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VB
UREDBA KOMISIJE (EEZ) br. 2568/91
od 11. srpnja 1991.
o karakteristikama maslinovog ulja i ulja komine maslina te o
odgovarajué¢im metodama analize
VY M20

Clanak 1.

1. Ulja ¢ija su svojstva u skladu s onima iznesenima u to¢kama 1. i
2. Priloga I. ovoj Uredbi smatraju se djevicanskim maslinovim uljima u
smislu tocaka 1(a) i (b) Priloga Uredbi br. 136/66/EEZ.

2. Ulje ¢ija su svojstva u skladu s onima iznesenima u tocki 3.
Priloga 1. ovoj Uredbi smatra se lampante maslinovim uljem u smislu
tocke 1(c) Priloga Uredbi br. 136/66/EEZ.

3.  Ulje ¢ija su svojstva u skladu s onima iznesenima u tocki 5.
Priloga I. ovoj Uredbi smatra se rafiniranim maslinovim uljem u
smislu tocke 2. Priloga Uredbi br. 136/66/EEZ.

4.  Ulje ¢ija su svojstva u skladu s onima iznesenima u tocki 5.
Priloga I. ovoj Uredbi smatra se maslinovim uljem sastavljenim od
rafiniranih maslinovih ulja i djevicanskih maslinovih ulja u smislu
to¢ke 3. Priloga Uredbi br. 136/66/EEZ.

5. Ulje ¢ija su svojstva u skladu s onima iznesenima u tocki 6.
Priloga I. ovoj Uredbi smatra se sirovim uljem iz komine maslina u
smislu tocke 4. Priloga Uredbi br. 136/66/EEZ.

6. Ulje ¢ija su svojstva u skladu s onima iznesenima u tocki 7.
Priloga I. ovoj Uredbi smatra se rafiniranim uljem iz komine maslina
u smislu tocke 5. Priloga Uredbi br. 136/66/EEZ.

7. Ulje ¢ija su svojstva u skladu s onima iznesenima u tocki 8.
Priloga I. ovoj Uredbi smatra se uljem komine maslina u smislu tocke
6. Priloga Uredbi br. 136/66/EEZ.



01991R2568 — HR — 04.08.2016 — 029.001 — 4

VY M26

VM28

VM26

VM28

VY M26

VM28

VY M26

1.

Clanak 2.

Svojstva ulja utvrdena u Prilogu I. odreduju se u skladu sa slje-

de¢im metodama analize:

(a)

(b)

(©

(d)

©)

®

(2

(h)

(i)

o

(k)

M

(m)

2.

za odredivanje slobodnih masnih kiselina, iskazanih kao postotak
oleinske kiseline, metoda utvrdena u Prilogu II.;

za odredivanje peroksidnog broja, metoda utvrdena u Prilogu II1.;

za odredivanje sadrzaja voskova, metoda utvrdena u Prilogu IV.;

za odredivanje sastava i sadrzaja sterola i triterpenskih alkohola kapi-
larnom plinskom kromatografijom, metoda utvrdena u Prilogu V.;

za odredivanje postotka 2- gliceril monopalmitata, metoda utvrdena
u Prilogu VIL,;

za spektrofotometrijsku analizu, metoda utvrdena u Prilogu IX;

za odredivanje sastava masnih kiselina, metoda utvrdena u Prilogu X.;

za odredivanje hlapivih halogeniranih otapala, metoda utvrdena u
Prilogu XI.;

za ocjenjivanje organoleptickih svojstava djevianskog maslinova
ulja, metoda utvrdena u Prilogu XII.;

za odredivanje stigmastadiena, metoda utvrdena u Prilogu XVIL;

za odredivanje sadrzaja triglicerida s ECN42, metoda utvrdena u
Prilogu XVIIL;

za odredivanje sadrzaja alifatskih i triterpenskih alkohola, metoda
utvrdena u Prilogu XIX;

za odredivanje sadrzaja voskova, metil estera masnih kiselina i etil
estera masnih kiselina, metoda utvrdena u Prilogu XX.;

Provjeru organolepti¢kih svojstava djevianksih ulja od strane

nacionalnih vlasti ili njihovih predstavnika obavljaju komisije za ocje-
njivanje koje su odobrile drzave c¢lanice.
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VY M26

Organolepticka svojstva ulja u skladu s prvim podstavkom smatraju se
uskladenima s deklariranom kategorijom ako komisija koju je odobrila
drzava Clanica potvrdi predmetnu ocjenu.

Ako komisija ne potvrdi deklariranu kategoriju u vezi s organoleptickim
svojstvima, na zahtjev zainteresirane strane nacionalna tijela ili njihovi
predstavnici obavljaju bez odgadanja dva protuocjenjivanja koja
provode ostale odobrene komisije, s time da je najmanje jedna od
njih komisija koju je odobrio proizvoda¢ predmetne drzave clanice.
Predmetna se svojstva smatraju uskladenima s deklariranim svojstvima
ako se najmanje dvama protuocjenjivanjima potvrdi deklarirana katego-
rija. Ako to nije sluCaj, zainteresirana strana odgovorna je za troSak
protuocjenjivanja.

3. Kad nacionalna tijela ili njihovi predstavnici potvrde svojstva ulja
kako je predvideno u stavku 1., uzorci se uzimaju u skladu s medu-
narodnim standardima EN ISO 661 o pripremi uzoraka za ispitivanje i
EN ISO 5555 o uzorkovanju. Medutim, neovisno o tocki 6.8. norme
EN ISO 5555, u slucaju serija takvih ulja u unutarnjem pakiranju,
uzorak se uzima u skladu s Prilogom I.a ovoj Uredbi. U slucaju ulja
u velikim pakiranjima za koje se uzorkovanje ne moze obaviti u skladu
s EN ISO 5555, uzorkovanje ¢e se obaviti u skladu s uputama koje
omogucava nadlezno tijelo drzave Clanice.

Ne dovodeéi u pitanje normu EN ISO 5555, i Poglavlje 6. norme
EN ISO 661, uzeti se uzorci odmah stavljaju na tamno mjesto dalje
od izvora velike topline i Salju u laboratorij na analizu najkasnije pet
radnih dana nakon uzimanja, u protivnom se uzorci ¢uvaju na nacin da
ne propadnu ili se ne ostete tijekom prijevoza ili skladiStenja prije nego
Sto se posalju u laboratorij.

4.  Za potrebe provjere predvidene u stavku 3., analize iz priloga II.,
III., IX., XII. i XX. i, prema potrebi, sve protuanalize potrebne u skladu
s nacionalnim zakonodavstvom izvrSavaju se prije najkraceg roka
trajanja u slucaju pakiranih proizvoda. U slucaju uzorkovanja ulja u
velikim pakiranjima te se analize obavljaju najkasnije Sest mjeseci
nakon mjeseca u kojem je uzet uzorak.

Za druge analize predvidene ovom Uredbom ne vrijedi nikakvo
vremensko ogranicenje.

Ako je uzorak uzet manje od dva mjeseca prije najkraceg roka trajanja i
ako rezultati analize ne odgovaraju svojstvima deklarirane kategorije
maslinova ulja ili ulja komine maslina, predmetnu se stranu obavje$éuje
najkasnije mjesec dana prije zavrSetka razdoblja utvrdenog u prvom
podstavku.
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VY M26

5. U svrhu odredivanja svojstava maslinovih ulja metodama utvr-
denima u stavku 1. prvom podstavku, rezultate se analize izravno uspo-
reduje s ograniCenjima iz ove Uredbe.

VYM25
Clanak 2.a

1.  Za potrebe ovog ¢lanka, ,,maslinovo ulje stavljeno na trziste” znaci
ukupna koli¢ina maslinovog ulja i ulja komine maslina odnosne drzave
¢lanice koje se konzumira u toj drzavi ¢lanici ili se izvozi iz te drzave
¢lanice.

2. Drzave ¢lanice osiguravaju da se provjere sukladnosti provode
selektivno i odgovarajuom ucestaloS¢u te na temelju analize rizika
kako bi se osiguralo da maslinovo ulje stavljeno na trziSte bude u
skladu s deklariranom kategorijom.

3. Kiriteriji za procjenu rizika mogu ukljucivati:

(a) kategoriju ulja, razdoblje proizvodnje, cijenu ulja u odnosu na druga
biljna ulja, postupke mijeSanja i pakiranja, skladiSne prostore i
uvjete, zemlju podrijetla, zemlju odrediSta, prijevozno sredstvo ili
koli¢inu serije;

(b) polozaj gospodarskih subjekata u trgovinskom lancu, opseg i/ili
vrijednost koju stavljaju na trziSte, raspon kategorija ulja koja stav-
ljaju na trziste, vrstu poslovanja koje obavljaju, kao §to su mljeve-
nje, skladiStenje, rafiniranje, mijeSanje, pakiranje ili maloprodaja;

(c) nalaze prijasnjih provjera koji ukljucuju broj i vrstu utvrdenih nedo-
stataka, uobiCajenu kvalitetu ulja stavljenih na trziSte, u¢inkovitost
koriStene tehnicke opreme;

(d) pouzdanost sustava osiguranja kvalitete ili sustava samoprovjere
gospodarskih subjekata vezanih uz wuskladenost s trziSnim
standardima;

(e) mjesto provodenja provjere, posebno ako se radi o prvom mjestu
ulaska u Uniju, posljednjem mjestu izlaska iz Unije ili mjestu gdje
se ulja proizvode, pakiraju, utovaruju ili prodaju krajnjem potro-
Sacu;

(f) sve druge informacije koje bi mogle ukazivati na rizik
nesukladnosti.

4.  Drzave ¢lanice unaprijed utvrduju:

(a) kriterije za procjenu rizika nesukladnosti serija;

(b) na temelju analize rizika za svaku kategoriju rizika, najmanji broj
gospodarskih subjekata ili serija i/ili koli¢ine koje podlijezu provjeri
sukladnosti.
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VY M25

Godisnje se provodi najmanje jedna provjera sukladnosti na tisuéu tona
maslinovog ulja stavljenog na trziste u drzavi ¢lanici.

5. Drzave clanice provjeravaju sukladnost:

(a) provodenjem, bilo kojim redoslijedom, analiza utvrdenih Prilogom I.;
ili

(b) slijedeci redoslijed utvrden u Prilogu I.b na shemi odlu¢ivanja sve

dok se ne postigne jedna od odluka sa sheme odlucivanja.

VYM19

VY M25
Clanak 3.

Ako se utvrdi da ulje ne odgovara opisu svoje kategorije, doti¢na drzava
¢lanica, ne dovodec¢i u pitanje druge sankcije, primjenjuje ucinkovite,
proporcionalne i odvracajuce sankcije koje se odreduju s obzirom na
ozbiljnost otkrivene nepravilnosti.

Ako provjere otkriju znacajne nepravilnosti, drzave ¢lanice povecavaju
ucestalost provjera u odnosu na fazu prodaje, kategoriju ulja, podrijetlo
ili druge kriterije.

Clanak 4.

YM19
1. Drzave ¢lanice mogu odobriti ocjenjivacke komisije tako da nacio-
nalna tijela ili njihovi predstavnici mogu ocijeniti i potvrditi organolep-
ticke karakteristike.

Uvjete odobrenja odreduju drzave Clanice i osiguravaju da:
— su zahtjevi Priloga XII.4 ispunjeni,

— predsjednik komisije ima izobrazbu priznatu u tu svrhu od strane
drzave cClanice,

— daljnje odobrenje ovisi o uspjeSnosti u godiSnjim provjerama koje
provodi drzava ¢lanica.

Drzave ¢lanice Komisiji priopcuju popis odobrenih komisija i mjere
poduzete na temelju ovog stavka.

2. U sluc€aju kad se pojedine drzave Clanice susretnu s potesko¢ama u
uspostavi komisije organoleptickih ocjenjivacana svojem drzavnom
podrucju, mogu se obratiti komisiji ocjenjivacakoja je odobrena u
nekoj drugoj drzavi ¢lanici.

3. Svaka drzava ¢lanica sastavlja popis komisija organoleptickihocje-
njivaca koje su strukovne organizacije ili medustrukovne organizacije
uspostavile u skladu s uvjetima utvrdenim u stavku 1. i osiguravaju se
da se ti uvjeti postuju.

VYM19

Clanak 6.

1. Sadrzaj ulja u uljnoj pogai i drugim ostacima maslina koje
nastaju ekstrakcijom maslinovog ulja (oznake KN 23069011 i
2306 90 19) utvrduju se primjenom metoda navedenih u Prilogu XV.
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2. Sadrzaj ulja na koje se odnosi stavak 1. iskazuje se kao postotak
tezine ulja u odnosu na tezinu suhe tvari.

YM20
Clanak 7.

Primjenjuju se odredbe Zajednice koje se ti€u prisustva kontaminanata.

U pogledu halogeniranih otapala, ogranienja za sve kategorije masli-
novog ulja su sljedeca:

— otkriveni maksimalni sadrzaj svakog halogeniranog otapala: 0,1 mg/kg,

— otkriveni maksimalni ukupni sadrzaj svakog halogeniranog otapala:
0,2 mg/kg.
V¥ M25
Clanak 7a.
Fizicke ili pravne osobe i skupine osoba koje drze maslinovo ulje i ulje
komine masline od faze ekstrakcije u uljari do uklju¢ivo faze punjenja u

boce, u bilo koje profesionalne ili komercijalne svrhe, za svaku katego-
riju tih ulja vode registar ulaza i izlaza.

Drzava c¢lanica osigurava propisno ispunjavanje obveze utvrdene u
stavku 1.

Clanak 8.
1. Drzave Cclanice obavjes¢uju Komisiju o mjerama kojima se

provodi ova Uredba. One obavje$¢uju Komisiju o svim naknadnim
izmjenama.

2. Najkasnije do 31. svibnja svake godine drzave ¢lanice Komisiji
dostavljaju izvjes¢e o provedbi ove Uredbe tijekom prethodne kalen-
darske godine. Izvjes¢e sadrzi najmanje rezultate provjera sukladnosti
provedenih na maslinovim uljima u skladu s obrascima iz Priloga XXI.

3.  Obavijesti navedene u ovoj Uredbi sastavljaju se u skladu s
Uredbom Komisije (EZ) br. 792/2009. (*).

Clanak 9.

Uredba (EEZ) br. 1058/77 stavlja se izvan snage.

Clanak 10.

1. Ova Uredba stupa na snagu treCeg dana od dana objave u Sluz-
benom listu Europskih zajednica.

Bez obzira na to, metoda navedena u Prilogu XII. Primjenjuje se od
» M1 I. studenoga 1992. <, osim kad su u pitanju djelatnosti vezane
uz sustav intervencija.

() SL L 228, 1.9.2009., str. 3.
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Ta se metoda ne primjenjuje na djevicansko maslinovo ulje priprem-
ljeno za trziste prije 1. studenoga 1992.

2. Ova Uredba ne primjenjuje se na maslinova ulja i ulja komine
maslina zapakirana prije stupanja ove Uredbe na snagu i stavljena na
trziste do 31. listopada 1992.

Ova je Uredba u cijelosti obvezujuca i izravno se primjenjuje u svim
drzavama clanicama.
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VY M20

YM19

VYM23

VM28

V¥ M25

Prilog 1.:
Prilog La:

Prilog Lb:

Prilog IL.:
Prilog I1I.:
Prilog IV.:

Prilog V.:

Prilog VII.:

Prilog IX.:

Prilog X.:

Prilog XI.:

Prilog XII.:

Prilog XV.:
Prilog XVI.:
Prilog XVIL.:
Prilog XVIIIL.:

Prilog XIX.:

Prilog XX.:

Prilog XXI.:

PRILOZI

Sadrzaj

Svojstva maslinova ulja

Uzorkovanje ulja od ploda ili komine maslina koje se
dostavlja u unutarnjem pakiranju

Shema odluéivanja za provjeru uskladenosti uzorka masli-
nova ulja sa deklariranom kategorijom

Odredivanje slobodnih masnih kiselina, hladna metoda
Odredivanje peroksidnog broja

Odredivanje sadrzaja voska kapilarnom plinskom kromato-
grafijom

Odredivanje sastava i sadrzaja sterola i triterpenskih dialko-
hola kapilarnom plinskom kromatografijom

»M21 Odredivanje postotka 2-gliceril monopalmitata <

Spektrofotometrijsko ispitivanje u ultraljubicastom podrucju

Odredivanje metilnih estera masnih kiselina plinskom
kromatografijom

Odredivanje hlapivih halogeniranih otapala u maslinovom
ulju

Postupak medunarodnog vije¢a za masline za organolep-
ticku ocjenjivanje djevi¢anskog maslinova ulja

Sadrzaj ulja u komini maslina
Odredivanje jodnog broja
Metoda za odredivanje stigmastadiena u biljnim uljima

Odredivanje razlike izmedu stvarne i teoretske koli¢ine tria-
cilglicerola s ecn 42

»M28 Odredivanje sadrzaja alifatskih i triterpenskih alko-
hola kapilarnom plinskom kromatografijom <«

Metoda odredivanja udjela voskova, metil estera masnih
kiselina i etil estera masnih kiselina kapilarnom plinskom
kromatografijom

Rezultati provjera sukladnosti provedenih na maslinovim
uljima iz ¢lanka 8. stavka 2.
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PRILOG 1.

SVOJSTVA MASLINOVA ULJA

o Razlika: Organolep- Orggnolep-
o . . . PerokS}dnl . 2-gliceril Stigmasta- ECN42A - ticko 4néA].(0 .
Kategoriia E.t1ln'1 esteri masnih | Kiselost broj Voskovi moenopalmitat dieni (HPLC) i Koz (%) Kygg ili Delta-K (*)| ocjenjivanje ocjenjivanje
ategory) kiselina (FAEE) (*) | (%) (*) mEq mg/kg (**) P | EBcNa2 232 Ky7o (%) Jenjivany Medijan
O,/kg (*) (*0) mg/kg (') (teoretski Medijan mana vocénosti
v - (Mm) (%)
izracun) (Mv) (*)
1. Ekstra djevi- | FAEE <40 mg/ | <0,8 <20 C42 + C44 + C46 < 150 < 0,9 ako je < 0,05 <10,2] <250 | <022 [ £0,01 Mm = 0 Mv > 0
¢ansko masli- kg (godina ukupni % palmi-
novo ulje usjeva tinske kiseline
2013.-2014.) () <14 %
FAEE < 35 mg/
kg (godina
usjeva
2014.-2016.) < 1,0 ako je
ukupni % palmi-
FAEE < 30 mg/ tinske kiseline
kg (godine > 14 %
usjeva nakon
2016.)
2. Djevicansko — <20 <20 C42 + C44 + C46 < 150 < 0,9 ako je < 0,05 <10,2| <260 | <025 [ <0,01 Mm < 3,5 Mv > 0
maslinovo ulje ukupni % palmi-
tinske kiseline
<14 %
< 1,0 ako je
ukupni % palmi-
tinske kiseline
> 14 %

910T°80'%0 — ¥H — 895TAT6610

1007620
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o Razlika: Organolep- Org_anolep—
o . . . Peroks;dn1 . 2-gliceril Stigmasta- ECN42. e ticko .t1<'?1'<0 .
Kategoriia E'tlln'l esteri masnih | Kiselost broj Voskovi monopalmitat dieni (HPLC) i Koz (%) Kogg ili Delta-K (*)| ocjenjivanje ocjenjivanje
gory kiselina (FAEE) (*) | (%) (*) mEq mg/kg (**) P | EcNa2 232 Ka70 (*) Jenjivan Medijan
O,/kg (*) %) mg/ke () (teoretski Medijan mana vocénosti
2 o (Mm) (*)
izracun) Mv) (*)
3. Maslinovo — > 2.0 — C40 + C42 + C44 + C46 < 0,9 ako je < 0,50 <103 — — — Mm —
ulje lampante <300 (%) ukupni % palmi- >35(®)
tinske kiseline
<14 %
< 1,1 ako je
ukupni % palmi-
tinske kiseline
> 14 %
4. Rafinirano — <03 <5 C40 + C42 + C44 + C46 < 350 < 0,9 ako je — <10,3| — <110 | £0,16 — —
maslinovo ulje ukupni % palmi-
tinske kiseline
<14 %
< 1,1 ako je
ukupni % palmi-
tinske kiseline
> 14 %
5. Maslinovo — <10 <15 C40 + C42 + C44 + C46 < 350 < 0,9 ako je — <10,3] — <090 | <015 — —

ulje koje se
sastoji od rafi-
niranih i
djevicanskih
maslinovih
ulja

ukupni % palmi-
tinske kiseline
<14 %

< 1,0 ako je
ukupni % palmi-
tinske kiseline
> 14 %

91078070 — ¥H — 89STUT6610
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Razlika: Oraanolen- Organolep-
Peroksidni > oliceril Stiemasta. | ECN42 T ticko
Kategoriia Etilni esteri masnih | Kiselost broj Voskovi mon(g) almitat liieni (HPLC) i Koz (%) Kogg ili Delta-K (*)| ocjenjivanje ocjenjivanje
gory kiselina (FAEE) (*) | (%) (*) mEq mg/kg (**) P | EcNa2 232 Ka70 (*) Jenjivan Medijan
" (%) mg/kg (1) . Medijan mana e
O,/kg (*) (teoretski (Mm) (*) voénosti
izra¢un) Mv) (*)
6. Sirovo ulje — — — C40 + C42 + C44 + C46 <14 — <10,6| — — — — —
komine <350 (%)
maslina
7. Rafinirano — <03 <5 C40 + C42 + C44 + C46 > 350 <14 — <10,5] — <2,00 < 0,20 — —
ulje komine
maslina
8. Ulje komine — <10 <15 C40 + C42 + C44 + C46 > 350 <12 — <10,5] — < 1,70 <0,18 — —
maslina
(") Ukupni izomeri koji bi se mogli (ili ne) odijeliti kapilarnom kolonom.
(®>) Ovo se ogranienje primjenjuje na maslinova ulja proizvedena od 1. ozujka 2014.
(®) Ulja s udjelom voskova izmedu 300 mg/kg i 350 mg/kg smatraju se maslinovim uljima lampante ako je ukupni udjel alifatskih alkohola manji od ili jednak 350 mg/kg ili ako je udjel eritrodiola i uvaola manji od ili jednak
3,5 %.
(*) Medijan mana mozZe biti manji od ili jednak 3,5, a medijan voénosti jednak 0.
(®) Ulja s udjelom voskova izmedu 300 mg/kg i 350 mg/kg smatraju se sirovim uljima komine maslina ako je ukupni udjel alifatskih alkohola iznad 350 mg/kg i ako je udjel eritrodiola i uvaola ve¢i od 3,5 %.

91078070 — ¥H — 89STUT6610
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Sastav masnih kiselina (') Ukupni Sastav sterola
Ukupni | transli-
transo- | nolni i ! Ukupni | Eritrodiol
Kategorija Miri- Lino- | Arahins-| Eiko- | Behens- |Lignoce-| leinski | transli- | Kole- [ Brasika- [ Kampe- Sti terol Af p tﬁ ) ?e ta-7t- steroli 1 uvaol
stinska lenska ka zenska ka rinska | izomeri [ nolenski | sterol sterol | sterol (3) 1gr(r‘1;1$) ero Srlo(l)s(g_ S 15:11?2)6— (mg/kg) | (%) (**)
% % % % % % (%) | izomeri | (% % % ° '
G | o | e | | ) | omert | ¢%) | (4) | (0 e | o
1. Ekstra djevicansko maslinovo ulje | < 0,03 [ < 1,00 [ < 0,60 [ < 0,40 [ <0,20 [<0,20 [<0,05[<0,05| <0,5 | 0,1 <40 < kamp. > 93,0 <0,5 [>1000 <45
2. Djevicansko maslinovo ulje <003 |<1,00 [<0,60 <040 [<020[<020[<0,05][<005]| <05 ] <0, < 4,0 < kamp. > 93,0 <0,5 [>1000 <45
3. Maslinovo ulje lampante <003 |<100(=<060]|<040]<020(=<0,20|=<0,10|=<0,10| =05 ] <0,1 <40 — >93,0 <05 [>1000] <45®
4. Rafinirano maslinovo ulje <003 |<£1,00(<0,60]|<040]<020[<020]<0,201<030| <05 ] <0, <40 < kamp. > 93,0 <05 [>=1000 <45
5. Maslinovo ulje koje se sastoji od | < 0,03 | < 1,00 [ <0,60 [ <040 |<0,20 [<0,20 [<0,20 <030 | <0,5 [ <£0,1 < 4,0 < kamp. > 93,0 <05 [>=1000 <45
rafiniranih i djevicanskih masli-
novih ulja
6. Sirovo ulje komine maslina <003 |<1,00]|<0,60]|<040]<030]|<0,20]<020]<0,10| 0,5 ] <0,2 <40 — > 93,0 <05 [ =2500 ] >45(0)
7. Rafinirano ulje komine maslina <003 |<1,00[<0,60<040<030[<020(<040(<035| <05 ] <0,2 < 4,0 < kamp. > 93,0 <05 [>1800 > 45

100620 — 910C°80°70 — ¥H — 89STUT6610
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Sastav masnih kiselina (') Ukupni Sastav sterola

Ukupni | transli-
transo- | nolni i A Delta-7. Ukupni | Eritrodiol
Kategorija Miri- Lino- | Arahins-| Eiko- | Behens- [Lignoce- .leinski' transli—' Kole- | Brasika- | Kampe- Stiemasterol if P tﬁ : " ent;: t-— steroli i uvaol
stinska lenska ka zenska ka rinska | izomeri | nolenski | sterol sterol | sterol (%) & (O/s) ero Sro(l)s(g s fol (Zs)e (mg/kg) | (%) (**)

0, 1 M 0
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) 12‘(’;/‘:;’“ (%) (%) (%) %) (**) %)

8. Ulje komine maslina <003 |<1,00]|<0,60]|<040]<030]<0,20]<040]<035]| <05 <0,2 <40 < kamp. > 93,0 <05 > 1600 > 4.5

() Udjel drugih masnih kiselina (%): palmitinska: 7,50-20,00; palmitoleinska: 0,30-3,50; heptadekanska: < 0,30; heptadecenska: < 0,30; stearinska: 0,50-5,00; oleinska: 55,00-83,00; linolna: 2,50-21,00.

(®) Vidjeti Dodatak ovom Prilogu.

(®) App B-sitosterol: Delta-5,23-stigmastadienol + klerosterol + beta-sitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol + delta-5,24-stigmastadienol.

(*) Ulja s udjelom voskova izmedu 300 mg/kg i 350 mg/kg smatraju se maslinovim uljima lampante ako je ukupni udjel alifatskih alkohola manji od ili jednak 350 mg/kg ili ako je udjel eritrodiola i uvaola manji od ili jednak
3,5 %.

(®) Ulja s udjelom voskova izmedu 300 mg/kg i 350 mg/kg smatraju se sirovim uljima komine maslina ako je ukupni udjel alifatskih alkohola iznad 350 mg/kg i ako je udjel eritrodiola i uvaola veéi od 3,5 %.

Napomene:

(a) Rezultati analiza moraju biti izrazeni onim brojem decimalnih mjesta kojim je izrazena grani¢na vrijednost za pojedino svojstvo. Posljednja se znamenka mora uvecati za jednu jedinicu ako je
znamenka koja slijedi veca od 4.

(b) Ako najmanje jedno od svojstava ne odgovara navedenim vrijednostima, za svrhu ove Uredbe kategorija ulja moze se promijeniti ili se ulje moze deklarirati kao onecis¢eno.

(c) Ako je svojstvo koje se odnosi na kvalitetu ulja oznaceno jednom zvjezdicom (¥*), time se podrazumijeva sljedeée: — kod maslinova ulja lampante moguce je da se istodobno oba navedena
ograni¢enja razlikuju od navedenih vrijednosti, — kod djevicanskih maslinovih ulja, ako se najmanje jedno od tih ogranicenja razlikuje od navedenih vrijednosti, kategorija se ulja mijenja, iako se i
dalje svrstava u jednu od kategorija djevi¢anskih maslinovih ulja.

(d) Ako je svojstvo oznaceno s dvije zvjezdice (**), to znaci da je za sve tipove ulja komine maslina moguce da se istodobno oba navedena ograniCenja razlikuju od navedenih vrijednosti.

91078070 — ¥H — 89STUT6610
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Dodatak

SHEMA ODLUCIVANJA

Shema odluc¢ivanja povezana s kampesterolom za djevicanska i ekstra djeviéanska maslinova ulja:

4,0 % < Campesterol < 4,5 % }

[ i
e
| A-7-stigmastenol < 0,3 % J

Stigmasterol < 1,4 % ]

Drugi parametri moraju biti u skladu s ograni¢enjima utvrdenima u ovoj Uredbi.
Shema odluc¢ivanja povezana s delta-7-stigmastenolom za:

— ckstra djevicanska i djevicanska maslinova ulja

{05%<A4mgm%mmk0£% J
:

] |
{ App. f-sitosterol/ } { Stigmasterol < 1,4 %

]

L AECN42<10,1] J

C terol < 3,3 %
( ampesterol < ' (campest + A7stig) = 25

Drugi parametri moraju biti u skladu s ograni¢enjima utvrdenima u ovoj Uredbi.

— ulja komine maslina (sirova i rafinirana)

l 0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,7 % J

l |

Rest of parameters
inside limits

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

PRILOG ILa

UZORKOVANJE ULJA OD PLODA ILI KOMINE MASLINA KOJE SE
DOSTAVLJA U UNUTARNJEM PAKIRANJU

Ova metoda uzorkovanja primjenjuje se na serije ulja od ploda ili komine
maslina u unutarnjem pakiranju. Primjenjuju se razli¢ite metode uzorkovanja,
ovisno o tome prelazi li unutarnje pakiranje 5 litara ili ne.

»Serija” oznacava niz prodajnih jedinica koje se proizvode, izraduju i pakiraju u
uvjetima koji omogucuju da se ulje koje se nalazi u svakoj prodajnoj jedinici
smatra homogenim u smislu svih analitickih osobina. Individuacija serije mora
biti u skladu s Direktivom 2011/91/EU Europskog parlamenta i Vijeca (1).

,Dodana koli¢ina” oznacava koli¢inu ulja koja se nalazi u unutarnjem pakiranju i
koja je uzeta s nasumi¢no odabranog mjesta serije.

1. SADRZAJ PRIMARNOG UZORKA
1.1. Unutarnje pakiranje koje ne prelazi 5 litara

,~Primarni uzorak” za unutarnje pakiranje koje ne prelazi 5 litara oznacava
broj dodanih koli¢ina uzetih iz serije i u skladu s Tablicom 1.

Tablica 1.

Najmanja veli¢ina primarnog uzorka mora sadrZavati sljedece

Kada unutarnje pakiranje ima zapreminu Primarni se uzorak mora sastoji
ve p J P od ulja od
(a) 1 litre ili vise (a) l-og unutarnjeg pakiranja;
(b) manje od 1 litre (b) najmanjeg  broja  pakiranja
ukupne zapremnine ne manje
od 1,0 litre

Broj pakiranja iz Tablice 1. koji predstavlja unutarnje pakiranje moze pove-
Catisvaka drzava Clanica prema svojim vlastitim potrebama (na primjer, za
organolepti¢ku ocjenu u laboratorijima razli¢itim od onih koji su proveli
kemijsku analizu, ponovnu analizu, itd.).

1.2. Unutarnje pakiranje koje prelazi 5 litara

,Primarni uzorak” za unutarnje pakiranje koje prelazi 5 litara oznacava
reprezentativni  dio ukupnih dodanih koli¢ina dobivenih postupkom
smanjenja i u skladu s Tablicom 2. Primarni se uzorak mora sastoji od
razliCitih primjera.

»Primjerak” primarnog uzorka oznaCava svaki paket koji €ini primarni
uzorak.

Tablica 2.

Minimalni broj dodanih koli¢ina koje se uzimaju

. L Minimalni broj dodanih koli¢ina koje se
Broj pakiranja u seriji S
uzimaju
Do 10 1
Od ... 11 do 150 2

(") Direktiva 2011/91/EU Europskog parlamenta i Vije¢a od 13. prosinca 2011. o oznakama
ili znakovima koji odreduju seriju kojoj hrana pripada (SL L 334, 16.12.2011., str. 1.).
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2.2.

Broj pakiranja u seriji Minimalni broj (i;(lirz::;ll] koli¢ina koje se
Od ... 151 do 500 3
Od ... 501 do 1500 4
Od ... 1501 do 2500 5
> 2500 na 1000 pakiranja 1 rezervna dodana koli¢ina

Kako bi se smanjio volumen uzorkovanja unutarnjih pakiranja, za pripremu
primarnog uzroka homogenizira se sadrzaj dodanih koli¢ina za uzorkovanje.
Kako bi se najbolje zastitili od zraka, dijelovi razli¢itih dodanih koli¢ina
mijeSanjem se ulijevaju u zajednicki spremnik za njihovu homogenizaciju.

Sadrzaj primarnog uzorka mora se uliti u niz pakiranja najmanje zapremnine
1,0 1 od kojih svaki predstavlja primjer primarnog uzorka.

Broj primarnih uzoraka moze povecati svaka drzava ¢lanice prema svojim
vlastitim potrebama (na primjer, za organolepti¢ku procjenu u laboratorijima
razli¢itima od onih koji su proveli kemijsku analizu, ponovno analizu, itd.).

Svako pakiranje puni se tako da se sloj zraka na vrhu svede na najmanju
moguéu mjeru i zatim se primjereno zatvori i zapecati kako bi se osiguralo
da se proizvod ne moZze mijenjati.

Ti se primjeri moraju oznaCavati kako bi se omogudila ispravna
identifikacija.

ANALIZE I REZULTATI

. Svaki primarni uzorak mora se podijeliti na laboratorijske uzorke, u skladu

s tockom 2.5. norme EN ISO 5555, i analizirati prema redoslijedu prika-
zanom u shemi odlucivanja iz Priloga Lb ili bilo kojim drugim nasumi¢nim
redoslijedom.

Kad svi rezultati analize odgovaraju svojstvima deklarirane kategorije ulja,
Citava se serija proglasava odgovaraju¢om.

Ako samo jedan rezultat analize ne odgovara svojstvima deklarirane kate-
gorije ulja, Citava se serija proglaSava neodgovaraju¢om

PROVJERA KATEGORIJE SERIJE

. Kako bi se provijerila kategorija serije, nadlezno tijelo moZe povecati broj

primarnih uzoraka uzetih s razliCitih mjesta serije u skladu sa sljede¢om
tablicom:

Tablica 3.

