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(Dz.U. L 248 z 5.9.1991, s. 1)

zmienione przez:
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VB
ROZPORZADZENIE KOMISJI (EWG) NR 2568/91
z dnia 11 lipca 1991 r.
w sprawie wlasciwosci oliwy z oliwek i oliwy z wytloczyn oliwek
oraz w sprawie odpowiednich metod analizy
VY M20

Artykut 1

1. Olgje, ktorych wiasciwosci pokrywaja si¢ z whasciwosciami okreslo-
nymi w pkt 1 i 2 zatgcznika I do niniejszego rozporzadzenia, w rozumieniu
pkt 1 lit. a) i b) Zatacznika do rozporzadzenia nr 136/66/EWG, uznawane s
za oliwg z oliwek pierwszego tloczenia.

2. Olej, ktorego wlasciwosci pokrywaja si¢ z wlasciwosciami
okreslonymi w pkt 3 zalacznika I do niniejszego rozporzadzenia,
w rozumieniu pkt 1 lit. ¢) Zatacznika do rozporzadzenia nr 136/66/EWG,
uznawany jest za oliwg z oliwek typu lampante.

3.  Olej, ktérego wlasciwosci pokrywaja sie z wlasciwo$ciami
okreslonymi w pkt 4 zalacznika 1 do niniejszego rozporzadzenia,
w rozumieniu pkt 2 Zalacznika do rozporzadzenia nr 136/66/EWG,
uznawany jest za rafinowang oliwg z oliwek.

4.  Olej, ktorego wilasciwosci pokrywaja si¢ z wlasciwosciami
okreslonymi w pkt 5 zalacznika I do niniejszego rozporzadzenia,
w rozumieniu pkt 3 Zalacznika do rozporzadzenia nr 136/66/EWG,
uznawany jest za oliwe z oliwek zlozong z rafinowanej oliwy z oliwek.

5. Olej, ktorego wiasciwosci pokrywaja si¢ z wlasciwosciami
okreslonymi w pkt 6 zalacznika I do niniejszego rozporzadzenia,
w rozumieniu pkt 4 Zalacznika do rozporzadzenia nr 136/66/EWG,
uznawany jest za surowa oliwe¢ z wytloczyn oliwek.

6. Olej, ktorego wlasciwosci pokrywaja sie z wlasciwo$ciami
okreslonymi w pkt 7 zalacznika I do niniejszego rozporzadzenia,
w rozumieniu pkt 5 rozporzadzenia nr 136/66/EWG, uznawany jest za
rafinowang oliwe z wyttoczyn oliwek.

7. Olej, ktorego wlasciwosci pokrywaja sie z wlasciwo$ciami
okreslonymi w pkt 8 zalacznika I do niniejszego rozporzadzenia,
w rozumieniu pkt 6 Zalacznika do rozporzadzenia nr 136/66/EWG,
uznawany jest za oliwg z wytloczyn oliwek.
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VY M26
Artykut 2

1. Wlasciwosci olejow wymienione w zalaczniku 1 okresla si¢
zgodnie z nastgpujacymi metodami analizy:

a) metoda oznaczania wolnych kwasow tluszczowych wyrazonych
jako procentowa cze$¢ kwasu oleinowego, przedstawiona
w zalgczniku II;

b) metoda  oznaczania  liczby  nadtlenkowej,  przedstawiona
w zalaczniku 111,

¢) metoda oznaczania zawartosci woskow, przedstawiona w zatgczniku
1v;

d) metoda oznaczania sktadu i zawartosci steroli i dialkoholi triterpe-
nowych metoda chromatografii gazowej na kolumnach kapilarnych,
przedstawiona w zalaczniku V;

e) metoda oznaczania zawarto$ci procentowej 2-monopalmitynianu
glicerolu, przedstawiona w zataczniku VII;

f) metoda analizy spektrofotometrycznej, przedstawiona w zalaczniku
1X;

VY M28
g) metoda oznaczania skladu kwasu tluszczowego, przedstawiona
w zalgczniku X;

VY M26
h) metoda oznaczania lotnych rozpuszczalnikow chlorowcowanych,
przedstawiona w zataczniku XI;

i) metoda oceny wlasciwosci organoleptycznych oliwy z oliwek
z pierwszego ttoczenia, przedstawiona w zatgczniku XII;

j) metoda oznaczania stigmastadienéw, przedstawiona w zataczniku
XVII;

k) metoda oznaczania zawartoSci triglicerydow z ECN42, przedsta-
wiona w zatgczniku XVIII;

VY M32
1) metoda oznaczania sktadu i zawartos$ci steroli oraz zwigzkow alko-
holi metoda chromatografii gazowej na kolumnach kapilarnych,
przedstawiona w zataczniku XIX;

VM26
m) metoda oznaczania zawarto§ci woskow, estrow metylowych kwasow
thuszczowych i estrow etylowych kwasow tluszczowych, przedsta-
wiona w zataczniku XX.

VM28

VM26
2.  Weryfikacja wlasciwosci organoleptycznych oliwy z oliwek
z pierwszego tloczenia prowadzona przez organy krajowe i ich przed-
stawicieli wykonywana jest przez zespoty degustatorow zatwierdzone
przez panstwa czlonkowskie.
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VY M26

Wtasciwosci organoleptyczne oliwy, o ktérych mowa w akapicie pierw-
szym, okresla si¢ jako zgodne ze zgloszong kategorig, jezeli zespot
degustatorow zatwierdzony przez panstwo czlonkowskie potwierdzi
takg klasyfikacje.

vYM32

W  przypadku gdy zespdt nie potwierdzi kategorii zgloszonej
w odniesieniu do wlasciwosci organoleptycznych, na wniosek zaintere-
sowanej strony organy krajowe lub ich przedstawiciele zapewniajg
niezwloczne przeprowadzenie przez inne zatwierdzone zespoly dwdch
ocen poréwnawczych. Co najmniej jeden z zespotéw to zespot zatwier-
dzony przez zainteresowane panstwo cztonkowskie bgdace producen-
tem. Przedmiotowe wlasciwosci okresla si¢ jako zgodne ze zgltoszonymi
wlasciwosciami, jezeli obydwie oceny poréwnawcze potwierdza zglo-
szong klasyfikacje. Jezeli tak si¢ nie stanie, niezaleznie od rodzaju wad
stwierdzonych w trakcie przeprowadzania ocen poréwnawczych, klasy-
fikacj¢ zglasza si¢ jako niezgodna z wlasciwo$ciami, a zainteresowana
strona ponosi koszty ocen poréwnawczych.

VY M26

3. W przypadku gdy organy krajowe lub ich przedstawiciele spraw-
dzaja wlasciwosci oliwy, jak przewidziano w ust. 1, probki pobiera si¢
zgodnie z normami mi¢dzynarodowymi: norma EN ISO 661 dotyczaca
przygotowania probek do badan oraz normg EN ISO 5555 dotyczaca
pobierania probek. Jednak niezaleznie od przepisow pkt 6.8 normy EN
ISO 5555, w przypadku partii takiej oliwy w opakowaniu bezposrednim
probke pobiera si¢ zgodnie z zalacznikiem Ia do niniejszego rozporz-
adzenia. W przypadku oliwy luzem, ktorej probek nie mozna pobraé
zgodnie z normg EN ISO 5555, pobieranie probek wykonuje si¢
zgodnie z instrukcjami opracowanymi przez wlasciwy organ panstwa
cztonkowskiego.

Bez uszczerbku dla normy EN ISO 5555 oraz rozdzialu 6 normy EN
ISO 661 pobrane probki jak najszybciej umieszcza si¢ w ciemnym
miejscu, z dala od zrodet wysokiej temperatury 1 wysyta si¢ do labora-
torium w celu poddania analizie nie pdzniej niz pigtego dnia roboczego
po ich pobraniu, w przeciwnym razie probki przechowuje si¢ w taki
sposob, aby nie ulegly rozpadowi ani uszkodzeniu w czasie transportu
lub przechowywania, zanim zostang wystane do laboratorium.

4. Do celow weryfikacji przewidzianej w ust. 3, analizy, o ktorych
mowa w zatgcznikach II, III, IX i XX, oraz w stosownych przypadkach
wszystkie analizy poréwnawcze wymagane na mocy prawa krajowego,
wykonuje si¢ przed uptywem daty minimalnej trwalosci w przypadku
produktow pakowanych. W przypadku pobierania probek oliwy luzem
analizy te wykonuje si¢ nie pdzniej niz po uplywie szesciu miesiecy od
miesigca, w ktorym pobrano probke.

Nie stosuje si¢ zadnych termindw w przypadku innych analiz przewi-
dzianych w niniejszym rozporzadzeniu.

Jezeli wyniki analiz nie odpowiadaja wiasciwosciom zgloszonej kate-
gorii oliwy z oliwek lub oliwy z wyttoczyn z oliwek, zainteresowana
strona powiadamiana jest nie pdézniej niz miesigc przed koncem okresu
okreslonego w akapicie pierwszym, chyba ze probke pobrano pdzniej
niz dwa miesigce przed uptywem daty minimalnej trwatosci.
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VY M26

5. W celu oznaczenia wlasciwos$ci roznych rodzajow oliwy z oliwek
za pomocg metod przewidzianych w ust. 1 akapit pierwszy wyniki
analiz poréownuje si¢ bezposrednio z limitami okreslonymi
W niniejszym rozporzadzeniu.

V¥ M25
Artykut 2a

1. Do celéow niniejszego artykulu ,,0liwa z oliwek wprowadzona do
obrotu” oznacza catkowitg ilo§¢ oliwy z oliwek i oliwy z wyttoczyn
z oliwek odpowiedniego panstwa cztonkowskiego konsumowane;j
w tym panstwie cztonkowskim lub wywozonej z tego panstwa czton-
kowskiego.

2. Panstwa czlonkowskie zapewniaja selektywne przeprowadzanie
opartych o analiz¢ ryzyka i odpowiednio cz¢stych kontroli zgodnosci,
tak aby zagwarantowac¢, ze oliwa z oliwek wprowadzona do obrotu jest
zgodna ze zgloszong kategoria.

3. Kryteria oceny ryzyka moga obejmowac:

a) kategori¢ oliwy, okres produkcji, cen¢ oliwy w stosunku do innych
olejow roslinnych, czynnosci zwigzane z mieszaniem i pakowaniem,
obiekty i warunki przechowywania, panstwo pochodzenia, panstwo
przeznaczenia, $rodki transportu lub objeto$¢ partii;

b) pozycje podmiotéw gospodarczych w tancuchu wprowadzania do
obrotu, objetos¢ lub warto§¢ produktow wprowadzanych przez nie
do obrotu, zakres kategorii oliwy, ktore wprowadzaja do obrotu,
rodzaj prowadzonej dziatalnos$ci, na przyktad ttoczenie, przechowy-
wanie, rafinowanie, mieszanie, pakowanie lub sprzedaz detaliczna;

¢) ustalenia poczynione podczas poprzednich kontroli, w tym liczbe
i rodzaj stwierdzonych wad, typowa jako$¢ oliwy wprowadzanej
do obrotu, efektywno$¢ wykorzystywanego wyposazenia technicz-
nego;

d) wiarygodno$¢ systemow zapewnienia jako$ci lub systemoéw samo-
kontroli podmiotéw gospodarczych w odniesieniu do zgodnosci
z normami handlowymi;

e) miejsce przeprowadzania kontroli, zwlaszcza jesli jest to pierwszy
punkt wprowadzenia produktéw na teren Unii, ostatni punkt wypro-
wadzenia produktow z Unii lub miejsce, w ktorym oleje sa produ-
kowane, pakowane, tadowane lub sprzedawane konsumentowi final-
nemu;

f) wszelkie inne informacje, ktéore moga wskazywaé na ryzyko
niezgodnosci.

4.  Panstwa czlonkowskie z wyprzedzeniem ustanawiaja:

a) kryteria oceny ryzyka wystapienia niezgodnosci poszczegdlnych
partii;

b) na podstawie analizy ryzyka dla kazdej kategorii ryzyka — minimalna
liczb¢ podmiotow gospodarczych, partii lub ilosci podlegajacych
kontroli zgodnosci.
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VY M25

Rocznie przeprowadza si¢ co najmniej jedng kontrole zgodnosci na
tysigc ton oliwy z oliwek wprowadzonej do obrotu w panstwie czton-
kowskim.

5. Panstwa czlonkowskie sprawdzaja zgodnos¢:

a) przez przeprowadzenie, w dowolnej kolejnosci, analiz okreslonych
w zalaczniku I; lub

VY M32
b) przez przeprowadzenie analiz w kolejnosci okreslonej w zalaczniku
Ib w sprawie schematu az do osiggni¢cia jednej z decyzji wymie-
nionych w tym schemacie.

VYM19

VY M25
Artykut 3

W przypadku gdy stwierdzono, ze oliwa nie odpowiada opisowi jej
kategorii, zainteresowane panstwo czlonkowskie stosuje, bez uszczerbku
dla wszelkich innych kar, skuteczne, proporcjonalne i odstraszajace
kary, ktore sg ustalane w $wietle tego, jak powazna jest stwierdzona
nieprawidtowos¢.

W przypadku gdy w ramach kontroli ujawnione zostajg istotne niepra-
widlowos$ci, panstwa cztonkowskie zwigkszajg czgstotliwos¢ kontroli
w odniesieniu do etapu wprowadzania do obrotu, kategorii oliwy,
pochodzenia lub innych kryteriow.

Artykut 4

1. The Member States may approve assessment panels so that
national authorities or their representatives can assess and verify orga-
noleptic characteristics.

The terms of approval shall be set by Member States and ensure that:
— the requirements of Annex XII.4 are met,

— the panel head is given training recognised for this purpose by the
Member State,

— continued approval depends on performance in annual checks
arranged by the Member State.

Member States shall notify to the Commission a list of approved panels
and the action taken under this paragraph.

2. Jezeli Panstwa Cztonkowskie napotykaja trudnosci w utworzeniu
na swoim terytorium zespotow degustatorow, moga wezwaé zespot
degustatorow zatwierdzony w innym Panstwie Cztonkowskim.

3.  Kazde Panstwo Cztonkowskie sporzadza wykaz zespotow degusta-
torow utworzonych przez organizacje zawodowe lub migdzybranzowe
zgodnie z warunkami ustanowionymi w ust. 1 i zapewnia przestrzeganie
tych warunkow.

VYM19

Artykul 6

1. Zawarto$¢ oleju w makuchu i innych wytlokach powstajacych
przy ekstrakcji oliwy z oliwek (kody CN 230690 11 i 2306 90 19)
oznaczane sg metodg przedstawiong w zalgczniku XV.
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2. Zawartos¢ oleju, okre§lona w ust. 1, wyrazana jest jako procent
masy oleju w stosunku do masy suchej substancji.

VY M20
Artykut 7

Przepisy wspolnotowe dotyczace zawarto$ci zanieczyszczen stosuje sig.

W  odniesieniu do rozpuszczalnikow chlorowcowanych limity dla
wszystkich kategorii oliwy z oliwek sa nastgpujace:

— maksymalna zawarto$¢ wykrytych rozpuszczalnikow chlorowcowa-
nych: 0,1 mg/kg,

— catkowita maksymalna zawarto$¢ wykrytych rozpuszczalnikow chlo-
rowcowanych: 0,2 mg/kg.

V¥ M25
Artykut 7a

Osoby fizyczne lub prawne oraz grupy osob, ktore posiadaja oliwe
z oliwek lub oliw¢ z wytloczyn z oliwek od etapu ekstrakcji
w tloczni do etapu butelkowania wiacznie, w dowolnych celach zawo-
dowych badz handlowych, musza prowadzi¢ rejestry wprowadzania
i wycofywania w odniesieniu do kazdej kategorii takiej oliwy.

Panstwa czlonkowskie zapewniaja nalezyte przestrzeganie obowiazku
okreslonego w akapicie pierwszym.

Artykul 8

1. Panstwa czlonkowskie powiadamiaja Komisj¢ o $rodkach shuz-
acych wprowadzeniu w Zzycie niniejszego rozporzadzenia. Panstwa
cztonkowskie powiadamiajag Komisje o wszelkich p6zniejszych zmia-
nach.

2. Nie pozniej niz do 31 maja kazdego roku panstwa czlonkowskie
przekazuja Komisji sprawozdanie dotyczace wdrazania niniejszego
rozporzadzenia w poprzednim roku kalendarzowym. Sprawozdanie
zawiera przynajmniej wyniki kontroli zgodno$ci przeprowadzonych
w odniesieniu do oliwy z oliwek przedstawione zgodnie z szablonami
okre§lonymi w zataczniku XXI.

3.  Powiadomienia, o ktorych mowa w niniejszym rozporzadzeniu, sg
dokonywane zgodnie z rozporzadzeniem Komisji (WE) nr 792/2009 (1).

Artykut 9

Niniejszym rozporzadzenie (EWG) nr 1058/77 traci moc.

Artykut 10

1. Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie trzeciego dnia po jego
opublikowaniu w Dzienniku Urzedowym Wspolnot Europejskich.

Jednakze metodg okreslong w zataczniku XII stosuje si¢ od M1 dnia
1 listopada 1992 r. 4, z wyjatkiem dziatan odnoszacych si¢ do

systemu interwencyjnego.

() Dz.U. L 228 z 1.9.2009, s. 3.
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Metody tej nie stosuje si¢ do oliwy z oliwek z pierwszego ttoczenia
przygotowanej na rynek przed dniem 1 listopada 1992 r.

2. Niniejsze rozporzadzenie nie stosuje si¢ do oliwy z oliwek i oleju
z wytloczyn z oliwek pakowanych przed wejSciem w zycie niniejszego
rozporzadzenia oraz wprowadzonych do obrotu do dnia 31 pazdziernika
1992 r.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w cato$ci 1 jest bezposrednio stosowane
we wszystkich Panstwach Czlonkowskich.
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YM32

Zatacznik 1
Zatacznik Ia

Zatacznik Ib

Zatacznik 11

Zatacznik 111
Zatacznik IV

Zatacznik VII

Zatacznik IX
Zatacznik X

Zatacznik XI

Zatacznik XII

Zatacznik XV
Zatacznik XVI
Zatacznik XVII
Zatacznik XVIIL

Zatacznik XIX

Zatacznik XX

Zatacznik XXI

ZALACZNIKI

STRESZCZENIE
Wiasciwosci oliwy z oliwek

Pobieranie probek oliwy z oliwek lub oliwy z wytloczyn
z oliwek dostarczonych w opakowaniu bezpo$rednim

Schemat weryfikacji, czy probka oliwy z oliwek jest zgodna
ze zgloszong kategorig

Oznaczanie wolnych kwasoéw tluszczowych, metoda na
Zimno

Oznaczanie liczby nadtlenkowe;j

Oznaczanie zawarto$ci woskéw metoda chromatografii
gazowej z uzyciem kolumny kapilarnej

Oznaczanie zawarto$ci procentowej 2-monopalmitynianu
glicerolu

Badanie spektrofotometryczne w ultrafiolecie

Oznaczanie estrow metylowych kwaséw thuszczowych
metoda chromatografii gazowe;j

Oznaczanie lotnych fluorowcowanych rozpuszczalnikow
oliwy z oliwek

Metoda miedzynarodowej rady ds. oliwy stuzaca do orga-
noleptycznej oceny oliwy z oliwek z pierwszego tloczenia

Zawartos¢ oleju w pozostatosci z oliwek
Oznaczenie liczby jodowej
Metoda oznaczania stigmastadienéw w olejach ro$linnych

Oznaczenie roznicy migdzy rzeczywista a teoretyczng
zawartoscia triglicerydow z ECN 42

Oznaczanie sktadu i zawarto$ci steroli oraz zwigzkow alko-
holowych metoda chromatografii gazowej na kolumnach
kapilarnych

Metoda oznaczania zawartosci woskow, estrow metylowych
kwasow thuszczowych i estrow etylowych kwasoéw thuszczo-
wych metoda chromatografii gazowej na kolumnach kapi-
larnych

Wyniki kontroli zgodnosci przeprowadzonych w odniesieniu
do oliwy z oliwek, o ktorych mowa w art. 8 ust. 2
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ZALACZNIK 1

WLASCIWOSCI OLIWY Z OLIWEK

Cechy jakosciowe

Ocena organoleptyczna
Kwasowos¢ Liczba nadtlenkowa Estry etylowe kwasu
Kategoria o/ (% Ky3p Kyeg Tub Kyzg Delta-K . . tluszczowego
(%) (*) (mEq Oy/kg) Mediana wad (Md) Mediana aromatu /k
N ; (mg/kg)
*) owocow (Mf)
1. Oliwa z oliwek najwyzszej < 0,80 <20,0 <250 <0,22 < 0,01 Md = 0,0 Mf > 0,0 <35
jakosci z pierwszego tloczenia
2. Oliwa z oliwek z pierwszego <20 < 20,0 < 2,60 < 0,25 < 0,01 Md < 3,5 Mf > 0,0 —
tloczenia
3. Oliwa lampante > 2,0 — — — — Md > 3,5(Y) — —
4. Rafinowana oliwa z oliwek < 0,30 <5,0 — < 1,25 <0,16 — —
5. Oliwa z  oliwek  zlozona < 1,00 < 15,0 — < 1,15 < 0,15 — —
z rafinowanej oliwy z oliwek
i oliwy z oliwek z pierwszego
tloczenia
6. Surowa oliwa z wytloczyn — — — — — — —
z oliwek
7. Rafinowana oliwa z wytloczyn < 0,30 < 5,0 — < 2,00 < 0,20 — —
z oliwek
8. Oliwa z wyttoczyn z oliwek < 1,00 < 15,0 — < 1,70 < 0,18 — —

(") Mediana wad moze by¢ mniejsza lub réwna 3,5, kiedy mediana aromatu owocowego wynosi 0,0.
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VY M32

Charakterystyka czystosci

Kategoria

Sktad kwasow ttuszczowych (1)

Mirystynowy
(%)

Linolenowy
(%)

Arachidowy
(%)

Eikozenowy

(%)

Behenowy
(%)

owy

(%)

Izomery
transoleinowe
ogotem
(%)

Izomery
translinolowe
+ izomery
translinole-
nowe ogoéltem

(%)

Stigmasta-
dieny
(mgkg) ()

Roznica migdzy

ECN42 (HPLC)

a teoretycznym
ECN42

2-monopalmitynian glicerolu

(%)

. Oliwa z

oliwek
najwyzszej jakosci
z pierwszego tloczenia

< 0,03

< 1,00

< 0,60

< 0,50

< 0,20

< 0,20

< 0,05

< 0,05

< 0,05

< 0,20]

< 0,9, jesli % zawarto$¢ kwasu
palmitynowego ogoltem
< 14,00 %

< 1,0, jesli % zawarto$¢ kwasu
palmitynowego ogodtem
> 14,00 %

. Oliwa z

oliwek
z pierwszego tloczenia

< 0,03

IA

1,00

< 0,60

< 0,50

< 0,20

< 0,20

< 0,05

< 0,05

< 0,05

< 0,20|

< 0,9, jesli % zawarto$¢ kwasu
palmitynowego ogoétem
< 14,00 %

< 1,0, jesli % zawarto$¢ kwasu
palmitynowego ogodtem
> 14,00 %

. Oliwa lampante

< 0,03

IA

1,00

< 0,60

< 0,50

< 0,20

< 0,20

<0,10

<0,10

< 0,50

< 10,30

< 0,9, jesli % zawartos¢ kwasu
palmitynowego ogodtem
< 14,00 %

< 1,1, jesli % zawarto$¢ kwasu
palmitynowego ogodtem
> 14,00 %

. Rafinowana

oliwa
z oliwek

< 0,03

IA

1,00

< 0,60

< 0,50

< 0,20

< 0,20

< 0,20

<0,30

< 10,30

< 0,9, jesli % zawartos¢ kwasu
palmitynowego ogodtem
< 14,00 %

< L1, jesli % zawarto$¢ kwasu
palmitynowego ogodtem
> 14,00 %

. Oliwa z

oliwek
ztozona z rafinowanej
oliwy z oliwek
i oliwy z oliwek
z pierwszego tloczenia

< 0,03

IA

1,00

< 0,60

< 0,50

< 0,20

< 0,20

< 0,20

<0,30

< 10,30

< 0,9, jesli % zawarto$¢ kwasu
palmitynowego ogodtem
< 14,00 %

< 1,0, jesli % zawarto$¢ kwasu
palmitynowego ogodtem
> 14,00 %

610T°01°0C — 1d — 89516610
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VY M32

Sktad kwasow ttuszczowych (1) [zomery
Izomery translinolowe Sti " Roznica migdzy
Kategoria transoleinowe | + izomery lggj; a ECN42 (HPLC) 2-monopalmitynian glicerolu
Mirystynowy | Linolenowy | Arachidowy | Eikozenowy [ Behenowy owy ogotem translinole- (mg/kg) () | @ teoretycznym (%)
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) nowe ogotem ECN42
(%)

6. Surowa oliwa < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 <0,10 — <10,60] <14

z wytloczyn z oliwek
7. Rafinowana oliwa < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <14

z wytloczyn z oliwek
8. Oliwa z wytloczyn < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50| <12

z oliwek

(") Zawarto$¢ innych kwasow tluszczowych (%): palmitynowy: 7,50-20,00; palmitolejowy: 0,30-3,50; heptadekanowy: < 0,40; heptadekenowy < 0,60; stearynowy: 0,50-5,00; olejowy: 55,00-83,00; linolowy: 2,50-21,00.
(®) Suma izomer6éw, ktore moglyby (lub nie moglyby) by¢ oddzielone kolumna kapilarna.

Sktad steroli
Kategoria . . Sterole ogotem Elry: ‘r:,):;?l Woski (mg/kg)
Cholesterol Brassikasterol | Kampesterol (') [ Stigmasterol App Bl_ 512toste— Delta—7—slt1t]g— (mg/kg) (%) (*%) (**)
%) %) %) %) rol (%) mastenol (')
(%) (%)

1. Oliwa z oliwek najwyzszej <0,5 < 0,1 <40 < Kamp. > 93,0 <0,5 > 1000 <45 Cyp + Cyy + Cy < 150

jakosci z pierwszego tloczenia
2. Oliwa z oliwek z pierwszego <05 < 0,1 <4,0 < Kamp. >93,0 <0,5 > 1000 <45 Cyp + Cyy + Cy < 150

tloczenia
3. Oliwa lampante <05 < 0,1 <40 — >93.0 <05 > 1000 <450 Cyo t Cyp + Cyy + Cyg <300 ()
4. Rafinowana oliwa z oliwek <0,5 <0,1 <40 < Kamp. >93.0 <0,5 > 1000 <45 Cyp + Cyp + Cyy + Cy < 350

610T°01°0C — 1d — 89516610

100°C€0

€l
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Sktad steroli
” Erytrodiol . ko
Kategoria Cholesterol Brassikasterol | Kampesterol (') [ Stigmasterol App Bsitoste- | Delta-7-stig- Sterole /(l)(g,olem i uwaol WOSkI*&mgk&)
%) *) "o Fo rol ) mastenol ()| (me/ke) %) (%) 9
(%) (%)
5. Oliwa z  oliwek  zlozona <0,5 <0,1 <40 < Kamp. >93,0 <0,5 > 1000 <45 Cyo + Cyp + Cyq + Cyg < 350
z rafinowanej oliwy z oliwek
i oliwy z oliwek z pierwszego
tloczenia
6. Surowa oliwa z wytloczyn <05 <02 <40 — > 93,0 <0,5 > 2500 > 4.5 % Cyo T Cyp + Cyy + Cyg > 350 (%
z oliwek
7. Rafinowana oliwa z wytloczyn <05 <0,2 <40 < Kamp. >93,0 <05 > 1800 > 4.5 Cyp + Cyp + Cyy + Cyg > 350
z oliwek
8. Oliwa z wytloczyn z oliwek <0,5 <0,2 <40 < Kamp. >93,0 <0,5 > 1600 > 4.5 Cyg + Cyp + Cyy + Cyg > 350

(") Zob. dodatek do niniejszego zatacznika.

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

(®) Oliwa z zawarto$cia woskow wynoszaca 300-350 mg/kg uznawana jest za oliwe lampante, jezeli catkowita zawarto$¢ alkoholi alifatycznych jest mniejsza lub rowna 350 mg/kg lub jezeli zawarto$¢ erytrodiolu i uwaolu jest
mniejsza lub réwna 3,5 %.

() Oliwa z zawarto$ciag woskow wynoszaca 300-350 mg/kg uznawana jest za surowg oliwe z wytloczyn z oliwek, jezeli catkowita zawarto$¢ alkoholi alifatycznych jest wigksza niz 350 mg/kg oraz jezeli zawarto$¢ erytrodiolu
i uwaolu jest wigksza niz 3,5 %.

Uwagi:

a) wyniki analiz musza by¢ wyrazone z doktadnoscia do tej samej liczby miejsc po przecinku, jaka zastosowano w odniesieniu do kazdej wlasciwosci. Ostatnia cyfra musi by¢ powigkszona o jeden,
jezeli nastepna cyfra jest wicksza niz 4,

b) jezeli tylko jedna wiasciwos¢ nie jest zgodna ze wskazanymi wartosciami, kategoria oliwy moze zosta¢ zmieniona lub zgloszona jako niezgodna do celéw niniejszego rozporzadzenia;

¢) w przypadku oliwy lampante obie cechy jakosci oznaczone gwiazdka (*) moga jednoczesnie rézni¢ si¢ od wartosci dopuszczalnych ustanowionych dla tej kategorii;

d) jezeli wtasciwos$¢ oznaczona jest dwiema gwiazdkami (**), oznacza to, ze w przypadku surowej oliwy z wytloczyn z oliwek obie odpowiednie warto$ci dopuszczalne moga rézni¢ si¢ jednoczesnie
od podanych wartosci. W przypadku oliwy z wytloczyn z oliwek i rafinowanej oliwy z wytloczyn z oliwek jedna z odpowiednich wartosci dopuszczalnych moze rdzni¢ si¢ od podanych wartosci.

610T°01°0C — 1d — 89516610

100°C€0

14!
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VY M32
Dodatek

Schemat podejmowania decyzji

Schemat podejmowania decyzji dotyczacych kampesterolu w przypadku oliwy
z oliwek najwyzszej jakosci z pierwszego tloczenia i oliwy z oliwek
z pierwszego tloczenia:

[ 4.0 % < Kampesterol =4.5 % ]

1
[ Stigmasterol = 1.4 % ] [ £ -T-stigmastenol < 0.3 % ]

Pozostate parametry sa zgodne z wartosciami dopuszczalnymi okreslonymi
W niniejszym rozporzadzeniu.

Schemat  podejmowania  decyzji  dotyczacych  delta-7-stigmastenolu
w przypadku:

— Oliwa z oliwek najwyzszej jako$ci z pierwszego tloczenia i oliwa z oliwek
z pierwszego tloczenia

[0,5 %% = Lu-T-stigmastenol = 0,8 %]

App. B-sitosterol / _ .
Kampesterol =3.3 % (kampest + A\ Tstig) = 23 Stigmasterol = 1.4 % £ ECN42 =10.1)

Pozostate parametry sa zgodne z wartosciami dopuszczalnymi okreslonymi
W niniejszym rozporzadzeniu.

— Oliwa z wytloczyn z oliwek (surowa i rafinowana)

[ 0.5 < A-T-stigmastenol = 0.7 ]

Pozostale parametry
0] Stigmasterol = 1,4% zgodne z wartoéciami
dopuszezalnvmi

Pozostate parametry sa zgodne z wartosciami dopuszczalnymi okreslonymi
w niniejszym rozporzadzeniu.
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ZALACZNIK Ia

POBIERANIE PROBEK OLIWY Z OLIWEK LUB OLIWY
Z WYTLOCZYN Z OLIWEK DOSTARCZONYCH W OPAKOWANIU
BEZPOSREDNIM

Ta metoda pobierania probek ma zastosowanie do partii oliwy z oliwek lub oliwy
z wytloczyn z oliwek umieszczonych w opakowaniu bezposrednim. W zaleznosci
od tego, czy zawarto$¢ opakowania bezposredniego przekracza 5 litrow czy tez
nie, zastosowanie majg rézne metody pobierania probek.

,Partia” oznacza zbior opakowan detalicznych, ktore sa produkowane, wytwa-
rzane i pakowane w takich warunkach, w ktorych oliwg zawarta w kazdym
opakowaniu detalicznym uwaza si¢ za jednorodna pod wzgledem wszystkich
wilasciwosci analitycznych. Oznakowanie partii musi zosta¢ przeprowadzone
zgodnie z dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2011/91/UE (V).

,Probka jednostkowa” oznacza ilo$¢ oliwy zawartej w opakowaniu bezposred-
nim, pobrang z dowolnego miejsca partii.

1.  ZAWARTOSC PROBKI PIERWOTNE]
1.1. Opakowanie bezposrednie nieprzekraczajace 5 litrow

,,Probka pierwotna” w przypadku opakowania bezposredniego nieprzekra-
czajacego 5 litrbw oznacza liczbe probek jednostkowych pobranych w danej
partii zgodnie z tabelg 1.

Tabela 1

Minimalna prébka pierwotna powinna zawieraé

Jezeli opakowanie bezposrednie ma Probka pierwotna musi zawiera¢ oliwe
pojemnosé pobrang z
a) 1 litr lub wiecej; a) jednego opakowania bezposred-
niego;
b) mniejsza niz 1 litr. b) minimalnej liczby opakowan
o 1gcznej pojemnosci wyn-
oszacej co najmniej 1 litr.

Liczba opakowan wymienionych w tabeli 1, ktore tworzg probke pierwotna,
moze by¢ zwigkszona przez kazde panstwo cztonkowskie, zgodnie z jego
wlasnymi potrzebami (na przyklad ocena organoleptyczna dokonana przez
laboratorium inne niz to, ktére wykonato analizy chemiczne, analizy porow-
nawcze itd.).

1.2. Opakowanie bezposrednie przekraczajace S litréw

,Probka pierwotna” w przypadku opakowan bezposrednich przekraczaj-
acych 5 litrow oznacza reprezentatywna czg¢$¢ tacznych probek jednostko-
wych, otrzymana w procesie redukcyjnym zgodnie z tabela 2. W sklad
probki pierwotnej musza wchodzi¢ rézne przyklady.

,Przyktad” probki pierwotnej oznacza kazde opakowanie wchodzace
w sklad probki pierwotne;j.

Tabela 2

Minimalna liczba préobek jednostkowych, ktore nalezy pobraé

Minimalna liczba probek jednostkowych,

Liczba opakowan w danej partii towaru ktére nalezy pobraé

do 10 % 1

11-150 2

(") Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2011/91/UE w sprawie oznaczen lub ozna-

kowan identyfikacyjnych partii towaru, do ktorej nalezy dany $rodek spozywczy (Dz.U.
L 334 z 16.11.2011, s. 1).
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Liczba opakowan w danej partii towaru Minimalna]{lggrzel)a:l afifizel; (js;iarzostkowych,

151-500 3

501-1 500 4

1 501-2 500 5
> 2500 na 1 000 opakowan 1 dodatkowa probka jednostkowa

W celu ograniczenia objgtosci probkowanych opakowan bezpo$rednich
zawarto$¢ pobieranych probek jednostkowych jest homogenizowana
w celu przygotowania probki pierwotnej. Czgsci réznych probek jednostko-
wych wlewane sa do wspdlnego pojemnika w celu poddania ich homoge-
nizacji przez wymieszanie, aby jak najlepiej zabezpieczy¢ je przed
dostgpem powietrza.

Probke pierwotna nalezy wla¢ do kilku opakowan o minimalnej pojemnosci
wynoszacej 1,0 litr, z ktorych kazde stanowi przyktad probki pierwotne;j.

Liczba probek pierwotnych moze by¢ zwigkszana przez kazde panstwo
cztonkowskie, zgodnie z jego wlasnymi potrzebami (na przyklad ocena
organoleptyczna dokonana przez laboratorium inne niz to, ktére wykonato
analizy chemiczne, analizy kontrolne itd.).

Kazde opakowanie nalezy napeli¢ w taki sposob, aby warstwa powietrza
nad probka byta jak najmniejsza, a nastepnie odpowiednio zamkna¢ w celu
zabezpieczenia produktu.

Przyklady te nalezy oznakowaé¢ w celu zapewnienia prawidlowej identyfi-
kacji.
2. ANALIZY I WYNIKI

VY M32
2.1. Kazda probke pierwotng nalezy podzieli¢ na probki laboratoryjne, zgodnie
z pkt 2.5 normy EN ISO 5555, i analizowa¢ w kolejnosci przedstawionej na
schemacie opisanym w zalaczniku Ib lub w innej dowolnej kolejnosci.

VY M26
2.2. Jezeli wszystkie wyniki analiz sg zgodne z wiasciwosciami zgloszonej kate-
gorii oliwy, cala partia ma by¢ zgloszona jako zgodna.

Jezeli jeden wynik analizy nie jest zgodny z wilasciwosciami zgloszonej
kategorii oliwy, cala partia zostaje zgloszona jako niezgodna.
3. WERYFIKACJA KATEGORII DANEJ PARTII
3.1. W celu zweryfikowania kategorii danej partii wlasciwy organ moze zwigk-
szy¢ liczbg probek pierwotnych pobranych w roznych punktach partii
zgodnie z nastgpujaca tabela:
Tabela 3

Liczba prébek pierwotnych uwarunkowana wielkoscia partii

Wielkod¢ partii (w litrach) Liczba probek pierwotnych
mniej niz 7 500 2
od 7 500 do mniej niz 25 000 3
od 25 000 do mniej niz 75 000 4
od 75000 do mniej niz 125 000 5
rowna i wigksza niz 125 000 6 + 1 na kazde 50 000 litrow wiecej
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Kazda probka jednostkowa stanowigca probke pierwotng musi zostac
pobrana z ciaglej czesci partii; konieczne jest zapisanie miejsca pobrania

Tworzenie kazdej probki pierwotnej musi przebiega¢ zgodnie
z procedurami, o ktorych mowa w pkt 1.1 oraz 1.2.

Kazda probke pierwotng poddaje si¢ nastgpnie analizom, o ktérych mowa
w art. 2 ust. 1.

