui kogu rasvaine on veeldatud ja reaktiivisegu on toatemperatuuril téiesti selge.

Kolb jahutatakse ning reaktiivisegu kallatakse 250 ml jaotuslehtrisse, lisatakse 35-40 ml etiiiileetrit, 100 ml

vett ja 5-6 ml 10protsendilist naatriumkloriidi lahust. Loksutatakse ning kihtidel lastakse eralduda. Vesifaas
viiakse teise jaotuslehtrisse ning ekstraheeritakse veel kord 25 ml etiiiileetriga.

Koondatud etiiiileetri ekstraktidele lisatakse 50 ml 40-60°C petrooleetrit. Eraldub vesi ning seda on vdimalik
eemaldada.

Seejdrel pestakse eetrifaasi kolm korda 10-15 ml veega, kuivatatakse naatriumsulfaadil, filtreeritakse labi paberi
ning filtraat kogutakse 200 ml kolbi.

Lahustit aurustatakse veevannil puhta limmastiku voolus seni, kuni seda on 20 ml.

Protsess B

POHIMOTE

Analiiiisitavat rasvainet tdodeldakse naatriummetiilaadiga metanoolilahuses, kaanega anumas temperatuuril
85-90 °C.

SEADMED

Tugevad klaasist anumad, mille maht on ligikaudu 5 ml (korgus 40-45 mm, diameeter 14-16 mm).

1 ml modtesilinder, skaalajaotise vddrtusega 0,1 ml.

REAKTIIVID

Naartiummetiilaadi 1,5 % metanoolilahus. Selleks lahustatakse 100 ml veevabas metanoolis 0,50 g metallilist
naatriumi.

TOO KAIK

2 g klaasanumasse pannakse 2 ml rasvainet, mis on enne naatriumsulfaadiga kuivatatud ja filtreeritud. Lisa-
takse 0,3 g (ligikaudu 0,4 ml) naatriummetiilaadi lahust ja anuma kaas kuumutatakse kinni.

Anumat kuumutatakse kaks tundi temperatuuril 85-90 °C, loksutades seda aeg-ajalt. Esterdamine on 16ppe-

Jahutatakse toatemperatuuril. Anum avatakse alles siis, kui hakatakse kasutama metiiiilestreid. Metiiiilestreid
ei ole vaja enne gaasikromatograafi panemist tdiendavalt toodelda.

Protsess C

POHIMOTE

Analiiiisitavat rasvainet toodeldakse suletud anumas soolhappemetiilaadiga temperatuuril 100 °C.
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3.1.

3.2

4.1.

4.2

5.1.

5.2.

5.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

SEADMED
Tugevad klaasanumad mahuga ligikaudu 5 ml (korgus 40-45 mm, diameeter 14-16 mm).

1- ja 2-milliliitrised kalibreeritud pipetid.

REAKTIIVID

Soolhappe lahus 2protsendilises metanoolis. Valmistatakse gaasilisest soolhappest ja veevabast metanoolist
(markus 1).

Heksaan gaasikromatograafiaks.
TOO KAIK

Klaasanumasse pannakse 0,2 g enne naatriumsulfaadil kuivatatud ja filtreeritud rasvainet ja 2 ml soolhappe ja
metanooli lahust. Anum kuumutatakse kinni.

Anumat kuumutatakse temperatuuril 100 °C 40 minutit.

Anumat jahutatakse jooksva vee all, avatakse, lisatakse 2 ml destilleeritud vett ja 1 ml heksaani. Tsentrifuugi-
takse ja eemaldatakse heksaanifaas, mis on kasutamiseks valmis.

Protsess D

POHIMOTE

Analiiiisitav rasvaine seebistatakse kaaliumhiidroksiidi metanoolilahusega ning toodeldakse dimetiiiilsulfaadi-
ga. Soolhappe lisamisel eraldatakse automaatselt tekkinud metiiiilestrid. Prast alumiiniumoksiidiga tootlemist
saadakse viga puhtad metiiiilestrid.

SEADMED

Tugev katseklaas, mille maht on ligikaudu 20 ml ning millel on 10/19 lihvkork ja kaitseklambrid.
Piistjahutid, 10/19 lihvithendusega.

Klaasfiltrid, millel on paagutatud ketas, suurus G 2 ja ldbimoot 20 mm.

Ligikaudu 10-milliliitrised koonilise pohjaga klaasist katseklaasid.

1-ja S-milliliitrised siistlad.

REAKTIIVID

Kaaliumhiidroksiid, 10 % metanoolilahus gaasikromatograafia jaoks.

Bromokresoolroheline indikaator: 0,05 % metanoolilahus.

Dimetiiiilsulfaat (p = 1,335 temperatuuril 15 °C).

Kontsentreeritud soolhape (p = 1,19) lahjendatud 1 : 1 vahekorras metanooliga gaasikromatograafia jaoks.
Alumiiniumoksiid, mida on standarditud vastavalt Brockmannile adsorptsiooni kromatograafia jaoks.
TOO KAIK

20milliliitrisesse katseklaasi pannakse 2,2 ml rasvainet, mis on enne naatriumsulfaadiga kuivatatud ja filtree-
ritud. Lisatakse 5 ml kaaliumhiidroksiidi lahust ja moned kvartsigraanulid keemise kontrollimiseks. Kinnita-
takse pustjahuti ja kuumutatakse madalal leegil viis minutit, samal ajal raputades. Seebistamine on ldpetatud,
kui lahus on selge. Lopuks jahutatakse jooksva vee all ning eemaldatakse kondensaator.
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5.2

5.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

5.3.

Lisatakse paar tilka indikaatorit ning siistlaga aeglaselt 1 ml dimetiitilsulfaati. Katseklaas suletakse hermeetili-
selt ning seda raputatakse 2—3 minutit, katseklaasi pohi kastetakse korraparaste ajavahemike jirel keevasse vee-
vanni. Reaktsioon on tdielik, kui indikaatori virv muutub sinisest kollaseks. Lopuks jahutatakse katseklaas
jooksva vee all, avatakse ning lisatakse 5 ml soolhappe metanoolilahust.

Pirast moneminutilist raputamist asetatakse katseklaas kaldu ning seda koputatakse drnalt. See aitab metiiil-
estritel dlitaolise massina pinnale tousta (markus A).

Metiiiilestrid eemaldatakse siistlaga, asetatakse koonilise pohjaga katseklaasi, lisatakse % ulatuses metiliilestrite
mahust alumiiniumoksiidi, raputatakse ja filtreeritakse filterpaberiga.

Markus A.  Kui metiiiilestrid ei eraldu iseenesest, lisatakse katseklaasi 5 ml vett ja raputatakse.

Protsess E

POHIMOTE

Analiitisitavat rasvainet kuumutatakse piistjahutiga kolvis metanooli, heksaani ja védivelhappega. Saadud
metiiiilestrid ekstraheeritakse petrooleetriga.

SEADMED

20 ml dhupiistjahutiga katseklaas, mille pikkus on 1 m ja millel on lihvithendused.
Smilliliitrine kalibreeritud pipett.

50milliliitrine jaotuslehter.

10- ja 25-milliliitrised mootesilindrid.

Imilliliitrine koonilise pShjaga katseklaas.

REAKTIIVID

Metiiiilimisreaktiiv: veevaba metanooli ja heksaani ja kontsentreeritud soolhappe segu (p = 1,84) 75:25: 1

(VIVIV).

40-60 °C temperatuuril petrooleeter.

Veevaba naatriumsulfaat.

TOO KAIK

Plaadilt voetud aine pannakse 20milliliitrisesse katseklaasi ja lisatakse 5 ml metiitilimisreaktiivi.
Paigaldatakse piistjahuti ja kuumutatakse 30 minutit keevas veevannis (mérkus 2).

Segu viiakse kvantitatiivselt 50 ml jaotuslehtrisse, kasutades selleks 10 ml destilleeritud vett ja 10 ml pet-
rooleetrit. Loksutatakse tugevalt ning faasidel lastakse eralduda, eemaldatakse veefaas ja pestakse eetrikihti
20 ml destilleeritud veega. Jaotuslehtrisse lisatakse vdike kogus veevaba naatriumsulfaati, loksutatakse, lastakse
moni minut seista ja filtreeritakse, filtraat kogutakse 15milliliitrisesse koonilisse katseklaasi.

Lahusti aurustatakse veevannil limmastikuvoolus.

Markus 1. Viikeseid gaasilise soolhappe koguseid on vdimalik laboris lihtsalt ette valmistada, lisades miitigil olevale lahusele
(p = 1,18) moni tilk kontsentreeritud vidvelhapet (p = 1,84). Eraldunud gaasi on lihtne kuivatada ldbi kontsent-
reeritud vdavelhappe barboteerimise teel. Kuna metanool imendab soolhappe viga kiiresti, on selle lahustamisel
soovitav votta tavapirased ettevaatusabindud, niiteks suunata gaas ldbi vaikese tagurpidi lehtri, mille serv puu-
dutab vedeliku pinda. Suuremaid koguseid metanooli ja soolhappe lahuseid on vdimalik varem ette valmistada,
kuna need siilivad histi pimedas, klaaskorgiga suletavates pudelites.

Markus 2. Keemispunkti kontrollimiseks pannakse katseklaasi klaaspulk ning temperatuuri ei lasta tdusta iile 90 °C.
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2.1.
2.2.

2.3.

2.4,

2.5.

2.6.

2.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

XI LISA

OLIIVIOLI HALOGEENITUD LENDUVATE LAHUSTITE MAARAMINE

MEETOD

Gaasikromatograafiline aurufaasi analiiiis.

VAHENDID
Gaasikromatograafia seade, milles on elektronihaarde detektor (EHD).
Aurufaasi analiitisimise seade.

Klaasist gaasikromatograafia kolonn, pikkus 2 m ja 1abimoot 2 mm, statsionaarne faas. OV101 10 % vdi sama-
vadrne, kaltsineeritud, happega pestud ja silaanitud kobediatomiiti immutatud, osakeste suurus 80-100 mesh'i.

Kande- ja abigaas: limmastik gaasikromatograafia jaoks, sobiv elektronihaardedetektorile.

10- kuni 15-milliliitrised klaaspudelid, teflonpinna ja alumiiniumpunniga, milles on koht ndela sisseviimise
jaoks.

Klambrid hermeetiliseks sulgemiseks.

Gaasisiistal, 0,5- kuni 2-milliliitrine.

REAKTIIVID

Standard: halogeenitud lahustid, mille puhtusaste on gaasikromatograafia jaoks sobiv.

TOO KAIK

Klaaskolbi (ithekordselt kasutatav) kaalutakse umbes 3 g 6li; suletakse hermeetiliselt. Pannakse termostaati tem-
peratuurile 70 °C iiheks tunniks. Siistlaga eemaldatakse ettevaatlikult 0,2-0,5 ml aurufaasi. See injekteeritakse
jargmiselt reguleeritud gaasikromatograafiaseadme kolonni:

— injektori temperatuur: 150 °C,

— kolonni temperatuur: 70-80 °C,

— detektori temperatuur: 200-250 °C.

Kasutada voib ka teisi temperatuure tingimusel, et tulemused jidvad samaks.

Vordluslahused: valmistatakse ette standardlahused, kasutades rafineeritud oliivioli, milles ei ole 0,05-1 ppm
(mg/kg) kontsentratsiooniga lahusteid, ja mis vastab proovi eeldatavale sisaldusele. Halogeenitud lahustid voib
pentaaniga lahjendada.

Kvantitatiivne hindamine: vorreldakse proovi ja eeldatavalt kdige sarnasema kontsentratsiooniga standardla-
huse piikide pindalasid voi korgusi. Kui korvalekalle on suurem kui 10 %, tuleb analiiiisi korrata mdne teise
standardlahusega vorreldes, kuni kdrvalekalle jaib 10 % piiresse. Sisaldus maaratakse kindlaks tiksikute injek-
teerimiste keskmise pohjal.

Tulemuste esitamine: ppm (mg/kg). Meetodi avastamispiir on 0,01 mg/kg.
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XII LISA

NEITSIOLIIVIOLI ORGANOLEPTILINE HINDAMINE

1. KOHALDAMISALA

Kéesoleva meetodi eesmirk on mdiratleda neitsioliivioli 16hna- ja maitseomaduste hindamise kriteeriumid
ning tootada vilja vastav metoodika.

2. KOHALDAMISALA

Kirjeldatud meetodit kohaldatakse otsetarbimiseks ettendhtud neitsioliividli organoleptiliseks hindamiseks ja
liigitamiseks. Nimetatud meetodiga antakse arvskaalal neitsioliividlile hinnang, mille aluseks on valitud degus-
taatoritest koosneva hindamiskomisjoni poolt tehtud otsus vastava 6li 16hna- ja maitseomaduste kohta.

3. ORGANOLEPTILISEKS HINDAMISEKS VAJALIK ULDINE POHISONAVARA

Vaadata peatiikki “Organoleptiline hindamine: iildine pohisonavara”.