Broj primarnih uzoraka odredenih veli¢inom serije

Veli¢ina serije (litre) Broj primarnih uzoraka
manje od 7 500 2
Od 7500 do manje od 25 000 3
Od 25000 do manje od 75 000 4
Od 75 000 do manje od 125 000 5
Jednako i vise od 125 000 6+1za svakill_l dodatnih 50 000
1tara
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Svaka dodana koli¢inakoja predstavlja primarni uzorak mora se uzeti s
neprekinutog mjesta u seriji; potrebno je zabiljeziti polozaj svakog
primarnog uzorka i nedvosmisleno ga identificirati.

Stvaranje svakog primarnog uzorka mora se provesti u skladu s postupcima
iz tocaka 1.1. 1 1.2.

Svaki primarni uzorak zatim podlijeze analizi iz ¢lanka 2. stavka 1.

3.2. Ako jedan od rezultata analize iz ¢lanka 2. stavka 1. najmanje jednog
primarnog uzorka nije u skladu sa svojstvima deklarirane kategorije ulja,
Citava se serija za uzorkovanje proglasava neodgovaraju¢om.
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PRILOG b

SHEMA ODLUCIVANJA ZA PROVJERU USKLAPENOSTI UZORKA MASLINOVA
ULJA SA DEKLARIRANOM KATEGORIJOM

Tablica 1.

EKSTRA. DJEVIC. MASL. ULJE, ||| -7 | B (Ll el ol | )
(kriteriji kvalitete) | et e

E Ulje nije u skladu s
.................................. 5i  dekariranom kategoriom.

K270 < 0,22 K270 > 0,22 p—<

AK <0,01 AK > 0,01

K232 2,50 K232 >2,50 e

Ulje nije u skladu s
> i deklariranom kategorijom.

med. voén. >0 med. voén. = 0

. , ’ ®)
i med. voén. >0
d r
med. mana=0 atl
med. mana >0
da ne S-S

*< 40 mglkg u 2013./2014.
< 35 mglkg u 2014./2015.
<30 mglkg od godine usjeva 2015./2016.

Kriteriji kvalitete u skladu s deklariranom Kkat.
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Tablica 2.

Djevi€. masl. ulje
(kriteriji kvalitete)

Kiselost %
<20 \ >20 >
Peroksidni broj mEq O,/kg
<20 l >20 >
UV spektrometrija
Ky70 < 0,25 ‘ Ky70 > 0,25 > “‘,..-----..-.,...'
0“ *,
L)
\lll - s Ulje nije u skladu s %
UV spektrometrija g deklariranom [
D> kategorijom :
AKs<001 | AK>001 : gor) :
(@ ;
0‘ ‘0'
UV spektrometrija "0.. _""
....llll"‘-
Ky3, < 2,60 \ Ky, > 2,60 >
Organolepticka ocjena
Median of fruity > 0 Median of fruity = 0 >
or
and median of fruity >0
Median of defects < 3,5 | median of defects > 3,5
JL ‘,“"‘""-.""Nn.
.0'.Ulje nije u skladu S.‘o'
Ispunjuju li vrijednosti navedenih parametara kriterije D deklariranom .
za ekstra djevicansko maslinovo ulje? ____>:' kategorijom -
.
(tablica 1.) ’ (b) y
“ ..
"' .‘.
NE DA “, o
.....Illll“‘.

v

Kriteriji kvalitete u skladu s deklariranom kat.
Idi na tablicu 3. (kriteriji Cistoce)




01991R2568 — HR — 04.08.2016 — 029.001 — 22

VY M26

Tablica 3.

Ekstra djevi€. i djevi¢. masl. ulja
(Kriteriji Cistoce)

PELLLLTTT S
(1l ta,
034

o,
Kriteriji &stoce (tablice 1. i 2.) o
& Ulje nije u skladu s "
DA NE b---e-> i deklariranom katego- %
s, rijom K
% ‘e, 'o’.
-,
3,5-Stigmastadieni mg/kg R
< 0,05 >0,05 > Ly RO L T 3
0' . e .‘
\w ____>..' Ulje nije u skladu s %
Transizomeri % masnih kiselina : deklarlrax‘l‘om katego- 5
5 rijom :
tC18:1 < 0,05 tC18:1 > 0,05 > kN K
£(C18:2 + C18:3) < 0,05 t([C18:2 + C18:3) > 0,05 (a) o

e, »

-, .
,y K
.
REL TP PP

Sadrzaj masnih kiselina

>
s i PELLLL T
& ..."‘ "0..
A ECN42 )_." Ulje nije u skladu s "._
<10,2] >10,2] y : deklﬂl‘lral‘l‘om katego- H
£ % rijom K
v
Sastav sterola i ukupno sterola Yraumasantt
YES NO >
Eritrodiol + uvaol % ""““ ., i
=20 ‘ c0 Belien s ‘ = > & Ulje nije u skladu s *
¢ deklariranom katego- %
\IL F->% rijom H
VOSkOVil mg/kg ".00 (b) “0..
<150 >150 5 e
i umus

Vrsta ulja u skladu s deklariranom
kategorijom 1C42+C44+C46
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VY M28

VY M26

VY M28

VY M26

Dodatak 1.

Tablica podudarnosti izmedu priloga ove Uredbe i analiza navedenih u shemi odlucivanja

Kiselost Prilog 1II. Odredivanje slobodnih masnih kiselina, hladna
metoda

Peroksidni broj Prilog III. Odredivanje peroksidnog broja

UV spektrometrija Prilog IX. Spektrofotometrijska analiza

Organolepti¢ko  ocjenji- | Prilog XII. Organolepti¢ko ocjenjivanje djevi€anskog masli-

vanje nova ulja

Etil esteri Prilog XX. Metoda odredivanja sadrzaja voskova, metil estera
masnih kiselina i etil estera masnih kiselina kapi-
larnom plinskom kromatografijom

3,5-stigmastadieni PRILOG Metoda za odredivanje stigmastadiena u biljnim

XVIIL uljima

Trans-izomeri masnih | Prilog X. Odredivanje metilnih estera masnih kiselina plin-

kiselina skom kromatografijom

Sadrzaj masnih kiselina Prilog X. Odredivanje metilnih estera masnih kiselina plin-

skom kromatografijom

AECN42

Prilog XVIII.

Odredivanje sastava triglicerida s ECN42 (razlika
izmedu podataka HPLC-a i teoretskog sadrzaja)

Sastav sterola i ukupni | Prilog V. Odredivanje sastava i sadrZaja sterola i triterpen-
steroli skih dialkohola kapilarnom plinskom kromatogra-
Eritrodiol i uvaol fijom

Voskovi Prilog IV. Odredivanje sadrzaja voska kapilarnom plinskom

kromatografijom

Alifatski 1 triterpenski | Prilog XIX. Odredivanje sadrzaja alifatskih i triterpenskih
alkoholi alkohola kapilarnom plinskom kromatografijom
Zasi¢ene masne kiseline | Prilog VIL Determination of the percentage of 2-glyceryl

u polozaju 2.

monopalmitate
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PRILOG I

ODREDIVANJE SLOBODNIH MASNIH KISELINA, HLADNA METODA

3.1

3.2

OPSEG I PODRUCIJE PRIMJENE

Ovom metodom opisuje se odredivanje slobodnih masnih kiselina u
maslinovim uljima i uljima komine. Sadrzaj slobodnih masnih kiselina
iskazuje se kao kiselost izracunata kao postotak oleinske kiseline.

PRINCIP

Uzorak se otopi u mjesavini otapala i postojece se slobodne masne kise-
line odrede titracijom s otopinom kalijevog hidroksida ili natrijevog
hidroksida.

REAGENSI

Svi reagensi trebaju biti priznate analitiCke kvalitete, a voda koja se
upotrebljava treba biti destilirana ili odgovarajuée Cistoce.

Dietil eter; 95 % etanol (V/V), mjesavina dijelova jednakih po volumenu.

Neutralizirati toéno u trenutku upotrebe otopine kalijevog hidroksida
(3.2.) uz dodatak 0,3 ml otopine fenolftaleina (3.3.) na 100 ml mjesavine.

Biljeska 1.: Dietil eter visoko je zapaljiv i moze stvoriti eksplozivne
perokside. Prilikom njegove upotrebe treba biti posebno
pazljiv.

Biljeska 2.: Ako nije moguce upotrijebiti dietil eter, moze se upotrijebiti
mjesavina otapala koja sadrzava etanol i toluen. Ako je
potrebno, etanol se moze zamijeniti 2-propanolom.

Kalijev hidroksid ili natrijev hidroksid, titrirana etanolna ili vodena
otopina, ¢(KOH) [ili ¢(NaOH)] priblizno 0,1 mol/l ili, ako je potrebno,
c¢(KOH) [ili ¢(NaOH)] priblizno 0,5 mol/l. Na raspolaganju su otopine
dostupne na trziStu.

Neposredno prije upotrebe treba biti poznata i provjerena to¢na koncen-
tracija otopine kalijevog hidroksida (ili otopine natrijevog hidroksida).
Treba upotrijebiti otopinu koja je pripremljena najmanje pet dana prije
upotrebe 1 dekantirana u smede staklene boce s gumenim ¢epom. Otopina
treba biti bezbojna ili boje slame.

Ako se pri upotrebi vodene otopine kalijevog hidroksida (ili natrijevog
hidroksida) uo¢i fazno razdvajanje, vodenu otopinu treba zamijeniti
otopinom u etanolu.

Biljeska 3.: Stabilna bezbojna otopina kalijevog hidroksida (ili natrijevog
hidroksida) moze se pripremiti na sljede¢i nacin: zavrite
1000 ml etanola ili vode s 8 g kalijevog hidroksida (ili
natrijevog hidroksida) i 0,5 g aluminijskih strugotina i
pustite da vrije pod povratnim hladilom sat vremena.
Odmah destilirajte. Otopite potrebnu koli¢inu kalijevog
hidroksida (ili natrijevog hidroksida) u destilatu. Pustite da
odstoji nekoliko dana i zatim dekantirajte kako biste odvojili
bistru, supernatantnu tekuéinu od natalozenog kalijevog
karbonata (ili natrijevog karbonata).

Otopina se moze pripremiti i bez destiliranja, na sljede¢i na¢in: na 1 000
ml etanola (ili vode) dodajte 4 ml aluminijevog butilata i pustite mjesa-
vinu da odstoji nekoliko dana. Dekantiranjem odvojite supernatantnu
teku¢inu i u njoj otopite potrebnu koli¢inu kalijevog hidroksida (ili natri-
jevog hidroksida). Otopina je spremna za upotrebu.
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3.3.  Otopina 10 g/l fenolftaleina u 95 do 96 % etanolu (v/v) ili otopina 20 g/l
alkalnog modrila 6B ili timolftaleina u 95 do 96 % etanolu (v/v). U
sluaju snazno obojenih ulja upotrebljavaju se alkalno modrilo ili
timolftalein.

4. OPREMA

Uobicajena laboratorijska oprema, koja ukljucuje:

4.1.  analiticku vagu;

4.2.  Erlenmeyerovu tikvicu volumena 250 ml,

43.  graduiranu biretu volumena 10 ml, razreda A, s podjelom po 0,05 ml ili
odgovarajucu automatsku biretu.

5. POSTUPAK
5.1.  Priprema uzorka za ispitivanje

Ako je uzorak mutan, potrebno ga je filtrirati.

5.2.  Uzorak za ispitivanje

Uzorak treba odabrati ovisno o pretpostavljenoj kiselosti u skladu sa
sljedecom tablicom:

St | s v )| s o @
0 do 2 10 0,02
> 2 do 7,5 2,5 0,01
> 75 0,5 0,001

Uzorak treba odvagnuti u Erlenmeyerovoj tikvici (4.2.).

5.3. Odredivanje

Uzorak (5.2.) treba otopiti u 50 do 100 ml prethodno neutralizirane
mjesavine dietil etera i etanola (3.1.).

Titrirati uz mijeSanje 0,1 mol/l otopinom kalijevog hidroksida (ili natri-
jevog hidroksida) (3.2.) (vidjeti biljesku 4.) dok se ne promijeni boja
indikatora (boja obojanog indikatora treba biti postojana najmanje 10
sekundi).

Biljeska 4.: Ako potrebna koli¢ina otopine kalijevog hidroksida (ili natri-
jevog hidroksida) od 0,1 mol/l bude ve¢a od 10 ml, treba
upotrebljavati otopinu od 0,5 mol/l ili promijeniti masu
uzorka u skladu s ocekivanom kiselosti i predlozenom
tablicom.

Biljeska 5.: Ako otopina tijekom titriranja postane mutna, treba dodati
dovoljno otapala (3.1.) da bi se dobila bistra otopina.

Provedite drugo odredivanje samo ako je prvi rezultat visi od utvrdenog
ograniCenja za kategoriju ulja.
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6. ISKAZIVANJE REZULTATA

Kiselost izrazena u tezinskim postocima oleinske kiseline jednaka je:

100 VxexM

X =
1000 m 10 x m

V xcex

pri ¢emu je:

V = volumen otopine kalijevog hidroksida (ili natrijevog hidroksida)
utroSen za titriranje, u mililitrima;

o
Il

tocna koncentracija u mol po litri upotrebljene otopine kalijevog
hidroksida (ili natrijevog hidroksida) za titriranje;

M = 282 g/mol, molarna masa u gramima po molu oleinske kiseline;
m = masa uzorka u gramima.

Oleinska kiselost iskazuje se kako slijedi:

(a) do dva decimalna mjesta za vrijednosti od 0 do ukljucivo 1;

(b) do jednog decimalnog mjesta za vrijednosti od 1 do ukljucivo 100.
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5.1.

5.2.

5.3.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

PRILOG I11.

ODREDIVANJE PEROKSIDNOG BROJA

OPSEG

Ova norma opisuje metodu za odredivanje peroksidnog broja ulja i masti.

PODRUCJE PRIMJENE

Ova norma primjenjuje se na ulja i masti zivotinjskog i biljnog podrijetla.

DEFINICIJA

Peroksidni broj je koli¢ina onih tvari u uzorku, iskazanih u obliku milie-
kvivalenata aktivnog kisika na kilogram, koji pod opisanim radnim uvjetima
oksidiraju kalijev jodid.

PRINCIP
Reakcija ispitivanog dijela uzorka u otopini octene kiseline i kloroforma s

otopinom kalijevog jodida. Titriranje oslobodenog joda standardiziranom
otopinom natrijevog tiosulfata.

OPREMA

Sva oprema koja se koristi ne smije sadrzavati tvari koje uzrokuju redukciju
ili oksidaciju.

Biljeska: Povrsinu podloge ne zamastiti.

Staklena odmjerna posudica volumena 3 ml.

Tikvice s uzim grlom i ¢epom, volumena priblizno 250 ml, prethodno
osusene i ispunjene Cistim, suhim, inertnim plinom (dusikom ili, jo§ bolje,
ugljicnim dioksidom).

Graduirana bireta volumena 25 ili 50 ml, s podjelom po 0,1 ml.

REAGENSI

. Kloroform, kvalitete analitiCkog reagensa, ociS¢en od kisika propuhivanjem

strujom Cistog, suhog inertnog plina.

Ledena octena kiselina, kvalitete analitickog reagensa, ocis¢ena od kisika
propuhivanjem strujom ¢istog, suhog inertnog plina.

Kalijev jodid, zasi¢ena vodena otopina, svjeze pripremljena, bez joda i
jodata.

Precizno standardizirana vodena otopina natrijevog tiosulfata 0,01 ili 0,002
mol/l, standardizirana neposredno prije koriStenja.

Skrobna otopina, vodena otopina 10 g/l, svjeze pripremljena koristenjem
prirodnog topivog Skroba.

UZORAK

Treba paziti da uzeti uzorak bude pohranjen na tamnom i hladnom mjestu u
potpuno ispunjenim staklenim posudama, hermeticki zatvorenima staklenim
ili plutenim ¢epovima.
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POSTUPAK

Ispitivanje treba provesti pri difuznom dnevnom svjetlu ili pod umjetnim
svijetlom. U staklenoj odmjernoj posudici (5.1.), ili, ako to ne uspije, u
tikvici (5.2.), treba izvagati masu uzorka s precizno$éu od 0,001 g, u
skladu sa sljedeCom tablicom, u skladu s ocekivanim peroksidnim brojem:

Otekivani peroksidni broj Tezina ispitivanog dijela uzorka
(meq) (&
0 do 12 5,0 do 2,0
12 do 20 2,0 do 1,2
20 do 30 1,2 do 0,8
30 do 50 0,8 do 0,5
50 do 90 0,5 do 0,3

Tikvicu (5.2.) treba od¢epiti i u nju staviti staklenu odmjernu posudicu koja
sadrzi ispitivani dio uzorka. Dodati 10 ml kloroforma (6.1.). MijeSanjem
brzo otopiti uzorak. Dodati 15 ml octene kiseline (6.2.), zatim 1 ml
otopine kalijevog jodida (6.3.). Brzo zacepiti, protresti jednu minutu i odlo-
ziti da odlezi to¢no pet minuta na tamnom mjestu i na temperaturi izmedu
15125 °C.

Dodati priblizno 75 ml destilirane vode. Titrirati oslobodeni jod otopinom
natrijevog tiosulfata (6.4.) (otopina 0,002 mol/l za o¢ekivane vrijednosti nize
od 12 i otopina 0,01 mol/l za ocekivane vrijednosti vise od 12), snaznim
protresanjem uz koriStenje $krobne otopine (6.5.) kao indikatora.

Treba provesti dva odredivanja na istom uzorku.

Istodobno treba provesti slijepu probu. Ako rezultat slijepe probe prelazi
0,05 ml 0,01 mol/l otopine natrijevog tiosulfata (6.4.), treba zamijeniti
oneciSceni reagens.

ISKAZIVANJE REZULTATA

Peroksidni broj (PB) iskazan u milickvivalentima aktivnog kisika na kilo-
gram dan je sljede¢com formulom:

_V><T><1000
n m

PV

pri ¢emu je:

V = volumen standardizirane otopine natrijevog tiosulfata (6.4.) utroSen za
ispitivanje, iskazan u mililitrima, ispravljen rezultatom za slijepu
probu;

T

tocna molarnost koriStene otopine natrijevog tiosulfata (6.4.);
m = masa ispitivanog dijela uzorka u gramima.

Kao rezultat treba uzeti aritmeticki prosjek dvaju provedenih odredivanja.
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PRILOG 1V.
ODREPIVANJE SADRZAJA VOSKA KAPILARNOM PLINSKOM
KROMATOGRAFIJOM

1. PREDMET

Ova metoda opisuje postupak za odredivanje sadrzaja voska u maslinovim
uljima. Voskovi se odvajaju prema broju njihovih atoma ugljika. Metoda
se posebno moze koristiti za razlikovanje maslinovog ulja dobivenog
presanjem i onog dobivenog ekstrakcijom (ulje komine maslina).

2. PRINCIP

Dodaje se odgovaraju¢i interni standard masti ili ulju, potom frakcioni-
ramo pomocu kromatografije na hidratiziranoj koloni od silikagela. Frak-
cija koja je u pocetku eluirana u uvjetima testiranja, (¢ija je polarnost
slabija od polarnosti triglicerida), vrata se i neposredno analizira kapi-
larnom plinskom kromatografijom.

3. OPREMA

3.1  Erlenmeyerova tikvica volumena 25 ml.

3.2. Staklena kolona za plinsku kromatografiju, unutarnjeg promjer 15,0 mm,
duzine 30 do 40 cm, s pipcem.

3.3.  Odgovaraju¢i plinski kromatograf s kapilarnom kolonom, opremljen
sustavom za neposredno uvodenje u kolonu koji se sastoji od sljedeceg:

3.3.1. Termostatska komora za kolone, opremljena regulatorom temperature.
3.3.2. Hladni injektor za izravno unoS$enje u kolonu.
3.3.3. Plameno-ionizacijski detektor i pretvara¢ s pojacalom.

3.3.4. Snimac-integrator kompatibilan s pretvaratem s pojacalom (3.3.3.), s
vremenom reakcije koje nije dulje od jedne sekunde i s varijabilnom
brzinom papira. (Takoder je moguce koristiti kompjutorizirane sustave
koji omoguéavaju dobivanje podataka o plinskoj kromatografiji putem
osobnog racunala.)

3.3.5. Staklena ili kvarcna kapilarna kolona duzine 8 do 12 m, unutarnjeg
promjera od 0,25 do 0,32 mm, s tekuéom fazom, s ujednacenom
debljinom filma izmedu 0,10 i 0,30 pm. (Na trziStu su dostupne tekuce
faze pogodne za tu svrhu tipa SE-52 ili SE-54.)

3.4. Mikrostrcaljka za izravno unosSenje u kolonu volumena 10 upl s Cvrsto
fiksiranom iglom.

3.5. Elektricna tresilica.

3.6. Rotirajuci isparivac.

3.7.  Visokotemperaturna pec.

3.8.  Analiticka vaga sa zajam¢enom precizno$¢u od + 0,1 mg.
3.9. Uobicajeno laboratorijsko stakleno sude.

4. REAGENSI

4.1.  Silikagel veli¢ine zrna izmedu 60 i 200 pm.

Silikagel staviti na Cetiri sata u pe¢ na 500 °C. Nakon hladenja, dodati
2 % vode u odnosu na koli¢inu uzorkovanog silikagela. Dobro protresti da
se suspenzija homogenizira. Cuvati na tamnom mjestu najmanje 12 sati
prije uporabe.
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4.2.  n-heksan, za kromatografiju.

4.3. dietilni eter, za kromatografiju.

4.4. n-heptan, za kromatografiju.

4.5. Standardna otopina lauril arahidata koncentracije 0,1 % (m/v) u heksanu
(interni standard). (Moguce je koristiti palmitil palmitat ili miristil stearat.)

4.5.1. Sudan 1 (1-fenil-azo-2-naftol).

4.6.  Plin nosac: vodik ili helij, plinsko-kromatografska cistoca.

4.7. Pomo¢ni plinovi:

— vodik, cistoce za plinsku kromatografiju,

— zrak, Cistoée za plinsku kromatografiju.

5. POSTUPAK
5.1.  Priprema kromatografske kolone.

Otopiti 15 g silikagela (4.1.) u n-heksanu (4.2.) i unijeti u kolonu (3.2.).
Ostaviti da se samo slegne. Dovrsiti taloZzenje pomocu elektricne tresilice
(3.5.) kako bi se postigao Sto ujednaceniji kromatografski sloj. Propustiti
30 ml n-heksana kako bi se odstranile sve eventualne necistoce. Koriste-
njem vage (3.8.) odvagati tocno 500 mg uzorka u Erlenmeyerovu tikvicu
volumena 25 ml (3.1.), dodati odgovarajucu koli¢inu internog standarda
(4.5.), ovisno o pretpostavljenom sadrzaju voska. Na primjer, dodati 0,1
mg lauril arahidata za maslinovo ulje i 0,25 do 0,5 mg za ulje komine
maslina. Prenijeti pripravljen uzorak na kromatografsku kolonu pomocu
dva puta po 2 ml n-heksana (4.2.).

Otapalo ispustati dok ne dostigne 1 mm iznad gornje razine absorbenta,
potom filtrirati daljnjih 70 ml n-heksana kako bi se uklonili prirodno
prisutni n-alkani. Potom zapodeti kromatografsko eluiranje sakupljanjem
180 ml mjeSavine n-heksana/dietilnog etera (omjer 99:1), pri brzini
protoka od oko 15 kapi svakih 10 sekundi. Eluiranje uzorka se izvodi
na sobnoj temperaturi pri 22 + 4 °C.

BILJESKA: — Mijesavina n-heksana/dietilnog etera, (99:1), priprema se
svakodnevno.

— Za vizualnu provjeru ispravnog eluiranja voskova, moze
se dodati 100 um 1 % sudana iz elucijske mjeSavine u
uzorak u otopini. S obzirom da bojilo ima retenciju
izmedu voskova i triglicerida, kad obojenje dostigne dno
kolone, elucijsku otopinu treba otopiti jer ¢e tada svi
voskovi biti eluirani.

Osusiti tako dobivenu frakciju u rotirajuéem isparivacu (3.6.) dok se ne
ukloni gotovo svo otapalo. Ukloniti preostala 2 ml otpala pomocu slabe
struje dusika; potom dodati 2-4 ml n-heptana.

5.2.  Analiza plinskom kromatografijom
5.2.1. Pripremne radnje

Postaviti kolonu na plinski kromatograf (3.3) spajajuéi ulazni otvor na
sustav neposredno na koloni i izlazni otvor na detektor. Obaviti opéu
provjeru plinskog kromatografa (funkcioniranje protoka plina, uéinkovitost
detektora i snimaca itd.).
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Ako se kolona koristi po prvu put, potrebno ju je najprije kondicionirati.
Pustiti da kroz kolonu protece malo plina, potom ukljuciti plinski kroma-
tograf. Postupno zagrijavati do dostizanja temperature od 350 °C nakon
priblizno detiri sata. Odrzavati temperaturu najmanje dva sata te potom
regulirati aparat na radne uvjete, (reguliranje protoka plina, paljenje
plamena, spoj na elektronicki snima¢ (3.3.4), prilagodavanje temperature
peci za kolonu, prilagodavanje detektora itd.), i zapisati signal pri osje-
tljivosti koja je najmanje dvostruka od one koju zahtijeva analiza. Bazna
linija mora biti linearna, bez pikova i bez bilo kakvih znakova otklona.

Negativan pravocrtni otklon ukazuje da spojevi kolone nisu dobro postav-
ljeni; pozitivan otklon da kolona nije pravilno kondicionirana.

5.2.2. Odabir radnih uvjeta

Radni uvjeti su uglavnom sljedeci:

— temperatura kolone:

20 °C/ 5°C/ 20 °C/
minuti minuti minuti

Inicijalno — |240°C| — |325°Cc| — 340 °C
80 °C ; ,
(67 (107

1)

— temperatura detektora: 350 °C,

— koli¢ina ubrizgane tvari: 1 pl otopine n-heptana (2-4ml),

— plin nosa¢: helij ili vodik pri ispravnoj linearnoj brzini za odabrani
plin (vidjeti Dodatak),

— osjetljivost instrumenta: pogodno za sljedece uvjete:

Uvjete se moze modificirati u skladu s karakteristikama kolone i plinskog
kromatografa kako bi se dobilo odvajanje svih voskova i zadovoljavajuca
rezolucija pika, (vidjeti sliku); retencijsko vrijeme internog standarda Cs,
mora biti 18 + 3 minute. Najreprezentativniji pik voska mora biti najmanje
60 % pune skale.

Parametre za integraciju pikova potrebno je odrediti na takav nacin da se
postigne ispravna procjena povrsine pikova koje se analizira.

BILJESKA: Zbog visoke konaCne temperature, dopuiten je pozitivan
otklon od najvise 10 % pune skale.

5.3.  Provodenje analize

Pomoc¢u mikrostrcaljke volumena 10 pl unosi se 1 pl otopine; klip
Strcaljke izvuci dok se igla ne isprazni. Iglu uvesti u sustav za injektiranje
i nakon 1-2 sekunde brzo injektirati; nakon otprilike pet sekundi, lagano
izvuéi iglu.

Biljeziti sve dok voskovi nisu u potpunosti eluirani.
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Bazna linija u svakom trenutku mora zadovoljavati trazene uvjete.
5.4. Identificiranje pikova

Pikovi se identificiraju pomocu retencijskih vremena usporedivanjem s
mjeSavinama voskova Cije je retencijsko vrijeme poznato, a koji su anali-
zirani u istim uvjetima.

Na slici je prikazan kromatogram voskova djevi¢anskog maslinovog ulja.
5.5.  Ocjena koli¢ina

Pomocu integratora odrediti povrSine pikova koje odgovaraju internom
standardu i alifatskim esterima od Cyy do Cy.

IzraCunati sadrzaj voska svakog pojedinog estera u mg/kg masti odredu-
jemo prema sljedecoj formuli: ester, mg/kg =

Ay X x 1000
ester, mg/kg = Ox x ms x 10

Ay X m
pri ¢emu je:
A, = povrsina pika svakog estera, u kvadratnim milimetrima;
Ay = povrsina pika internog standarda, u kvadratnim milimetrima;
mg = masa dodanog internog standarda, u miligramima;

m masa uzorka za analizu, u gramima.

6. ISKAZIVANIJE REZULTATA

Iskazati ukupan sadrzaj razliCitih voskova Cyy do Cye u mg/kg masti
(ppm).

BILJESKA: Sastojci koje treba kvantificirati se odnose na pikove s broje-
vima parova ugljika izmedu Cyy do Cy estera, koristenjem
primjera kromatograma voska maslinovog ulja prikazanog na
donjoj slici. U slucaju da se Cy4 ester pojavi dva puta, prepo-
rua se da se za njegovu identifikaciju analizira frakcija
voskova ulja komine maslina gdje je pik Cy¢ jednostavno
identificirati jer je u ociglednoj vecini.

Rezultati trebaju biti izrazeni na jednu decimalu.
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Slika

Kromatogram voskova maslinovog ulja (')
30 .ooT 1
25004
20 .00

15.00

10 .00 -

\J
5.00 3

000 [ | _s_l
T
35

Legenda:

LS. = Lauril arahidat

1. = Diterpenski esteri
2 +2' = Esteri Cyq

3+ 3" = Esteri Cy,

4+ 4" = Esteri Cyy

5. = Esteri Cyq

6. = Sterolni esteri i triterpenski alkohol

(") Nakon eluiranja sterolnih estera, linija kromatograma ne smije pokazivati nikakve znatne pikove (trigliceridi).
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Dodatak

Odredivanje linearne brzine plina

U plinski kromatograf, postavljen na normalne radne uvjete, injektira se 1-3 pl
metana (ili propana). Mjeri se vrijeme potrebno za protok plina kroz kolonu od
trenutka injektiranja do pojave pika (ty).

Linearna brzina u cm/s zadana je formulom L/ty;, pri ¢emu je L duljina kolone
ucm, a ty je vrijeme mjereno u sekundama.;
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PRILOG V.

ODREDIVANJE SASTAVA I SADRZAJA STEROLA I TRITERPENSKIH
DIALKOHOLA KAPILARNOM PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM

1. PODRUCIJE PRIMJENE

U ovoj se metodi opisuje postupak odredivanja udjela pojedinaénih i
ukupnih sterola i triterpenskih dialkohola u maslinovim uljima i uljima
komine maslina.

2. NACELO

Ulje s dodatkom a-kolestanola koji sluzi kao interni standard saponi-
ficira se otopinom kalijevog hidroksida u etanolu i zatim se neosapu-
njiva tvar ekstrahira etil eterom.

Frakcija sterola i triterpenskih dialkohola odjeljuje se od neosapu-
njivog ekstrakta tankoslojnom kromatografijom na osnovnoj silikagel
plo¢i. Frakcije koje se dobiju sa silikagela pretvaraju se u trimetilsilil
etere i zatim analiziraju kapilarnom plinskom kromatografijom.

3. APARATURA

Uobicajena laboratorijska oprema, a posebno sljedece:

3.1 Tikvica od 250 ml s povratnim hladilom i nastavcima od brusenog
stakla.

3.2. Lijevak za odjeljivanje od 500 ml.

3.3. Tikvice od 250 ml.

3.4. Cjeloviti instrument za analizu tankoslojnom kromatografijom, koriste-

njem staklenih ploca veli¢ine 20 x 20 cm.

3.5. Ultraljubicasta svjetiljka valne duljine 254 ili 366 nm.
3.6. Mikrostrealjke od 100 pl i 500 pl.
3.7. Cilindri¢ni lijevak za filtriranje s poroznom ploéom G 3 (poroznost

izmedu 15 i 40 pm) pribliznog promjera 2 cm i visine 5 cm, primjeren
za filtriranje pod vakuumom s muskim spojem od brusenog stakla.

3.8. Vakuumska tikvica od 50 ml, sa zenskim spojem od bruSenog stakla
koji se moze pricvrstiti na lijevak za filtriranje (tocka 3.7.).

3.9. Epruveta od 10 ml s konusnim dnom i brtvenim staklenim Cepom.

3.10. Plinski kromatograf koji se moze koristiti s kapilarnom kolonom s
razdjelnim sustavom za injektiranje koji se sastoji od:

3.10.1. Termostatske komore za kolone koja moze odrzavati Zeljenu tempera-
turu s to¢nos¢éu od + 1 °C;

3.10.2. Jedinice za injektiranje s mogucnoS$éu podeSavanja temperature, s
elementom za uparavanje od persilaniziranog stakla i razdjelnim
sustavom;

3.10.3.  Plameno-ionizacijskog detektora (FID);

3.10.4. Sustava za prikupljanje podataka koji se moze koristiti s detektorom
FID (tocka 3.10.3.) koji se moze ukljuciti ru¢no.

3.11. Kvarcna kapilarna kolona duljine izmedu 20 i 30 m, unutarnjeg
promjera izmedu 0,25 i1 0,32 mm, sa slojem 5 % difenila - 95 % dime-
tilpolisiloksana (SE-52 ili SE-54 ili odgovarajuéom stacionarnom
fazom), s ujedna¢enom debljinom filma izmedu 0,10 i 0,30 um.
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3.12. Mikrostrcaljka za plinsku kromatografiju volumena 10 1 s &vrsto
ucvrSéenom iglom primjerenom za razdjelno injektiranje.

3.13. Eksikator s kalcijevim kloridom

4. REAGENSI
4.1. Kalijev hidroksid, minimalne koncentracije 85 %
4.2. Otopina kalijevog hidroksida u etanolu priblizno 2 mol/l

Otopiti 130 g kalijevog hidroksida (tocka 4.1.), uz hladenje, u 200 ml
destilirane vode, a zatim nadopuniti etanolom do jedne litre (tocka
4.10). Otopinu treba ¢uvati u dobro zacepljenim bocama od tamnog
stakla i Cuvati najvise dva dana.

4.3. Etil eter, analitiCke kvalitete.
4.4. Otopina kalijevog hidroksida u etanolu priblizno 0,2 N

Otopiti 13 g kalijevog hidroksida (tocka 4.1.) u 20 ml destilirane vode i
nadopuniti etanolom do jedne litre (tocka 4.10.).

4.5. Bezvodni natrijev sulfat, analiticke kvalitete.

4.6. Staklene ploce (20 x 20 cm) sa slojem silikagela, bez indikatora fluore-
scencije, debljine 0,25 mm (na trziStu su dostupne ploce spremne za
uporabu).

4.7. Toluen, za kromatografiju.

4.8. Aceton, za kromatografiju.

4.9. n-heksan, za kvalitetu kromatografije.

4.10. Etil eter, za kvalitetu kromatografije.

4.11. Etanol analiticke kvalitete.

4.12. Etil acetat analitiCke kvalitete.

4.13. Referentna otopina za tankoslojnu kromatografiju: 5 %-tna otopina
kolesterola ili fitosterola i eritrodiola u etil acetatu (tocka 4.11.).