3.2. Jezeli jeden z wynikéw analiz, o ktérych mowa w art. 2 ust. 1, co najmniej
jednej probki pierwotnej jest niezgodny z wlasciwosciami zgloszonej kate-
gorii oliwy, cala partia pobieranych probek zostaje zgloszona jako
niezgodna.
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ZALACZNIK Ib

SCHEMAT WERYFIKACJI, CZY PROBKA OLIWY Z OLIWEK JEST

ZGODNA ZE ZGLOSZONA KATEGORIA

Tabela ogodlna

jako:

Oliwa zgloszona
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Tabela 1 — Oliwa z oliwek najwyzszej jakoSci z pierwszego tloczenia —
Kryteria jakoSci

1 Kwasowosc % =080 =080 F---- | Zob, VOO (tabela 2)
1 | Liczba nadtlenkowa =20,0 = 20,0 F=—-— Zob. LOOC (tabela 4)
(mEq On/lg)
L
3 Badanie =022 = 0,22 F==--™ Zob. VOO (tabela 2)
spektrofotometrycrne
w ulirafiolecie
(K 270065)
.
‘B
L B
4 Badanie =0,01 = 0,01 F==== E Zob. LOO (tabela 4)
spektrofotometryczne g
w ultrafiolecie g
[=]
(AK) o
H
=
¥ 2
=
L3 Badanie =3,30 =250 -— == § Zob. VOO (tabela 2)
spekirofotometryczne =
w ultrafiolecie 2
(K 232)
r
] Ocena Mediana m‘a;;m Medians aromatu [~~~ > Zob. LOD (tabela 4)
; . owoctw = 0, awocoy = 0,0
organcleptyvezna plaly
Mediana wad =0,0 Meadiana aromat Zob. VOO (tabela 2)
owpoow = 0,0 oraz
Medimawad =00 [T %
h 4
T | Estry etylowe kwasu =35 =33 it Zolo, VOO (tabela 2)
thaszezowego (mg/les)
¥

Zglozzony rodzaj
oliwy w cdnissisniu
do kryteridw jakosel.

Zob. tabela 3w

odmesienm do
krytenidw ezystodel
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Tabela 2 — Oliwa z oliwek z pierwszego tloczenia — Kryteria jakosci

1 Kwasowoic %0 =20 20  fp----- >
L J
Liczha nadtlenkowa -
2 =200 =200 ____
- {mEq Ou/lg) : : +|
L 4
Badanie
_ | spekirofotometryczne . I i~
3 w ultrafiolecie =023 =023 o
[=]
i Bh
(K 2ma63) &
F‘ﬁ.
= Zob. LOO (tabela
Badanie i P
spekirofotometryczne I » b1
4 w ultrafiolecie =0,01 »0,01 E
[=]
(AK) b
'q
¥ S‘
Badanie
spekirofotometryczne ) I—
5 w ultrafiolecie = 2,60 > 1,60
(K 231)
¥
Mediana aromams [ N
Mediana sromaty owocdw owacéw =0,0
6 Ocena =00 M
iana aromam
AT Iu-![a:]ianmmad =35 owocdw>00arzz  [---- >
- Madiznawad = 3.5
¥

Zzlozzony rodza)
olmwy w odnissianiu
do krvtariow jakoge:.
Zob. tabela 3w
odmesienm do
krytaridw czystodel
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Tabela 3 — Oliwa z oliwek najwyzZszej jakosci z pierwszego tloczenia i oliwa
z oliwek z pierwszego tloczenia — Kryteria czysto$ci

Stzmastadieny P o ns
1 (me/kz) =003 =008 [~ N
¥
Izomery trans 10181 0,05 araz WL =005mb | »
2 lowasow LR+ C1E4Y <05 t{C18:2 = C18:3)
thuszezowych (%) rLiEs SN E =005
¥
3 Skiad kewasow Zgodny = MNiezgodny =
thaszezowych zataemikiem [ zztaemmikiemn I - Ry
¥
4 AECN42 = |0,20] =lo2e| | »
g Skiad i catkowita Zgodny = HNiszgodny =
zawartosc steroli zataemikiem [ zataemikiemm I [TT777C »
¥
Erytrodiol + uwaol +45
6 ' =43 -
(%5) e S — »
¥
Woskd (mg'kg) - 150
T =150 =130
C42+C44+C46 | -7 | o beeaeas »
¥
Tzpdny z
zabarmiliem I
< 0,0 %, jesli zawartodd
g I-monopalmitynian fowasu ?#"-‘t.‘:‘j’“?g‘:' Niezgodny =
' glicerolu (%) = 11‘3'3;3 ' zataromikiem I
=10% jedlizewartedc | 000000 [T *
kowamn palmitynowezo
= 14,00 %
¥

Olrwa niezgodna ze zgloszona kategoria

Wakamilk
obecnosel olimy
rafinowana) (ol
z oliwek huk

immyeh)

Wakamilk
obecnosel olimy
-
rafinowanaj (oliwy
= olinek uk
immyeh)

abacnodel obeyeh
olejow

Wikamik
obacnedel obeveh
olejdw

Wakamilk
obacneiel obeych
olejdw

cbecnoicl olivy z
wiyttocmyn clinek

Walmmilk
cbecnodel olivy z
wyttoczyn eliwak

Wakamuk
obecnosel olimwy
estryfikowane] lub
olivy o wyzokia)
zawartoder kwasu
palmitynowego

Oliwa zgodna ze zgloszona kategoria
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Tabela 4 — Oliwa lampante — Kryteria czystosci

= 1,1 %, jesli zawartosé kwvasu
palmrtvnowege > 14,00 %%

Stigmastadieny - oo
1 ' <0,50 >0,50
{mg/Le) =0, VL >
Lzomery trams 1L 20.10 arez 181> 0l0a=  [-—-- >
I | lovasdw thozczowych | yeygo <18 R
£44) : <010 ’ HC18:2 +C18:3) = 0,10
3 Skiad kwasdw Zgodny = Miszgodny z R s =
thuszezowych zalzgezmkiem I zalacrmikdem I
4 AFCN42 = |030 = |03 p---- »
E Sklad i calleowita Zgodny = Miezgodnyz | >
- zawartosc steroli zalzezmkiem I zalaczmikdem I
Erytrodiol + uwaol - -
G ; =43 =435 - -
(%)
: Woaki - R, - .
| capecirecascas | =0 300 = Woskd = 350 =350 femmm e s
E+U=35%
g hll:: alkohole T | 1e Loeee -
alifatyczne
=320 mg'ke
h 4
Zzodny z zalzczukiem I
=0,9 %, jesli T - --
2 = jm: jesli za“?:b;".\”f.;‘.}:‘:éu Niszgodny z -»
9 | monopalmitynian hi! t}'notw‘lfbc_,.-f.gh ] zabczmikiem
glicerolu (%&) I

Oliwa zzodna ze zgloszona kategoria

gari

Olrwa mezgodna ze zgloszona kate

Wekazmk obecnotel
cliwry rafinowane)
{elivy = olrwek lub

muych)

Wekarmk obscnosel
obeych olejow

Wekaznik obecnodcl
surowe) oliwy z
wytloczvn = oliwek

Wekamuk obsenodel
oliwy estryfikowanaj
lub oliwy o wysokiej
zawartoscl kovasn
palmitynowago
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Tabela 5 — Rafinowana oliwa z oliwek — Kryteria jakoSci

1 Kwasowosc (%) <030 =030  |------ >
v
.
Liczba nadtlenkowa - =
2 5.0 5 | D
A T =3, >3.0 5
-
=
:3]
w B
‘ Eh
Badanie b
o 5]
y | ekiraoemetyeme |5 (125 e 'y
(K 270268) =
i
s
L 5
]
Badanie
spektrofotometryczne "
: : 0, N
4 w ultrafiolecie =0,16 >0.16 *
(AK)
¥

Zgloszony rodzaj oliwy w odniesieniu do
krvteriow jakosci.
Zob. tabela 7 w odniesieniu do kryteriow
czystoscl

Tabela 6 — Oliwa z oliwek (zlozona z rafinowanej oliwy z oliwek i oliwy
z oliwek z pierwszego tloczenia) — Kryteria jakoSci

1 Kwasowosc (%) =100 =100 f----- »
v
] E
Liczba nadtlenkowa a
2 =150 =15.0 S -
(mEq 04k - w
q Ou/kg) £
-
g
¥ g
Badanie E‘
. spektrofotometryczne - - | N 11
- w ultrafiolecie =115 =113 g
(K 270268) 5
by
‘B
(=]
Badanie
4 | spektrofotometryczne 1 n1s L
- w ultrafiolecie =013 =0.15 L
(AK)
L 4

Zgloszony rodzaj oliwy w odniesieniu do
kryteriow jakosci.
Zob. tabela 7 w odniesienin do kryteriow
czystodel
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Tabela 7 — Rafinowana oliwa z oliwek oraz oliwa z oliwek zlozona
z rafinowanej oliwy z oliwek i oliwy z oliwek z pierwszego tloczenia —
Kryteria czystoSci

Izomery trans tC18:120.20 tC18:1=0,20
. . oraz L
1 | bovasim '{’;’;;“m}“" HO18:2 + C1E:3) HC18:2 + C1E:3) *
t =030 =0,30
¥
" Sldad lowasow Zgodny = Miezgodnyz | »
- thiszezowych zatzermbaem [ zatacrmbkiem [
L 4
3 AECN42 = |030| = 0,30 F-—-- > Wekasmik obacnoéei
o obeych olejdw
E
¥ [
B
4 Sklad i callkowita Zgodny = Miezgodny z "o
zawartosc steroli zatacmmikiem [ zataemmikiem [ F=————M g
.Eh
#
]
ol = 2
z Erytrodiol + uwaol =45 »45  f---- »
(%) a
E Wekaimik obscnodei
l é oliwy z witloemm =
oliwek
3 Woski {mgﬂ'kg:) =350 = 550
C42+C44+C46 = F---- -
L J
2-monopalmitynian gliceroln
= 0,9 %4, jesh zawartosc kowasu
"’]“""“““ﬁ“ R === Wekaimik obecnoici
ol X i liwy estryfikowans,)
7 | 2-menopalmitynian slicercln <11 % |  TE Hie lub alimy o wysokie
(w preypadku ROO) lub = 1,0 % (w cawarinsed kwas
prrypadlu 00) jesli zawartosd almit
kwasu palmitynowego = 14,00 %% F neRED

Oliwa zzodna ze zzloszong kategoria
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Tabela 8 — Surowa oliwa z wytloczyn z oliwek — Kryteria czystosci

Izomery trana C18:1 < 0.20 tC18:1 > 0,20 - "J‘.'&Ika.ér_ikw:ubecnoé,:i
1 kewasow o ks r_\l1_1.1.'_v rafinowang)
thiszezowyeh HC18 _eé?g.: 010 HO182 + [1:'1 23y 0,10 {eliwy = olrwek lub
(%} e do =)=l oL e £ in.‘l'_}'d:l.:l
5 Skiad kwasdw Zgodny z Miezgoduyz | _____ M
= thiszezowych zzlzemikiem I zztaemmikiem [
3 AFCN42 = | 0,60 | = | 0,60 | ..... . Wekazmk obecnosel
obeych olejow
4 Skiad i calleowita Zgodny = HNiezgodny = e
zawartosc steroli zataemnikiem [ zztaemmikiem [ F====-M ':11
:?;
&
}
s | Erytrodiol + uwaol >45 <45 i
(%) g
i
il
‘|
L 4 :_f
Wosld (mg'kg) =
P C40+C42+C44+C46
=330 | 300 = Weoeki =330 | =300 |-----NH
¥ Zob. LOO (tabela 4)
E+U= 3,5 % i alkohole
- | alifatyezne = 350 mg/'ks
Tk Hie F=-———
¥ k4 1
Wekamk obecnosel
3 P I oliwy estryfikowana)
3 = mg;;npa:m‘l:gﬁ'l}nan =14 =14 lub oliwy o wysckie)
ieerotn zawartosel kwasu
palmitynowago

Oliwa zgodna ze zezloszona kategoria
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Tabela 9 — Rafinowana oliwa z wytloczyn z oliwek — Kryteria jakoSci

1 Kwasowose (%) =030 = 0,30 F=———
| .
Liczha nadtlenkowa - =
3 5 =50 @ pF---- i
- (mEq Ou/kg) =30 0 * _%
m
| i
]
on
Badanie o
spekirofotometryczne o i I n
3 w ultrafiolecie =2,00 >2,00 H
(K 170268) E.n
3
l o
E
2
Badanie
spektrofotometryczne - T D
E it =020 =020 *
(AK)
Zgloszony rodzaj oliwy w edniesienin do
bryteriow jakoogei
Zob. tabela 11 w odnissieniu do krytendw
czystoscl
Tabela 10 — Oliwa z wytloczyn z oliwek — Kryteria jakosci
1 Kwasowosc (%) < 1,00 > 1,00 - — e
'
Liczha nadtlenkowa - . 3
2 =130 = 13,0 s )
(mEq 0aks=) - i%
=
l g
)
11}
Badanie o
spektrofotometryezne - - | . H
3 | 7w witrafiolecie (K =170 > 1,70 * g
27263) Eﬂ
3
1 p
E
&
Badanis
spektrofotometrycrne - a1 L .
. w ultrafiolecie =013 >0,18 ¥
(AK)

l

Zgloszony rodzaj oliwy w odniesieniu do
kryteriow jakosci.
Zob. tabela 11 w odmesienm do kmyterow czystosel
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Tabela 11 — Rafinowana oliwa z wytloczyn z oliwek i oliwa z wytloczyn
z oliwek — Kryteria czystoSci

Krvteria jakosci ) o S —— -
. (tabele 9 i 10) Tak Hie
L
Izomery tC18:1 = 0,40 tC18:1=040  L____ »
2 | trans kwasow oraz luk
thuszezowyreh | #/C18:2 +C18:3) =035 | 4/C18:2 +C18:3) =033
3
3 Skiad kwasdw Zzodny = Migzgodny = S
thiszezowych zalaczmliem [ zalaczmkiem [
L 4 g
B
4 AECN42 = |0,50| = |00 b---- » i Wikaimik obecnosci
',1- obeych olajdw
171
L E
[
A Sklad i calkowita Zzodny = Miezgodnez = [---- » E
= zawartosc steroli zalaeakiem I zzbaemkiem I rgl_:lr
I |
Erytrodiol + nwaol i ) L-———p| 8
6 : =43 =4.3 =]
(%) - =
¥
Wosld (mg'kg)
. C40+C42+C44+C46
=350 =350 b---- -
' !
Wikamuk obecnosel
o =14 (wprmypadkn | = L4 (wpreypadi oliwy astryfkowans]
1- ) . be——- - LS .
8§ monopaknitynian . F—OPO,' ) . F—OPD,' ) Ik oliwy o T.‘.’].‘&C\he]
glicerolu (%) =12 (wprmypadn | = 1.2 (w przypadin zawartodei kwasn
' OFd) OFQ) palmitmowezo

L 4

Oliwa zgodna ze zzloszona kategoria
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ZALACZNIK 11

OZNACZANIE WOLNYCH KWASOW TLUSZCZOWYCH, METODA
NA ZIMNO

1. ZAKRES I DZIEDZINA STOSOWANIA

Niniejsza metoda opisuje sposob oznaczania wolnych kwasow tluszczo-
wych w oliwie z oliwek i w oliwie z wytloczyn z oliwek. Zawartos¢
wolnych kwasow thuszczowych wyrazona jest w postaci kwasowosci obli-
czonej jako procentowa cze$¢ kwasu oleinowego.

2. ZASADA

Probke rozpuszcza si¢ w mieszaninie rozpuszczalnikow, a obecne w niej
wolne kwasy thuszczowe miareczkuje przy uzyciu roztworu wodorotlenku
potasu lub wodorotlenku sodu.

3. ODCZYNNIKI

Stosowa¢ wytacznie odczynniki o uznanej czystosci analitycznej i wodg
destylowana lub o réwnowaznym stopniu czystosci.

3.1.  Eter dietylowy; etanol 95 % (v/v), mieszanina jednakowych objetosciowo
czescei.

Zobojetni¢ doktadnie w momencie stosowania za pomocg roztworu wodo-
rotlenku potasu (3.2) z dodatkiem 0,3 ml roztworu fenoloftaleiny (3.3) na
100 ml mieszaniny.

Uwaga 1. Eter dietylowy jest wysoce latwopalny i moze tworzy¢ wybu-
chowe nadtlenki. Stosujac t¢ substancj¢ nalezy zachowac
szczegodlng ostroznosc.

Uwaga 2: Jesli zastosowanie eteru dietylowego jest niemozliwe, mozna
zastosowa¢ mieszaning rozpuszczalnikow  zawierajacych
etanol i toluen. Je$li to konieczne, etanol mozna zastgpi¢ 2-
propanolem.

3.2.  Wodorotlenek potasu lub wodorotlenek sodu, mianowany roztwor etano-
lowy lub wodny, ¢(KOH) [lub c¢(NaOH)] o stezeniu 0,1 mol/l lub, jesli
konieczne, c(KOH) [lub c(NaOH)] o stezeniu 0,5 mol/l. Roztwory sa
dostgpne w handlu.

Przed zastosowaniem nalezy sprawdzi¢ stg¢zenie roztworu wodorotlenku
potasu (lub roztworu wodorotlenku sodu). Stosowaé roztwor przygoto-
wany co najmniej pie¢ dni przed uzyciem i zdekantowany do butelki
z brazowego szkla z gumowym korkiem. Roztwér powinien by¢
bezbarwny lub mie¢ barwg stomkows.

Jesli doszto do rozdziatu faz przy zastosowaniu wodnego roztworu wodo-
rotlenku potasu (lub wodorotlenku sodu), nalezy zastgpi¢ roztwor wodny
roztworem etanolowym.

Uwaga 3: Stabilny bezbarwny roztwoér wodorotlenku potasu (lub wodo-
rotlenku sodu) mozna przygotowa¢ w nastgpujacy sposob:
doprowadzi¢ do wrzenia 1 000 ml etanolu lub wody z 8 g
wodorotlenku potasu (lub wodorotlenku sodu) i 0,5 g opitkow
aluminiowych 1 gotowa¢ pod chlodnica zwrotng przez
godzing. Nastgpnie poddaé bezzwlocznie destylacji. Rozpuscic¢
w destylacie wymagang ilo§¢ wodorotlenku potasu (lub wodo-
rotlenku sodu). Odstawi¢ na kilka dni, a nastgpnie zdekan-
towac klarowna warstwe cieczy znad osadu weglanu potasu
(lub weglanu sodu).

Roztwér mozna takze przygotowaé z pominigciem procesu destylacji
w nastgpujacy sposob: do 1 000 ml etanolu (lub wody) doda¢ 4 ml buta-
nolanu glinu i odstawi¢ mieszaning na kilka dni. Zdekantowa¢ znad osadu
klarowng ciecz i rozpusci¢ w niej wymagana ilo§¢ wodorotlenku potasu
(lub wodorotlenku sodu). Roztwor jest gotowy do uzycia.
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3.3.  Fenoloftaleina, roztwor 10 g/l w 95-96 % etanolu (v/v) lub biekit alka-
liczny 6B lub tymoloftaleina, roztwor 20 g/l w 95-96 % etanolu (v/v).
W przypadku silnie zabarwionych olejéw nalezy stosowaé bigkit alka-
liczny lub tymoloftaleine.

4. APARATURA

Normalnie stosowany sprzet laboratoryjny, w tym:

4.1. waga analityczna,

4.2. kolba stozkowa o pojemnosci 250 ml;

4.3. biureta na 10 ml, klasa A, skalowana co 0,05 ml lub rownowazna biureta
automatyczna.

5. PROCEDURA
5.1.  Przygotowanie prébki do badan

Jesli probka jest metna, nalezy ja przefiltrowac.

5.2.  Porcja badana

W zaleznosci od zaktadanej kwasowos$ci pobiera¢ probke wedlug poniz-
szej tabeli:

Przewidywana kwasowos$¢
(w przeliczeniu na kwas Masa probki (g) Doktadnos¢ wazenia (g)
oleinowy g/100 g)

0 do 2 10 0,02
>2do 7,5 2,5 0,01
> 175 0,5 0,001

Probke nalezy wazy¢ w kolbie stozkowej (4.2).

5.3.  Oznaczanie

Rozpusci¢ probke (5.2) w 50 do 100 ml poprzednio zobojetnionej miesza-
niny eteru dietylowego i etanolu (3.1).

Miareczkowa¢ mieszajac z 0,1 mol/l roztworem wodorotlenku potasu (lub
wodorotlenku sodu) (3.2) (zob. Uwaga 4), dopdki nie nastgpi zmiana
barwy wskaznika (zabarwienie wskaznika utrzymuje si¢ co najmniej
przez 10 sekund).

Uwaga 4: Jezeli wymagana ilos¢ 0,1-molowego wodorotlenku potasu
(lub wodorotlenku sodu) przekracza 10 ml, nalezy zastosowaé
roztwor 0,5 mol/l lub zmieni¢ mas¢ probki w zaleznosci od
przewidywanej wolnej kwasowosci i przedstawionej tabeli.

Uwaga 5: Jezeli w trakcie miareczkowania rozwor zaczyna mgetniec,
nalezy doda¢ dostateczng ilo§¢ rozpuszczalnikow (3.1), aby
uzyska¢ klarowny roztwor.

Nalezy wykona¢ drugie oznaczenie jedynie wowczas, gdy rezultat pierw-
szego oznaczenia jest wyzszy niz limit okre$lony dla danej kategorii
oliwy.
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6. PREZENTACJA WYNIKOW

Kwasowos$¢ wyrazona jako procent masowy kwasu oleinowego wynosi:

100 VxexM

v -
EXT000 " Tm T 10xm

gdzie:

V = objetos¢ uzytego do miareczkowania roztworu wodorotlenku potasu
(lub wodorotlenku sodu) w mililitrach;

¢ = dokfadne stgzenie molowe uzytego do miareczkowania roztworu
wodorotlenku potasu (lub wodorotlenku sodu);

M = 282 g/mol, molowa masa w gramach na mol kwasu oleinowego;
m = masa probki w gramach.

Kwasowo$¢ oleju podaje si¢ nastepujgco:

a) do drugiego miejsca po przecinku dla wartosci od 0 do 1 wilacznie;

b) do pierwszego miejsca po przecinku dla wartosci od 1 do 100
wiacznie.
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ZALACZNIK 11

OZNACZANIE LICZBY NADTLENKOWEJ

1. Zakres

W niniejszym zalaczniku opisano metode oznaczania liczby nadtlenkowe;j
olejow i thuszczow pochodzenia zwierzecego i roslinnego.

2. Definicja

Liczba nadtlenkowa to zawarto$¢ w probce substancji, ktore utleniajg jodek potasu
w opisanych warunkach technologicznych, wyrazona w milirtbwnowaznikach
aktywnego tlenu na kilogram.

3. Zasada

Poddanie badanej czgsci probki dzialaniu roztworu jodku potasu w roztworze
kwasu octowego i chloroformu. Miareczkowanie uwolnionego jodu miano-
wanym roztworem tiosiarczanu sodu.

4. Aparatura

W uzytym sprzecie nie moga wystegpowaé substancje redukujace lub utle-
niajace.

Uwaga 1: Nie pokrywac tluszczem powierzchni szlifowanych.
4.1. Lyzka szklana o pojemnosci 3 ml.

4.2. Kolby stozkowe ze szlifowanymi szyjkami i korkami o pojemnosci
okoto 250 ml, wczes$niej wysuszone i napelione czystym, suchym
gazem obojetnym (azotem lub najlepiej ditlenkiem wegla).

4.3. Biureta o pojemnosci 5, 10 lub 25 ml, wyskalowana co najmniej co
0,05 ml, najlepiej z automatycznym nastawianiem zera, lub rOwnowazna
biureta automatyczna.

4.4. Waga analityczna.

5. Odczynniki

5.1. Chloroform o jakosci wymaganej dla odczynnikow laboratoryjnych,
pozbawiony tlenu poprzez przepuszczanie przez niego silnego strumienia
czystego, suchego gazu obojetnego.

5.2. Kwas octowy lodowaty o jakosci wymaganej dla odczynnikoéw labora-
toryjnych, pozbawiony tlenu poprzez przepuszczanie przez niego silnego
strumienia czystego suchego gazu obojgtnego.

5.3. Jodek potasu w postaci nasyconego roztworu wodnego, $wiezo przygo-
towany, niezawierajacy jodu i jodanow. Rozpusci¢ okoto 14 g jodku
potasu w okoto 10 ml wody o temperaturze pokojowe;.

5.4. Wodny roztwor tiosiarczanu sodu, 0,01 mol/l (rownowazny z 0,01 N)
o dokladnie nastawionym mianie; miano nalezy nastawi¢ tuz przed
zastosowaniem.

Tego samego dnia przed uzyciem roztworu przygotowac $wiezy roztwor
tiosiarczanu sodu 0,01 mol/l z mianowanego roztworu tiosiarczanu sodu
0,1 mol/l, lub ustali¢ doktadne st¢zenie molowe. Doswiadczenie poka-
zuje, ze stabilnos$¢ jest ograniczona i zalezy od wartosci pH 1 zawartosci
wolnego ditlenku wegla. Do rozcienczania stosowa¢ wylacznie $wiezo
przegotowang wodg, najlepiej przeptukang azotem.

W celu okreslenia doktadnego stgzenia molowego roztworu tiosiarczanu
sodu zalecana jest nastgpujaca procedura:
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Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,001 g, od 0,27 do 0,33 g jodanu potasu
(mgjo3) do kolby miarowej (250 ml lub 500 ml) i rozcienczy¢, napet-
niajac do kreski $wiezo przegotowana woda (V,), schlodzona do tempe-
ratury pokojowej. Za pomoca pipety przenies¢ 5 ml lub 10 ml tego
roztworu jodanu potasu (V;) do kolby stozkowej o pojemnosci
250 ml. Doda¢ 60 ml $wiezo przegotowanej wody, 5 ml kwasu chloro-
wodorowego 4 mol/l oraz od 25 do 50 mg jodku potasu lub 0,5 ml
nasyconego roztworu jodku potasu. Miareczkowaé roztwor przy uzyciu
roztworu tiosiarczanu sodu (V3) w celu okreslenia doktadnego stgzenia
molowego roztworu tiosiarczanu sodu.

Mgz X VX 6 x 10 X wgpo3

T
Mgz X Vy X V3

gdzie:

Mmgjo3 — masa jodanu potasu, w g;

Vi — objetos¢ roztworu jodanu potasu, w ml (5 lub 10 ml);

V, — calkowita obje¢to$¢ roztworu jodanu potasu, w ml (250 lub
500 ml);

V3 — objetos¢ roztworu tiosiarczanu sodu, w ml;

Wki03 — czystos¢ jodanu potasu, w g/100 g;

Mkioz — masa czasteczkowa jodanu potasu (214 g/mol);

T — doktadne stezenie molowe roztworu tiosiarczanu sodu (mol/l);
5.5. Wodny roztwor skrobi o stezeniu 10 g/l, $wiezo przygotowany
z naturalnej rozpuszczalnej skrobi. Mozna réwniez zastosowaé
rownowazne odczynniki.
. Prébka

Nalezy zadba¢, aby probka byla pobrana i skladowana w ciemnym
i chtodnym miejscu, w catkowicie napetnionych szklanych pojemnikach,
zamknigtych hermetycznie zatyczkami szklanymi szlifowanymi lub z korka.

. Procedura

Badanie wykonuje si¢ w rozproszonym S$wietle dziennym lub w $wietle
sztucznym. Odwazy¢ szklang tyzka (4.1) lub, w przypadku jej braku,
w kolbie (4.2) z doktadnosciag do 0,001 g mase probki wedlug ponizszej
tabeli stosownie do przewidywanej liczby nadtlenkowej:

Przewidywana liczba nadtlenkowa Masa nawazki
(meq) (€3]
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

Wyjaé korek z kolby (4.2) i wprowadzi¢ do niej szklang tyzke z nawazka.
Doda¢ 10 ml chloroformu (5.1). Szybko rozpusci¢ badang probke mieszajac.
Doda¢ 15 ml kwasu octowego (5.2), a nastepnie 1 ml roztworu jodku
potasu (5.3). Szybko =zakorkowac kolbg, wstrzgsa¢ przez jedng minute

i

pozostawi¢ doktadnie na pieg¢ minut w nieo$wietlonym miejscu

o temperaturze od 15 do 25 °C.



01991R2568 — PL —20.10.2019 — 032.001 — 34

YM30

Doda¢ okoto 75 ml wody destylowanej. Miareczkowa¢ uwolniony jod
roztworem tiosiarczanu sodu (5.4) intensywnie wstrzasajac, uzywajac jako
wskaznika roztworu skrobi (5.5).

Przeprowadzi¢ dwa oznaczenia tej samej probki analityczne;j.

Jednocze$nie przeprowadzi¢ $lepa probe. Jezeli wynik $lepej proby prze-
kracza 0,05 ml w roztworze 0,01 mol/l tiosiarczanu sodu (5.4), wymieni¢
zanieczyszczone odczynniki.

8. Wyrazenie wynikéw

Liczba nadtlenkowa (LN) wyrazona w milirownowaznikach aktywnego tlenu
na kilogram okres$lana jest wzorem:

V x T x 1000
PV=—-"-—"-—"
m
gdzie:
V = iloé¢ ml mianowanego roztworu tiosiarczanu sodu (5.4) uzytego

w badaniu, skorygowana w celu uwzglednienia §lepej proby;

T = dokladne stezenie molowe uzytego roztworu tiosiarczanu sodu (5.4),
w mol/l;

m = masa nawazki w g;
Jako wynik przyjaé $rednig arytmetyczng dwoch oznaczen.

Informowac¢ o wyniku z doktadnoscia do jednego miejsca po przecinku.
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ZALACZNIK 1V

OZNACZANIE ZAWARTOSCI WOSKOW METODA CHROMATO-
GRAFII GAZOWEJ Z UZYCIEM KOLUMNY KAPILARNEJ

1. CEL

Niniejsza metoda stanowi opis procedury analitycznej oznaczania zawar-
tosci woskéw w oliwie z oliwek. Woski rozdziela si¢ w zaleznosci od
liczby atoméw wegla. Metod¢ mozna w szczeg6lnosci stosowaé do
rozrézniania oliwy z oliwek uzyskanej z tloczenia od oliwy z oliwek
uzyskanej z ekstrakcji (oliwy z wytloczyn).

2. ZASADA

Dodanie odpowiedniego wzorca wewnetrznego do tluszczu, nastgpnie
frakcjonowanie metodg chromatografii w kolumnie z uwodnionym
zelem krzemionkowym, odzyskanie frakcji wymytej uprzednio
w  warunkach testowych (ktorej biegunowos¢ jest mniejsza niz
w przypadku triglicerydow), nastepnie przeprowadzenie bezposredniej
analizy metoda chromatografii gazowej z uzyciem kolumny kapilarne;j.

3. MATERIALY

3.1. Kolba Erlenmeyera o pojemnosci 25 ml.

3.2. Szklana kolumna do chromatografii gazowej, s$rednica wewngtrzna
15,0 mm, wysoko$¢ 30—40 cm, wyposazona w kranik.

3.3.  Odpowiedni chromatograf gazowy z kolumng kapilarng, wyposazony
w system do bezposredniego wprowadzania do kolumny, sktadajacy si¢ z:

3.3.1. komory z termostatem do kolumn, wyposazonej w programator tempera-
tury;

3.3.2. zimnego dozownika do bezpo$redniego wprowadzania do kolumny;
3.3.3. detektora ptomieniowo-jonizacyjnego i konwertera-wzmacniacza;

3.3.4. rejestrujacego integratora wspOlpracujacego z konwerterem-wzmacnia-
czem (3.3.3), o szybko$ci odpowiedzi ponizej 1 sekundy, ze zmienng
szybkoscia przesuwu papieru. (Mozna réwniez zastosowaé systemy infor-
matyczne przewidujace uzyskiwanie danych z chromatografii gazowe;j
przy uzyciu komputera osobistego);

3.3.5. Kolumny kapilarnej, ze szkta lub z topionej krzemionki, o dtugosci 8—
12 m, $rednicy wewnetrznej 0,25-0,32 mm, pokrytej od $rodka ptynem
rozdzielajagcym, o jednolitej grubosci 010-0,30 pum. (Ptyny rozdzielajace
nadajace si¢ do uzycia typu SE52 lub SE 54, dostepne w handlu).

3.4. Mikrostrzykawka umozliwiajaca bezposrednie wstrzyknigcie do kolumny
porcji 10 pl, wyposazona w igle o utwardzonej powierzchni.

3.5.  Wibrator elektryczny.

3.6. Wyparka rotacyjna.

3.7.  Piec muflowy.

3.8. Waga analityczna zapewniajaca precyzje pomiaru + 0,1 mg.
3.9. Zwykle szklo laboratoryjne.

4. ODCZYNNIKI

4.1.  Zel krzemionkowy o granulometrii w zakresie od 60 do 200 pm.

Zel krzemionkowy nalezy umiesci¢ w piecu w temperaturze 500 °C na co
najmniej 4 godziny. Schiodzi¢, nastgpnie doda¢ 2 % wody wzgledem
iloci pobranego zelu krzemionkowego. Dobrze wstrzagsna¢ do otrzymania
jednolitej zawiesiny. Trzyma¢ w zaciemnionym miejscu przez co najmniej
12 godzin przed uzyciem.
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4.2.  n-heksan, do chromatografii.
4.3.  Eter etylowy, do chromatografii.
4.4. n-heptan, do chromatografii.

4.5. Roztwor wzorca arachidynianu laurylowego o stgzeniu 0,1 % (m/V)
w heksanie (wzorzec wewngtrzny). (Mozna réwniez zastosowaé palmity-
nian palmitylu lub stearynian mirystylu).

4.5.1. Sudan 1 (I-fenylo-azo-2-naftol).
4.6.  Gaz nosny: czysty wodor lub hel, do chromatografii gazowe;.
4.7. Gazy pomocnicze:

— czysty wodor, do chromatografii gazowe;j,

— czyste powietrze, do chromatografii gazowe;.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA
5.1.  Przygotowanie kolumny chromatograficznej

Sporzadzi¢ zawiesing 15 g zelu krzemionkowego (4.1) w n-heksanie (4.2)
i wprowadzi¢ do kolumny (3.2). Po spontanicznym wytracaniu osadu
zakonczy¢ ten proces przy uzyciu wytrzasarki elektrycznej (3.5), tak aby
warstwa chromatograficzna byta bardziej jednolita. Przesaczy¢ 30 ml n-he-
ksanu, aby usuna¢ wszelkie zanieczyszczenia. Odwazy¢ doktadnie, przy
uzyciu wagi (3.8), 500 mg probki do kolby Erlenmeyera o pojemnosci 25
ml (3.1) i doda¢ wilasciwa ilos¢ wzorca wewngtrznego (4.5), zaleznie od
przypuszczalnej zawarto$ci woskow. Dodaé na przyktad 0,1 mg arachidy-
nianu laurylowego w przypadku oliwy z oliwek i 0,25-0,5 mg w przypadku
oliwy z wyttoczyn oliwek. Do tak przygotowanej probki doda¢ dwie porcje
po 2 ml n-heksanu (4.2) i przenie$¢ do kolumny chromatograficznej.

Wprowadzi¢ probke, tak aby rozpuszczalnik naptynat do wysokosci 1 mm
powyzej gornego poziomu absorbentu, nastgpnie przesaczy¢ dodatkowych
70 ml n-heksanu, tak aby usunaé naturalnie obecne n-alkany. Rozpoczaé
wymywanie chromatograficzne, pobierajac 180 ml mieszaniny n-heksanu/-
eteru etylowego w proporcji 99/1, przy przeptywie okoto 15 kropli
w ciggu 10 sekund. Wymywanie probki nalezy prowadzié
w temperaturze pokojowej 22 °C + 4.

Uwagi: — Mieszaning n-heksanu/eteru etylowego (99/1) nalezy przygo-
towywac¢ codziennie.

— W celu wzrokowego skontrolowania prawidtowosci wymy-
wania woskow mozna doda¢ do probki 100 pl roztworu 1 %
Sudanu w mieszaninie wymywajacej. Poniewaz wartos¢
retencji tego barwnika jest posrednia pomig¢dzy wartoSciami
retencji woskow 1 triglicerydow, nalezy zatrzymaé wymywa-
nie, gdy barwnik dotrze do dna kolumny chromatograficzne;j,
poniewaz wszystkie woski zostaly juz wymyte.

Otrzymang w ten sposob frakcje suszy si¢ w wyparce rotacyjnej (3.6) az
do niemal calkowitego wyeliminowania rozpuszczalnika. Usuwa si¢
ostatnie 2 ml rozpuszczalnika przy uzyciu stabego strumienia azotu;
a nastgpnie dodaje 2—4 ml n-heptanu.

5.2.  Analiza metoda chromatografii gazowej
5.2.1. Procedura wstgpna

Umiesci¢ kolumn¢ w chromatografie gazowym (3.3), taczac szczeling
wlotowg z systemem kolumnowym, a wylotowa z detektorem. Wykonaé
ogoblne kontrole aparatury do chromatografii gazowej (dziatanie petli gazo-
wych, sprawno$¢ detektora i systemu rejestracyjnego itp.).
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Jezeli kolumna uzywana jest po raz pierwszy, zaleca si¢ jej kondycjono-
wanie. Przepusci¢ przez kolumn¢ gaz o malym natgzeniu przeptywu,
nastgpnie uruchomi¢ aparatur¢ do chromatografii gazowej. Stopniowo
podgrzewa¢ do uzyskania, po okoto 4 godzinach, temperatury 350 °C.
Utrzyma¢ te temperaturg przez co najmniej 2 godziny, a nastgpnie ustawic
aparatur¢ wedtug zadanych warunkéw pracy (zadaé¢ natgzenie przeptywu
gazu, zapali¢ ptomien, podlaczy¢ do elektronicznego przyrzadu rejestruja-
cego (3.3.4), ustawi¢ temperatur¢ komory kolumny, detektora itd.) oraz
rejestrowac sygnat z czulo$cig co najmniej dwukrotnie wyzsza niz czutosé
przewidziana do przeprowadzenia analizy. Przebieg linii podstawowe;j
powinien mie¢ charakter liniowy, bez jakichkolwiek pikéw, i linia ta
nie powinna wykazywac¢ nachylenia.

Prostoliniowe, ujemne nachylenie linii wskazuje na to, ze potaczenia
kolumn sa nieprawidlowe; nachylenie dodatnie oznacza, ze kolumna nie
zostata poddana wystarczajagcemu kondycjonowaniu.

5.2.2. Dobor warunkow roboczych

Ogolnie nalezy przestrzega¢ nastgpujacych warunkéw roboczych:

— temperatura kolumny:

20 °C/ 5 °C/ 20 °C/
minute minute minutg

poczatko- — 240 °C — 325 °C — 340 °C
wa 80 °C (6" (10"
1

— temperatura detektora: 350 °C,
— porcja wstrzykiwana: 1 pl roztworu (2—4 ml) n-heptanu,

— gaz nos$ny: hel lub wodér z szybko$ciag liniowa optymalna dla wybra-
nego gazu (patrz: dodatek),

— czulo$¢ urzadzenia: taka, aby byly spelnione warunki okre$lone poni-
zej:

Warunki te mogg by¢ modyfikowane w sposob dostosowany do charak-
terystyk kolumn i aparatow do chromatografii gazowe;j, tak aby uzyskano
oddzielenie wszystkich woskéw 1 zadowalajaca rozdzielczo$¢ pikéw
(patrz: rysunek), przy czym czas retencji wzorca wewngtrznego Cz, powi-
nien wynosi¢ 18 + 3 minut. Pik najbardziej reprezentatywny dla woskow
musi mierzy¢ co najmniej 60 % od dotu skali.