4. OLIIVIOLI KASITLEV ERIALANE SONAVARA

Mandlimaitse: voib esineda kahte mandlimaitset: virsketele mandlitele omane maitse vdi kuivatatud, terve-
tele mandlitele omane maitse, mida voib segi ajada kergelt radstunud maitsega. Iseloomulikku maitset koge-
takse jarelmaitsena, kui 0li on kokkupuutes keele ja suulaega. Maitset seostatakse magusa ja maheda Idhnaga

dlidega.
Ounamaitse: Gunamaitset meenutava oliividli maitse.

“Atrojado” (kopitanud maitse): iseloomulik maitse oli puhul, mis on saadud kuhja ladustatud oliividest ja mis
on labinud korgema kairitamisastme.

Moru: iseloomulik maitse 6lide puhul, mis on valmistatud rohelistest oliividest vdi oliividest, mis muudavad
vérvi. Maitse voib soltuvalt tugevusest olla meeldivam voi ebameeldivam.

Soolvee maitse: soolalahustes siilitatud oliividest ekstraheeritud 6li maitse.

Kurgimaitse: maitse, mis tekib siis, kui 8li on liiga kaua olnud hermeetiliselt pakendatud, eelkdige plekkpur-
kides, see maitse tuleneb 2,6 nonadienaali tekkimisest.

Muldne: iseloomulik maitse 6li puhul, mis on saadud mullase v6i mudasena korjatud ja pesemata oliividest.
Sellele maitsele voib vahel lisanduda kopitanud ja niiske maitse.

Esparto: iseloomulik maitse 6li puhul, mis on saadud uutes espartomattides pressitud oliividest. Maitse vdib
erineda soltuvalt sellest, kas matid on valmistatud haljast voi kuivatatud espartost.

Lame voi pehme: iseloomulik maitse oli puhul, mille organoleptilised omadused on aromaatsete komponen-
tide kadumise tottu viga norgad.

Puuviljamaitse: maitse, mis meenutab tervete, optimaalsel kiipsusetapil virskelt koristatud viljade 16hna ja
maitset.

Rohumaitse: teatavatele olidele iseloomulik maitse, mis meenutab virskelt niidetud rohu I6hna.

Rasvane: sellistest viljadest ekstraheeritud oliivioli 16hn, mille puhul masinatelt ei ole nafta, mairde voi mine-
raaloli jaagid korralikult eemaldatud.

Roheliste lehtede (mdru) maitse: dli maitse, mille pdhjustavad liiga palju rohelisi oliive voi oliivid, mis on purus-
tatud koos lehtede ja raagudega.

Tougumaitse: iseloomulik maitse 6li puhul, mis on saadud oliivikdrbse (Dacus oleae) tdukude poolt kovasti kah-
justatud oliividest.

Kare: maitsmisel teatavatele dlidele omane kootavuse tunne suus.
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Heinamaitseline: teatavatele dlidele omane maitse, mis meenutab rohkem voi vihem kuivatatud heina.

Kuumutatud vdi poletatud maitse: 6lile iseloomulik maitse, mille pohjuseks tilemairane ja/vdi pikaajaline kuu-
mutamine tootlemise ajal, eriti kui pastat segatakse ja kuumutatakse iihel ajal ning kui tingimused ei ole sobi-
vad.

Metalne maitse: maitse, mis meenutab metalli. Iseloomulik 6lidele, mis on olnud purustamise, segamise, pres-
simise voi ladustamise ajal ebasobivates tingimustes iileméira kokkupuutes toiduainete voi metallpindade-

ga.
Sogane sete: iseloomulik maitse 8li puhul, mis on saadud vaatide ja veealuste paakide sette dekanteerimisel.

Kopitanud ja niiske maitse: iseloomulik maitse dlide puhul, mis on saadud viljadest, millel on hunnikutes, niis-
ketes tingimustes mitu paeva kestnud ladustamise tulemusena palju seeni ja parmseeni.

Vana: iseloomulik maitse 6li puhul, mida on liiga kaua mahutites hoitud. V6ib samuti esineda dlidel, mis on
pakendatud liiga pikaks ajaks.

Pressimisjadgi maitse: iseloomulik maitse, mis meenutab oliividli pressimisjadkide maitset.

Pressimismati maitse: iseloomulik maitse 8li puhul, mis on saadud oliivide pressimisel libi mustade pressimis-
mattide, kuhu on jadnud kédrinud jaike.

Radstunud maitse: iseloomulik maitse kdikide 6lide ja rasvade puhul, mis on liiga pika kokkupuute tagajirjel
Shuga ldbinud auto-oksiidatsiooni protsessi. Selline maitse on ebameeldiv ning seda ei ole vdimalik paran-

dada.

Kiipsete puuviljade maitse: iseloomulik maitse kiipsetest viljadest saadud oliivioli puhul, iildiselt pisut nork 16hn
ja magus maitse.

Tahumatu maitse: iseloomulik maitse teatavate 6lide puhul, mille degusteerimisel jadb suhu paks, pastat mee-
nutav tunne.

Seebimaitse: maitse, mis tekitab rohelist seepi meenutava maitsmis- ja/voi haistmistaju.
Magus maitse: meeldiv maitse, mitte just suhkrune, kuid milles ei ole valdav kibe, tugev voi limmatav maitse.

Roiskunud maitse: iseloomulik maitse oli puhul, mis on halvasti dekanteeritud ja olnud kaua kokkupuutes seti-
tamisveega.

Veini ja dddika maitse: teatavatele dlidele iseloomulik maitse, mis meenutab veini voi dddika maitset. Tingitud
eelkoige dddikhappe, etiiiilatsetaadi ja etanooli tekkimisest suuremas koguses, kui oliividli aroomi puhul tava-
line.

OLI DEGUSTEERIMISE KLAAS

Vaadata peatiikki “Oli degusteerimise klaas”.

KATSE TEGEMISE RUUM

Vaadata peatiikki “Katseruumi sisustamise juhised”.

SEADMED
Selleks et degusteerija saaks oma iilesandeid nduetekohaselt tdita, peaksid igas boksis olema kergesti kitte-
saadavad jargmised seadmed:

— proove sisaldavad (standarditud) klaasid, millel on kahest juhuslikult valitud arvust voi kahest arvust ja
tahest koosnev tunnus. Marked peavad olema tehtud kustumatu ja 1ohnatu pliiatsiga,

— iihesuguste mirgetega kellaklaasid klaaside katmiseks,
— hindamisleht (vt joonis 2) koos kasutamisjuhendiga,
— pliiats voi sulepea,

— viikesed kandikud viilutatud 6untega,

— klaas timbritseva 6hu temperatuuril vett.
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8.1.

8.2.

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

9.1.

MEETODID

Kéesolevas osas sitestatakse degustaatoritelt neitsioliividli organoleptiliseks hindamiseks ndutavad teadmi-
sed, mis voimaldavad nende tegevust ja tookorda iihtlustada, ning nihakse ette, et degustaatorid peavad
tundma oliivioli degusteerimise {ildisi ja spetsiifilisi soovitusi.

Hindamiskomisjoni t66 korraldaja v6i hindamiskomisjoni juhataja iilesanded

Hindamiskomisjoni t66 korraldaja peab olema vastava koolituse ja teadmistega isik, kes tunneb viga histi
olisid, millega ta t66 kdigus kokku puutuma hakkab. Ta on hindamiskomisjoni t66s votmeisikuks ning vas-
tutab komisjoni t66 korraldamise ja juhtimise eest. Ta kutsub degustaatorid kokku piisavalt vara ja lahendab
kiisimused, mis on seotud katsete tegemisega, kuid ei paku neile vilja omapoolset arvamust proovide kohta.

Ta vastutab seadmete inventuuri ning nende korraliku puhastamise eest, proovide ettevalmistamise ja kodee-
rimise ning nende esitamise eest degustaatoritele kooskdlas katseplaanidega, samuti saadud andmete kogu-
mise ja statistilise tootlemise eest nii, et vdikseimate pingutustega saavutataks parimad tulemused.

Hindamiskomisjoni juhataja t66 nouab organoleptilisi oskusi, tidpsust katsete tegemisel ja nende korralda-
misel, samuti oskusi ja kannatlikkust katsete kavandamisel ja tegemisel. Hindamiskomisjoni juhataja peab
looma komisjoni liikmete jaoks 6hkkonna, mis tdstab huvi degusteerimise vastu ning innustab neid oma
t66d voimalikult histi tegema. Ta peab tagama, et tema enda arvamus ei oleks teada ning viltima vdimalike
liidrite puhul seda, et nad oma arvamust teistele peale ei suruks. Selleks et degustaatorid oleksid jatkuvalt pii-
savalt heal tasemel, vastutab hindamiskomisjoni juhendaja nende koolitamise, valimise ja kontrollimise eest.

Katsetingimused

Proovi suurus

Igas klaasis on 15 ml li.

Degusteerimistemperatuur

Uuritavad 6liproovid peavad klaasides olema temperatuuril 28 + 2 °C. Selline temperatuur on valitud see-
tottu, et see on normaaltingimustes, kus oli kasutatakse toidu valmistamisel maitseainena, organoleptiliste
erinevuste analiiisimiseks parim. Teiseks pdhjuseks on see, et madalamal temperatuuril 6li aromaatsed kom-

ponendid haihtuvad ning kdrgemal temperatuuril tekivad uued, kuumutatud &lile omased lenduvad kom-
ponendid.

Degusteerimise aeg

Hommik on dli degusteerimiseks parim aeg. On teada, et maitse- ja Idhnaomaduste tajumiseks on olemas
optimaalselt sobivamad ajad.

Maitsmis- ja/voi haistmistaju on suurem enne soogiaegu ning vaiksem parast soogiaegu.

Seda kriteeriumi ei tuleks siiski iileliia arvestada, kuna néljatunne voib degustaatorite keskendumist héirida
ning vihendada seega nende vdimet eristada eri dlisid ja eelkdige mojutada seda, milliste kriteeriumite alusel
nad eelistusi teevad ja oma heakskiidu annavad.

DEGUSTAATORID

Soodavate oliividlide organoleptilistel hindamistel osalevad degustaatorid peavad olema koolitatud ja valitud
vastavalt nende oskusele leida sarnaste proovide vahel erinevusi; tuleks pidada meeles, et koolitamise kaigus
nende t60 tipsus suureneb (vaadata vastavat osa).

Katse tegemiseks on vaja 8—12 degustaatorit, kuid vdimalike puudumiste puhuks oleks hea, kui on olemas
paar varudegustaatorit.

Uldised soovitused kandidaatidele ja degustaatoritele
Kandidaadid ja degustaatorid peavad neid soovitusi t66 ajal jirgima.

Kui degustaatorite hindamiskomisjoni juhataja kutsub degustaatori organoleptilisele katsele, peab degustaa-
toril olema voimalik ettendhtud ajal kohale tulla ning ta peab silmas pidama jargmist:



03/11. kd

Euroopa Liidu Teataja

421

9.1.1.

9.1.6.

9.2.

Ta ei tohi vihemalt 30 minutit enne katse toimumise aega suitsetada.

Ta ei tohi kasutada 16hnadli, kosmeetikatoodet voi seepi, mille 16hn voib piisida katse tegemise ajani. Ta tohib
kite pesemisel kasutada 16hnastamata voi kergelt 16hnastatud seepi ning ta peab kisi nii kaua loputama ja
kuivatama, kuni 16hn kaob.

Ta ei tohi vihemalt 1 tund enne katse tegemist siitia.

Juhul kui degustaator ei tunne ennast fuiisiliselt hésti, eclkdige kui see mojutab ta 16hna voi maitseaistingut,
voi kui mingi emotsionaalne pdhjus ei lase tal toole keskenduda, teatab degustaator sellest hindamiskomis-
joni juhatajale, et juhataja saaks arvata ta hindamiskomisjonist valja voi kohaldada mdnda muud meedet, sest
konealuse degustaatori hinnang voib iilejadnud hindamiskomisjoni keskmisest hinnangust korvale kalduda.

Kui degustaator vastab eelpool kirjeldatud nduetele, votab ta voimalikult rahulikult ja vaikselt sisse endale
mddratud koha boksis.

Parast istumist kontrollib degustaator, kas tal on olemas diged vahendid ja kas need on digesti seatud, taga-
des, et klaasi tunnus vastab kellaklaasi omale.

Seejirel loeb degustaator hoolikalt ldbi hindamislehel olevad instruktsioonid ega alusta proovi analiiiisimist
enne, kui on tdiesti kindel, mida ta tegema peab. Kahtluste korral radgib ta hindamiskomisjoni juhatajale esi-
nenud probleemidest.