4.14. 2,7-diklorofluorescein, 0,2 %-tna otopina u etanolu. Moze se uciniti
blago luznatim dodavanjem nekoliko kapi otopine 2 N kalijevog hidro-
ksida u alkoholu (to¢ka 4.2.).

4.15. Bezvodni piridin, za kvalitetu kromatografije (vidi Napomenu 5).

4.16. Heksametildisilazan analiticke kvalitete.
4.17. Trimetilklorosilan analiticke kvalitete.
4.18. Otopine sterolnih trimetilsilil etera iz uzorka.

Treba ih se pripremiti neposredno prije koriStenja od sterola i eritro-
diola dobivenih iz ulja koja ih sadrze.

4.19 a-kolestanol, Cistoce vece od 99 % (Cistoca se mora provjeriti plinskom
kromatografijom).

4.20. Otopina a-kolestanola internog standarda, 0,2 %-tna otopina (m/V) u
etil acetatu (tocka 4.11.).

4.21. Otopina 10 g/l fenolftaleina u etanolu (tocka 4.10.).
4.22. Plinovi nosaci: vodik ili helij, plinsko-kromatografske ¢istoce.

4.23. Pomo¢ni plinovi: vodik, helij, dusik i zrak, plinsko-kromatografske
Cistoce.
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4.24. Smjesa n-heksana (tocka 4.9.) i etil etera (tocka 4.10.) 65:35 (V/V).

4.25. Reagens za sililaciju koji se sastoji od smjese piridina, heksametildisi-
lazana i trimetilklorosilana.

5. POSTUPAK

5.1 Pripremanje neosapunjive tvari.

5.1.1. S pomocu mikrostrcaljke (to¢ka 3.6.) od 500 ul u tikvicu volumena
250 ml ubrizgati onu koli¢inu 0,2 %-tne otopine o-kolestanola internog
standarda (tocka 4.20.) koja sadrzava koli¢inu kolestanola koja je
priblizno jednaka 10 % sadrzaja sterola uzorka. Primjerice, na 5 g
uzorka maslinova ulja treba dodati 500 pl otopine a-kolestanola
(tocka 4.20.) i 1500 pl za ulje komine maslina. Upariti do suha pod
blagom strujom dusika u toploj vodenoj kupelji i, nakon §to se tikvica
ohladi, izvagati 5 + 0,01 g suhog filtriranog uzorka u istu tikvicu.

Napomena 1.: Ulja i masti zivotinjskog ili biljnog podrijetla koja
sadrze znatne koli¢ine kolesterola mogu pokazati pik
s retencijskim vremenom koje je blizu onome kolesta-
nola. U tom slucaju frakcija sterola treba se analizirati
dvostruko - s internim standardom i bez njega.

5.1.2. Dodati 50 ml 2 mol/l otopine kalijevog hidroksida u etanolu (tocka
4.2.) 1 nesto plovucéca, namjestiti povratno hladilo i zagrijavati do tocke
slabog vrenja dok se ne zavrsi saponificiranje (otopina postane bistra).
Nastaviti zagrijavanje jo§ 20 minuta, zatim dodati 50 ml destilirane
vode u vrh hladila, odvojiti hladilo i ohladiti tikvicu na priblizno
30 °C.

5.1.3. Kvantitativno prenijeti sadrzaj tikvice u lijevak za odjeljivanje od 500
ml (tocka 3.2.) s nekoliko obroka destilirane vode (50 ml). Dodati
priblizno 80 ml etil etera (tocka 4.10.), snazno protresti priblizno 60
sekundi, povremeno ispustajuci pritisak okretanjem lijevka za odjelji-
vanje 1 otvaranjem zaustavnog pipca. Odloziti dok se dvije faze
potpuno ne odvoje (Napomena 2.).

Odvojiti sapunastu otopinu §to je moguce potpunije u drugi lijevak za
odjeljivanje. Provesti jo$ dvije ekstrakcije na vodeno-alkoholnoj fazi na
jednak nacin, uz koriStenje izmedu 60 i 70 ml etil etera (tocka 4.10.).

Napomena 2.: Svaka se emulzija moze unistiti dodavanjem malih koli-
¢ina etanola (tocka 4.11.).

5.1.4.  Kombinirati tri ekstrakta etera u jednom lijevku za odjeljivanje koji
sadrzava 50 ml vode. Nastaviti ispirati s vodom (50 ml) sve dok se
u vodi kojom se ispiralo viSe ne pojavljuje ruzicasto obojenje prilikom
dodavanja kapljica otopine fenolftaleina (tocka 4.21.).

Nakon uklanjanja vode kojom se ispiralo profiltrirati kroz bezvodni
natrijev sulfat (to¢ka 4.5.) u prethodno izvaganoj tikvici od 250 ml
peruci lijevak i filtar malim koli¢inama etil etera (tocka 4.10.).

5.1.5. Otapalo ispariti destiliranjem pod vakuumom u rotiraju¢em isparivacu
na 30 °C. Dodati 5 ml acetona i potpuno odstraniti hlapivo otapalo pod
blagom strujom zraka. Ostatak osusiti u pe¢i 15 min na 103 + 2 °C.
Ohladiti u eksikatoru i izvagati uz odstupanje do 0,1 mg.
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5.2. Odjeljivanje frakcija sterola i triterpenskih dialkohola (eritrodiol +
uvaol)
5.2.1. Pripremanje osnovnih ploc¢a za tankoslojnu kromatografiju. Uroniti sili-

kagel ploce (tocka 4.6.) u otopinu 0,2 mol/l kalijevog hidroksida u
etanolu (tocka 4.5.) na 10 sekundi, zatim ih ostaviti da se dva sata
suse u digestoru i na kraju ih staviti u pe¢ na sat vremena na 100 °C.

Izvaditi ploCe iz pe¢i i pohraniti u eksikator s kalcijevim kloridom
(tocka 3.13.) do upotrebe (ploce obradene na ovaj nacin moraju se
upotrijebiti u roku od 15 dana).

Napomena 3.: Kad se za odjeljivanje frakcije sterola koriste osnovne
silikagel ploce, nema potrebe da se neosapunjive tvari
obraduju aluminijem. Na taj naéin svi sastojci koji su
po prirodi kiseli (masne kiseline i drugi) zadrzavaju se
na liniji raspr$ivanja, a vrpca sterola jasno se odvaja od
vrpce alifatskih i triterpenskih alkohola.

5.2.2. U komoru za razvijanje unijeti smjesu heksana i etil etera (tocka 4.24.)
(Napomena 4.) do razine od priblizno 1 cm. Komoru zatvoriti odgova-
raju¢im poklopcem 1 ostaviti tako na najmanje pola sata, na hladnom
mjestu, kako bi se uspostavila ravnoteza tekucine ipare. Trake
filtar-papira namocene u eluens mogu se postaviti na unutarnje povr-
sine komore. Time se skracuje vrijeme razvijanja za otprilike jednu
tre¢inu i dobiva jednoli¢nija, pravilna eluacija komponenata.

Napomena 4.: Smjesa za razvijanje treba se zamijeniti za svako ispi-
tivanje da bi se postigli savrSeni reproducibilni uvjeti
eluacije ili se umjesto toga moze Kkoristiti otapalo
n-heksana i etilnog etera 50:50 (V/V).

5.2.3. Pripremiti priblizno 5 %-tnu otopinu neosapunjivih tvari (tocka 5.1.5.)
u etil acetatu (toc¢ka 4.12.) i s pomocu mikrostrcaljke od 100 pl nanijeti
0,3 ml te otopine u tankoj i ujednacenoj liniji na donji rub (2 cm)
kromatografske ploce (tocka 5.2.1.). Poravnato s nanosom nanijeti
izmedu 2 i 3 pl referentne otopine tvari (tocka 4.13.) tako da se
vrpca sterola i triterpenskih dialkohola moze identificirati nakon
razvijanja.

5.2.4. Postaviti plo¢u unutar komore za razvijanje koja je pripremljena kako
je navedeno u tocki 5.2.2. Sobnu temperaturu treba odrzavati izmedu
15 1 20 °C (Napomena 5.). Komoru odmah zatvoriti poklopcem i osta-
viti da eluira dok prednji dio otapala ne dosegne priblizno 1 cm od
gornjeg ruba ploce. Ploca se zatim vadi iz komore za razvijanje, a
otapalo isparuje pod strujom vruceg zraka ili se ploca ostavlja jo§
neko krace vrijeme u digestoru.

Napomena 5.: Na vi§im temperaturama odjeljivanje se moze pogorsati.

5.2.5. Blago i jednoliko pospricati plocu otopinom 2,7-diklorofluoresceina
(tocka 4.14.) i zatim je ostaviti da se osusi. Kad se plo¢a promatra
pod ultraljubiCastom svjetloséu, vrpce sterola i triterpenskih dialkohola
mogu se identificirati tako Sto su poravnate s mrljama dobivenima od
referentne otopine (tocka 4.13.). Rubovi trake oznace se uz rub fluore-
scencije crnom olovkom (vidi TLC plocu na slici 3).

5.2.6. Silikagel koji se nalazi u oznaenom podrudju sastruze se s pomocu
metalne spatule. Tako dobiveni fino usitnjeni materijal unijeti u lijevak
za filtriranje (tocka 3.7.). Dodati 10 ml vruéeg etil acetata (tocka 4.13.),
pazljivo izmijeSati metalnom spatulom i filtrirati pod vakuumom,
skupljajuéi filtrat u vakuumsku tikvicu (tocka 3.8.) spojenu na lijevak
za filtriranje.
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Ostatak u tikvici isprati tri puta etil eterom (toc¢ka 4.3.) (priblizno 10 ml
svaki put), skupljajuci filtrat u istu tikvicu spojenu na lijevak, ispariti
filtrat do volumena od 4 do 5 ml, preostalu otopinu prenijeti u pret-
hodno izvaganu epruvetu volumena 10 ml (tocka 3.9.), upariti do suha
laganim zagrijavanjem pod blagom strujom dusika, ponovno nadopuniti
s nekoliko kapi acetona (toc¢ka 4.8.) i ponovno upariti do suha.

Ostatak unutar epruvete mora se sastojati od frakcija sterola i triterpen-
skih dialkohola.

5.3. Pripremanje trimetilsilil etera.

5.3.1. Dodati reagens za silaniziranje (tocka 4.25.) (Napomena 6.), u omjeru
od po 50 pl na svaki miligram sterola i triterpenskih alkohola, u epru-
vetu koja sadrzava frakciju sterola i triterpena tako da se izbjegne bilo
kakva apsorpcija vlage (Napomena 7.)

Napomena 6.: Otopine spremne za uporabu dostupne su na trZiStu.
Dostupni su i drugi reagensi za silaniziranje kao $to
su npr. bistrimetilsililtrifluoracetamid + 1 % trimetilklo-
rosilan za mijeSanje s jednakim volumenom bezvodnog
piridina.

Piridin se moZe zamijeniti jednakom koli¢inom acetonitrila.

5.3.2. Epruvetu treba zacepiti i pazljivo protresti (bez preokretanja) sve dok se
sastojci u potpunosti ne rastope. Ostaviti da odstoji najmanje 15 minuta
na sobnoj temperaturi te zatim centrifugirati nekoliko minuta. Bistra
otopina spremna je za analizu plinskim kromatografom.

Napomena 7.: Normalno je da dode do blage opalescencije koja nece
uzrokovati anomalije. Stvaranje bijelog floka ili pojava
ruzicastog obojenja znakovi su prisutnosti vlage ili
propadanja reagensa. U tom slucaju treba ponoviti ispi-
tivanje (samo ako se koristi heksametildisilazan ili

trimetilklorosilan).
5.4. Analiza plinskim kromatografom
54.1. Pripremne djelatnosti i kondicioniranje kapilarne kolone.

5.4.1.1. Namjestiti kolonu (tocka 3.11.) u plinski kromatograf tako da se
pocetak kolone spoji na razdjelni injektor, a izlazni kraj kolone na
detektor.

Provesti opcu provjeru stanja jedinice plinskog kromatografa (curenje
iz plinskih tokova, ucinkovitost detektora, ucinkovitost sustava za
razdvajanje i sustava za biljeZenje, itd.).

5.4.1.2. Ako se kolona koristi prvi put, preporucljivo je podvrgnuti je postupku
kondicioniranja: kroz kolonu se pusti malo plina, a zatim se jedinica
plinskog kromatografa ukljuéi i postupno zagrijava dok se ne postigne
temperatura koja je najmanje 20 °C iznad radne temperature (Napo-
mena 8.). Ta se temperatura treba odrzavati najmanje dva sata, zatim
se cijela jedinica stavlja u radne uvjete (prilagodavanje protoka plina i
razdvajanja, paljenja plamena, provjera spoja s raunalnim sustavom,
prilagodavanje komore za kolonu, temperature detektora i injektora,
itd.), a zatim se biljezi signal uz osjetljivost koja je najmanje dvostruko
visa od razine predvidene za analizu. Bazna linija za pracenje treba biti
linearna, bez pikova ikakve vrste i ne smije pokazivati nikakve znakove
otklona.
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Negativan pravocrtni otklon ukazuje na to da je doslo do curenja iz
spojeva kolone, a pozitivan otklon ukazuje na to da kolona nije kondi-
cionirana na odgovarajuéi nacin.

Napomena 8.: Temperatura kondicioniranja mora uvijek biti najmanje
20 °C niza od maksimalne temperature utvrdene za
primijenjenu stacionarnu fazu.

54.2. Odabir radnih uvjeta.

5.4.2.1. Opé¢i radni uvjeti su kako slijedi:
— Temperatura kolone: 260 + 5 °C;
— Temperatura injektora: 280 - 300 °C;
— Temperatura detektora: 280 - 300 °C;

— Linearna brzina plina nosaca: helij izmedu 20 i 35 cm/s, vodik
izmedu 30 i 50 cm/s;

— Omjer razdvajanja: izmedu 1:50 i 1:100,

— Osjetljivost instrumenta: izmedu 4 i 16 puta visa od minimalne
atenuacije;

— Osjetljivost biljezenja: - Izmedu 1 i 2 mV pune skale;
— Koli¢ina injektirane tvari: izmedu 0,5 i 1 pl otopine TMSE.

Gore navedeni uvjeti mogu se modificirati u skladu sa svojstvima
kolone i svojstvimaplinskog kromatografa ne bi li se dobili kromato-
grami koji udovoljavaju sljede¢im zahtjevima:

— Retencijsko vrijeme pika B-sitosterola treba biti 20 £ 5 minuta;

— Pik kampesterola treba biti: za maslinovo ulje (prosjecni udjel 3 %)
20 £ 5 % vrijednosti pune skale; za sojino ulje (prosje¢ni udjel
20 %) 80 + 10 % vrijednosti pune skale;

— Svi prisutni steroli moraju biti odijeljeni. Osim odjeljivanja, pikovi
tmoraju biti i potpuno razdvojeni, tj. trag pika mora se vratiti na
baznu liniju prije no §to krene stvarati novi pik. Medutim, nepot-
puno razdvajanje tolerira se u slucaju da se pik pri RRT 1,02 moze
kvantificirati koriStenjem okomice.

5.4.3. Analiticki postupak

5.4.3.1. Koristenjem mikrostrcaljke volumena 10 pl unijeti 1 pl heksana, 0,5 ul
zraka, i zatim izmedu 0,5 i 1 pl otopine uzorka. Pritom podignuti klip
mikroStrcaljke da bi se igla ispraznila. Igla se uvodi kroz membranu
injektora; nakon jedne do dvije sekunde otopina se brzo injektira, a
nakon priblizno pet sekundi igla se polako izvlaci.

Moze se upotrijebiti i automatski injektor.

5.4.3.2. Biljezenje treba provoditi sve dok se TMSE prisutnih triterpenskih
dialkohola u potpunosti ne eluiraju. Bazna linija treba u svakom
trenutku odgovarati zahtjevima (tocka 5.4.1.2.).

5.4.4. Identificiranje pikova

Identificiranje pojedinaénih pikova provodi se na temelju retencijskog
vremena i usporedivanjem s mje$avinom sterolnih i triterpenskih dial-
kohola TMSE koja se analizirala u jednakim uvjetima (vidi Dodatak).
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Steroli i triterpenski dialkoholi se eluiraju sljede¢im redoslijedom: kole-
sterol, brasikasterol, ergosterol, 24-metilen kolesterol, kampesterol,
kampestanol, stigmasterol, A 7-kampesterol, A 5,23-stigmastadienol,
klerosterol, B-sistosterol, sitostanol, A 5-avenasterol, A 5,24-stigmasta-
dienol, A 7-stigmasterol, A 7-avenasterol, eritrodiol i uvaol.
Retencijska vremena B-sitosterola za kolone SE-52 i SE-54 prikazana
su u Tablici 1.
Slike 1. i 2. prikazuju tipi¢ne kromatograme za neka ulja.
5.4.5.  Kvantitativna procjena.
5.4.5.1. Povrsine pikova a-kolestanola i sterola i triterpenskih dialkohola izracu-
navaju se koriStenjem raCunalnog sustava. Pikove bilo kojega od
spojeva koji nisu ukljuceni medu one navedene u Tablici 1. (ergosterol
se ne smije izraCunavati) ne treba uzimati u obzir. Koeficijent odziva za
a-kolestanol treba biti jednak 1.
5.4.5.2. Treba izraCunati koncentraciju svakog pojedinac¢nog sterola u mg/kg
masnog materijala kako slijedi:
Ay x mg x 1 000
sterol X = ——————
Ag Xxm
pri ¢emu je:
Ax = povrsina pika sterola x, u izraGunima racunalnog sustava;
As = povrsina pika a-kolestanola; u izraCunima racunalnog sustava;
ms = masa dodanog o-kolestanola, u miligramima;
m = masa uzorka koriStenog za odredivanje, u gramima.
6. IZRAZAVANIJE REZULTATA
6.1. Koncentracije pojedinacnih sterola iskazuju se kao mg/kg masnog
materijala, a njihov zbroj kao ,,ukupni steroli”.
Sastav svakog pojedinacnog sterola i eritrodiola i uvaola iskazuje se
jednim decimalnim mjestom.
Ukupni sastav sterola mora se iskazati bez ijednog decimalnog mjesta.
Vv M28
6.2. Izracunati postotak svakog pojedinacnog sterola iz omjera povrSine
relevantnog pika prema ukupnoj povrsini pikova za sterole:
A
sterol, = ZXA x 100
pri ¢emu je:
A, = povrsina pika za x;
YA = ukupna povrSina pikova za sterole.
VY M26

6.3. Beta-sitosterol:  5-23-stigmastadienol + klerosterol + -sitosterol + sito-
stanol + 5-avenasterol + 5-24-stigmastadienol.
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6.4. Izracunavanje postotka eritrodiola i uvaola:
Er+ U
Eritrodiol + uvaol = _mrrtv x 100
Er+ Uv 4 XA

pri ¢emu je
YA = zbroj povrsine sterola u izraCunima racunalnog sustava;
Er = povrsina eritrodiola u izra¢unima racunalnog sustava;

Uv = povrSina uvaola u izraunima raunalnog sustava;
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DODATAK

Odredivanje linearne brzine plina

U plinski kromatograf postavljen na normalne radne uvjete injektira se izmedu 1
i 3 pl metana (ili propana) i zatim se mjeri vrijeme koje je plinu potrebno da
protece kroz kolonu od trenutka injektiranja do trenutka pojavljivanja pika (tM).

Linearna brzina u cm/s zadana je s L/tM, pri ¢emu je L duljina kolone u cm, a
tM izmjereno vrijeme u sekundama.

Tablica 1.

Relativna retencijska vremena za sterole

Relativno retencijsko vrijeme

Pik Identifikacija
SE 54 kolona | SE 54 kolona

1 Kolesterol A-5-kolesten-3/3-ol 0,67 0,63
2 Kolestanol Sa-kolestan-3/3-ol 0,68 0,64
3 Brasikasterol [24S]-24-metil-A-5,22-kolestadien-33-ol 0,73 0,71
* Ergosterol [24S] 24 meti A5-7-22 kolestatrien 3f-ol 0,78 0,76
4 24-metilen-kolesterol 24-metilen-A-5,24-kolestadien-38-01 0,82 0,80
5 Kampesterol (24R)-24-metil-A-5-kolesten-3-o0l 0,83 0,81
6 Kampestanol (24R)-24-metil-kolestan-38-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol (24S)-24-etil-A-5,22-kolestadien-36-ol 0,88 0,87
8 A-T7-kampesterol (24R)-24-metil-A-7-kolesten-3-o0l 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol (24R,S)-24-etil-A-5,23-kolestadien-38-ol 0,95 0,95
10 Klerosterol (24S)-24-etil-A-5,25-kolestadien-35-ol 0,96 0,96
11 J3-sitosterol (24R)-24-etil-A-7-kolesten-353-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-etil-kolestan-3-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol (24Z)-24-etiliden-A-kolesten-38-ol 1,03 1,03
14 A-5-24-stigmastadienol (24R,S)-24-etil-A-5,24-kolestadien-38-ol 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol (24R,S)-24-etil-A-7-kolesten-38-ol 1,12 1,12
16 A-T-avenasterol (24Z)-24-etiliden-A-7-kolesten-38-ol 1,16 1,16
17 Eritrodiol Sa olean-12en-3b28 diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-ursen-3$28 diol 1,52 1,52
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Slika 1.

Plinski kromatogram frakcije sterola i triterpenskih alkohola maslinova ulja lampante (dodan

(mVolt)
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Slika 2.

Plinski kromatogram frakcije sterola i triterpenskih alkohola rafiniranog maslinova ulja
(dodan unutarnji standard)
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Slika 3.

TLC plo¢a ulja komine maslina sa podrudjem koja se sastruZe za odredivanje sterola i
triterpenskih alkohola

1 — Skvalen
2 — Triterpen i alifatski alkoholi
3 — Steroli i alifatski dialkoholi

4 — Pocetak i slobodne masne kiseline
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PRILOG VII.
ODREDIVANJE POSTOTKA 2-GLICERIL MONOPALMITATA

1. SVRHA I PODRUCJE PRIMJENE
Ova metoda opisuje postupak za odredivanje postotka palmitinske kise-
line u polozaju 2. na trigliceridima odredivanjem 2-gliceril
monopalmitata.
Ova metoda se moze primijeniti na biljna ulja koja su tekuca na sobnoj
temperaturi (20 °C).

2. PRINCIP
Nakon pripreme, uzorak ulja se podvrgava djelovanju pankreasne lipaze:
parcijalna i specificna hidroliza u polozajima 1. i 3. na molekuli trigli-
cerida uzrokuje pojavu monoglicerida u polozaju 2. Postotak 2-gliceril
monopalmitata u frakciji monoglicerida se odreduje nakon sizlaniziranja
kapilarnom plinskom kromatografijom.

3. OPREMA 1 MATERIJALI

3.1. Erlenmeyerova tikvica volumena 25 ml

3.2. Laboratorijske ¢ase volumena 100, 250 i 300 ml,

3.3. Staklena kromatografska kolona unutarnjeg promjera 21-33 mm, duzina
400 mm, s plocom od sinter-stakla i pipcem

34. Menzure volumena 10, 50, 100 i 200 ml
3.5. Tikvice volumena 100 i 250 ml
3.6. Rotirajuci isparivac

3.7. Epruvete za centrifugiranje s konusnim dnom volumena 10 ml s ¢epom
od brusenog stakla

3.8. Centrifuga za epruvete volumena 10 i 100 ml

3.9. Termostat koji omogucava stabilnu temperaturu od 40 + 0,5 °C
3.10.  Graduirane pipete volumena 1 i 2 ml

3.11.  Strcaljka volumena 1 ml

3.12.  Mikrostrcaljka volumena 100 pm

3.13.  Lijevak volumena 1 000 ml

3.14.  Kapilarni plinski kromatograf opremljen hladnim injektorom za nepo-
sredno ubrizgavanje uzorka u kolonu i pe¢i koja moZze odrzavati
odabranu temperaturu u granicama od oko 1 °C

3.15. Hladni injektor na koloni za neposredno ubrizgavanje uzorka u kolonu
3.16.  Plameno-ionizacijski detektor i elektrometar

3.17.  Snimac-integrator prilagoden elektrometru s vremenom reakcije koje nije
dulje od jedne sekunde i s varijabilnom brzinom papira

3.18.  Staklena ili kvarcna kapilarna kolona duljine 8-12 metara, unutarnjeg
promjera 0,25-0,32 mm, prekrivena metilpolisiloksanom ili fenil metil-
polisiloksanom 5 %, debljine 0,10-0,30 pum, koja se moze koristiti na
370 °C
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4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

5.1
5.1.1.

Mikrostrcaljka volumena 10 pl s tvrdom iglom (od kaljenog stakla),
duZine najmanje 7,5 cm za neposredno ubrizgavanje na koloni.

REAGENSI

Silikagel veli¢ine zrna izmedu 0,063 i 0,200 mm, (70/280 mesh),
pripremljen kako slijedi: staviti silikagel u porculansku posudu, osusiti
u inkubatoru pri 160 °C cetiri sata, potom ga ostaviti da se ohladi u
eksikatoru pri sobnoj temperaturi. Dodati 5 % vode na masu silikagela
kako slijedi: izvagati 152 g silikagela u Erlenmeyerovu tikvicu, potom
dodati 8 g destilirane vode, zalepiti i lagano protresti da se voda
jednakomjerno rasporedi. Ostaviti da odstoji najmanje 12 sati prije
uporabe.

n-heksan (za kromatografiju)

Izopropanol

Izopropanol, 1/1 (v/v) vodena otopina

Pankreasna lipaza. Mora imati aktivnost izmedu 2,0 i 10 jedinica lipaze
po mg. (Pankreasne lipaze s aktivnoscu izmedu 2 i 10 jedinica po mg
enzima su dostupne na trzistu.)

Pufer otopina tris-hidroksimetilaminometana: 1 M otopine prilagodene na
pH 8, (potenciomentrijska kontrola), koncentracijom HCI (1/1 v/v)

Natrijev holat, enzimatske kvalitete, vodena otopina 0,1 % (ova otopina
se mora iskoristiti u roku od dva tjedna od njezine pripreme)

Kalcijev klorid, 22 % -tna vodena otopina

Dietilni eter za kromatografiju

Otopina za razvijanje: mjeSavina n-heksana/dietilnog etera (87:13 v:v)

Natrijev hidroksid, otopina 12 % po tezini

Fenolftalein, 1 %-tna otopina u etanolu

Plin nosa¢: vodik ili helij, za plinsku kromatografiju

Pomo¢ni plinovi: vodik, ¢istoce najmanje 99 %, bez vlage i organskih
tvari i zraka, za plinsku kromatografiju, iste Cistoce

Reagens za silaniziranje: mjesavina piridina/heksametildisilazana, trime-
tilklorosilana 9/3/1 (v/v/v). (Otopine spremne za uporabu su dostupne na
trzistu. Mogu se koristiti drugi reagensi za silaniziranje, posebno bistri-
metilsilil trifloracetamid + 1 % trimetilklorosilan, razrijeden jednakim
volumenom bezvodnog piridina.)

Referentni uzorci: Cisti monogliceridi ili mjeSavine monoglicerida s
poznatim postotnom udjelom sli¢nim uzorku.

METODA
Priprema uzorka

Ulja sa slobodnom kiselo§¢u manjom od 3 % ne treba neutralizirati prije
kromatografije na koloni silikagela. Ulja sa slobodnom kiselo$¢u vec¢om
od 3 % se moraju neutralizirati kao u tocki 5.1.1.1.
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5.1.1.1. Uliti 50 g ulja i 200 ml n-heksana u lijevak volumena 1 000 ml (3.13.).
Dodati 100 ml izopropanola i koli¢inu otopine 12 % natrijevog nitro-
ksida (4.11.) istovrijednu slobodnoj kiselosti ulja uvecanu za 5 %.
Snazno tresti jednu minutu. Dodati 100 ml destilirane vode, ponovo
protresti i ostaviti da odstoji.

Nakon dekantiranja ukloniti donji sloj koji sadrzi sapune. Skinuti medu-
slojeve (sluz i netopive tvari). Isprati heksansku otopinu neutraliziranog
ulja uzastopnim dodavanjem otopine 1/1 (v/v) izopropanol/voda (4.4.) u
obrocima od 50-60 ml dok ne nestane ruZziCasta boja fenolftaleina.

Ukloniti najveci dio heksana vakuumskom destilacijom, (pomocu rotacij-
skog isparivaca, na primjer), i prenijeti ulje u tikvicu volumena 100 ml
(3.5.). Osusiti ulje u vakuumu dok se otapalo potpuno ne ukloni.

Nakon okonc¢anja postupka, kiselost ulja treba biti manja od 0,5 %.

5.1.2.  Staviti 1,0 g ulja pripravljenog kao §to je gore navedeno u Erlenmeye-
rovu tikvicu volumena 25 ml (3.1.) i otopiti u 10 ml mjeSavine za
razvijanje (4.10.). Ostaviti otopinu da odstoji najmanje 15 minuta prije
kolonske kromatografije sa silikagelom.

Ako je otopina mutna, centrifugirati istu kako bi se osigurali optimalni
uvjeti za kromatografiju. (Mogu se koristiti kapsule gotovog silikagela
SPE od 500 mg pripremljene za uporabu.)

5.1.3.  Priprema kromatografske kolone

Uliti oko 30 ml otopine za razvijanje (4.10.) u kolonu (3.3.), staviti
komad vate u donji dio kolone pomocu staklenog Stapica; utisnuti da
se ukloni zrak.

U laboratorijskoj ¢asi pripremiti otopinu od 25 g silikagela (4.1.) u
priblizno 80 ml otopine za razvijanje i prenijeti istu u kolonu pomocu
lijevka.

Provjeriti nalazi li se sav silikagel u koloni; isprati otopinom za
razvijanje (4.10.), otvoriti pipac i pustiti da tekuéina dostigne razinu
od oko 2 mm iznad razine silikagela.

5.1.4.  Kolonska kromatografija

Toc¢no odvagati 1,0 g uzorka pripremljenog kao u tocki 5.1 u Erelnmeye-
rovu tikvicu volumena 25 ml (3.1.).

Rastopiti uzorak u 10 ml otopine za razvijanje (4.10.). Unijeti otopinu u
kromatografsku kolonu pripremljenu kao u tocki 5.1.3. Izbje¢i remecenje
povrsine kolone.

Otvoriti pipac i uliti otopinu uzorka dok ne dostigne razinu silikagela.
Razviti sa 150 ml otopine za razvijanje. Prilagoditi brzinu protoka na 2
ml/min (tako da 150 ml ude u kolonu za oko 60-70 minuta).

Sakupiti eluat u prethodno izvaganu tikvicu volumena 250 ml. Upariti
otopinu pod vakuumom i skinuti konaéne tragove otapala pod strujom
dusika.

Izvagati tikvicu i izracunati dobiven ekstrakt
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(Ako se koriste kapsule gotovog silikagela SPE spremnog za uporabu,
primijeniti sljede¢u metodu: staviti 1 ml otopine (5.1.2.) u pripremljene
kapsule s 3 ml n-heksana.

Nakon filtriranja otopine, razviti s 4 ml n-heksana/dietilnog etera 9/1 (v/v).

Sakupiti eluat u epruvetu volumena 10 ml i osusiti pod strujom dusika.

Izloziti suhi ostatak pankreasnoj lipazi (5.2.). (Bitno je provjeriti sastav
masne kiseline prije i nakon prelaska kapsule SPE.)

5.2. Hidroliza pankreasnom lipazom

5.2.1.  Odvagati u epruvetu za centrifugiranje 0,1 g ulja pripremljenog kao u
tocki 5.1. Dodati 2 ml pufer otopine, (4.6.), 0,5 ml otopine natrijevog
holata, (4.7.), i 0,2 ml otopine kalcijevog klorida, dobro promijesati
nakon svakog dodavanja. Zatvoriti epruvetu cepom od brusenog stakla
i staviti u termostat na 40 + 0,5 °C.

5.2.2. Dodati 20 mg lipaze, pazljivo protresti, (izbje¢i mocenje Cepa), i staviti
epruvetu u termostat na tocno dvije minute. Potom ga skinuti, snazno
tresti tocno 1 minutu i ostaviti da se hladi.

5.2.3. Dodati 1 ml dietilnog etera, zacepiti i snazno protresti, potom centrifu-
girati i prenijeti otopinu etera u Cistu, suhu epruvetu pomocu mikrostr-
caljke.

5.3. Priprema silaniziranih derivata i plinska kromatografija

5.3.1.  Mikrostrcaljkom prenijeti 100 pm otopine, (5.2.3.), u epruvetu s konu-
snim dnom volumena 10 ml.

5.3.2.  Ukloniti otapalo pod blagom strujom dusika, dodati 200 pm reagensa za
silaniziranje (4.15.), zacepiti epruvetu i ostaviti da stoji 20 minuta.

5.3.3. Nakon 20 minuta, dodati 1 do 5 ml n-heksana (ovisno o kromatograf-
skim uvjetima): dobivena otopina je spremna za plinsku kromatografiju.

5.4. Plinska kromatografija

Radni uvjeti:

— temperatura injektora, (injektor neposredno na koloni), niza od
vrelista otapala (68 °C),

— temperatura detektora: 350 °C,

— temperatura kolone; programiranje temperature peci: 60 °C u trajanju
od 1 minute, poveéavanje za 15 °C u minuti do 180 °C, potom po
5 °C u minuti do 340 °C, potom 340 °C u trajanju od 13 minuta,

— plin nosaé: vodik ili helij, postavljen na linearnu brzinu dostatnu da
se dobije rezolucija naznaena na slici 1. Retencijsko vrijeme trigli-
cerida Cs4 mora biti 40 £ 5 minuta (vidjeti sliku 2.). (Gore naznaceni
radni uvjeti su indikativni. Operateri ¢e ih morati optimizirati kako bi
dobili zeljenu rezoluciju. Pik koji odgovara 2-gliceril monopalmitatu
mora imati minimalnu visinu jednaku 10 % skale snimaca.),
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— koli¢ina injektirane tvari: 0,5-1 pm otopine n-heksana (5 ml) (5.3.3.).
5.4.1. Identificiranje pikova

Pojedini monogliceridi mogu se identificirati na temelju svojih retencij-
skih vremena i usporedbom s onim dobivenim za standardne monogli-
ceridne smjese pod istim uvjetima.