Ustali¢ parametry catkowania pikow w taki sposob, by uzyska¢ doktadng
warto$¢ pol powierzchni rozpatrywanych pikow.

Uwaga: Ze wzgledu na wysoka temperatur¢ koncowa przyjmuje si¢
dodatnie nachylenie, ktére nie moze przekracza¢ 10 % od dotu
skali.

5.3.  Przeprowadzenie analizy

Pobra¢ 1 pl roztworu za pomoca mikrostrzykawki o pojemnosci 10 pl;
odciagna¢ ttoczek, az igla zostanie catkowicie oprézniona. Wprowadzi¢
igle do uktadu nastrzykowego i szybko wstrzykna¢ po uptywie jednej do
dwoch sekund. Po uptywie okoto 5 sekund powoli wyciagna¢ igle.

Przeprowadzi¢ rejestracje danych az do momentu catkowitego wymycia
woskow.
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Linia podstawowa musi przez caly czas spelnia¢ ustalone wymagania.

5.4. Identyfikacja pikow

Zidentyfikowa¢ piki po czasach retencji, porownujac je z mieszaninami
woskow o znanych czasach retencji, analizowanymi w takich samych
warunkach.

Rysunek przedstawia chromatogram woskow oliwy z oliwek z pierwszego
tloczenia.

5.5.  Analiza iloSciowa

Ustali¢ za pomocg integratora pola powierzchni pikow odpowiadajace
wzorcowi wewnetrznemu i estrom alifatycznym od Cyp do Cyg.

Obliczy¢ zawarto$¢ woskow kazdego z estrow, w mg/kg ttuszczu, zgodnie

ze wzorem:
A, x mg x 1000
ester, mg/kg = =——3> "~ "~
g/kg A x m
gdzie:
A, = pole pod pikiem kazdego estru, w milimetrach kwadratowych;
A; = pole pod pikiem wzorca wewngtrznego, w milimetrach kwadra-
towych;

mg = masa dodanego wzorca wewngtrznego, w miligramach;
m = masa probki pobranej do oznaczenia, w gramach.

6. PREZENTACJA WYNIKOW

Poda¢ zawarto$¢ poszczegdlnych woskow od Cyy do Cue, W mg/kg
thuszczu (ppm).

Uwaga: Oznaczane skladniki odpowiadaja pikom o liczbie par weglowych
zawartych pomiedzy estrami Cyq a Cyq, zgodnie z przykladowym
chromatogramem woskoéw oliwy z oliwek przedstawionym na
rysunku ponizej. Jezeli ester C4¢ pojawi si¢ podwojnie, w celu
jego identyfikacji zaleca si¢ analiz¢ frakcji woskow oliwy
z wytloczyn oliwek, gdzie Cyq tatwo jest zidentyfikowad,
poniewaz wykazuje wyrazng przewage ilosciows.

Wynik nalezy poda¢ z dokladnoscia do jednego miejsca po przecinku.
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Rysunek

Chromatogram woskow oliwy z oliwek (')
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Objasnienie:
LS. = Arachidynian laurylowy
1 = Estry diterpenowe
2+2 = Estry C40
3+ 3" = Estry Cy
4+ 4 = Estry C44
5. = EStl’y C46

6

Estry steroli i alkohole triterpenowe.

(*) Po wymyciu estrow steroli w zapisie chromatograficznym nie powinny by¢ widoczne istotne piki (triglicery-
dy).
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Dodatek
Oznaczenie predkoSci liniowej gazu

Do chromatografu gazowego ustawionego na normalne warunki robocze wpro-
wadzi¢ 1-3 pl metanu (lub propanu). Mierzy¢ chronometrem czas potrzebny na
przejs$cie gazu przez kolumng, poczawszy od momentu wstrzykniecia do spadku
warto$ci szczytowej (ty).

Predkos¢ liniowa, w cm/s, jest okreslona na podstawie wzoru L/ty;, gdzie L jest
dhugoscig kolumny w centymetrach, a ty; — czasem zmierzonym w sekundach.

VY M32

VY M26
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ZALACZNIK VII
OZNACZANIE ZAWARTOSCI PROCENTOWEJ
2-MONOPALMITYNIANU GLICEROLU
1. CEL I ZAKRES STOSOWANIA
Niniejsza metoda stanowi opis procedury analitycznej oznaczania zawar-
tosci procentowej kwasu palmitynowego w pozycji 2 triglicerydow
metodg oznaczania 2-monopalmitynianu glicerolu.
Niniejsza metoda dotyczy olejow roslinnych ptynnych w temperaturze
pokojowej (20 °C).
2. ZASADA
Po przygotowaniu probke oleju poddaje si¢ dziataniu lipazy trzustkowe;j:
czeSciowa 1 swoista hydroliza w pozycjach 1 i 3 czasteczki triglicerydu
powoduje pojawienie si¢ monoglicerydow w pozycji 2. Zawarto$¢
procentowa 2-monopalmitynianu glicerolu we frakcji monoglicerydow
jest oznaczana, po sililowaniu, metoda chromatografii gazowej na
kolumnie kapilarne;j.
3. APARATURA I MATERIALY EKSPLOATACYJNE
3.1. Kolba Erlenmeyera o pojemnosci 25 ml.

3.2. Zlewki o pojemnosci 100, 250 i 300 ml.

3.3. Szklana kolumna chromatograficzna (wewnetrzna $rednica: 21-23 mm,
dhugosé: 400 mm), wyposazona w plytke ze spieku szklanego i kranik.

3.4. Cylindry miarowe o pojemnosci 10, 50, 100 i 200 ml.

3.5. Kolby o pojemnosci 100 i 250 ml.

3.6. Wyparka obrotowa.

3.7. Probowki do wirowania o pojemnosci 10 ml, ze szlifowanym korkiem.
3.8. Wiréwka do probowek o pojemnosci 10 i 100 ml.

3.9. Termostat umozliwiajagcy utrzymanie temperatury na poziomie 40 °C +
0,5 °C.

3.10. Biurety z podziatkg co 1 i 2 ml.

3.11.  Strzykawka podskoérna o pojemnosci 1 ml.
3.12.  Mikrostrzykawka o pojemnosci 100 pl.
3.13.  Lejek, 1000 ml.

3.14. Chromatograf gazowy do kolumn kapilarnych, wyposazony w dozownik
do nastrzykiwania ,,na kolumne¢” na zimno w celu bezposredniego wpro-
wadzania probki do kolumny oraz w piecyk zapewniajacy utrzymanie
wybranej temperatury z doktadnoscig do 1 °C.

3.15. Uklad nastrzykowy ,na kolumng¢” na zimno, w celu bezposredniego
wprowadzenia probki do kolumny.

3.16.  Detektor ptomieniowo-jonizacyjny i elektrometr.

3.17. Rejestrujacy integrator wspotpracujacy z elektrometrem, z szybkosciag
odpowiedzi ponizej 1 sekundy, ze zmienna szybkoscia przesuwu papieru.

3.18. Kolumna kapilarna ze szkta lub z topionej krzemionki, o dlugosci 8—
12 m i $rednicy wewnetrznej 0,25-0,32 mm, pokryta 5 % polimetylosi-
loksanem lub polifenylo-metylosiloksanem, o grubosci 0,10-0,30 um,
ktorg mozna stosowa¢ w temperaturze 370 °C.
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3.19. Mikrostrzykawka o pojemnosci 10 pl, wyposazona w igle o utwardzonej
powierzchni, o dlugosci co najmniej 7,5 c¢cm, przeznaczona do wykony-
wania bezposrednich nastrzykow na kolumng.

4. ODCZYNNIKI

4.1. Zel krzemionkowy o granulometrii w zakresie od 0,063 do 0,200 mm
(70/280 mesh), przygotowany nastgpujgco: umiesci¢ zel krzemionkowy
w kapsule porcelanowej, suszy¢é w suszarce w temperaturze 160 °C przez
4 godziny, schtodzi¢ do temperatury pokojowej w eksykatorze. Dodaé
objetos¢ wody rownowazng 5% masy zelu krzemionkowego,
w nastgpujacy sposob: do kolby Erlenmeyera o pojemnosci 500 ml
odwazy¢ 152 g zelu krzemionkowego i doda¢ 8 g wody destylowane;j,
zatka¢ kolbe i delikatnie wstrzasa¢ do uzyskania rownomiernego rozpro-
wadzenia wody. Odstawi¢ na co najmniej 12 godzin przed uzyciem.

VY M32
4.2. n-heksan (o klasie czystosci do chromatografii). Heksan mozna zastapi¢
izooktanem (2,2,4-trimetylopentanem o klasie czystosci do chromatogra-
fii), o ile osiagnigto porownywalne wartosci precyzji.
YM21

4.3. Izopropanol.
4.4. Izopropanol, roztwor wodny 1/1 (V/V).

4.5. Lipaza trzustkowa. Uzyta lipaza musi wykazywaé aktywno$¢ w zakresie
od 2,0 do 10 jednostek lipazy na mg (W handlu dostgpne sq lipazy
trzustkowe o aktywnosci w zakresie od 2 do 10 jednostek na mg enzymu,).

4.6. Roztwor buforowy tris-hydroksymetyloaminometan: roztwér wodny
1 M doprowadzony do pH 8 (kontrola potencjometryczna) stgzonym
HCI (1/1 V/V).

4.7. Cholan sodu, jakosci enzymatycznej, roztwor wodny o stezeniu 0,1 %
(roztwor ten nalezy wykorzysta¢ w ciggu 15 dni od sporzadzenia).

4.38. Chlorek wapnia, 22 % roztwor wodny.
4.9. Eter dietylowy do chromatografii.

4.10. Rozpuszczalnik rozwijajacy: mieszanina n-heksanu/eteru dietylowego
(87/13) (V/V).

4.11.  Wodorotlenek sodu, roztwér 12 % wagowo.
4.12.  Fenoloftaleina, roztwor 1 % w etanolu.
4.13.  Gaz nosny: wodor lub hel do chromatografii gazowe;j.

4.14. Gazy pomocnicze: — wodér w stezeniu minimum 99 %, pozbawiony
wilgoci 1 substancji organicznych — oraz powietrze do chromatografii
gazowe] o takiej samej czystosci.

4.15.  Odczynnik wywotujacy reakcje sililowania: mieszanina
pirydyna/heksametylodisilazan/trimetylochlorosilan w proporcji  9/3/1
(V/V/V) (W handlu dostgpne sa roztwory gotowe do uzycia. Mozna
zastosowa¢ rowniez inne odczynniki wywolujace reakcje sililowania,
jak np. bis-trimetylosilyltrifluoraocetamid + 1% trimetylochlorosilan,
rozcienczone taka sama objetoscia bezwodnika pirydyny).

4.16. Probki wzorcowe: czyste monoglicerydy lub mieszaniny monoglice-
rydow o znanym sktadzie procentowym podobnym do wystepujacego
w probce badanej.

5. PROCEDURA
5.1. Przygotowanie probki

5.1.1. Oleje o wolnej kwasowos$ci ponizej 3 % nie wymagaja zobojgtnienia
przed wykonaniem chromatografii na kolumnie z zelem krzemionko-
wym. Oleje o wolnej kwasowosci powyzej 3 % musza by¢ zobojgtnione
zgodnie z ppkt 5.1.1.1.
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5.1.1.1. Do lejka o pojemnosci 1 000 ml (3.13) wla¢ 50 g oleju i 200 ml n-he-
ksanu. Doda¢ 100 ml izopropanolu i ilo$¢ roztworu wodorotlenku sodu
o stezeniu 12 % (4.11) odpowiadajaca wolnej kwasowosci oleju powigk-
szonej o 5 %. Wstrzasa¢ energicznie przez jedng minute. Doda¢ 100 ml
wody destylowanej, ponownie wstrzasnaé i odstawié.

Po dekantacji usuna¢ dolng warstwg mydta. Usunaé takze wszystkie
posrednie warstwy ($luzy, substancje nierozpuszczalne). Plukac roztwor
heksanu i zobojgtnionego oleju kolejnymi porcjami 50-60 ml roztworu
izopropanol/woda w proporcji 1/1 (V/V) (4.4), az zniknie ré6zowa barwa
fenoloftaleiny.

Usuna¢ wigkszos¢ heksanu za pomocg destylacji w prozni (wykorzystaé
do tego celu na przyktad wyparke obrotows) i przenie$¢ olej do kolby
o pojemnosci 100 ml (3.5). Suszy¢ olej w prozni do calkowitego
usunigcia rozpuszczalnika.

Pod koniec tej czynnosci kwasowo$¢ oleju musi wynosi¢ ponizej 0,5 %.

5.1.2.  Wprowadzi¢ 1,0 g oleju przygotowanego w sposob wskazany powyzej
do kolby Erlenmeyera o pojemnosci 25 ml (3.1) i rozpusci¢ go w 10 ml
mieszaniny rozwijajacej (4.10). Odstawi¢ roztwér na co najmniej 15
minut przed wykonaniem chromatografii na kolumnie z Zzelem krzemion-
kowym.

Jezeli roztwor jest metny, odwirowaé go w celu zapewnienia optymal-
nych warunkéw wykonywania chromatografii. (Mozna zastosowaé
gotowe do uzycia wkiady zelu krzemionkowego SPE o masie 500 mg).

5.1.3.  Przygotowanie kolumny chromatograficznej

Nanies¢ na kolumne (3.3) okoto 30 ml rozpuszczalnika rozwijajacego
(4.10), za pomocg szklanej pateczki wprowadzi¢ wacik do dolnej czesci
kolumny; przycisna¢ w celu usunigcia powietrza.

Przygotowa¢ w zlewce zawiesing 25 g zelu krzemionkowego (4.1)
w okoto 80 ml rozpuszczalnika rozwijajacego i przela¢ ja do kolumny
przy uzyciu lejka.

Sprawdzi¢, czy caly zel krzemionkowy zostal wprowadzony do
kolumny; przemy¢ rozpuszczalnikiem rozwijajacym (4.10), otworzyé
kranik i poczekaé, az poziom plynu osiagnie wysoko$¢ okoto 2 mm
ponizej gornego poziomu Zzelu krzemionkowego.

5.1.4.  Chromatografia na kolumnie

Do kolby Erlenmeyera o pojemnoéci 25 ml (3.1) odwazy¢ doktadnie 1,0
g probki przygotowanej zgodnie z ppkt 5.1.

Rozpusci¢ probke w 10 ml rozpuszczalnika rozwijajacego (4.10). Wlaé
roztwor do kolumny chromatograficznej przygotowanej zgodnie z ppkt
5.1.3. Stara¢ si¢ nie poruszyé powierzchni kolumny.

Otworzy¢ kranik i zla¢ roztwor probki, az osiagnie poziom zelu krze-
mionkowego. Rozwina¢ poprzez dodanie 150 ml rozpuszczalnika
rozwijajacego. Ustawi¢ szybkos$¢ przeptywu na 2 ml/min (tak aby 150
ml przeszlo przez kolumne w ciggu okoto 60—70 minut).

Zebra¢ odciek z kolumny do wczes$niej wytarowanej kolby o pojemnosci
250 ml. Odparowa¢ rozpuszczalnik w prézni i usungé jego resztkowe
pozostatosci pod strumieniem azotu.

Zwazy¢ kolbe i obliczy¢ ilo$¢ zebranego ekstraktu.
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(W przypadku korzystania z gotowych do uzytku wktadow krzemionko-
wych SPE postgpowaé nastgpujaco: wprowadzi¢ 1 ml roztworu (5.1.2)
do wkladoéw przygotowanych wczesniej przy uzyciu 3 ml n-heksanu.

Po perkolacji roztworu rozwing¢ chromatogram poprzez dodanie 4 ml
n-heksanu/eteru dietylowego w proporcji 9/1 (V/V).

Zebraé odciek z kolumny do probowki o pojemno$ei 10 ml i podda¢ go
odparowywaniu do sucha pod strumieniem azotu.

Podda¢ sucha pozostalos¢ dziataniu lipazy trzustkowej (5.2).
Bezwzglednie konieczne jest sprawdzenie sktadu kwasow ttuszczowych
przed przepuszczeniem i po przepuszczeniu przez wklad SPE).

5.2. Hydroliza przez lipaze trzustkowa

5.2.1. Do probowki do wirowania odwazy¢ 0,1 g oleju przygotowanego
zgodnie z ppkt 5.1. Doda¢ 2 ml roztworu buforowego (4.6), 0,5 ml
roztworu cholanu sodu (4.7) i 0,2 ml roztworu chlorku wapnia, dobrze
wstrzasajac po dodaniu kazdej z tych substancji. Zamkna¢ probowke
szlifowanym korkiem i umiesci¢ ja w termostacie o temperaturze 40 +
0,5 °C.

5.2.2. Doda¢ 20 mg lipazy, ostroznie wstrzasa¢ (nie dopuszczajac do zwilzenia
korka) i wlozy¢ probowke do termostatu na doktadnie 2 minuty,
nastgpnie wyjac¢ ja, wstrzasa¢ energicznie i dokltadnie przez 1 minutg
i odstawi¢ do schtodzenia.

5.2.3. Doda¢ 1 ml eteru dietylowego, zatka¢ korkiem i wstrzgsa¢ energicznie,
nastepnie odwirowaé i przenie$¢ roztwor eteru do czystej i suchej
probowki przy uzyciu mikrostrzykawki.

5.3. Przygotowanie pochodnych silanizowanych i chromatografii gazowej

5.3.1.  Przy uzyciu mikrostrzykawki wprowadzi¢ 100 pl roztworu (5.2.3) do
probowki ze stozkowym dnem o pojemnosci 10 ml.

5.3.2. Usuna¢ rozpuszczalnik pod stabym strumieniem azotu, doda¢ 200 pl
odczynnika wywolujacego reakcj¢ sililowania (4.15), zatka¢ probowke
i odstawi¢ na 20 minut.

5.3.3. Po 20 minutach doda¢ od 1 do 5 ml n-heksanu (zaleznie od warunkéw
chromatografowania): uzyskany roztwor jest gotowy do chromatografii
gazowej.

5.4. Chromatografia gazowa

Warunki robocze sa nastgpujace:

— temperatura urzadzenia nastrzykujacego (nastrzyk ,na kolumng”)
nizsza od temperatury wrzenia roztworu (68 °C),

— temperatura detektora: 350 °C,

— temperatura kolumny: zaprogramowanie temperatury pieca: 60 °C
przez 1 minutg, ze zwigkszaniem temperatury o 15 °C na minutg
az do 180 °C, nastgpnie o 5 °C na minut¢ do 340 °C, nast¢pnie
340 °C przez 13 minut,

— gaz no$ny: wodor lub hel, z regulacja do odpowiedniej liniowej
szybkosci przeptywu w celu uzyskania rozdzielczosci przedstawione;j
na rysunku 1. Czas retencji triglicerydu Cs; musi wynosi¢ 40 + 5
minut (patrz: rysunek 2); (Wskazane powyzej warunki robocze
zostaly zaproponowane orientacyjnie. Kazdy operator musi je zopty-
malizowa¢ w celu uzyskania pozadanej rozdzielczosci. Wysokosé
piku  odpowiadajacego  2-monopalmitynianowi glicerolu musi
wynosi¢ minimum 10 % skali rejestratora),
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— ilo$¢ nastrzykiwanej substancji: 0,5-1 pl roztworu (5 ml) n-heksanu
(5.3.3).
5.4.1. Identyfikacja pikow
Poszczegdlne monoglicerydy sa identyfikowane wedlug czasow retencji

oraz przez poréwnanie z pikami uzyskanymi ze standardowymi miesza-
ninami monoglicerydéw analizowanymi w tych samych warunkach.

5.4.2. Ocena ilosciowa
Oblicza si¢ pole pod kazdym pikiem przy uzyciu elektronicznego inte-
gratora.

6. PREZENTACJA WYNIKOW

Zawarto$¢ procentowa monopalmitynianu glicerolu oblicza si¢ na
podstawie stosunku pola pod odpowiednim pikiem do sumy pol pod
pikami wszystkich monoglicerydéow (patrz: rysunek 2), na podstawie
wzoru:

A
Glyceril monopalmitate (%): Z; x 100

gdzie:

A, = pole pod pikiem odpowiadajacym monopalmitynianowi glice-
rolu

A = suma pdl pod wszystkimi pikami monoglicerydéw

Wynik nalezy poda¢ z dokladnoscia do jednego miejsca po przecinku.
7. SPRAWOZDANIE Z ANALAIZY

Sprawozdanie z testu powinno zawierac:

— odwolanie do niniejszej metody,

— wszelkie informacje niezbedne do petnej identyfikacji probki,
— wynik analizy,

— wszelkie odchylenia od metody bgdace wynikiem decyzji zaintereso-
wanych stron lub zaistniale z innego powodu,

— dane identyfikujace laboratorium, dat¢ analizy i podpisy 0sob odpo-
wiedzialnych za te ostatnig.
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Rysunek 1

Chromatogram produktéw reakcji sililowania uzyskanych po zadzialaniu lipaza na rafino-
wana oliwe z oliwek, do ktorej dodano 20 % zestryfikowanego oleju (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
itoléi 22203
12.525 1-2 monopalmitoléine 17 525
7
8.889
9.581 11.103 22.618
U MAAA,J A 19{\'40/\7 L\AM._
° 0 T T - T ;3 - v g T
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Objasnienie: ,,Acides gras libres” = Wolne kwasy tluszczowe; ,,Huile d’olive raffinée” = Rafino-
wana oliwa z oliwek — ,,+ 20 % huile estérifiée” = + 20 % oliwa z oliwek estryfikowana; ,,1-2
monopalmitine” = 1-2 monopalmityn — ,,1-2 monopalmitoléine” = 1-2 monopalmitoleina; ,,1-2
mono Cig insat.” = 1-2 mono C;g nenasyc.; Squaléne = Skwalen
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Rysunek 2

Chromatogram:

A) nie estryfikowanej oliwy z oliwek, po zadzialaniu na nia lipaza; po sililowaniu;
w podanych warunkach (kolumna kapilarna 8-12 m) frakcja woskéw ulega elucji
réwnocze$nie z frakcja diglicerydéw lub nieco pézniej.

Po zadzialaniu lipaza zawartos$¢ triglicerydéw nie powinna przekraczaé¢ 15 %.

A
*%
*
L A | JL _J‘_L:___,
h—J1 ‘—-‘——42 3 4
1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Objasnienie:
1 = Wolne kwasy tluszczowe
2 = Monoglicerydy
3 = Diglicerydy
4 = Triglicerydy
P

= 2-monopalmityn

** = Trigliceryd Csy
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Chromatogram:

B) oliwy estryfikowanej po zadzialaniu lipaza; po sililowaniu; w tych warunkach (kolumna
kapilarna 8-12 m) frakcja woskéw ulega elucji réwnocze$nie z frakcja diglicerydéw lub
nieco pézniej.

Po zadzialaniu lipaza zawarto$¢é triglicerydow nie powinna przekraczaé 15 %.

B
A N J
L ey i_;_l 4
1 2
1 I 1 1 I I 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45

Objasnienie:
1 = Wolne kwasy tluszczowe
2 = Monoglicerydy
3 = Diglicerydy
4 = Triglicerydy
* = 2-monopalmityn

** = Trigliceryd Csy
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8. UWAGI
Uwaga 1. PRZYGOTOWANIE LIPAZY

W handlu dostgpne sa lipazy o zadowalajacej aktywnosci.
Mozliwe jest rowniez ich przygotowanie w laboratorium
W nastepujacy sposob:

Schiodzic w 0 °C 5 kg $wiezej trzustki wieprzowej. Usunaé
tluszcz staly i otaczajaca go tkanke faczng i utrze¢ w miynku
do uzyskania plynnej pasty. Wymiesza¢ t¢ paste z 2,5 litra
bezwodnego acetonu w czasie od 4 do 6 godzin, nastepnie odwi-
rowaé. Podda¢ pozostalo$¢ jeszcze trzykrotnej ekstrakcji taka
samg objetoscia bezwodnego acetonu, a nastgpnie dwukrotnej
ekstrakcji mieszaning acetonu i eteru dietylowego w stosunku 1
do 1 (V/V) i dwukrotnej ekstrakcji eterem dietylowym.

Suszy¢ pozostalos¢ w prozni przez 48 godzin w celu uzyskania
stabilnego proszku nadajacego si¢ do przechowywania przez
dtuzszy czas w lodéwce, w miejscu chronionym przed wilgocia.

Uwaga 2. KONTROLA DZIALANIA LIPAZY

Przygotowa¢ emulsj¢ oliwy z oliwek w nastgpujacy sposob:

Wstrzasa¢ przez 10 minut w mieszadle mieszaning sktadajaca si¢
ze 165 ml roztworu gumy arabskiej o stgzeniu 100 g/l, 15 g
skruszonego lodu i 20 ml wcze$niej zobojetnionej oliwy
z oliwek.

Do zlewki o pojemnosci 50 ml wla¢ 10 ml tej emuls;ji,
a nastgpnie 0,3 ml roztworu cholanu sodu o stgzeniu 0,2 g/ml
i 20 ml wody destylowanej.

Umiesci¢ zlewke w termostacie, ktérego temperatura utrzymy-
wana jest na poziomie 37 °C; umie$ci¢ w nim elektrody pH-
metru i mieszadto spiralne.

Za pomocg biurety dodawa¢ kroplami 0,1 N roztwor wodoro-
tlenku sodu, az pH osiagnie wartos¢ 8,3.

Doda¢ dostateczng objgtos¢ wodnej zawiesiny lipazy w proszku
(0,1 g/ml lipazy). Z chwilg gdy pH-metr wskaze 8,3, wiaczy¢
stoper i rozpocza¢ wkraplanie roztworu wodorotlenku sodu
z predkoscia umozliwiajacg utrzymanie pH na poziomie 8,3.
Co minute zapisywac objetos¢ zuzytego roztworu.

Nanies¢ zanotowane wartosci na diagram, zaznaczajac na osi
odcigtych czas, a na osi rzgdnych liczby mililitrow 0,1 N
roztworu zasadowego zuzytego w celu utrzymania statego pH.
W wyniku tego powinno si¢ otrzymacé lini¢ prosta.

Aktywno$¢ lipazy wyrazong w jednostkach lipazowych na mg
oblicza si¢ wedlug nastgpujacego wzoru:

V. x N x 100
- m

A

gdzie:
A oznacza aktywno$¢ w jednostkach lipazowych/mg

V oznacza liczbg¢ mililitrow 0,1 N roztworu wodorotlenku sodu
na minut¢ (obliczong na podstawie wykresu)

N oznacza normalno$¢ roztworu wodorotlenku sodu
m oznacza mas¢ w mg oznaczanej lipazy.

Jednostke lipazowa definiuje si¢ jako ilo$¢ enzymu uwalniajaca
10 mikroekwiwalentow kwasu na minute.

VY M20
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ZALACZNIK IX

BADANIE SPEKTROFOTOMETRYCZNE W ULTRAFIOLECIE
WPROWADZENIE

Dzigki badaniu spektrofotometrycznemu w ultrafiolecie mozna uzyska¢ infor-
macje o jakosci substancji thuszczowej, jej stanie zachowania i zmianach wywo-
fanych procesami technologicznymi. Efekty absorpcji fal o dlugosci ustalonej
w tej metodzie wywolane sa obecnoscig sprz¢zonych systemoéw dienowych
i trienowych wynikajagca z utleniania lub rafinacji. Wielko$¢ takiej absorpcji
jest wyrazana jako wlasciwa gestos¢ optyczna FE }2/;’,, (gestos¢  optyczna
1 % w/v roztworu substancji tluszczowej w okre§lonym rozpuszczalniku
w ogniwie 10 mm) oznaczona zgodnie z konwencja jako K (zwana rdéwniez
,»Wspotczynnikiem ekstynkcji”).

1. ZAKRES

W niniejszym zataczniku opisuje si¢ procedure przeprowadzania badania
spektrofotometrycznego oliwy z oliwek w zakresie ultrafioletu.

2. PODSTAWOWA ZASADA METODY

Probke rozpuszcza si¢ w wymaganym rozpuszczalniku, a nastgpnie mierzy
si¢ absorbancj¢ roztworu dla okreslonych dlugosci fal w pordwnaniu
z czystym rozpuszczalnikiem.

Wiasciwa gestos¢  optyczng oblicza si¢ przy 232 nm i 268 nm
w izooktanie lub przy 232 nm i 270 nm w cykloheksanie dla stezenia
1 % w/v w ogniwie 10 mm.

3. URZADZENIA

3.1.  Spektrofotometr odpowiedni do pomiaréw dtugosci fal ultrafioletowych
(220 nm do 360 nm) z mozliwosciag odczytu pojedynczych jednostek
nanometrycznych.  Zaleca si¢ regularng  kontrol¢  dokladnosci
i odtwarzalno$ci skal absorbancji i dlugosci fal, a takze kontrolg $wiatla
r0Zproszonego.

3.1.1. Skala dlugosci fal: Mozna ja sprawdzi¢ poprzez zastosowanie materiatu
wzorcowego zlozonego z filtra ze szkla optycznego zawierajacego tlenek
holmu lub roztwor tlenku holmu (zamknigtego hermetycznie lub nieher-
metycznie) o wyraznych pasmach absorpcyjnych. Materialy wzorcowe
stuzg do weryfikacji i kalibracji skali dtugosci fal w spektrofotometrach
w $wietle widzialnym i ultrafiolecie o nominalnej spektralnej szerokosci
wigzki do 5 nm. Pomiary sa wykonywane wzgledem probki wzorcowej
z powietrzem otoczenia w zakresie dilugosci fal od 640 do 240 nm,
wedhug instrukcji zalaczonej do materialtow wzorcowych. Przeprowadzana
jest korekta bazowa przy pustym torze wiazki dla kazdej zmiany szero-
kosci szczeliny. Dhugosci fal dla normy s3 wymienione w certyfikacie
materialu wzorcowego.

3.1.2. Skala absorbancji: Mozna ja sprawdzi¢ z uzyciem dostgpnych
w sprzedazy hermetycznie zamknigtych materiatow wzorcowych ztozo-
nych z kwasowych roztworéw dichromianu potasu o okreslonych steze-
niach i certyfikowanych wartosciach absorbancji przy Amax (4 roztwory
dichromianu potasu w kwasie nadchlorowym szczelnie zamknigtych
w czterech kwarcowych ogniwach ultrafioletowych do pomiaru wartodci
referencyjnej liniowosci 1 doktadnosci fotometrycznej w ultrafiolecie).
Pomiary roztworéw dichromianu potasu s3 wykonywane wzgledem probki
wzorcowej uzytego kwasu, po dokonaniu korekty bazowej, wedlug
instrukcji zalaczonej do materialu wzorcowego. Wartosci absorbancji sa
wymienione w certyfikacie materialu wzorcowego.

Inng mozliwos$cig sprawdzenia reakcji ogniwa fotoelektrycznego
i powielacza fotoelektrycznego jest nastepujaca procedura: odwazyc
0,2000 g czystego chromianu potasu do badan spektrofotometrycznych,
rozpusci¢ w roztworze 0,05 N wodorotlenku potasu i dopeli¢ do kreski
w kolbie o pojemnosci 1000 ml. Nastepnie pobra¢ dokladnie 25 ml
otrzymanego roztworu i przenie$¢ do kolby miarowej o pojemnosci 500
ml, po czym uzupehi¢ do kreski tym samym roztworem wodorotlenku
potasu.
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Zmierzy¢ gestos¢ optyczna otrzymanego w ten sposob roztworu dla
dhlugodci fali 275 nm, uzywajac roztworu wodorotlenku potasu jako
wzorca. Ggsto$¢ optyczna zmierzona przy uzyciu kuwety o grubosci
1 cm powinna wynosi¢ 0,200 + 0,005.

3.2. Prostokatne kuwety kwarcowe z pokrywa, odpowiednie do pomiaréw przy
dtugosci fal ultrafioletowych (220-360 nm) o dlugosci drogi optycznej
10 mm. Po napehieniu ich woda lub innym odpowiednim rozpuszczalni-
kiem kuwety nie powinny si¢ rdzni¢ migdzy soba o wigcej niz 0,01
jednostki gestosci optycznej.

3.3.  Kolby miarowe z miarka, pojemno$¢ 25 ml, klasa A.
3.4. Waga analityczna z dokladnoscig odczytu do najblizszego 0,0001 g.

4. ODCZYNNIKI

W trakcie analizy, jezeli nie ma innych wskazan, stosuje si¢ jedynie
odczynniki o uznanej klasie analitycznej oraz wode destylowang lub demi-
neralizowang lub wode o rownorzgdnej czystosci.

Rozpuszczalnik: izooktan (2,2,4-trimetylopentan) do pomiaréw przy
232 nm i 268 nm i cykloheksan do pomiaréw przy 232 nm i 270 nm,
przy czym absorbancja wynosi mniej niz 0,12 przy 232 nm i mniej niz
0,05 przy 270 nm w stosunku do wody destylowanej; pomiar w ogniwie
10 mm.

5. PROCEDURA

5.1. Prébka musi by¢ catkowicie jednorodna i pozbawiona wszelkich zanie-
czyszczen wystgpujacych w postaci zawiesiny. W przeciwnym razie musi
zosta¢ przefiltrowana przez filtr papierowy w temperaturze okoto 30 °C.

5.2.  Odwazy¢ okoto 0,25 g (z dokladnoscia do najblizszego 1 mg) przygoto-
wanej w ten sposob probki w kolbie miarowej o pojemnosci 25 ml,
uzupelni¢ wskazanym rozpuszczalnikiem do kreski i podda¢ homogeniza-
cji. Uzyskany roztwor musi by¢ idealnie przezroczysty. W razie
wystapienia opalizacji lub mg¢tnienia przefiltrowaé szybko przez filtr
papierowy.

UWAGA: Zasadniczo probka 0,25-0,30 g jest wystarczajaca do pomiaréw
absorbancji oliwy z oliwek z pierwszego tloczenia i oliwy z oliwek
najwyzszej jakosci z pierwszego tloczenia przy 268 nm i 270 nm. Dla
pomiardéw 232 nm zazwyczaj wymaga si¢ probki 0,05 g, przygotowuje si¢
zatem dwa oddzielne roztwory. W pomiarach absorbancji oliwy
z wytloczyn z oliwek, rafinowanej oliwy z oliwek oraz falszowanej
oliwy z oliwek potrzebna jest zazwyczaj mniejsza probka, np. 0,1 g, ze
wzgledu na wicksza absorbancje tych oliw.

5.3.  Jezeli jest to konieczne, przeprowadzi¢ korekte bazowa (220-290 nm)
rozpuszczalnikiem w obu ogniwach kwarcowych (probka i material wzor-
cowy), a nastepnic wypeli¢ ogniwo kwarcowe probki badanym
roztworem i zmierzy¢ gestos¢ optyczng przy 232, 268 lub 270 nm
wzgledem rozpuszczalnika wzorcowego.

Zarejestrowane  warto$ci  gestoSci  optycznej musza miesci¢  si¢
w przedziale od 0,1 do 0,8 lub w przedziale liniowosci spektrofotometru,
ktorag nalezy zweryfikowaé. Jezeli si¢ nie mieszcza, nalezy powtorzy¢
pomiary, stosujac odpowiednio silniejsze lub stabsze roztwory.

5.4. Po dokonaniu pomiaru absorbancji przy 268 lub 270 nm, zmierzy¢ absor-
bancj¢ przy Amax, Amax+4 i Amax-4. Uzyskanych wartosci absorbancji
uzywa si¢ do okreslenia zmienno$ci wlasciwej gestosci optycznej (AK).

UWAGA: Mmax jest przyjmowane za 268 nm dla izooktanu uzywanego
jako rozpuszczalnik i 270 nm dla cykloheksanu.
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6. PREZENTACJA WYNIKOW

6.1. Nalezy zarejestrowa¢ wlasciwe gestosci optyczne (wspodtczynniki ekstyn-
keji) dla réznych dlugosci fal, obliczajac je w nastgpujacy sposéb:
EA
cXs

K=

gdzie:
KX = wlasciwa gestos¢ optyczna przy dlugosci fali A;

EL = gesto$¢ optyczna zmierzona przy diugosci fali A;

¢ = stezenie roztworu w g/100 ml;

s = droga optyczna ogniwa kwarcowego w cmy;

z doktadnoscia do dwoch miejsc po przecinku.
6.2. Zmienno$¢ wlasciwej gestosci optycznej (AK)

Zmienno$¢ wartosci bezwzglednej gestosci (AK) oblicza sig wedlug
wzoru:

AK — ’Km_ <sz74+mm+4>|

2

gdzie Km oznacza wlasciwa gestos¢ optyczng przy diugosci fali dla
maksymalnej absorpcji 270 nm i 268 nm w zaleznos$ci od zastosowanego
rozpuszczalnika.

Wynik nalezy poda¢ z doktadno$ciag do dwoch miejsc po przecinku.
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ZALACZNIK X

OZNACZANIE ESTROW METYLOWYCH KWASOW TLUSZCZO-
WYCH METODA CHROMATOGRAFII GAZOWEJ

1. ZAKRES

Niniejszy zatacznik zawiera wytyczne w zakresie oznaczania metoda chro-
matografii gazowej wolnych 1 zwigzanych kwasow tluszczowych
w tluszczach i olejach roslinnych po ich przeksztalceniu na estry metylowe
kwasow thuszczowych (FAME).

Zwigzane kwasy tluszczowe w formie triglicerydow (TAG) oraz —
w zaleznosci od metody estryfikacji — wolne kwasy tluszczowe (FFA) sa
przeksztalcane na estry metylowe kwasow tluszczowych (FAME), ktore
oznacza si¢ metoda chromatografii gazowej na kolumnach kapilarnych.

Metoda opisana w niniejszym zalaczniku pozwala na oznaczanie FAME od
C12 do C24, w tym estrow metylowych kwaséw tluszczowych nasyconych,
cis- 1 trans-jednonienasyconych oraz cis- i trans-wielonienasyconych.

2. ZASADA

Do analizy ilosciowej FAME stosuje si¢ chromatografic gazowa (GC).
FAME sa przygotowywane zgodnie z czescig A. Nastepnie sg wstrzykiwane
do dozownika i odparowywane. Rozdziat FAME przeprowadza si¢
w kolumnach analitycznych o okre$lonej polarnosci i dlugosci. Do wykry-
wania FAME stosuje si¢ detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID). Warunki
badania okreslono w czeéci B.

W chromatografii gazowej FAME z uzyciem FID mozna uzy¢ wodoru lub
helu jako gazu nos$nego (faza ruchoma). Wodér przyspiesza rozdziat i daje
wyrazniejsze piki. Fazg stacjonarng jest mikroskopijna warstwa cienkiego
filmu cieczy naniesiona na oboj¢tng powierzchni¢ z topionej krzemionki.