Degustaator tdstab klaasi iiles, hoiab selle peal kellaklaasi ning kallutab seda pisut; ta keerutab klaasi sellises
asendis pohjalikult, et katta voimalikul suur osa klaasist 6liga. Kui see etapp on 1opetatud, votab ta klaasi pealt
kellaklaasi ning nuusutab proovi iihtlaste siigavate hingetdmmetega seni, kuni ta on hinnatava 6li nditaja osas
oma arvamuse kujundanud. Proovi ei nuusutata rohkem kui 30 sekundit. Kui degustaator ei joua niitaja
kohta selle aja jooksul arvamust kujundada, puhkab ta enne uut proovimist. Kui haistmiskatse on 1abi vii-
dud, hindab degustaator 16hna- ja maitset (iildine maitsmis-, haistmis- ja kompimistaju). Selleks votab ta
viikse suutdie (umbes 3 ml) oli. On viga oluline, et 6li kataks iihtlaselt kogu suuddne, suu eesosast, keelest
ja kiilgosast kuni tagaosa ja suulaeni, kuna on teada, et nelja peamist maitset (magusat, soolast, haput ja
moru) tajutakse soltuvalt keele ja suulae osast erineva tugevusega.

Oluline on see, et piisav dlikogus kataks viga aeglaselt keele kurgupoole tagaosa samal ajal, kui degustaator
keskendub sellele, millises jdrjekorras moru ja terav maitse ilmnevad; vastasel juhul voivad need aistingud
mdne Oli puhul jddda mirkamatuks voi néiteks jadb kibe aisting terava maitse varju.

Ohu ldbi suu sissetdmbamine lithikeste jarjestikuste hingetdmmetega vdimaldab degustaatoril prooviga katta
kogu suu pinna ning kogeda lenduvaid aromaatseid komponente ka nina tagaosas.

Arvesse voetakse ka kompimisaistinguid. Seejdrel mérgitakse esinemise korral iiles voolavus, kleepuvus, tera-
vus ja torkavus, ja kui see on katse puhul vajalik, méiratletakse nende tugevus.

Neitsioliivioli organoleptilisel hindamisel hinnatakse iga sessiooni ajal iihte proovi, kuna proovide vahetul
jarjestikusel hindamisel voib tekkida kontrast.

Kuna jérjestikune hindamine voib tekitada vasimust v6i vahendada tundlikkust, on oluline kasutada toodet,
mis korvaldab eelmisest degusteerimisest suus oleva oli jadgid.

Selleks soovitatakse kasutada viikest dunaviilu (umbes 15 g), mille voib pdrast ndrimist siiljekaussi sillitada.
Seejirel loputatakse suud vihese imbritseva 6hu temperatuuril oleva veega. Kahe degusteerimise vahe peab
olema vihemalt 15 minutit.

Kandidaatide soelumine

Selle etapi viib 14bi hindamiskomisjoni t66 korraldaja, kes kiisitleb isiklikult kandidaate, et dppida tundma
nende iseloomu ja olukorda. Kandidaatidele esitatavad fiitisilised ja psithholoogilised tingimused ei ole viga
ranged, kuna teoreetiliselt peaks koikidel inimestel tildjuhul olema voimalik katsetest osa votta. Sellised tegu-
rid nagu sugu, vanus, individuaalsed harjumused (suitsetamine) jne, on tinapdeval asendunud selliste tegu-
ritega nagu tervis, isiklik huvi degusteerimise vastu ning aeg degusteerimistel osalemiseks.

Hindamiskomisjoni t66 korraldaja selgitab vestluse ajal tulevasele degustaatorile t66 iseloomu ja seda, kui
ajamahukas see t66 on. Seejirel kiisitleb ta kandidaati ja hindab kandidaadi huvi degusteerimise vastu ja tema
motivatsiooni ning uurib, millised on kandidaadi reaalsed ajalised vdimalused degusteerimisel osalemiseks.
Kasutada voib jargmist kiisimustikku.
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9.3.

KUSIMUSTIK
Palun vastake jirgmistele kiisimustele:
jah ei
1. Kas te soovikside sellelaadse t66ga tegeleda? L] (]
jah ei

2. Kas teie arvates voik selline t66 tdsta toiduainete kvaliteeti nii siseriiklikul kui
rahvusvahelisel tasandil? U] L]

3. Kuijah, siis miks? (1)

jah e
4. Degustaator peab olema valmis kutsurnise korral dlisid degusteerima. Kas te oleksite selleks ] ]
valmis?
jah e
5. Kas te sooviksite oma maitsmis- ja haistmistaju kolleegide omaga vorrelda? ] [
jah e
6. Kas teil on degusteerimiseks aega? Kas teil on endal vGimalik oma igapievast t66d
planeerida? U] U]

7. Kui te tootate kellegi alluvuses, siis kas teie arvates oleks teil vbimalik mitmel pieval jirjest ja
mitu korda kuni poole tunni jooksul oma tavapiraselt t66lt puududa?

8. Kas teil oleks v6imalik oma tavapirases t96s organoleptiliste analitiiside tSttu kaotatud aega
tagasi teha?

O O
[(Je [Je

e

9. Kas teie arvates peaksite te selle too eest tasu saama?

] e

10. Millisel viisil?

Hindamiskomisjoni t66 korraldaja kasutab seda teavet kandidaatide valimiseks ning jatab vilja need, kes ni-
tavad selle t66 vastu iiles vihest huvi, ei ole piisavalt kittesaadavad voi kes ei suuda ennast selgelt viljenda-

da.

“Tisiipilistele omadustele” rithma “keskmise kiinnise” méiidramine

Hoolikalt valitakse neli 6li, millest igaiiks esindab tihte jargmistest omadustest: “atrojado” (kopitanud), vei-
nimaitseline, radstunud ja kibe, kusjuures 6li intensiivsus peab olema voimalikult tugev ja konkreetne.

Vdetakse iga 6li alikvoot ning valmistatakse ette proovid, millest iga proovi lahjendatakse jirjestikku sobiva
tugiainega selliselt, et igaiithe kontsentratsioon on 2 korda viiksem ja kuni ainult toetavat ainet sisaldava
klaasi ja kahe vdi kolme viimase lahjenduse vahel ei ole enam erinevust. Viimaseks paariks on kaks klaasi
tugiainet.

Sarjarida tdiendatakse klaasidega, milles on kdrgemad kontsentratsioonid, kuni klaase on kokku kaheksa.

Selleks et igale kandidaadile saaks anda iga omadust esindava tdieliku sarja, valmistatakse ette piisav kogus
erineva kontsentratsiooniga proove.

Selleks et mairata iga omaduse kohta kandidaatide “keskmine kiinnis”, antakse igale kandidaadile klaas, mil-
les on 15 ml iikskdik millist ettevalmistatud kontsentraati, ning teine klaas, milles on ainult 15 ml tugiainet.
Pirast katse tegemist peab kandidaat madrama, kas klaaside sisu on sama voi erinev.

Sama katset korratakse uuritava omaduse suhtes iilejadnud kontsentraatidega.

Mirgitakse iiles koikide degustaatorite poolt iga kontsentraadi kohta antud digete vastuste arv ning tulemu-
sed esitatakse tehtud katsete protsendina.

(") Kirjelda, mida annab iikskdik millise toiduaine vdi soovi korral oliividli organoleptiline hindamine.
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9.4.

Seejdrel margitakse abstsissteljele kasvavas jirjekorras katsetatud kontsentraadid ja ordinaatteljele iga kont-
sentraadi kohta saadud digete madramiste protsent.

Joonisel 1 on esitatud nende suuniste niidis. Tuvastamisliveks on see abstsisstelje punkt, mis vastab ordi-
naattelje sellele punktile, mis tihistab digete vastuste 7 5protsendilist taset.

Nimetatud kiinniskontsentraat, mis voib esinenud omaduse tugevusest tulenevalt eri dlide puhul erineda,
peab olema eri hindamiskomisjonide eri kandidaatide rithmade puhul sarnane; see kiinnis ei ole seotud har-
jumuse voi tendentsliku eelistusega. Seetdttu on see vordluspunktiks, mis on iihine igale tavalisele inimes-
terithmale, ja seda voib kasutada maitsmis- ja/voi haistmistaju pdhjal hindamiskomisjonide thtlustamiseks.
Rithma kiinniskontsentraadi pdhjal toimitakse jargmiselt:

Valmistatakse ette suureneva ja viheneva kontsentratsiooniga seeria selliselt, et kiinniskontsentraat oleks sel-
lel skaalal kiimnendal kohal. 11. ja 12. kontsentraati on rohkem lahjendatud ning selle tulemusel on uuri-
tava omadusega 0li esinemist raskem tuvastada.

Vattes aluseks kontsentratsiooni C, , saadakse iilejadnud proovid jargmise valemi alusel:

C; x a", kus a on konstant, lahjendusfaktor, vdartusega 1,5 ja n on eksponent vahemikus 9 ja 2.

Naide: Vottes aluseks, et radstunud oli kiinnis on 0,32, on C,, = 0,32, ja kuna a = 1,5, on proovide seerial
jargmised kontsentratsioonid:

Niide 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Kontsentratsioon | 12,30 | 8,20 | 5,47 | 3,65 | 2,43 | 1,62 | 1,08 | 0,72 | 0,48 | 0,32 | 0,21 | 0,14

Kui nimetatud protsessi korratakse kolme iilejadnud omaduse puhul nende vastavate kiinniste alusel, mis
arvutatakse samuti, nagu eespool ndidatud, saadakse koikide laborite puhul iga stiimuli kohta sarnane aro-
maatse intensiivsuse skaala isegi siis, kui algsete 6lide defekte tuvastatakse erineva intensiivsusega.

Degustaatorite valimine tugevuse hindamise meetodiga

Selleks et valida hindamiskomisjoni kdige tundlikumad ja kdige paremate eristamisomadustega degustaato-
rid, peaks valimisprotsessi olema kaasatud kaks v6i kolm korda rohkem kandidaate kui vaja. Soovitav on
kasutada sama toodet kui see, mida degustaatorid analiiisima hakkavad (seetdttu kasutatakse alati oliivioli).
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Réistunud 8li kontsentraadi protsent tugiaines

Meetodi valimisel tuleks meeles pidada, et lisaks t6hususele peab kasutatav meetod olema dli koguse, saa-

detavate proovide arvu ja valimisele kulutatava aja osas voimalikult 6konoomne. Valikumeetodi tShusus sdl-
tub sellest, millised optimaalsed tasemed valitakse jargmise kolme iiksteisest sdltuva muutuja jaoks: a) “ku-
lu”, mis soltub katsete arvust; b) valikust pohjendamatult viljajietud sobilike kandidaatide osakaal; ja
¢) valikusse pohjendamatult kaasatud kandidaatide osakaal.

Tugevuse hindamise katset on kirjeldatud USA Materjalide Katsetamise Uhingu (ASTM) Tehnilises Erivil-
jaandes (STP, Special Technical Publication) nr 440, 1k 53 ja nelja selle punkti on muudetud jargmiselt:

1. on vihendatud seerias olevate proovide arvu;

2. on laiendatud omaduste skaalat eesmirgiga suurendada valiku aluseks olevaid maitsmis- ja/vdi haist-
misaspekte selliselt, et need vastaksid oliividli puhul kdige sagedamini esinevatele defektidele;

3. on vahetatud seeria kontsentratsioonisuhteid; ja
4. tulemusi on statistiliselt toodeldud.
Vajalikud seadmed
— 1 500 milliliitrised pudelid voi klaaskolvid,
— tumedad degusteerimisklaasid,
— gradueeritud 10-, 15-, 1 000- ja 1 500milliliitrised katseklaasid.
Vajalikud tooted

— Mercki parafiin (viide 7 160, DAB 8, USP XX) voi maitse ja Iohnata dlilaadne tugiaine (vdrskelt rafi-
neeritud oliividli voi muu sarnane oli),

— olid: “atrojado” (kopitanud), veinimaitseline, radstunud ja kibe.
9.4.1. Menetlus

Pirast lahjenduste ettevalmistamist alustatakse 25 kandidaadiga valimist ning iga maitseomaduse puhul toi-
mitakse allpool kirjeldatud meetodil:
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9.4.2.

9.4.3.

9.4.4.

1. Valmistatakse ette 12 koodiga tahistatud degusteerimisklaasi (igale kandidaadile tiks seeria). Igasse degus-
teerimisklaasi valatakse 15 ml iga erineva kontsentratsiooniga proovi, mis on valmistatud vastavalt vale-
mile C;q x a™.

2. Kui degusteerimisklaasid on tdidetud, tuleks need jitta enne katse tegemist kellaklaasiga kaetult vihemalt
tiheks tunniks degusteerimisruumi temperatuuril 20-22 °C seisma selleks, et proovide temperatuur iiht-
lustuks imbritseva 6hu temperatuuriga.

3. Katse korraldaja paneb seejirel iga seeria koik 12 degusteerimisklaasi ritta alustades tugevamast kont-
sentraadist.

Jargmisena peavad kandidaadid iiksinda katse l4bi tegema ja jirgima jirgmiseid eeskirju:

Juhendid kandidaatidele

Kandidaatide ees reas olevad 12 degusteerimisklaasi sisaldavad lahjendusi koikidest omadustest: “atrojado”
(kopitanud), veinimaitseline, radstunud ja kibe. Degusteerimisklaasi sisu erineb 16hna teatud tugevuse poo-
lest. Kdige tugevama l6hnaga klaas on vasakpoolseim ning iilejadnud klaasid asuvad kahanevalt paremal. Vii-
mases parempoolses degusteerimisklaasis voib 16hn olla nii nork, et seda on raske tunda.