5.4.2. Kvantitativna procjena
Povrsina svakog pika izraCunava se pomocu elektroni¢kog integratora.
6. ISKAZIVANIJE REZULTATA

Postotak gliceril monopalmitata se izraCunava iz omjera povrsine rele-
vantnog pika prema ukupnoj povrSini pikova monoglicerida, (vidjeti
sliku 2.), koristenjem formule:

X

100
A S

gliceril monopalmitat (%):
gdje je:
A, = povrsina pika koja odgovara gliceril monopalmitatu
YA = ukupna povrsina pikova za monogliceride
Rezultat mora biti izrazen na jednu decimalu.

7. IZVIESCE O ISPITIVANJU
IzvjeS¢e o ispitivanju mora navoditi:
— upucivanje na ovu metodu,
— sve informacije potrebne za punu identifikaciju uzorka,
— rezultat analize,

— svako odstupanje od metode, bilo da je posljedica odluke predmetnih
stranaka ili drugog razloga,

— podaci za identifikaciju laboratorija, datum analize i potpis onih koji
su odgovorni za analizu.
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Slika 1.

Kromatogram proizvoda reakcije silaniziranja dobivenih djelovanjem lipaze na rafinirano
maslinovo ulje s dodatkom 20 % esterificiranog ulja (100 %)

100 10.384 12.266 21.649 23.310

- Huile d’olive raffinée

+ 20% huile estérifiée 17.89 ”
1-2 monopalmitine

Acides gras libres
Squalene

1-2 mono C18 insat.

10.218

12.525 1-2 monopalmitoléine 17 525 22.203
7

8.889

9.581 11.103 22.618
U M

° : -

200 300 400 500 600 700 800 500 1000 1100 | 1200 1300 1400

Scan

Legenda: ,acides gras libres” = slobodne masne kiseline; ,,Huile d’olive raffinée + 20 % huile
estérifiée” = rafinirano maslinovo ulje + 20 % esterificirano ulje; ,,1-2 monopalmitoléine” = 1-2
monopalmitolein; ,,1-2 mono C;g insat.” = nezasi¢eni 1-2 mono Cig
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Slika 2.

Kromatogram:

(A) neesterificirano maslinovo ulje, nakon djelovanja lipaze; nakon silaniziranja; pod ovim
uvjetima, (kapilarna kolona 8-12 m), frakcija voska se eluira istodobno kao i frakcija
diglicerida ili malo nakon nje.

Nakon lipaze, sadrZaj triglicerida ne smije prije¢i 15 %
A
*%k
*
‘ L b | T | *rLQ
‘-—41 ‘-——"'2 3 4

1 1 1 1 1 I 1 1 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Legenda:

1. = Slobodne masne kiseline

2. = Monogliceridi

3. = Digliceridi

4. = Trigliceridi

* = 2-monopalmitin

** = Triglicerid Csy
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Kromatogram:
(B) neesterificirano ulje nakon djelovanja lipaze; nakon silaniziranja; pod ovim uvjetima,
(kapilarna kolona 8-12 m), frakcija voska se eluira istodobno kad i frakcija diglicerida
ili malo nakon nje.
Nakon lipaze, sadrZaj triglicerida ne smije prelaziti 15 %.
B
*
*%
1 I | | Ao, . =
Bk = 4
1 2
1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45
Legenda:
1. = Slobodne masne kiseline
2. = Monogliceridi
3. = Digliceridi
4. = Trigliceridi

*

ok

2-monopalmitin

Triglicerid Csy
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8. BILJESKE
Biljeska 1. PRIPREMANJE LIPAZE

Lipaze sa zadovoljavaju¢om aktivno$¢u su dostupne na trziStu. One se
takoder mogu pripraviti u laboratoriju na sljede¢i nacin:

Ohladite 5 kg svjeze svinjske gusterace na 0 °C. Odstranite okolnu krutu
mast i vezivno tkivo i sameljite u gustu tekué¢inu u mikseru. Mijesajte
pastu s 2,5 litara bezvodnog acetona 4-6 sati, potom centrifugirati. Ekstra-
hirajte ostatak jo§ tri puta s jednakim volumenom bezvodnog acetona, a
zatim dva puta s mjeSavinom acetona/dietilnog etera (1/1 v/v) i dva puta s
dietilnim eterom.

Osusiti ostatak u vakuumu 48 sati da biste dobili stabilan prah koji se
moze dugotrajno spremiti u hladnjaku, zasticen od vlage.

Biljeska 2. PRACENJE AKTIVNOSTI LIPAZE

Pripraviti emulziju maslinovog ulja kako slijedi:

U mikseru mijeSajte 10 minuta mjeSavinu 165 ml otopine gumi arabike
100 g/l, 15 g zdrobljenog leda i 20 ml prethodno neutraliziranog masli-
novog ulja.

Ulijte 10 ml emulzije u laboratorijsku ¢asu volumena 50 ml, zatim dodajte
0,3 ml otopine natrijevog holata 0,2 g/ml i potom 20 ml destilirane vode.

Stavite laboratorijsku ¢asu u termostat namjesten na 37 °C; umetnite elek-
trode pH-metra i spiralnu mijesalicu.

Biretom dodajte otopinu 0,1 N natrijevog hidroksida, kap po kap, dok se
ne dobije pH od 8,3.

Dodajte alikvot vodene suspenzije praha lipaze (0,1 g/ml lipaze). Cim
pH-metar pokaze 8,3, ukljucite zapornu uru i ukapajte otopinu natrijevog
hidroksida brzinom kojom se odrzava pH na 8,3. Ocitajte svake minute
volumen potrosene otopine.

Zabiljezite podatke na x/y grafu s vremenom na osi x i milimetrima
potrosene alkalne otopine 0,1 N da se zadrzi konstantan pH na y osi.
Trebali biste dobiti linearni graf.

Aktivnost lipaze, izrazena u jedinicama lipaze po mg, dana je u sljedecoj

formuli:

_ V.x N x 100
n m

A

pri ¢emu je:
A aktivnost lipaze u jedinicama/mg

V  broj mililitara otopine 0,1 N natrijevog hidroksida u minuti (izra¢un iz
grafa)

N titar otopine natrijevog hidoksida
m masa u mg ispitne lipaze.

Jedinica lipaze definirana je kao koli¢ina enzima koja oslobada 10 mikroe-
kvivalenata kiseline u minuti.

VY M20
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PRILOG IX.

SPEKTROFOTOMETRIJSKO ISPITIVANJE U ULTRALJUBICASTOM
PODRUCJU

UvoD

Spektrofotometrijskim ispitivanjem u ultraljubiCastom podru¢ju mogu se dati
informacije o kvaliteti masti, njezinoj oCuvanosti i promjenama koje su uzroko-
vane tehnoloskim procesima. Do apsorpcija na valnim duljinama utvrdenima u
ovoj metodi dolazi zbog prisutnosti konjugiranih dienskih i trienskih sustava koji
nastaju kao posljedica oksidacijskih procesa i/ili postupaka rafiniranja. Te se
apsorpcije iskazuju kao specificne ekstinkcije E}% (ekstinkcija 1 %-tnog
masenog udjela otopine masti u odredenom otapalu, u kiveti od 10 mm) Sto se
uobicajeno oznacava s K (naziva se i ,,koeficijentom ekstinkcije”).

1. OPSEG

U ovom se Prilogu opisuje postupak provodenja spektrofotometrijske
analize maslinovog ulja u ultraljubi¢astom podrudju.

2. PRINCIP METODE

Uzorak se otapa u propisanom otapalu, a sposobnost apsorpcije otopine
mjeri se na utvrdenim valnim duljinama u odnosu na &isto otapalo.

Specifi¢ne ekstinkcije na 232 nm i 268 nm u izo-oktanu ili na 232 nm i
270 nm u cikloheksanu izracunavaju se za koncentraciju 1 %-tnog
masenog udjela u kiveti od 10 mm.

3. OPREMA

3.1.  Spektrofotometar pogodan za mjerenja na valnim duljinama ultraljubicaste
svjetlosti (220 nm do 360 nm), s moguénoscu ocitavanja pojedinacnih
nanometrijskih jedinica. Preporucuju se redovite provjere radi postizanja
tocnosti i obnovljivosti sposobnosti apsorpcije i ljestvica valnih duljina te
za rasipnu svjetlost.

3.1.1. Ljestvica valnih duljina: Ona se moZe provjeriti upotrebom referentnog
materijala koji se sastoji od filtra od optickog stakla koje sadrzava
holmijev oksid ili otopinu holmijevog oksida (zapecacen ili nezapecacen)
s jasnim apsorpcijskim frekvencijama. Referentni materijali namijenjeni su
provjeri i bazdarenju ljestvica valnih duljina vidljivih i ultraljubiCastih
spektrofotometara s nominalnim spektralnim frekvencijskim Sirinama od
5 nm ili manje. Mjerenja se provode u odnosu na zrak kao slijepu probu u
intervalu valnih duljina od 640 do 240 nm, u skladu s uputama priloZzenim
referentnim materijalima. Provodi se ispravljanje bazne linije s praznim
putem snopa pri svakoj promjeni Sirine procjepa. Standardne valne duljine
navedene su u certifikatu referentnog materijala.

3.1.2. Ljestvica apsorpcije: Ona se moze provjeriti upotrebom komercijalno
dostupnog zapecacenog referentnog materijala koji se sastoji od kisele
otopine kalijeva dikromata u odredenim koncentracijama i potvrdenim
vrijednostima apsorpcije pri njihovim Amax (Cetiri otopine kalijeva dikro-
mata u perklornoj kiselini zapecacenog u cetiri UV kvarcne kivete za
mjerenje referentne vrijednosti linearnosti i fotometrijske toCnosti u
UV-podrucju). Otopine kalijevog dikromata mjere se u odnosu na
slijepu probu kiseline koja se primjenjuje nakon ispravljanja bazne linije
u skladu s uputama prilozenim referentnom materijalu. Vrijednosti apsorp-
cije navedene su u certifikatu referentnog materijala.

U cilju provjeravanja odziva fotoéelije i fotomultiplikatora druga je
mogucénost postupiti na sljedeci na¢in: odvagnuti 0,2000 g Cistog kalijevog
kromata za spektrofotometriju i otopiti ga u 0,05 mol/l otopini kalijevog
hidroksida u graduiranoj tikvici volumena 1000 ml i nadopuniti do
oznake. Uzeti tocno 25 ml dobivene otopine, staviti ju u graduiranu
tikvicu volumena 500 ml i razrijediti do oznake upotrebljavajuci istu
otopinu kalijevog hidroksida.
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Izmjeriti ekstinkciju tako dobivene otopine na 275 nm, upotrebljavajuci
otopinu kalijevog hidroksida kao referentnu. Ekstinkcija izmjerena
upotrebom kivete od 1 cm treba biti 0,200 + 0,005.

3.2.  Pravokutne kvarcne kivete, s poklopcima, pogodne za mjerenja na valnim
duljinama ultraljubiaste svjetlosti (220 do 360 nm) s duljinom opticke
putanje od 10 mm. Kivete napunjene vodom ili drugim prikladnim
otapalom ne bi trebale pokazivati medusobne razlike u ekstinkciji vece
od 0,01 ekstinkcijskih jedinica.

3.3, Odmjerne tikvice od 25 ml s jednom oznakom, klase A.

3.4. Analiticka vaga s moguéno$cu o€itanja uz odstupanje do 0,0001 g

4. REAGENSI

Tijekom analize, osim ako nije druk¢ije navedeno, upotrebljavati isklju-
¢ivo reagense priznate analitiCke Cistoce te destiliranu ili demineraliziranu
vodu ili vodu jednakovrijedne cistoce.

Otapalo: 1zo-oktan (2,2,4-trimetilpentan) za mjerenja na 232 nm i 268 nm
i cikloheksan za mjerenja na 232 nm i 270 nm, sa sposobnosc¢u apsorpcije
manjom od 0,12 na 232 nm i manjom od 0,05 na 270 nm u odnosu na
destiliranu vodu, izmjereno u kiveti od 10 mm.

5. POSTUPAK

5.1.  Uzorak mora biti savrSeno homogen i bez lebde¢ih necisto¢a. U protiv-
nom, mora ga se profiltrirati kroz papir na temperaturi od priblizno 30 °C.

5.2.  Od tako pripremljenog uzorka precizno odvagnuti priblizno 0,25 g (uz
odstupanje do 1 mg) tako pripremljenog uzorka u graduiranoj tikvici od
25 ml, nadopuniti propisanim otapalom do oznake i homogenizirati. Dobi-
vena otopina mora biti savrSeno bistra. Ako je doslo do opalescencije ili
zamucenosti, brzo profiltrirati kroz papir.

NAPOMENA: U pravilu je masa od 0,25 — 0,30 g dostatna za mjerenja
sposobnosti apsorpcije djevicanskog ili ekstra djevicanskog maslinovog
ulja na 268 nm i 270 nm. Za mjerenja na 232 nm uobicajeno je potrebno
0,05 g uzorka te se tako u pravilu pripremaju dvije razli¢ite otopine. Za
mjerenja sposobnosti apsorpcije ulja komine maslina, rafiniranih masli-
novih ulja i krivotvorenih maslinovih ulja, a zbog njihove vece sposob-
nosti apsorpcije, u pravilu je potrebna manja koli¢ina uzorka, npr. 0,1 g.

5.3. Prema potrebi ispraviti baznu liniju (220 — 290 nm) otapalom u obje
kvarcne kivete (uzorak i referenca), potom napuniti kvarcnu kivetu
uzorka dobivenom ispitnom otopinom i izmjeriti ekstinkcije na 232, 268
ili 270 nm u odnosu na otapalo koje je upotrijebljeno kao referenca.

Ocitane vrijednosti ekstinkcije moraju biti unutar intervala od 0,1 do 0,8
ili unutar linearnog raspona spektrofotometra koji treba provjeriti. Ako nije
tako, mjerenja se moraju ponoviti upotrebljavajuci, prema potrebi, otopine
vece ili manje koncentracije.

5.4. Nakon mjerenja sposobnosti apsorpcije na 268 ili 270 nm izmjeriti
sposobnost apsorpcije pri Amax, Amax + 4 i Amax — 4. Te se vrijednosti
sposobnosti apsorpcije upotrebljavaju radi odredivanja odstupanja u speci-
fiénoj ekstinkciji (AK).

NAPOMENA: smatra se da Amax iznosi 268 nm za izo-oktan koji se
upotrebljava kao otapalo te 270 nm za cikloheksan.
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6. ISKAZIVANJE REZULTATA

6.1. Zabiljeziti specificne ekstinkcije (koeficijente ekstinkcije) na razliCitim
valnim duljinama, izracunate kako slijedi:

EA
Ki=
cXs

pri ¢emu je:

KA

specificna ekstinkcija na valnoj duljini A;

EA = ekstinkcija mjerena na valnoj duljini 2;
¢ = koncentracija otopine u g/100 ml;
s = duljina puta kvarcne kivete u cm;
iskazano s dva decimalna mjesta.

6.2.  Odstupanje specificne ekstinkcije (AK)

Odstupanje apsolutne vrijednosti ekstinkcije (AK) iskazuje se kao:

AK — |Km— (me—4+1<zm+4)|

2

pri ¢emu je Km specifi¢na ekstinkcija na valnoj duljini za maksimalnu
apsorpciju na 270 nm i 268 nm ovisno o upotrijebljenom otapalu.

Rezultati trebaju biti iskazani s dva decimalna mjesta.
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PRILOG X.

ODREDIVANJE METILNIH ESTERA MASNIH KISELINA PLINSKOM
KROMATOGRAFIJOM

1. OPSEG

Ovim se Prilogom daju smjernice za odredivanje plinskom kromatografijom
slobodnih i vezanih masnih kiselina u biljnim mastima i uljima nakon
njihovog pretvaranja u metilne estere masnih kiselina (engl. fatty acid
methyl esters — FAME).

Vezane masne kiseline triacilglicerola (engl. triacylglycerols — TAGs) te,
ovisno o metodi esterifikacije, slobodne masne kiseline (engl. free fatty
acids — FFA) pretvaraju se u metilne estere masnih kiselina (FAME) koji
se odreduju kapilarnom plinskom kromatografijom.

Metodom koja je opisana u ovom Prilogu dozvoljava se odredivanje
FAME-a od Cy; do Cyy, ukljucujudi zasicene, cis- i trans-jednostruko neza-
siene 1 cis- 1 trans-viSestruko nezasi¢ene metilne estere masnih kiselina.

2. PRINCIP

Plinska kromatografija (engl. Gas chromatography — GC) upotrebljava se za
kvantitativnu analizu FAME-a. Metilne estere masnih kiselina (FAME)
priprema se u skladu s dijelom A. Zatim ih se injektira u injektor u kojem
isparavaju. Odjeljivanje FAME-a izvrSava se na analitickoj koloni speci-
fi¢nog polariteta i duljine. Plameno-ionizacijski detektor (engl. Flame Ioni-
sation Detector — FID) upotrebljava se za uocavanje FAME-a. Uvjeti analize
navedeni su u dijelu B.

Vodik ili helij mogu se upotrebljavati kao plin nosa¢ (mobilna faza) u plin-
skoj kromatografiji FAME-a s FID-om. Vodik ubrzava odjeljivanje i daje
ostrije pikove. Stacionarna faza je mikroskopski sloj tankog tekuceg filma na
inertnoj ¢vrstoj povrsini od kvarca.

Kako prolaze kroz kapilarnu kolonu, hlapivi spojevi koje se analizira medu-
sobno djeluju sa stacionarnom fazom ostavljajuéi premaz na unutarnjoj povr-
$ini kolone. Zbog takvog razli¢itog medusobnog djelovanja razli¢itih spojeva
oni eluiraju u razli¢ito vrijeme koje se naziva retencijskim vremenom spoja
za dani skup analitickih parametara. Usporedba retencijskih vremena upotreb-
ljava se za identifikaciju razli¢itih spojeva.

DIO A.

PRIPREMA  METILNIH ESTERA MASNIH KISELINA 1Z
MASLINOVOG ULJE I ULJA KOMINE MASLINA

1. OPSEG

U ovom se dijelu navodi nacin pripreme metilnih estera masnih kiselina.
Njime su obuhvaéene metode pripreme metilnih estera masnih kiselina iz
maslinovog ulja i ulja komine maslina.

2. PODRUCIJE PRIMJENE

Priprema metilnih estera masnih kiselina iz maslinovog ulja i ulja
komine maslina vr§i se postupkom transesterifikacije s otopinom kali-
jevog hidroksida u metanolu na sobnoj temperaturi. Pitanje potrebe za
procis¢avanjem uzorka prije transesterifikacije ovisi o sadrzaju slobodnih
masnih kiselina u uzorku i analitickom parametru koji treba odrediti, a
koji je moguce odabrati u skladu sa sljedecom tablicom:
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Kategorija ulja Metoda
Djevi¢ansko maslinovo ulje kise- | 1. Masne kiseline
losti < 2,0 % 2. Trans-masne kiseline
3. AECN42 (nakon procis¢avanja
Rafinirano maslinovo ulje silikagelom ekstrakcijom na
¢vrstoj fazi)
Maslinovo ulje koje se sastoji od
rafiniranog maslinovog wulja i
djevicanskih maslinovih ulja
Rafinirano ulje komine maslina
Ulje komine maslina
Djevi¢ansko maslinovo ulje kise- | 1. Masne kiseline (nakon proci-
losti > 2,0 % S¢avanja silikagelom ekstrak-
Sirovo ulje komine maslina cijom na cvrstoj fazi)

2. Trans-masne kiseline (nakon
prociséavanja silikagelom
ekstrakcijom na Cvrstoj fazi)

3. AECN42 (nakon procis¢avanja
silikagelom ekstrakcijom na
¢vrstoj fazi)

3. METODOLOGIJA
3.1. Transesterifikacija s otopinom Kkalijevog hidroksida u metanolu na

sobnoj temperaturi
3.1.1.  Princip

Metilni esteri formiraju se transesterifikacijom s otopinom kalijevog
hidroksida u metanolu, kao meduprodukti prije nego S$to nastupi
saponifikacija.

3.1.2.  Reagensi

3.1.2.1. Metanol koji ne sadrzava vise od 0,5 % (m/m) vode.

3.1.2.2. Heksan, kromatografske cistoce.

3.1.2.3. Heptan, kromatografske cistoce.

3.1.2.4. Dietilni eter, stabiliziran za analizu.

3.1.2.5. Aceton, kromatografske Cistoce.

3.1.2.6. Otapalo za eluiranje za ¢iS¢enje ulja kolonskom/SPE kromatografijom,
smjesa heksana/dietil etera 87/13 (v/v).

3.1.2.7. Kalijev hidroksid, otopina u metanolu koncentracije oko 2 mol/l: otopiti
11,2 g kalijevog hidroksida u 100 ml metanola.

3.1.2.8. Silikagel ulosci, 1 g (6 ml) za ekstrakciju na ¢vrstu fazu.

3.1.3. Oprema

3.1.3.1. Epruvete volumena 5 ml s navojnim ¢epom s PTFE spojem.

3.1.3.2. Graduirane ili automatske pipete od 2 ml i 0,2 ml.
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3.1.4.  Prociséavanje uzoraka ulja

Prema potrebi se uzorak procis¢ava prolaskom ulja kroz silikagel uloske
za ekstrakciju na Cvrstu fazu. Silikagel ulozak (3.1.2.8.) se stavi u
vakuumski instrument za eluaciju i ispere pod vakuumom sa 6 ml
heksana (3.1.2.2.); ispiranje se odvija bez vakuuma. Zatim se otopina
ulja (priblizno 0,12 g) u 0,5 ml heksana (3.1.2.2.) stavi u kolonu. Kad
otopina prodre u silikagel, eluira se pod vakuumom s 10 ml smjese
heksana/dietil etera (87:13 v/v) (3.1.2.6.). Ukupni eluat se homogenizira
i podjeli na dva po volumenu priblizno jednaka dijela. Alikvot se upari
do suhoce rotirajuim isparivatem pod sniZzenim tlakom na sobnoj
temperaturi. Ostatak se otopi u 1 ml heptana te je otopina spremna za
analizu masnih kiselina plinskom kromatografijom. Drugi alikvot se
upari, a ostatak otopi u 1 ml acetona za analizu triglicerida HPLC
metodom, ako je potrebno.

3.1.5.  Postupak

U epruvetu s navojnim ¢epom volumena 5 ml (3.1.3.1.) odvagati oko
0,1 g uzorka ulja. Dodati 2 ml heptana (3.1.2.2.) i protresti. Dodati
0,2 ml otopine kalijevog hidroksida u metanolu (3.1.2.7.), zatvoriti
¢epom s PTFE spojem, ¢vrsto zatvoriti i jako tresti 30 sekundi. Ostaviti
da se slegne dok se gornja otopina ne razbistri. Dekantirati gornji sloj
koji sadrzava metilne estere. Heptanska otopina spremna je za injekti-
ranje u plinski kromatograf. Preporucuje se Cuvanje otopine u hladnjaku
do plinsko-kromatografske analize. Ne preporucuje se Cuvanje otopine
dulje od 12 sati.

DIO B.

ANALIZA METILNIH ESTERA MASNIH KISELINA PLINSKOM
KROMATOGRAFIJOM

1. OPSEG

U ovom se dijelu daju opée smjernice za primjenu kapilarne plinske
kromatografije radi utvrdivanja kvalitativnog i kvantitativnog sastava
smjese metilnih estera masnih kiselina dobivenih u skladu s metodom
utvrdenom u dijelu A.

Ovaj se dio ne primjenjuje na polimerizirane masne kiseline.

2. REAGENSI
2.1. Plin nosaé

Inertni plin (helij ili vodik), temeljito osusen, sa sadrzajem kisika
manjim od 10 mg/kg.

Napomena 1.: Vodikom se moZe udvostruciti brzina analize, no opasan
je. Dostupni su sigurnosni uredaji.

2.2. Pomo’éni plinovi

2.2.1. Vodik (Cistoc¢e > 99,9 %), bez organskih necistoca.
2.2.2.  Zrak ili kisik, bez organskih necistoca.
2.2.3. Dusik (Cistoce > 99 %).

2.3. Referentni standard

Smjesa metilnih estera Cistih masnih kiselina ili metilnih estera masti
poznatog sastava, po mogucnosti nalik onoj masne tvari koju se anali-
zira. Cis-izomeri i trans-izomeri oktadecenoi¢nih, oktadekadienoi¢nih i
oktadekatrienoi¢nih  metilnih estera korisni su za identifikaciju
trans-izomera nezasi¢enih kiselina.

Posebnu paznju potrebno je posvetiti spre¢avanju oksidacije viSestruko
nezasi¢enih masnih kiselina.
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3. OPREMA

Navedene upute odnose se na uobicajenu opremu koja se upotrebljava za
plinsku kromatografiju, ukljucujuéi kapilarne kolone i plameno-ioniza-
cijski detektor.

3.1 Plinski kromatograf

Plinski kromatograf treba sadrzavati sljedece elemente.

3.1.1.  Sustav za injektiranje

Upotrijebiti sustav za injektiranje s kapilarnim kolonama, u kojem
slucaju sustav za injektiranje treba biti izraden posebno za upotrebu s
takvim kolonama. Po vrsti injektor moze biti s dijeljenjem uzorka ili bez
dijeljenja uzorka u koloni.

3.1.2.  Pec

Pe¢ je u stanju zagrijati kapilarnu kolonu na temperaturu od najmanje
260 °C i odrzavati zeljenu temperaturu unutar 0,1 °C. Ovaj posljednji
zahtjev posebno je vazan kad se upotrebljava kvarcna cijev.

U svim se sluéajevima preporucuje upotreba zagrijavanja programiranom
temperaturom, a posebno za masne kiseline koje imaju manje od 16
atoma ugljika.

3.1.3.  Kapilarna kolona

3.1.3.1. Cijev, izradena od materijala koji je inertan u odnosu prema tvari koja ¢e
se analizirati (uobicajeno, staklo ili kvarc). Unutarnji promjer je izmedu
0,20 i 0,32 mm. Unutarnju povrSinu obraduje se na odgovaraju¢i nacin
(na primjer pripremanje povrsine, deaktiviranje) prije nanoSenja premaza
stacionarne faze. Za masne kiseline i cis- i trans-izomere masnih kiselina
dostatna je duljina od 60 m.

3.1.3.2. Prikladne su i vezane odnosno umrezene stacionarne faze tipa polarni
polisiloksan (cijanosilikoni).

Napomena 2.: Postoji opasnost od mogucnosti da polarni polisiloksani
prouzroce poteskoce pri identificiranju i odjeljivanju
linolenske kiseline i C,, kiselina.

Premazi su tanki, odnosno, od 0,1 do 0,2 um.

3.1.3.3. Sastavljanje i kondicioniranje kolone

Uvazavati normalne mjere predostroznosti pri sastavljanju kapilarnih
kolona, odnosno namje$tanje kolone u peci (nositelj), odabir i sastav-
ljanje prikljuéaka (Evrsto zabrtvljeni da ne bi doslo do curenja), pozi-
cioniranje krajeva kolone u injektoru i na detektoru (smanjivanje
slobodnog (neiskori$tenog) volumena). Kolonu staviti pod struju plina
nosaca (na primjer 0,3 bar (30 kPa) za kolonu duljine 25 m i unutarnjeg
promjera 0,3 mm).

Kolonu kondicionirati temperaturnim programiranjem peci na 3 °C/min
od temperature okoline na temperaturu koja je 10 °C niza od granic¢ne
temperature raspadanja stacionarne faze. Odrzavati ovu temperaturu peci
jedan sat, dok se bazna linija ne stabilizira. Vratiti ju na 180 °C da bi
radila u izotermnim uvjetima.

Napomena 3.: Odgovarajuce unaprijed kondicionirane kolone dostupne
su u slobodnoj trgovini.

3.1.4.  Plameno-ionizacijski detektor i pretvarac s pojacalom
32.  Strcaljka

Strcaljka ima maksimalni volumen 10 pl i graduirana je s podjelom po
0,1 pl.

3.3. Sustav prikupljanja podataka

Sustav prikupljanja podataka internetski povezan s detektorima i u
kojem se upotrebljava raCunalni program prikladan za integraciju i
normalizaciju pika.
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4. POSTUPAK
Aktivnosti opisane u tockama od 4.1. do 4.3. odnose se na upotrebu
plameno-ionizacijskog detektora.
4.1. Uvjeti ispitivanja
4.1.1.  Odabir optimalnih radnih uvjeta za kapilarne kolone

Zbog ucinkovitosti i propusnosti kapilarne kolone odjeljivanje sastojaka
i trajanje analize uvelike ovise o brzini protoka plina nosaca kroz
kolonu. Stoga je potrebno optimizirati radne uvjete djelovanjem na
ovaj parametar (ili, jednostavnije, na glavni gubitak kolone), ovisno o
tome Zeli li se poboljsati odjeljivanje ili ubrzati analiza.

Sljedeci su se uvjeti pokazali prikladni za odjeljivanje FAME-ova (C4 do
Cye)- Primjeri kromatograma prikazani su u Dodatku B:

Temperatura injektora: 250 °C

Temperatura detektora: 250 °C

Temperatura pecéi: 165 °C (8 min) do 210 °C na
2 °C/min

Plin nosaé vodik: pritisak na vrhu kolone, 179 kPa

Ukupni protok: 154,0 ml/min

Omjer razdvajanja: 1:100

Volumen injektiranja: 1 ul

4.1.2.  Odredivanje rezolucije (vidi Dodatak A)

IzraCunati rezoluciju R dva susjedna pika I i II upotrebljavajuci sljedecu
formulu:

R =2 x (day - dg)log+om) or R = 2 % ((tm
L)/ (©q) + o)) (USP) (engl. United States Pharmacopeia),

ili

R = 1,18 x ((t;a — ta)/(@o 50y T @0 5am)) (EP, BP, JP, DAB) (JP (engl.
Japanese Pharmacopeia), EP (fr. Pharmacopée Européenne), BP (engl.
British Pharmacopeia))

pri ¢emu je:

d, retencijska udaljenost pika I

d,qy retencijska udaljenost pika II;

4 retencijsko vrijeme pika I

t,ay retencijsko vrijeme pika II;

@y Sirina baze pika [;

o,y Sirina baze pika II;

5 Sirina pika odredenog spoja, na srednjoj visini pika;
Ako je o) = o, izratunati R upotrebljavajuéi sljedece formule:
R = (dyqp — dip)lo = (dyapy) — dip)/40

pri ¢emu je:

o standardno odstupanje (vidi Dodatak A, sliku 1.).
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Ako je udaljenost dr izmedu dva pika dyqp) - dyq) jednaka 4o, faktor
rezolucije R = 1.

Ako dva pika nisu u potpunosti razdvojena, tangente na tockama infle-
ksije dva pika krizaju se u tocki C. Radi potpunog razdvajanja dva pika
udaljenost izmedu dva pika mora biti jednaka:

dvary — drry = 6 © iz Cega je R = 1,5 (vidi Dodatak A, sliku 3.).

5. ISKAZIVANJE REZULTATA
5.1. Kvalitativna analiza

Identificirati pikove metilnog estera za uzorak iz kromatograma u
Dodatku B., slici 1., ako je potrebno interpolacijom ili njihovom uspo-
redbom s referentnim mjeSavinama smjesa metilnih estera (kako je nave-
deno u tocki 2.3.).

5.2. Kvantitativna analiza
5.2.1.  Odredivanje sastava

Izracunati odlomke mase w; pojedinacnih metilnih estera masnih kise-
lina, iskazane kao maseni udio metilnih estera, kako slijedi:

5.2.2.  Metoda izracunavanja
5.2.2.1. Op¢eniti slucaj

Izraunati sadrzaj danog sastojka i, iskazan kao maseni udio metilnih
estera, odredivanjem postotka kojega predstavlja povrsina odgovarajuceg
pika u odnosu na zbroj povrSina svih pikova, upotrebljavajuéi sljedecu
formulu:

w; = (AI/ZA) x 100

pri ¢emu je:

A; povrsina ispod pika pojedinacnih metilnih estera masnih kiselina i;

XA zbroj povrsina pod svim pikovima svih pojedina¢nih metilnih estera
masnih kiselina.

Rezultate se iskazuje s dva decimalna mjesta.

Napomena 4.: Za masti i ulja odlomak mase metilnih estera masnih
kiselina jednak je odlomku mase triacilglicerola u
gramima na 100 g. U slucajevima u kojima ova pretpo-
stavka nije dopustena, vidi tocku 5.2.2.2.

5.2.2.2. Upotreba korekcijskih faktora

U odredenim slucajevima, na primjer kad su prisutne masne kiseline s
manje od osam atoma ugljika ili kiselina sa sekundarnim skupinama,
vrse se korekcije povrSine s pomocu specificnih korekcijskih faktora
(Fci). Te se faktore odreduje za svaki pojedinacni instrument. U tu se
svrhu upotrebljavaju prikladni referentni materijali ¢iji je sastav masnih
kiselina odgovarajuceg raspona.

Napomena 5.: Ti korekcijski faktori nisu identi¢ni teoretskim korekcij-
skim faktorima FID-a koji su navedeni u Dodatku A s
obzirom na to da ukljuéuju i radnu ucinkovitost sustava
za injektiranje itd. Medutim, u slucaju vecih razlika treba
provjeriti radnu ucinkovitost cijelog sustava.
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Za ovu referentnu smjesu maseni udio FAME i zadan je sljedecom
formulom:

w; = (m; /[Zm) *x 100
pri ¢emu je:
m; masa FAME i u referentnoj smjesi;
¥m zbroj masa raznih sastojaka kao FAME-ovi referentne smjese.

Iz kromatograma referentne smjese izracunati postotak po povrsini za
FAME i kako slijedi:

w; = (A/ZA) x 100
pri ¢emu je:
A; povrsina FAME i u referentnoj smjesi;
YA zbroj svih povrSina svih FAME-ova referentne smjese.
Korekeijski faktor F, tada je
F. = (m; X ZA)/(A/Zm)
Za uzorak maseni udio svakog FAME i je:
wi = (F; x A)/Z (F; x Ay
Rezultate se iskazuje s dva decimalna mjesta.

Napomena 6.: IzraCunata vrijednost odgovara masenom udjelu pojedi-
naénih masnih kiselina izra¢unatih kao triacilgliceroli na
100 g masti.

5.2.2.3. Upotreba internog standarda

U nekim analizama (na primjer gdje nisu sve masne kiseline kvantifici-
rane, kao kad su prisutne kiseline sa Cetiri i Sest ugljika zajedno s
kiselinama sa 16 i 18 ugljika, ili kad je potrebno odrediti apsolutnu
koli¢inu masnih kiselina u nekom uzorku) potrebno je upotrebljavati
interni standard. Cesto se upotrebljavaju masne kiseline s 5, 15 ili 17
ugljika. Potrebno je odrediti korekcijski faktor (ako postoji) za interni
standard.