Podczas przejscia zwigzkow lotnych poddawanych analizie przez kolumng
kapilarng nastepuje ich oddzialywanie z faza stacjonarng pokrywajaca
wewnetrzng powierzchni¢ kolumny. W wyniku réznych oddziatywan
roéznych zwigzkéw elucja ma miejsce w réoznym czasie — jest to tak zwany
czas retencji zwigzku chemicznego przy danym zbiorze parametrow anali-
tycznych. Poréwnanie czaséw retencji shuzy identyfikacji roznych zwigzkow
chemicznych.

CZESC A
PRZYGOTOWANIE ESTROW METYLOWYCH KWASOW

TLUSZCZOWYCH Z OLIWY Z OLIWEK ORAZ OLIWY
Z WYTLOCZYN Z OLIWEK

1. ZAKRES

W niniejszej czgsci opisano przygotowanie estroOw metylowych kwasow
thuszczowych. Zawarto w niej metody przygotowania estrow metylo-
wych kwasoéw tluszczowych z oliw z oliwek oraz z oliw z wytloczyn
z oliwek.

2. ZAKRES ZASTOSOWANIA

Przygotowanie estrow metylowych kwasow tluszczowych z oliw
z oliwek oraz z oliw z wytloczyn z oliwek przeprowadza sie
w drodze transestryfikacji roztworem metanolowym wodorotlenku
potasu w temperaturze pokojowej. Konieczno$¢ oczyszczania probki
przed transestryfikacjg zalezy od zawarto$ci wolnych kwaséw thuszczo-
wych w probce oraz od oznaczanych parametrow analitycznych; metode
mozna wybraé¢ zgodnie z nastgpujaca tabela:
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3.1.2.
3.1.2.1.

3.1.2.2.

3.1.2.3.

3.1.2.4.

3.1.2.5.

3.1.2.6.

3.1.2.7.

3.1.2.8.

3.1.3.
3.1.3.1.

3.1.3.2.

Kategoria oliwy

Metoda

Oliwa z oliwek z pierwszego
tloczenia, o kwasowosci < 2,0 %

Rafinowana oliwa z oliwek

. AECN42

Oliwa z oliwek zlozona
z rafinowanej oliwy z oliwek
i oliwy z oliwek z pierwszego
ttoczenia

Rafinowana oliwa z wytloczyn
z oliwek

Oliwa z wytloczyn z oliwek

. Kwasy tluszczowe

. Kwasy tluszczowe trans

(po  oczyszczeniu
zelem krzemionkowym SPE)

Oliwa z oliwek z pierwszego
tloczenia, o kwasowosci > 2,0 %

. Kwasy tluszczowe (po oczysz-

czeniu zelem krzemionkowym

. SPE)

Surowa oliwa z  wytloczyn

z oliwek . Kwasy tluszczowe trans (po
oczyszczeniu zelem krzemion-
kowym SPE)

. AECN42 (po oczyszczeniu

zelem krzemionkowym SPE)

METODOLOGIA

Transestryfikacja roztworem metanolowym wodorotlenku potasu

w temperaturze pokojowej

Zasada

Estry metylowe powstaja w wyniku transestryfikacji roztworem metano-
lowym wodorotlenku potasu na etapie posrednim przed zmydlaniem.

Odczynniki

Metanol o zawartosci wody nieprzekraczajacej 0,5 % (m/m).

Heksan, jako$¢ chromatograficzna.

Heptan, jako$¢ chromatograficzna.

Eter dietylowy do analizy, stabilizowany.

Aceton, jako$¢ chromatograficzna.

Rozpuszczalnik elucyjny do oczyszczania oliwy metoda chromatografii
kolumnowej/SPE, w mieszaninie heksanu z eterem dietylowym 87/13

V/v).

Wodorotlenek potasu, roztwor metanolowy ok. 2M: rozpusci¢ 11,2 g
wodorotlenku potasu w 100 ml metanolu.

Wkiady z Zelem krzemionkowym, 1 g (6 ml), do ekstrakcji do fazy

stalej.

Aparatura

Probowki zakregcane (objetos¢ 5 ml), zakretka z uszczelka PTFE.

Pipety miarowe lub automatyczne, 2 ml i 0,2 ml.
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3.1.4.  Oczyszczanie probek oliwy

W razie potrzeby probki mozna oczysci¢ przez przepuszczenie oliwy
przez wkilad z zZelem krzemionkowym do ekstrakcji do fazy stalej.
Wkiad z Zelem krzemionkowym (3.1.2.8) umieszcza si¢ w elucyjnej
aparaturze prézniowej i przemywa si¢ 6 ml heksanu (3.1.2.2); przemy-
wanie odbywa si¢ bez prozni. Nastgpnie do kolumny podaje si¢ roztwor
oliwy (okoto 0,12 g) w 0,5 ml heksanu (3.1.2.2). Roztwor przepuszcza
si¢ przez kolumng, a nastgpnie poddaje elucji mieszaning 10 ml heksanu/
eteru dietylowego (87:13 v/v) (3.1.2.6). Wszystkie eluaty s3 homogeni-
zowane i dzielone na dwie podobne objetosci. Podwielokrotno$¢ odpa-
rowuje si¢ do suchos$ci w wyparce obrotowej pod zmniejszonym cisnie-
niem w temperaturze pokojowej. Pozostato$¢ rozpuszcza si¢ w 1 ml
heptanu i roztwor jest gotowy do analizy kwasow thuszczowych metoda
chromatografii gazowej. Druga podwielokrotno$¢ odparowuje sie,
a pozostato$¢ rozpuszcza si¢ w 1 ml acetonu do analizy triglicerydow
metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), jesli jest to
konieczne.

3.1.5.  Procedura

W zakrecanej probowce o pojemnosci 5 ml (3.1.3.1) odwazy¢ ok. 0,1 g
probki oliwy. Doda¢ 2 ml heptanu (3.1.2.2) i wstrzasna¢. Doda¢ 0,2 ml
roztworu metanolowego wodorotlenku potasu (3.1.2.7), zamkna¢
nakretka z uszczelka PTFE, zacisna¢ nakretke i wstrzasa¢ energicznie
przez 30 sekund. Pozostawi¢ do rozwarstwienia, az gorna warstwa
roztworu stanie si¢ klarowna. Dekantowa¢ gorna warstwe zawierajaca
estry metylowe. Roztwor heptanu jest gotowy do wstrzykniecia do chro-
matografu  gazowego. Zaleca si¢  przechowywanie  roztworu
w chlodziarce do czasu analizy metoda chromatografii gazowej. Nie
zaleca si¢ przechowywania roztworu dluzej niz przez 12 godzin.

CZESC B
ANALIZA ESTROW METYLOWYCH KWASOW TLUSZCZOWYCH
METODA CHROMATOGRAFII GAZOWEJ
1. ZAKRES

Niniejsza czg¢§¢ zawiera ogdlne wytyczne stosowania chromatografii
gazowej na kolumnach kapilarnych do oznaczania sktadu jako$ciowego
i ilosciowego mieszaniny estrow metylowych kwasow thuszczowych
uzyskanych zgodnie z metoda okreslong w czesci A.

Niniejsza cze$¢ nie stosuje si¢ do spolimeryzowanych kwasow thuszczo-

wych.
2. ODCZYNNIKI
2.1. Gaz no$ny

Gaz obojetny (hel lub wodér) doktadnie osuszony i zawierajacy mniej
niz 10 mg/kg tlenu.

Uwaga 1: Wodoér moze dwukrotnie przyspieszy¢ analizg, ale stwarza
zagrozenie. Istnieja jednak urzadzenia zabezpieczajace.

2.2. Gazy pomocnicze

22.1. Wodér (czystos¢ > 99,9 %) niezawierajacy  zanieczyszczen
organicznych.

2.2.2. Powietrze lub tlen niezawierajace zanieczyszczen organicznych.
2.2.3.  Azot (czysto$¢ > 99 %).

2.3. Produkty wzorcowania

Mieszanina estrow metylowych czystych kwaséw tluszczowych lub
estrow metylowych substancji tluszczowej o znanym sktadzie, o ile to
mozliwe jak najbardziej zblizonym do sktadu substancji tluszczowej
poddawanej analizie. Izomery cis i trans, oktadekanowe, oktadekadie-
nowe i oktadekatrienowe estrow metylowych sa przydatne
w identyfikacji izomerdw trans kwaséw nienasyconych.

Nalezy przedsiewzia¢ wszelkie $rodki ostroznosci, aby zapobiec utle-
nieniu kwasoéw tluszczowych wielonienasyconych.
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3. APARATURA

Podane zalecenia dotycza powszechnie stosowanego sprzetu do chroma-
tografii gazowej z wykorzystaniem kolumn kapilarnych i detektora
plomieniowo-jonizacyjnego.

3.1. Chromatograf gazowy

Chromatograf gazowy sklada si¢ z nastgpujacych elementow:

3.1.1.  System dozowania

Nalezy korzysta¢ z systemu dozowania z kolumnami kapilarnymi, przy
czym system ten powinien by¢ tak skonstruowany, aby mozna bylo go
uzywac z takimi kolumnami. Moze to by¢ dozownik z rozdziatem stru-
mienia lub dozownik typu on-column bez rozdziatu strumienia.

3.1.2. Piec

Piec musi by¢ w stanie nagrza¢ kolumne¢ kapilarng do temperatury co
najmniej 260 °C i utrzymaé pozadang temperatur¢ z doktadnoscia do
0,1 °C. Ten drugi wymdg jest szczeg6lnie istotny w przypadku uzycia
rurki z topionej krzemionki.

Stosowanie urzadzenia wyposazonego w programator temperatury jest
zalecane we wszystkich przypadkach, w szczegélnosci w przypadku
kwasow thuszczowych o liczbie atoméw wegla mniejszej niz 16.

3.1.3. Kolumna kapilarna

3.1.3.1. Rurka z materialu obojetnego w stosunku do badanych substancji (na
ogoét ze szkla lub topionej krzemionki). Wewnetrzna $rednica musi
miesci¢ si¢ w przedziale 0,20-0,32 mm. Powierzchnia wewnatrz musi
by¢ poddana odpowiedniej obrobce (np. przygotowanie powierzchni,
dezaktywacja) przed natozeniem warstwy fazy stacjonarnej. Dhlugosé
60 m jest wystarczajaca dla kwasow thuszczowych oraz izomerow cis
i trans kwasow thuszczowych.

3.1.3.2. Odpowiednie sa kolumny z faza sieciowanych polisiloksanéw polarnych
(cyjanopropylosilikon).

Uwaga 2: Istnieje ryzyko, ze polisiloksany polarne moga spowodowaé
trudnosci przy okreslaniu i rozdzielaniu kwasu linolenowego
i kwasow C20.

Warstwy powinny by¢ cienkie, tj. 0,1-0,2 pm.
3.1.3.3. Montaz i kondycjonowanie kolumny

Nalezy przestrzega¢ normalnych $rodkéw ostroznosci obowigzujacych
przy czynnos$ciach montazu kolumn kapilarnych, takich jak umiesz-
czenie kolumny w piecu (podtoze), dobor i montaz potaczen (szczel-
no$¢), rozmieszczenie koncowek kolumny w dozowniku i detektorze
(zmniejszenie martwych przestrzeni). Umies$ci¢ kolumng pod strumie-
niem gazu nos$nego (na przyktad o ci$nieniu 0,3 bara (30 kPa) dla
kolumny o dlugosci 25 m i $rednicy wewnetrznej 0,3 mm).

Kondycjonowa¢ kolumne, programujac wzrost temperatury pieca na
3 °C/min od poziomu temperatury otoczenia az do temperatury nizszej
0 10 °C od granicznej wartosci temperatury, w ktorej nastgpuje rozpad
fazy stacjonarnej. Utrzymywac te temperature pieca przez jedng godzing
do momentu stabilizacji linii podstawowej. Obnizy¢ temperaturg do
180 °C, aby kontynuowac prace w warunkach stalej temperatury.

Uwaga 3: Odpowiednio prekondycjonowane kolumny sa dostgpne
w handlu.

3.1.4.  Detektor plomieniowo-jonizacyjny i konwerter-wzmacniacz
3.2. Strzykawka

Strzykawka musi mie¢ maksymalng pojemno$¢ 10 ul i by¢ wyskalowana
co 0,1 ul.

3.3. System odbioru danych

System odbioru danych, potaczony bezposrednio z detektorami
i uzywany wraz z oprogramowaniem odpowiednim do integracji
i normalizacji piku.
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4. PROCEDURA

Szczegdtowe zasady postgpowania podane w pkt. 4.1-4.3 odnosza sig¢
do stosowania detektora ptomieniowo-jonizacyjnego.

4.1. Warunki badania
4.1.1.  Dobér optymalnych warunkéw pracy dla kolumn kapilarnych

W zwiazku ze sprawnoscia i droznoscia kolumn kapilarnych rozdzielanie
sktadnikéw 1 czas trwania analizy zalezag w bardzo duzym stopniu od
natgzenia przeplywu gazu no$nego w kolumnie. Konieczne bgdzie zatem
dokonanie optymalizacji warunkow pracy przez dostosowanie tego para-
metru (lub spadku ci$nienia na wlocie kolumny) w zaleznosci od tego,
czy celem jest poprawa rozdzielania czy przyspieszenie analizy.

Ponizsze warunki okazaly si¢ odpowiednie do rozdzialu FAME
(C4—Cyg). Przyktadowe chromatogramy sa zamieszczone w dodatku B:

Temperatura dozownika: 250 °C

Temperatura detektora: 250 °C

Temperatura pieca: 165 °C (8 min) do 210 °C przy
2 °C/min

Gaz no$ny wodor: cisnienie na wlocie kolumny, 179
kPa

Przeplyw facznie: 154,0 ml/min;

Stosunek strumienia dzielonego: 1:100

Dozowana objetosé: 1 pl

4.1.2.  Okreslanie rozdzielczosci (zob. dodatek A)

Obliczy¢ rozdzielczo$¢ R dwoch sasiednich pikow I i II, stosujac wzor:

R = 2 x (@ - dp)log+oq) lub R = 2 x (g —
La)/(©q) + oqr)) (USP) (United States Pharmacopeia),

lub

R = L18 x ((ty — ta)/(@osa + ©osa) (EP, BP, JP, DAB),

(JP (Japanese Pharmacopeia), EP (Pharmacopée Européenne), BP (Bri-
tish Pharmacopeia))

gdzie:

dyy to odleglos¢ retencji piku I

dy(my to odlegtos¢ retencji piku II;

ty) to czas retencji piku I

trar) to czas retencji piku II;

o) to szeroko$¢ piku I przy podstawie;

o) to szeroko$¢ piku II przy podstawie;

05 to szeroko$¢ piku danego zwigzku w polowie wysokosci piku;

JeZeli, o = o, nalezy obliczy¢ R, korzystajac z nastgpujacych
WZOrow:

R = (d,ary — dvp))/® = (dyapy — dyp))/4o
gdzie:

o to odchylenie standardowe (zob. dodatek A, rys. 1).
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Jezeli odlegto$¢ dr pomiedzy dwoma pikami dyyy — dy jest réwna 4o,
wowcezas wspotczynnik rozdzielczosci R = 1.
Jezeli dwa piki nie sa calkowicie oddzielone, styczne do punktow prze-
giecia tych dwoch pikow przecinaja si¢ w punkcie C. Aby oddzieli¢
catkowicie te dwa piki, odleglo$¢ migdzy nimi musi by¢ réwna:
dyary — dyry = 6 © skad R = 1,5 (zob. dodatek A, rys. 3).

5. PREZENTACJA WYNIKOW

5.1. Analiza jakos$ciowa
Nalezy okreslic piki estrow metylowych proby z chromatogramu
w dodatku B, rys. 1 w razie potrzeby przez interpolacj¢ lub przez
pordwnanie z pikami mieszanin wzorcowych estrow metylowych (jak
okreslono w pkt 2.3).

5.2. Analiza ilo$ciowa

5.2.1. Oznaczanie sktadu

Nalezy obliczy¢ utamek masowy w; poszczegolnych estrow metylowych
kwasow tluszczowych, wyrazony jako warto$¢ procentowa masy estrow
metylowych, w nastepujacy sposob:

5.2.2.  Metoda obliczania
5.2.2.1. Przypadek ogoélny

Obliczy¢ zawarto$¢ danego skladnika i, wyrazong jako warto$¢ procen-
towa masy estrow metylowych, okreslajac wartos¢ procentowa
powierzchni odpowiedniego piku do sumy powierzchni wszystkich
pikow, stosujac wzor:

w; = (A/ZA) x 100

gdzie:

A; to powierzchnia pod pikiem danego estru metylowego kwasu thusz-
CZOWEgO I,

YA to suma powierzchni pod wszystkimi pikami dla wszystkich estrow
metylowych kwasow thuszczowych.

Wyniki podaje si¢ z doktadnos$cia do dwoch miejsc po przecinku.

Uwaga 4. Dla thuszczow i olejow, ulamek masowy estrow metylowych
kwasow tluszczowych jest rowny ulamkowi masowemu
w przypadku triglicerydow w gramach na 100 g.
W przypadkach, gdy takie zalozenie jest niedopuszczalne,
zob. pkt. 5.2.2.2.

5.2.2.2. Stosowanie wspotczynnikow korygujacych

W niektorych przypadkach, na przyktad w obecnosci kwaséw ttuszczo-
wych o liczbie atoméw wegla mniejszej niz osiem lub kwasow
z grupami drugorzgdowymi, powierzchnie koryguje si¢ odpowiednimi
wspotczynnikami korygujacymi (Fci). Wspotezynniki te ustala si¢ dla
kazdego instrumentu. W tym celu nalezy uzywaé¢ odpowiednich mate-
riatow wzorcowych z certyfikowang zawartoscig kwasow tluszczowych
w odpowiednim zakresie.

Uwaga 5: Wspotczynniki korygujace nie sg identyczne z teoretycznymi
wspotczynnikami  korygujagcymi  FID,  ktore  podano
w dodatku A, poniewaz obejmujg one réwniez wydajnosc
systemu dozowania itp. Jednakze w przypadku wigkszych
roznic, nalezy sprawdzi¢ dziatanie catego systemu.
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Dla tej mieszaniny wzorcowej utamek masowy FAME i oblicza si¢
zgodnie ze wzorem:

w; = (m; /Zm) x 100
gdzie:
m; to masa FAME i w mieszaninie wzorcowej;

Ym to suma mas roznych sktadnikow jako FAME w mieszaninie
WZOICOWe;j.

Na podstawie chromatogramu mieszaniny wzorcowej, nalezy obliczy¢
warto$¢ procentowa wedlug powierzchni dla FAME i w nastgpujacy
sposob:

w; = (A/ZA) x 100
gdzie:

A; to powierzchnia FAME i w mieszaninie wzorcowej;

YA to suma wszystkich powierzchni wszystkich FAME w mieszaninie
WZOrcowe;j.

Wspblczynnik korygujacy F, wynosi wowczas
F, = (m; x ZA)/(A/Zm)
Dla probki utamek masowy kazdego FAME i wynosi:
w; = (F; x AYZ (F; x Ay
Wyniki podaje si¢ z doktadnosciag do dwoch miejsc po przecinku.
Uwaga 6. Obliczona warto$¢ odpowiada warto$ci procentowej masy
kazdego kwasu tluszczowego obliczonej jako zawarto$¢ trig-

licerydéw w 100 g tluszczu.

5.2.2.3. Stosowanie wzorca wewngetrznego

W niektorych analizach (na przyklad wowczas, gdy nie wszystkie kwasy
tluszczowe sa oznaczane ilosciowo i obok kwasoéw C16 i C18 wystepuja
kwasy C4 i C6, lub gdy zachodzi konieczno$¢ oznaczenia bezwzgledne;j
ilodci kwasow tluszczowych w probcee), niezbedne jest zastosowanie
wzorca wewnetrznego. Stosowane sg czesto kwasy tluszczowe z 5, 15
lub 17 atomami wegla. Nalezy wyznaczy¢é wspotczynnik korygujacy
wewnetrznego wzorca (jezeli zachodzi taka potrzeba).

Procentowy udzial masy skfadnika i wyrazony jako estry metylowe jest
okreslany wzorem:

w; = (mgg x F; x Ap/(m x Fg x Agg)
gdzie:
A; to powierzchnia FAME i;
Ajg to powierzchnia wzorca wewngtrznego;

F; to wspolczynnik korygujacy kwasu tluszczowego i, wyrazony jako
FAME;

Fs to wspotczynnik korygujacy wzorca wewnetrznego;
m to masa nawazki, w miligramach;
myg to masa wzorca wewngtrznego, w miligramach;

Wyniki podaje si¢ z doktadno$cig do dwoch miejsc po przecinku.
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6. SPRAWOZDANIE Z BADANIA

Sprawozdanie z badania musi okresla¢ metody zastosowane do przygo-
towania estrow metylowych i do analizy za pomocg chromatografii
gazowej. Musi takze ujmowaé wszystkie dane operacyjne niesprecyzo-
wane w niniejszej metodzie normatywnej lub uznane za fakultatywne,
tacznie z danymi dotyczacymi incydentow, ktore mogly wplynaé na
wyniki.

W sprawozdaniu z badania podaje si¢ wszystkie informacje konieczne
do pehnej identyfikacji probki.

7. PRECYZIJA
7.1. Wyniki badania miedzylaboratoryjnego

Szczegdtowe dane odnosnie do badania migdzylaboratoryjnego dotycza-
cego precyzji metody podano w zatgczniku C do normy 10C/T.20/Doc.
No 33. Wartoéci uzyskane w tym badaniu migdzylaboratoryjnym nie
moga mie¢ zastosowania do zakresow stezen i matryc innych niz
podane.

7.2. Powtarzalno$¢

Roéznica bezwzgledna migdzy dwoma niezaleznymi wynikami oddziel-
nych badan uzyskanymi przy uzyciu tej samej metody i materiatu bada-
nego, w tym samym laboratorium, przez tego samego operatora, na tym
samym sprzgcie i w zblizonym czasie, nie moze by¢ w wigcej niz 5 %
przypadkéw wicksza od ,,r” podanego w tabelach 1-14 w zalaczniku
C do normy IOC/T.20/Doc. No 33.

7.3. Odtwarzalnosé

Roznica bezwzgledna miedzy dwoma wynikami oddzielnych badan
uzyskanymi przy uzyciu tej samej metody i materialu badanego,
w roznych laboratoriach, przez réznych operatorow korzystajacych
z roznego sprzgtu, nie moze by¢ w wiecej niz 5 % przypadkow wigksza
od ,,R” podanego w tabelach 1-14 w zalaczniku C do normy I0C/T.20/
Doc. No 33.
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Dodatek A

Rysunek 1
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Dodatek B

Rysunek 1

Chromatogram gazowy otrzymany po metylacji na zimno z oliwy z wytloczyn z oliwek
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Piki chromatograficzne odpowiadaja estrom metylowym i etylowym, o ile nie
wskazano inaczej.
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ZALACZNIK XI

OZNACZANIE LOTNYCH FLUOROWCOWANYCH ROZPUSZCZAL-
NIKOW OLIWY Z OLIWEK

METODA

Analiza metoda chromatografii gazowej przeprowadzana technika Analizy
fazy gazowej nad roztworem.

SPRZET
2.1. Chromatograf gazowy wyposazony w detektor wychwytu elektronow (ecd).
2.2. Aparatura do analizy fazy gazowej nad roztworem.

2.3. Szklana kolumna chromatograficzna do chromatografii gazowej o wysokosci
2 m i $rednicy 2 mm, faza nieruchoma. OV101 do 10 % lub rownowaznik,
nasycajacy ziemi¢ okrzemkowa, przeptukang kwasami i potraktowang krze-
mometanem, o uziarnieniu odpowiadajacym sitom 80-100.

2.4. Gaz nosny i gaz pomocniczy: azot do chromatografii gazowej odpowiedni
do wykrywania metoda wychwytywania elektronow.

2.5. Kolby szklane o wielkosci 10-15 ml z wykladzing teflonowa i korkiem
aluminiowym wyposazonym w system pozwalajacy pobiera¢ zawarto$¢ za
pomocag strzykawki.

2.6. Szczypce z hermetycznym zamknigciem.
2.7. Strzykawka do gazu o pojemnosci 0,5 lub 2 mm.
ODCZYNNIKI

Standard: lotne rozpuszczalniki chlorowcowane charakteryzujace si¢ stop-
niem czystosci kwalifikujagcym je do chromatografii gazowe;j.

4. PROCEDURA

4.1. Odwazy doktadnie 3 g oliwy w szklanej kolbie (jednorazowego uzytku),
zamkna¢ kolbe hermetycznie. Umiesci¢ kolbe w termostacie na okres jednej
godziny w temperaturze 70 °C. Pobra¢ dokladnie za pomoca strzykawki 0,2-
0,5 ml fazy gazowej znad roztworu i wprowadzi¢ do kolumny aparatu
chromatograficznego  do  chromatografii  gazowej  wyregulowanego
W nastepujacy sposob:

— temperatura iniektora: 150 °C,
— temperatura kolumny: 70-80 °C
— temperatura detektora: 200-250 °C

Inne temperatury moga by¢ réwniez stosowane pod warunkiem, ze wyniki
pozostang rownowazne.

4.2. Roztwory wzorcowe: przygotowac roztwory mianowane stosujac rafinowang
oliwg z oliwek bez $ladu rozpuszczalnikow, o stgzeniach wahajacych si¢
0,05-1 ppm (mg/kg) i odpowiadajacych przewidywanej zawartosci probki.
Ewentualne rozcienczanie nalezy prowadzi¢ za pomoca pentanu.

4.3. Ocena ilosciowa: powiaza¢ powierzchnie lub wysokosci wykresu dla
najwigkszych warto$ci probki i roztworu mianowanego o najbardziej zbli-
zonym zaktadanym st¢Zeniu. Jezeli wzgledna rozbiezno$¢ przekracza 10 %
analiza wymaga powtarzania w poréwnaniu z innym roztworem miano-
wanym dopoki jego stezenie nie bedzie si¢ miescito we wspomnianych
granicach. Zawarto$¢ jest ustalona na podstawie $redniej podstawowych
wiryskow.

4.4. Przedstawienie wynikow: w mg/kg (ppm). Granica wykrywalnos$ci metody
wynosi 0,01 mg/kg.
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ZALACZNIK XII

METODA MIEDZYNARODOWEJ RADY DS. OLIWY SLUZACA DO
ORGANOLEPTYCZNEJ OCENY OLIWY Z OLIWEK Z PIERWSZEGO
TLOCZENIA

1. CEL I ZAKRES

Celem migdzynarodowej metody opisanej w niniejszym zalaczniku jest
okreslenie procedury oceny organoleptycznych cech charakterystycznych
oliwy z oliwek z pierwszego tloczenia w rozumieniu pkt 1 w czegsci VIII
zatagcznika VII do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE)
nr 1308/2013 (') oraz ustanowienie metody jej klasyfikacji w oparciu
o wspomniane cechy charakterystyczne. Metoda ta zawiera rowniez wska-
zania w zakresie nieobowigzkowego etykietowania.

Opisywana metoda ma zastosowanie jedynie do oliw z oliwek
z pierwszego tloczenia oraz do klasyfikacji lub etykietowania takich
rodzajéw oliwy, uwzgledniajac intensywnos¢ dostrzezonych wad oraz
owocowos$ci, okreslang przez grupe wybranych, przeszkolonych
i nadzorowanych degustatorow tworzacych zespot.

Normy IOC wymienione w niniejszym zataczniku stosowane sa w ich
najnowszej dostgpnej wersji.

2. OGOLNE SEOWNICTWO PODSTAWOWE STOSOWANE DO
CELOW ANALIZY SENSORYCZNE]J

W celu uzyskania szczegdétow zob. norma I0C/T.20/Doc. No 4 ,,Sensory
Analysis: General Basic Vocabulary”.

3. SEOWNICTWO SPECJALNE
3.1.  Cechy negatywne

Zlezaly/blotnisty osad charakterystyczny smak lub zapach oliwy uzys-
kanej z oliwek ulozonych w stosach lub przechowywanych w takich
warunkach, jakie panuja w zaawansowanym stadium fermentacji beztle-
nowej, lub oliwy, ktéra miata bezposredni kontakt z osadem powstajacym
w podziemnych zbiornikach i kadziach i ktéra takze przeszta proces
fermentacji beztlenowe;j.

Stechlo-wilgotno-ziemisty charakterystyczny smak lub zapach oliwy uzys-
kanej z owocow zaatakowanych przez znaczne ilosci grzybow i drozdzy
na skutek przechowywania ich w wilgoci przez kilka dni lub oliwy uzys-
kanej z oliwek zabrudzonych ziemig lub blotem i nieumytych.

» C2 Winno-octowo-kwasno-kwaskowy  charakterystyczny —smak lub
zapach niektorych rodzajéow oliwy przypominajacy wino lub ocet. <«
Ten smak i zapach jest glownie efektem procesu fermentacji tlenowej
oliwek lub rozgniecionych oliwek pozostawionych na niedoktadnie
oczyszczonych matach stuzacych do ich wyciskania, na skutek czego
powstal kwas octowy, octan etylu i etanol.

Zjelczaly smak lub zapach oliwy, ktora ulegla intensywnemu utlenianiu.

Przemrozone oliwki (wilgotne drewno) charakterystyczny smak lub
zapach oliwy pozyskanej z oliwek, ktore przemarzly na drzewie.

(") Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr 1308/2013 z dnia 17 grudnia

2013 r. ustanawiajace wspoOlng organizacj¢ rynkow produktow rolnych oraz uchylajace
rozporzadzenia Rady (EWG) nr 922/72, (EWG) nr 234/79, (WE) nr 1037/2001 i (WE)
nr 1234/2007 (Dz.U. L 347 z 20.12.2013, s. 671).
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3.1.1.

3.2.

3.3.

Pozostale cechy negatywne

Zapach goto- charakterystyczny  zapach oliwy spowodowany

wania lub spale- nadmiernym lub dlugotrwatym podgrzewaniem

nizny podczas przetwarzania, w szczeg6lnosci podczas
termougniatania masy, jezeli proces ten prowadzony
jest w niewlasciwych warunkach termicznych.

Zapach siana charakterystyczny zapach niektorych rodzajow oliwy

i drewna wyprodukowanych z wysuszonych oliwek.

Szorstkie charakterystyczne wrazenie, jakie daja niektore

wrazenie rodzaje starszej oliwy, ktorych degustacja pozostawia
w ustach uczucie gestosci i maziowatosci.

Zapach smaru zapach oliwy przypominajgcy zapach oleju napedo-
wego, smaru lub oleju mineralnego.

Zapach wody zapach, ktorego oliwa nabrala na skutek dlugotrwa-

pochodzenia lego kontaktu z woda pochodzenia roslinnego, ktora

roslinnego przeszta proces fermentacji.

Smak solanki smak oliwy pozyskanej z oliwek zakonserwowanych
w solance.

Metaliczny smak lub zapach przypominajacy metal. Jest charak-
terystyczny dla oliwy, ktora miala dlugotrwaty
kontakt z powierzchniami metalicznymi w  trakcie
rozdrabniania, ugniatania, wyciskania lub
przechowywania.

Zapach ostnicy charakterystyczny zapach oliwy uzyskanej z oliwek
wyciskanych przy pomocy nowych mat wykonanych
z ostnicy. Zapach ten moze rozni¢ si¢ w zaleznosci od
tego, czy maty te wykonane sg ze S$wiezej, czy
z suchej ostnicy.

Zapach robaczy- zapach oliwy uzyskanej z oliwek silnie zaatakowa-

wych owocow nych przez larwy muszki oliwnej (Bactrocera oleae).

Smak ogorka smak oliwy powstajacy w wyniku zbyt dtugiego prze-
chowywania w zamknietym hermetycznie opakowa-
niu, w szczegdlnosci w pojemnikach z blachy cyno-
wanej, przypisywany powstawaniu 2,6-nonadienalu.

Cechy pozytywne

Owocowy charakterystyczny dla oliwy og6t doznan wechowych,
zaleznych od odmiany oliwek, wlasciwych dla oliwy
z oliwek uzyskanej ze zdrowych i §wiezych oliwek,
dojrzatych lub niedojrzatych. Doznania te odbierane
sa bezposrednio lub poprzez jam¢ nosowo-gardtows.

Gorzki charakterystyczny, podstawowy smak oliwy uzyskanej
z oliwek zielonych lub bedacych na etapie dojrzewa-
nia. Wyczuwalny jest za pomocg brodawek okolonych
uktadajacych si¢ w tylnej czeSci jezyka w ksztalt
litery V.

» C3 Cierpki € wrazenie szczypania charakterystyczne dla rodzajow
oliwy produkowanych na poczatku roku posadzenia,
w szczegOlnoSci z oliwek jeszcze niedojrzatych.
Wrazenie to daje si¢ odczu¢ w calej jamie ustnej,
a w szczegdlnosci w gardle.

Nieobowiazkowa terminologia stosowana do celow etykietowania

Na zadanie kierownik zespotu degustatorow moze potwierdzic,

ze

oceniane oliwy sg zgodne z definicjami i przedziatami odpowiadajacymi
wylacznie nastepujacym okresleniom, w zalezno$ci od stopnia intensyw-
nosci i percepcji cech oliwy.
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Cechy pozytywne (owocowy, gorzki i ostry): w odniesieniu do intensyw-
nosci percepcji:

— okreslenie mocny stosuje si¢, jezeli mediana danej cechy jest wyzsza
niz 6,0;

— okreslenie sredni stosuje si¢, jezeli mediana danej cechy jest wyzsza
niz 3,0 oraz nie wyzsza niz 6,0;

— okreslenie lekki stosuje sig, jezeli mediana danej cechy jest nie wyzsza
niz 3,0.

Owocowy charakterystyczny dla oliwy ogoét doznan wegchowych,
zaleznych od odmiany oliwek, wlasciwych dla oliwy
z oliwek uzyskanej ze zdrowych i §wiezych oliwek,
niezdominowanej zapachem ani zielonych, ani dojrza-
tych oliwek. Doznania te odbierane sa bezposrednio
lub poprzez jame¢ nosowo-gardtowa.

Owocowy niedo- charakterystyczny dla oliwy ogét doznan wegchowych

Jrzaty przypominajacych zapach niedojrzatych owocow,
zaleznych od odmiany oliwek i1 wlasciwych dla
oliwy z oliwek uzyskanej z zielonych, zdrowych
i $wiezych oliwek. Doznania te odbierane s3
bezposrednio lub poprzez jam¢ nosowo-gardiowa.

Owocowy charakterystyczny dla oliwy ogét doznan wechowych

dojrzaty przypominajacych zapach dojrzatych owocéw, zalez-
nych od odmiany oliwek, wiasciwych dla oliwy
z oliwek uzyskanej ze zdrowych i §wiezych oliwek.
Doznania te odbierane s3 bezposrednio lub poprzez
jame¢ nosowo-gardtowa.

Oliwa zrow- oliwa, ktora nie wykazuje braku réwnowagi, co

nowazona oznacza wrazenie wechowo-smakowe 1 dotykowe,
w  ktorym mediana goryczy 1 mediana ostrego
smaku sa co najwyzej o dwa punkty wyzsze od
mediany owocowego smaku/zapachu.

Oliwa tagodna oliwa, w odniesieniu do ktorej mediana goryczy
i ostrego smaku jest nizsza lub réwna 2,0.

Wykaz okreslen w odniesieniu do intensywnosci percepcji:

Okreslenia pod warunkiem
przedstawienia $wiadectwa Mediana danej cechy
badania organoleptycznego

Owocowy —

Owocowy dojrzaty —

Owocowy niedojrzaty —

Lekko owocowy <3,0
Srednio OWOCOWY 3,0 < Me < 6,0
Mocno owocowy > 6,0
Owocowy lekko dojrzaly <3,0

Owocowy $rednio dojrzaty 3,0 <Me < 6,0

Owocowy mocno dojrzaty > 6,0

Owocowy lekko niedojrzaty | < 3,0

Owocowy  $rednio  niedo- | 3,0 < Me < 6,0
jrzaty
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Okreslenia pod warunkiem
przedstawienia $§wiadectwa Mediana danej cechy
badania organoleptycznego
Owocowy mocno niedojrzaty | > 6,0
Lekko gorzki <30
Srednio gorzki 3,0 < Me < 6,0
Mocno gorzki > 6,0
Lekko ostry <3,0
Srednio ostry 3,0 < Me < 6,0
Mocno ostry > 6,0
Oliwa zréwnowazona Mediana goryczy i mediana ostrego
smaku sa co najwyzej o dwa punkty
wyzsze od mediany owocowego smaku/
zapachu.
Oliwa fagodna Mediana goryczy i mediana ostrego
smaku nie przekraczajg 2,0.
VY M26

4. POJEMNIK SZKLANY PRZEZNACZONY DO DEGUSTACII OLIWY

W celu uzyskania szczegétow zob. norma I0C/T.20/Doc. No 5 ,,Glass for
Oil Tasting”.

5. POMIESZCZENIE DO BADANIA

W celu uzyskania szczegotéow zob. norma I0C/T.20/Doc. No 6 ,,Guide
for the Installation of a Test Room”.

6. WYPOSAZENIE

W kazdej kabinie nalezy zapewni¢ nastgpujace wyposazenie, niezbgdne
dla degustatorow, aby mogli poprawnie wykonywa¢ swoje zadanie, oraz
latwy dostgp do tego wyposazenia:

— szklanki (standardowe) oznaczone kodem liczbowym, zawierajace
probki,  przykryte szklem zegarkowym i  przechowywane
w temperaturze 28 ° + 2 °C;

— formularz oceny (zob. rysunek 1) w wersji drukowanej lub elektro-
nicznej, pod warunkiem ze spetnia ona wymogi dotyczace formularza
oceny, w razie potrzeby wraz z instrukcja wypetniania tego formula-
rza;

— dhugopis lub niescieralny tusz;

— tace z pokrojonym jabtkiem lub z woda, woda gazowang lub suchar-
kami;

— szklanka wody o temperaturze otoczenia;

— formularz zawierajacy ogodlne zasady wymienione w sekcjach 8.4
i9.1.1;

— spluwaczki.
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7. KIEROWNIK ZESPOLU I DEGUSTATORZY
7.1.  Kierownik zespolu

Kierownik zespolu musi by¢ osoba starannie wyszkolona, posiadajaca
szczegOlowa wiedz¢ na temat roéznych rodzajow oliwy, jakie beda
poddawane ocenie w trakcie pracy zespotu. Kierownik jest najwazniejsza
osobg w zespole i jest on odpowiedzialny za jego organizacj¢
i funkcjonowanie.

Praca kierownika zespolu wymaga podstawowego szkolenia w zakresie
narzedzi analizy sensorycznej, umiejetnosci sensorycznych, skrupulatnosci
W przygotowywaniu, organizacji i przeprowadzaniu badan oraz umiejet-
nosci i cierpliwo$ci niezbednych do planowania i wykonywania badan
w sposob naukowy.