Toimitakse jargmiselt: tutvutakse kdikide seerias olevate degusteerimisklaaside 16hnaga. Selleks alustatakse
kdige parempoolsemast (nr 12) ja piiiitakse tunda iga 16hna tugevust, ilma et end liigselt vsitataks.

Kui tundub, et Idhnade kontsentratsioonide skaala on selge, lahkutakse ruumist.

Samal ajal votab katse korraldaja ithe seerias oleva degusteerimisklaasi, paneb selle iihele joonele seeria vii-
mase parempoolse klaasiga ja liigutab koiki iilejadnud klaase sammu vorra nii, et puuduva klaasi koht oleks
tdidetud. Degustaator naaseb ruumi ning jitkab katset.

Katse on jargmine:

Seeriast viljavoetud degusteerimisklaas tuleb panna tagasi digesse kohta. Selleks tuleb proovi nuusutada ja
vorrelda seda vajadust mooda teiste klaasidega, pidades meeles, et klaasi digeks paigutamiseks peab selle 15hn
olema tugevam kui paremal olevas klaasis ja ndrgem kui vasakul olevas klaasis. Seda katset korratakse veel
kolme klaasiga.

Lisaks eespool kirjeldatud juhistele antakse igale kandidaadile katse tegemise vorm, mis aitab katset teha ja
vastuseid koguda.

KANDIDAATIDE VALIMINE
Katse nr Omadus
Viljavoetud klaasi jarjekorranumber
Kuupiev Nimi

Tulemuste koondamine

Hindamiskomisjoni t66 korraldaja registreerib katse lihtsustamiseks igalt kandidaadilt saadud andmed jirg-
miselt:

Mirgitud Oige Hinne
Kandidaadi nimi Analiiiisitav jarjekorranumber | jitjekorranumber .
(K) (K) K-k

Statistiline hindamismeetod

Selle meetodi puhul peavad koik kandidaadid asetama seerias digele kohale sama klaasi. Vastavalt tehtava-
tele statistilistele arvutustele vastavad degusteerimisklaasid iga omaduse seerias jargmistele kohtadele:
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tohi

“Atrojado” — kopitanud (Fy) Veinimaitseline (W) Rédstunud (Rd) Kibe/moru (Bt)
Klaasi nr Klaasi nr Klaasi nr Klaasi nr
(10,5,7,2) (11, 3, 8, 6) (7, 4,10, 2) (6,3,11,9)

Numbreid, mis tihistavaid klaasi kohta seerias, ei tohi muuta, sest statistilistes arvutustes voetakse selle katse
puhul arvesse tdendosust, et klaasid pannakse nende digesse kohta tagasi juhuslikult.

Selleks et teabe edastamine kandidaatide vahel oleks vdimalikult raske, peab hindamiskomisjoni t66 korral-
daja tagama, et:

1. kandidaatide vahel ei oleks mingeid kontakte. Iga kandidaadi klaaside tunnused on erinevad;
2. kandidaadid ei saa mingil viisil teada seeriast véljavoetud klaasi diget asukohta;

3. olgugi et kandidaatidele antakse ithesugused klaasid, antakse need kandidaatidele erinevas jirjekorras.
Iga kandidaadi t66d hinnatakse jargmiselt:

€'}, e'5,...e', on need 12 klaasi, milles on kahaneva tugevusega 12 omaduse i kontsentratsiooni (i vdib olla
tikskdik milline neljast omadusest: “atrojado” — kopitanud, veinimaitseline, radstunud ja moru).

E' on dravdetud klaas ja K’ koht, mille kandidaat klaasile seeriasse tagasi paigutamisel annab. Seega on K ja
K’ tdisarvud vahemikus 1-12, vastates valitud klaasi tegelikule kohanumbrile ja kandidaadi poolt antud numb-
rile.

T (maksimaalne lubatud hilve) on varem kindlaksmaaratud véirtus, mis antud juhul on 3, ja kui K'-K > T,
liikatakse kandidaat automaatselt tagasi. ()

Kui K'-K = T, kiidetakse kandidaat teoreetiliselt heaks ning ta voib katset jdtkata, kuna ta suudab stiimuli
panna tagasi selle digesse kohta vdi vihemalt sellele viga ldhedale.

Stiimulit (kontsentratsiooni) — niiteks “atrojado” — kopitanud seerias (Fy) hinnanud kandidaadile antud
hinne on antud juhul vordne klaasi dige numbri ja kandidaadi poolt maaratud koha vahega. Jarelikult

P,® = (K'-K)2.

Kuna seda toimingut kordavad kandidaadid iga omaduse koigi nelja stiimuli (kontsentratsiooni) osas, oleks
omaduse (nditeks Fy) vahehinne jargmine:

7 = prh + prj + prl + prm
Alljargnevalt on toodud moned ndited selle protseduuri moistmise hdlbustamiseks.
Naidis 1:

Kandidaadi A vastused nelja omaduse i seeriast viljavoetud stiimuli kohta on jargmised:

Klaasi tapne asukoht seerias Koht, kubu kandid.aat Klaast tagasi Halve dige kohaga vorreldes
pani /
() pe K'K)
7 7 7-7=0
4 5 4-5=-1
10 6 10-6 = 4 (%)
2 4 2-4=-2

(") Kandidaat liikatakse tagasi, sest ta sai katsel tulemuse T > 3.

() Hindamiskomisjoni t66 korraldaja peaks suunama kandidaate maistliku kiirusega tootama, see tihendab seda, et degustaator ei

maitsmis- ja haistmisvasimuse tdttu tundlikkust kaotada.
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Niidis 2:

Kandidaat tdstab mingi omadusega klaasid imber jargmiselt:

Klaasi tdpne asukoht seerias Koht, kuhu kandidf’iat Klaasi tagast Hilve 6ige kohaga vorreldes
pani ,
) o K- K)
7 7 7-7=0
4 4 4-4=0
10 7 10-7 =3
2 3 2-3=-1

Kandidaati ei liikata tagasi. Ta on saanud jargmise hinde:
Z'=0?+0%+3%+(-1)*=10

Kandidaadi 16plik hinne, mis kinnitab 16plikult, kas ta valitakse degustaatoriks voi mitte ja mis sdltub tema
vastustest nelja uuritava omaduse puhul, on jargmine:

F F F F — 7Fy
P) + P77+ P+ P Z
W W W W -7V
P+ PP+ Py =27
Rd Rd Rd Rd _ —7Rd
PO+ PO+ P+ P =2

Bt Bt Bt Bt — 7Bt
P+ Pt AP+ P =7

Z final = 2% ... Z®
kus:  Fy =“Atrojado” — kopitanud
W = veinimaitseline
Rd = Raistunud
Bt = Moru

Secjdrel on vaja otsustada, milline peab olema kandidaadi Z viirtus, et lugeda tema tajutundlikkus,
maitsmis- ja haistmisaistingute sdilitamisvoime ja vime organiseeritult tegutseda nelja uuritava stiimuli osas
piisavaks. Z on alati mitte-negatiivse vddrtusega ja Z = 0 tdhendab seda, et kandidaat on dra tundnud ja
Oigesti madranud koik 16 tugevust (neli iga omaduse kohta). Kui Z véirtus ei ole 0, osutab see sellele, et
kandidaat on valinud tugevusele dige skaala, kuid ei ole suutnud seda tipselt digele kohale panna, kuna tema
voime eristada tihe voi mitme stiimuli erinevaid tugevusi ei ole piisav.

Seetdttu on vaja madrata selline kriitiline vaartus (Z,), et kui kandidaat peaks juhuslikult koik klaasid panema
digesse kohta, on tdendosus saada [dpphindeks Z, mis on vaiksem kui Z, piisavalt viike (a), et seda on voi-
malik enne kindlaks teha. Seega tuleb tagada, et kirjeldatud meetodiga oleks tdendosus valida hindamisko-
misjoni degustaator, kellel puudub valikuprotsessi kdigus kasutatavate stiimulite tugevuste jaoks piisav eris-
tamisvoime, viiksem kui a.

Kui o vddrtus on kindlaks maaratud (antud juhul 0,05), saadakse Z_. muutuja Z jaotuse pdhjal, mis oma-
korda so6ltub P muutuja (K') jaotusel.

Parast vajalike statistiliste arvutuste tegemist on Z_ vadrtus 34.

Kui koikide kandidaatide Z vddrtus on arvutatud, jadvad vilja koik kandidaadid, kelle puhul on véirtus suu-
rem kui 34.

Jargnevalt on toodud niiteks kandidaatide A ja B véirtused:

Omadus Kandidaat A Kandidaat B

“Atrojado” — kopitanud (Fy) 77 =10 7Z7 =12
Veinimaitseline (W) zZV =10 zV =11
Radstunud (Rd) ZRd =10 ZRd= 15
Mdru (Bt) 78 =4 7B =0
Y =34 X =38

Vaottes arvesse, et neil kahel kandidaadil on Z védrtus vastavalt 34 ja 38, kiidetakse kandidaat A heaks ja
kandidaat B jaab vilja. Kui vilja on jdetud koik kandidaadid, kelle Z vairtus on iile 34, liigitatakse tilejadnud
kandidaadid nende Z viirtuste pohjal ning valitakse vilja 12 parimat.
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9.5.

9.6.

10.

10.1.

Koolitus

Koolitamise peamised eesmirgid on:

a) tutvustada degustaatoritele neitsioliividlide erinevaid 16hna- ja maitseomadusi;

b) tutvustada degustaatoritele organoleptilise hindamise erimetoodikat;

¢) suurendada degustaatorite oskust dra tunda, identifitseerida ja hinnata oli organoleptilisi omadusi; ja

d) tdsta tundlikkust ja parandada malu selliselt, et hindamiste tulemus on kdikide uuritavate omaduste osas
voimalikult tipne ja tihtne.

Koolitus koosneb olenevalt hindamiskomisjoni ja uurimuse vdimalustest tavaliselt mitmest sessioonist, mille
kéigus rddgivad degustaatorid pérast 6lide analiiiisimist hindamiskomisjoni t66 korraldajale esinenud ras-
kustest ning selgitavad kriteeriumide ja arvamuste thtlustamiseks hindeid, mis nad konkreetsetele dlidele
andsid.

Hinnates parast mitut sessiooni saavutatud koolituse taset, vdetakse arvesse digete vastuste protsendi kasv
(kui kasutatakse eristuskatset) voi hindamiskomisjoni liikmete hinnete keskmise variantide arv (katsete puhul,
milles kasutatakse skaalat).

Koolituse praktilise kasu iile on pikalt arutatud, kuid praegu loetakse seda tapsete ja digete organoleptiliste
andmete saamiseks esmatahtsaks.

T66 kontrollimine
StaaZzikatest degustaatoritest koosnevad hindamiskomisjonid teevad degusteerimisi korrapiraselt ja pidevalt
ning nende t66 hélmab organoleptilist hindamist, mis néuab neilt suuri pingutusi. Nende hinnangust sdl-

tuvad suures osas olulise tehnoloogilise ja majandusliku tidhtsusega otsused. Seepdrast tuleks tipse t66 taga-
miseks degustaatorite t66d pérast nende viljavalimist ja koolitamist kontrollida.

Nende t66d on pérast hindamiskomisjonide loomist ja tavapdraste katsete tegemist vaja vajalike ajavahe-
mike jdrel korrapéraselt kontrollida.

NEITSIOLIIVIOLI ORGANOLEPTILISE HINDAMISE KORD

Kui eespool standardites margitud tingimused on tdidetud, kui on olemas vajalikud ruumid ning kui degus-
taatorite hindamiskomisjon on vilja valitud, nuusutab ja maitseb (') iga degustaator katseklaasis olevat dli-

proovi. Ta analiitisib maitse-, I6hna- ja kinesteetilisi omadusi joonisel 2 ndidatud tabeli abil, kuhu kirjutab
vajalikud mirkused ja nende omaduste tugevusastme. Seejirel hindab degustaator oli kvaliteeti.

Joonisel 2 esitatud hindamislehe kasutamine (I6hna- ja maitseomaduste kirjeldamine ja kvaliteedi hinda-
mine)

Hindamislehe vasakul poolel on loetelu oliividlide levinumatest tiitipilistest organoleptiliselt tajutavatest oma-
dustest, mis kirjeldavad olide maitset ja 16hna. Kui degustaator puutub kokku omadustega, mis ei vasta loet-

letud kirjeldustele, margitakse need kategooria “muud” alla tunnuse abil, mis neid voimalikult tapselt kirjel-
dab.

Tajutavaid omadusi hinnatakse nende tugevuse alusel, mis mirgitakse ristiga sobivasse lahtrisse jargmiste kri-
teeriumide alusel:

1: vaevalt tajutav,

2: nork,

3: keskmine,

4: tugev,

5: eriti tugev.

Lehe paremal poolel on skaala 1-9 (9 erakordselt hea kvaliteedi, 1 halvima kvaliteedi jaoks), mida degustaa-

torid kasutavad uuritava 6li omadustele ithe ildise hinnangu andmisel. See hinnang peab olema kooskdlas
lehe vasakule poolele juba margitud heade omaduste ja defektidega.