Maseni udio sastojka i, iskazan kao metilni esteri, zadan je formulom:
w; = (mgg x F; x Aj/(m x Frg x Agg)

pri ¢emu je:

A; je povrsina FAME i;

Ayg je povrSina internog standarda;

F; je korekcijski faktor masne kiseline i, iskazan kao FAME;

Fjg je korekceijski faktor internog standarda;

m je masa uzorka za ispitivanje u miligramima;

myg je masa internog standarda u miligramima.

Rezultate se iskazuje s dva decimalna mjesta.



01991R2568 — HR — 04.08.2016 — 029.001 — 66

VY M28

6. 1ZVIESCE O ISPITIVANJU
U izvjeséu o ispitivanju navode se metode upotrijebljene za pripremu
metilnih estera i za plinsku kromatografsku analizu. Sadrzava i sve
pojedinosti djelovanja koje nisu navedene u ovoj standardnoj metodi
ili se smatraju opcionalnima zajedno s pojedinostima o bilo kojem doga-
daju koji je mogao utjecati na rezultate.
Izvjes¢ée o ispitivanju ukljucuje sve informacije potrebne za potpunu
identifikaciju uzorka.

7. PRECIZNOST

7.1. Rezultati medulaboratorijskog ispitivanja

Pojedinosti medulaboratorijskog ispitivanja o preciznosti metode nave-
dene se u Prilogu C normi I0C/T.20/dok. br. 33. Vrijednosti izvedene iz
ovog medulaboratorijskog ispitivanja mozda nece biti primjenjive na
raspone koncentracija i matrice koji se razlikuju od zadanih.

7.2. Ponovljivost

Apsolutna razlika izmedu rezultata dvaju nezavisnih pojedinacnih ispiti-
vanja koje je primjenom iste metode na jednakom ispitnom materijalu u
istom laboratoriju u kratkom vremenskom intervalu izvrSio isti analiticar
upotrebljavajuéi istu opremu ne smije u vise od 5 % slucajeva biti veca
od r zadanog u tablicama 1. do 14. u Prilogu C normi 10C/T.20/dok.
br. 33.

7.3. Obnovljivost

Apsolutna razlika izmedu rezultata dvaju nezavisnih pojedinacnih ispiti-
vanja koja su primjenom iste metode na jednakom ispitnom materijalu u
razli¢itim laboratorijima izvrSili razliCiti analitiari upotrebljavajuci
razliCitu opremu ne smije u viSe od 5 % slucajeva biti ve¢a od R
zadanog u tablicama 1. do 14. u Prilogu C normi I0C/T.20/dok. br. 33.
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Dodatak A

Slika 1.

0,484

® 5 Sirinom na pola visine trokuta (ABC) i b Sirinom na pola visine trokuta (NPM).

Slika 2. Slika 3.

(R=1)

b
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Dodatak B

Slika 1.

Plinsko-kromatografski profil dobiven metodom hladne metilacije iz ulja komine maslina

&

=

—

Kromatografski pikovi odgovaraju metilnim i etilnim esterima, osim ako nije drukéije navedeno.
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PRILOG XI.

ODREDIVANJE SADRZAJA HLAPIVIH HALOGENIRANIH OTAPALA

2.2.
2.3.

2.4.

2.5.

2.6.
2.7.

4.2.

43.

4.4.

U MASLINOVOM ULJU

METODA
Analiza plinskom kromatografijom uz koriStenje ,.head space” tehnike.
OPREMA

Uredaj za plinsku kromatografiju opremljen detektorom zahvata
elektrona (ECD).

Uredaj ,,head space”.

Staklena kolona za plinsku kromatografiju, duljine 2 m i promjera 2 mm,
stacionarna faza faza OV 10110 % ili ekvivalent, na nositelju od kalci-
nirane, diatomejske zemlje, oprane kiselinom i silanizirane,veli¢ine Cestica
80 do 100 mesh.

Nosac¢ i pomo¢ni plin: dusik za plinsku kromatografiju, odgovaraju¢i za
detekciju zahvatom elektrona.

Staklene tikvice od 10 do 15 ml, s teflonskim slojem i aluminijskim
¢epom kroz kojeg se moze uvesti Strcaljka.

Spojnice za hermeticko zatvaranje.
Strcaljka za plin izmedu 0,5 i 2 ml.
REAGENSI

Standard: halogenirana otapala Ciji stupanj Cistoe odgovara za plinsku
kromatografiju.

POSTUPAK

Tocno odvagnite oko 3 g ulja u staklenoj tikvici (koja se nec¢e ponovno
koristiti); hermeticki ju zacepite. Stavite ju u termostat na 70 °C na sat
vremena. Koristeéi Strcaljku pazljivo izuzmite izmedu 0,2 i 0,5 ml ,head
space”-a (parne faze). Injektirajte ju u kolonu uredaja za plinsku kroma-
tografiju namjestenoj kako slijedi:

— temperatura injektora: 150 °C,
— temperatura kolone: 70 do 80 °C,
— temperatura detektora: 200 do 250 °C.

Mogu se koristiti i druge temperature pod uvjetom da rezultati ostanu
ekvivalentni.

Referentne otopine: pripremite standardne otopine koriste¢i rafinirano
maslinovo ulje bez tragova otapala u koncentracijama u rasponu od
0,05 do 1 ppm (mg/kg) i koji odgovaraju pretpostavljenom sadrzaju
uzorka. Halogenirana otapala mogu se razrijediti koriStenjem pentana.

Kvantitativna prosudba: usporedite povrsine ili visine pikova uzorka i
standardne otopine one koncentracije za koju pretpostavljate da je najpri-
bliznija. Ako je odstupanje vece od 10 %, treba ponoviti analizu uz
usporedivanje s nekom drugom otopinom standarda dok odstupanje ne
bude manje od 10 %. Sadrzaj se odreduje na temelju prosjeka elemen-
tarnih injiciranja.

Iskazivanje rezultata: u ppm (mg/kg). Granica detekcije za ovu metodu je
0,01 mg/kg.
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PRILOG XII.

POSTUPAK MEPUNARODNOG VIJECA ZA MASLINE ZA
ORGANOLEPTICKU OCJENJIVANJE DJEVICANSKOG MASLINOVA
ULJA

1. SVRHA I OPSEG

Svrha je medunarodne metode, koja je opisana u ovom Prilogu, odredi-
vanje postupka ocjenjivanja organoleptickih svojstava djevicanskog masli-
nova ulja u smislu tocke 1. dijela VIII. Priloga VII. Uredbi (EZ)
br. 1308/2013 Europskog parlamenta i Vije¢a (') te utvrdivanje metode
za njegovu klasifikaciju na temelju tih svojstava. Sadrzava i upute za
neobvezno oznacivanje.

Opisana metoda primjenjuje se samo na djevicanska maslinova ulja i na
klasifikaciju ili oznalivanje takvog ulja na temelju intenziteta uoCenih
mana i voénosti koje je utvrdila skupina odabranih, obucenih i pracenih
ocjenjivaca koji sacinjavaju komisiju.

Norme [IOC-a navedene u ovom Prilogu upotrebljavaju se u njihovoj
posljednjoj dostupnoj verziji.

2. OPCENITI TEMELJNI RJECNIK SENZORNE ANALIZE

Vidi normu I0C/T.20/dok. br. 4. ,Senzorska analiza: Op¢i osnovni rje¢-
nik”

3. SPECIFICNI RJECNIK
3.1.  Negativna svojstva

Pljesnivo/blatno Aroma karakteristicna za ulje dobiveno iz maslina koje
su bile naslagane u hrpama ili uskladiStene i kod kojih je doSlo do
visokog stupnja anaerobne fermentacije,ili ulje koje je ostalo u dodiru s
talogom koji se stvara u podzemnim rezervoarima i spremnicima i koje je
bilo izloZeno i procesu anaerobne fermentacije.

Ustajalo-viazno-zemljasto Aroma Kkarakteristicna za ulja dobivena iz
plodova na kojima su se, zbog skladiStenja u vlaznim uvjetima tijekom
razdoblja od nekoliko dana, razvile brojne gljivice i kvasci ili za ulje
dobiveno iz maslina koje su sakupljene s ostacima zemlje ili blata i
nisu oprane.

Vinski-octikavo-kiselo-kiselkasto Aroma karakteristicna za nekaulja koja
podsje¢a na vino ili ocat. Ovu je aromu uglavnom uzrokovao proces
aerobne fermentacije u plodovima ili ostacima maslinova tijesta na neod-
govarajuce ocis¢enim filtar-slojnicama, $to dovodi do stvaranja octene
kiseline, etil acetata i etanola.

Uzeglo Aroma ulja koja su bila izlozena intenzivnim oksidacijskim
procesima.

Smrznute masline (mokro drvo) Aroma karakteristicna za ulja dobivena
od maslina koje su bile smrznute na stablu.

(") Uredba (EU) br. 1308/2013 Europskog parlamenta i Vije¢a od 17. prosinca 2013. o
uspostavljanju zajedniCke organizacije trziSta poljoprivrednih proizvoda i stavljanju
izvan snage uredbi Vije¢a (EEZ) br. 922/72, (EEZ) br. 234/79, (EZ) br. 1037/2001
i (EZ) br. 1234/2007 (SL L 347, 20.12.2013., str. 671.).
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3.1.1.

3.2.

3.3.

Ostala negativha svojstva

Zagrijano ili Aroma karakteristicna za ulja koja su bila izlozena

zagoreno pretjeranom i/ili dugotrajnom zagrijavanju tijekom
prerade, posebno u slucaju kad se mijesanje provodilo
u neprikladnim temperaturnim uvjetima.

Sijeno-drvo Aroma karakteristicna za neka ulja proizvedena od
maslina koje su se posusile.

Grubo Osjecaj gustoce 1 pastoznosti u ustima koji daju poje-
dina stara ulja.

Strojno ulje Aroma ulja koja podsje¢a na naftu, ulje za podmazi-
vanje ili mineralno ulje.

Biljna voda Aroma kakvu ulje poprima zbog duzeg dodira s
biljnom vodom koja je podvrgnuta fermentacijskim
procesima.

Salamura Aroma ulja dobivenog iz maslina koje su ¢uvane u
salamuri.

Metalno Aroma koja podsjeca na metal. Karakteristicna je za

ulja koja su bila u duzem dodiru s metalnim povrsi-
nama tijekom drobljenja, mijeSanja, presanja ili skla-
distenja.

Oporo Aroma karakteristicna za ulje dobiveno iz maslina
koje su presane na novim filtar-slojnicama. Aroma
se moze razlikovati ovisno o tome jesu li
filtar-slojnice napravljene od zelene trave esparto ili
suSene trave esparto.

Crvljivo Aroma karakteristitna za ulje dobiveno iz maslina
koje su napale li¢inke maslinine muhe (Bactrocera
oleae).

Krastavac Aroma koja nastaje kad je ulje predugo hermeticki

zatvoreno, posebno u limenim spremnicima, a pripi-
suje se stvaranju 2,6 nonadienala.

Pozitivna svojstva

Vocno Skup mirisnih osjeta koji ovisi o sorti karakteristi¢an
za ulje od zdravih i svjezih maslina, bilo dozrelih ili
nedozrelih. Zapaza se izravno i/ili u straznjem dijelu
nosa.

Gorko Primarni okus karakteristican za ulje dobiveno od
zelenih maslina ili maslina koje su tek pocele mije-
njati boju. Opaza se putem okruzenih papila pore-
danih na jeziku u obliku slova ,,V”.

Ostro Taktilni osjecaj peckanja svojstven uljima proizvede-
nima na pocetku godine usjeva, uglavnom jo§ od
nedozrelih maslina. Moze se raspoznati po cijeloj
usnoj Supljini, a posebno u grlu.

Neobvezna terminologija u svrhe oznacdivanja

Predsjednik komisije moze na zahtjev izdati potvrdu da ocjenjivana ulja
odgovaraju definicijama i intervalima koji na temelju intenziteta i percep-
cije svojstava odgovaraju iskljuéivo sljede¢im izrazima.
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Pozitivna svojstva (voéno, gorko, ostro): prema intenzitetu percepcije:

— Intenzivno, kad je medijan svojstva veci od 6,

— Srednje, kad je medijan svojstva izmedu 3 i 6,

— Blago, kad je medijan svojstva manji od 3.

Voénost

Zelena vocnost

Zrela vocnost

Skiladno

Blago ulje

Skup mirisnih osjecaja karakteristiCan za ulja, koji ovisi
o sorti masline i nastaje od zdravih i svjezih maslina u
kojima ne prevladava ni zelena ni zrela voénost. Zapaza
se izravno i/ili u straznjem dijelu nosa.

Skup mirisnih osjecaja karakteristiCan za ulja, koji
podsjeca na zeleno voce, ovisi o sorti masline i
nastaje od zelenih, zdravih i svjezih maslina. Zapaza
se izravno 1/ili u straznjem dijelu nosa.

Skup mirisnih osjecaja karakteristiCan za ulja, koji
podsjeca na zrelo voce, ovisi o sorti masline i nastaje
od zdravih i svjezih maslina. Zapaza se izravno i/ili u
straznjem dijelu nosa.

Ulje koje ne pokazuje neuravnotezenost, ¢ime se misli
na mirisno-okusni i osjetilni dozivljaj gdje je medijan
za svojstvo gorcine i medijan za svojstvo oStrine veci
od medijana vocénosti za najviSe dvije tocke.

Ulje ¢iji je medijan za svojstva gor€ine i oStrine 2 ili
manji.

Popis izraza prema intenzitetu percepcije:

Izrazi za koje je potrebno dostaviti certifikat o
organoleptickom ocjenjivanju

Medijan svojstva

voénost

zrela voénost

zelena voénost

blaga voénost

manje od 3

srednja vocénost

izmedu 3 1 6

intenzivna voénost

vise od 6

blaga zrela vocnost

manje od 3

srednja zrela voc¢nost

izmedu 31 6

intenzivna zrela voc¢nost

viSe od 6

blaga zelena voénost

manje od 3
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Izrazi za koje je potrebno dostaviti certifikat o .. .
oo ST Medijan svojstva
organoleptickom ocjenjivanju
srednja zelena vocnost izmedu 31 6
intenzivna zelena voénost vise od 6
blaga gorcina manje od 3
srednja gor¢ina izmedu 3 i 6
intenzivna goréina vise od 6
blaga oStrina manje od 3
srednja oStrina izmedu 3 i 6
intenzivna ostrina vise od 6
Skladno ulje Medijan za svojstvo gor€ine i
medijan za svojstvo ostrine
veéi je od medijana voénosti
za najvise dvije tocke.
Blago ulje Medijan za svojstva gor€ine i
oStrine nije veéi od 2
VY M26

4. CASA ZA ORGANOLEPTICKO OCJENJIVANJE ULJA
Vidi normu I0C/T.20/dok. br. 5. ,Ca$a za organoleptitko ocjenjivanje
ulja”.

5. PROSTORZA ORGANOLEPTICKO OCJENJIVANJE

Vidi normu IOC/T.20/Doc. br. 6. ,,Vodi¢ za uredivanje prostora za orga-
nolepticko ocjenjivanje”.

6. PRIBOR

The following accessories, which are required by tasters to perform their
task properly, must be supplied in each booth and must be within easy
reach:Da bi organolepticki ocjenjivaci mogli pravilno provesti svoj zada-
tak, u svakom odjeljku nadohvat ruke treba se nalaziti sljedeci pribor:

— CaSe (standardizirane) koje sadrze uzorke oznacene Sifrom, ostavljene
poklopljenima satnim stakalcem na temperaturi 28 °C + 2 °C;

— obrazac za ocjenjivanje (vidi Sliku 1.) u tiskanom obliku ili u elek-
tronskom obliku pod uvjetom da su zadovoljeni uvjeti obrasca za
prosudbu i, ako je potrebno, s uputama za njegovo koristenje;

— kemijska olovka ili neizbrisiva tinta;

— pladnjevi s kriskama jabuke i/ili vodom, gaziranom vodom i/ili prepe-
¢encem;

— caSa vode sobne temperature;

— list u kojem se podsjec¢a na opéa pravila navedena u odjeljcima 8.4. i
9.1.1,;

— pljuvacnice.
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7. PREDSJEDNIK KOMISIJE I OCJENJIVACI
7.1.  Predsjednik komisije

Predsjednik komisije treba biti odgovarajuce osposobljen sa strucnim
poznavanjem vrsti ulja s kojima ¢e se susretati tijekom svojeg rada. On
je klju¢na osoba u komisiji i odgovoran je za njezinu organizaciju i
djelovanje.

Rad predsjednika komisije zahtijeva osnovnu obuku o alatima senzorske
analize, senzorske vjestine, pedantnost prilikom pripremanja, organizacije
i ocjenjivanja te vjestinu i strpljivost potrebne za planiranje i provodenje
ocjenjivanja na znanstveni nacin.

On je jedina osoba odgovorna za odabir, obuku i nadzor ocjenjivaca s
ciljem potvrdivanja njihove razine sposobnosti. Predsjednik je stoga odgo-
voran za procjenu ocjenjivaca koji uvijek trebaju biti objektivni i za koje
moraju razviti posebne postupke koji se temelje na testovima i Cvrstim
kriterijima prihvacanja i odbijanja. Vidi normu IOC/T.20/Doc. br. 14.
,,Vodi¢ za odabir, obuku i nadzor kvalificiranih ocjenjivaca djevi¢anskog
maslinova ulja.”

Predsjednici komisije odgovorni su za rad komisije i stoga i za njezino
ocjenjivanje za koje moraju dati pouzdan i objektivan dokaz. U svakom
slucaju, oni u svakom trenutku moraju dokazati da su metoda i ocjenjivaci
pod kontrolom. Preporucuje se periodicka kalibracija komisije (IOC/T.20/
dok. br. 14, § 5.).

Oni snose krajnju odgovornost za ¢uvanje evidencije komisije. Ta eviden-
cija uvijek mora biti sljediva. Oni moraju ispuniti zahtjeve za osigura-
vanje i kvalitetu utvrdene u medunarodnim normama za senzorsku analizu
i u svakom trenutku osigurati anonimnost uzoraka.

Oni su odgovorni za inventuru i osiguravanje da su aparatura i oprema
potrebni za ispunjenje zahtjeva iz specifikacija ove metode odgovarajuce
Cisti 1 odrzavani i o tome moraju oditi pisane dokaze, kao i o uskladenosti
s uvjetima ocjenjivanja.

Oni su odgovorni za primanje i ¢uvanje uzoraka po njihovom dolasku u
laboratorij, kao i o njihovom ¢uvanju nakon ocjenjivanja. Pri tome oni u
svakom trenutku osiguravaju anonimnost i ispravno skladiStenje uzoraka
zbog Cega moraju razviti pisane postupke kako bi se osiguralo da citav
proces bude sljediv i osiguran.

Nadalje, odgovorni su za pripremanje i kodiranje uzoraka i njihovu
podjelu organoleptickim ocjenjivacima u skladu s odgovarajuéim
nac¢inom ispitivanja koji odgovara prethodno utvrdenim potokolima, kao
i za prikupljanje i statisticku obradu podataka dobivenih od ocjenjivaca.

Oni su nadlezni za razvoj i izradu nacrta svih drugih postupaka koji bi
mogli biti potrebni za nadopunu ove norme i za osiguravanje ispravnog
rada komisije.

Oni moraju traziti nacine za usporedbu rezultata komisije s onima koje su
dobili od drugih komisija koje su obavile analizu djeviéanskog maslinova
ulja kako bi potvrdili da komisija radi ispravno.



01991R2568 — HR — 04.08.2016 — 029.001 — 75

VY M26

Duznost je predsjednika komisije i motiviranje ¢lanova komisije potica-
njem interesa, radoznalosti i natjecateljskog duha medu njima. U tu svrhu
preporucuje im se da osiguraju neometani dvostrani protok informacija s
¢lanovima komisije informiraju¢i ih o svim zadacima koje obavljaju i o
dobivenim rezultatima. Uz to, oni trebaju osigurati da neée odati svoje
misljenje i trebaju sprijeiti moguce voditelje da svoje kriterije nametnu
drugim ocjenjivacima.

Trebaju dovoljno rano okupiti ocjenjivace i odgovoriti na sve upite koji se
odnose na provodenje ocjenjivanja, notrebaju se suzdrzati od izrazavanja
svog misljenja o predmetnom uzorku.

VY M28
7.1.1. Zamjenik predsjednika komisije

Zbog opravdanih razloga predsjednika komisije moze zamijeniti njegov
zamjenik koji moze preuzeti zadatke koji se odnose na provedbu ocje-
njivanja. Taj zamjenik mora posjedovati sve bitne vjeStine koje su
potrebne za obavljanje funkcije predsjednika komisije.

7.2.  Ocjenjivaci

Osobe koje kao organolepti¢ki ocjenjivaci sudjeluju u organoleptickim
ocjenjivanjima maslinovih ulja moraju to ¢initi dobrovoljno. Stoga se
kandidatima preporucuje da svoj zahtjev podnesu pisanim putem. Kandi-
date odabire, obucava i nadzire predsjednik komisije u skladu s njihovim
sposobnostima razlikovanja sli¢nih uzoraka; treba imati na umu da ¢e se
njihova preciznost poboljsati daljnjom obukom.

Ocjenjiva¢i moraju djelovati kao pravi senzorski promatraci, ostavljajuci
postrance svoje osobne sklonosti i izvjeStavajuéi isklju¢ivo o osjecajima
koje percipiraju. Zbog toga uvijek moraju raditi u ti§ini, opusteno i bez
zurbe, usmjeravajuci paznju §to je vise mogucée na uzorak koji ocjenjuju.

Za svako organolepti¢ko ocjenjivanje potrebno je izmedu 8 i 12 ocjenji-
vaca iako je dobro imati nekoliko rezervnih ocjenjivaca u slucaju moguce
odsutnosti nekih ocjenjivaca.

VM26
8. UVIETI TESTIRANJA

8.1.  Prikaz uzorka

Uzorak ulja za analizu dijeli se u standardiziranim ¢aSama za ocjenjivanje
u skladu s normom IOC/T.20/dok. br. 5 ,Casa za organolepticko ocje-
njivanje ulja”.

Casa treba sadrzavati 14-16 ml ulja, ili izmedu 12,8 i 14,6 g ako se
uzorci moraju vagati, i biti poklopljena satnim stakalcem.

Svako se staklo oznacava Sifrom koja se sastoji od nasumi¢no odabranih
brojeva ili kombinacije slova i brojeva. Sifra se biljezi na temelju bezmiri-
snog sustava.

8.2.  Testiranje i temperatura uzorka

Za vrijeme trajanja testiranja uzorci ulja za ocjenjivanje Cuvaju se u
CaSama na 28 °C + 2 °C. Ta je temperatura odabrana zato §to je na
njoj lakSe promatrati organolepticke razlike nego na sobnoj temperaturi
i zato §to pri nizim temperaturama aromatski sastojci svojstveni tim
uljima slabo hlape, a vise temperature dovode do stvaranja hlapivih sasto-
jaka tipi¢nih za zagrijana ulja. Vidi normu IOC/T.20/dok. br. 5. ,,Ca3a za
organolepti¢ko ocjenjivanje ulja” za metodu koja se mora koristiti za
zagrijavanje uzoraka dok su u casi.
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Prostor za testiranje mora biti sobne temperature izmedu 20° i 25 °C (vidi
I0C/T.20/dok. br. 6.).

8.3.  Vrijeme testiranja

Jutro je najbolje vrijeme za testiranje ulja. Dokazano je da tijekom dana
postoje optimalna razdoblja za osjetila okusa i mirisa. Prije obroka pove-
¢ava se osjetljivost na podrazaje mirisa i okusa, dok se nakon njih ta
percepcija smanjuje.

Medutim, s ovim kriterijem ne treba pretjerivati do te mjere da glad po¢ne
ometati ocjenjivace u smislu smanjivanja njihove sposobnosti razlikova-
nja; stoga se preporucuje da se sesije za testiranje odrzavaju izmedu 10 i
12 sati ujutro.

8.4.  Ocjenjivadi: opéa pravila ponasanja

Preporuke u nastavku odnose se na ponasanje ocjenjivaca tijekom njihova
rada.

Kad ih predsjednik komisije pozove da sudjeluju u ocjenjivanju, ocjenji-
vaci trebaju moci sudjelovati u unaprijed odredeno vrijeme i trebaju se
pridrzavati sljedecega:

— Ne smiju pus$iti barem 30 minuta prije vremena odredenog za
testoranje.

— Ne smiju prethodno koristiti nikakav parfem, kozmetic¢ki preparat niti
sapun Ciji bi se miris mogao zadrzati do vremena testiranja. Trebaju
koristiti neparfimirani ili blago parfimirani sapun za pranje ruku koji
nakon tog trebaju isprati i osusiti onoliko puta koliko je potrebno da
bi se uklonili svi mirisi.

— Moraju postiti barem jedan sat prije pocetka testiranja.

— Ako osjete da se fizicki ne osjecaju dobro, a posebno ako su im
zahvacenaosjetila mirisa ili okusa, ili ako se zbog nekog psiholoskog
¢imbenika ne moze koncentrirati na posao, organolepticki ocjenjivaci
odustat ¢e od testiranja i o tome izvijestiti predsjednika komisije.

— Nakon $to su udovoljili svim gore navedenim uvjetima, ocjenjivaci
mirno i u ti§ini zauzimaju svoje mjesto u dodijeljenom im odjeljku za
testiranje.

— Pazljivo ¢e procitati upute koje se nalaze na obrascu za ocjenjivanje i
nece poceti s ocjenjivanjem uzoraka sve dok nisu u potpunosti
pripremljeni za zadatak koji trebaju ispuniti (opusteno i bez zurbe).
Pojavi li se ikakva nedoumica, trebaju nasamo razgovarati s predsjed-
nikom ocjenjivacke komisije.

— Za vrijeme zadatka trebaju biti tihi.

— Njihovi mobilni telefoni moraju cijelo vrijeme biti iskljuceni kako bi
se sprijeéilo ometanje koncentracije i rada njihovih kolega.

9. POSTUPAK ZA ORGANOLEPTICKO OCJENJIVANIJE I KLASIFIKA-
CIJU DJEVICANSKOG MASLINOVA ULJA

9.1.  Tehnika kuSanja

VY M29

T 91l Ocjenjivaci trebaju uzeti ¢asu, koju pritom trebaju drzati poklopljenom
staklenim poklopcem, i lagano je nagnuti; zatim je u tom polozaju trebaju
potpuno zarotirati tako da tekucina oblozi ¢im vecu unutarnju povrSinu
case. Nakon $to je ovaj korak zavrSen, trebaju otklopiti ¢aSu i mirisati
uzorak polaganim i dubokim udisajima kako bi ocijenili ulje. Mirisanje ne
bi trebalo trajati dulje od 30 sekundi. Ako u tom roku ne dodu do
zakljucka, prije novog pokusaja trebaju se nakratko odmoriti.
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Nakon zavrSetka testiranja mirisa ocjenjivaci trebaju ocijeniti osjecaje
izazvane u usnoj Supljini (cjelokupni retronazalni dozivljaj dobiven miri-
som, okusom i dodirom). U tu svrhu trebaju uzeti mali gutljaj ulja od
priblizno 3 ml. Iznimno je vazno ulje rasporediti po cijeloj usnoj Supljini,
od prednjeg dijela usta i jezika, sa strane i do straZnjeg dijela pa sve do
nepca i grla jer je poznato da intenzitet percepcije okusa i osjetilnog
dozivljaja varira ovisno o dijelu jezika, nepca i grla.

Treba istaknuti da je od kljuéne vaznosti rasporediti dovoljnu koli¢inu
ulja vrlo polako preko straznje strane jezika prema grlu i da se istodobno
ocjenjiva¢ koncentrira na redoslijed kojim se javljaju gorki i o$tri podra-
zaji. U protivnome bi oba ta podrazaja kod nekih ulja mogla pro¢i neza-
mijeceno ili bi pak podrazaj ostrine mogao prikriti goréinu.

Uvlacenje kratkih uzastopnih udisaja kroz usta omogucava organolepti-
¢kom ocjenjivacu ne samo da dobro rasporedi uzorak po cijeloj usnoj
Supljini, ve¢ 1 da zapazi hlapive aromatske sastojke u straznjem dijelu
nosa forsirajuéi upotrebu ovog kanala.

Biljeska: Ako ocjenjivaci ne uoce vocnost u uzorku, a intenzitet nega-
tivnog svojstva na kojem se temelji klasifikacija iznosi najvise 3,5, pred-
sjednik komisije moze odluciti da ¢e za ocjenjivace organizirati ponovnu
analizu uzorka na temperaturi okoline (COI/T.20/Doc. No 6/Rev. 1, rujan
2007., odjeljak 3. — Opce specifikacije za uredivanje prostora za organo-
lepticko ocjenjivanje) uz odredivanje konteksta i pojma temperature
okoline. Kada uzorak dosegne sobnu temperaturu, ocjenjivaci bi ga
trebali ponovno ocijeniti isklju¢ivo kako bi provjerili zapaza li se voénost.
Ako je tako, trebali bi oznaciti njezin intenzitet na ljestvici.

Trebalo bi razmotriti i osjetilni dozivljaj ostrine. U tu se svrhu preporu-
Cuje progutati ulje.

VY M26
T 9.1.2. Prilikom organolepti¢kog ocjenjivanja djeviCanskog maslinova ulja prepo-
ruduje se ocjenjivanje najvise CETIRI UZORKA u svakoj sesiji s najvise
tri sesije dnevno kako bi se izbjegli kontrastni uéinci koji bi mogli nastati
neposrednim kuSanjem drugih uzoraka.

Buduéi da uzastopno ocjenjivanje dovodi do zamora ili smanjuje osje-
tljivost, potrebno je koristiti neko sredstvo koje ¢e iz usta odstraniti
ostatke ulja iz prethodnog ocjenjivanja.

Preporucuje se mala kriska jabuke koju se nakon zvakanja moze isplju-
nuti u pljuvaénicu. Nakon tog se usta isperu s malo vode sobne tempera-
ture. Izmedu zavrSetka jedne sesije i pocetka druge mora prote¢i barem 15
minuta.

9.2.  Nac¢in na koji ocjenjiva¢i upotrebljavaju obrazac za ocjenjivanje

Obrazac za ocjenjivanje koji koriste ocjenjivaci detaljno je prikazan na
Slici 1. ovog Priloga.

Svaki ocjenjiva¢ u komisiji treba pomirisati i zatim kusati (') razmatrano
ulje. Oni zatim na skali od 10 cm prikazanoj na predmetnom obrascu za
ocjenjivanje oznacavaju intenzitet svakog negativnog i pozitivnog
svojstva.

(") Mogu odustati od kusanja ulja kad primijete bilo kakvo intenzivno negativno svojstvo
izravno njuhom kada ¢e tu iznimnu okolnost zabiljeziiti na obrascu za ocjenjivanje.
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Ako ocjenjiva¢ zamijeti negativna svojstva koja nisu navedena u odjeljku
4., navodi ih pod naslovom ,,0stalo” koristeci izraz ili izraze koji najprec-
iznije opisuju ta svojstva.

VY M28
9.3.  Na¢in na koji predsjednik komisije upotrebljava podatke

Predsjednik komisije skuplja obrasce za ocjenjivanje koje je ispunio svaki
ocjenjiva i pregledava intenzitete oznacene za pojedina svojstva. Ako
uoCe ikakvu nepravilnost, pozivaju ocjenjivaca da ponovno pregleda
svoj obrazac za ocjenjivanje i, ako je potrebno, ponovi ocjenjivanje.

Predsjednik komisije unosi podatke ocjenjivanja od svakog ¢lana komisije
u raCunalni program poput onoga propisanog normom IOC/T.20/dok.
br. 15 radi statistiCckog izraCunavanja rezultata analize, na temelju izraCuna
njihovog medijana. Vidi tocku 9.4. i Dodatak ovom Prilogu. Podaci za
doti¢ni uzorak upisuju se s pomocu matrice koja se sastoji od 9 stupaca
koji predstavljaju 9 senzornih svojstava i n linija koje predstavljaju n
¢lanova komisije.

Kad se zamijeti mana i nju pod naslov ,,Ostalo” navede najmanje 50 %
¢lanova komisije, predsjednik komisije izraCunava medijan te mane i
izraduje odgovarajucu klasifikaciju.

Vrijednost grubog koeficijenta varijacije kojim se utvrduje klasifikacija
(nedostatak najveceg intenziteta i svojstva vocnosti) ne smije biti veca od
20 %.

U suprotnom predsjednik komisije mora ponoviti ocjenjivanje specificnog
uzorka u drugoj sesiji ocjenjivanja.

Ako se to Cesto dogada, predsjedniku komisije preporucuje se da ocje-
njivac¢ima pruzi dodatnu obuku (IOC/T.20/dok. br. 14, § 5) i da upotrijebi
indeks ponovljivosti i indeks odstupanja kako bi provjerio rad komisije
(I0C/T.20/dok. br. 14, § 6).

VY M29
9.4.  Klasifikacija ulja

Ulje se razvrstava kako slijedi u skladu s medijanom mana i medijanom
svojstva vocnosti. Medijan mana definiran je kao medijan mane koja se
osjeca najvecim intenzitetom. Medijan mana i medijan svojstva vo¢nosti
iskazuju se do jednog decimalnog mjesta.

Ulje se razvrstava usporedujué¢i vrijednost medijana mana i medijana
svojstva vocnosti s referentnim intervalima navedenima u nastavku. U
obzir je uzeta i pogreska metode pri utvrdivanju ogranicenja tih intervala
koji se stoga smatraju apsolutnima. Programskim paketima omogucuje se
prikaz razvrstavanja u obliku statistiCke tablice ili grafa.

(a) ekstra djevicansko maslinovo ulje: medijan mana je 0, a medijan
svojstva vocnosti je iznad 0;

(b) djevicansko maslinovo ulje: medijan mana je iznad 0, ali ne ve¢i od
3,5 1 medijan svojstva vocnosti je iznad 0,

(c) djevi¢ansko maslinovo ulje lampante: medijan mana je iznad 3,5 ili
medijan mana je 3,5 ili manji, a medijan vocnosti je jednak 0.
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Biljeska 1.: Kad je medijan svojstva ostrine i/ili gor¢ine veéi od 5,0,
predsjednik komisije to navodi na potvrdi o ocjenjivanju.

Za ocjenjivanja koja su namijenjena nadziranju sukladnosti
provodi se jedno ispitivanje. U slucaju protuocjenjivanja
moraju se organizirati dvije usporedne analize u razliCitim
sesijama. Rezultati dvije usporedne analize moraju biti stati-
sticki homogeni. (vid tocku 9.5.). Ako to nije slucaj, uzorak
se mora ponovno dvaput analizirati. Konacna vrijednost
medijana svojstava na kojima se temelji klasifikacija izra-
Cunan ¢e se na temelju prosjeka oba medijana.