Kierownik zespotu jest jedyna osoba odpowiedzialng za wybor, szkolenie
i nadzorowanie degustatoréw celem ustalenia poziomu ich zdolnosci. Jest
on zatem odpowiedzialny za ocen¢ degustatorow, ktdra zawsze musi by¢
obiektywna i w odniesieniu do ktorej musi on opracowa¢ szczegdlowe
procedury oparte na badaniach oraz rzetelne kryteria przyjmowania
i odrzucania. Zob. norma IOC/T.20/Doc. No 14 ,,Guide for the selection,
training and monitoring of skilled virgin olive oil tasters”.

Kierownicy zespotu sa odpowiedzialni za efektywno$¢ pracy zespotu,
a co za tym idzie za jej ocene, ktorej rzetelny i obiektywny dowodd
muszg przedstawi¢. W kazdym przypadku musza zawsze wykazaé, ze
metoda i degustatorzy znajdujg si¢ pod kontrolg. Zaleca si¢ okresowe
dobieranie zespotu (IOC/T.20/Doc. No 14, § 5).

Ponosza oni ostateczna odpowiedzialno$¢ za prowadzenie rejestrow
zespotu. Rejestry te musza zawsze by¢ identyfikowalne. Kierownicy
musza przestrzega¢ wymogoéw w zakresie zapewnienia jakosci, okreslo-
nych w migdzynarodowych normach dotyczacych analizy sensorycznej
oraz w kazdym przypadku gwarantowa¢ anonimowo$¢ probek.

Sa oni odpowiedzialni za inwentaryzacje i zapewnienie doktadnego czysz-
czenia i konserwacji aparatury i sprzg¢tu niezbgdnych do przestrzegania
specyfikacji tej metody oraz przechowuja pisemne dowody potwier-
dzajace to oraz dowody zgodnosci z wymogami dotyczacymi analizy.

Sa odpowiedzialni za odbidr i przechowywanie probek po ich dostar-
czeniu do laboratorium oraz za ich przechowywanie po przeprowadzeniu
badania. W ten sposob kierownicy zapewniaja kazdorazowo anonimo-
wos¢ 1 odpowiednie przechowywanie probek, przy czym do tego celu
musza opracowac pisemne procedury, aby zapewni¢ identyfikowalnos¢
procesu i gwarancje jego prawidtowosci.

Ponadto sa odpowiedzialni za przygotowywanie, kodowanie i podawanie
probek degustatorom, zgodnie z odpowiednim doswiadczalnie ustalonym
schematem dostosowanym do wcze$niej ustanowionych protokotéw oraz
za gromadzenie danych uzyskanych przez degustatorow i ich statystyczne
przetwarzanie.

Kierownicy odpowiadaja za opracowywanie i sporzadzanie projektow
pozostatych procedur, ktére moga by¢ konieczne dla uzupehienia tej
normy oraz zapewnienia poprawnego funkcjonowania zespotu.

Musza poszukiwaé sposobow poréwnywania wynikéw  zespotu
z wynikami otrzymywanymi przez inne zespoly zajmujace si¢ analizg
oliwy z oliwek z pierwszego tloczenia w celu ustalenia, czy zespot funk-
cjonuje poprawnie.
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Obowigzkiem kierownika zespotu jest motywowanie jego cztonkow
poprzez stymulowanie ich zainteresowania, ciekawosci 1 atmosfery
konkurencyjnos$ci miedzy nimi. W zwigzku z tym zdecydowanie zaleca
si¢ kierownikom, aby zapewniali sprawny przeptyw informacji mig¢dzy
sobg a cztonkami zespotu, informujac ich o wszystkich wykonywanych
przez nich zadaniach i otrzymywanych wynikach. Ponadto kierownicy
dbaja, aby ich opinia nie byla znana i nie dopuszczaja, aby ewentualni
kierownicy narzucali swoje kryteria pozostalym degustatorom.

Kierownicy wzywaja degustatorow z odpowiednim wyprzedzeniem
i udzielaja im odpowiedzi na wszelkie pytania dotyczace przeprowadzania
oceny, ale powstrzymuja si¢ od sugerowania swoich opinii na temat
probek.

VM28

7.1.1. Zastepca kierownika zespotu

Kierownik zespotu degustatorow moze, w uzasadnionych przypadkach,
by¢ zastgpowany przez zastepce kierownika zespotu, ktory moze zaste-
powaé go w obowigzkach zwigzanych z przeprowadzaniem badan.
Zastepca musi mie¢ wszystkie niezbedne umiej¢tnosci wymagane od
kierownika zespotu.

7.2.  Degustatorzy

Osoby pelnigce funkcje degustatorow w ocenie organoleptycznych
wiasciwosci oliwy z oliwek wykonuja swoje zadania dobrowolnie. Zaleca
si¢ zatem kandydatom sktadanie wnioskow w formie pisemnej. Kandy-
daci s3 wybierani, szkoleni i nadzorowani przez kierownika zespotu,
z uwzglednieniem ich umiejgtnoéci w zakresie rozrdézniania podobnych
probek; nalezy pamigta¢, ze ich dokladno$¢ ulegnie poprawie dzigki
szkoleniom.

Degustatorzy muszg zachowywac si¢ jak prawdziwi obserwatorzy senso-
ryczni, odktadajac na bok swoje osobiste gusty i przedstawiajac jedynie
wrazenia, jakie odbierajg. W zwigzku z tym musza zawsze pracowac
W ciszy, w sposOb nierestrykcyjny i bez pospiechu, w pehni skupiajac
swoja sensoryczng uwage na poddawanej degustacji probcee.

Kazde badanie wymaga obecnosci 812 degustatorow, warto jest jednak
mie¢ kilku dodatkowych degustatorow w rezerwie, w razie potrzeby
zastgpienia nieobecnych degustatorow.

VY M26
8. WARUNKI BADANIA

8.1.  Prezentacja probki

Probki oliwy poddawanej analizie podaje si¢ w standardowych szklan-
kach do degustacji spelniajacych wymagania normy IOC/T.20/Doc. No 5
,»Glass for oil tasting”.

Szklanka zawiera 14—16 ml oliwy lub, jezeli szklanki maja by¢é wazone,
12,8-14,6 g oliwy i jest zakryta szklem zegarkowym.

Kazda szklanka oznaczona jest kodem skfadajacym si¢ z cyfr lub kombi-
nacji losowo wybranych liter i cyfr. Oznaczenia kodem dokonuje si¢ za
pomocg bezwonnego systemu.

8.2. Badanie i temperatura prébek

Podczas badania probki oliwy przeznaczone do degustacji przechowy-
wane sg w szklankach w temperaturze 28 °C + 2 °C. Temperature taka
wybrano, poniewaz obserwowanie roznic organoleptycznych w tej tempe-
raturze jest latwiejsze niz w temperaturze otoczenia 1 poniewaz
w nizszych temperaturach zwiazki aromatyczne charakterystyczne dla
tych rodzajéw oliwy sg stabo uwalniane, natomiast wyzsze temperatury
prowadza do powstawania substancji lotnych, charakterystycznych dla
ogrzewanych olejow. W celu uzyskania informacji na temat metody,
ktorg nalezy stosowa¢ do ogrzewania probek w szklankach, zob. norma
I0C/T.20/Doc. No 5 ,,Glass for Oil Tasting”.
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Temperatura w pomieszczeniu, w ktorym odbywa si¢ badanie, musi
wynosi¢ 20-25 °C (zob. norma I0C/T.20/Doc. No 6).

8.3.  Czas badania

Najlepsza pora na przeprowadzanie degustacji oliwy sa godzinny ranne.
Udowodniono, ze w ciagu dnia wystgpuja optymalne okresy percepcji
zmyshu smaku i zapachu. Positki sa poprzedzone okresem, w ktorym
wrazliwos$¢ zapachowo-smakowa wzrasta, natomiast po positku percepcja
ta maleje.

Kryterium to nie powinno jednak by¢ traktowane w sposob absolutny,
poniewaz uczucie glodu moze rozprasza¢ degustatoréw, wptywajac nieko-
rzystnie na ich zdolno$¢ dyskryminacyjna; zaleca si¢ zatem, aby degus-
tacje odbywaty si¢ migedzy godzing 10:00 rano a 12:00 w potudnie.

8.4.  Degustatorzy: ogélne zasady postepowania

Ponizsze zalecenia maja zastosowanie do postgpowania degustatorow
podczas ich pracy.

W przypadku wezwania przez kierownika zespotu do uczestniczenia
w ocenie organoleptycznej, degustatorzy powinni by¢ w stanie stawic
si¢ w uprzednio ustalonym terminie oraz powinni uwzgledni¢ nastgpujace
zalecenia:

— nie pali¢ papieroséw ani nie pi¢ kawy co najmniej na 30 minut przed
ustalonym terminem oceny;

— nie uzywa¢ zadnych substancji zapachowych, kosmetykow lub mydta,
ktorych zapach moglby utrzymaé si¢ do czasu badania; uzywad
bezzapachowego mydta do mycia rak, ktére nalezy nastgpnie optu-
kiwac i suszy¢ tak czesto, jak wymaga tego wyeliminowanie wszyst-
kich zapachow;

— nie je$¢ niczego co najmniej na godzing przed przeprowadzeniem
oceny;

— w przypadku zlego samopoczucia, w szczegdlnosci jezeli ma ono
wplyw na ich zmyst wechu lub smaku lub na skutek efektu psycho-
logicznego uniemozliwiajacego skupienie si¢ na pracy, degustatorzy
musza powstrzymac si¢ od przeprowadzenia degustacji
i poinformowac o tym kierownika zespotu;

— jezeli degustatorzy spetniaja powyzsze wymagania, zajmujg przydzie-
lone im miejsca w kabinach w sposob zdyscyplinowany, zachowujac
ciszg.

— muszg ostroznie przeczyta¢ instrukcje znajdujace si¢ w formularzu
oceny i nie przystgpowaé do badania probki, dopoki nie beda
w pelni przygotowani do wykonania tego zadania (zrelaksowani
i spokojni). W przypadku pojawienia si¢ jakichkolwiek watpliwosci
degustatorzy powinni na osobnosci zasiggna¢ rady kierownika
zespotu,

— podczas wykonywania swoich zadan musza zachowa¢ milczenie;

— aby nie zakloca¢ koncentracji 1 pracy swoich kolezanek
i kolegdw, degustatorzy zawsze wylaczaja swoje telefony komorkowe.

9. PROCEDURA OCENY ORGANOLEPTYCZNEJ 1 KLASYFIKACJA
OLIWY Z OLIWEK Z PIERWSZEGO TLOCZENIA

9.1.  Metoda degustacji
VY M29

9.1.1. Degustatorzy podnosza szklanke, nie zdejmujac z niej szkla zegarkowego,
i lekko ja przechylaja; nastgpnie w tej pozycji wykonuja petny obrot
szklanki, tak aby wnetrze szklanki byto w jak najwigkszym stopniu zwil-
zone. Po zakonczeniu tego etapu degustatorzy zdejmujg szklo zegarkowe
i wachajg probke, wykonujac powolne, glebokie oddechy w celu doko-
nania oceny oliwy. Wachanie oliwy nie powinno trwaé¢ dluzej niz
30 sekund. Jezeli w tym czasie degustator nie wyciaggnie zadnego
wniosku, musi zrobi¢ krotkg przerwe zanim podejmie kolejng probe.
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Po zakonczeniu badania zapachu degustatorzy oceniaja wrazenie
podpoliczkowe  (ogélne retronosowe wrazenie zapachu, smaku
i dotyku). Aby dokonaé takiej oceny, degustatorzy biora do ust. maty
lyk oliwy o objetosci okoto 3 ml. Niezwykle wazne jest rozprowadzenie
oliwy na catej powierzchni jamy ustnej, od przedniej czesci ust. i jezyka,
poprzez boczne obszary jamy ustnej, do tylnej czesci jamy oraz podnie-
bienia i gardta, poniewaz wiadomo jest, ze intensywno$¢ percepcji
smakow i wrazen dotykowych rozni si¢ w zaleznosci od obszaru jezyka,
podniebienia i gardla.

Nalezy podkresli¢, ze istotne jest bardzo powolne rozprowadzenie dosta-
tecznej iloSci oliwy na tylnej czgsci jezyka w kierunku podniebienia
i jednoczesne koncentrowanie si¢ na kolejnosci, w jakiej pojawiaja si¢
wrazenia goryczy 1 ostrego smaku. Jezeli degustator nie postapi w taki
sposob, w przypadku niektorych rodzajow oliwy oba te bodzce smakowe
moga umkna¢ jego uwadze lub ostry smak moze zagluszy¢ gorycz.

Krotkie, nastepujace po sobie oddechy i wcigganie powietrza ustami
pozwala degustatorowi nie tylko na rozprowadzenie w peini probki
w calej jamie ustnej, ale takze na wyczucie lotnych substancji aromatycz-
nych poprzez jame gardlowo-nosowa poprzez wymuszenie uzycia tej
czeSci jamy ustne;j.

N.B. Kiedy degustatorzy nie wyczuwaja owocowego smaku w probce
a intensywno$¢ decydujacej o zaklasyfikowaniu cechy negatywnej wynosi
co najwyzej 3,5, wowczas kierownik zespolu degustatorow moze podja¢
decyzjg¢, aby degustatorzy zbadali probke jeszcze raz w temperaturze
otoczenia (COI/T.20/Doc. No 6/Rev. 1, wrzesien 2007 r., sekcja 3 —
Ogoélne wskazowki dotyczace urzadzenia pomieszczenia, w ktorym
odbywa si¢ badanie), okreslajac jednocze$nie pojecie ,temperatura
otoczenia” i jego kontekst. Kiedy probka osiggnie temperature pomiesz-
czenia, degustatorzy badaja ja ponownie jedynie w celu sprawdzenia, czy
wyczuwaja w niej smak/zapach owocowy. Jesli tak, powinni oznaczy¢
jego intensywnos$¢ na skali.

Nalezy takze uwzgledni¢ wrazenie dotykowe zwigzane z pikantnoscig.
W tym celu zaleca si¢ polknigcie oliwy.

VY M26
T 912 Dokonujac organoleptycznej oceny oliwy z oliwek z pierwszego ttocze-
nia, zaleca si¢, aby podczas jednej sesji poddawaé ocenie nie wigcej niz
CZTERY PROBKI oraz aby przeprowadzaé¢ maksymalnie trzy sesje
w ciggu dnia w celu unikniecia efektu kontrastu, jaki moglby wystapic¢
w przypadku bezposredniej degustacji pozostatych probek.

Poniewaz nastgpujace po sobie degustacje powoduja zmgczenie lub utrate
wrazliwoséci spowodowang degustacja wczesniejszych probek, konieczne
jest stosowanie produktu, ktory usuwa z jamy ustnej pozostatosci oliwy
z poprzedniej degustacji.

Zaleca si¢ uzycie malego plasterka jablka, ktory po przezuciu mozna
wyplu¢ do spluwaczki. Nastepnie zaleca si¢ wyplukanie jamy ustnej
niewielkg iloSciag wody o temperaturze otoczenia. Migdzy zakonczeniem
jednej sesji a rozpoczgciem kolejnej nalezy odczekaé co najmniej 15
minut.

9.2.  Korzystanie z formularza oceny przez degustatoréw

Na rys. 1 w niniejszym zalgczniku przedstawiono wzor formularza oceny
przeznaczonego do uzytku przez degustatorow.

Kazdy degustator wchodzacy w sklad zespolu musi powachaé oliwe
bedaca przedmiotem badania, a nastgpnie dokonaé jej degustacii (V).
Nastgpnie musi zaznaczy¢ na dziesigciocentymetrowej skali udostegpnio-
nego formularza intensywno$¢ wrazen doznanych w odniesieniu do cech
negatywnych i pozytywnych.

(') Degustator moze powstrzyma¢ sie od degustacji oliwy, jezeli na podstawie samego
zapachu stwierdzi wystgpowanie niezwykle intensywnej cechy negatywnej; w takim
przypadku odnotowuje w formularzu oceny zaistnienie tej okoliczno$ci nadzwyczajne;j.
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Jezeli doznane przez degustatorow wrazenie odnosi si¢ do cechy nega-
tywnej niewymienionej w sekcji 4, podaja to w rubryce ,inne” przy
uzyciu terminu lub termindéw opisujacych te cechy z jak najwicksza
precyzja.

VY M28

9.3. Wykorzystanie danych przez kierownikéw zespolu degustatoréw

Kierownik zespotu zbiera formularze wypetnione przez kazdego
z degustatorow i dokonuje przegladu stopni intensywnosci przypisanych
do réznych cech. W przypadku stwierdzenia jakiejkolwiek nieprawidto-
wosci kierownicy zwracaja si¢ do degustatora z prosba o wprowadzanie
poprawek w jego formularzu oceny oraz, w razie potrzeby, o powtdrzenie
badania.

Kierownik zespotu wprowadza dane z oceny dostarczone przez kazdego
z degustatoréw do programu komputerowego, takiego jak program prze-
widziany w normie (IOC/T.20/Doc. No 15) w celu statystycznego obli-
czenia wynikow analizy w oparciu o obliczenie median tych wynikow.
Zob. pkt 9.4 i dodatek do niniejszego zalacznika. Wprowadzenie danych
dotyczacych jednej probki odbywa si¢ przy pomocy matrycy skladajacej
si¢ z 9 kolumn odpowiadajacych 9 cechom sensorycznym i n linijek
odpowiadajacych liczbie n cztonkow zespotu.

Jezeli co najmniej 50 % cztonkow zespotu odbierze dana cechg nega-
tywna i odnotuje ja w rubryce ,,inne”, kierownik zespotu oblicza mediang
takiej wady i otrzymuje odpowiednig klasyfikacje.

Wartos¢ odpornego wspodtczynnika zmiennosci okreslajacego klasyfikacje
(wada, ktorej cecha jest najwicksza intensywno$¢, i owocowy charakter)
musi by¢ nizsza lub réwna 20 %.

W przeciwnym wypadku kierownik zespotu musi powtdrzy¢ oceng danej
probki, przeprowadzajac druga degustacje.

W przypadku czgstego wystgpowania takiej sytuacji zaleca sig, aby
kierownik zespolu przeprowadzil wsrdd degustatorow dodatkowe szcze-
gotowe szkolenie (IOC/T.20/Doc. No 14, § 5) oraz aby skorzystal ze
wskaznika powtarzalnosci i wskaznika odchylen w celu sprawdzenia efek-
tywnosci zespotu (IOC/T.20/Doc. No 14, § 6).

VY M32
9.4.  Klasyfikacja oliwy

Oliwa klasyfikowana jest zgodnie z wymienionymi ponizej kategoriami,
w zaleznos$ci od mediany wad i mediany aromatu owocoéw. Mediang wad
okresla si¢ jako median¢ wady odebranej z najwigksza intensywnoscia.
Mediana wad 1 mediana aromatu owocOw przedstawiane sg
z doktadnoscia do jednego miejsca po przecinku.

Klasyfikacji oliwy dokonuje si¢ poprzez poréwnanie wartosci mediany
wad i mediany aromatu owocow z przedstawionymi ponizej przedzialami
odniesienia. Poniewaz przy ustalaniu poziomow przedziatdw uwzgled-
niono blad metody, uznaje si¢, iz poziomy te s3 ostateczne. Pakiety
oprogramowania umozliwiaja przedstawienie klasyfikacji w formie tabeli
danych statystycznych lub w formie wykresu.

a) Oliwa z oliwek najwyzszej jakoSci z pierwszego tloczenia: mediana
wad jest rowna 0,0, a mediana aromatu owocow jest wyzsza niz 0,0.

b) Oliwa z oliwek z pierwszego tloczenia: mediana wad jest wyZsza niz
0,0 ale nie przekracza 3,5, a mediana aromatu owocOw jest wyzsza niz
0,0.

c) Oliwa z oliwek z pierwszego ttoczenia typu lamparte: mediana wad
jest wyzsza niz 3,5 lub mediana wad jest nizsza lub réwna 3,5,
a mediana aromatu owocoéw jest rowna 0,0.
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Uwaga 1: Jezeli mediana cech dotyczacych goryczy lub ostrego smaku
jest wyzsza niz 5,0, kierownik zespolu zaznacza to na $wia-
dectwie badania oliwy z oliwek.

W przypadku analiz przeprowadzonych w ramach kontroli zgodnosci
przeprowadza si¢ jeden test. W przypadku sprzeczno$ci ocen nalezy
zorganizowaé przeprowadzenie dwoch ocen w roéznych sesjach. Wyniki
ocen z obu sesji muszg by¢ statystycznie jednorodne (zob. pkt 9.5). Jesli
tak nie jest, probke nalezy zbada¢ ponownie na dwoch sesjach. Osta-
teczng warto$¢ mediany cech decydujacych o zaklasyfikowaniu oblicza
si¢, stosujac srednia obu median.

VY M29
9.5.  Kryteria przyjmowania i odrzucania podwdjnych oznaczen
Zdefiniowany ponizej blad znormalizowany nalezy wykorzystywac

w celu ustalenia, czy dwa wyniki wykonanej dwa razy analizy sa staty-
stycznie jednorodne lub dopuszczalne:

_ |Me; — Me,|

VRN

Gdzie Me; i Me, to mediany otrzymane w wyniku dwoch analiz (odpo-
wiednio pierwszej i drugiej) a U; i U, to niepewnosci rozszerzone uzys-
kane dla tych dwoch wartosci, obliczone w sposob nastepujacy, zgodnie
z dodatkiem:
(CV,. x Mey)

100
Dla niepewnosci rozszerzonej, ¢ = 1,96; stad

U; = 0,0196 x CV, x M

gdzie CV, jest odpornym wspdtczynnikiem zmiennosci.

Uy =c x s* and s* =

Aby mozna bylo stwierdzi¢, ze dwie otrzymane wartosci nie réznia si¢
pod wzgledem statystycznym, E, nie moze by¢ wigksze od 1,0.
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Rysunek 1
FORMULARZ OCENY OLIWY Z OLIWEK Z PIERWSZEGO TLOCZENIA

Intensywnos¢ percepcji wad

Zlezaty/blotnisty osad

Stechty/wilgotny/ziemisty

Winny/octowy
kwasny/cierpki

Przemrozone oliwki

(wilgotne drewno)

Zjetczaty

Pozostate cechy negatywne:

Cecha: Metaliczny [0 Zapach siana [1 ~ Zapach robaczywych owocow [J
Szorstkie wrazenie [

Smak solanki [J  Zapach gotowania lub spalenizny [
Zapach wody pochodzenia roslinnego [J

Zapach ostnicy [0~ Smak ogérka [0~ Zapach smaru [J
Intensywnos¢ percepcji cech pozytywnych

Owocowy

Niedojrzaty [l Dojrzaty [

Gorzki

Ostry

Nazwisko degustatora: Kod degustatora:
Kod probki:

Podpis:
Data:

Uwagi:
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Dodatek
Metoda obliczania mediany i przedzialéw ufnosci
Mediana

Me =[p (X <x,) <%"p (X <x,)27%]

Mediang okresla si¢ jako liczbe rzeczywista X, scharakteryzowana w ten
sposOb, ze prawdopodobienstwo (p) przyjecia przez zmienng losowa
o rozkladzie (X) wartosci ponizej tej liczby (X,,) jest mniejsze lub rowne 0,5
i jednoczesnie prawdopodobienistwo (p) przyjecia przez zmienng losowa
o rozktadzie (X) warto$ci mniejszej lub rownej X, jest rowne lub wigksze niz
0,5. Bardziej praktyczna definicja okresla mediane jako 50. percentyl rozktadu
zestawu liczb uszeregowanych w porzadku rosngcym. Ujmujac prosciej, mediana
okresla warto$¢ srodkowa w uporzadkowanym zbiorze liczb o nieparzystej iloSci
elementow lub wartos$¢ $rednig dwoch wartosci srodkowych w uporzadkowanym
zbiorze liczb o parzystej ilosci elementow.

Odporne odchylenie standardowe

Aby uzyska¢ wiarygodne oszacowanie zmiennos$ci wokot mediany, nalezy zasto-
sowa¢ metod¢ szacowania odpornego odchylenia standardowego Stuarta
i Kendalla (4). Przedstawiony ponizej wzor wskazuje asymptotyczne odchylenie
standardowe, tj. odporng warto$¢ szacunkowg zmienno$ci rozwazanych danych,
gdzie N jest liczba obserwacji, a IQR przedzialem miedzykwartylowym, ktory
pokrywa doktadnie 50 % przypadkow losowania z danego rozktadu prawdopo-
dobienstwa:

. 1,25 xIQR
§f =—
1,35 x VN

Przedzial migdzykwartylowy oblicza si¢ jako wielkos¢ roéznicy pomiedzy
75. a 25. percentylem.

IQR = 75. percentyl — 25. percentyl

gdzie percentyl to warto$¢ X,. okreslona w taki sposob, ze prawdopodobiefistwo
(p) przyjecia przez zmienng losowg wartosci ponizej X, jest nie wigksze niz
okreslona setna czg$¢ i jednocze$nie prawdopodobienstwo (p) przyjecia przez
zmienng losowa wartosci nizszej lub réwnej X, jest wigksze lub rowne danej
setnej czesci. Setna okresla przyjety stopien rozktadu. W przypadku mediany jest
to 50/100.

n
percentyl = [p (X < x,.) < 700 X <xe) =

Ze wzgledow praktycznych percentyl jest warto$cig rozktadu odpowiadajaca
okreslonej powierzchni pod wykresem rozkladu lub jego funkcji gestosci. Na
przyktad 25. percentyl reprezentuje warto$¢ rozkladu odpowiadajaca polu
rownemu 0,25 Iub 25/100.

W tej metodzie percentyle obliczane sa na podstawie wartosci rzeczywistych,
ktore znajduja si¢ w macierzy danych (procedura obliczania percentyli).

Odporny wspétczynnik zmiennosci (%)

Odporny wspotczynnik zmiennosci CVr% odpowiada wielkosci niemianowanej,
ktora wskazuje procentowa zmienno$¢ zbioru analizowanych liczb. Z tego
powodu jest wielkoscig bardzo uzyteczng przy sprawdzaniu wiarygodnosci
oceniajacych bedacych cztonkami zespotu.

S*
Me

CV, =-—x 100
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Przedzialy ufnosci mediany na poziomie 95 %

Przedziaty ufnoéci na poziomie 95 % (warto$¢ btgdu pierwszego rodzaju réwna
jest 0,05 lub 5 %) odpowiadaja zakresowi, w ktorym warto$¢ mediany mogtaby
si¢ zmienia¢, gdyby bylo mozliwe powtarzanie do$wiadczenia nieskonczong
liczbg razy. W praktyce oznacza to zakres zmiennosci testu w przyjetych warun-
kach operacyjnych, wychodzac z zatoZenia, ze mozliwe jest wielokrotne powta-
rzanie oceny. Przedzial ufno$ci pomaga oceni¢ wiarygodnos¢ oceny, tak jak
w przypadku odpornego wspolczynnika zmiennosci.

C1. gy = Me + (c x s%)

C1.gopy = Me — (c x 5¥)

gdzie C = 1,96, w przypadku przedziatu ufnosci na poziomie 95 %.

Przyklad zestawienia obliczen przedstawiono w zalaczniku I do normy I0OC/T
20/Doc. No 15.
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1.1.

1.2.

2.2.

2.3.

2.4.

ZALACZNIK XV
ZAWARTOSC OLEJU W POZOSTALOSCI Z OLIWEK

ZAWARTOSC OLIWY W WYTLOCZKACH OLIWKOWYCH
Aparatura

— odpowiednia aparatura ekstrakcyjna wyposazona w kolbe stozkowa
z okraglym dnem o pojemnosci 200-250 ml,

— elektrycznie podgrzewana taznia (np. taznia piaskowa, taznia wodna) lub
plytka grzejna,

— waga analityczna,
— piec regulowany do maksymalnie 80 °C,

— elektrycznie podgrzewany piec wyposazony w urzadzenie termosta-
tyczne regulowane do 103 + 2 °C, ktéry mozna omiata¢ strumieniem
powietrza lub obstugiwa¢ pod obnizonym ci$nieniem,

— miynek mechaniczny, fatwy do czyszczenia, ktory umozliwia zmielenie
wytloczkow oliwkowych bez podwyzszenia ich temperatury i bez jakiej-
kolwiek innej stwierdzanej zmiany zawartosci w ich wilgoci, substancji
lotnych lub substancji ulegajacych ekstrakcji przy uzyciu heksanu,

— gilza do ekstrakcji i bawetna lub bibula filtracyjna, z ktorych usunigto
juz substancje ulegajace ekstrakcji heksanem,

— suszarka laboratoryjna,
— sito o otworach o $rednicy 1 mm,
— male czastki weze$niej wysuszonego pumeksu,

Odczynnik

Normalny heksan, czysto$ci technicznej, po ktérym zostaje mniej niz
0,002 g pozostatosci na 100 ml po pelnym odparowaniu.

PROCEDURA

. Przygotowanie probki do badania

W razie potrzeby wykorzysta¢ mtynek mechaniczny, ktory zostat uprzednio
odpowiednio oczyszczony, do zmielenia probki laboratoryjnej w celu
rozdrobnienia jej do czastek, ktore mogg catkowicie przej$¢ przez sito.

Wykorzysta¢ okoto jednej dwudziestej probki, aby dokonczy¢ proces czysz-
czenia mlynka, odrzuci¢ zmielony materiat, zemle¢ pozostatos¢ i zebrac ja,
starannie wymiesza¢ i niezwlocznie podda¢ analizie.

Badana porcja

Natychmiast po zakonczeniu operacji mielenia odwazy¢ okoto 10 g probki
do zbadania z doktadnoscia do 0,01 g.

Przygotowanie gilzy do ekstrakcji

Umiesci¢ porcj¢ badang w gilzie i zatka¢ t¢ ostatnia bawelng. W razie
stosowania bibuly filtracyjnej owing¢ nia porcje badana.

Wstepne suszenie

W przypadku, gdy wyttoczki oliwkowe sa bardzo wilgotne (tj. ilo$¢ zawartej
w nich wilgoci i substancji lotnych przekracza 10 %), przeprowadzié
wstepne suszenie przez umieszczenie napetnionej gilzy do ekstrakcji (lub
bibuly filtracyjnej) w piecu podgrzewanym przez odpowiedni czas do nie
wigeej niz 80 °C w celu zmniejszenia zawarto$ci wilgoci i substancji
lotnych do mniej niz 10 %.
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2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

Przygotowanie kolby stozkowej z okraglym dnem

Odwazy¢ z doktadnosciag do 1 mg kolbe stozkowa zawierajacg jedng lub
dwie czastki pumeksu, wczesniej wysuszong w piecu w temperaturze 103 +
2 °C i schtodzong w suszarce laboratoryjnej przez nie mniej niz jedng
godzing.

Wstepna ekstrakcja

Do aparatury ekstrakcyjnej wprowadzi¢ gilze (lub bibule filtracyjng) zawie-
rajaca porcj¢ badang. Wla¢ do kolby stozkowej wymagang ilos¢ heksanu.
Podtaczy¢ kolbg do aparatury ekstrakcyjnej i umiescic¢ cato$é na elektrycznie
podgrzewanej tazni. Wyregulowaé szybkos$¢ podgrzewania w taki sposob,
aby szybkos$¢ odcieku nie byla nizsza od trzech kropli na sekunde¢ (umiar-
kowane, nie gwaltowne podgrzewanie). Po ekstrakcji przez cztery godziny
pozostawi¢ catos¢ do schlodzenia. Usunaé gilz¢ z aparatury ekstrakcyjnej
i umiesci¢ ja w strumieniu powietrza, aby odprowadzi¢ wigkszo$¢ impreg-
nujacego rozpuszczalnika.

Druga ekstrakcja

Wsypa¢ zawarto$¢ gilzy do mikromtynka i zemle¢ jak najdrobniej. Zwrocié
zmielong mieszaning do gilzy bez straty i umiesci¢ ja z powrotem
w aparaturze ekstrakcyjne;j.

Kontynuowac ekstrakcje¢ przez nastgpne dwie godziny przy uzyciu tej samej
okraglodennej kolby stozkowej zawierajacej wstepny ekstrakt.

Roztwor powstaty w kolbie ekstrakcyjnej musi si¢ sklarowaé. Jezeli tak si¢
nie stanie, nalezy go kilka razy przefiltrowa¢ przez bibulg filtracyjng i kilka
razy wymy¢ pierwotng kolbg i bibule filtracyjng kilka razy przy pomocy
heksanu. Zebra¢ filtrat i rozpuszczalnik zastosowany do przemywania do
drugiej okraglodennej kolby stozkowej, ktora zostata uprzednio wysuszona
i wytarowana z dokladnoscia do 1 mg.

Usunigcie rozpuszczalnika i odwazenie ekstraktu

Usuna¢ wigksza czg§¢ rozpuszczalnika przez destylacje na elektrycznie
podgrzewanej tazni. Usuna¢ ostatnie $lady rozpuszczalnika przez podgrze-
wanie kolby stozkowej w piecu w temperaturze 103 + 2 °C przez 20 minut.
Pomoéc procesowi eliminacji przez wdmuchiwanie w pewnych odstepach
czasu albo powietrza albo — w najkorzystniejszej sytuacji — gazu obojet-
nego, badz tez przy uzyciu obnizonego ci$nienia.

Pozostawi¢ kolbe stozkowa w suszarce laboratoryjnej do schtodzenia, przez
co najmniej jedng godzing i zwazy¢ z dokladnoscia do 1 mg.

Ponownie podgrzewa¢ przez 10 minut na takich samych zasadach, schtodzi¢
w suszarce laboratoryjnej i zwazy¢ jeszcze raz.

Roéznica migdzy dwoma wazeniami nie moze przekroczy¢ 10 mg. W razie
takiego przekroczenia podgrzewac substancj¢ ponownie przez okresy do
10 minut, po czym nalezy ja schlodzi¢ i zwazy¢ do uzyskania roznicy
masy 10 mg lub mniejszej. Odnotowaé ostatnig mas¢ kolby stozkowe;.

Przeprowadzi¢ dwa oznaczenia probki badane;j.

PRZEDSTAWIENIE WYNIKOW

. Metoda obliczen i wzor

a) Ilos¢ ekstraktu jako odsetek masy otrzymanego produktu wynosi:
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gdzie: S = jest odsetkiem masowym otrzymanego produktu,
m, = jest masa, w gramach, porcji badanej,

m; = jest masa, w gramach, ekstraktu po wysuszeniu.

Jako wynik przyja¢ $rednig arytmetyczng z dwoch oznaczen, pod warun-
kiem spetnienia warunkéw powtarzalnosci.

Przedstawi¢ wynik z doktadnoscia do jednego miejsca po przecinku.

b) Ilo§¢ ekstraktu wyraza si¢ w odniesieniu do suchej substancji zgodnie
z nastgpujacym wzorem:

100
S x T0 -0 — zawartosc procentowa oleju w ekstrakcie dla suchej masy

gdzie: S = to odsetek ekstraktu na podstawie otrzymanego produktu
(patrz a),
U = jest zawarto$cig wilgoci i substancji lotnych.
3.2. Powtarzalnos¢

Roéznica miedzy dwoma oznaczeniami wykonanymi réwnoczes$nie lub
szybko jedno po drugim przez tego samego analityka nie moze przekraczaé
0,2 g ekstraktu heksanu na 100 g probki.

W razie niespelnienia tego warunku powtorzy¢ analize na dwoch innych
porcjach badanych. Jezeli takze w tym przypadku rdéznica przekracza 0,2 g,
przyja¢ wynik jako $rednig arytmetyczng z czterech wykonanych oznaczen.
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2.1.

4.1.

4.2.

4.3.

44.

4.5.

4.6.

5.1

5.2

ZALACZNIK XVI
OZNACZENIE LICZBY JODOWEJ

ZAKRES

Niniejsza norma mi¢dzynarodowa okresla metod¢ oznaczania liczby jodowej
thuszczéw 1 olejow zwierzgcych i rodlinnych, zwanych dalej thuszczami.

DEFINICJA

Do celéw niniejszej normy migdzynarodowej ma zastosowanie nastgpujaca
definicja:

liczba jodowa Masa jodu wchionigta przez probke, w warunkach postgpo-
wania okre$lonych w niniejszej normie miedzynarodowe;.

Liczbg jodowa wyraza si¢ jako liczb¢ gramoéw jodu na 100 g probki.

ZASADA

Rozpuszczanie porcji badanej w rozpuszczalniku i dodanie odczynnika
Wijsa. Po okre§lonym czasie dodanie roztworu jodku potasu i wody oraz
miareczkowanie uwolnionego jodu przy uzyciu roztworu tiosiarczanu sodu.

ODCZYNNIKI

Wszystkie odczynniki musza by¢ odczynnikami o uznanej czystosci do
analiz:

woda spelniajagca wymagania normy ISO 3696, stopien 3.
Jjodek potasu, roztwor 100 g/l, niezawierajacy jodanu ani wolnego jodu.
skrobia, roztwor.

Zmiesza¢ 5 g skrobi rozpuszczalnej z 30 ml wody, doda¢ t¢ mieszaning do
1000 ml wrzacej wody, gotowac przez trzy minuty i odstawi¢ do schio-
dzenia.

tiosiarczan sodu, mianowany roztwor objetosciowy ¢ (Na,S,0; - SH,0) =
0,1 mol/l, standaryzowany nie wczesniej niz siedem dni przed uzyciem.

rozpuszczalnik, przygotowany przez zmieszanie réwnych ilosci cyklohe-
ksanu i kwasu octowego.

odczynnik Wijsa, zawierajacy monochlorek jodu w kwasie octowym. Nalezy
zastosowa¢ odczynnik Wijsa dostgpny w handlu.

APARATURA

Zwykta aparatura laboratoryjna, w szczegdlnosci nastepujaca:

szklane szufelki do odwazania substancji, nadajace si¢ do pobrania porcji
badanej i wprowadzenia jej do kolb (6.2).

kolby stozkowe, o pojemnosci 500 ml, wyposazone w szlifowane korki
szklane i catkowicie suche.

PRZYGOTOWANIE PROBKI BADANEJ

Homogenizowang probke suszy si¢ nad siarczanem sodowym i filtruje.

PROCEDURA

. Porcja badana

Masa porcji badanej zmienia si¢ w zaleznosci od spodziewanej liczby jodo-
wej, jak przedstawiono w tabeli 1.
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7.2.

7.3.

Tabela 1
Oczekiwana liczba jodowa Masa badanej probki

ponizej 5 3,00

5 do 20 1,00

21 do 50 0,40

51 do 100 0,20

101 to 150 0,13
151 do 200 0,10

Badang probke nalezy odwazy¢ z doktadnoscia do 0,1 mg na szklanej szalce
G.D).