(") Degustaator voib hindamisest keelduda, kui 16hn on viga tugevalt vdi tugevalt ebameeldiv, markides selle hindamislehele kui

erakordse ilmingu.
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10.2.

Hindamistabeli esimene veerg (defektid) jaotatakse viieks osaks. Olide liigitus peab phinema eelkdige defekt-
sete maitsete/lohnade tdielikul puudumisel voi esinemisel, samuti sellel kui tdsine voi tugev see maitse/l6hn
on. Kuna hindamisskaala ulatub kuni hindeni 9, tuleks teatavaid niiansse voi aspekte arvesse votta, et teha
kvaliteedi tildhinnangu kohta 15plik otsus, ning need niiansid voi aspektid on kirjeldatud teises veerus peal-
kirja “omadused” all.

Laplik hindamine

Hindamiskomisjoni juhataja kogub kokku degustaatorite tdidetud lehed ning kontrollib, et tajutavad oma-
dused ja nende kirjelduslehel esitatud tugevused vastavad hindamislehel esitatud hinnangule. Kui erinevus on
markimisvddrne, palub juhataja degustaatoril oma hindamislehte kontrollida.

Vajaduse korral teeb degustaator katse uuesti.

Lopuks koostab hindamiskomisjoni juhataja kogu rithma hindamistulemustest tabeli ning arvutab aritmee-
tilise keskmise ja lubatud halbe.

Ainult siis, kui tulemusi on vaja uuesti kontrollida, kordab hindamiskomisjon katset, kuni iga proovi kohta
saadakse kolm hinnangut; 16plik, kiimnendikkoha tapsusega hinnang, on kolme hindamise keskmine.

Kui mdru ja/vi kirbe maitse tugevuste keskmine on suurem kui 2,5, margistatakse 6li vastavalt ning hin-
nangu juurde margitakse, et 8li on eriti moru ja/voi kirbe.

Tulemuste viljendamine: hindamiskomisjoni juhataja méddrab keskmise hinde alusel ja vastavalt I lisas sites-
tatud piirnormidele kategooria, kuhu proov liigitatakse. Analiiiisiaruandesse margitakse ainult see kategoo-
ria.

Markus.  Proove tuleks kuni analiiiisimiseni hoida pitseeritult kiilmutuskapis ning need pannakse kiilmutuskappi tagasi
pérast iga analiiisi, kuni katset on tehtud kolm korda.
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Neitsioliividli
Kirjeldusleht
Mirkused maitsmis-, haistmisomaduste kohta (2) Hindamistabel
Defektid Omadused Koondh.inne:
punktides
2| 3(4|5
Mabhlakas oliivi maitse 9
Mahlakas oliivimaitse (kiips ja roheline) (1) Mahlakas oliivimaitse ja
Puuduvad - - o 8
- teiste virskete puuviljade
Ounamaitse- vdi [ohnaline ... maitse 7
Muu kiipse vilja maitse v8118hn ....ccoveeeerrieeeennne R
Orn ja vaevalt Nork 6
Roheline {lehtede, rohtt maitse) .........ooeeeveemecene tajutav puuviljamaitse
Mbéru N
Usna puudulik mahlakas
Kirbe Mirgatav maitse, sobimatu 16hn ja 5
maitse
Magus
Muud lubatavad omadused ............oeoereecervnenenns Miirkimisvia Taiesti puudulik,
AIKImISvaarne, ebameeldiv 16hn ja maitse 4
(Tipsusta lubatavuse piiril
Tarbimiseks tdiesti 3
Hapu/veinimaitse/d4dikane/happeline (1) ..eeenn.. Suur ja/vi tbsine, selgelt Kkolbmatu maitse ia 16hn )
tajutav )
Kare 1
Metalne
Kopitanud/niiske (1) Mirkused:
Mudane sade
Kopitanud (“Atrojado”) Degustaatori nimi:
Ridstunud
Muud keelatud omadused ....coveerermvereecserercnnnns Proovi tunnus:
(Tapsusta
Kuupiev:

() Mittevajalik labi kriipsutada.
() Tajumine:
0: ()
: vaevalt tajutay,
ndrk,
. keskmine,
tugey,
< eriti tugev.
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2.1.

ORGANOLEPTILINE HINDAMINE: ULDINE BAASSONAVARA

KOHALDAMISALA

Kiesoleva standardi eesmirk on koondada organoleptilises analiiiisis kasutatavad iildised moisted ja esitada
nende mdiratlused.

SONAVARA

Uldine terminoloogia

Organoleptiline hindamine (nimisona):

toote organoleptiliste omaduste hindamine meeleorganitega.
Taju (nimisona):

viliste esemete voi siindmuste tajumine.

Organoleptiline (omadussona) (tdiend):

kirjeldab toote omadust, mis on meeleorganitega tajutav.
Ekspert (nimisona):

(seoses organoleptiliste omaduste hindamisega)

degustaator, kelle erialaks on konkreetse toote organoleptiline hindamine ja kellel on péhiteadmised toote
ettevalmistamisest ja turueelistustest.

Degustaator (nimisona):

tihelepanelik, tundlik, koolitatud inimene, kes on valitud toiduaine organoleptiliste omaduste hindamiseks
meeleorganite abil.

Hindamiskomisjon:

hindajate rithm, kes on spetsiaalselt valitud ja koolitatud ning koguneb selleks, et teha kindlaksmaaratud tin-
gimustes toote organoleptiline hindamine.

Aisting (nimisdna):

meeleorganite stimuleerimise tulemusel tekkiv subjektiivne nihtus. Seda nihtust voib subjektiivselt eristada
voi objektiivselt madratleda soltuvalt stiimuli iseloomust voi liigist ja selle tugevusest.

Tundlikkus (nimisdna):

voime tajuda meeleorganitega kvantitatiivselt ja kvalitatiivselt vdikse tugevusega stiimuleid voi viikeste eri-
nevustega stiimuleid.

Degusteerimine (nimisona):

toiming, mis sisaldab toote organoleptiliste omaduste, eelkdige toiduaine maitse, Iohna, taktiilsete ja liiku-
misomaduste tajumist, analiiiisimist ja hindamist.

Heakskiitmine (nimisona):
tiksikisiku voi inimeste rithma positiivne suhtumine tootesse.
Tasakaal (nimisdna):

toote omadus, mida véljendab iildine meeldiv aisting. See aisting tekib toote maitse-, 16hna-, taktiilsete ja
kinesteetiliste omaduste tajumisel, kui need omadused on sobivas kontsentratsioonis.

Aktsepteeritavus (nimisona):

toote seisund, kui iiksikisik voi iiksikisikute rithm on toote organoleptilisi omadusi positiivselt hinnanud.
Eristamine (nimisona):

kahe voi enama stiimuli kvalitatiivne ja/voi kvantitatiivne eristamine.

Kompenseerimine (nimisdna):

eri stiimulite koostoime tulemus, mille tulemusel tajutakse stiimuleid vidiksema tugevusega kui eraldi.
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Aspekt (nimisona):

visuaalselt tajutavate organoleptiliste omaduste kombinatsioon: suurus, kuju, virv, ehitus, sogasus, puhtus,
voolavus, vahutamine ja kohumine. Seda mdistet tuleks eelistada mdistele valimus.

Tunnus (nimisona):
tajutav omadus.

Fiisioloogilised mdisted

Stiimul (nimisdna):

fuisiline voi keemiline mojur, mis kutsub esile viliste voi sisemiste sensoorsete retseptorite reaktsiooni.
Maitse (nimisona):

(maitse tajumine)

taju, mille retseptorid asuvad suus, eelkdige keelel, ja millega tajutakse erinevad lahustunud iithendeid.
Maitsmis- (omadussona):

kirjeldab toote omadust, mis stimuleerib maitsmisorganeid, tekitades ithe voi mitu neljast pohimaitsest:
magus, soolane, hapu ja kibe.

Retseptor (nimisona):

meeleorgani spetsiifiline struktuur, mida on vdimalik stimuleerida ja mis votab stiimuli vastu ning muundab
selle ndrviimpulsiks.

Markus :  Retseptoreid liigitatakse stiimuliga seotud energia alusel (valgus, kuumus, heli, jne).
Haistmine (nimisona):

haistmisorganite funktsioon tajuda ja eristada viliskeskkonnast gaasilisel kujul otse vdi kaudselt ldbi nina
haistmisorganiteni joudvaid molekule.

Tugevus (nimisdna):

mingi omaduse energia suurus, mida on vdimalik mddta kvantitatiivsel skaalal selle pohjal, kuivord see oma-
dus iiletab tajumiskiinnise.

Kohandamine (nimisona):

sensoorsete stiimulite tajutundlikkuse ajutine muutmine tihesuguse stiimuli voi sarnaste stiimulite pideva,
korduva kokkupuutumise tagajirjel.

Takistus (nimisdna):

torge meeleorgani voi selle osa reageerimisel, hoolimata kokkupuutest stiimuliga, mille tugevus iiletab taju-
miskiinnise.

Reaktsioon (nimisona):

tegevus, mille kdigus sensoorsed rakud reageerivad tihele voi mitmele vastava meeleorganiga seotud stiimu-

lile.

Tihedus (nimisdna):

taktiilne aisting suus, mis kirjeldab toote tihedust, viskoossust, konsistentsi voi kompaktsust.
Lohn (nimisona):

virske, meeldiv, horgutav 16hn.

Nuusutama (tegusona):

(I6hnale kohaldatav aktiivne taju)

kirjeldab I6hna tajumist.

Objektiivne (omadussona):
a) objekti tdene, kontrollitav tdlgendus, mille puhul inimfaktor (nditeks eelistused, harjumused, kalduvu-
sed) on minimaalne.

b) viis, mis sensoorsete vdi instrumentaalsete meetoditega vihendab maksimaalselt iseeneslikud vead.

Markus :  Mdiste “instrumentaalne” kasutamist siinoniiiimina ei soovitata.

Subjektiivne (omadussonay):

kirjeldab taju, mida mojutavad lisaks stiimulile ka inimese mé&tlemine ja tunded.
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Kinesteesia:

aisting, mille tekitab proovi liikumine suuddnes voi proovi kiega puudutatakse (nditeks juustu vajutamine
sormedega).

Kiinnis (nimisona)

Absoluutne kiinnis:

sensoorse stiimuli miinimumbkiinnis, mille tekitab:

— aistingu tekkimine (stiimulikiinnis voi tuvastamiskiinnis), voi

— aistingu identifitseerimine (tundmiskiinnis).

Eristamiskiinnis:

sensoorse stiimuli miinimumviartus, mis tekitab aistingu tugevuses mérgatavaid erinevusi.
Loppkiinnis:

stiimuli maksimumvaartus, millest suuremat tugevnemist ei margata.

Vordluskiinnis:

stiimuli minimaalne kvantitatiivne vaartus voi kriitiline kiinnist tiletav véartus, mis tingib neutraalse stiimuli
puhul meeldiva vdi tdrjuva reaktsiooni, nditeks kui tuleb valida suhkrulahuse ja vee vahel.

Mrkus :  Eristada tuleks absoluutset ja diferentsiaalset vordluskiinnist.
Kiinnisest madalam (omadussona):

allpool absoluutset kiinnist.

Kiinnist iiletav (omadussona):

iilalpool absoluutset kiinnist.

Organoleptiline vasimus:

sensoorse kohandumise vorm, mis toob kaasa tundlikkuse vihenemise.
Kompensatsioon (nimisona):

stiimulite kombinatsiooni sellise koosmdju tulemus, mis tingib selle, et igat stiimulit tajutakse vdiksema tuge-
vusega kui stiimuleid eraldi.

Siinergiline (omadussona):

uuritavate ainete koostoime, mis tingib selle, et nende ainete organoleptiliste omadused on tugevamad kui
iga omadus iiksinda.

Kontrast:

kahe tiheaegse voi iiksteisele jargneva stiimuli reaktsiooni erinevuse suurenemine.
Konvergentsi vastand.

Konvergents:

kahe itheaegse voi iiksteisele jargneva stiimuli reaktsiooni erinevuse vihenemine. Kontrasti vastand.

Organoleptiliste omadustega seotud mdisted

Happeline (omadussona):

a) kirjeldab enamiku happeliste ainete (nditeks sidrunhape, piimhape, viinhape) lahjendatud vesilahuste
esmast maitset;

b) kirjeldab sellist maitset tekitavate puhaste ainete voi segude omadusi.
Vastavaks nimisdnaks on happesus.
Hapu (omadussona):

kirjeldab maitsmis- ja haistmisaistingut, mis tekib siis, kui kddrimisel tekkivad happed on tilekaalus, samuti
sellist aistingut tekitavaid toiduaineid.