9.5.  Kiriteriji za prihvadanje i odbacivanje dvije usporedne analize

Normalizirana pogreska koja je definirana u nastavku upotrebljava se
kako bi se utvrdilo jesu li rezultati dvije usporedne analize homogeni
ili statisti¢ki prihvatljivi:

- \Mel - M62|

Pri tome su Me;i Me, medijani dvije usporedne analize (prve i druge
analize), a Uy i U, proSirene nesigurnosti dobivene za dvije vrijednosti,
izraCunane kako slijedi i kako je utvrdeno u Dodatku:
(CV, x Mey)

100

Za prosirenu nesigurnost, ¢ = 1,96; prema tome:

E,

U =cxs*is'=

U; = 0,0196 x CV, x M,
pri ¢emu je CV, grubi koeficijent varijacije.

Kako bi se moglo tvrditi da dvije dobivene vrijednosti nisu statisticki
razli¢ite, £, mora iznositi najvise 1,0.
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Dodatak

Metoda izracuna medijana i intervala pouzdanosti

Medijan
Me=1[p (X <x,) <% "p (X <xp)>%]

Medijan se definira kao realni broj X, za koji vrijedi da je vjerojatnost (p) da
vrijednosti raspodjele (X) budu nize od tog broja (X,,,) manja ili jednaka 0,5 i da
je istovremeno vjerojatnost (p) da vrijednosti raspodjele (X) budu manje ili
jednake X, veca ili jednaka 0,5. Prakti¢nija definicija glasi da je medijan 50-i
postotnik unutar distribucije brojeva u rastu¢em nizu. Jednostavnijim rijeima, to
je sredi$nja tocka poslozenog skupa neparnih brojeva ili prosjek dvije sredi$nje
tocke u poslozenom skupu parnih brojeva.

Gruba standardna devijacija

Kako bi dosli do pouzdanog procjenjivanja varijabilnosti oko prosjeka, potrebno
je pozvati se na grubu standardnu devijaciju kako se procjenjuje prema Stuartu i
Kendallu (4). Formula daje asimptotsku grubu standardnu devijaciju, tj. grubu
procjenu varijabilnosti razmatranih podataka pri ¢emu je N broj o€itanja, a IQR
medukvartilni interval koji obuhvaca tocno 50 % slucajeva u doti¢noj raspodjeli
vjerojatnosti.

. 1,25 xIQR
§f =——
1,35 x VN

Medukvartilni interval izraCunava se izracunom najvece razlike izmedu 75-tog i
25-tog postotnika.

IQR = 75.postotnik — 25.postotnik

Pri ¢emu je postotnik ona vrijednost X, za koju vrijedi da je vjerojatnost (p) da
vrijednosti raspodjele budu manje od X,. niZa ili jednaka specifiénom postotku i
da je istovremeno vjerojatnost (p) da vrijednosti raspodjele budu manje ili
jednake X, vefa ili jednaka tom specificnom postotku. Postotak ukazuje na
odabrani dio distribucije. U sluc¢aju medijana on iznosi 50/100.

postotnik = [p (X < xp) < LAp (X <xpe) =

L}
100 100

Radi praktinosti, postotnik je ona vrijednost raspodjele koja odgovara speci-
fi€noj povrsini ispod krivulje distribucije ili gusto¢e. Na primjer, 25. postotnik
predstavlja vrijednost distribucije koja odgovara povrsini od 0,25 ili 25/100.

U ovoj su metodi postotnici izraCunati na temelju stvarnih vrijednosti koje se
pojavljuju u matrici podataka (postupak izraCuna postotnika).

Grubi koeficijent varijacije (%)

CVr% predstavlja Cisti broj koji ukazuje na postotak varijabilnosti analiziranog
skupa brojeva. 1z tog je razloga on posebno koristan za ispitivanje pouzdanosti
ocjenjiva¢a u komisiji.

5

N

CcV, =
Me

x 100
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Intervali pouzdanosti medijana od 95 %

Intervali pouzdanosti od 95 % (vrijednost greske prve vrste koja iznosi 0,05 ili
5 %) predstavlja interval unutar kojeg bi vrijednost medijana mogla varirati kada
bi bilo moguce ocjenjivanje ponoviti bezbroj puta. Prakti¢no predstavlja interval
varijabilnosti ocjenjivanja u danim uvjetima rada krenuvsi od pretpostavke da ga
je moguée ponoviti mnogo puta. Kao i kod CVr%, interval pomaze u procjeni
pouzdanosti ocjenjivanja.

C.L.gornji = Me + (¢ x s¥)
C-[-d(mji = Me — (C X S*)

pri ¢emu je C = 1,96 za interval pouzdanosti na razini od 95 %.
Primjer izracuna naveden je u Prilogu 1. normi IOC/T 20/dok. br. 15.
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1.1.

1.2.

2.2.

2.3.

2.4.

PRILOG XV.

SADRZAJ ULJA U KOMINI MASLINA
Oprema

— primjeren uredaj za ekstrakciju opremljen tikvicom s okruglim dnom
volumena 200 — 250 ml,

— elektriéno grijana kupelj (primjerice, pjescana kupelj ili vodena kupelj)
ili grijaca ploca,

— analiticka vaga,

— suSionik postavljen na maksimalnu temperaturu od 80 °C

— elektriCno grijani suSionik s ugradenim termostatom postavljenim na
103 + 2 °C, koji se moze procistiti strujom zraka, ili kojim se moze
rukovati pri snizenom tlaku,

— mehanicki mlinac koji se lako Cisti te koji omoguéava mljevenje
komine maslina bez povecanja njezine temperature ili bilo koje
druge promjene sadrzaja vlage, hlapivih tvari ili tvari koje se ekstra-
hiraju heksanom,

— Cahura za ekstrakciju i vata ili filtar-papir s kojeg su ve¢ odstranjene
tvari koje se mogu ekstrahirati heksanom,

— eksikator,

— sito s otvorima promjera 1 mm,

— male Cestice prethodno osusenog kamena plovucca.

Reagensi

Normalni heksan tehni¢kog stupnja Cistoce, iza kojega, nakon S§to je
potpuno ispario, suhi ostatak mora biti manji od 0,002 g na 100 ml.
POSTUPAK

Pripremanje uzorka za ispitivanje

Ako je potrebno, za mljevenje laboratorijskog uzorka upotrijebite pret-
hodno dobro ocis¢eni mehanicki mlinac da uzorak usitnite dovoljno da
Cestice mogu pro¢i kroz sito.

Upotrijebite otprilike jednu dvadesetinu uzorka da biste obavili postupak
¢is¢enja mlinca, samljeveni materijal bacite, a ostatak sameljite i sakupite,
pazljivo promijesajte i odmah ga analizirajte.

Uzorak za ispitivanje

Odmah nakon mljevenja za analizu odvagnite otprilike 10 g uzorka s
dopustenim odstupanjem od 0,01 g.

Pripremanje ¢ahure za ekstrakciju

Uzorak za ispitivanje stavite u ¢ahuru za ekstrakciju i zaCepite vatom. Ako
koristite filtar-papir, uzorak za ispitivanje umotajte u njega.

Prethodno susSenje

Ako je komina masline vrlo vlazna (odnosno, ako je sadrzaj vlage i
hlapivih tvari visi od 10 %), provedite prethodno suSenje tako da napu-
njenu Cahuru za ekstrakciju (ili filtar-papir) na odgovarajuée vrijeme
stavite u suSionik u kojemu temperatura nije visa od 80 °C, a s ciljem
smanjivanja sadrzaja vlage i hlapivih tvari na manje od 10 %.
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2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

Pripremanje tikvice s okruglim dnom

Odmyjerite, uz odstupanje do 1 mg, tikvicu u kojoj se nalaze jedna ili dvije
Cestice plovuéca, prethodno osuSenu u susioniku na 103 £ 2 °C, a nakon
toga ohladenu u eksikatoru ne krace od jednog sata.

Pocetna ekstrakcija

Cahuru za ekstrakciju (ili filtar-papir) u kojoj je uzorak za ispitivanje
umetnite u uredaj za ekstrahiranje. U tikvicu ulijte potrebnu koli¢inu
heksana. Spojite tikvicu s uredajem za ekstrahiranje i sve zajedno stavite
na elektrino grijanu kupelj. Stupanj zagrijavanja prilagodite na takav
nacin da brzina refluksa ne bude sporija od tri kapi u sekundi (umjereno,
ne snazno kljucanje). Nakon Cetiri sata ekstrahiranja pustite da se ohladi.
Izvadite ¢ahuru za ekstrakciju iz uredaja za ekstrahiranje i postavite je u
struju zraka s ciljem odstranjivanja vecine otapala.

Druga ekstrakcija

Sadrzaj ¢ahure za ekstrakciju istresite u mikro-drobilicu i sameljite ga ¢im
je sitnije moguée. Vratite svu samljevenu mjesavinu u ¢ahuru (bez rasipa-
nja) i postavite je natrag u uredaj za ekstrahiranje.

Nastavite s ekstrahiranjem tijekom sljedeca dva sata koriste¢i istu tikvicu s
okruglim dnom koja je sadrzavala inicijalni ekstrakt.

Dobivena otopina u tikvici za ekstrahiranje mora biti bistra. Ako nije,
profiltrirajte je kroz filtar-papir te prvotnu tikvicu i filtar-papir nekoliko
puta isperite heksanom. Sakupite filtrat i otopinu za ispiranje u drugu
tikvicu s okruglim dnom koja je prethodno bila osuSena i izvagana uz
odstupanje do 1 mg.

Odstranjivanje otapala i vaganje ekstrakta

Vecdi dio otapala odstranite destilacijom na elektriéno grijanoj kupelji. Sve
preostale tragove otapala odstranite zagrijavanjem tikvice u suSioniku na
103 £ 2 °C tijekom 20 minuta. Postupak odstranjivanja pospjesite bilo
upuhivanjem zraka, ili pak, §to je preporuéljivo, nekog inertnog plina, u
odredenim vremenskim intervalima ili koristenjem snizenog tlaka.

Ostavite tikvicu da se hladi u eksikatoru ne krace od jednog sata i zatim je
izvaZite s odstupanjem do 1 mg.

Ponovo zagrijavajte 10 minuta u istim uvjetima, ohladite u eksikatoru i
izvazite.

Razlika izmedu dvaju vaganja ne smije biti ve¢a od 10 mg. Ako je razlika
veca, ponovo zagrijavajte u razdobljima od 10 minuta, iza kojih slijede
hladenje i vaganje, sve dok razlika ne bude iznosila 10 mg ili manje.
Zabiljezite masu dobivenu posljednjim vaganjem tikvice.

Provedite dva usporedna odredivanja.

ISKAZIVANIJE REZULTATA
Metoda izra¢unavanja i formula

(a) Ekstrakt, iskazan kao postotak u odnosu na masu zaprimljenog proiz-
voda, jednak je:
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pri ¢emu je: S = maseni udjel ekstrakta u odnosu na zaprimljeni
proizvoda,

m, = masa uzorka, u gramima,

m; = masa ekstrakta nakon suSenja, u gramima.
Za rezultat uzmite aritmeticku sredinu dvaju usporednih odredivanja,
pod uvjetom da su ispunjeni zahtjevi za ponovljivost.
Rezultat iskazite jednim decimalnim mjestom.

(b) Ekstrakt se iskazuje na temelju suhe tvari, koriStenjem sljedece
formule:

100
S x T0 -0 — postotak ulja u ekstraktu na temelju suhe tvari,

pri ¢emu je: S = postotak ekstrakta u smislu zaprimljenog proiz-
voda (vidjeti tocku (a)),

U = njegov sadrzaj vlage i hlapivih tvari.

Ponovljivost

Razlika izmedu dvaju usporednih odredivanja koje isti analitiCar provodi
istodobno, ili neposredno jedno za drugim, ne smije biti visa od 0,2 g
ekstrakta heksana na 100 g uzorka.

Ako ovaj uvjet nije ispunjen, ponovite analizu na druga dva dijela uzorka
za ispitivanje. Ako i u tom slucaju razlika bude visa od 0,2 g, kao rezultat
uzmite aritmeti¢ku sredinu Cetiriju odredivanja.
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2.1.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1

5.2.

PRILOG XV1I.
ODREDIVANJE JODNOG BROJA

OPSEG

Ovom Medunarodnom normom utvrduje se metoda za odredivanje jodnog
broja u mastima zivotinjskog i biljnog podrijetla te uljima, u daljnjem
tekstu: masti.

DEFINICIJA

Za potrebe ove Medunarodne norme primjenjuje se sljedeca definicija:

Jodni broj oznafava masu joda koju je uzorak apsorbirao u radnim uvje-
tima koji su utvrdeni ovom Medunarodnom normom.

Vrijednost jodnog broja iskazuje se u gramima joda na 100 g uzorka.

PRINCIP

Dio uzorka za ispitivanje rastopi se u otapalu uz dodatak Wijsova
reagensa. Nakon odredenog vremena dodaju se otopina kalijevog jodida
i voda, a oslobodeni se jod titrira otopinom natrijevog tiosulfata.

REAGENSI

Svi reagensi moraju biti prihvacene analiticke ¢istoce.

Voda, sukladna zahtjevima norme ISO 3693, 3. stupan;.

Kalijev jodid, otopina 100 g/l, koja ne sadrzi jodate niti slobodni jod.
Skrob, otopina.

5 g topivog Skroba pomijesajte s 30 ml vode, pa ovu mjesavinu dodajte u
1 000 ml kipuce vode, pustite da vrije tri minute i zatim ostavite da se
ohladi.

Natrijev tiosulfat, standardna volumetrijska otopina koncentracije c¢
(Na,S,05.5H,0) = 0,1 mol/l, koja je standardizirana ne dulje od sedam
dana prije uporabe.

Otapalo pripremljeno mijeSanjem jednakih volumena cikloheksana i
octene kiseline.

Wijsov reagens, sadrzi jodni monoklorid u octenoj kiselini. Treba koristiti
Wijsov reagens koji je dostupan u slobodnoj trgovini.

OPREMA

Uobicajena laboratorijska oprema, a posebno sljedeca:

Staklene odmjerne posudice, pogodne za dio uzorka za ispitivanje i
njegovo rasporedivanje u tikvice (6.2).

Erlenmeyerove tikvice, volumena 500 ml, s ¢epovima od bruSenog stakla i
potpuno suhe.

PRIPREMANIJE UZORKA ZA ISPITIVANIE

Homogenizirani uzorak osusi se iznad natrijevog sulfata i filtrira.

POSTUPAK

Uzorak za ispitivanje

Masa uzorka za ispitivanje razlikuje se ovisno o njegovu océekivanom
jodnom broju, kao $to je prikazano u tablici 1.
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7.2.

7.3.

Tablica 1.
Odekivani jodni broj Masa dijela uzorka za ispitivanje (g)

manje od 5 3,00

5 do 20 1,00

21 do 50 0,40

51 do 100 0,20
101 do 150 0,13
151 do 200 0,10

Uzorak odmjerite u staklenoj odmjernoj posudici (5.1.) uz odstupanje do
0,1 mg.

Odredivanje

Dio uzorka za ispitivanje stavite u tikvicu volumena 500 ml (6.2.). Dodajte
20 ml otapala (4.5.) da bi se rastopila mast. Dodajte to¢no 25 ml Wijsova
reagensa (4.6.), umetnite Cep, zavrtite sadrzaj i stavite tikvicu na tamno
mjesto. Za Wijsov reagens ne smije se Koristiti usna pipeta!

Na sli¢an nacin pripremite slijepu probu s otapalom i reagensom, ali bez
dijela uzorka za ispitivanje.

Za uzorke koji imaju jodni broj manji od 150 ostavite tikvice u tami sat

vremena; za one €iji je jodni broj visi od 150 i za polimerizirane proizvode
ili u znaéajnoj mjeri oksidirane proizvode, ostavite u tami dva sata.

Po isteku zadanog vremena u svaku tikvicu dodajte po 20 ml otopine
kalijevog jodida (4.2.) i 150 ml vode (4.1.).

Titrirajte standardnom volumetrijskom otopinom natrijevog tiosulfata (4.4.)
sve dok zuta boja koju daje jod gotovo u potpunosti ne nestane. Dodajte
nekoliko kapi otopine Skroba (4.3.) i nastavite titrirati sve dok neposredno
nakon vrlo energi¢nog protresanja ne nestane plava boja.

Biljeska: Dopusteno je potenciometrijsko titriranje za odredivanje zavr$ne
tocke.

Broj odredivanja
Provedite dvostruko odredivanje na istom uzorku za ispitivanje.

ISKAZIVANIJE REZULTATA

Jodni broj zadan je sljedecom jednadzbom:

12,69 ¢ (V, — V)

m

pri ¢emu je:

¢ = brojcana vrijednost to¢ne koncentracije, iskazana u molima po litri,
upotrijebljene standardne volumetrijske otopine natrijevog tiosul-
fata (4.4.);

V, = broj¢ana vrijednost volumena, u mililitrima, standardne volume-

trijske otopine natrijevog tiosulfata (4.4.) koja je koriStena za
slijepu probu;
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V, = brojéana vrijednost volumena, u mililitrima, standardne volume-
trijske otopine natrijevog tiosulfata (4.4.) koja je koristena za odre-
divanje;

m = broj¢ana vrijednost mase, u gramima, uzorka za ispitivanje (7.1.).

Za rezultat uzmite aritmeticku sredinu dvaju odredivanja, pod uvjetom da
su ispunjeni zahtjevi za ponovljivost (9.2.).
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PRILOG XVII.:

METODA ZA ODREDIVANJE STIGMASTADIENA U BILJNIM
ULJIMA

1. CILJ

Odredivanje stigmastadiena u biljnim uljima koja sadrze niske koncentra-
cije tih ugljikovodika, posebno u djevicanskom maslinovom ulju i
sirovom ulju komine maslina.

2. OPSEG

Taj se standard moze primijeniti na sva biljna ulja, iako su mjerenja
pouzdana samo u slucaju kada sadrzaj tih ugljikovodika iznosi od 0,01
do 4,0 mg/kg. Ta je metoda posebno primjerena za otkrivanje prisutnosti
rafiniranih biljnih ulja (maslinovog, ulja komine maslina, suncokretovog,
palminog itd.) u djevicanskom maslinovom ulju budu¢i da rafinirana ulja
sadrze stigmastadiene, za razliku od djevicanskih ulja.

3. PRINCIP

Izdvajanje neosapunjive tvari. Odvajanje frakcije steroidalnih ugljikovo-
dika kromatografijom na koloni sa silika-gelom i analiza kapilarnom plin-
skom kromatografijom.

4. OPREMA

4.1.  Tikvica volumena 250 ml za uporabu s povratnim hladilom.
4.2.  Lijevci za odjeljivanje volumena 500 ml.

4.3. Tikvica okruglog dna volumena 100 ml.

4.4. Rotirajuéi isparivaé

4.5. Staklena kromatografska kolona (unutarnjega promjera 1,5 do 2,0 cm i
duzine 50 cm) s teflonskim ventilom i zatvaraem od staklene vune ili
plo¢icom od sinter-stakla na dnu. Za pripremu kolone sa silika-gelom u
kromatografsku kolonu treba uliti heksan do razine od 5 cm od dna te
napuniti emulzijom silika-gela u heksanu (15 g u 40 ml) uz pomoé
dodatka heksana. Pricekati da se stalozi te primjenom laganih vibracija
dovrsiti talozenje. Dodati bezvodni natrijev sulfat do razine od priblizno
0,5 cm 1 konacéno eluirati viSak heksana.

4.6.  Plinski kromatograf s plameno-ionizacijskim detektorom, injektor s dije-
ljenjem uzorka ili injektorom koji omogucava izravno ubrizgavanje na
pocetak (hladne) kolone (cold on-column) 1 peéi s moguénoséu podesa-
vanja temperature na £ 1 °C.

4.7. Kvarcna kapilarna kolona za plinsku kromatografiju (unutarnjega promjera
0,25 ili 0,35 mm i duzine 25 m) obloZena s 5 %-tnom fenilmetilsilikon-
skom fazom debljine sloja od 0,25 mm.

Napomena 1.:

Mogu se upotrijebiti i druge kolone sli¢ne ili nize polarnosti.

4.8.  Snimac-integrator s mogucnoSéu uporabe integracijskoga nacina
dolina-dolina (valley-valley).

4.9. Mirkostrcaljka od 5 do 10 ml za plinsku kromatografiju s neodvojivom
iglom.

4.10. Elektriéni pokrivac ili grijaca ploca.
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5. REAGENSI

Svi reagensi trebaju biti analitiCke kvalitete, osim ako je drukcije odre-
deno. Voda koja se koristi treba biti destilirana ili barem jednake Cistoce.

5.1. Heksan ili smjesa alkana intervala vrelista od 65 do 70 °C, destilirani s
kolonom za ispravljanje.

Napomena 2.:

Otapalo se mora destilirati kako bi se odstranile necistoce.

5.2. 96 %-tni v/v etanol.

5.3.  Bezvodni natrijev sulfat

5.4. 10 %-tna alkoholna otopina kalijevoga hidroksida. Dodati 10 ml vode u
50 g kalijevoga hidroksida, promijesati, a zatim tu smjesu otopiti u
etanolu tako da ukupni volumen bude 500 ml.

Napomena 3.:

Alkoholna otopina kalijevog hidroksida stajanjem posmedi. Treba se
svakodnevno pripremati iznova te je treba Cuvati u dobro zatvorenim
bocama od tamnoga stakla.

5.5.  Silika-gel 60 za kromatografiju na koloni, 70 do 230 mesh, (Merck,
referenca 7734 ili sli¢no).

Napomena 4.:

Silika-gel se obi¢no moze izravno upotrebljavati bez ikakve obrade.
Medutim, odredene serije silika-gela mogu imati nisku aktivnost te time
uzrokovati slabije kromatografsko odvajanje. U tim okolnostima silika-gel
treba obraditi na sljede¢i nalin: aktivirati silika-gel zagrijavanjem na
550 °C najmanje Cetiri sata. Nakon zagrijavanja staviti silika-gel u eksi-
kator dok se hladi, a zatim ga premjestiti u zacepljenu tikvicu. Dodati 2 %
vode i protresti smjesu sve dok u njoj vise nema vidljivih grudica i ona
postane sipka.

U slucaju da serije silika-gela uzrokuju kromatograme s pikovima koji se
preklapaju, silika-gel treba obraditi na gore navedeni nacin. Alternativa bi
mogla biti uporaba ekstra Cistog silika-gela 60 (Merck, referenca 7754).

5.6. Ishodisna otopina (200 ppm) kolesta-3,5-diena (Sigma, 99 %-tne Cistoce)
u heksanu (10 mg u 50 ml).

5.7. Standardna otopina kolesta-3,5-diena u heksanu koncentracije 20 ppm,
dobivena razrjedivanjem gore navedene otopine.

Napomena 35.:

Otopine pod 5.6 i 5.7. stabilne su najmanje Cetiri mjeseca ako se Cuvaju
na temperaturi nizoj od 4 °C.

5.8.  Otopina n-nonakozana u heksanu priblizne koncentracije 100 ppm.

5.9. Plin nosa¢ za kromatografiju: helij ili vodik 99,9990 %-tne Cistoce.

5.10. Pomoc¢ni plinovi za plameno-ionizacijski detektor: vodik 99,9990 %-tne
Cistoce 1 prociséeni zrak.
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6. POSTUPAK
6.1. Priprema neosapunjive tvari

6.1.1. Izvagati 20 + 0,1 g ulja u tikvicu od 250 ml (4.1.), dodati 1 ml standardne
otopine kolesta-3,5-diena (20 pg) i 75 ml alkoholne otopine kalijevog
hidroksida koncentracije 10 %, postaviti na povratno hladilo i zagrijati
na lagano vrenje 30 minuta. Odvojiti tikvicu s uzorkom od izvora
topline i pustiti otopinu da se lagano ohladi (ne smije se potpuno ohladiti
jer ¢e se uzorak staloziti). Dodati 100 ml vode i otopinu uz pomo¢ 100 ml
heksana preliti u lijevak za odjeljivanje (4.2.). Smjesu snazno tresti 30
sekundi i ostaviti da se odvoji.

Napomena 6.:

Ako se pojavi emulzija koja brzo ne nestane, dodati malu koli¢inu etanola.

6.1.2. Premjestiti donju vodenu fazu u drugi lijevak za odjeljivanje i opet je
ekstrahirati s 100 ml heksana. Vodenu fazu jo$ jednom odliti i tri puta
isprati heksanske ekstrakte (pomijesane u jo$ jednom lijevku za odjeljiva-
nje), svaki put sa 100 ml smjese vode i etanola (1:1), dok se ne postigne
neutralni pH faktor.

6.1.3. Heksansku otopinu preliti preko bezvodnog natrijevog sulfata (50 g),
isprati s 20 ml heksana i heksan ispariti u rotirajuem isparivacu na
30 °C pod snizenim tlakom dok se ne osusi.

6.2. Odvajanje frakcije steroidalnih ugljikovodika

6.2.1. Taj talog prenijeti na kolonu za frakcije dodavanjem dva puta po 1 ml
heksana, pustiti da se razina otopine spusti na vrh natrijevog sulfata kako
bi se dobio uzorak na koloni te zapocleti kromatografsku eluciju s
heksanom protoka od priblizno 1 ml/min. Zanemariti prvih 25 do 30 ml
eluata i zatim skupiti sljedecih 40 ml frakcije. Nakon prikupljanja frakciju
premjestiti u tikvicu okruglog dna volumena 100 ml (4.3.).

Napomena 7.:

Prva frakcija sadrzi zasic¢ene ugljikovodike (slika 1 a), a druga frakcija
steroidne ugljikovodike. Daljnjom se elucijom dobivaju skvalen i skvalenu
srodni spojevi. Kako bi se postiglo dobro odvajanje zasi¢enih od
steroidnih ugljikovodika potrebna je optimizacija frakcijskih volumena.
Radi toga, volumen prve frakcije treba biti tako podesen da pri analizi
druge frakcije pikovi koji predstavljaju zasicene ugljikovodike budu niski
(pogledati sliku 1 c); ako se ne pojave, ali intenzitet standardnog pika
bude nizak, volumen treba smanjiti. Uostalom, potpuno odvajanje sasto-
jaka prve i druge frakcije nije potrebno; budué¢i da se pikovi u analizi
plinskom kromatografijom ne preklapaju ako se uvjeti plinske kromato-
grafije prilagode kako je navedeno pod 6.3.1. Optimiranje volumena druge
frakcije opcenito nije potrebno buduéi da postoji dobro odvajanje kod
daljnjih sastojaka. Ipak, prisutnost velikog pika s otprilike 1,5 minuta
kra¢im retencijskim vremenom od standardnog nastaje zbog skvalena i
ukazuje na lose odvajanje.

6.2.2. Ispariti drugu frakciju u rotirajuéem ispariva¢u na 30 °C pod sniZzenim
tlakom dok se ne osusi te nastali talog odmah rastopiti u 0,2 ml heksana.
Otopinu do analize ¢uvati u hladnjaku.

Napomena 8.:

Talozi pod 6.1.3. 1 6.2.2. ne smiju se ¢uvati u suhom stanju niti na sobnoj
temperaturi. Cim se dobiju treba im dodati otapalo, a ta se otopina treba
¢uvati u hladnjaku.
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6.3. Plinska kromatografija

6.3.1. Radni uvjeti za injektiranje s razdvajanjem:
— temperatura injektora: 300 °C,
— temperatura detektora: 320 °C,

— snimac-integrator: parametri integracije trebaju biti namjesteni tako da
omogucuju to¢nu procjenu podrucja. Preporucuje se integracijski nacin
dolina-dolina (valley-valley),

— osjetljivost: otprilike 16 puta veca od najmanje atenuacije,
— koli¢ina ubrizgane otopine: 1 pl,

— podesavanje temperature pec¢i: pocetno Sest minuta na 235 °C, a zatim
temperatura raste za 2 °C/min do 285 °C,

— injektor s razdvojnikom protoka 1: 15,
— plin nosac¢: heljj ili vodik pri tlaku od 120 kPa.

Ti se uvjeti mogu prilagoditi u skladu s karakteristikama kromatografa i
kolone da bi se dobili kromatogrami koji udovoljavaju sljede¢im zahtje-
vima: pik unutarnjeg standarda mora se pojaviti u roku od 5 minuta od
vremena koje je navedeno pod 6.3.2.; pik unutarnjeg standarda treba
dosezati barem 80 % punog raspona.

Sustav plinske kromatografije mora se provjeriti ubrizgavanjem smjese
ishodi$ne otopine kolestadiena i (5.6.) i n-nonakozana (5.8.). Pik
kolesta-3,5-diena treba se pojaviti prije pika n-nonakozana (slika 1 ¢); u
slucaju da se to ne dogodi, mogu se poduzeti dvije mjere: sniziti tempera-
turu peci i/ili upotrijebiti kolonu nize polarnosti.

6.3.2. Identificiranje pikova

Pik unutarnjeg standarda pojavljuje se nakon priblizno 19 minuta, dok je
relativno retencijsko vrijeme 3,5-stigmastadiena 1,29 (vidjeti sliku 1 b).
3,5-stigmastadien pojavljuje se s malim koli¢inama svog izomera te
obi¢no zajedno eluiraju kao jedan kromatografski pik. Medutim, ako je
kolona previse polarna ili ima visoku razlucivost, izomer se moze pojaviti
kao mali pik ispred i blizu pika 3,5-stigmastadiena (slika 2). Da bi se
osigurala eluacija stigmastadiena kao jednog pika, preporucuje se zamije-
niti kolonu onom manje polarnom ili kolonom s veéim unutarnjim
promjerom.

Napomena 9.:

Stigmastadieni za referencu mogu se dobiti analizom rafiniranog biljnog
ulja uz uporabu manje koli¢ine uzorka (1 do 2 g). Stigmastadieni tvore
istaknut i lako uodljiv pik.

6.3.3. Kvantitativna analiza

Sadrzaj se stigmastadiena odreduje na temelju formule:

S C

M
mg/kg stigmastadiena = M

>| >
X | X

C
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gdje je: A podrucje stigmastadienskoga pika (ako se pik razdvoji
na dva izomera, zbroj podru¢ja oba vrha),

>
I

¢ = podrucje unutarnjeg standarda (kolestadien),

=
I

¢ = masa dodanog standarda u mikrogramima,

M, = masa koriStenog ulja u gramima.

Granica detekcije: priblizno 0,01 mg/kg.
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Slika 1

Plinski kromatogrami dobiveni analizom uzoraka maslinovog ulja na kvarcnoj
kapilarnoj koloni (unutarnjeg promjera 0,25 mm i duzine 25 m) oblozenoj s 5 %-
tnom fenilmetilsilikonskom fazom debljine sloja od 0,25 mm.
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(a) Prva frakcija (30 ml) djevi¢anskog ulja s dodatkom standarda.

(b) Druga frakcija (40 ml) maslinovog ulja koje sadrzi 0,10 mg/kg
stigmastadiena.

(c) Druga frakcija (40 ml) koja sadrzi mali postotak prve frakcije.

STIG-3,5

LS

izomer

bl

| {
0 10 20 min

Slika 2

Plinski kromatogram dobiven analizom uzoraka rafiniranog maslinovog ulja na
stupcu DB-5 i koji pokazuje izomer 3,5-stigmastadiena.



01991R2568 — HR — 04.08.2016 — 029.001 — 95

VY M25
PRILOG XVIIIL

ODREDIVANJE RAZLIKE IZMEDU STVARNE I TEORETSKE
KOLICINE TRIACILGLICEROLA S ECN 42

1. OPSEG

Odredivanje apsolutne razlike izmedu eksperimentalnih vrijednosti
triacilglicerola (TAG) s ekvivalentnim ugljikovim brojem 42
(ECN42yp; c) dobivenog odredivanjem u ulju visoko djelotvornom teku-
¢inskom kromatografijom i teoretske vrijednosti TAG-a s ekvivalentnim
ugljikovim brojem 42 (ECN 42, .cki) 1zracunato na temelju sastava
masnih kiselina.

2. PODRUCJE PRIMJENE

Ova se norma primjenjuje na maslinova ulja. Metoda se primjenjuje za
dokazivanje prisutnosti malih koli¢ina sjemenskih ulja (bogatih linolnom
kiselinom) u svim kategorijama maslinovih ulja.

3. PRINCIP

Udio triacilglicerola s ECN 42 odreden HPLC metodom i teoretski udio
triacilglicerola s ECN 42 (izraGunan na temelju sastava masnih kiselina
utvrdenog plinsko-tekucéinskom kromatografijom) podudaraju se unutar
odredenih granica za Cista ulja. Razlika veca od vrijednosti utvrdenih za
pojedine vrste ulja ukazuju na to da ulje sadrzi sjemenska ulja.

4. METODA

Metoda izracunavanja teoretskog udjela triacilglicerola s ECN 42 te
razlike izmedu teoretskog udjela i rezultata dobivenih HPLC metodom,
u osnovi predstavlja usporedivanje analitickih podataka dobivenih
pomocu drugih metoda. Mogu se razlikovati tri faze: odredivanje
sastava masnih kiselina kapilarnom plinskom kromatografijom, izracu-
navanje teoretskog sastava triacilglicerola s ECN 42 te odredivanje tria-
cilglicerola s ECN 42 HPLC metodom.

4.1. Aparatura
4.1.1.  Tikvice s okruglim dnom, 250 i 500 ml.

4.1.2.  Laboratorijske ¢ase, 100 ml.

4.1.3. Staklena kromatografska kolona unutarnjeg promjera 21 mm, duljine
450 mm, s pipcem i normiranim konusnim nastavkom (s unutarnje
strane) pri vrhu.

4.1.4. Lijevci za odjeljivanje od 250 ml, s normiranim konusnim nastavkom (s
vanjske strane) na dnu, prikladni za spajanje na vrh kolone.

4.1.5. Stakleni $tapi¢ duljine 600 mm.
4.1.6.  Stakleni lijevak promjera 80 mm.
4.1.7. Odmjerne tikvice od 50 ml.
4.1.8.  Odmjerne tikvice od 20 ml.
4.1.9. Rotirajuéi uparivac.

4.1.10. Teku¢inski kromatograf visoke djelotvornosti koji omoguéuje termo-
statsku kontrolu temperature kolone.

4.1.11. Jedinica za injektiranje 10 pl.

4.1.12. Detektor: diferencijalni refraktometar. Osjetljivost na punoj skali treba
biti najmanje 10~ jedinica indeksa refrakcije.
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4.1.13. Kolona: cijev od nehrdajuteg celika duljine 250 mm i unutarnjeg
promjera 4,5 mm, napunjena zrncima silikagela promjera 5 um s 22
do 23 % ugljika u obliku oktadecilsilana.