Oznaczanie

Badang probke umiesci¢ w kolbie o pojemnosci 500 ml (6.2). Doda¢ 20 ml
rozpuszczalnika (4.5), w celu rozpuszczenia thuszczu. Doda¢ doktadnie
25 ml odczynnika Wijs’a (4.6), zakorkowaé, zawarto$¢ zawirowac
i umiesci¢ kolbe w ciemni. Do odczynnika Wijs’a nie wolno uzywac pipety
doustne;j.

Podobnie nalezy przygotowaé Slepa probe z  rozpuszczalnikiem
i odczynnikiem, lecz z pominigciem badanej probki.

W przypadku probek o liczbie jodowej ponizej 150, kolby nalezy pozos-
tawi¢ na godzing w ciemni; probki o liczbie jodowej powyzej 150 oraz

produkty poddane polimeryzacji lub utlenione w znacznym stopniu nalezy
pozostawi¢ na dwie godziny.

Pod koniec okreslonego czasu, do kazdej kolby nalezy doda¢ 20 ml
roztworu jodku potasu (4.2) oraz 150 ml wody (4.1).

Miareczkowac przy pomocy standardowego roztworu pomiarowego tiosiar-
czanu sodu (4.4) az do momentu, kiedy zotte zabarwienie od jodyny stanie
si¢ prawie niewidoczne. Doda¢ kilka kropli roztworu skrobiowego (4.3)
i kontynuowa¢ miareczkowanie do chwili, w ktorej niebieskie zabarwienie
zniknie po bardzo energicznym wstrzasnigciu.

Uwaga: Dopuszczalne jest oznaczanie potencjometryczne punktu konco-
wego.

Liczba oznaczen
Jedng probke analityczng oznacza si¢ dwukrotnie.
Wyrazanie wynikow

Liczbg jodowa podaje si¢ za pomoca wzoru

12,69 ¢ (V, — V,)

m

gdzie:

¢ = warto$¢ liczbowa dokladnego stezenia uzytego standardowego
roztworu pomiarowego tiosiarczanu sodu (4.4), wyrazona w molach
na litr;

V, = warto$¢ liczbowa objetosci standardowego roztworu pomiarowego
tiosiarczanu sodu (4.4) uzytego do Slepej proby, wyrazona
w mililitrach;
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V, = warto$¢ liczbowa objetosci standardowego roztworu pomiarowego
tiosiarczanu sodu (4.4) uzytego do oznaczenia, Wwyrazona
w mililitrach;

m = warto$¢ liczbowa masy badanej probki (7.1), wyrazona w gramach.

Wynik bedzie $rednig arytmetyczna z dwoch oznaczen, pod warunkiem
spelnienia wymogu w zakresie powtarzalnosci (9.2).
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VM1l
ZALACZNIK XVII

METODA OZNACZANIA STIGMASTADIENOW W OLEJACH
ROSLINNYCH

1. CEL

oznaczanie stigmastadienéw w olejach roslinnych o niskim stgzeniu tych
weglowodorow, w szczegolnosci w oliwie z oliwek pierwszego tloczenia
i surowej oliwie z wytloczyn oliwek.

2. ZAKRES

norma moze by¢ stosowana do wszystkich olejow ro$linnych, chociaz
wyniki pomiarow sa pewne tylko przy zawartosci tych weglowodorow
migdzy 0.01 i 4.0 mg/kg. Metoda ta jest szczegoélnie przydatna do wykry-
wania obecnosci rafinowanych olejéow roslinnych (z oliwek, wytloczyn
oliwek, stonecznika, palmy itd.) w oliwie z oliwek pierwszego tloczenia,
poniewaz oleje rafinowane zawierajg stigmastadieny, a oliwy z pierwszego
tloczenia ich nie zawieraja.

3. ZASADA

wyodrebnienie substancji niezmydlajacych sie. Oddzielenie steroidowej
frakcji weglowodorowej przez chromatografie kolumnowsg na zelu krze-
mionkowym 1 analiza przez kapilarng chromatografi¢ gazows.

4. APARATURA
4.1.  Kolby 250 ml nadajace si¢ do uzycia z chtodnicg zwrotna.

4.2. Rozdzielacze o pojemnosci 200 ml.
4.3. 100 ml kolby okraglodenne.
4.4. Wyparka obrotowa.

4.5.  Szklana kolumna chromatograficzna (o $rednicy wewngtrznej 1,5 do 2 cm
na 50 cm dlugosci) z teflonowym gwintownikiem oraz zatyczka z waty
szklanej lub krazkiem ze spiekanego szkla na dnie. W celu przygotowania
kolumny z zelu krzemionkowego wla¢ heksan do kolumny chromatogra-
ficznej na wysokos¢ okoto 5 cm, a nastgpnie wypelié¢ zawiesing zelu
krzemionkowego w heksanie (15 g w 40 ml) za pomoca heksanu podzie-
lonego na czgsci. Odstawi¢ do opadnigcia i zakonczy¢ osadzanie, stosujac
lekkie drgania. Doda¢ bezwodny siarczan sodowy do wysokosci okoto
0,5 cm, na koniec wymy¢ nadmiar heksanu.

4.6.  Chromatograf gazowy z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym, nastrzyk
z dzieleniem strumienia lub zimny nakolumnowy wtryskiwacz i piec
programowalny z dokfadnos$cig do + 1 C.

4.7. Kolumna kapilarna ze stopionej krzemionki do chromatografii gazowej
(o $rednicy wewngtrznej 0,25 lub 0,32 mm na 25 cm diugosci pokryta
5 %-fenylometylosilikonowa faza, o grubosci filmu 0,25 mm.

Uwaga 1:

Mozna uzy¢ innych kolumn o podobnej lub niZszej biegunowosci.
4.8. Integrator-rejestrator z trybem integracji dolina-dolina.

4.9. 5-10 pl mikrostrzykawka do chromatografii gazowej z umocowana na
state iglg.

4.10. Elektryczny plaszez grzejny lub gorace miejsce.
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VM1l
5. ODCZYNNIKI

Wszystkie odczynniki muszg by¢ jakosci analitycznej, chyba ze okreslono
inaczej. Uzywana woda musi by¢ wodg destylowang lub woda
o poréwnywalnym stopniu czystosci.

VY M32

T 5.1. Heksan lub mieszanina alkanéw o przedziale temperatury wrzenia 65 do
70 °C, destylowana w kolumnie rektyfikacyjnej. Heksan mozna zastapi¢
izooktanem (2,2,4-trimetylopentanem o klasie czystosci do chromatogra-
fii), o ile osiagni¢to pordwnywalne warto$ci precyzji, a pozostalosci po
odparowaniu 100 ml rozpuszczalnika mozna kontrolowa¢. Rozpuszczal-
niki o temperaturze wrzenia wyzszej niz n-heksan odparowuja dtuzej. Sa
jednak preferowane ze wzglgdu na toksyczno$¢ heksanu.

VYMi1
5.2. 96 % (procent objetosciowy) alkoholu etylowego.

5.3.  Bezwodny siarczan sodu.

5.4. 10-procentowy alkoholowy roztwor wodorotlenku potasu. Doda¢ 10 ml
wody do 50 g wodorotlenku potasu, wymiesza¢, a nastgpnie rozpusci¢
mieszank¢ w etanolu do 500 ml.

Uwaga 3:

Alkoholowy potaz brazowieje przy przechowywaniu. Powinien by¢ przy-
gotowywany $wiezy kazdego dnia i trzymany w dobrze zakorkowanych
butelkach z ciemnego szkta.

5.5.  Zel krzemionkowy 60 do chromatografii kolumnowej, siatka 70 do 230
(Merck, nr referencyjny 7734 lub podobny).

Uwaga 4:

Zazwyczaj mozna uzywac zelu krzemionkowego prosto z pojemnika bez
zadnej obrobki. Jednakze niektore partie zelu krzemionkowego moga
wykazywac niska aktywno$¢, ktora daje w rezultacie zte wyniki oddzie-
lania chromatograficznego. W takich okoliczno$ciach nalezy postapi¢
w nastgpujacy sposob: Aktywowac zel krzemionkowy podgrzewajac go,
przez co najmniej cztery godziny w temp. 550 C. Po podgrzaniu umiesci¢
zel krzemionkowy w eksykatorze na czas stygniecia, a potem przenie$¢ go
do zakorkowanej kolby. Doda¢ 2 % wody i potrzasa¢, dopoki wszystkie
grudki nie zostang rozbite, a proszek bedzie swobodnie ptywal.

Jezeli ktora§ partia zelu krzemionkowego daje chromatogramy
o interferujacych pikach, nalezy z nim postgpi¢ jak wyzej. Alternatywsa
moze by¢ uzycie zelu krzemionkowego 60 o wyjatkowym stopniu czys-
tosci (Merck, nr 7754).

5.6.  Roztwor podstawowy (200 czesci na milion, ang. ppm) cholesta-3,5-dienu
(Sigma, czystos¢ 99 %) w heksanie (10 mg w 50 ml).

5.7.  Roztwér mianowany heksanu cholesta-3,5-dienu w stgzeniu 20 czg¢$ci na
milion (ppm), otrzymanym przez rozcienczenie powyzszego roztworu.

Uwaga 5:
Roztwory 5.6 i 5.7 sa trwale przez okres czterech miesigcy, jezeli prze-
chowuje si¢ je w temperaturze nizszej niz 4 °C.

5.8.  Roztwor n-nonakozanu w heksanie w stgzeniu okoto 100 czg$ci na milion.

5.9. Gaz no$ny do chromatografii: hel lub wodor o 99,9990 % czystosci.

5.10. Gazy pomocnicze do detektora plomieniowo-jonizacyjnego: wodor
0 99,9990 % czystosci i oczyszczone powietrze.
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VY Mi11
6. PROCEDURA
6.1. Przygotowanie substancji niezmydlajacej si¢

6.1.1. Odwazy¢ 20 + 0.1 g oliwy do 250-ml kolby (4.1), doda¢ 1 ml roztworu
podstawowego cholesta-3,5-dienu (20 pg) i 75 ml 10-procentowego alko-
holowego potazu, dopasowa¢ chlodnicg¢ zwrotna, i1 podgrzewaé do
lekkiego wrzenia przez 30 minut. Zdja¢ kolb¢ z probka z ognia
i odstawi¢, zeby nieco ostygla (nie wolno dopusci¢ do zupelnego ostyg-
nigcia, poniewaz probka zestali si¢). Doda¢ 100 ml wody i przenies¢
roztwor do rozdzielacza (4.2) przy pomocy 100 ml heksanu. Wstrzasa¢
mieszaning energicznie przez 30 sekund i odstawi¢ do oddzielenia.

Uwaga 6:

Jesli powstanie zawiesina, ktora nie zniknie w szybkim czasie, doda¢ mate
ilosci alkoholu etylowego.

6.1.2. Przenie$¢ fazg wodng do drugiego rozdzielacza i ponownie ekstrahowac
za pomoca 100 ml heksanu. Jeszcze raz zla¢ nizsza faze i wymy¢
ekstrakty heksanu (potaczone w kolejnym rozdzielaczu) trzy razy
uzywajac 100 ml mieszaniny etanol-woda (1:1) za kazdym razem, dopoki
pH nie stanie si¢ obojetne.

6.1.3. Przepusci¢ roztwor heksanu przez bezwodny siarczan sodowy (50 g),
wymy¢ 20 mililitrami heksanu i odparowywa¢ w wyparce obrotowej
w temperaturze 30 °C pod zmniejszonym ci$nieniem az do suchosci.

6.2. Oddzielenie sterydowej frakcji weglowodorowej

6.2.1. Zebra¢ pozostalos¢ do kolumny frakcjonujacej przy pomocy dwoéch 1-ml
porcji heksanu, wprowadzi¢ probke na kolumne¢ pozwalajac, zeby poziom
roztworu obnizyt si¢ do goérnej powierzchni siarczanu sodowego
i rozpoczag¢ wymywanie chromatograficzne heksanem przy predkosci
przeptywu okoto 1 ml/min. Odrzuci¢ pierwszych 25-30 ml eluatu,
potem zebra¢ nastgpnych 40 ml frakcji. Po zebraniu przenies¢ t¢ frakcje
do 100-ml kolb okragtodennych.

Uwaga 7:

Pierwsza frakcja zawiera weglowodory nasycone (rys la), a druga frakcja
steroidowe. Dalsze wymywanie daje skwalen i pokrewne zwiazki. W celu
uzyskania dobrego oddzielenia weglowodoréw nasyconych od steroido-
wych, niezbedna jest optymalizacja objgtosci frakcji. W tym celu nalezy
dostosowac objetos¢ pierwszej frakeji tak, zeby przy analizowaniu drugiej
frakcji piki reprezentujace weglowodory nasycone byly niskie (patrz rys.
1c); jezeli nie pojawiajg si¢ one, ale natezenie wzorcowego piku jest
niskie, objetos¢ powinna zosta¢ zmniejszona. Zreszta catkowite oddzie-
lenie komponentéw pierwszej frakcji od drugiej nie jest potrzebne,
poniewaz w czasie analizy przez chromatografic gazowa piki nie nakfa-
daja si¢ na siebie, jezeli warunki chromatografii gazowej sa takie, jak
wskazano w ppkt 6.1.3. Optymalizacja objetosci drugiej frakcji nie jest
generalnie potrzebna, jako ze istnieje dobra separacja z dalszymi sktadni-
kami. Niemniej jednak wystgpienie duzego piku przy okoto 1,5 minuty
krotszym czasie retencji niz normalny jest spowodowane przez skwalen
i jest oznakg zfej separacji.

6.2.2. Odparowa¢ drugg frakcj¢ w wyparce obrotowej w temperaturze 30 °C pod
zmniejszonym ci$nieniem do suchosci i natychmiast rozpusci¢ pozostatosé
w 0,2 ml heksanu. Przechowywa¢ roztwor w lodéwce do czasu analizy.

Uwaga §:

Pozostatosci ppkt 6.1.3 1 6.2.2 nie powinny by¢ przechowywane na sucho
i w temperaturze pokojowej. Zaraz po otrzymaniu nalezy doda¢ rozpusz-
czalnik, a roztwory przechowywaé w lodoéwce
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6.3. Chromatografia gazowa

6.3.1. Warunki pracy podzielonej iniekcji:
— temperatura iniektora: 300 °C,
— temperatura detektora: 320 °C,

— integrator-rejestrator: parametry integracji powinny by¢ ustalone tak,
zeby oszacowanie pol bylo wilasciwe. Zalecany jest tryb integracji
dolina-dolina.

— czulo$¢: okoto 16 razy wigksza od minimalnego tlumienia,
— 1iloé¢ wprowadzonego roztworu: 1 pl,

— temperatury programowania pieca: na wstgpie 235 °C przez szes¢
minut, potem zwigkszanie o 2 °C na minut¢ do 285 °C,

— 1iniektor z rozdzielaczem przeptywu 1:15,
— nosnik: hel lub wodér o cisnieniu okoto 120 kPa.

Warunki te muszg by¢ dostosowane do wlasciwosci chromatografu
i kolumny, tak, zeby chromatogramy speinialy nast¢pujace wymagania:
wewngtrzny pik standardowy w ciggu okoto pigciu minut od czasu poda-
nego w ppkt 6.3.2., wewnetrzny pik standardowy powinien byé w co
najmniej 80 % pelnej skali.

Uktad chromatografii gazowej musi zosta¢ sprawdzony przez wstrzyk-
nigcie mieszanki podstawowego roztworu cholestadienu (5.6) i roztworu
n-nonakozanu (5.8). Pik cholesta-3,5-dienu musi pojawic¢ si¢ przed pikiem
n-nonakozanu (rys. 1c); jezeli tak si¢ nie dzieje, mozna podja¢ dwa dzia-
tania: zmniejszy¢ temperature pieca lub uzy¢ mniej polarnej kolumny.

6.3.2. Identyfikacja piku

Wewnegtrzny standardowy pik pojawia si¢ w okoto 19 minucie, a 3,5-
stigmastadien we wzglednym czasie retencji 1,29 (patrz rys. 1b). 3,5-stig-
mastadien pojawia si¢ z matymi iloSciami izomeru i zazwyczaj oba
wymywaja si¢ razem jako pojedynczy pik chromatograficzny. Niemniej
jednak, jezeli kolumna jest zbyt polarna lub wykazuje duza rozdzielczo$¢,
izomer moze pojawi¢ si¢ jako maty pik przed pikiem stygmasta-3,5-dienu
(rys. 2). Aby zagwarantowac, ze stigmastadieny beda eluowane jako jeden
pik, nalezatoby kolumneg zastapi¢ kolumng albo mniej polarng albo
kolumng o wigkszej $rednicy wewngtrzne;j.

Uwaga 9:

Stigmastadieny odniesienia moga by¢ otrzymane z analizy jakiego$ rafi-
nowanego oliwy roslinnego przez uzycie mniejszej ilosci probki (1 do
2 g). Stigmastadieny daja wystajacy i tatwo rozpoznawalny pik.

6.3.3. Analiza ilosciowa

Zawarto$¢ stigmastadienow jest okreslana wedlug wzoru:

A,

M,
A, x M

Dodaje si¢ zat. XVII w brzmieniu:

X | X

C 0
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gdzie: A, = pole piku stigmastadiendéw (jezeli pik jest rozdzielony na
dwa izomery, suma pol tych dwoch pikow),
A, = pole wewnetrznego standardu (cholestadien),
M, = masa standardu dodanego, w mikrogramach,
M, = masa uzytej oliwy, w gramach.
Granica wykrycia: okoto 0,01 mg/kg.
VYM32

Uwaga 10:

W przypadku gdy stigmastadieny wystepuja w stgzeniach wyzszych niz
4 mg/kg, jezeli wymagane jest oznaczenie iloSciowe, nalezy zastosowac
metod¢ mi¢dzynarodowej rady ds. oliwy dotyczaca oznaczania styrenéw
w oliwie rafinowane;j.
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LS.

STIG.
a
6 1Io ) 20 Y ) 3|o t (min. )
LS.
r__
|
STIG. b

. — .
0 10 20 30 t (min.)

Saturated n-C,,Hg

Saturated

=t

— S —
0 10 20 30 t (min.)

Rysunek 1

Chromatogramy gazowe otrzymane z probek oliwy z oliwek analizowanych na
kapilarnej kolumnie ze stopionej krzemionki (o $rednicy wewnetrznej 0.25 mm
na 25 m dlugosci) pokrytej 5% fenylometylosilikonem, o grubosci filmu
0,25 pm.
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a) Pierwsza frakcja (30 ml) z oliwy pierwszego tloczenia, oznaczona standar-
dem.
b) Druga frakcja (40 ml) z oliwy z oliwek zawierajacej 0,10 mg/kg stigmasta-
diendw.
c¢) Druga frakcja (40 ml) zawierajaca malg porcj¢ pierwszej frakcji.
STIG-3,5
I.8.
isomer
| T [ T
0 10 20 min

Rysunek 2

Chromatogram gazowy otrzymany z probki rafinowanej oliwy z oliwek analizo-
wanej w kolumnie DB-5, wykazujacy obecnos¢ izomeru 3,5-stigmastadienu.
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ZALACZNIK XVIII

OZNACZENIE ROZNIC)( MIEDZY RZECZYWISTA A TEORETYCZNA
ZAWARTOSCIA TRIGLICERYDOW Z ECN 42

1. ZAKRES

Oznaczenie roznicy bezwzglednej migdzy wartosciami doswiadczalnymi
triglicerydow (TAG) z réwnowazng liczba atoméw wegla 42
(ECN42yp1 ) uzyskanymi poprzez oznaczenie ich zawartosci w oliwie
metoda wysokowydajnej chromatografii cieczowej (HPLC) a warto$cia
teoretyczng TAG z rownowazng liczba atomow wegla 42 (ECN 42
tyczny) Obliczong na podstawie skfadu kwasu tluszezowego.

2. DZIEDZINA ZASTOSOWANIA

Metoda ma zastosowanie do oliwy z oliwek. Metode stosuje si¢ do
wykrywania obecno$ci matych ilosci olejow z nasion (zawierajacych
duzo kwasu linolowego) we wszystkich klasach oliwy z oliwek.

3. ZASADA

W przypadku czystej oliwy z oliwek zawarto$¢ triglicerydow z ECN 42
oznaczona metoda analizy HPLC oraz teoretyczna zawarto$¢ triglice-
rydow z ECN 42 (obliczona na podstawie oznaczenia skladu kwasow
thuszczowych metoda chromatografii gazowo-cieczowej (GLC)) sa sobie
rownie w pewnych granicach. Roznice wigksze niz wartosci przyjete dla
kazdego rodzaju oliwy $wiadcza, ze oliwa zawiera oleje z nasion.

4. METODA

Metoda obliczania teoretycznej zawartosci triglicerydow z ECN 42 oraz
roznicy w stosunku do danych uzyskanych metoda HPLC polega
w zasadzie na koordynacji danych analitycznych uzyskanych innymi
metodami. MozZna wyrézni¢ trzy fazy: oznaczenie skladu kwasow thusz-
czowych metoda kapilarnej chromatografii gazowej, obliczenie teore-
tycznego sktadu triglicerydow z ECN 42, oznaczenie triglicerydéw
z ECN 42 metoda HPLC.

4.1. Aparatura
4.1.1.  Kolby okragtodenne o pojemnosci 250 i 500 ml.

4.1.2. Zlewki 100 ml

4.1.3.  Szklana kolumna chromatograficzna, o $rednicy wewngtrznej 21 mm,
dlugosci 450 mm, z kranikiem i znormalizowanym szlifem gérnym
(zefiskim).

4.1.4. Rozdzielacze, 250 ml, ze znormalizowanym szlifem dolnym (me¢skim),
dopasowanym do polaczenia z gora kolumny.

4.1.5. Szklana pateczka o dlugosci 600 mm.
4.1.6.  Szklany lejek o $rednicy 80 mm.
4.1.7. Kolby miarowe, 50 ml.

4.1.8. Kolby miarowe, 20 ml.

4.1.9. Wyparka obrotowa.

4.1.10. Wysokowydajny chromatograf cieczowy umozliwiajacy termostatyczng
kontrolg temperatury kolumny.

4.1.11. Zespoly iniekcyjne dla pojemnosci 10 pl.

4.1.12. Detektor: refraktometr roéznicowy. Czuto$§¢ w pelnej skali powinna
wynosié co najmniej 10~ jednostek detekcji refraktometrycznej.
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4.1.13. Kolumna: rura ze stali nierdzewnej o dlugosci 250 mm i wewngtrznej
$rednicy 4,5 mm, wypetniona czasteczkami krzemionki o $rednicy 5 pm
zawierajacych 22-23 % wegla w postaci oktadecylosilanu.

4.1.14. Oprogramowanie do przetwarzania danych.

4.1.15. Fiolki, o obj¢tosci okoto 2 ml, z przegrodami z warstw teflonu
i zakretkami.

4.2. Odczynniki

Odczynniki powinny charakteryzowa¢ si¢ czysto$cia analityczna.
Rozpuszczalniki elucyjne nalezy odgazowaé i moga one by¢ ponownie
uzyte kilka razy bez wptywu na operacje oddzielania.

VY M32
T 421, Eter naftowy 40-60 °C o klasie czystoéci do chromatografii lub heksan.
Heksan mozna zastapi¢ izooktanem (2,2,4-trimetylopentanem o klasie
czysto$ci do chromatografii), o ile osiggnigto poréwnywalne wartosci
precyzji. Rozpuszczalniki o temperaturze wrzenia wyzszej iz
n-heksan odparowuja diuzej. Sa jednak preferowane ze wzgledu na
toksyczno$¢ heksanu.

VY M25
4.2.2. Eter etylowy, wolny od nadtlenkow, §wiezo destylowany.

4.2.3.  Rozpuszczalnik elucyjny do oczyszczania oliwy metoda chromatografii
kolumnowej w mieszaninie eteru naftowego z eterem etylowym 87/13
(utamek objetosciowy).

42.4. Zel krzemionkowy, sito 70-230, rodzaj Merck 7734, o znormalizowanej
zawartosci wilgoci na poziomie 5 % (warto$¢ procentowa masy — w/w/).

4.2.5. Wata szklana.
4.2.6. Aceton do HPLC.
4.2.7. Acetonitryl lub propionitryl do HPLC.

42.8. Rozpuszczalnik elucyjny do HPLC: acetonitryl + aceton (proporcje
nalezy dostosowaé w celu uzyskania pozadanego oddzielenia; zaczy-
najac od mieszaniny 50:50) lub propionitryl.

4.2.9. Rozpuszczalnik do rozpuszczania: aceton.

4.2.10. Triglicerydy wzorcowe: mozna zastosowac triglicerydy handlowe (tripal-
mitynian, trioleinian itp.) i wtedy czasy retencji mozna nanies¢ zgodnie
z rownowazng liczbg atomoéw wegla lub alternatywnie chromatogramy
wzorcowe uzyskane z oleju sojowego, mieszaniny oleju sojowego
i oliwy z oliwek w proporcji 30:70 oraz czystej oliwy z oliwek (zob.
uwagi 1 1 2 oraz rysunki 1-4).

4.2.11. Kolumienka do ekstrakcji do fazy stalej z zastosowaniem fazy krze-
mionki 1 g, 6 ml.

VY M32
4.2.12. Heptan, jako$¢ chromatograficzna. Heptan mozna zastapi¢ izooktanem
(2,2,4-trimetylopentanem o klasie czystosci do chromatografii).

VM25
4.3. Przygotowanie prébek

Jako ze szereg substancji interferujagcych moze mie¢ wptyw na wyniki
falszywie dodatnie, probke zawsze nalezy oczysci¢ zgodnie z metoda
IUPAC 2.507, stosowang do oznaczania zwiazkow jonowych
w tluszczach do smazenia.

4.3.1.  Przygotowanie kolumny chromatograficznej

Do kolumny (4.1.3) wla¢ okoto 30 ml rozpuszczalnika elucyjnego
(4.2.3), nastgpnie do kolumny wprowadzi¢ wat¢ szklang (4.2.5), prze-
ciskajac ja na dno kolumny za pomoca szklanej pateczki (4.1.5).

W zlewce 100 ml sporzadzi¢ zawiesing 25 g zelu krzemionkowego
(4.2.4) w 80 ml mieszaniny elucyjnej (4.2.3), nastgpnie przenies¢ ja
do kolumny za pomoca szklanego lejka (4.1.6).

Aby zapewni¢ catkowite przeniesienie zelu krzemionkowego do
kolumny, optukaé zlewke mieszaning elucyjng i przenies¢ do kolumny
réwniez pozostatosci po optukaniu.

Otworzy¢ kranik i spusci¢ rozpuszczalnik z kolumny, az osiggnie
poziom okoto 1 cm powyzej zelu krzemionkowego.
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4.3.2.  Chromatografia kolumnowa

Z dokfadnosciag do 0,001 g odwazy¢ 2,5 £ 0,1 g oliwy, uprzednio
przefiltrowanej, homogenizowanej i odwodnionej, w razie koniecznosci,
w kolbie miarowej 50 ml (4.1.7).

Rozpusci¢ ja w okoto 20 ml rozpuszczalnika elucyjnego (4.2.3). W razie
koniecznos$ci podgrza¢ go nieco, aby ulatwi¢ rozpuszczanie. Ochlodzi¢
w temperaturze pokojowej i dostosowaé objeto$¢ rozpuszczalnikiem
elucyjnym.

Pipeta miarowg wprowadzi¢ 20 ml roztworu do kolumny przygotowanej
zgodnie z pkt 4.3.1, otworzy¢ kranik i spusci¢ rozpuszczalnik do
poziomu warstwy zelu krzemionkowego.

Nastepnie zla¢ za pomoca 150 ml rozpuszczalnika elucyjnego (4.2.3),
ustawiajac szybko$¢ przeptywu rozpuszczalnika na okoto 2 ml/min
(150 ml przejdzie przez kolumng¢ w ciggu okoto 60—70 minut).

Odciek zbiera si¢ do kolby okragltodennej o pojemnosci 250 ml (4.1.1)
uprzednio wytarowanej w piecu i dokladnie zwazonej. Usungé rozpusz-
czalnik pod zmniejszonym cisnieniem w wyparce obrotowej (4.1.9)
i zwazy¢ pozostalo$¢, ktora bedzie wykorzystana do przygotowania
roztworu do analizy HPLC oraz do przygotowania estru metylowego.

Poziom odzyskania probki z kolumny musi wynosi¢ co najmniej 90 %
w przypadku kategorii oliwy z oliwek ekstra z pierwszego tloczenia,
oliwy z oliwek z pierwszego ttoczenia, oliwy rafinowanej zwyczajnie
i oliwy z oliwek oraz co najmniej 80 % w przypadku oliwy z oliwek
typu lampante i oliwy z wyttoczyn oliwek.

4.3.3.  Oczyszczanie SPE

Kolumna z wktadem krzemionkowym SPE jest aktywowana poprzez
przepuszczenie 6 ml heksanu (4.2.3) w prozni, unikajac suchosci.

Z doktadnosci do 0,001 g odwazy¢ 0,12 g w fiolce 2 ml (4.1.15)
i rozpusci¢ w 0,5 ml heksanu (4.2.3).

Kolumng¢ SPE napetié roztworem i zla¢ za pomoca 10 ml mieszaniny
heksanu i eteru dietylowego (87:13 w proporcji objetosciowej) (4.2.3)
W prozni.

Zebrang frakcje nalezy odparowa¢ do suchosci w wyparce obrotowej
(4.1.9) pod zmniejszonym ci$nieniem, w temperaturze pokojowe;j.
Pozostalo$¢ rozpuszeza si¢ w 2 ml acetonu (4.2.6) na potrzeby analizy
triglicerydow (TAG).

4.4. Analiza HPLC
4.4.1.  Przygotowanie prébek do analizy chromatograficznej

Przygotowa¢ 5 % roztwor probki przeznaczonej do analizy, odwazajac
0,5 £ 0,001 g probki w kolbie miarowej o pojemnosci 10 ml i uzupetnié
do 10 ml rozpuszczalnikiem do rozpuszczania (4.2.9).

4.4.2. Procedura

Utworzy¢ uktad chromatograficzny. Wpompowaé rozpuszcezalnik
elucyjny (4.2.8) w tempie 1,5 ml/min w celu oczyszczenia catego
ukfadu. Odczekaé do uzyskania stabilnej linii podstawowe;.

Wstrzyknaé 10 pl probki przygotowanej zgodnie z pkt 4.3.

4.4.3. Obliczanie i formutowanie wynikow
Zastosowa¢ metode normalizacji powierzchni (normalizacji wewngtrz-
nej), to znaczy zatozy¢, ze suma powierzchni pikow odpowiadajacych

poszczegolnym triglicerydom od ECN 42 do ECN 52 wynosi 100 %.

Obliczy¢ wzgledny procentowy udziat kazdego triglicerydu, stosujac
nastgpujacy wzor:

procentowy udziat triglicerydu [%] = powierzchnia piku x 100/suma
powierzchni pikow.

Wyniki nalezy podawa¢ co najmniej do dwoch miejsc po przecinku.

Zob. uwagi 1-4.
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4.5. Obliczenie skladu triglicerydéw (odsetka molowego [%]) na
podstawie danych dotyczacych skladu kwaséw tluszczowych (pro-
centowego udzialu powierzchni [%])

4.5.1.  Oznaczenie skladu kwaséw tluszczowych

Sktad kwasow tluszczowych oznacza si¢ zgodnie z norma ISO 5508 za
pomoca kolumny kapilarnej. Estry metylowe sa przygotowywane
zgodnie z COl/T.20/Doc. nr 24.

4.5.2.  Kwasy tluszczowe przyjmowane do obliczen

Glicerydy sa grupowane wedlug roéwnowaznej liczby atomow
wegla (ECN), przy uwzglednieniu ponizszych ekwiwalencji migdzy
ECN a kwasami tluszczowymi. Uwzgledniono jedynie kwasy ttuszczowe
z liczba atoméw wegla 16 i 18, poniewaz tylko one sg istotne
w odniesieniu do oliwy z oliwek. Kwasy tluszczowe nalezy normali-
zowaé do 100 %.

Masa czasteczkowa
Kwas ttuszczowy Skrot ECN
MW)

Kwas palmitynowy P 256,4 16
Kwas oleopalmitynowy Po 2544 14
Kwas stearynowy S 284.,5 18
Kwas oleinowy (0] 282.5 16
Kwas linolowy L 280,4 14
Kwas linolenowy Ln 278.4 12

4.5.3.  Przeksztalcenie procentowego udziatu powierzchni (% pow.) w liczbe
moli w odniesieniu do wszystkich kwasow tluszczowych (1)

. % .P . . % .S . . % . P
liczba moli P = 2o POW. & liczbamoli S = 2 POW. » liczba moli Po = 2o POw. 70
MW P MW S MW Po
. . % .0 . . % .L . . % . L
liczba moli O = 73\0;]0 liczbamoli L = —ol\f[){))\‘/VL liczba moli Ln = —(’I\ESK\/NLnn

4.5.4.  Normalizacja liczby moli kwasow tluszczowych do 100 % (2)

L. moli P * 100
L. moli(P + S + Po + O + L + Ln)

L. moli S * 100
L. moli(P + S + Po + O + L + Ln)
_ 1. moli Po * 100
"~ Lmoli(P +S + Po + O + L + Ln)

_ l. moli O * 100
" Lmoli(P+S + Po+ O + L + Ln)

l. moli L * 100
9 1 L(1,23) =
% molowy L (1.2.3) Lmoli(P +S + Po + O + L + Ln)

_ I. moli Ln * 100
~ Lmoli(P +S + Po + O + L + Ln)

% molowy P (1,2,3)

% molowy S (1,2,3) =

% molowy Po (1,2,3)

% molowy O (1,2,3)

% molowy Ln (1,2,3)

Uzyskuje si¢ procentowy udzial kazdego kwasu tluszczowego jako
odsetek molowy (% molowy) w ogblnej (1, 2, 3—) pozycji triglicerydow.

Nastgpnie oblicza si¢ sumg¢ nasyconych kwasow tluszczowych P i
S (SFA) oraz nienasycone kwasy tluszczowe Po, O, L i Ln (UFA) (3):

% molowy SFA = % molowy P + % molowy S
% molowy UFA = 100 — % molowy SFA
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4.5.5.1.

4.5.5.2.

4.5.5.3.

4.5.6.
4.5.6.1.

4.5.6.2.

Obliczenie sktadu kwasow tuszczowych w pozycjach 2- i 1,3- triglice-
rydow

Kwasy tluszczowe rozkladajg si¢ na trzy grupy w nastepujacy sposob:
jedna na pozycje 2-, a dwie identyczne na pozycje 1- i 3-, przy czym do
kwasow nasyconych (P i S) i nienasyconych (Po, O, L i Ln) odnoszg si¢
rézne wspolczynniki.

Nasycone kwasy tluszczowe w pozycji 2- [P(2) i S(2)] (4)
% molowy P(2) = % molowy P (1,2,3) * 0,06

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

Nienasycone kwasy thuszczowe w pozycji 2- [Po(2), O(2), L(2) i Ln(2)] (5):

% mol. Po(1,2,3)

% molowy Po(2) = % mol UFA

% (100 — % mol. P(2) — % mol. S(2))

~ %mol. 0(1,2,3)

% molowy O(2) = % mol UFA_ * (100 — % mol. P(2) — % mol. S(2))

_ % mol. L(1,2,3)

% molowy L(2) = % mol UFA_ (100 — % mol. P(2) — % mol. S(2))

_ % mol. Ln(1,2,3)

% molowy Ln(2) = % moL UFA_ ™ (100 — % mol. P(2) — % mol. S(2))

Kwasy tluszczowe w pozycjach 1,3- [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)

% molowy P(1,3) = 2 + % mol. P(1,2,3)
% mol. $(1,2,3) - % mol. S(2
% molowy S(1.3) = ~omoL S 2) omol-82) Lo ol s(1,2.3)
% mol. Po(1,2,3) — % mol. Po(2
% molowy Po(1,3) — _emol- Po(l, ’3; omol- PO2) o/ ol Po(1,2,3)

% mol. 0(1,2,3) — % mol. O(2)

% molowy O(1,3) = 5

+ %mol. 0(1,2,3)

9 1. L(1,2,3) — ¢ 1. L(2
% molowy L(1,3) = Yo mol. L(1, ’3; o mol. L(2) + % mol. L(1,2,3)

% mol. Ln(1,2,3) — % mol. Ln(2
% molowy Ln(1,3) — —2mel Ll ; omol. Ln(2) o/ ol n(1,2,3)

Obliczenie triglicerydow

Triglicerydy z jednym kwasem thuszczowym (AAA, w tym przypadku
LLL, PoPoPo) (7)

% mol. A(1,3) * % mol. A(2) * % mol. A(1,3)
10 000

% molowy AAA =

Triglicerydy z dwoma kwasami thuszczowymi (AAB, w tym przypadku
PoPoL, PoLL) (8)

% mol. A(1,3) * % mol. A(2) * % mol. B(1,3) % 2

% molowy AAB = 10000

% mol. A(1,3) * % mol. B(2) * % mol. A(1,3)

% molowy ABA = 10 000
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4.5.6.3. Triglicerydy z trzema réznymi kwasami tluszczowymi (ABC, w tym
przypadku OLLn, PLLn, PoOLn, PPoLn) (9)

% mol. A(1,3) * % mol. B(2) * % mol. C(1,3) % 2

% molowy ABC = 10000

% mol. B(1,3) * % mol. C(2) * % mol. A(1,3) % 2
10 000

% molowy BCA =

% mol. C(1,3) * % mol. A(2) * % mol. B(1,3) % 2
10 000

% molowy CAB =

4.5.6.4. Triglicerydy z ECN42

Triglicerydy z ECN42 oblicza si¢ wedlug wzoréow 7, 8 i 9, a nastgpnie
podaje si¢ je w kolejnosci przewidzianej elucji w HPLC (zazwyczaj
jedynie trzy piki).

LLL

PoLL oraz izomer pozycyjny LPoL

OLLn oraz izomery pozycyjne OLnL i LnOL

PoPoL oraz izomer pozycyjny PoLPo

PoOLn oraz izomery pozycyjne OPoLn i OLnPo

PLLn oraz izomery pozycyjne LLnP i LnPL

PoPoPo

SLnLn oraz izomer pozycyjny LnSLn

PPoLn oraz izomery pozycyjne PLnPo i PoPLn

Triglicerydy z ECN42 podaje si¢ w postaci sumy dziewigciu triglice-

rydow wraz z ich izomerami pozycyjnymi. Wyniki nalezy podawac
z doktadnoscig co najmniej do dwoch miejsc po przecinku.

5. OCENA WYNIKOW

Poréwnuje si¢ obliczona zawartos$¢ teoretyczng z zawarto$cig oznaczong
metodg analizy HPLC. Jezeli r6znica migdzy warto$cig bezwzgledng
danych z HPLC a danymi teoretycznymi jest wigksza niz wskazane
w normie wartosci dla odpowiedniej kategorii oliwy, to probka zawiera
olej z nasion.