Moned sellist aistingut tekitavad tegurid on seotud kddritamisega, nditeks toiduaine piimhappe- voi dddik-
happekiddrimine.
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Moru (omadussona):

a) kirjeldab ainete nagu kiniini, kofeiini ja vastavate alkaloidide lahjendatud vesilahuste esmast maitset;
b) kirjeldab seda maitset tekitatavate puhaste ainete voi segude omadusi.
Vastavaks nimisdnaks on morudus.

Soolane (omadussdna):

a) iseloomulik maitsmisaisting, mille kdige tiiiipilisemaks nditeks on naatriumkloriidilahuse maitse;
b) kirjeldab seda maitset tekitatavate puhaste ainete voi segude omadusi.

Vastavaks nimisdnaks on soolasus.

Magus (omadussona):

a) kirjeldab eri ainete nagu sahharoos vesilahuste esmast maitset;
b) kirjeldab seda maitset tekitavate puhaste ainete voi segude omadusi.

Vastavaks nimisdnaks on magusus.

Kokkutombav (omadussdna):

a) kirjeldab eri toodete nagu tanniin (néiteks kakiploomi tanniin, laukaploomi tanniin) lahjendatud vesila-
husest suus tekkivat kompleksset maitset;

b) kirjeldab seda aistingut tekitatavate puhaste ainete voi segude omadusi.
(Vastavaks nimisdnaks on kokkutdmbuvus.)
Maitse ja 1ohn (nimisona):

maitse on maitse-, haistmis-, taktiilsete- ja kinesteetiliste aistingute kombinatsioon, mis vdimaldab hindajal
identifitseerida ja niha ette kriteeriumid, mille alusel antakse tootele positiivne vdi negatiivne hinnang.

Maitse (nimisona):

a) aisting, mis tekib siis, kui mingi lahustuv aine stimuleerib maitsmisnisasid.
b) kirjeldab seda spetsiifilist aistingut tekitatavate ainete omadusi.

Esmane maitse (nimisona):

iiks neljast iseloomulikust maitsest: magus, soolane, hapu, moru.

Lohn (nimisona):

a) lenduvate ainete maitsmisorganiga nuusutamisel tekkivate aistingute kombinatsioon;
b) kirjeldab seda aistingut tekitavate eespool nimetatud ainete omadusi.

Aroom (nimisona):

a) meeldiv aisting, mis tekib kaudselt toidu maitsmisel maitsmisorganiga;

b) parfutimitoostuses ja mitte-erialases keeles kasutatakse seda moistet ka otse ldbi nina tekkivate aistingute
puhul.

Jarelmaitse, jadkmaitse (nimisonay):
aistingute kombinatsioon, mis tekib pérast stiimuli suust kadumist ja mis erineb algselt tekkinud aistingust.

Aromaatne (omadussdna):

a) kirjeldab puhaste ainete voi segude omadust, mida tekitab maitsmisel aroomi aistingu;

b) kirjeldab tooteid, mille vahetult nina kaudu tajumisel tekib 16hna ja virskuse aisting.
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2.2.

Tekstuur (nimisona):

toote tahke voi vedela oleku omadused, mille kombinatsioon vdib maitsmise ajal drritada mehaanilisi ret-
septoreid, eelkdige suus asuvaid retseptoreid.

Markus :  See mdiste osutab ainut objektiivsetele omadustele, mitte nendele aistingutele, mida kirjeldatakse selliste iildiste
mdistetega nagu konsistents, kiulisus, rasvasus, jne.

Suuloputamine:

tegevus, mille kdigus puutub suus olev toit kokku koikide suus olevate tundlike piirkondadega nii, et kdiki
suu kaudu tekkivaid aistinguid on voimalik tajuda.

Markus :  Sonavara voib tiiendada ISO standardi 5492 1-V osa ja teiste triikiste pohjal (niiteks J. L. Magnen, “Les cahiers
techniques du Centre National de Coordination des Etudes et Recherches sur la Nutrition et 'Alimentation”, jne.).

OLI DEGUSTEERIMISE KLAAS

KOHALDAMISALA

Kiesoleva standardi eesmirk on kirjeldada toidudlide organoleptilisel hindamisel (I6hn, maitse) kasutatava
klaasi omadusi.

Lisaks sellele kirjeldatakse kuumutamisseadet, mis on vajalik analiiiisi ajal dige temperatuuri saavutamiseks
ja hoidmiseks.

KLAASI KIRJELDUS
Joonisel 1 on néidatud klaasi vajalikud optimaalsed omadused, mis on jargmised:
a) klaas peab voimalikult hésti piisti seisma, et valtida imberminemist ja 6li vdljavoolamist;

b) klaasi pohi peab histi sobima kuumutamisseadmesse ja klaasi pohja peab olema voimalik iihtlaselt soo-
jendada;

¢) klaasi kuju peab olema koige laiem klaasi alumises osas, mille téttu 6li lenduvad komponendid eraldu-
vad lihtsalt ja kontsentreeruvad klaasisuu juures, vdimaldades neid paremini tajuda ja dra tunda;

d) klaas peab olema tehtud tumedast klaasist, et degustaator ei ndeks 6li vérvi, sest see aitab dra hoida eel-
arvamusi ning vdimalikku erapoolikust ja tendentslikkust.

Mootmed

Klaas on esitatud joonisel 1 ning selle mddtmed on jargmised:

e ULAMARt oo 130 ml + 10 ml,
— GLAROIGUS .t 60 mm * 1 mm,
— klaasisutt ADIMOO .. ..neeeee et 50 mm + 1 mm,
— klaasi sutirim [ADImMOOt ..veeninen it 70 mm = 1 mm,
— pOhja [ADIMOBE  ..eeeviniiiiii e 35 mm £ 1 mm,
— klaasi kiilje paksus .......cooouiiiiiiiiiiii 1,5 mm % 0,2 mm,
— klaasi phja paksus .......ccooeiiieiiiii i, 5mm £ 1 mm.

Igal klaas peab olema varustatud kellaklaasiga, mille 1dbimddt on klaasisuust 10 mm suurem. Kellaklaasi
kasutatakse klaasi katmisel selleks, et aroom ei hajuks ning tolm ei paiseks klaasi.

Valmistamise eriparad

Klaas peab olema vastupidavast klaasist; klaas peab olema tume, et sisu virvi ei oleks voimalik eristada,
samuti ilma kriimustuste ja mullideta.

Serv peab olema sirge, sile ja viljapoole pdoratud.

Selleks et klaas taluks katsete kiigus temperatuuri muutusi, peab klaas olema 166mutatud.
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Kasutamisjuhend

Klaasid pestakse 16hnastamata seebi voi detergendiga ning loputatakse seni, kuni puhastusvahend on téieli-
kult eemaldatud. Viimast korda loputatakse destilleeritud veega ning pérast seda jaetakse klaasid kuivama
ning kuivatatakse siis kuivatusahjus.

Kasutada ei tohi kontsentreeritud happeid ja kroomhappe segusid.
Klaase hoitakse kuni kasutamiseni kuivatusahjus, kus nad on korvallohnade eest kaitstud.

Enne kasutamist nuusutatakse klaasi tagamaks, et sellel ei ole korvallohna. Katse ettevalmistamisel tagatakse,
et iga klaasi tunnus ja sellele vastav oli margitakse iiles. Ainus, kes klaasi tunnuse ja 6li vastavust teab, on
degusteerimise korraldaja.

PROOVIDE KUUMUTAMISE SEADE

Proove hinnatakse organoleptiliselt kindlal temperatuuril, milleks on dlide puhul 28 £ 2 °C. Selleks paigal-
datakse igasse boksi degustaatori kdeulatusse kuumutamisseade (vt joonis 2). Kuumutamisseade koosneb alu-
miiniumplaadist, mis on piisiva temperatuuri hoidmiseks termostateeritavas veevannis. Sellel plaadil on rida
siivendeid, millesse saab klaasid pdhjapidi asetada. Kuumutamisseadme ja eri plaatide siivenditesse asetatud
klaasides oleva 6li temperatuurid ei voi erineda rohkem kui + 2 °C.

Joonis 1 — Degusteerimisklaas
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Joonis 2 — Proovide kuumutamisseade (mdodud millimeetrites)
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3.1.

3.2.

3.3.

4.1.

)

KATSERUUMI SISUSTAMISE JUHISED

SISSEJUHATUS

Katseruum kujundatakse selliselt, et hindamiskomisjonil oleks organoleptilisel hindamisel sobiv, mugav ja
standardne keskkond, mis soodustab tootegemist ning aitab tdsta tulemuste korratavust ja reprodutseerita-
vust.

KOHALDAMISALA

Kéesoleva standardi eesmirk on tdpsustada katseruumi sisustamisel taidetavad pohitingimused.

SISUSTAMISE ULDISED NOUDED

Tooruumid peavad olenemata suurusest (vt punkt 3.1) vastama jargmistele nduetele:

Tooruumid peavad olema meeldivad ja sobiva valgustusega (vt 3.2), kuid neutraalsed. Rahuliku dhkkonna
loomiseks peaksid seinad olema iihevirvilised ja heledad. (%)

T66pindu peaks olema lihtne puhastada ja nad peaksid olema teistest miiraallikatest eraldatud. Seetdttu peak-
sid t66ruumid eelistatult olema helikindlad. Téoruumides ei tohi samuti olla kdrvalldhnu ning selleks tuleks
ruumidesse vdimaluse korral paigaldada tdhusad venilatsiooniseadmed. Kui éimbritsev 6hu temperatuur koi-
gub, varustatakse katseruumid vajadusel kliimaseadmega, mis hoiab 6hu temperatuuri 20-22 °C juures.

Mootmed

Toéruumide mddtmed sdltuvad sageli laborite voi ettevotete voimalustest. Uldiselt peaksid todruumid olema
piisavalt avarad, nii et neisse saaks paigaldada 10 boksi ja proovide ettevalmistamise ala.

Siiski on selge, et mida suurem sisustatav ala on, seda parem, sest see voimaldab ette niha alad abiruumide
jaoks, nditeks seadmete puhastamiseks, hinnatavate toodete paigutamiseks ja avalike hindamiskomisjonide
t60 korraldamiseks.

Valgustus

Uldvalgustus, kas paikese- vi lambivalgus (niiteks volframlambid), peab olema ithesugune, kontrollitav ning
hajus.

Ohutemperatuur ja niiskus

Tooruumides peab olema alati meeldiv temperatuur ja sobiv niiskus. Soovitatav Shutemperatuur on
20-22 °C ja suhteline dhuniiskus 60-70 %, vilja arvatud erandjuhud.

BOKSIDE KIRJELDUS

Uldtingimused

Organoleptilise hindamise puhul asuvad boksid iiksteise kdrval. Boksid on tthesugused ning eraldatud vahe-
seinadega, mis on piisavalt korged ja paksud, et degustaatoreid isoleerida.

Boksid voivad olla valmistatud iikskoik millisest sobivast lihtsasti puhastatavast ja hooldatavast materjalist
(nditeks puit, klaasvineer, laminaatplaadid, jne). Varvi kasutamisel peab see kuivanult olema tiiesti I5hnatu.

Bokside istmed peavad olema mugavad ning reguleeritava kdrgusega.
Igas boksis peab olema ka reguleeritava suuna ja tugevusega valgustus.

Oleks viga soovitav, et boksides oleks boksist viljaspool asuva lambiga ithendatud nupp, mis vdimaldab
degustaatoril teisi hdirimata viljasolevale assistendile teatada katse Iopetamisest, tidiendavate proovide vaja-
dusest voi mone seadme puudumisest, kdrvalekalletest voi vajadusest saada teavet.

Ruumi vérvilahendus ja valgustus véivad organoleptilise hindamise tulemusi mojutada.
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4.2.

4.3.

Modtmed
Boksid peavad olema piisavalt suured ja mugavad. Uldiselt on boksidel jirgmised m&ddud:
— laius:

0,75 m (ilma kraanikausita)

0,85 m (kraanikausiga),
— pikkus:

0,50 m (laud)

vihemalt 0,20 m lisaruum vaheseina jaoks,
— vaheseinte korgus:

vihemalt 0,60 m lauast,
— laua korgus:

0,75 m.

Ruumi korraldus

Lauapinda peab olema lihtne puhastada.

Osal sellest lauast on kraanikauss, mille kraanist saaks voolavat joogivett. Kui see ei ole vdimalik, voib seda
pinda kasutada kandiku, siiljekausi v6i mdne muu sarnase seadmega.

Kui proove tuleb katse ajal hoida piisival temperatuuril, mis on timbritseva 6hu temperatuurist kdrgem, on
selleks soovitatav kasutada sobivat seadet (veevann, kuumutusplaat, jne).

Umbes 1,10 meetri kdrgusele porandast voib paigaldada tarvikute (klaasid, viikesed seadmed, jne) jaoks riiu-

li.

Kui bokside paigutus katseruumis seda vdimaldab, oleks kasulik paigaldada luuk, mille kaudu on proove
degusteerijale lihtsam anda. Luuk voib to6tada liugukse pohimattel (joonis 1), klaaside voi tasside (korgete
mahutite) puhul p66rlev (joonis 2) vdi horisontaalselt avaneda (joonis 3), kui proovindud on viiksed. Olu-
line on tagada, et ava on kandikul ja klaasidel olevate proovide jaoks piisavalt suur.