4.1.14. Softver za obradu podataka.
4.1.15. Posude od oko 2 ml, s teflonskim zatvara¢ima i ¢epovima s navojem.

4.2. Reagensi

Reagensi moraju biti analitiCke Cisto¢e. Otapala za eluiranje moraju biti
takva da se mogu nekoliko puta reciklirati, a da to ne utjeCe na odvaja-
nja, i iz njih moraju biti odstranjeni svi plinovi.

4.2.1. Petroleter 40 do 60 °C za kromatografiju ili heksan.
4.2.2.  Svjeze destiliran etil eter bez peroksida.

4.2.3. Otapalo za eluiranje za ¢iS¢enje ulja kolonskom kromatografijom, smjesa
petroletera/etil etera 87/13 (v/v).

4.2.4. Silikagel, 70-230 mesha, tip Merck 7734, sa standardiziranim udjelom
vode od 5 % (W/w/).

4.2.5. Staklena vuna.
4.2.6. Aceton za HPLC.
4.2.7. Acetonitril ili propionitril za HPLC.

4.2.8. Otapalo za eluiranje za HPLC: acetonitril + aceton (omjere treba prila-
goditi tako da se postigne Zeljeni stupanj razdvajanja; zapoCinje se sa
smjesom 50:50) ili propionitril.

4.2.9. Otapalo za rastapanje: aceton.

4.2.10. Referentni trigliceridi: mogu se koristiti trigliceridi dostupni na trzistu
(tripalmitin, triolein itd.) u kojem se slucaju vremena zadrzavanja biljeze
u skladu s ekvivalentnim ugljikovim brojem ili se pak mogu koristiti
referentni kromatogrami dobiveni iz sojinog ulja, smjese sojina i masli-
nova ulja u omjeru 30:70 te Cistog maslinovog ulja (vidjeti napomene 1.
i 2. te slike 1. do 4.).

4.2.11. 6-mililitarska kolona za ekstrakciju na &vrstoj fazi, s fazom 1 g
silikagela.

4.3. Priprema uzoraka

Buduéi da niz interferentnih tvari moze dovesti do laznih pozitivnih
rezultata, uzorak se svaki put mora procistiti prema I[UPAC metodi br.
2.507 koja se koristi za odredivanje polarnih tvari u oksidiranim uljima.

4.3.1.  Priprema kromatografske kolone

Napuniti kolonu (4.1.3.) s oko 30 ml otapala za eluiranje (4.2.3.), a
zatim u kolonu unijeti malo staklene vune (4.2.5.) guraju¢i je do dna
kolone staklenim Stapic¢em (4.1.5.).

U laboratorijskoj ¢asi od 100 ml pripremiti suspenziju 25 g silikagela
(4.2.4.) u 80 ml eluacijske mjeSavine (4.2.3.) te je prebaciti u kolonu
pomocu staklenog lijevka (4.1.6.).

Kako bi se osiguralo da je silikagel u potpunosti prenesen u kolonu, ¢asa
se nekoliko puta ispere smjesom otapala za eluiranje, prebacujuci i to u
kolonu.

Otvaranjem pipca pri dnu kolone, otapalo se ispusti do visine od 1 cm
iznad povrsine silikagela.
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4.3.2.  Kromatografija na koloni

S tocnos¢u od 0,001 g odvagnuti 2,5 £ 0,1 g prethodno filtriranog,
homogeniziranog i osusenog ulja, ako je potrebno, u odmjernu tikvicu
volumena 50 ml (4.1.7.).

Otopiti u oko 20 ml otapala za eluiranje (4.2.3.). Ako je potrebno,
lagano zagrijati da bi se lakSe otopilo. Ohladiti na sobnu temperaturu i
prilagoditi volumen otapalom za eluiranje.

Pomocu volumetrijske pipete unijeti 20 ml otapala u kolonu priprem-
ljenu u skladu s 4.3.1., otvoriti pipac i pustiti da otopina eluira do razine
sloja silikagela.

Potom eluirati sa 150 ml otapala za eluiranje (4.2.3.), prilagodavajuci
protok otapala na oko 2 ml/min (za 150 ml treba 60 do 70 minuta da
prode kroz kolonu).

Eluat se skuplja u tikvicu okruglog dna volumena 250 ml (4.1.1.) pret-
hodno tariranu u pedi i to¢no izvaganu. Otapalo se ukloni na rotiraju¢em
vakuum uparivacu (4.1.9.) te zatim izvaze ostatak u tikvici koji ¢e se
koristiti za pripremu otopine za HPLC analizu i za pripremu metil estera.

Udio sakupljenog uzorka iz kolone mora biti najmanje 90 % za katego-

rije ekstra djevicanskog, djevicanskog, obi¢nog i rafiniranog maslinovog

ulja te najmanje 80 % za maslinovo ulje lampante i ulje komine maslina.
43.3. Ciscenje s ekstrakcijom na cvrstoj fazi

Kolona sa silikagelom za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi aktivira se sa 6 ml

heksana (4.2.3.) u vakuumu, izbjegavajuci isuSenje.

S tocnos¢éu od 0,0001 g izvagati 0,12 g u posudi od 2 ml (4.1.15.) i
otopiti s 0,5 ml heksana (4.2.3.).

Otopinu unijeti u kolonu za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi i eluirati s 10 ml
heksana-dietil etera (87:13 v/v) (4.2.3.) pod vakuumom.

Sakupljena frakcija se u rotacijskom isparivacu (4.1.9.) upari do suhoce
pod snizenim tlakom na sobnoj temperaturi. Ostatak se otopi u 2 ml
acetona (4.2.6.) za analizu triacilglicerola (TAG).

4.4. Analiza HPLC metodom

4.4.1.  Priprema uzoraka za kromatografiju

5 %-tna otopina uzorka koji ¢e se analizirati priprema se vaganjem 0,5
+ 0,001 g uzorka u odmjernoj tikvici od 10 ml te nadopunjavanjem do
10 ml otapalom (4.2.9.).

4.4.2. Postupak

Postaviti sustav za kromatografiju. Upumpati otapalo za eluiranje (4.2.8.)
brzinom od 1,5 ml/min da bi se procistio cijeli sustav. Pricekati dok se
ne dobije stabilna bazna linija.

Injektirati 10 pl uzorka pripremljenog kao u tocki 4.3.

4.4.3. Izracunavanje i izrazavanje rezultata

Koristiti metodu normalizacije povrsine, odnosno, pretpostavlja se da
zbroj povrSina pikova koji odgovaraju TAG-ovima od ECN42 do
ECN52 iznosi 100 %.

IzraCunati relativni postotak svakog triglicerida pomocu formule:
% triglicerida = povr§ina pika x 100/zbroj povrsina pikova.
Rezultate treba izraziti s najmanje dva decimalna mjesta.

Vidjeti napomene 1. do 4.
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4.5. Izratun sastava triacilglicerola (Mol %) na temelju podataka o
sastavu masnih Kiselina (% povrsina)

4.5.1.  Odredivanje sastava masnih kiselina

Sastav masnih kiselina utvrduje se u skladu s normom ISO 5508
pomocu kapilarne kolone. Metil esteri pripremaju se na temelju COI/
T.20/dok. br. 24.

4.5.2.  Masne kiseline koje se uzimaju u obzir za izracunavanje

Gliceridi se grupiraju prema njihovom ekvivalentnom broju
ugljika (ECN), uzimajuéi u obzir sljedee ekvivalentnosti izmedu
ECN-a i masnih kiselina. U obzir se uzimaju samo masne kiseline sa
16 1 18 atoma ugljika jer su samo one bitne za maslinovo ulje. Masne
kiseline bi trebalo normalizirati do 100 %.

Masna kiselina (MK) Kratica Molektai;x;\ masa ECN
Palmitinska kiselina P 256,4 16
Palmitoleinska kiselina Po 254.4 14
Stearinska kiselina S 284,5 18
Oleinska kiselina (6] 282.5 16
Linolna kiselina L 280,4 14
Linolenska kiselina Ln 278.4 12

4.5.3.  Preracunavanje povrsina (%) u molove za sve masne kiseline (1)

9 $ine P o < o Sine P
Mol p — Z2PovISine P Mol § — POVSINES )y %povisine Po
MM P MM S MM Po

% povrsine O Mol L — % povrsine L Mol Ln — % povrsine Ln

Mol O = =
Mm O Mm L Mm Ln
4.5.4. Normalizacija masnih kiselina na 100 % (2)

Mol P x 100

% Mol P (1,2,3) =
© Mol P (1,2,3) Mol (P + S + Po + O + L + Ln)

Mol S * 100
Mol (P + S 4+ Po + O + L + Ln)

% Mol S (1,2,3) =

Mol Po x 100
% Mol Po (1,2,3) =
oMol Po (1.23) = G P T8 + Po 1 0 + L & L)

_ Mol O = 100
" Mol (P +S +Po+ O+ L + Ln)

% Mol O (1,2,3)

Mol L « 100

% Mol L (1,2,3) =
% Mol L (1,2,3) Mol(P +S + Po + O + L + Ln)

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

% Mol Ln (1,2,3) =

Kao rezultat se dobiva udio svake masne kiseline u molnim postocima s
obzirom na sve polozaje u triagliceridima (1,2,3-).

Zatim se izraCunava zbroj zasi¢enih masnih kiselina P i S (ZMK) te
nezasi¢enih masnih kiselina Po, O, L i Ln (NMK) (3):
Mol % ZMK = Mol % P + Mol % S

Mol % NMK = 100 — Mol % ZMK
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4.5.5.  Izracunavanje sastava masnih kiselina na 2- i 1, 3-polozaju TAG-a
Masne kiseline rasporedene su u tri skupine kako slijedi: dvije istovjetne
skupine za 1- i 3- polozaj te jedna za 2-polozaj, s razli¢itim koeficijen-

tima za zasi¢ene (P i S) i nezasi¢ene masne kiseline (Po, O, L i Ln).

4.5.5.1. Zasi¢ene masne kiseline na 2-polozaju [P(2) i S(2)] (4):

Mol % P(2) = Mol % P (1,2,3) * 0,06
Mol % S(2)

Mol % S (1,2,3) * 0,06
4.5.5.2. Nezasi¢ene masne kiseline na 2-polozaju [Po(2), O(2), L(2) i Ln(2)] (5):

Mol % Po(1.,2,3

Mol % Po(2) = #I\(]MK) % (100 — Mol % P(2) — Mol % S(2))
0ol 7

Mol % 0(1,2,3)

Mol % 0(2) = T m i+ (100 — Mol % P(2) Mol % S(2))

Mol % L(1,2,3)
Mol % L(2) = —1Toe NMK

« (100 — Mol % P(2) — Mol % S(2))
Mol % Ln(1,2,3)

Mol % Ln(2) = =T NMK

% (100 — Mol % P(2) — Mol % S(2))
4.5.5.3. Masne kiseline u 1,3-polozajima [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3), L(1,3) i
Ln(1,3)] (6):

Mol % P(1,2,3) — Mol % P(2)
2

Mol % P(1,3) = + Mol % P(1,2,3)

Mol % S(1,2,3) — Mol % S(2)
2

Mol % S(1,3) = + Mol % S(1,2,3)

Mol % Po(1,2,3) — Mol % Po(2)

Mol % Po(1,3) ;

+ Mol % Po(1,2,3)

Mol % O(1,2,3) — Mol % O(2
Mol % 0(1,3) = ——> " (”; L% 0) Mol % 0(1,2,3)

Mol % L(1,2,3) — Mol % L(2
Mol % L(1,3) = ol % (,,; ol % ()+M01%L(1,2,3)

Mol % Ln(1,2,3) — Mol % Ln(2)
2

Mol % Ln(1,3) = + Mol % Ln(1,2,3)

4.5.6.  Izracunavanje triacilglicerola

4.5.6.1. TAG s jednom masnom kiselinom (AAA, ovdje LLL, PoPoPo) (7)

Mol % A(1,3) * Mol % A(2) = Mol % A(1,3)
10 000

Mol % AAA =

4.5.6.2. TAG s dvije masne kiseline (AAB, ovdje PoPoL, PoLL) (8)

Mol % A(1,3) * Mol % A(2) * Mol % B(1,3) * 2

0,
Mol % AAB 10000

Mol % A(1,3) * Mol % B(2) * Mol % A(1,3)

Mol % ABA
ol % 10 000
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4.5.6.3. TAG s tri razli¢ite masne kiseline (ABC, ovdje OLLn, PLLn, PoOLn,
PPoLn) (9)
Mol % ABC — Mol % A(1.3) + Mol % B(2) + Mol % C(1,3) * 2
10 000
Mol % B(1,3 Mol % C(2 Mol % A(1.3 5
Mol % BCA — MoL%B(13) * Mol % C(2) * Mol % A(1.3) *
10 000
Mol ¢ 1 Mol % A(2 Mol % B(1 )
Mol % CAB — Mol % C(1.3) Mol % A(2) * Mol % B(1,3) *

10 000

4.5.6.4. Triacilgliceroli s ECN 42

Sljede¢i triacilgliceroli s ECN 42 uzimaju su u obzir prema jednadzbama
7, 8 19, redoslijedom ocekivanog eluiranja pri analizi HPLC metodom
(obi¢no samo tri pika):

LLL

PoLL i pozicijski izomer LPoL

OLLn i pozicijski izomeri OLnL i LnOL

PoPoL i pozicijski izomer PoLPo

PoOLn i pozicijski izomeri OPoLn i OLnPo

PLLn i pozicijski izomeri LLnP i LnPL

PoPoPo

SLnLn i pozicijski izomer LnSLn

PPoLn i pozicijski izomeri PLnPo i PoPLn

Triacilgliceroli s ECN 42 izrazeni su kao zbroj ovih devet triacilglice-
rola, ukljuujuéi njihove pozicijske izomere. Rezultate treba izraziti s
najmanje dva decimalna mjesta.

5. OCJENJIVANJE REZULTATA

IzraCunati teoretski udio usporeduje se s udjelom utvrdenim HPLC anali-
zom. Ako je apsolutna razlika koju dobijemo kad od podataka HPLC
oduzmemo teoretske podatke vec¢a od vrijednosti navedenih za odgova-
rajucu kategoriju ulja u normi, uzorak sadrzi sjemensko ulje.

Rezultati se izrazavaju s dva decimalna mjesta.
6. PRIMJER (BROJEVI SE ODNOSE NA ODIJELJKE U TEKSTU

METODE)

— 4.5.1.  Izracunavanje molarnih % masnih kiselina iz podataka
dobivenih plinsko-tekuéinskom kromatografijom (normalizi-
rana povrsina %)

Plinsko-teku¢inskom kromatografijom dobivaju se sljedeci
podaci o sastavu masnih kiselina:

MK P S Po (6] L Ln

Mm 256.,4 284,5 2544 282,5 280,4 278,4

% povrsine 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0
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— 4.53.

— 4.5.4.

— 4.5.5.
— 4.5.5.1.

— 4.5.5.2.

Preracunavanje % povrsina u molove za sve masne kiseline (vidjeti formulu (1))

10
Mol P = 3564 = 0,03900 mola P
Mol S 3 0,01054 mola S
= — m
© 2845 o
1
Mol Po = 3544 = 0,00393 mola Po
Mol O = 5o 0,26549 mola O
2825
Mol L = m = 0,03566 mola L
1
Mol Ln = = la L
ol Ln 2784 0,00359 mola Ln

Ukupno = 0,35821 Mol TAG
Normalizacija masnih kiselina na 100 % (vidjeti formulu (2))

0,03900 mola P % 100
Mol % P(1,2,3) =2 03;;201"‘“; — 10,887 %

_ 0,01054 mola S * 100

Mol % S(1,2,3) 3P mole = 292 %
Mol % Po(123) = 0’003333;23113:(’)1: 100 _ 4 097 %
Mol % 0O(1,2,3) = 0’265(125?;?01: 100 _ 24116 %
Mol % L(1,2,3) = 0’03506;;;20; 100 _ 595504

Mol % Ln(1.2,3) _ 0,00359 mola Ln * 100 — 1,002 %

Ukupno Mol %

0,35821 mola
100 %

Zbroj zasic¢enih 1 nezasi¢enih masnih kiselina na 1,2,3-polo-
zaju TAG (vidjeti formulu (3)):

mola % ZMK = 10,887 % + 2,942 % = 13,829 %
mola % NMK = 100,000 % — 13,829 % = 86,171 %
Izracunavanje sastava masnih kiselina na 2- i 1,3-polozaju TAG

Zasi¢ene masne kiseline na 2-polozaju [P(2) i S(2)] (vidjeti
formulu (4))

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

Mol % S(2) = 2,942 % = 0,06 = 0,177 Mol %

Nezasi¢ene masne kiseline na 2-polozaju [Po(1,3), O(1,3),
L(1,3) i Ln(1,3)] (vidjeti formulu (5))

1,097 9
Mol % Po(2) = — o

= %171% (100 — 0,653 —0,177) = 1,262 Mol %
] 0

74,116 %

Mol % O(2) = 26171 %

x (100 — 0,653 — 0,177) = 85,296 Mol %

9,955 9
Mol % L(2) = 220 %

= 261770, * (100-0653-0,177) = 11,457 Mol %
) 0

1,002 %

Mol % Ln(2) = 36171 %

* (100 — 0,653 —0,177) = 1,153 Mol %
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— 4.5.53.

— 4.5.6.

— 4.5.6.1.

Masne kiseline na 1,3-polozajima [P(1,3), S(1,3), Po(1,3),
0O(1,3), L(1,3) i Ln(1,3)] (vidjeti formulu (6))

10,887 — 0,653

Mol %P(13) = ————"" + 10.887 = 16,004 mola %
Mol % S(1,3) = w + 2,942 = 4,325 mola %
Mol % Po(1,3) = M + 1,097 = 1,015 mola %
Mol % O(1,3) = w + 74,116 = 68,526 mola %
Mol % L(1,3) = M + 9,955 = 9,204 mola %
Mol % Ln(1,3) = M + 1,002 = 0,927 mola %

Izracunavanje triacilglicerola

Iz izraCunatog sastava masnih kiselina na sn-2- i sn-1,3-

polozajima:
MK u 1,3-polozaju 2-polozaju
P 16,004 % 0,653 %
S 4,325 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,262 %
o 68,526 % 85,296 %
9,204 % 11,457 %
Ln 0,927 % 1,153 %
Zbroj 100,0 % 100,0 %

izraCunavaju se sljedeci triacilgliceroli:

LLL

PoPoPo

PoLL s jednim pozicijskim izomerom
SLnLn s jednim pozicijskim izomerom
PoPoL s jednim pozicijskim izomerom
PPoLn s dva pozicijska izomera
OLLn s dva pozicijska izomera

PLLn s dva pozicijska izomera
PoOLn s dva pozicijska izomera

TAG s jednom masnom kiselinom (LLL, PoPoPo) (vidjeti
formulu (7))

9,204 % % 11,457 % % 9,204
Mol % LLL — 2204 % * 12)0004* 204 % _ ,09706 Mol LLL

1,015 % * 1,262 % % 1,015 %
Mol % PoPoPo — 1013 % * = 000" * L0070 6,00013 Mol PoPoPo
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— 4.5.6.2. TAG s dvije masne kiseline (PoLL, SLnLn, PoPoL) (vidjeti

formulu (8))

Mol % PoLL + LLPo =

Mol % LPoL =

Mol % SLnLn +

Mol % LnSLn =

Mol % PoPoL +

Mol % PoLPo =

1,015 % * 11,457 % * 9,204 % * 2
10 000

= 0,02141

9,204 % * 1,262 % * 9,204 %
10 000

= 0,01069

0,03210 Mol PoLL

4,325 % * 1,153 % = 0,927 % * 2

10000 = 0,00092

LnLnS =

0,927 % * 0,177 % * 0,927 %
10 000

= 0,00002

0,00094 Mol SLnLn

1,015 % * 1,262 % * 9,204 % x 2
10 000

LPoPo = = 0,00236

1,015 % 11457 % * 1,015 ©
015 % » 11457% = LOIS % _ 50113

— 4.5.6.3. TAG s tri razli¢i

10 000

0,00354 Mol PoPoL

te masne kiseline (PoPLn, OLLn, PLLn,

PoOLn) Vidjeti formulu (9)

Mol % PPoLn =

Mol % LnPPo =

Mol % PoLnP

Mol % OLLn =

Mol % LnOL =

Mol % LLnO =

Mol % PLLn =

Mol % LnPL =

Mol % LLnP =

16,004 % * 1,262 % * 0,927 % * 2

= 0,00374
10 000
0,927 % = 0,653 % = 1,015 % * 2
= 0,00012
10 000
1,015 % * 1,153 % * 16,004 % * 2
: : : = 0,00375
10 000 ’

0,00761 Mol PPoLn
68,526 % x 11,457 % * 0,927 % * 2

= 0,14
10 000 014556
0,927 % * 85,296 % * 9,204 % * 2
> > > — 0.14
10 000 0,14555
9,204 % * 1,153 % * 68,526 % * 2 — 0.14544
10 000

0,43655 Mol OLLn
16,004 % « 11,457 % * 0,927 % * 2

= 0,03399
10 000
o, o, o,

0,927 % * 0,653 % * 9,204 % x 2 — 000111
10 000

9,204 % * 1,153 % * 16,004 % * 2

= 0,03397

10 000 ’

0,06907 Mol PLLn
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1,015 %  85.296 % % 0,927 % * 2
Mol % PoOLn — 1015 % * ’1002’0*’ %% 2 001605

0,927 % * 1,262 % * 68,526 % * 2

o, —
Mol % LnPoO = 10 000

0,01603

68,526 % * 1,153 % * 1,015 % * 2
10 000

Mol % OLnPo 0,01604

0,04812 Mol PoOLn
ECN42 = 0,69512 Mol TAG

Napomena 1.: Redoslijed eluiranja moze se odrediti izraCunavanjem ekviva-
lentnog broja ugljika, $to se najc¢esce definira izrazom ECN = CN —2n, pri
¢emu je CN broj atoma ugljika, a n broj dvostrukih veza; preciznije se moze
izraCunati tako da se u obzir uzme izvor dvostruke veze. Ako su n,, n; i ny,
brojevi dvostrukih veza koje se pripisuju oleinskoj, linolnoj i linolenskoj kiselini,
ekvivalentni broj ugljika se moze izracunati pomocu izraza:

EN = CN —dyn, — din; — djpny,

pri ¢emu se koeficijent d,, d; i d;, moze izraunati pomocu referentnih triglice-
rida. U uvjetima propisanim ovom metodom, priblizno vrijedi sljede¢i odnos:

ECN = CN-(2,60n,) — (2,35 ;) — (2,17 nyp)
Napomena 2.: S nekoliko je referentnih triglicerida takoder moguce izracunati
rezoluciju u odnosu na triolein:

o = RT!/RT triolein

primjenom korigiranog (smanjenog) vremena zadrzavanja RT! = RT — RT otapalo

Graf log o u ovisnosti o f (broj dvostrukih veza) omogucuje odredivanje vremena
zadrzavanja za sve trigliceride masnih kiselina koji su prisutni u referentnim
trigliceridima — vidjeti sliku 1.

Napomena 3.: Uc¢inkovitost kolone mora omoguciti jasno odvajanje pika trilino-
leina od pikova triglicerida sa susjednim RT. Eluiranje se provodi do pika
ECN 52.

Napomena 4.: Ispravno odredivanje povrSina svih pikova vaznih za analizu je
osigurano ako drugi pik koji odgovara ECN 50 doseze 50 % pune skale pisaca.
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Slika 1.
Graf ovisnosti log a o f (broj dvostrukih veza)
StStSt
+05 -
o
D
o
+0 25+

StStln

-025 -

StStLn

-05 +

LnLnLn

Broj dvostrukih veza

La: laurinska kiselina; My: miristinska kiselina; P: palmitinska kiselina; St: stearinska kiselina; O:
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Slika 2.
Maslinovo ulje s niskim udjelom linolne Kiseline
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S otapalom: Aceton/Acetonitril.

PROFIL a: Glavne komponente kromatografskih pikova: ECN42: (1) LLL + PoLL; (2) OLLn +
PoOLn; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL + PoOL; (5) OOLn + PLL; (6) POLn + PPoPo; (7) OOL +
PoOO; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn +
SPoPo; (12) PLP; ECN48: (13) OOO + PoPP; (14 + 15) SOL + POO; (16) POP; ECN50: (17)
SOO; (18) POS + SLS.

(b)

13
13

4
M ; 1 k;‘, 18
ﬂ/.J\.M_ f*lj % bL O S

S otapalom: Propionitril

PROFIL b: Glavne komponente kromatografskih pikova: ECN42: (1) LLL; (2) OLLn + PoLL; (3)
PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo + PPoL;
ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo;
(12) PLP; ECN48: (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO; (18)
POS + SLS
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Slika 3.

Maslinovo ulje s visokim udjelom linolne Kiseline
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S otapalom: Aceton/Acetonitril (50:50).

Profil a: Glavne komponente kromatografskih pikova: ECN42: (1°) LLL + PoLL; (2’) OLLn +
PoOLn; (3°) PLLn; ECN44: (4’) OLL + PoOL; (5’) OOLn + PLL; (6’) POLn + PPoPo; ECN46:
(7°) OOL + PoOO; (8’) PLO + SLL + PoOP; (9°) PLP + PoPP; ECN48: (10°) O0O; (11°) POO
+ SLL + PPoO; (12°) POP + PLS; ECN50: (13”) SOO; (14°) POS + SLS
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S otapalom: Propionitril.

Profil b: Glavne komponente kromatografskih pikova: ECN42: (1) LLL; (2 + 2°) OLLn + PoLL;
(3) PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo + PPoL;
ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo;
ECN48: (12) PLP; (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO; (18)
POS + SLS; ECN52: (19) AOO.



01991R2568 — HR — 04.08.2016 — 029.001 — 108

YM19

VM28

YM19

PRILOG XIX.

ODREDIVANJE SADRZAJA ALIFATSKIH 1 TRITERPENSKIH
ALKOHOLA KAPILARNOM PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM

1. PREDMET

Ovim se Prilogom opisuje metoda za odredivanje sadrzaja alifatskih i
triterpenskih alkohola u uljima i mastima.

2. PRINCIP METODE
Masna tvar s dodatkom 1-eikosanola koji sluzi kao interni standard
saponificira se otopinom kalijevog hidroksida u etanolu i zatim se neosa-
punjiva tvar ekstrahira dietilnim eterom. Alkoholna se frakcija odjeljuje
od neosapunjive tvari tankoslojnom kromatografijom na bazi¢noj podlozi
od silikagela; alkoholi koji se dobiju sa silikagela transformiraju se u
trimetilsilil etere i analiziraju kapilarnom plinskom kromatografijom.

3. OPREMA

3.1. Tikvica okruglog dna volumena 250 ml s povratnim hladilom i nastav-
cima od bruSenog stakla.

3.2. Lijevak za odjeljivanje volumena 500 ml.

3.3. Tikvice okruglog dna volumena 250 ml.

3.4. Kromatografska komora za tankoslojnu kromatografiju, za staklene ploce

veli¢ine 20 x 20 cm.
3.5. UltraljubiGasta svjetiljka valne duljine 366 ili 254 nm.
3.6. Mikrostrcaljke od 100 pl i 500 pl.

3.7. Cilindri¢ni lijevak za filtriranje s poroznom plo¢om G3 (poroznost 15-
40 pum), promjera priblizno 2 cm i dubine priblizno 5 cm, s nastavkom
prikladnim za filtriranje pod vakuumom i 12/21 s muskim spojem od
brusenog stakla.

3.8. Vakuumska tikvica volumena 50 ml, s 12/21 Zzenskim spojem od
brusenog stakla za koriStenje s lijevkom za filtriranje (3.7.).

3.9. Epruveta volumena 10 ml s konusnim dnom i nepropusnim ¢epom.

3.10.  Plinski kromatograf za koristenje s kapilarnom kolonom i opremljen
sustavom za razdvajanje koji se sastoji od:

3.10.1. termostatske komore za kolone (pe¢), koja moze odrzavati zeljene
temperature uz toc¢nost £ 1 °C;

3.10.2. jedinica za injektiranje s mogucnoséu podeSavanja temperature, s
elementom za uparavanje od persilaniziranog stakla;

3.10.3. plameno-ionizacijski detektor i mjerni pretvara¢ s pojacalom;

3.10.4. snimac-integrator koji se moze povezati s pretvaraem s pojacalom
(3.10.3.), s vremenom reakcije koje nije dulje od jedne sekunde i s
varijabilnom brzinom papira.

3.11.  staklena ili kvarcna kapilarna kolona duljine 20 do 30 m, unutarnjeg
promjera 0,25 do 0,32 mm, s SE-52, SE-54 ili drugom odgovaraju¢om

tekucom fazom, ravnomjerne debljine filma izmedu 0,10 i 0,30 pm.

3.12.  Mikrostrealjka za plinsku kromatografiju volumena 10 pl, s tvrdom
iglom.

3.13.  Analiticka vaga osjetljivosti 1 mg (s podjelom od 0,1 mg).
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4. REAGENSI

4.1. Kalijev hidroksid, priblizno 2 mol/l otopina u etanolu: 130 g kalijevog
hidroksida (minimalne koncentracije 85 %) otopi se uz hladenje u
200 ml destilirane vode i zatim nadopuni etanolom do jedne litre.
Otopina se treba Cuvati u dobro zacepljenoj boci od tamnog stakla.

4.2. Dietilni eter, analiticke Cistoce.
4.3. Bezvodni natrijev sulfat, analitiCke Cistoce.
4.4. Staklene ploce sa slojem silikagela, bez indikatora fluorescencije,

debljine 0,25 ml (na trziStu su dostupne ploCe spremne za uporabu).

4.5. Kalijev hidroksid, priblizno 0,2 mol/l otopina u etanolu: 13 g kalijevog
hidroksida otopi se u 20 ml destilirane vode i zatim nadopuni etanolom
do jedne litre.

4.6. Benzen, za kromatografiju (vidjeti 5.2.2.).

4.7. Aceton, za kromatografiju (vidjeti 5.2.2.).

4.8. Heksan, za kromatografiju (vidjeti 5.2.2.).

4.9. Dietilni eter, za kromatografiju (vidjeti 5.2.2.).
4.10.  Kloroform, za kromatografiju.

v 28
4.11.  Referentna otopina za tankoslojnu kromatografiju: C,,-C,g alkohola
0,5 % u kloroformu ili alkoholna frakcija dobivena kako je navedeno
u tocki 5.2. od neosapunjivih tvari ulja komine maslina.

VM1
4.12. 0,2 %-tna otopina 2’,7’-diklorfluoresceina u etanolu. Moze se uciniti
blago luznatim dodavanjem nekoliko kapi otopine 2 mol/l kalijevog
hidroksida.

4.13.  Bezvodni piridin, za kromatografiju.
4.14.  Heksametildisilazan.
4.15.  Trimetilklorosilan.

4.16.  Standardne otopine trimetilsilil etera alifatskih alkohola od C,; do Cyg.
Mogu se pripremiti iz mjeSavina Cistih alkohola, neposredno prije
upotrebe.

4.17. 0,1 %-tna (m/v) otopina 1-eikosanola u kloroformu (interni standard).
4.18.  Plin nosaé: vodik ili helij, kromatografske Cistoce.
4.19.  Pomoc¢ni plin: dusik, kromatografske cistoce.

5. POSTUPAK
5.1 Priprava neosapunjive tvari

5.1.1.  Pomoc¢u mikrostrcaljke od 500 pl u tikvicu okruglog dna volumena
250 ml ubrizgati volumen 0,1 %-tne otopine 1-eikosanola u kloroformu
(4.17.), koji sadrzi udio 1-eikosanola priblizno jednak 10 % sadrzaja
alifatskih alkohola u dijelu uzorka koji se uzima za analizu. Na primjer,
za 5 g uzorka dodaje se 250 pl 0,1 %-tne otopine 1-eikosanola u slucaju
maslinovog ulja i 1 500 pl u slucaju ulja komine maslina.

Upariti do suha u struji dusika i zatim izvagati to¢no 5 g suhog filtri-
ranog uzorka u istu tikvicu.
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5.1.2. Dodati 50 ml 2 mol/l otopine kalij hidroksida u etanolu, pri¢vrstiti
povratno hladilo i zagrijavati na parnoj kupelji do tocke slabog vrenja,
uz neprekidno mijeSanje tijekom zagrijavanja, dok se ne zavrsi saponi-
fikacija (otopina postaje bistra). Zagrijavanje nastaviti jo§ sljede¢ih 20
minuta i zatim kroz hladilo dodati 50 ml destilirane vode. Hladilo se
zatim odvoji i tikvica ohladi na priblizno 30 °C.

5.1.3.  Sadrzaj tikvice kvantitativno prenijeti u lijevak za odjeljivanje volumena
500 ml dodajuéi destiliranu vodu nekoliko puta, tako da se ukupno doda
priblizno 50 ml destilirane vode. Dodati priblizno 80 ml dietilnog etera,
snazno tresti priblizno 30 sekundi i odloziti da se slegne (biljeska 1).

Odvojiti donju vodenu fazu sakupljajuéi je u drugom lijevku za odje-
ljivanje. Na vodenoj fazi na isti se nacin provode daljnje dvije ekstrak-
cije, uz koristenje 60 do 70 ml dietilnog etera za svaku.

Biljeska 1: Ako se stvori emulzija, moZe se ukloniti prskanjem malim
koli¢inama etanola ili metanola.

5.1.4.  Ekstrakte dietilnog etera mijesati u lijevku za odjeljivanje i isprati
destiliranom vodom (po 50 ml) dok voda kojom se ispiralo ne pokaze
neutralnu reakciju.

Vodu od ispiranja odbaciti, a eter-fazu osusiti bezvodnim natrijevim
sulfatom i profiltrirati u prethodno izvaganu tikvicu volumena 250 ml,
uz ispiranje lijevka i filtra malim koli¢inama dietilnog etera koje se
dodaju na ukupnu koli¢inu.

5.1.5.  Eter destilirati do volumena od nekoliko ml te zatim susiti pod blagim
vakuumom ili pod strujom dusika, suSenje se zavrSava u pec¢i na 100 °C
priblizno cCetvrt sata te zatim vaze nakon hladenja u eksikatoru.

5.2. Odjeljivanje alkoholnih frakcija

5.2.1. Priprema osnovnih ploca za tankoslojnu kromatografiju: silikagel ploce
(4.4) potpuno se uranjaju u otopinu kalijevog hidroksida, koncentracije
0,2 mol/l (4.5.), na 10 sekundi te zatim ostave da se suSe dva sata u
digestoru i konacno stave u pe¢ na 100 °C sat vremena.