Wyniki podaje si¢ z doktadnoscig do dwoch miejsc po przecinku.
6. PRZYKLAD (DANE LICZBOWE ODNOSZA SIE DO SEKCII

TEKSTU DOTYCZACYCH OPISYWANEJ METODY)

— 4.5.1.  Obliczenie odsetka (%) molowego kwasow tHuszczowych na
podstawie danych z GLC (znormalizowanego procentowego
udziatu [%] powierzchni)

Metoda GLC uzyskano nast¢pujace dane dotyczace skladu
kwasow thuszczowych:

Kwas tt. P S Po (@) L Ln

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

% pow. 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0
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— 4.5.3  Przeksztalcenie % powierzchni w liczbe moli w odniesieniu
do wszystkich kwasow tluszczowych (zob. wzor (1))

. . I (U
liczba moli P = 3564 0,03900 mola P
. . 3
liczba moli S = 3845 0,01054 mola S
. . _ -
liczba moli Po = 3544 0,00393 mola Po
. . 75
liczba moli O = = 0,26549 mola O
282.5
liczb: li L 10 0,03566 mola L
i moli = = m
czba mo 2804 E ola
. . 1
liczba moli Ln = m = 0,00359 mola Ln
Lacznie = 0,35821 mola triglicerydow

— 4.54  Normalizacja liczby moli kwasow thuszczowych do 100 %
(zob. wzor (2))
~0,03900 mola P x 100

% molowyP(1,2,3) = 035821 ol = 10,887 %

0,01054 mola S * 100
% molowyS(1,2,3) = 035?;’1*111101: — 2,942 %

0,00393 mola Po * 100
% molowyPo(1,2,3) = — = 10977
o molowyPo(1,2,3) 0,35821 mola ' "’

0,26549 mola O 100
% molowyO(1,2,3) = 03521;’1311101: — 74,116 %

0,03566 mola L * 100
% molowyL(1,2,3) = = — 9,955 %
6 molowyL(1,2,3) 035821 mola 7307

0,00359 mola Ln * 100
% molowyLn(1,2,3) = — 32;me1;1: — 1,002 %

Suma % molowych = 100 %

Suma nasyconych i nienasyconych kwaséw tluszczowych
w pozycjach 1,2,3- triglicerydow (zob. wzor (3)):

% molowy SFA = 10,887 % + 2,942 % = 13,829 %

% molowy UFA = 100,000 % — 13,829 % = 86,171 %

— 4.5.5  Obliczenie skladu kwasow tluszczowych w pozycjach 2-
i 1,3- triglicerydow

— 4.5.5.1 Nasycone kwasy tluszczowe w pozycji 2- [P(2) 1 S(2)] (zob.
wzor (4))

% molowy P(2) = 10,887 % = 0,06 = 0,653 % molowego
% molowy S(2) = 2,942 % x 0,06 = 0,177 % molowego

— 4.5.5.2 Nienasycone kwasy tluszczowe w pozycji 2- [Po(1,3),
0(1,3), L(1,3) i Ln(1,3)] (zob. wzér (5))

1,097 ¢
% molowy Po(2) = ﬁ * (100 - 0,653 - 0,177) = 1,262 % molowego
N 0

74116 %

% molowy O(2) = 1%

x (100 — 0,653 — 0,177) = 85,296 % molowego

9,955 %

% molowy L(2) = —2>"°
Yo molowy L(2) = g~

* (100 - 0,653 —0,177) = 11,457 % molowego

1,002 %

% molowy Ln(2) = 36171 %

x (100 — 0,653 — 0,177) = 1,153 % molowego
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— 4.5.5.3 Kwasy tluszczowe w pozycjach 1,3- [P(1,3), S(1,3), Po(1,3),
0O(1,3), L(1,3) i Ln(1,3)] (zob. wzbr (6))

% molowy P(1,3) = w + 10,887 = 16,004 % molowego
% molowy S(1,3) = w + 2,942 = 4,325 % molowego

% molowy Po(1,3) = w + 1,097 = 1,015 % molowego

% molowy O(1,3) = szﬂ + 74,116 = 68,526 % molowego
% molowy L(1,3) = w + 9,955 = 9,204 % molowego

% molowy Ln(1,3) = w + 1,002 = 0,927 % molowego

— 4.5.6.  Obliczenie triglicerydow

Na podstawie obliczonego sktadu kwasow thuszczowych
w pozycjach sn-2- oraz sn-1,3-:

Kwas tt. w poz. 1,3- poz. 2-
P 16,004 % 0,653 %
S 4,325 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,262 %
(6] 68,526 % 85,296 %
L 9,204 % 11,457 %
Ln 0,927 % 1,153 %
Suma 100,0 % 100,0 %

oblicza si¢ nastgpujace triglicerydy:
LLL

PoPoPo

PoLL z 1 izomerem pozycyjnym
SLnLn z 1 izomerem pozycyjnym
PoPoL z 1 izomerem pozycyjnym
PPoLn z 2 izomerami pozycyjnymi
OLLn z 2 izomerami pozycyjnymi
PLLn z 2 izomerami pozycyjnymi
PoOLn z 2 izomerami pozycyjnymi

— 4.5.6.1. Triglicerydy z jednym kwasem tluszczowym (LLL, PoPoPo)
(zob. wzor (7))

204 % 11,457 % % 9,204 ©
o mol, LLL = 2204 % * = ZZ)OA‘ * 9204% _ .09706 mola LLL

1,015 % % 1,262 % 1,015 ©
% mol. PoPoPo — 1013 %0 * 1’06005’ * 1OIS% _ 00013 mola PoPoPo
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— 4.5.6.2 Triglicerydy z dwoma kwasami tluszczowymi (PoLL, SLnLn, PoPoL) (zob.
wzor (8))

1,015 % % 11,457 % # 9,204 % * 2
% mol. PoLL + LLPo = ——-> 2" ’100(;’0*’ ° 2 002141

9,204 % # 1,262 % # 9,204 %
% mol. LPoL = 22—~ * 1’0000"* 20 0,01069

0,03210 mola PoLL

43259 1,153 9 279 2
% mol. SLnLn + LnLnS = 325 % = 1, 51?) (f())O* 0,927 % x = 0,00092

0,927 % x 0,177 % * 0,927 %
B 10 000

% mol. LnSLn = 0,00002

0,00094 mola SLnLn

1,015 % 1,262 ° 204 % % 2
% mol. PoPoL. + LPoPo — 120107 * ’?O (jooo* 9:204% * 2 _ 00236

1,015 % * 11,457 % * 1,015 %
% mol. PoLPo = > * 1’0000"* P20 0,00118

0,00354 moal PoPoL

— 4.5.6.3 Triglicerydy z trzema réznymi kwasami thuszczowymi (PoPLn, OLLn, PLLn,
PoOLn) zob. wzor (9)

16,004 % * 1,262 % * 0,927 % * 2

% mol. PPoLn = 10000 = 0,00374
0,927 % % 0,653 % * 1,015 % * 2

% mol. LnPPo — 222 % * 0. 106‘(’)0* 015% 2 00012
1,015 % * 1,153 % % 16,004 % * 2

% mol. PoLnp — 015 % * L 10{;’03 004% % 2 00375

0,00761 mola PPoLn

68,526 % * 11,457 % * 0,927 % * 2

% mol. OLLn — o — 0,14556
0,927 % * 85296 % * 9,204 % * 2

% mol. LnOL = —2-1 7 * 5 0(;0* L0 * 2 0,14555
204 % % 1,153 9 26 % % 2

oo mol. Lino — 2204% * 1. 51303)0; 68526% « 2 _ (e

0,43655 mola OLLn

16,004 % * 11,457 % * 0,927 % * 2

% mol. PLLn = 10000 = 0,03399
0, 0, 0,
vy mol. Lupl, — %927 % * 0,6?(3) (ﬁ)o* 9204% + 2 _ o0
9.204 % % 1,153 % * 16,004 % * 2
% mol, LLnp — 2204% * 1, 10(;’0; 004% %2 03397

0,06907 mola PLLn
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1,015 % # 85296 % % 0,927 % # 2
% mol. PoOLn = - % * 85, 0 0{;)0* ’ % = 0,01605
0,927 % % 1262 % * 68,526 % * 2
% mol. LnPoO — ——= 2 * © . (‘)’03 DD * 2 0,01603
26% * 1,153 % * 1015 % x 2
% mol. OLnPo — 03226 % ’15030{;’0* O15% * 2 1604

0,04812 mola PoOLn
ECN42 = 0,69512 mola TAG

Uwaga 1: Kolejnos¢ elucji mozna oznaczy¢ poprzez obliczenie réwnowaznej
liczby atomoéw wegla, czgsto okreslonej stosunkiem ECN = CN —2n, gdzie
CN oznacza liczbg atomoéw wegla, a n liczb¢ wigzan podwdjnych; obliczenie
moze by¢ doktadniejsze po uwzglednieniu pochodzenia wigzania podwdjnego.
Jezeli ny, ny i ny, sa liczbami wigzan podwojnych przypisanych, odpowiednio,
kwasowi oleinowemu, kwasowi linolowemu i kwasowi linolenowemu, to
roéwnowazna liczba atomow wegla moze by¢ obliczona wedlug wzoru:

EN = CN -d,n, —dn; — dy,ny,

gdzie wspotczynniki dy, d; i dj, mozna obliczy¢ na podstawie triglicerydow
wzorcowych. Przy zachowaniu warunkow okreslonych w tej metodzie uzyskany
stosunek byltby zblizony do ponizszej postaci:

ECN = CN - (2,60 n,) — (2,35 n)) — (2,17 ny,)

Uwaga 2: Za pomocy kilku triglicerydow wzorcowych mozna réwniez obliczy¢
rozdzielczo$¢ w odniesieniu do trioleinianu:

@ = RT'/RT trioleinianu

poprzez zastosowania skroconego czasu retencji RT' = RT-RT rozpuszczalnika

Wykres log o w zaleznosci od f (liczby wigzan podwdjnych) umozliwia ozna-
czenie warto$ci retencji w odniesieniu do wszystkich triglicerydow kwasow thusz-
czowych zawartych w triglicerydach wzorcowych — zob. rysunek 1.

Uwaga 3: Efektywnos$¢ kolumny powinna umozliwi¢ wyrazne oddzielenie piku
trioleinianu od pikow triglicerydéw o zblizonej wartosci RT. Elucja jest przepro-
wadzana do piku ECN 52.

Uwaga 4: Prawidlowy pomiar powierzchni wszystkich pikow istotnych z punktu

widzenia przedmiotowego oznaczenia jest zapewniony, jezeli drugi pik odpowia-
dajacy ECN 50 wynosi 50 % pelnej skali rejestratora.



01991R2568 — PL —20.10.2019 — 032.001 — 100

VY M25
Rysunek 1
Wykres log a w zaleznosci od f (liczby wiazan podwéjnych)
StStSt
+05 -
o
D
k]
+0 25+

StStln

-025 -

StStLn

-05 +

LnLnLn

Liczba wigzan podwojnych

La: kwas laurynowy; My: kwas mirystynowy; P: kwas palmitynowy; S: kwas stearynowy; O: kwas
oleinowy; L: kwas linolowy; Ln: kwas linolenowy
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Rysunek 2

Oliwa z oliwek z niskg zawartos$cia kwasu linolowego

13

14415

i
4, Ej\:\l 16 1
. L p \_f_,,}é_fvwa 12 ) U \-_J.[\ 18 19

' / ~.

Z rozpuszczalnikiem: aceton/acetonitryl.

PROFIL a: Gtéwne sktadowe pikow chromatograficznych: ECN42: (1) LLL + PoLL; (2) OLLn +
PoOLn; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL + PoOL; (5) OOLn + PLL; (6) POLn + PPoPo; (7) OOL +
PoOO; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn +
SPoPo; (12) PLP; ECN48: (13) OOO + PoPP; (14 + 15) SOL + POO; (16) POP; ECN50: (17)
SOO; (18) POS + SLS.

b

13
15
8
10
17
ﬂi 0 l E \ 16
18
o Mo Wa LN\ e
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Z rozpuszczalnikiem: propionitryl

PROFIL b: Gtéwne sktadowe pikow chromatograficznych: 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



01991R2568 — PL —20.10.2019 — 032.001 — 102

VY M25
Rysunek 3

Oliwa z oliwek z wysoka zawarto$cia kwasu linolowego

06
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Z rozpuszczalnikiem: aceton/acetonitryl (50:50).

Profil a: Glowne skladowe pikéw chromatograficznych: ECN42: (1°) LLL + PoLL; (2’) OLLn +
PoOLn; (3°) PLLn; ECN44: (4°) OLL + PoOL; (5°) OOLn + PLL; (6’) POLn + PPoPo; ECN46:
(77) OOL + PoOO; (8”) PLO + SLL + PoOP; (9°) PLP + PoPP; ECN48: (10°) OOO; (11’) POO
+ SLL + PPoO; (12°) POP + PLS; ECNS50: (13”) SOO; (14°) POS + SLS

b)
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0.4
6 16
02
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1
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Z rozpuszczalnikiem: propionitryl.

Profil b: Gléwne sktadowe pikéw chromatograficznych: ECN42: (1) LLL; (2 + 2°) OLLn + PoLL;
(3) PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo + PPoL;
ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo;
ECN48: (12) PLP; (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO;
(18) POS + SLS; ECN52: (19) AOO.
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ZALACZNIK XIX

OZNACZANIE SKEADU I ZAWARTOSCI  STEROLI ORAZ
ZWIAZKOW ALKOHOLOWYCH METODA CHROMATOGRAFII
GAZOWEJ NA KOLUMNACH KAPILARNYCH

1.  ZAKRES

W ramach metody opisuje si¢ sposoby oznaczania zawartosci prostych
i facznych zwigzkéw alkoholowych w oliwie z oliwek 1 oliwie
z wytloczyn z oliwek, jak rowniez w mieszankach tych dwoch rodzajow
oliwy.

Zwiazki alkoholowe w oliwie i oliwie z wytloczyn z oliwek obejmuja
alkohole alifatyczne, sterole i dialkohole triterpenowe.

2. ZASADA

Oliwa, do ktorej dodano o-cholestanol i 1-eikozanol, pelnigca rolg
wewngtrznego wzorca, jest zmydlana roztworem wodorotlenku potasu
w etanolu, a nastgpnie substancja niezmydlajaca si¢ jest ekstrahowana
eterem dietylowym.

Poszczegodlne frakcje zwigzkow alkoholowych sa oddzielane od substancji
niezmydlajacej si¢ albo metoda chromatografii cienkowarstwowej na
podstawowej plytce z zelu krzemionkowego (metoda referencyjna), albo
metodg HPLC z wykorzystaniem kolumny z Zelem krzemionkowym.
Frakcja uzyskana w wyniku oddzielenia Zelu krzemionkowego przeksztat-
cana jest w trimetylsilyletery i nastgpnie poddawana analizie metoda chro-
matografii gazowej na kolumnach kapilarnych.

CZESC 1
PRZYGOTOWANIE SUBSTANCJI NIEZMYDLAJACEJ SIE
1. ZAKRES
W niniejszej czgéci opisano proces przygotowania i ekstrakcji substancji
niezmydlajacej si¢. Czg$¢ ta obejmuje proces przygotowania i ekstrakcji

substancji niezmydlajacej si¢ z oliwy z oliwek i oliwy z wytloczyn
z oliwek.

2. ZASADA

Porcja badana jest zmydlana poprzez gotowanie pod chlodnica zwrotng
wraz z roztworem wodorotlenku potasu w etanolu. Substancja niezmyd-
lajaca si¢ jest ekstrahowana eterem dietylowym.

3. APARATURA

Typowe wyposazenie laboratoryjne, a w szczegdlnoSci nastepujace
urzadzenia:

3.1. Kolba okragltodenna o pojemnosci 250 ml wyposazona w chlodnice
zwrotng ze szlifem szklanym.

3.2. Rozdzielacz o pojemnosci 500 ml.

3.3. Kolby o pojemnosci 250 ml.

3.4. Mikrostrzykawki o pojemnosci 100 i 500 pl.

3.5. Cylindryczny lejek do saczenia z porowata przegroda G3 (porowato$é
15-40 pm) o $rednicy okoto 2 cm i glebokosci 5 cm, przystosowany do

filtracji w prozni i ze szlifem szklanym zewngtrznym.

3.6. Kolba stozkowa o pojemnosci 50 ml ze szlifem szklanym wewnetrznym,
ktorag mozna polaczy¢ z lejkiem do sgczenia (3.5).

3.7. Probowka o pojemnosci 10 ml z lejkowatym dnem i szczelnym korkiem
szklanym.

3.8. Eksykator z chlorkiem wapnia.

4. ODCZYNNIKI

4.1. Minimalne miano roztworu wodorotlenku potasu 85 %.
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4.2. Roztwor wodorotlenku potasu w etanolu, w przyblizeniu roztwor 2 M.

Rozpusci¢ 130 g wodorotlenku potasu (4.1), jednoczesnie schladzajac,
w 200 ml wody destylowanej, nastgpnie uzupetni¢ etanolem do objetosci
jednego litra (4.7). Roztwor przechowywaé w dobrze zakorkowanej butelce
z ciemnego szkla przez maksymalnie 2 dni.

4.3. Eter dietylowy do analiz.

4.4. Bezwodny siarczan sodu do analiz.
4.5. Aceton do chromatografii.

4.6. Eter dietylowy do chromatografii.
4.7. Etanol do analiz.

4.8. Octan etylu do analiz.

4.9. Wzorzec wewnetrzny, a-cholestanol o czystosci wigkszej niz 99 % (czys-
to$¢ nalezy sprawdza¢ metodg analizy GC).

4.10. 0,2 % wewngtrzny roztwor wzorcowy (m/V) oa-cholestanolu w octanie
etylu (4.8).

4.11. Roztwor fenoloftaleiny, 10 g/l w etanolu (4.7).
4.12. 0,1 % (m/V) roztwér 1-eikozanolu w octanie etylu (wzorzec wewngtrzny).

5. PROCEDURA

Do kolby o pojemnosci 250 ml (pkt 3.1) wprowadzi¢ przy uzyciu mikro-
strzykawki o pojemnosci 500 upl (pkt 3.4) pewna ilo§¢ wewngtrznego
roztworu wzorcowego a-cholestanolu (pkt 4.10) i 1-eikozanolu (4.12)
zawierajagcg  ilos¢  cholestanolu 1 eikozanolu  odpowiadajaca
w przyblizeniu 10 % zawartosci steroli i alkoholi w probce. Na przyktad
w przypadku probki zawierajacej 5 g oliwy z oliwek doda¢ 500 pl
roztworu o-cholestanolu (4.10) i 250 pL roztworu 1-eikozanolu (4.12).
W przypadku oliwy z wyttoczyn oliwek doda¢ 1 500 puL zaréwno roztworu
a-cholestanolu (4.10), jak i 1-eikozanolu (4.12). Odparowaé¢ do wysuszenia
pod stabym strumieniem azotu w tazni wypetnionej ciepta woda. Nast¢pnie
po schtodzeniu kolby odwazy¢ 5,00 + 0,01 g suchej przefiltrowanej probki
w tej samej kolbie.

Uwaga 1: w przypadku zwierzgcych lub roslinnych olejow i thuszczow
zawierajacych znaczne ilo$ci cholesterolu moze wystapi¢ pik
o czasie retencji identycznym z czasem retencji cholestanolu.
W takich sytuacjach nalezy dokona¢ analizy frakcji steroli
z dodaniem wewnetrznego wzorca i bez dodawania go.

Doda¢ 50 ml roztworu 2 M wodorotlenku potasu w etanolu (4.2)
i niewielka ilo$¢ kamienia pumeksowego, uruchomi¢ chtodnicg¢ zwrotng
i podgrza¢ do momentu lekkiego wrzenia, az nastapi zmydlenie (roztwor
stanie si¢ przejrzysty). Kontynuowaé podgrzewanie przez dalsze 20 minut,
nastgpnie wprowadzi¢ 50 ml wody destylowanej od strony wylotu chtod-
nicy, odlaczy¢ chlodnicg i schlodzi¢ kolbg do temperatury okoto 30 °C.

Przenie$¢ zawartos¢ kolby ilosciowo do rozdzielacza o pojemnosci 500 ml
(3.2), uzywajac kilku porcji wody destylowanej (50 ml). Doda¢ okoto
80 ml eteru dietylowego (4.6), miesza¢ energicznie przez okoto
60 sekund, obnizajac okresowo cisnienie przez przetaczenie rozdzielacza
i otwarcie zaworu odcinajacego. Odstawi¢ do catkowitego rozdzielenia si¢
dwoch faz (uwaga 2). Nastepnie do drugiego rozdzielacza zebra¢ jak
najdoktadniej roztwor mydta. Przeprowadzi¢ jeszcze dwie ekstrakcje na
fazie wodno-alkoholowej w ten sam sposob przy uzyciu 60-70 ml eteru
dietylowego (4.6).

Uwaga 2: emulsje mozna wyeliminowa¢, dodajac niewielkie iloci etanolu
(4.7).
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Potaczy¢ wszystkie trzy eterowe ekstrakty w jednym rozdzielaczu zawie-
rajacym 50 ml wody. Przemywac nadal woda (50 ml), az woda przestanie
barwi¢ si¢ na réozowy kolor po dodaniu kropli roztworu fenoloftaleiny
(4.11). Po usunigciu wody pophucznej przefiltrowaé przez bezwodny siar-
czan sodu (4.4) do wczesniej zwazonej kolby o pojemnosci 250 ml,
pluczac rozdzielacz i filtr niewielkimi ilosciami eteru dietylowego (4.6).

Odparowaé rozpuszczalnik przez destylacje w wyparce obrotowej
w temperaturze 30 °C w prézni. Doda¢ 5 ml acetonu (4.5) i usuna¢ catko-
wicie lotny rozpuszczalnik pod delikatnym strumieniem azotu. Suszy¢
pozostatos¢ w piecu w temperaturze 103 £+ 2 °C przez 15 minut. Schtodzié
w eksykatorze i zwazy¢ z doktadnoscia do 0,1 mg.

CZESC 2
ODDZIELENIE FRAKCJI ZWIAZKOW ALKOHOLOWYCH
1. ZAKRES
Frakcje substancji niezmydlajacej si¢ przygotowanej w cze¢sci 1 sa oddzie-

lane w poszczegdlnych zwigzkach alkoholowych, alkoholach alifatycz-
nych, sterolach i dialkoholach triterpenowych (erytrodiolu i uwaolu).

2. ZASADA

Substancja niezmydlajaca si¢ moze zosta¢ poddana frakcjonowaniu
z wykorzystaniem podstawowej chromatografii cienkowarstwowej (metoda
referencyjna) oraz ujawniona, za§ odpowiadajace pasma mogg zostac zary-
sowane i wyekstrahowane. Alternatywng metoda oddzielenia jest metoda
HPLC z wykorzystaniem kolumny z zelem krzemionkowym i detektora
UV oraz poszczegdlnych zebranych frakcji. Alkohole alifatyczne
i triterpenowe, a takze sterole i dialkohole triterpenowe sa wyodrgbniane
wspolnie.
3. APARATURA

Typowe wyposazenie laboratoryjne, a w szczegdlnosci nastepujace
urzadzenia:

3.1. Kompletny zestaw aparatury do analizy metoda chromatografii cienkowar-
stwowej lacznie z ptytkami szklanymi 20 x 20.

3.2. Zrodio §wiatta ultrafioletowego o diugosci fal 366 lub 254 nm.

3.3.  Mikrostrzykawki o pojemnosci 100 i 500 pl.

3.4. Cylindryczny lejek do saczenia z porowatg przegroda G3 (porowato$é
15—40 pm) o srednicy okoto 2 cm i glebokosci 5 cm, przystosowany do

filtracji w prozni i ze szlifem szklanym zewnetrznym.

3.5. Kolba stozkowa o pojemnosci 50 ml ze szlifem szklanym wewngtrznym,
ktéra mozna potaczy¢ z lejkiem do saczenia (3.4).

3.6. Probowka o pojemno$ci 10 ml z lejkowatym dnem i szczelnym korkiem
szklanym.

3.7. Eksykator z chlorkiem wapnia.
3.8.  System HPLC sktadajacy si¢ z:
3.8.1. podwojnej pompy;

3.8.2. rgeznego lub automatycznego dozownika wyposazonego w petle dozujaca
o pojemnosci 200 pL;

3.8.3. wbudowanego degazera;
3.8.4. detektora UV—VIS lub podczerwieni.

3.9. Kolumna HPLC (25 cm x 4 mm $rednicy wewngtrznej) wypetniona zelem
krzemionkowym 60 (o uziarnieniu 5 pm).

3.10. Filtr strzykawkowy o rozmiarze 0,45 pm.

3.11. Kolba stozkowa o pojemnosci 25 ml.
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4. ODCZYNNIKI
4.1.  Minimalne miano roztworu wodorotlenku potasu 85 %.
4.2. Roztwér wodorotlenku potasu w etanolu, w przyblizeniu roztwér 2 M.

Rozpusci¢ 130 g wodorotlenku potasu (4.1), jednoczes$nie schtadzajac,
w 200 ml wody destylowanej, nastgpnie uzupehié¢ etanolem do objetosci
jednego litra (4.9). Roztwor przechowywa¢ w dobrze zakorkowanej
butelce z ciemnego szkta przez maksymalnie 2 dni.

4.3.  Eter dietylowy do analiz.
4.4. Roztwor wodorotlenku potasu w etanolu, w przyblizeniu roztwoér 0,2 M.

Rozpusci¢ 13 g wodorotlenku potasu (4.1) w 20 ml wody destylowanej,
nastepnie uzupehic¢ etanolem do objetosci jednego litra (4.9).

4.5.  Plytki szklane o wymiarach 20x20 pokryte Zzelem krzemionkowym, nieza-
wierajacym wskaznika fluorescencyjnego, o grubosci 0,25 mm (dostgpne
w handlu w postaci gotowej do uzytku).

4.6. Aceton do chromatografii.

4.7. n-heksan do chromatografii.

4.8.  Eter dietylowy do chromatografii.
4.9. Etanol do analiz.

4.10. Octan etylu do analiz.

4.11. Roztwér poréwnawczy stosowany w chromatografii cienkowarstwowe;j:
roztwor cholesterolu, fitosterolu, alkoholi i erytrodiolu w octanie etylu
o stezeniu 5 % (4.10).

4.12. 0,2 % roztwor 2,7-dichlorofluorosceiny w etanolu. Roztwor ten uzyskuje
nieco zasadowy charakter w wyniku dodania kilku kropli 2 M roztworu
wodorotlenku potasu w alkoholu (4.2).

4.13. Mieszanina n-heksanu (4.7)/eteru dietylowego (4.8) w proporcji 65:35
(V/IV).

4.14. n-heksan (4.7)/eter dietylowy (4.8) w fazie ruchomej HPLC (1:1) (V/V).

5. METODA REFERENCYJNA: ODDZIELENIE ZWIAZKOW ALKOHO-
LOWYCH ZA POMOCA PODSTAWOWE]J PLYTKI
DO CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWE] (TLC)

Przygotowanie podstawowych ptytek do chromatografii cienkowarstwo-
wej. Zanurzy¢ lub zamoczy¢ plytki z zelu krzemionkowego (4.5) na
glebokos¢ okoto 4 cm w 0,2 M roztworze wodorotlenku potasu
w etanolu (4.4) na 10 sekund, nastgpnie suszy¢ je w dygestorium przez
dwie godziny i na koniec umie$ci¢ w piecu nagrzanym do temperatury
100 °C na godzing.

Wyja¢ z pieca i umie$ci¢ w eksykatorze z chlorkiem wapnia (3.7) az do
czasu ich uzycia (plytki poddane takiej obrobce powinny by¢ wykorzys-
tane w ciggu 15 dni).

Napetni¢ komore chromatograficzng mieszaning heksanu i eteru dietylo-
wego (4.13) (uwaga 3) do poziomu okoto 1 cm. Zamknaé komore odpo-
wiednig pokrywa i pozostawi¢ na co najmniej godzing w chlodnym
miejscu w celu uzyskania rownowagi ukfadu ciecz-para. Na wewnetrznych
powierzchniach komory mozna umiesci¢ paski bibuly filtracyjnej zanu-
rzone w eluencie. Pozwala to skroci¢ o okoto jedng trzecia czas prze-
mieszczenia linii cieczy i uzyskac¢ bardziej jednorodna i regularng elucje
sktadnikow.

Uwaga 3: przy kazdej analizie nalezy wymieni¢ mieszaning rozwijajaca
w celu uzyskania idealnie odtwarzalnych warunkéw elucji.
Zamiennie mozna stosowac rozpuszczalnik w postaci miesza-
niny n-heksanu i eteru dietylowego w proporcji 50:50 (V/V).

Przygotowac¢ roztwor substancji niezmydlajacej si¢ w octanie etylu (4.10)
o stgzeniu okoto 5 % przygotowanej w czgsci 1 1 za pomoca mikrostrzy-
kawki o pojemnosci 100 pl (3.3) nanie$¢ 0,3 ml roztworu w postaci
waskiego i jednolitego pasma na dolnej czesci plytki chromatograficznej
(4.5) w odlegto$ci 2 cm od dolnej krawedzi. Na linii pasma nanies¢ 2-3 pl
roztworu porownawczego (4.11) w celu identyfikacji pasm steroli, dialko-
holi triterpenowych i alkoholi po rozwinigciu.
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Umiesci¢ ptytkg w komorze chromatograficznej (3.1). Temperaturg
otoczenia nalezy utrzymywa¢ w granicach 15-20 °C (uwaga 4).
Bezzwlocznie zakry¢ komore pokrywa i pozostawi¢ w celu elucji sktad-
nikow az do momentu, gdy czoto rozpuszczalnika dotrze na odlegtosé
okoto 1 cm od gornej krawedzi ptytki. Wyja¢ ptytke z komory chromato-
graficznej i odparowaé rozpuszczalnik w strumieniu goracego powietrza
lub umiesci¢ w tym celu ptytke na chwilg w dygestorium.

Uwaga 4: wyzsza temperatura moglaby utrudnia¢ oddzielenie.

Spryskac ptytke lekko i rownomiernie roztworem 2,7-dichlorofluorosceiny
(4.12) i pozostawi¢ do wyschnigcia. Obserwujac ptytke pod lampg ultra-
fioletowa (3.2), pasma steroli, dialkoholi triterpenowych i alkoholi mozna
zidentyfikowaé, przyrownujac je do plamek uzyskanych za pomoca
roztworu porownawczego (4.11). Zaznaczy¢ czarnym otdwkiem granice
pasm wzdtuz krawedzi fluoryzujacych (zob. rysunek 1 dotyczacy ptlytki
TLC).

Za pomoca metalowej szpatutki zeskroba¢ Zel krzemionkowy
z zaznaczonego obszaru. Usuniety i doktadnie rozdrobniony materiat prze-
nies¢ do lejka do saczenia (3.4). Doda¢ 10 ml goracego octanu etylu
(4.10), ostroznie wymieszaé za pomoca metalowej szpatutki
i przefiltrowa¢ (w stosownych przypadkach w prozni), zbierajac filtrat
do kolby stozkowej (3.5) potaczonej z lejkiem do saczenia.

Pozostalo§¢ na filtrze przeptuka¢ trzykrotnie eterem dietylowym (4.3)
(okoto 10 ml przy kazdym plukaniu), zbierajac filtrat do tej samej kolby
polaczonej z lejkiem, odparowac filtrat do objgtosci 4—5 ml, przela¢
pozostaty roztwér do zwazonej wczesniej probéwki o pojemnosci 10 ml
(3.6), wysuszy¢ poprzez lekkie podgrzewanie w delikatnym strumieniu
azotu, rozpusci¢ jeszcze raz kilkoma kroplami acetonu (4.6), ponownie
wysuszy¢. Pozostalo$¢ znajdujaca si¢ w probowce to frakcje steroli
i dialkoholi triterpenowych lub alkoholi i alkoholi triterpenowych.

6. ODDZIELENIE FRAKCJI ALKOHOLOWEJ METODA HPLC

Substancja niezmydlajgca si¢ uzyskana w czesci 1 rozpuszcza si¢ w 3 ml
fazy ruchomej (4.14); przefiltrowaé roztwor za pomoca filtra strzykaw-
kowego (3.10) i zachowac.

Wstrzykna¢ 200 pL przefiltrowanego roztworu niezmydlajacego si¢ do
HPLC (3.8).

Przeprowadzi¢ oddzielenie metoda HPLC z predkoscia 0,8 ml/min,
odrzuci¢ ilo$¢ uzyskang w ciggu pierwszych 5 min i zebra¢ do kolb
stozkowych o pojemnosci 25 ml (3.11) ilo$¢ otrzymang miedzy 5
a 10 min. w przypadku alkoholi alifatycznych i triterpenowych oraz
ilo$¢ otrzymana migdzy 11 a 25 min. w przypadku steroli oraz erytrodiolu
i uwaolu (uwaga 5).

Oddzielenie mozna monitorowa¢ za pomocg detektora UV przy diugosci
fali 210 nm lub detektora wspolczynnika refraktometrycznego (zob.
rysunek 6).

Frakcje odparowuje si¢ do wysuszenia i przygotowuje do analizy
chromatograficzne;j.

Uwaga 5: nalezy dokladnie kontrolowa¢ ci$nienie pompy HPLC, eter
dietylowy moze zwigkszy¢ ci$nienie, nalezy regulowaé prze-
ptyw, aby utrzyma¢ cisnienie pod kontrola.

CZESC 3
ANALIZA FRAKCJI ZWIAZKOW ALKOHOLOWYCH METODA
CHROMATOGRAFII GAZOWEJ
1.  ZAKRES

Niniejsza cze$¢ zawiera ogolne wytyczne dotyczace stosowania chromato-
grafii gazowej na kolumnach kapilarnych do oznaczania skladu jakoscio-
wego 1 iloSciowego zwigzkow alkoholowych wyodrebnionych zgodnie
z metoda okre$long w czesci 2 niniejszej metody.
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2. ZASADA

Frakcje zebrane z substancji niezmydlajacej si¢ z wykorzystaniem chro-
matografii cienkowarstwowej (TLC) lub metody HPLC sa poddawane
derywatyzacji do eterow trimetylosilanowych i poddawane analizie metoda
chromatografii gazowej na kolumnach kapilarnych z systemem rozdziatu
strumienia i detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym.

3. APARATURA

Typowe wyposazenie laboratoryjne, a w szczegoélnosci nastepujace
urzadzenia:

3.1. Probowka o pojemnosci 10 ml z lejkowatym dnem i szczelnym korkiem
szklanym.

3.2.  Chromatograf gazowy wspolpracujacy z kolumnag kapilarng z systemem
rozdziatu strumienia, sktadajacy si¢ z:

3.2.1. komory termostatycznej do kolumn w celu utrzymania wymaganej tempe-
ratury z dokfadnoscig do £ 1 °C;

3.2.2. regulowanego termostatem zespolu dozowania z otworem wytryskowym
ze szkla krzemowanego i z systemem rozdziatu strumienia;

3.2.3. detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (FID);

3.2.4. systemu gromadzenia danych wspolpracujacego z detektorem FID
(3.10.3.), z mozliwoscig catkowania r¢cznego.

3.3. Kolumna kapilarna wypetniona zelem krzemionkowym o dlugosci
20-30 m, o wewngtrznej $rednicy 0,25-0,32 mm, pokryta w 5 % dife-
nylem i w 95 % dimetylopolisiloksanem (faza stacjonarna SE-52 lub
SE-54 lub podobna), o jednakowej grubosci wynoszacej 0,10-0,30 um.

3.4. Mikrostrzykawka o pojemnosci 10 pl przeznaczona do chromatografii
gazowej z umocowang na stale igla do rozdzielania strumienia.

4. ODCZYNNIKI

4.1.  Bezwodnik pirydyny do chromatografii.
4.2. Heksametyldizylazyna do analiz.
4.3.  Trimetylchlorosilan do analiz.

4.4. Roztwory probek eterow trimetylosilanowych steroli. Nalezy je przygo-
towa¢ tuz przed uzyciem ze steroli 1 erytrodiolu uzyskanych
z zawierajacych je olejow.

4.5. Roztwory mianowane eterow trimetylosilanowych alkoholi alifatycznych
od C20 do C28. Mozna je sporzadzi¢ z mieszanin czystych alkoholi,
w momencie gdy sa potrzebne do uzycia.

4.6. Gaz nosny: czysty wodor lub hel, do chromatografii gazowe;j.

4.7. Gazy pomocnicze: czysty wodor, hel, azot i powietrze do celow chroma-
tografii gazowe;j.

4.8.  Odczynnik wywotlujacy reakcje sililowania skfadajacy si¢ z mieszaniny
pirydyny/heksametylodisilazanu/trimetylochlorosilanu w proporcji  9:3:1
(VIVIV).

4.9. n-heksan do chromatografii.
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5. PRZYGOTOWANIE TRIMETYLSILYLOETEROW

Do probowki (3.1) zawierajacej frakcje zwiazkow alkoholowych dodaé
odczynnik wywotujacy reakcj¢ sililowania (4.8) (uwaga 6) w ilosci 50
ul na kazdy miligram zwigzkow alkoholowych, w sposob pozwalajacy
unikna¢ wchianiania wilgoci (uwaga 7).

Uwaga 6: w handlu dostgpne sg gotowe roztwory. Inne odczynniki sili-
lujace, takie jak na przyktad bis-
trimetylsilyltrifluoracetamid + 1 % trimetylochlorosilanu,
ktoéry musi zosta¢ wymieszany z taka samg ilosciag bezwodnika
pirydyny, rowniez sa dostgpne. Pirydyne mozna zastapi¢ taka
samg ilo$cig acetonitrylu.

Uwaga 7: pojawienie si¢ lekkiej opalizacji jest zjawiskiem normalnym
i nie stanowi zadnej nieprawidlowosci. Pojawienie si¢ bialej
zawiesiny lub ré6zowego koloru wskazuje na obecno$¢ wilgoci
w odczynniku lub pogorszenie jego jako$ci. W takich przy-
padkach badanie nalezy powtérzy¢ (tylko w przypadku zasto-
sowania heksametylodisilazanu/trimetylochlorosilanu).

Zamkna¢ probowke (3.1) korkiem i ostroznie wstrzasa¢ (bez odwracania)
az do catkowitego rozpuszczenia si¢ zwigzkow. Pozostawi¢ na co najmniej
15 minut w temperaturze otoczenia, a nastgpnie wirowac przez kilka
minut. Przejrzysty roztwér mozna podda¢ analizie metoda chromatografii
gazowe;.