Joonisel 4 on katseruumi ja tdiendavate ruumide néidis.

TAIENDAVAD RUUMID

Kui ruumi on piisavalt, on soovitatav niha ette eraldi ruumid proovide (toidu— vdi muud proovid) etteval-
mistamiseks, klaaside voi seadmete korrastamiseks ja katsetele eelnevate voi jargnevate arutluste korralda-
miseks. Kui sellised ruumid on olemas, tuleb neid hoida puhtana; nendest ruumidest tulenevad 16hnad voi
helid ei tohi mitte mingil juhul hirida katseruumis olevate hindajate t66d.

Markused :  Kirjeldatud tingimused on ideaalsed. Kui ruumi sisustamine ainult organoleptilisteks hindamisteks ei ole siiski
voimalik, voib katsed teha ruumides, mis vastavad kirjeldatud miinimumtingimustele (valgus, temperatuur,
miira, 16hnad), luues selleks teisaldatavad boksid, mis koosnevad lahti-kinni kéivatest elementidest ja mille mii-
nimumnoue on see, et nad eraldavad degustaatorid tiksteisest.
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SEADMETE PAIGUTUS BOKSIS

Joonis 1
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RINGLEV SEADE PROOVIDE ANDMISEKS

Joonis 2
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LUUK PROOVIDE ANDMISE JAOKS

Joonis 3
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LABOR ORGANOLEPTILISEKS ANALUUSIKS (Niide)

Joonis 4 — Katseruumi ndidis
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seadmete puhastamise ja proovide ettevalmistamise ruum,
avalik hindamiskomisjon,
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1.2.

1.2.1.

XIII LISA

RAFINEERIMISE TOENDAMINE

OLIIVIOLI NEUTRALISEERIMINE JA VARVITUSTAMINE LABORIS

Oli neutraliseerimine

Seadmed

keeduklaas, 300 ml,
laboratoorne tsentrifuug 100 ml katseklaasidega,
keeduklaas, 250 ml,
iimarkolvid, 100 ml,

jaotuslehter, 1 liiter.

Reaktiivid

12 % naatriumhiidroksiidi vesilahus,
1 % fenoolftaleiini etanoolilahus,
heksaan, analiiiitiliselt puhas,

2-propaanool, analiiitiliselt puhas.

Menetlus

Olid, mille oleiinhappena viljendatud vabade rasvhapete sisaldus on viiksem kui 30 %

50 g toordli asetatakse kdrgesse 300 ml keeduklaasi ja kuumutatakse veevannis temperatuurini 65 °C.
Ettevaatlikult kogu aeg segades lisatakse 12protsendilist naatriumhiidroksiidi lahust, mis vastab oli vaba-
dest hapetest 5 % vorra suuremale kogusele. Segamist jdtkatakse temperatuuril 65 °C viis minutit.

Segu kantakse 100 ml tsentrifuugikiivettidesse ja seebistunud pasta eraldatakse tsentrifuugimise teel.
Dekanteeritud dli valatakse 250 ml keeduklaasi ning pestakse 50—-60 ml keeva destilleeritud veega, see-
jirel eemaldatakse vesi sifooniga. Pesemist korratakse, kuni koik seebistunud aine jadgid on eemaldatud
(fenoolftaleiini roosakas virvus kaob).

Allesjaanud vee eemaldamiseks 6li tsentrifuugitakse.

Olid, mille oleiinhappena viljendatud vabade rasvhapete sisaldus on suurem kui 30 %

1 1jaotuslehtrisse pannakse 50 g toordli, 200 ml heksaani, 100 ml 2-propanooli ja 12protsendilist naat-
riumhiidroksiidi lahust, mis vastab 8li vabadest hapetest 0,3 % vorra suuremale kogusele.

Segatakse tugevalt the minuti jooksul. Lisatakse 100 ml destilleeritud vett, segatakse uuesti ning las-
takse seista.

Pirast kihtide eraldamist lastakse seepe sisaldaval kihil nérguda. Kahe kihi (pealmine dline ja alumine
veekiht) vahele tekib sageli taimeliimidest ja lahustumatutest ainetest koosnev vahekiht, mis tuleb samuti
eemaldada.

Neutraliseeritud 6li virvitustamine

Seadmed

— 250 ml iimarapdhjaline kolb, millel on kolm lihvitud kaela, et selle kiilge panna:

a) termomeeter, mis on reguleeritud kraadides ja mis vdimaldab vdtta nditusid 90 °C juures;

b) mehaaniline segisti, mis to6tab kiirusega 250-300 podret minutis ja mida on vdimalik kasutada vaa-
kumis;

¢) vaakumpumba iihendus,

— manomeetriga vaakumpump, mis vdimaldab saada jadkrohku 15-30 millibaari.
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1.2.2.

Analiiiisi kdik

Kolme kaelaga kolbi kaalutakse umbes 100 g neutraliseeritud li. Kolbi pannakse termomeeter ja segisti, see-
jarel iihendatakse kiilge vaakumpump ja kuumutatakse pidevalt segades temperatuurini 90 °C. Sama tem-
peratuuri hoides jitkatakse segamist, kuni analiitisitav 6li on tdielikult veevaba (umbes 30 minutit). Vaakum
16hutakse ja lisatakse 2-3 g aktiivmulda.

Vaakum tasakaalustatakse, kuni saavutatakse jaidkrohk 15-30 ml ja temperatuuri 90 °C hoides segatakse
30 minutit umbes 250 pddret minutis.

Filtreeritakse termostaatilises ahjus kuumalt (50-60 °C).
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XIV LISA

KAUPADE KOONDNOMENKLATUURI GRUPI 15 LISAMARKUSED 2, 3 JA 4

1. “Madrkus 2 A: CN-koodides 1509 ja 1510 tdhistab “oliividli” ainult oliivide to6tlemisel saadud 8li, vilja arvatud

Mirkus 2 B:

timberesterdatud oliividli ning oliividli ja teiste olide segud.

Umberesterdatud oliividli voi teiste dlide esinemine tehakse kindlaks V, VII, IX, X ja X1l lisas sdtes-
tatud meetodil. Kéikide CN-koodide 1509 ja 1510 alla kuuluvate oliividlide sterooli- ja rasvha-
pete koostise analiiiitilised omadused on esitatud jargmises tabelis:

Tabel I — rasvhapete koostis protsendina Tabel IT — steroolide koostis protsendina
kogumahust kogumahust
Miiristiinhape M 0,1 Kolesterool M 0,5
Linoleenhape M 0,9 Brassikasterool M 0,2
Arahhiinhape M 0,7 Kampesterool M 4,0
Eikoseenhape MO0,5 Stigmasterool < kampesterool
Beheenhape M 0,3 Betasitosterool (1) m 93,0
Lignotseriinhape MO0,5 A 7-stigmasterool MO0,5

M = maksimaalne.

m = minimaalne.

(') Delta-5-23 stigmasterool + kolesterool + betasitosterool + sitostanool + delta-5-avenasterool +
delta-5-24-stigmastadienool.

“Neitsioliivioli” on 6li, mis on saadud oliividest itksnes mehhaaniliste voi muude fiiiisikaliste vahen-
ditega tingimustel, eriti temperatuuril, mis ei pohjusta oli kvaliteedi halvenemist, ja mida ei ole t66-
deldud muul viisil kui pesemise, dekanteerimise, tsentrifuugimise voi filtreerimise teel, vélja arva-
tud o6lid, mis on ekstraheeritud oliividest lahustite (1510) abil ja mis on méératletud allpool I ja II
alapunktis.

. Alamrubriigis 1509 10 10 tahistatakse terminiga “lambidli” oliividli, milles, sdltumata tema
happelisusest:
a) alifaatsete alkoholide sisaldus ei iileta 400 mg/kg;
b) eriitrodiooli ja uvalooli sisaldus ei iileta 4,5 %;
¢) kiillastunud rasvhapete lisand 2. positsioonis trigliitseriidide arvestuses ei iileta 1,3 % ja/voi
d) millel on iiks jirgmistest margetest:

— d1) peroksiidarv ei iileta 20 meq O,/kg,

— d2) lenduvate halogeenitud lahustite sisaldus iiletab kokku 0,2 mg/kg voi iga eraldi
voetud lahusti puhul 0,1 mg/kg,

— d3) ekstinktsioonitegur K, (100) ei ole kdrgem kui 0,250 ja pdrast 8li tootlemist akti-
veeritud alumiiniumoksiidiga mitte kdrgem kui 0,11. Mdnedel 6lidel, mis sisalda-
vad 100 g kohta rohkem kui 3,3 g oleiinhappena viljendatud vabu rasvhappeid,
voib pirast XV lisas sdtestatud meetodil aktiveeritud alumiiniumoksiidiga tootle-
mist olla ekstinktsioonitegur K,,, kdrgem kui 0,11. Sellisel juhul peavad nendel
dlidel pérast laboris neutraliseerimist ja vérvitustamist olema jargmised omadused:
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Mrkus 2 C:

Miarkus 2 D:

Mrkus 2E:

— ekstinktsioonitegur K-, ei tohi olla kdrgem kui 1,20,

— ekstinktsiooniteguri variatsioon (AK) () 270 nm piirkonnas on kdrgem kui
0,01, kuid mitte korgem kui 0,16,

— d4) organoleptilised omadused, mis sisaldavad lubatud piire iiletades margatavaid
defekte, mille puhul on eksperthinnangu punktisumma alla 3,5.

1. Alamrubriigi 1509 10 90 puhul tihistatakse terminiga “neitsioliivioli” 6li, millel on jargmised
omadused:

a) happesisaldus, viljendatuna oleiinhappena, ei ole suurem kui 3,3 g 100 g kohta;
b) peroksiidarv ei iileta 20 meq O,/kg;
¢) alifaatsete alkoholide sisaldus ei iileta 300 mg/kg;

d) lenduvate halogeenitud lahustite tildsisaldus ei iileta 0,2 mg/kg ja iga eraldivoetud lahusti
sisaldus ei iileta 0,1 mg/kg;

¢) ckstinktsioonitegur K, ei ole kdrgem kui 0,250 ja pérast 6li tootlemist aktiveeritud alu-
miiniumoksiidiga mitte korgem kui 0,10; ()

f) ekstinktsiooniteguri variatsioon (AK) 270 nm piirkonnas ei ole kdrgem kui 0,010;

g) organoleptilised omadused, mis voivad sisaldada mirgatavaid lubatud piire tiletavaid defek-
te, mille puhul on eksperthinnangu punktisumma iile 3,5;

h) eriitrodiooli ja uvalooli sisaldus ei iileta 4,5 %;

i) killastunud rasvhapete lisand 2. positsioonis ei ileta trigliitseriidide arvestuses 1,3 %.
Alamrubriik 1509 90 00 hdlmab oliividli, mis on saadud alamrubriiki 1509 10 10 voi 1509 10 90

kuuluvate oliividlide to6tlemisel, kas neitsioliividliga segatult voi segamata, ja millel on jargmised oma-
dused:

a) happesisaldus, viljendatuna oleiinhappena, ei ole suurem kui 3,3 g 100 g kohta;
b) alifaatsete alkoholide sisaldus ei iileta 350 mg/kg;

¢) ekstinktsioonitegur K-, (100) on suurem kui 0,250 ja mitte suurem kui 1,20 ning pérast proovi
to6tlemist aktiveeritud alumiiniumoksiidiga kdrgem kui 0,10 (2);

d) ekstinktsiooniteguri variatsioon (AK) 270 nm piirkonnas on kdrgem kui 0,010, kuid mitte korgem
kui 0,160;

e) eriitrodiooli ja uvalooli sisaldus ei iileta 4,5 %;

f) killastunud rasvhapete lisand 2. positsioonis ei iileta 1,5 %.

Alamrubriigi 1510 00 10 puhul on “toordli” eelkdige oliivide pressimisjddtmetest saadud 6li, millel on
jargmised omadused:

a) happesisaldus, viljendatuna oleiinhappena, on iile 2 g 100 g kohta;
b) eriitrodiooli ja uvalooli sisaldus ei iileta 12 %;

¢) killastunud rasvhapete lisand 2. positsioonis ei iileta trigliitseriidide arvestuses 1,8 %.

Alamrubriiki 1510 00 90 kuuluvad 6lid holmavad olisid, mis on saadud alamrubriiki 1510 00 10 kuu-
luvate dlide to6tlemisel, sdltumata sellest, kas neid on neitsioliividliga segatud voi mitte ning millel ei
ole I ja II punktis osutatud dlide omadusi, tingimusel et nende kiillastunud rasvhapete lisand 2. posit-
sioonis trigliitseriidide arvestuses ei ileta 2 %.”

() A=K, -0,5 (K, ,+K,.,,)
K,, on ekstinktsioonitegur neeldumiskdvera maksimumi lainepikkusel 270 nm piirkonnas.
K., _ 4 on ekstinktsioonitegurid lainepikkustel alla 4 nm ja iile Km lainepikkuse.