Ploce se izvade iz pedi i pohranjuju u eksikator s kalcijevim kloridom do
upotrebe (ploce obradene na ovaj nacin moraju se upotrijebiti u roku od
15 dana).

Biljeska 2: Kada se koriste osnovne silikagel plo¢e za odvajanje alko-
holnih frakcija, nije potrebno tretirati neosapunjive tvari
aluminijevim oksidom. Na taj se nain svi kiseli sastojci
(masne kiseline i drugi) zadrzavaju na pocetku, ¢ime se
dobiva vrpca alifatskog alkohola i vrpca terpenskog alko-
hola, a obje se znacajno razlikuju od vrpce sterola.

5.2.2. U komoru za razvijanje ploca unijeti mjeSavinu heksana i dietilnog etera
u volumenom omjeru 65/35 (v/v), do razine od priblizno 1 cm (*).

Komora se zatvara odgovaraju¢im poklopcem i ostavlja pola sata kako
bi se uspostavila ravnoteza izmedu pare i tekuéine. Trake filtar-papira
namocene u eluens mogu se pri¢vrstiti na unutarnju povr$inu komore
kako bi se skratilo vrijeme razvijanja za otprilike jednu trecinu i dobila
jednoli¢nija, pravilna eluacija komponenata.

(') Posebno u tim slu¢ajevima, za eluiranje se mora koristiti smjesa benzena i acetona u
omjeru 95:5 (v/v), kako bi se dobilo jasno odvajanje vrpci.
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Biljeska 3: Otopina za razvijanje mora se zamijeniti za svaku analizu
kako bi se postigli ponovljivi uvjeti razvijanja.

5.2.3. Pripremi se priblizno 5 %-tna otopina neosapunjivih tvari (5.1.5) u
kloroformu i, pomo¢u mikrostrcaljke od 100 pl, nanese 0,3 ml te
otopine u §to tanjoj i jednoli¢nijoj liniji na TLC plocu priblizno 2 cm
od donjeg ruba TLC ploce. U ravnini originalnog sloja, nanosi se 2 do 3
ul referentne otopine alifatskih alkohola (4.11.) radi identificiranja vrpce
alifatskog alkohola nakon zavrSetka razvijanja.

5.2.4. Ploca se smjesti u komoru za razvijanje pripremljenu kako je opisano u
5.2.2. Temperaturu okoliSa treba odrzavati izmedu 15 1 20 °C. Komora
se odmah zatvara poklopcem i ostavi da eluira dok prednji dio otapala
ne dosegne priblizno 1 cm od gornjeg ruba ploce.

Plo¢a se zatim izvadi iz komore za razvijanje, a otapalo isparuje pod
strujom vruceg zraka ili se ploca ostavlja neko vrijeme u digestoru.

VvV M28
T 525. Ploda se blago i jednoliko posprica otopinom 2',7'diklorfluoresceina kad
se promatra pod ultraljubicastim svjetlom. Vrpcu alifatskih alkohola
moguce je identificirati usporedbom sa slojem dobivenim od referentne
otopine: rubovi vrpce oznace se crnom olovkom; oznadavajuci zajedno
vrpcu alifatskih alkohola i vrpcu terpenskih alkohola neposredno iznad
nje (napomena 4.)

Napomena 4.: Vrpce alifatskih alkohola i terpenskih alkohola uzimaju
se zajedno zbog mogucih migracija nekih alifatskih alko-
hola u vrpcu triterpenskih alkohola. Primjer odjeljivanja
tankoslojnom kromatografijom prikazan je na slici 1.
Dodatka.

5.2.6. Silikagel koji se nalazi u oznacenom podrucju sastrugati s pomocu
metalne spatule. Tako dobiveni fino usitnjeni materijal unijeti u lijevak
za filtriranje (3.7.). Dodati 10 ml vruéeg kloroforma, pazljivo izmijesati
metalnom spatulom i filtrirati pod vakuumom, skupljajuéi filtrat u Erlen-
meyerovu tikvicu (3.8.) spojenu na lijevak za filtriranje.

Silikagel u tikvici isprati tri puta dietilnim eterom (priblizno 10 ml svaki
put), skupljajuéi filtrat u istu tikvicu spojenu na lijevak. Filtrat ispariti do
volumena od 4 do 5 ml, prenijeti preostalu otopinu u prethodno izva-
ganu epruvetu volumena 10 ml (3.9.), susiti laganim zagrijavanjem pod
blagom strujom dusika, otopiti s nekoliko kapi acetona, ponovo susiti,
staviti u pe¢ na 105 °C priblizno 10 minuta, ostaviti da se ohladi u
eksikatoru i izvagati.

Ostatak unutar epruvete sastoji se od alkoholne frakcije.

VYM19

5.3. Pripremanje trimetilsilil etera

5.3.1.  Reagens za silaniziranje, koji se sastoji od mjesavine piridina, heksame-
tildisilazana i trimetilklorosilana u volumnom omjeru 9:3:1 (v/v/v)
(biljeska 5.), u omjeru od po 50 pl na svaki miligram alifatskih alkohola,
dodaje se u epruvetu koja sadrzi alkoholnu frakciju, tako da se izbjegne
bilo kakva apsorpcija vlage (biljeska 6).
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Biljeska 5: Otopine spremne za uporabu dostupne su u slobodnoj trgo-
vini. Takoder su dostupni drugi reagensi za silaniziranje kao
Sto su npr. bis-trimetilsililtrifluoracetamid + 1 % trimetil
klorosila, za mijeSanje s jednakim volumenom bezvodnog
piridina.

Biljeska 6: Normalno je da dode do blage opalescencije koja nece utje-
cati na rezultat. Stvaranje bijelog flokulata ili pojava ruzica-
stog obojenja upucuju na prisutnost vlage ili propadanje
reagensa. U tom slucaju ispitivanje treba ponoviti.

5.3.2. Epruvetu treba zacepiti i pazljivo protresti (bez preokretanja) dok se
alifatski alkoholi potpuno ne otope. Ostavi se da stoji najmanje 15
minuta na sobnoj temperaturi i zatim centrifugira nekoliko minuta.
Bistra otopina spremna je za analizu plinskim kromatografom.

5.4. Analiza plinskim kromatografom
5.4.1. Preliminarni postupci, punjenje kolone

5.4.1.1. Kolona se ucvrsti u plinski kromatograf, prikljucuju¢i pocetak kolone na
injektor spojen sa sustavom razdvajanja, a kraj kolone na detektor.
Provesti opéu provjeru sklopa plinskog kromatografa (¢vrstocu spoja
(brtvljenja) plinskih prikljuaka, ucinkovitost detektora, ucinkovitost
sustava razdvajanja i sustava za biljezenje itd.).

5.4.1.2. Ako se kapilarna kolona koristi prvi put, preporucuje se da ju se
podvrgne kondicioniranju. Kroz kapilarnu kolonu pusti se da protece
malo plina nosaca, a zatim se sklop plinskog kromatografa ukljuci i
postupno ga se zagrijava dok se ne postigne temperatura koja je
najmanje 20 °C iznad radne temperature (vidjeti biljesku 7.). Ta se
temperatura treba odrzavati ne kra¢e od dva sata, zatim se sklop
dovede na radne uvjete (reguliranje protoka plina, paljenje plamena
dijeljenja, spoj na elektronicki uredaj za biljezenje, prilagodavanje
temperature komore (peci) kapilarne kolone, detektor i injektor, i tako
dalje), a signal se prilagodava na osjetljivost koja je najmanje dvostruko
visa od najvise razine predvidene za provodenje analize. Bazna linija za
pracenje treba biti linearna, bez pikova ikakve vrste i ne smije pokazivati
nikakve znakove otklona. Negativan pravocrtni otklon ukazuje na to da
spojevi kolone nisu savrSeno ¢vrsti (zabrtvljeni), dok pozitivan otklon
ukazuje na to da kolona nije dostatno kondicionirana.

Napomena 7: Temperatura kondicioniranja mora biti najmanje 20 °C
niza od maksimalne temperature predvidene za primije-
njenu tekucu fazu.

5.4.2. Odabir radnih uvjeta

5.4.2.1. Op¢i radni uvjeti su sljedeci:

— temperatura kolone: inicijalna izoterma postavlja se na 180 °C osam
minuta, a zatim se programira na povecanje od 5 °C/min dok ne
dosegne 260 °C i daljnjih 15 minuta pri 260 °C,

— temperatura isparivaca: 280 °C

— temperatura detektora: 290 °C

— linearna brzina plina nosaca: helij 20 do 35 cm/s, vodik 30 do 50
cm/s,

— omjer razdvajanja: 1:50 do 1:100,

— osjetljivost instrumenta: 4 do 16 puta vec¢a od minimalne atenuacije,
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— osjetljivost biljezenja: 1 do 2 mV pune skale,
— brzina papira: 30 do 60 cm/h,
— kolicina injektirane tvari: 0,5 do 1 ul TMSE otopine,

Gore navedeni uvjeti mogu se modificirati u skladu s karakteristikama
kolone i plinskog kromatografa kako bi se dobili kromatogrami koji
udovoljavaju sljede¢im uvjetima:

— retencijsko vrijeme alkohola C,4 treba biti 18 + 5 minuta,

— pik alkohola C,, treba biti 80 + 20 % vrijednosti pune skale za
maslinovo ulje, odnosno 40 + 20 % vrijednosti pune skale za
sjemensko ulje.

5.4.2.2. Gore navedeni zahtjevi provjeravaju se ponovljenim injektiranjem stan-
dardne TMSE mjesavine alkohola i radni uvjeti se prilagodavaju kako bi
se postigli najbolji moguci rezultati.

5.4.2.3. Parametri za integriranje pikova odreduju se na takav nacin da se
postigne ispravna procjena povrsine pikova koje se analizira.

5.4.3. Postupak analize

5.4.3.1. Koristenjem mikrostrcaljke volumena 10 pl unosi se 1 pl heksana, za
kojim slijedi 0,5 pl zraka, a nakon toga 0,5 do 1 pl otopine uzorka.
Pritom klip mikrostrcaljke treba podignuti da bi se igla ispraznila. Igla se
uvodi kroz membranu sklopa za injektiranje; nakon jedne do dvije
sekunde otopina se brzo injektira, a nakon priblizno pet sekundi igla
se polako izvlaci.

5.4.3.2. BiljeZenje treba provoditi sve dok se TMSE prisutnih alifatskih alkohola
u potpunosti ne eluira. Bazna linija treba u svakom trenutku odgovarati
zahtjevima tocke 5.4.1.2.

VY M28
5.4.4. Identificiranje pikova.

Identificiranje pojedinacnih pikova provodi se u skladu s retencijskim
vremenima i usporedivanjem sa standardnom TMSE smjesom koju se
analizira pri jednakim uvjetima.

Primjeri kromatograma alkoholne frakcije rafiniranog maslinovog ulja
prikazani su na slikama 2. i 3. Dodatka.

YM19
5.4.5. Kvantitativna ocjena

5.4.5.1. PovrSine pikova l-eikosanola i alifatskih alkohola C,;, Cyy, Cyg 1 Cog
izracunavaju se elektronickom integracijom.

5.4.5.2. Sadrzaj svakog alifatskog alkohola, iskazan u mg/1 000

g masne tvari, izraunava se kako slijedi:

A -m 1000

alkohol x =
A -m
pri ¢emu je:
Ax = povrsina pika alkohola x
As = povrsina l-eikosanola
ms = masa l-eikosanola u miligramima
m = masa uzorka u gramima
6. IZRAZAVANIE REZULTATA

Iskazuje se sadrzaj pojedinih alifatskih alkohola u mg/1 000 g masne
tvari i zbroj ,,ukupnih alifatskih alkohola”.
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Dodatak

Primjer  odjeljivanja  tankoslojnom kromatografijom i primjeri
kromatograma
Slika 1.

Ploce za tankoslojnu kromatografiju neosapunjive frakcije maslinovog ulja
eluirane heksanom/dietilnim eterom (65/35)

3 z 3 K ks
1 Alkohol Cyg A Steroli
2 Alkohol Csq B Alifatski alkoholi
3 Alkohol C, C  Triterpenski alkoholi
4 Alkoholne mjesavine Cyy.2.06. D Skvalen
30
5 Ekstra djevicansko neosapu-

njivo



01991R2568 — HR — 04.08.2016 — 029.001 — 115

VY M28
Slika 2.

Kromatogram alkoholne frakcije rafiniranog maslinovog ulja

10

e N JBEW

1 = Fitol 5 = Alkohol Cyy 9 = 24-metilencikloartenol
2 = Geranilgeraniol 6 = Alkohol Cyg 10 = Citrostadienol
3 = Alkohol C, (IS) 7 = Alkohol Cyg 11 = Ciklobranol

4 = Alkohol C,, 8 = Cikloartenol
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Slika 3.

Alifatski i triterpenski alkoholi u rafiniranom maslinovom ulju i maslinovom ulje koje je
podvrgnuto dvostrukom centrifugiranju

. 1. 3. 5 &
’W'g ' i a 8 2th CENTRIFUGATION
8
-®
i
3
o] L Lo R
W k- 3 k4
32 22+34405+32B )
§ A s R e REFINED OLIVE UIL
O CAs24Mel
6
18
5
L
) 4
RNV TWN T NNIIOR SN PY
THEE 0000 | LE06 | 15000 AFEGD | 2000 Tashen
1 = Fitol 5 = Alkohol Cyy 9 = 24-metilencikloartenol
(24MeCA)
2 = Geranilgeraniol (CX) 6 = Alkohol Cyg4 10 = Citrostadienol
3 = Alkohol Cy 7 = Alkohol Cyg 11 = Ciklobranol

4 = Alkohol Cy, 8 = Cikloartenol (CA)
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PRILOG XX.

Metoda odredivanja udjela voskova, metil estera masnih kiselina i etil estera
masnih kiselina kapilarnom plinskom kromatografijom

1. SVRHA

Ovom se metodom odreduje udjel voskova, metil estera masnih kiselina i
etil estera masnih kiselina u maslinovim uljima. Pojedini voskovi i alkil
esteri razdvajaju se prema broju ugljikovih atoma. Ova se metoda prepo-
rua kao sredstvo za razlikovanje maslinovog ulja i ulja komine maslina
te kao parametar kakvoce ekstra djevicanskih maslinovih ulja omoguca-
vajudi otkrivanje krivotvorenih mjesavina ekstra djevicanskih maslinovih
ulja s uljima nize kakvoce, bilo da su djevicanska, od komine maslina ili
neka dezodorirana ulja.

2. PRINCIP

Dodavanje ulju odgovarajucih internih standarda i frakcioniranje pomoc¢u
kromatografske kolone punjene hidratiziranim silikagelom. Obnova frak-
cije koja je eluirana pod uvjetima ovog testiranja (polarnost niza od
polarnosti triglicerida) i neposredna analiza kapilarnom plinskom
kromatografijom.

3. APARATI

3.1.  Erlenmeyerova tikvica, 25 ml.

3.2.  Staklena kolona za tekucinsku kromatografiju, unutarnjeg promjera
15 mm, duljine 30-40 cm, s odgovarajué¢im pipcem.

3.3. Plinski kromatograf s kapilarnom kolonom, opremljen sustavom za
izravno injektiranje uzorka u kolonu, koji se sastoji od:

3.3.1. Termostatska komora s regulatorom temperature.
3.3.2. Hladni injektor za izravno unoSenje uzorka u kolonu.
3.3.3. Plameno-ionizacijski detektor i pretvara¢-pojacalo.

3.3.4. Pisac-integrator (Napomena 1.) za uporabu s pretvaratem-pojacalom
(tocka 3.3.3.), s vremenom odziva manjim od 1 sekunde i promjenjivom
brzinom papira.

Napomena 1: Takoder je moguce Kkoristiti racunalne sustave ako se
podaci o plinskoj kromatografiji unose putem osobnog
raCunala.

3.3.5. Kapilarna kolona, lijevani silicijev dioksid (za analizu voskova i metil
i etil estera), duzine 8-12 m, unutarnjeg promjera 0,25-0,32 mm, iznutra
ravnomjerno oblozene teku¢om fazom (Napomena 2.) slojem debljine
0,10-0,30 pm.

Napomena 2.: Na trzistu postoje tekuce faze pogodne za ovu namjenu
poput SE52, SE54 itd.

3.4. Mikrosprica, od 10 pl, za izravno unosSenje uzorka u kolonu, s ¢vrsto
fiksiranom iglom.

3.5.  Elektrovibrator.
3.6.  Rotacijski vakuum-uparivac.
3.7.  Visokotemperaturna pe¢ (mufolna peé).

3.8.  Analiticka vaga osjetljivosti od £ 0,1 mg.
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3.9. Uobicajeno laboratorijsko stakleno sude.

4. REAGENSI

4.1.  Silikagel veli¢ine zrna 60-200 um. Staviti silikagel u mufolnu pe¢ na
500 °C najmanje 4 sata. Nakon hladenja dodati 2 % vode na koli¢inu
silikagela. Dobro protresti kako bi se suspenzija homogenizirala i drzati
na tamnom mjestu najmanje 12 sati prije upotrebe.

4.2.  n-heksan, kromatografski stupanj ili stupanj ostatka (mora se provjeriti
Cistoca).

UPOZORENIJE - Para se moze zapaliti. Drzite se podalje od izvora
topline, iskrenja ili golog plamena. Uvijek provjerite jesu li boce dobro
zatvorene. Osigurajte pravilno provjetravanje tijekom uporabe. Treba
izbjegavati nakupljanje pare i otkloniti eventualne opasnosti od pozara,
poput grijaca ili elektri¢nih aparata koji nisu proizvedeni od nezapaljivog
materijala. Opasno je ako se para udiSe jer moze izazvati ostecenje
ziv€anih stanica. Treba izbjegavati udisanje pare. Ako je potrebno kori-
stite odgovarajuce aparate za disanje. Treba izbjegavati dodir s o¢ima i
kozom.

4.3.  Etil eter, za kromatografiju

UPOZORENJE - Visoko zapaljiv i umjereno toksican, iritira koZzu.
Poguban ako se udiSe. Moze dovesti do oStecenja ociju. U€inci mogu
biti odgodeni. To moze stvoriti eksplozivne perokside. Pare se mogu
zapaliti. Drzite se podalje od izvora topline, iskrenja ili golog plamena.
Uvijek provijerite jesu li boce dobro zatvorene. Osigurajte pravilno provje-
travanje tijekom uporabe. Treba izbjegavati nakupljanje pare i otkloniti
eventualne ugroze od pozara, poput grijaca ili elektriénih aparata koji nisu
proizvedeni od nezapaljivog materijala. Ne isparavajte do suhog ili gotovo
suhog. Dodavanje vode ili odgovarajuce reducirajuée tvari moze smanjiti
stvaranje peroksida. Nemojte piti. Treba izbjegavati udisanje pare. Izbje-
gavajte duzi ili viSekratni dodir s kozom.

4.4. n-heptan, za kromatografiju, ili izo-oktan

UPOZORENIJE - Nezapaljiv. Opasan ako se udiSe. Drzite se podalje od
izvora topline, iskrenja ili golog plamena. Uvijek provjerite jesu li boce
dobro zatvorene. Osigurajte pravilno provjetravanje tijekom uporabe.
Treba izbjegavati udisanje pare. Izbjegavajte duzi ili viSekratni dodir s
kozom.

4.5. Standardna otopina lauril arahidata (Napomena 3.), koncentracije
0,05 % (m/V) u heptanu (interni standard za voskove).

Napomena 3.: Takoder je moguce koristiti palmitil palmitat, miristil
stearat ili arahidil laureat.

4.6. Standardna otopina metil heptadekanoata, koncentracije 0,02 %
(m/V) u heptanu (interni standard za metil i etil estere).

4.7. Sudan 1 (1-fenil-azo-2-naftol).
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4.8.  Plin nositelj: vodik ili helij, ¢istoce za plinsku kromatografiju.

UPOZORENIJE

Vodik. Pod pritiskom vrlo zapaljiv. Drzati podalje od izvora topline,
iskrenja ili golog plamena. Uvijek provjerite je li ventil boce dobro
zatvoren kada nije u uporabi. Uvijek koristite ventil s reduktorom tlaka.
Smanjite napetost opruge reduktora prije otvaranja ventila na boci. Kada
otvarate ventil nemojte stajati ispred otvora za ispust iz boce. Osigurajte
pravilno provjetravanje tijekom uporabe. Ne prenosite plin iz jedne boce
u drugu. Nemojte mijeSati plin u boci. Osigurajte da se boce ne mogu
prevrnuti. Drzite ih dalje od sunceve svjetlosti i izvora topline. Pohranite
u okruzenju bez korozije. Ne koristite oste¢ene ili neoznacene boce.

Helij. Komprimirani plin pod visokim tlakom. Smanjuje koli¢inu kisika
za disanje. Drzite boce zatvorenima. Osigurajte pravilno provjetravanje
tijekom uporabe. Ne ulazite u skladiste ako nije pravilno provjetreno.
Uvijek koristiti ventil s reduktorom tlaka. Smanjite napetost opruge
reduktora prije otvaranja ventila na boci. Ne prenosite vodik iz jedne
boce u drugu. Osigurajte da se boce ne mogu prevrnuti. Kada otvarate
ventil nemojte stajati ispred otvora boce. Drzite ih dalje od sunceve
svjetlosti i izvora topline. Pohranite ih u okruZenju otpornom na koroziju.
Ne koristite oSte¢ene ili neoznacene boce. Nemojte udisati. Koristite
isklju¢ivo za tehnicke namjene.

4.9. Pomoéni plinovi:

— disti vodik, za plinsku kromatografiju,

— disti zrak, za plinsku kromatografiju.

UPOZORENIJE

Zrak. Komprimirani plin pod visokim tlakom. Koristiti s oprezom u
prisutnosti zapaljivih tvari budu¢i da je temperatura samozapaljenja
vecine organskih spojeva u zraku znatno niza pod visokim tlakom.
Uvijek provjerite je i ventil boce dobro zatvoren kada nije u uporabi.
Uvijek koristiti ventil s reduktorom tlaka. Smanjite napetost opruge
reduktora prije otvaranja ventila na boci. Kada otvarate ventil nemojte
stajati ispred otvora boce. Ne prenosite plin iz jedne boce u drugu.
Nemojte mijesati plin u boci. Osigurajte da se boce ne mogu prevrnuti.
Drzite ih dalje od sunCeve svjetlosti i izvora topline. Pohranite ih u
okruzenju bez korozije. Ne koristite oSteCene ili neoznacene boce. Zrak
namijenjen u tehnicke svrhe ne smije se koristiti za udisanje ili aparate za
disanje.

5. POSTUPAK
5.1.  Priprema kromatografske kolone

Otopiti 15 g silikagela (tocka 4.1.) u n-heksanu (tocka 4.2.) i unijeti u
kolonu (tocka 3.2.). Ostaviti da se istalozi. Dovrsiti talozenje pomocu
elektrovibratora da se dobije ujednaceniji kromatografski sloj. Isprati s
30 ml n-heksana da se uklone sve nedisto¢e. Na vagi odvagati tocno
500 mg uzorka u Erlenmeyerovu tikvicu zapremnine 25 ml (tocka 3.1.),
koriste¢i analiticku vagu (tocka 3.8.), dodati odgovarajué¢i udio internog
standarda (toc¢ka 4.5.) prema pretpostavljenom udjelu voska. Na primjer,
za maslinovo ulje dodati 0,1 mg lauril arahidrata, a za ulje od komine
masline 0,25 do 0,50 mg i 0,05 mg metil heptadekanoata za ulja masline
(tocka 4.6.).
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Pripravljeni uzorak prenijeti u kromatografsku kolonu pomocu dva puta
po 2 ml n-heksana (tocka 4.2.).

Otapalo ispustati dok ne dostigne 1 mm iznad gornje razine absorbenta.
Ispirati dalje mjeSavinom n-heksana/etilnog etera (omjer 99:1) i sakupiti
220 ml pri brzini protoka od oko 15 kapi svakih 10 sekundi. (Ova frakcija
sadrzZi metil i etil estere i voskove). (Napomena 4.) (Napomena 5.).

Napomena 4.: MjeSavina n-heksana/etilnog etera (99:1) mora se prirediti
svakodnevno.

Napomena 5.: Za vizualnu provjeru ispravnog eluiranja voskova, uzorku
otopine moze se dodati 100 pl 1 %-tne otopine Sudana 1
u mjeSavini.

S obzirom da bojilo ima retenciju izmedu voskova i trigli-
cerida, kada obojenje dostigne dno kromatografske
kolone, eluiranje treba obustaviti jer su svi voskovi
eluirali.

1z tako dobivene frakcije u rotacijskom vakuum-uparivacu ispariti gotovo
cijelo otapalo. Preostala 2 ml otapala treba odstraniti pomocu blagog
protoka dusSika. Sakupljenu frakciju koja sadrzi metil i etil estere razrije-
diti s 2-4 ml n-heptana ili izo-oktana.

5.2.  Analiza plinskom kromatografijom
5.2.1. Pripremni radovi

Postaviti kolonu na plinski kromatograf (tocka 3.3.) povezivanjem
ulaznog otvora na sustav neposredno na koloni i izlaznog otvora na
detektor. Obaviti provjeru plinskog kromatografa (protok plina, rad detek-
tora i pisaca itd.).

Ako se kolona koristi prvi put, potrebno ju je najprije kondicionirati.
Pustiti da kroz kolonu prode malo plina, potom ukljuéiti plinski kromato-
graf. Postepeno zagrijavati tako da se za 4 sata postigne temperatura od
350 °C.

Odrzavati temperaturu najmanje dva sata, a zatim uredaj podesiti na radne
uvjete (postaviti protok plina, zapaliti plamen, povezati na elektronicki
pisa¢ (tocka 3.3.4.), postaviti temperaturu komore za kolonu, regulirati
detektor itd.). Zabiljeziti signal pri osjetljivosti koja je najmanje dvostruka
od one koju zahtijeva analiza. Bazna linija mora biti linearna, bez pikova
ili odstupanja.

Negativno odstupanje ukazuje da kolona nije ispravno spojena, dok pozi-
tivno odstupanje ukazuje da kolona nije dovoljno kondicionirana.

5.2.2. Izbor radnih uvjeta za voskove i metil i etil estere (Napomena 6.).

Radni uvjeti su opéenito sljedeci:

— Temperatura kolone:

20 °C/min 5 °C/min

Pogetno 80 °C (1 min.) 140 °C 335°C
(20),

— Temperatura detektora: 350 °C,

— Kolicina injektiranog uzorka: 1 pl otopine u n-heptanu (2-4 ml),
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— Plin nositelj: heljj ili vodik pri optimalnoj linearnoj brzini za odabrani
plin (vidjeti Dodatak A),

— Osjetljivost instrumenta:: pogodno za ispunjenje gore navedenih
uvjeta.

Napomena 6: Zahvaljujuéi visokoj kona¢noj temperaturi, dozvoljeno je
pozitivno odstupanje od najvise 10 % vrijednosti pune
skale.

Uvjete se moze promijeniti prema karakteristikama kolone i plinskog
kromatografa kako bi se postiglo razdvajanje svih voskova i metil i etil
estera masnih kiselina kao i zadovoljavaju¢e razdvajanje pikova (vidjeti
slike 2., 3. 1 4.) i vrijeme zadrzavanja koje za interni standard lauril
arahidata iznosi 18 + 3 minute. Glavni pik koji pripada voskovima
mora dostizati najmanje 60 % vrijednosti pune skale, dok interni standard
metilnog heptadekanoata za metil i etil estere mora dosegnuti vrijednost
pune skale.

Integracijski parametri pikova moraju biti utvrdeni tako da se dobije
ispravna ocjena povrsina pikova.

5.3. Provodenje analize

Mikrospricom od 10 pl uzeti 10 pl otopine, povuéi klip Sprice tako da
igla bude prazna. Staviti iglu u injektor i nakon 1-2 sekunde brzo ubriz-
gati. Nakon 5 sekundi polagano izvuéi iglu.

Registrirati kromatogram sve dok voskovi ili stigmastadieni potpuno ne
eluiraju, ovisno o frakciji koja se analizira.

Bazna linija mora stalno zadovoljavati trazene uvjete.

5.4. Identifikacija pikova

Identifikacija pojedinih pikova mora se temeljiti na vremenu zadrzavanja,
usporedbom s poznatim vremenima zadrzavanja mjeSavina voskova anali-
ziranih pod istim uvjetima. Identifikacija alkil estera vr$i se iz mjeSavina
metil i etil estera glavnih masnih kiselina u maslinovim uljima (palmitin-
skih i oleinskih).

Slika 1. prikazuje kromatogram voskova djevi¢anskog maslinovog ulja.
Slike 2. i 3. prikazuju kromatograme dvije vrste ekstra djevicanskog
maslinova ulja u maloprodaji, od kojih jedno posjeduje metil i etil
estere, a drugo ne. Na slici 4. su kromatogrami ekstra djevi¢anskog
maslinovog ulja vrhunske kakvoce i istog tog ulja pomijesanog s 20 %
dezodoriranog ulja.

55 Odredivanje udjela voskova

Pomocu integratora izraCunani povrSine pikova internog standarda lauril
arahidata i alifatskih estera C4q do Cyg.

Udio ukupnih voskova izratunavamo dodavanjem svakog pojedinog
voska u mg/kg ulja, kako slijedi:
(XAy) m, 1000

Voskovi, mg/kg = e
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gdje je:

>
>
Il

povrsina pika pojedinog estera, racunalnim izratunom

Ay = povrsina pika internog standarda lauril arahidata, racunalnim izra-
¢unom

masa dodanog internog standarda lauril arahidata, u miligramima

2
I

m = masa uzorka za analizu, u gramima.

5.5.1. Kvantitativna analiza metil i etil estera

Pomocu integratora izraCunani povrSine pikova internog standarda metil
heptadekanoata, masnih kiselina metil estera C;4 i C;g i masnih kiselina
etil estera C16 i C18~

IzraCunati udio svakog alkil estera u mg/kg ulja, kako slijedi:

Ay mg -1000
Ester,mg/kg =——————
,mg/kg Aom
gdje je:
A, = povrsina pika pojedinog Ci i Cig estera, raunalnim izraunom
A, = povrsina pika internog standarda metil heptadekanoata, racunalnim
izraCunom
mg = masa dodanog internog standarda metil heptadekanoata, u miligra-
mima
m = masa uzorka za izrafun, u gramima.

6. IZRAZAVANIJE REZULTATA

Ukupan udio razli¢itih voskova Cyy do Cyg (Napomena 7.) izrazava se u
miligramima po kilogramu ulja.

Ukupan udio metil estera i etil estera C4 do C;g i njihov zbroj.

Rezultati trebaju biti izrazeni najblize moguée odnosu mg/kg.

Napomena 7.: Komponente koje treba kvantificirati odnose se na pikove s
parnim brojevima ugljika izmedu estera Cy-Cyq, kao
primjer moze se koristiti kromatogram voskova maslinovog
ulja prikazan na priloZenoj slici. Ako se Cyq ester pojavi
dva puta, preporuca se da se za njegovu identifikaciju
analizira frakcija voskova ulja komine masline gdje je
pik Cy jednostavno identificirati jer je ocigledno najveci.

Treba izraziti omjer izmedu etil estera i metil estera.
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Slika 1.

Primjer plinskog kromatograma frakcije voska maslinovog ulja (1)
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Pikovi s vremenom zadrzavanja metil i etil estera masnih kiselina 5-8 minuta.

Legenda:

LS. = lauril arahidat

1 = diterpenski esteri

242" = esteri Cyg

3+3" = esteri Cyp

4+ 4" = esteri Cyy

5 = esteri Cyq

6 = sterolni esteri 1 triterpenski alkohol

(") Nakon eluiranja sterolnih estera, kromatogram ne smije pokazivati signifikantne pikove (trigliceridi).
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Slika 2.
Metil esteri, etil esteri i voskovi u djevicanskom maslinovom ulju
4
: (
74
5 6
2
1
L ' | |
A B C

Legenda:
1 — Metil C16
2 — Etil Cq
3 — Metil heptadekanoat I.S.
4 — Metil C]g
5 — Etil Cg
6 — Skvalen
7 - Lauril arahidat LS.
A - Diterpenski esteri
B - Voskovi
C — Sterolni esteri i triterpenski esteri
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Slika 3.

Metil esteri, etil esteri i voskovi u ekstra djevicanskom maslinovom ulju
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Legenda:

—  Metil heptadekanoat 1.S.
—  Metil Cyg

— Etil Cg

— Skvalen

— Lauril arahidat L.S.
Diterpenski esteri

—  Voskovi
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VY M23
Slika 4.

Dio kromatograma ekstra djevicanskog maslinovog ulja i istog ulja mijeSanog s

dezodoriranim uljem
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Legenda:
1 — Metil miristat I.S.
2 — Metil palmitat
3 - Etil palmitat
4 — Metil heptadekanoat I.S.
5 — Metil linoleat
6 — Metil oleat
7 — Metil stearat
8 — Etil linoleat
9 — Etil oleat
10 — Etil stearat



01991R2568 — HR — 04.08.2016 — 029.001 — 127

VY M23
Dodatak A

Odredivanje linearne brzine plina

U plinski kromatograf podesen na normalne radne uvjete injektira se 1 do 3 ul
metana (ili propana). Mjeri se vrijeme koje je potrebno plinu da prode kroz
kolonu, od trenutka injektiranja do pojave pika (tM).

Linearna brzina, u cm/s, dana je formulom L/tM, gdje je L duljina kolone u cm,
a tM vrijeme je izmjereno u sekundama.

VY M28
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PRILOG XXI.

Rezultati provjera sukladnosti provedenih na maslinovim uljima iz ¢lanka 8. stavka 2.

Oznacivanje Kemijski parametri Senzorska svojstva (4) Konacan zakljucak
Mjesto Pairza\fgzm Ako je
Uzorak | Kategorija | 2S™U2 | ingpekcijskog | Travni | Oznaka | Uvjei | Pogredne | oo | uNU @) | granicnin | 2K UNU ¢y | Medijan | Medijan |y ) | Potrebna | gy g
podrijetla ) naziv izvornosti | skladiStenja | informacije . .| navedite mana vocnosti mjera
nadzora (') vrijednosti oy
DANE | Koii®)

(") Unutarnje trziSte (uljara, punitelji u boce, faza maloprodaje), izvoz, uvoz.
(?) Svaka karakteristika maslinovog ulja navedena u Prilogu L. ima oznaku.

(®) Uskladeno/neuskladeno.

(*) Nije potrebno za maslinovo ulje i ulje komine maslina.

910T°80°70 — ¥H — 895TAT6610

100°620

8¢C1