6. ANALIZA METODA CHROMATOGRAFII GAZOWEJ

6.1.  Czynnosci wstegpne, przygotowanie kolumn kapilarnych

Osadzi¢ kolumng¢ (3.3) w chromatografie gazowym, podtaczajac
koncowke wlotowa do dozownika z rozdzialem strumienia, a koncowke
wylotowa do detektora.

Dokona¢ og6lnych kontroli zespotu chromatografu gazowego (szczelno$é
uktadu zasilania gazem, wydajnos¢ detektora, wydajnos¢ systemu dzie-
lenia strumienia i systemu zapisu itd.).

Jezeli kolumna zostaje uzyta po raz pierwszy, zaleca si¢ jej przygotowa-
nie: przepusci¢ powoli przez kolumng¢ strumien gazu, nast¢pnie wiaczyé
zespol chromatografu gazowego i rozpoczaé stopniowe podgrzewanie do
temperatury co najmniej 20 °C powyzej temperatury roboczej (uwaga 8).
Utrzymywac¢ taka temperaturg przez co najmniej dwie godziny, nastgpnie
ustawi¢ zespot w trybie pracy (regulacja strumienia gazu i uktadu rozdzie-
lania, zapalenie ptomienia, potaczenie z systemem obliczeniowymi, regu-
lacja temperatury kolumny, detektora i dozownika itd.), a nastgpnie reje-
strowac sygnat z czuloécia co najmniej dwa razy wigksza niz przewidziana
czulo$¢ analizy. Przebieg linii podstawowej musi mie¢ charakter liniowy,
bez jakichkolwiek pikéw i bez przesunigcia. Ujemne przesunigcie prostej
linii wskazuje na nieszczelno$¢ potaczen kolumn; przesunigcie dodatnie
wskazuje na niedostateczne przygotowanie kolumny.

Uwaga §8: temperatura przygotowania kolumn musi zawsze by¢ co
najmniej o 20 °C nizsza niz maksymalna temperatura
okreslona dla fazy stacjonarne;.

6.2.  Warunki robocze
Nalezy zoptymalizowaé program temperatury i natezenie przeptywu gazu

nosnego, tak aby otrzyma¢ chromatogramy podobne do chromatogramow
przedstawionych na rysunkach 3-6.

Ponizsze parametry zostaly zbadane i stwierdzono, ze s3 uzyteczne:
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6.2.1. Alkohole alifatyczne

Programowanie pieca 180 °C (8 min.) — 260 °C (w temp.
5 °C/min) — 260 °C (15 min.)

Temperatura dozownika 280 °C

Temperatura detektora 290 °C

Predkose liniowa gazu | Hel (20-30 cm/s); wodor (30-50 cm/s)
nos$nego

Stosunek strumienia dzielo- | 1:50-1:100
nego

Wstrzykiwana porcja 0,5-1 pl roztworu TMSE

6.2.2. Sterole i dialkohole triterpenowe

Programowanie pieca stala temperatura 260 + 5 °C
Temperatura dozownika 280-300 °C
Temperatura detektora 280-300 °C

Predkosé liniowa gazu | Hel (20-30 cm/s); wodor (30-50 cm/s)
nosnego

Stosunek strumienia dzielo- | 1:50—1:100
nego

Wstrzykiwana porcja 0,5-1 pl roztworu TMSE

Warunki te moga by¢ zmieniane zgodnie z charakterystyka kolumny
i chromatografu gazowego w celu uzyskiwania chromatogramoéw spetniaj-
acych nastepujace wymogi:

— Cazas retencji w przypadku alkoholu C26 wynosi 18 = 5 minut.

— Pik dla alkoholu C22 wynosi 80 + 20 % wartosci pelnego zakresu
skali dla oliwy z oliwek i 40 + 20 % wartosci pelnego zakresu skali
dla oliwy z wytloczyn z oliwek.

— Czas retencji w przypadku piku B-sitosterolu powinien wynosié
20 £ 5 min.

— Pik kampesterolu powinien wynosi¢: w przypadku oliwy z oliwek
($rednia zawarto$¢ 3 %) 20 + 5 % w pelnej skali.

— Nalezy oddzieli¢ wszystkie wystepujace sterole. Oprocz catkowitego
oddzielenia od siebie piki musza takze by¢ catkowicie rozdzielone, co
oznacza, ze wykres piku musi tgczy¢ si¢ z linig podstawowa, zanim
przejdzie w nastepny pik. Niepelna rozdzielczos$¢ jest jednak tolero-
wana, pod warunkiem ze pik w punkcie RRT 1,02 (sitostanol) moze
zosta¢ oznaczony ilosciowo na podstawie linii prostopadte;j.

6.3. Procedura analityczna

Za pomoca mikrostrzykawki (3.4) o pojemnosci 10 ul pobra¢ 1 pl
heksanu, zassa¢ 0,5 pl powietrza i nastgpnie 0,5—1 pl roztworu probki.
Pociagna¢ dalej tloczek w celu oproznienia igly. Wprowadzié igle przez
membrang dozownika i po jednej, dwdch sekundach szybko wstrzyknaé,
a nastepnie powoli wyjaé igle po okoto pigciu sekundach. Mozna zasto-
sowac¢ takze dozownik automatyczny.
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Prowadzi¢ rejestracje do catkowitego wyeluowania TMSE obecnych
w probce odpowiednich zwigzkéw alkoholowych. Linia podstawowa
powinna nadal spelnia¢ wymogi odpowiednich warunkéow roboczych
(6.2.1 lub 6.2.2).

6.4. Identyfikacja pikow

Zidentyfikowa¢ poszczegélne piki na podstawie czasow retencji oraz przez
porownanie z mieszaning alkoholi alifatycznych i triterpenowych lub
steroli i TMSE dialkoholi triterpenowych poddanych analizie w takich
samych warunkach. Chromatogram frakcji alkoholi alifatycznych
i triterpenowych przedstawiono na rysunku 3, a odpowiadajace chromato-
gramy steroli i dialkoholi triterpenowych — na rysunku 2.

Alkohole alifatyczne podlegaja elucji w nastepujacej kolejnosci: C20-ol
(I.S.), C22-0l, C23-0l, C24-0l, C25-0l, C26-0l, C27-0l i C28-0l.

Sterole i dialkohole triterpenowe podlegaja elucji w nastgpujacej kolej-
nosci: cholesterol, brassikasterol, ergosterol, 24-metylen-cholesterol,
kampesterol, kampestanol, stigmasterol, A7-kampesterol, A5,23-stigmasta-
dienol, klerosterol, B-sistosterol, sitostanol, AS5-awenasterol, AS5,24-stig-
mastadienol, A7-stigmastenol, A7-awenasterol, erytrodiol i uwaol.

6.5. Ocena ilosciowa

Powierzchnie pikéw 1-eikozanolu i alkoholi alifatycznych C22, C24, C26
i C28 oblicza si¢ za pomoca systemu odbioru danych. Wspotczynnik
odpowiedzi w przypadku 1-eikozanolu przyjmuje si¢ jako réwny 1.

Obliczy¢ powierzchnie pikow a-cholestanolu i steroli oraz dialkoholi
triterpenowych za pomocg systemu obliczeniowego. Pomingé zwigzki,
ktore nie sg ujete w tabeli 1 (nie nalezy uwzglednia¢c w obliczeniach
ergosterolu). Wspoélczynnik odpowiedzi w przypadku a-cholestanolu
przyjmuje si¢ jako rowny 1.

Obliczy¢ stgzenie kazdego poszczegdlnego zwiazku alkoholowego
w mg/kg substancji thuszczowej w nastgpujacy sposob:

A, %
Zwigzek alkoholowy x = — s
A X m

s

x 1000

gdzie:

A, = powierzchnia piku w przypadku zwigzku alkoholowego X, zgodnie
z obliczeniami w systemie obliczeniowym.

A, = powierzchnia  piku 1-eikozanolu/a-cholestanolu, zgodnie
z obliczeniami w systemie obliczeniowym.

mg = masa dodanego 1-eikozanolu/a-cholestanolu, w miligramach.

m = masa probki uzytej do oznaczenia, w gramach.

7. PRZEDSTAWIENIE WYNIKOW

Poda¢ stezenie poszczegodlnych alkoholi alifatycznych i triterpenowych
w mg/kg substancji tlhuszczowej i ich sume jako ,.catkowita zawarto$¢
alkoholi alifatycznych”. Catkowita zawarto$¢ to suma C22, C24, C26
i C28.

Sktad kazdego z poszczegdlnych zwiazkéw alkoholowych nalezy podaé
z dokladnoscia do jednego miejsca po przecinku.

Catkowite stezenie steroli musi by¢ podane jako liczba catkowita bez
przecinka dziesigtnego.
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Procentowa zawarto$¢ kazdego sterolu obliczy¢ na podstawie stosunku
powierzchni odpowiedniego piku do sumy powierzchni pikow steroli:

A,
Sterol x = == x 100
erol x =
gdzie:
A, = powierzchnia piku dla sterolu x.
XA = suma powierzchni pikéw dla steroli.

APP B -sitosterol:  AS5,23-stigmastadienol  +  klerosterol  +
B-sitosterol + sitostanol + AS5-awenasterol + A5,24-stigmastadienol.

Obliczy¢ procentowa zawarto$¢ erytrodiolu i uwaolu:

Ap, + 4
Erytrodiol + Uwaol = “E—"% + 100
T
gdzie:
Ag, = powierzchnia erytrodiolu, zgodnie z obliczeniami w systemie
obliczeniowym.
Ay, = powierzchnia uwaolu, zgodnie z obliczeniami w systemie
obliczeniowym.

2 a1 = suma powierzchni piku dla steroli + erytrodiolu + uwaolu,
zgodnie z obliczeniami w systemie obliczeniowym.

Oprocz obliczenia wzglednego procentowego udzialu poszczegdlnych
steroli i dialkoholi triterpenowych oraz catkowitego stezenia steroli nalezy
— zgodnie z ponizszymi wzorami — obliczy¢ stezenie erytrodiolu i uwaolu
oraz ich sum¢ w mg/kg substancji ttuszczowe;j:

y ,
Erytrodiol = ;ﬂ % 1000

s Xm
Ay, X my
Uwaol = ="—— x 1 000
s
gdzie:
Ag, = powierzchnia piku erytrodiolu, zgodnie =z obliczeniami
w systemie obliczeniowym.
Ay, = powierzchnia uwaolu, zgodnie z obliczeniami w systemie
obliczeniowym.
A, = powierzchnia piku o-cholestanolu, zgodnie z obliczeniami
w systemie obliczeniowym.
mg = masa dodanego a-cholestanolu, w miligramach.

m = masa probki uzytej do oznaczenia, w gramach.
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Alkohole triterpenowe
Alkohole alifatyczne
Sterole metylowe
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Rysunek 1 — TLC niezmydlajacej si¢ frakcji oliwy z wytloczyn z oliwek eluowanej dwukrotnie
heksanem:eterem dietylowym (65:35), rozwinigtej z wykorzystaniem SO4H2 (50 %) i podgrzane;.
Pasma, ktore nalezy zeskrobaé, to pasma znajdujace si¢ w prostokacie; prostokat nr 1 zawiera
pasma alkoholi alifatycznych, a prostokat nr 2 — steroli i dialkoholi triterpenowych.

Tabela I — Wzgledne czasy retencji dla steroli

Pik Tdentyfikacja Wzgledny czas retencji
Kolumna SE 54 | Kolumna SE 52
1 Cholesterol A-5-cholesten-38-o0l 0,67 0,63
2 Cholestanol Sa-cholestan-33-ol 0,68 0,64
3 Brassikasterol [24S]-24-metyl-A-5,22-cholestadien-38-ol 0,73 0,71
* Ergosterol [24S]-24-metyl-A-5,7,22 cholestatrien-3f3-ol 0,78 0,76
4 24-metylen-cholesterol | 24-metylen-A-5,24-cholestadien-36-01 0,82 0,80
5 Kampesterol (24R)-24-metyl-A-5-cholesten-383-ol 0,83 0,81
6 Kampestanol (24R)-24-metyl-cholestan-3-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol (24S)-24-etyl-A-5,22-cholestadien-36-ol 0,88 0,87
8 A-7-kampesterol (24R)-24-metyl-A-7-cholesten-383-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol | (24R,S)-24-etyl-A-5,23-cholestadien-38-ol 0,95 0,95
10 Klerosterol (24S)-24-etyl-A-5,25-cholestadien-38-ol 0,96 0,96
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Wzgledny czas retencji
Pik Identyfikacja
Kolumna SE 54 | Kolumna SE 52

11 B-sitosterol (24R)-24-etyl-A-5-cholesten-38-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-etyl-cholestan-36-ol 1,02 1,02
13 A-5-awenasterol (24Z)-24-etyliden-A-cholesten-3-ol 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienol | (24R,S)-24-etyl-A-5,24-cholestadien-363-ol 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol (24R,S)-24-etyl-A-7-cholesten-363-ol 1,12 1,12
16 A-7-awenasterol (24Z)-24-etyliden-A-7-cholesten-383-ol 1,16 1,16
17 Erytrodiol Sa-olean-12-en-3p,28-diol 1,41 1,41
18 Uwaol A12-ursen-3p,28-diol 1,52 1,52
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Rysunek 2 — Chromatogram z chromatografii gazowej steroli i dialkoholi triterpenowych

z rafinowanej oliwy z oliwek przeprowadzonej z wykorzystaniem detektora ptomieniowo-joniza-
cyjnego (GC-FID). (1) Cholesterol, (2) a-cholestanol (I.S.), (3) 24-metylen-cholesterol, (4) kampe-
sterol, (5) kampestanol, (6) stigmasterol, (7) A5,23-stigmastadienol, (8) klerosterol, (9) B-sitosterol,
(10) sitostanol, (11) AS-awenasterol, (12) A5,24-stigmastadienol, (13) A7-stigmastenol, (14) A7-
awenasterol, (15) erytrodiol, (16) uwaol.
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Rysunek 3 — Chromatogram z chromatografii gazowej steroli i dialkoholi triterpenowych z oliwy
lampante przeprowadzonej z wykorzystaniem detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (GC-FID). (1)
Cholesterol, (2) a-cholestanol (I.S.), (3) brassikasterol, (4) 24-metylen-cholesterol, (5) kampesterol,
(6) kampestanol, (7) stigmasterol, (8) A7-kampesterol, (9) AS,23-stigmastadienol, (10) klerosterol,
(11) B-sitosterol, (12) sitostanol, (13) AS-awenasterol, (14) AS5,24-stigmastadienol, (15) A7-stigmas-
tenol, (16) A7-awenasterol, (17) erytrodiol, (18) uwaol.
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Rysunek 4 — Chromatogram z chromatografii gazowej alkoholi alifatycznych i triterpenowych
z oliwy z oliwek przeprowadzonej z wykorzystaniem detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (GC-
FID). (I.S.) C20-ol, (1) C22-0l, (2) C24-0l, (3) C26-0l, (4) C28-ol, (5) alkohole triterpenowe.
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Rysunek 5 — Chromatogram z chromatografii gazowej alkoholi alifatycznych i triterpenowych
z oliwy z oliwek i1 oliwy z oliwek z drugiego odwirowania oliwy z oliwek przeprowadzonej
z wykorzystaniem detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (GC-FID). (I.S.) C20-ol, (1) C22-ol, (2)
C24-0l, (3) C26-ol, (4) C28-ol, (5) alkohole triterpenowe.
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Rysunek 6 — Chromatogram z HPLC niezmydlajacej si¢ frakcji oliwy z oliwek oddzielonej metoda
HPLC z wykorzystaniem detektora UV. (1) Alkohole alifatyczne i triterpenowe; (2) Sterole

i dialkohole triterpenowe.
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ZALACZNIK XX

Metoda oznaczania zawartosci woskow, metylowych estrow kwasu
tluszczowego i etylowych estrow kwasu tluszczowego metoda kapilarnej
chromatografii gazowej

1. CEL

Niniejsza metoda stluzy do oznaczania zawartosci woskoéw, metylowych
i etylowych estrow kwasu tluszczowego w roznych rodzajach oliwy
z oliwek. Poszczegdlne woski 1 estry alkilowe rozdziela si¢
w zaleznosci od liczby atomoéw wegla. Zaleca si¢ stosowanie tej metody
do rozrdéznienia oliwy z oliwek od oliwy z wyttoczyn oliwek oraz jako
wskaznik jakosci w przypadku oliwy z oliwek ekstra z pierwszego ttocze-
nia, ktory umozliwia wykrycie oszukanczych mieszanin oliwy z oliwek
ekstra z pierwszego tloczenia z rodzajami oliw o nizszej jakosci, takim
jak oliwa z oliwek z pierwszego tloczenia, oliwa z oliwek typu lampante
lub niektore rodzaje oleju dezodoryzowanego.

2. ZASADA

Dodanie odpowiednich wzorcéw wewngetrznych do oleju, nastgpnie frak-
cjonowanie z wykorzystaniem metody chromatografii w kolumnie
z uwodnionym zelem krzemionkowym. Odzyskanie frakcji wymytej
uprzednio w warunkach testowych (ktorej biegunowos$¢ jest mniejsza
niz w przypadku triglicerydow), nastgpnie przeprowadzenie bezposredniej
analizy metoda kapilarnej chromatografii gazowe;.

3. APARATURA

3.1.  Kolba Erlenmeyera o pojemnosci 25 ml.

3.2.  Szklana kolumna do chromatografii cieczowej, $rednica wewngtrzna
15 mm, wysokos$¢ 3040 cm, wyposazona w odpowiedni kranik.

3.3.  Chromatograf gazowy, ktéry mozna stosowa¢ razem z kolumng kapi-
larna, wyposazony w system do bezposredniego wprowadzania do

kolumny, skfadajacy si¢ z:

3.3.1. kontrolowanego termostatem piecyka z mozliwo$cia programowania
temperatury;

3.3.2. zimnego dozownika do bezposredniego wprowadzania do kolumny;
3.3.3. detektora plomieniowo-jonizacyjnego i konwertera — wzmacniacza;
3.3.4. wspolpracujagcego ze wzmacniaczem-konwerterem (pkt. 3.3.3) rejestra-
tora-integratora (Uwaga 1), ktorego czas reakcji nie przekracza jednej
sekundy, ze zmienng szybko$cig przesuwu papieru;
Uwaga 1: mozna  roéwniez  zastosowat  systemy  informatyczne
w przypadku wprowadzania danych z chromatografii gazowe;j
przy uzyciu komputera osobistego
3.3.5. kolumny kapilarnej, z topionej krzemionki (dla celéw analizy woskéw
oraz metylowych i etylowych estréw), o wysokosci 8—12 m, srednicy
wewngetrznej 0,25-0,32 mm, pokrytej od srodka ptynem rozdzielajacym
(Uwaga 2), o jednolitej grubosci 0,10-0,30 um;

Uwaga 2: ogodlnodostepne, odpowiednie do tego celu ptyny rozdzielajace
typu SE52 lub SE 54, dostgpne w handlu, itp.

3.4.  Mikrostrzykawka umozliwiajaca wstrzyknigcie do kolumny porcji 10 pl,
wyposazona w igle o utwardzonej powierzchni.

3.5. Wstrzasarka elektryczna.
3.6.  Wyparka rotacyjna.
3.7.  Piec muflowy.

3.8. Waga analityczna zapewniajgca precyzj¢ pomiaru = 0,1 mg.
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3.9. Zwykle szklo laboratoryjne.
4. ODCZYNNIKI

4.1.  Zel krzemionkowy o granulometrii w zakresie od 60 do 200 pm.
Umiesci¢ zel krzemionkowy w piecu muflowym w temp. 500 °C na co
najmniej 4 godziny. Po ostudzeniu doda¢ 2 % wody wzgledem zastoso-
wanej ilosci Zelu krzemionkowego. Dobrze wstrzasnag¢ do otrzymania
jednolitej zawiesiny i umie$ci¢ w suszarce laboratoryjnej na nie mniej
niz 12 godzin przed zastosowaniem.

VY M32

T 42, n-heksan o klasie czystosci do chromatografii lub do wykrywania pozos-
tatosci. Heksan mozna zastgpi¢ izooktanem (2,2,4-trimetylopentanem
o klasie czystoéci do chromatografii), o ile osiggni¢to porownywalne
warto$ci precyzji. Rozpuszczalniki o temperaturze wrzenia wyzszej niz
n-heksan odparowuja diuzej. Sg jednak preferowane ze wzgledu na
toksyczno$¢ heksanu. Nalezy sprawdzi¢ czysto$¢; na przyktad mozna
kontrolowa¢ pozostatosci po odparowaniu 100 ml rozpuszczalnika.

UWAGA - Opary moga ulec samozaptonowi. Nalezy trzyma¢ z daleka
od Zrodet ciepta, iskier lub nieostonigtego ptomienia. Nalezy upewni¢ si¢
zawsze, ze pojemniki sg zawsze dobrze zamknigte. Nalezy zapewnic
odpowiednia wentylacj¢ podczas uzytkowania. Nalezy unika¢ nagroma-
dzenia oparéw i usuna¢ wszelkie mozliwe zrodla zagrozenia pozarowego
takie jak grzejniki czy aparatura elektryczna wyprodukowana
z materiatldow innych niz materialy niepalne. Wdychanie oparéw moze
mie¢ szkodliwe skutki, poniewaz moze prowadzi¢ do uszkodzenia
komorek nerwowych. Nie nalezy wdycha¢ oparéw. Nalezy w razie
potrzeby zastosowa¢ odpowiednie urzadzenia umozliwiajace oddychanie.
Chroni¢ oczy i skor¢ przed kontaktem.

Izooktan jest substancjg ciekla tatwopalng stanowiaca zagrozenie poza-
rowe. Granice palnosci w powietrzu wynosza 1,1-6,0 % (utamek obje-
tosciowy). Jest on toksyczny w przypadku jego spozywania i wdychania.
Pracujac z tym rozpuszczalnikiem, nalezy korzysta¢ z wentylowanego
dygestorium w dobrym stanie technicznym.

VY M23
4.3.  Eter etylowy o klasie czystoSci do chromatografii.

UWAGA - bardzo tatwopalny i umiarkowanie toksyczny. Podraznia
skore. Wdychanie oparéw moze mieé, szkodliwe skutki, poniewaz
moze prowadzi¢ do uszkodzenia komorek nerwowych. Moze powodowac
uszkodzenia oczu. Skutki moga by¢ odczuwalne z opdznieniem. Moze
tworzy¢ nadtlenki o wiasciwosciach wybuchowych. Opary moga ulec
samozaptonowi. Nalezy trzyma¢ z daleka od zrddet ciepta, iskier lub
nieostoni¢tego ptomienia. Nalezy upewni¢ si¢ kazdorazowo, ze pojemniki
sa zawsze dobrze zamknigte. Nalezy zapewni¢ odpowiednia wentylacj¢
podczas uzytkowania. Nalezy unika¢ nagromadzenia oparéw i usungé
wszelkie mozliwe zrodla zagrozenia pozarowego, takie jak grzejniki czy
aparatura elektryczna wyprodukowana z materialdbw innych niz materiaty
niepalne. Nie odparowywaé do sucha lub prawie do sucha. Dodanie wody
lub odpowiedniego czynnika redukujacego moze ograniczy¢ tworzenie
nadtlenkéw. Nie pi¢. Nie nalezy wdycha¢ oparéw. Nalezy unikaé prze-
dhuzonego lub powtarzalnego kontaktu ze skora.

4.4. n-heptan, do chromatografii, lub izooktan.

UWAGA - fatwopalny. Wdychanie oparéw moze mie¢, szkodliwe skutki,
poniewaz moze prowadzi¢ do uszkodzenia komorek nerwowych. Nalezy
trzyma¢ z daleka od zrddet ciepta, iskier lub nieostoni¢tego plomienia.
Nalezy upewni¢ si¢ kazdorazowo, ze pojemniki s zawsze dobrze
zamknigte. Nalezy zapewni¢ odpowiednig wentylacje podczas uzytkowa-
nia. Nie nalezy wdycha¢ oparéow. Nalezy unika¢ przedtuzonego lub
powtarzalnego kontaktu ze skora.

4.5.  Roztwor wzorca arachidynianu laurylowego (Uwaga 3) o stgZeniu
0,05 % (m/V) w heptanie (wzorzec wewngtrzny dla woskow).

Uwaga 3: mozna roéwniez zastosowac palmitynian palmitylu, stearynian
mirystylu lub arachidynian laurylowy.

4.6. Roztwéor wzorca estru metylowego Kkwasu heptadekanowego
o stezeniu 0,02 % (m/V) w heptanie (wzorzec wewnetrzny dla estrow
metylowych i etylowych).

4.7.  Sudan 1 (1-fenylo-azo-2-naftol).
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4.8.  Gaz no$ny: czysty wodor lub hel, do chromatografii gazowej.

UWAGA

Wodor Bardzo tatwopalny, pod cisnieniem. Nalezy trzymaé z daleka od
zrodet ciepta, iskier lub nicostonietego ptomienia lub aparatury elek-
trycznej wyprodukowanej z materialdow innych niz niepalne. Nalezy
upewni¢ si¢, ze zawodr butli jest zamkniety na czas przerwy
w uzytkowaniu. Stosowaé zawsze razem z reduktorem ci$nienia. Nalezy
zmniejszy¢ nacisk na sprezyne reduktora przed otwarciem zaworu butli.
Nie nalezy sta¢ naprzeciw ujscia butli w momencie otwierania zaworu.
Nalezy zapewni¢ odpowiednig wentylacje podczas uzytkowania. Nie
nalezy przemieszcza¢ wodoru z jednej butli do drugiej. Nie nalezy
miesza¢ gazu w butli. Nalezy zapewni¢ stabilno$¢ butli. Nalezy przecho-
wywac z dala od $wiatla slonecznego i zrodet ciepta. Przechowywac
w warunkach wolnych od czynnikéw korozyjnych. Nie nalezy uzywac
butli, jesli sa one uszkodzone lub pozbawione etykiet.

Hel Gaz sprgzony pod ci$nieniem. Zmniejsza ilo$¢ tlenu dostgpnego do
oddychania. Nalezy przechowywaé butle zamknigta. Nalezy zapewnié
odpowiednig wentylacje podczas uzytkowania. Nie nalezy przebywac
w pomieszczeniach, w ktorych przechowywane sg butle, jezeli pomiesz-
czenia te nie s3 odpowiednio wentylowane. Stosowaé zawsze razem
z reduktorem ci$nienia. Nalezy zmniejszy¢ nacisk na sprezyng reduktora
przed otwarciem zaworu butli. Nie nalezy przemieszczaé gazu z jednej
butli do drugiej. Nalezy zapewni¢ stabilno$¢ butli. Nie nalezy stac
naprzeciw ujécia butli w momencie otwierania zaworu. Nalezy przecho-
wywac z dala od $wiatlta slonecznego i zrodet ciepta. Przechowywac
w warunkach wolnych od czynnikéw korozyjnych. Nie nalezy uzywac
butli, jesli sa one uszkodzone lub pozbawione etykiet. Nie wdychac.
Wykorzystywaé jedynie do celéw technicznych.

4.9. Gazy pomocnicze:

— Czysty wodér, w postaci gazowej, do chromatografii gazowe;.
— Czyste powietrze, w postaci gazowej, do chromatografii gazowe;.

UWAGA

Powietrze Gaz sprezony pod cisnieniem. Nalezy stosowaé przy zacho-
waniu $rodkow ostroznosci w obecnosci substancji palnych, poniewaz
temperatura samozaptonu wigkszo$ci organicznych sktadnikéw powietrza
jest znacznie nizsza w warunkach wysokiego cisnienia. Nalezy upewnié
sig, ze zawOr butli jest zamknigty na czas przerwy w uzytkowaniu.
Stosowa¢ zawsze razem z reduktorem ci$nienia. Nalezy zmniejszy¢ nacisk
na sprezyn¢ reduktora przed otwarciem zaworu butli. Nie nalezy stac
naprzeciw uj$cia butli w momencie otwierania zaworu. Nie nalezy prze-
mieszcza¢ gazu z jednej butli do drugiej. Nie nalezy miesza¢ gazu
w butli. Nalezy zapewni¢ stabilno$¢ butli. Nalezy przechowywaé¢ z dala
od $wiatla stonecznego i zrddel ciepla. Przechowywaé w warunkach
wolnych od czynnikéw korozyjnych. Nie nalezy uzywac butli, jesli sa
one uszkodzone lub pozbawione etykiet. Powietrze przeznaczone dla
celow technicznych nie moze by¢ wykorzystywane do wdychania lub
w urzadzeniach umozliwiajacych oddychanie.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA
5.1.  Przygotowanie kolumny chromatograficznej

Sporzadzi¢ zawiesing 15 g zelu krzemionkowego (pkt. 4.1) w n-heksanie
(pkt. 4.2) i wprowadzi¢ do kolumny (pkt. 3.2). Po spontanicznym
wytraceniu osadu zakonczy¢ ten proces przy uzyciu wstrzgsarki elektrycz-
nej, tak aby warstwa chromatograficzna stata si¢ bardziej jednolita. Prze-
saczy¢ 30 ml n-heksanu, by usungé¢ wszelkie zanieczyszczenia. Odwazy¢
doktadnie 500 mg probki do kolby 25-ml (pkt. 3.1) postugujac si¢ waga
analityczng (pkt. 3.8) i doda¢ odpowiednig ilo$§¢ wzorca wewngtrznego
(pkt. 4.5), w zaleznos$ci od zatozonej zawartosci wosku, np. doda¢ 0,1 mg
arachidynianu laurylowego w przypadku oliwy z oliwek, 0,25-0,50 mg
w przypadku oliwy z wytloczyn z oliwek i 0,05 mg w przypadku estru
metylowego kwasu heptadekanowego dla oliwy z oliwek (pkt. 4.6).
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Do tak przygotowanej probki doda¢ dwie porcje po 2 ml n-heksanu (pkt.
4.2) 1 przenies¢ do kolumny chromatograficzne;.

Wprowadzi¢ probke, tak aby rozpuszczalnik naptynat do wysokosci 1 mm
powyzej goérnego poziomu absorbentu. Nastepnie przesaczy¢ resztg
n-heksanu/eteru etylowego (99:1) i pobra¢ 220 ml przy przeptywie
okoto 15 kropli w ciggu 10 sekund. (Ta frakcja zawiera estry metylowe
i etylowe oraz woski). (Uwaga 4) (Uwaga 5).

Uwaga 4. codziennie nalezy przygotowywal §$wieza mieszaning
n-heksanu/eteru etylowego (99/1).

Uwaga 5: w celu wzrokowego skontrolowania prawidlowosci wymy-
wania woskow mozna doda¢ do probki 100 pl roztworu
1 % barwnika Sudan I w mieszaninie wymywajacej.

Warto$¢ retencji tego barwnika jest posrednia pomiedzy
warto$ciami retencji woskow i triglicerydow. Z tego wzgledu
nalezy zatrzyma¢ wymywanie gdy barwnik dotrze do dna
kolumny chromatograficznej, poniewaz wszystkie woski
zostaly juz wymyte.

Otrzymana w ten sposob frakcje suszy si¢ w wyparce rotacyjnej do
niemal catkowitego wyeliminowania rozpuszczalnika. Usuwa si¢ ostatnie
2 ml rozpuszczalnika przy uzyciu stabego strumienia azotu. Frakcje
zawierajacg estry metylowe i etylowe pobiera si¢ z wykorzystaniem 2-
4 ml n-heptanu lub izooktanu jako rozpuszczalnika.

5.2. Analiza metodg chromatografii gazowej
5.2.1. Procedura wstgpna

Umiesci¢ kolumne w chromatografie gazowym (pkt. 3.3), taczac szczeling
wlotowg z systemem kolumnowym, a wylotowa z detektorem. Wykonaé
ogolne kontrole aparatury do chromatografii gazowej (dzialanie petli
gazowych, sprawno$¢ detektora i systemu rejestracyjnego itp.).

Jezeli kolumna uzywana jest po raz pierwszy, zaleca si¢ jej kondycjono-
wanie. Przepusci¢ przez kolumn¢ gaz o matym nateZeniu przeptywu,
nastepnie uruchomié¢ aparatur¢ do chromatografii gazowej. Stopniowo
podgrzewac do uzyskania, po okolo 4 godzinach, temperatury 350 °C.

Utrzymac t¢ temperatur¢ przez co najmniej 2 godziny, a nastgpnie ustawic
aparatur¢ wedlug zadanych warunkéw pracy (ustawi¢ natgZenie prze-
ptywu gazu, zapali¢ ptomien, podiaczy¢ do elektronicznego przyrzadu
rejestrujacego (pkt. 3.3.4), ustawi¢ temperatur¢ pieca kolumny, ustawié
detektor itd.). Rejestrowa¢ sygnal z czulo$cia co najmniej dwukrotnie
wyzsza niz czulo§¢ wymagana do przeprowadzenia analizy. Przebieg
linii podstawowej powinien mie¢ charakter liniowy, bez jakichkolwiek
pikow, i linia ta nie powinna wykazywa¢ nachylenia.

Prostoliniowe, ujemne nachylenie linii wskazuje na to, ze potaczenia

kolumn sa nieprawidtowe; nachylenie dodatnie oznacza, ze kolumna nie
zostata poddana wystarczajacemu kondycjonowaniu.

5.2.2. Dobor warunkéw roboczych dla woskow i estrow metylowych i etylowych
(Uwaga 6).

Ogolnie nalezy przestrzega¢ nastgpujacych warunkéw roboczych:

— Temperatura kolumny:

20 °C/min 5 °C/min

Poczatkowo 80 °C (1) 140 °C 335°C (20)

— Temperatura detektora: 350 °C.

— Porcja wstrzykiwana: 1 pl roztworu (2—4 ml) n-heptanu.
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— Gaz noény: hel lub wodor z szybkoscia liniowa optymalng dla wybra-
nego gazu (patrz: dodatek A).

— Czulos¢ urzadzenia: taka, aby byly spetnione warunki okreslone powy-
zej.

Uwaga 6: Ze wzgledu na wysoka temperatur¢ koncowa przyjmuje si¢
dodatnie nachylenie, ktore nie moze przekracza¢ 10 % obje-
tosciowych wartosci petnego zakresu skali.

Warunki te mogg by¢ modyfikowane w sposob dostosowany do charak-
terystyk kolumny i aparatu do chromatografii gazowej, tak aby zostaly
oddzielone wszystkie woski i metylowe i etylowe estry kwasu tluszczo-
wego oraz aby uzyska¢ zadowalajacg rozdzielczos¢ pikow (zob. rysunki
2, 3 1 4) oraz czas retencji 18 + 3 minut dla wewnetrznego wzorca
arachidynianu laurylowego. Najbardziej reprezentatywny pik dla woskow
musi wynosi¢ ponad 60 % wartosci pelnego zakresu skali, a wewngtrzny
wzorzec estru metylowego kwasu heptadekanowego dla estrow metylo-
wych i etylowych musi osiagna¢ gorny zakres skali.

Nalezy ustali¢ parametry catkowania pikow w taki sposob, by uzyskac
doktadng warto$¢ pola powierzchni rozpatrywanego piku.

5.3.  Przeprowadzenie analizy

Pobra¢ 10 pl roztworu za pomoca mikrostrzykawki o pojemnosci 10 pl,
odciagna¢ tloczek, az igla zostanie calkowicie oprézniona. Wprowadzi¢
igle do uktadu nastrzykowego i szybko wstrzykna¢ po uptywie jednej do
dwoch sekund. Po uplywie okoto 5 sekund powoli wyciagnac¢ igle.

Przeprowadzaé rejestracje danych az do momentu catkowitego wymycia
woskow lub stigmastadienéw, w zaleznosci od analizowanej frakcji.

Linia podstawowa musi przez caly czas spetnia¢ ustalone wymagania.

5.4. Identyfikacja pikow

Zidentyfikowa¢ piki po czasach retencji, porownujac je z mieszaninami
woskow o znanych czasach retencji, analizowanymi w takich samych
warunkach. Estry alkilowe identyfikuje si¢ po mieszaninach metylowych
i etylowych estrow podstawowych kwasow tluszczowych w oliwie
z oliwek (palmitynowego i oleinowego).

Rysunek 1 przedstawia chromatogram woskéw oliwy z oliwek
z pierwszego tloczenia. Rysunki 2 i 3 przedstawiaja chromatogramy
dwoch oferowanych w sprzedazy detalicznej rodzajow oliwy z oliwek
ekstra z pierwszego tloczenia, jeden z estrami metylowymi i etylowymi,
a drugi bez nich. Rysunek 4 przedstawia chromatogram najwyzej jakosci
oliwy z oliwek ekstra z pierwszego tloczenia oraz tej samej oliwy
z dodatkiem 20 % oleju dezodoryzowanego.

5.5. Analiza iloSciowa woskéw

Ustali¢ za pomoca integratora pola powierzchni pikéw odpowiadajace
wzorcowi wewngtrznemu arachidynianu laurylowego i estrom alifa-
tycznym od Cyp do Cyg.

Obliczy¢ zawarto$¢ catkowita woskow dodajac poszczegolne woski,
w mg/kg tluszczu, zgodnie ze wzorem:

(ZA,)'m,'1 000

Woski, mg/kg = Y
S.m
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gdzie:

A, = pole odpowiadajace pikowi kazdego =z estrow, zgodnie
z wyliczeniami programu komputerowego dostosowanego do
obliczania pola powierzchni pod pikiem

A; = pole odpowiadajace pikowi wewngtrznego wzorca arachidy-
nianu laurylowego, zgodnie z wyliczeniami programu kompu-
terowego dostosowanego do obliczania pola powierzchni pod
pikiem

mg = masa dodanego wewnetrznego wzorca arachidynianu laurylo-
wego, w miligramach;

m = masa probki pobranej do oznaczenia, w gramach.

5.5.1. Analiza ilosciowa estrow metylowych i etylowych

Ustali¢ za pomoca integratora pola powierzchni pikéw odpowiadajace
wewngtrznemu wzorcowi estru metylowego kwasu heptadekanowego,
estrom metylowym kwasow tlhuszczowych Cj¢ 1 Cjg oraz estrom
etylowym kwaséw thuszczowych Cig 1 Cyg.

Obliczy¢ zawartos¢ poszezegdlnych estrow alkilowych, w mg/kg, zgodnie

ze wzorem:
A, mg 1 000
Est kg =_X"8 " """
ster, mg/ g As'm
gdzie:
A, = pole odpowiadajace pikowi poszczegdlnych estrow Ciq 1 Cyg,

zgodnie z wyliczeniami programu komputerowego dostosowa-
nego do obliczania pola powierzchni pod pikiem

A, = pole odpowiadajace pikowi wewnetrznego wzorca estru mety-
lowego kwasu heptadekanowego, zgodnie z wyliczeniami
programu komputerowego dostosowanego do obliczania pola
powierzchni pod pikiem

mg = masa dodanego wewngtrznego wzorca estru metylowego
kwasu heptadekanowego, w miligramach;

m = masa probki pobranej do oznaczenia, w gramach.

6. PREZENTACJA WYNIKOW

Poda¢