(%) KuiK,,, on suurem kui 0,25, tehakse pdrast alumiiniumoksiidiga t6otlemist uus katse. K, ei tohi olla suurem kui 0,10.



448

| ET |

Euroopa Liidu Teataja

03/11. kd

2.

3.

“Mrkus 3:

“Mrkus 4:

Alamrubriikidesse 1522 00 31 ja 1522 00 39 ei kuulu:

a) Oli sisaldavate rasvainete tootlemisel saadud jadgid, mille XVI lisas sitestatud meetodiga kind-
laksmairatud joodiarv on viiksem kui 70 v3i suurem kui 100;

b) rasvaineid sisaldava dli tootlemisel saadud jadgid, mille joodiarv ei ole vaiksem kui 70 voi suu-
rem kui 100, ja mille kooskdlas tdiendavas markuses 4 nimetatud mééruse lisaga maaratud beeta-
sitosterooli sisaldusmahu piigi pindala on viiksem kui 93 % steroolide piikide ildpindalast.”

Eespool nimetatud toodete omaduste madramise analiiiisimeetodid on sitestatud méiruse (EMU)
nr 2568/91 lisades.”
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1.1.

1.2

2.1.

2.2.

2.3.

2.4,

2.5.

2.6.

XV LISA

OLIIVIOLI PRESSIMISJAAKIDE OLISISALDUS

Seadmed

— noduetekohane ekstraheerimisaparaat, milles on 200-250 ml timarapdhjalised kolvid,
— elektriline vann (niiteks liivavann, veevann) voi pliit,

— analuiitilised kaalud,

— ahi, mida on voimalik reguleerida kuni 80 kraadini,

— elektriahi, milles on 103 * 2 kraadini reguleeritav termostaat ja kuhu on voimalik suunata Shuvool voi mil-
lega on voimalik tootada alandatud rohu all,

— mehaaniline veski, mida on lihtne puhastada ja mis voimaldab oliivioli pressimisjidke jahvatada ilma, et
nende temperatuur tduseks voi nende niiskuse, lenduvate ainete voi heksaaniga ekstraheeruvate ainete sisal-
dus markimisvaarselt muutuks,

— ckstraheerimishiilss ja vatt voi filterpaber, millest on heksaaniga ekstraheeruvad ained juba eemaldatud,

— eksikaator,

— sdel, mille avade diameeter on 1 mm,

— enne kuivatatud pimsskivi vdikesed terakesed.

Reaktiiv

Tehniline n-heksaan, millest jaab taielikul aurustamisel 100 ml kohta kuni 0,002 g suurune jdk.
TOO KAIK

Uuritava proovi ettevalmistamine

Selleks et laboriproovi osakesed mahuksid tdielikult 1abi sdela, kasutatakse proovi jahvatamiseks vajaduse kor-
ral enne korralikult puhastatud mehaanilist veskit.

1/20 proovist kasutatakse veski puhastamiseks, jahvatamisel tekkiv aine visatakse éra, jahvatatakse iilejaanud
osa proovist ning seejirel kogutakse see kokku, segatakse hoolikalt ning analiiiisitakse kohe.

Katsekogus

Parast jahvatamist kaalutakse katse tegemiseks 10 g proovi 0,01 g tipsusega.

Ekstraheerimishiilsi ettevalmistamine

Katsekogus asctatakse hiilssi ning suletakse vatitropiga. Filterpaberi kasutamise korral tuleb katsekogus sel-
lesse keerata.

Eelnev kuivatamine

Kui oliividli pressimisjaagid on viga niisked (nditeks kui niiskusesisaldus ja lenduvate ainete sisaldus on iile
10 %), kuivatatakse nad enne, et niiskuse- ja lenduvate ainete sisaldust vihendada, milleks asetatakse lactud
hiilss (voi filterpaber) ettendhtud aja jooksul kuni 80 °C kraadini kuumutatud ahju.

Umarapdhjalise kolvi ettevalmistamine

Kolb, milles on iiks voi kaks ahjus 103 + 2 °C juures enne kuivatatud pimsskivitera, kaalutakse 1 mg tipsu-
sega ning seda jahutatakse eksikaatoris vihemalt iiks tund.

Esimene ekstraheerimine

Ekstraheerimisaparaati pannakse hiilss (voi filterpaber), milles on katsekogus. Kolbi valatakse vajalik kogus hek-
saani. Kolb pannakse ekstraheerimisaparaati ning ekstraheerimisaparaat asetatakse elektriga kuumutatavasse
vanni. Kuumutamise kiirust kohandatakse selliselt, et tagasivoolu kiirus oleks vahemalt kolm tilka sekundis
(mdddukas, mitte tugev keemine). Pirast neljatunnist ekstraheerimist lastakse jahtuda. Hiilss voetakse ekstra-
heerimisaparaadist ning asetatakse dhuvoolu, selleks et korvaldada suurem osa immutuslahustist.
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2.7.

2.8.

3.1.

3.2.

Teine ekstraheerimine

Hiilsi sisu pannakse mikrojahvatamisaparaati ja see jahvatatakse voimalikult peeneks. Jahvatatud segu pan-
nakse kohe hiilssi tagasi ning hiilss pannakse tagasi ekstraheerimisaparaati.

Ekstraheerimist jdtkatakse tdiendavalt kahe tunni jooksul, kasutades sedasama iimarapdhjalist kolbi, milles on
esialgne ekstrakt.

Ekstraheerimiskolbis tekkiv lahus peab olema selge. Kui lahus ei ole selge, tuleb seda labi filterpaberi filtreerida
ning pesta algset kolbi ja filterpaberit mitu korda heksaaniga. Filtraat ja pesulahus kogutakse teise timarapoh-

jalisse kolvi, mis on kuivatatud ning tareeritud 1 mg tipsusega.

Lahusti eemaldamine ja ekstrakti kaalumine

Suurem osa lahustist eemaldatakse elektrilisel vannil destilleerimisega. Viimased lahustijasgid eemaldatakse
kolvi kuumutamisel 20 minutit ahjus temperatuuril 103 + 2 °C. Eemaldamisel kasutatakse abivahendina tea-
tud ajavahemike jdrel Shuvoolu, inertgaasi voi alandatud rohku.

Kolb jdetakse vahemalt tiheks tunniks eksikaatorisse jahtuma ning kaalutakse 1 mg tdpsusega.
Kuumutatakse uuesti 10 minutit samadel tingimustel, jahutatakse eksikaatoris ning kaalutakse uuesti.

Kahe kaalumistulemuse erinevus ei tohi olla suurem kui 10 mg. Kui erinevus on suurem, kuumutatakse kolbi
10 minutit, jahutatakse see ja kaalutakse ning seda korratakse seni, kuni erinevus on 10 mg voi vdiksem. Kolvi

viimane kaal mérgitakse iiles.

Tehakse uuritava proovi dubleeriv méddramine.

TULEMUSTE VALJENDAMINE

Arvutamismeetod ja valem

a) Ekstrakt saadud toote massiprotsendina on:

100
S =mx
m,
kus: S on saadud toote ekstrakti massiprotsent;

m, on katsekoguse mass grammides;
m; on kuiva ekstrakti mass grammides.

Tulemuseks loetakse kahe mairamise aritmeetiline keskmine tingimusel, et korratavuse tingimused on tai-
detud.

Tulemus esitatakse iihe kiimnendkoha tdpsusega.

b) Ekstrakt on viljendatud kuivainena jirgmise valemi alusel:

100
§ x ——— = ekstrakti dliprotsent kuivainena
100- U

kus: S = on saadud toote ckstrakti protsent (vt punkt a),
U = on selle niiskuse- ja lenduvate ainete sisaldus.
Korratavus

Uhel ja samal ajal vdi kohe iiksteise jirel sama analiiiisija poolt tehtud kahe madramise tulemuste erinevus ei
tohi olla suurem kui 0,2 g heksaaniekstrakti 100 g proovi kohta.

Kui see tingimus ei ole tdidetud, korratakse analiiiisi kahe teise katsekogusega. Kui ka nende puhul iiletab eri-
nevus 0,2 g, loetakse tulemuseks nelja méddramise aritmeetiline keskmine.
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2.1

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

5.2.

7.1.

XVI LISA

JOODIARVU MAARAMINE

KOHALDAMISALA

Kéesolev rahvusvaheline standard tdpsustab loomsete ja taimsete rasvade ja dlide (edaspidi rasvade) joodiarvu
médramise meetodi.

MAARATLUS
Kéesolevas rahvusvahelises standardis kasutatakse jargmist mdistet:

joodiarv. Joodiarv on proovis neeldunud joodi mass kiesolevas rahvusvahelises standardis tdpsustatud tootin-
gimustel.

Joodiarvu viljendatakse joodi grammides 100 g proovi kohta.

POHIMOTE

Katsekogus lahustatakse lahustis ja sellele lisatakse wijsi reaktiiv. parast kindlaksmaaratud aega lisatakse kaa-
liumjodiidi lahus ja vesi ning eraldunud jood tiitritakse naatriumtiosulfaadi lahusega.

REAKTIIVID

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad:

vesi, mis vastab 3. klassi nduetele vastavalt ISO 3696 standardile.
kaaliumjodiid, 100 g/l lahus, mis ei sisalda jodaati ega vaba joodi.

tarklis, lahus.

5 g lahustuvat tarklist segatakse 30 ml vees, seejdrel lisatakse see segu 1 000 ml keevale veele, keedetakse
3 minutit ning lastakse jahtuda.

naatriumtiosulfaat, standardne tiitrimislahus ¢ (Na,S,05.5H,0) = 0,1 mol/], standarditud kuni 7 pideva enne
kasutamist.

lahusti, valmistatud vordses mahus tsiikloheksaanist ja dddikhappest.

Wijsi reaktiiv, mis sisaldab joodmonokloriidi dadikhappes. Kasutatakse miiigilolevat Wijsi reaktiivi.
SEADMED

Tavalised, eelkoige jargmised laboratooriumiseadmed:

klaasist kaalumiskiihvlid, mis sobivad katsekoguse kaalumiseks ja kolbidesse (6.2) kandmiseks.

500 ml Erlenmeyeri kolvid, lihvkorgiga ja tdiesti kuivad .

UURITAVA PROOVI ETTEVALMISTAMINE

Homogeniseeritud proov kuivatatakse naatriumsulfaadi kohal ja filtreeritakse.

TOO KAIK

Katsekogus

Katsekoguse mass on tabelis 1 esitatud hinnanguliste joodiarvude puhul erinev.
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Tabel 1

Hinnanguline joodiarv Katsekozggt)lse mass
vihem kui 5 3,00
5-20 1,00
21-50 0,40
51-100 0,20
101-150 0,13
151-200 0,10

Katsekogus kaalutakse klaasist kaalumiskiihvlis (5.1) 0,1 mg tdpsusega.

7.2. Maiddramine

Katsekogus asetatakse 500milliliitrisesse kolbi (5.2). Rasva lahustamiseks lisatakse 20 ml lahustit (4.5). Lisa-
takse tipselt 25 ml Wijsi reaktiivi (4.6), suletakse punniga, segatakse ning seejirel asetatakse kolb pimedasse.
Wijsi reaktiivi ei tohi pipeteerida suuga.

Samal viisi valmistatakse lahusti ja reaktiiviga pimelahus, kuhu ei lisata katsekogust.

Proovide puhul, mille joodiarv on alla 150, jietakse kolvid pimedasse itheks tunniks; proovide puhul, mille joo-
diarv on iile 150, ja poliimeriseeritud toodete voi teatud maarani oksiideeritud toodete puhul jaetakse kolvid
pimedasse kaheks tunniks.

Nimetatud aja moodudes lisatakse molemasse kolbi 20 ml kaaliumjodiidi lahust (4.2) ja 150 ml vett (4.1).

Seejirel tiitritakse standardse naatriumtiosulfaadi tiitrimislahusega (4.4) kuni joodist tulenev kollane virv on
peaaegu kadunud. Lisatakse paar tilka tarkliselahust (4.3) ja jitkatakse tiitrimist kuni sinine vérv pérast viga
tugevat loksutamist dra kaob.

Markus : Lubatud on 1&pp-punkti potentsiomeetriline mairamine.

7.3. Maddramiste arv

Uhe ja sama prooviga tehakse 2 maaramist.

8. TULEMUSTE VALJENDAMINE

Joodiarv arvutatakse jargmise valemiga:

12,69¢(V,-V,)

m

kus

¢ = on kasutatud standardse naatriumtiosulfaadi tiitrimislahuse (4.4) tipse kontsentratsiooni arvvaartus moo-
lides liitri kohta;

V, = on pimekatses kasutatud standardse naatriumtiosulfaadi tiitrimislahuse (4.4) mahu arvvaartus milliliitri-
tes;

V, = on mairamisel kasutatud standardse naatriumtiosulfaadi tiitrimislahuse (4.4) mahu arvvéartus milliliitri-
tes;

m = on katsekoguse (7.1) massi arvvdartus grammides.

Tulemuseks loetakse kahe maaramise aritmeetiline keskmine tingimusel, et korratavuse ndue on tiidetud.



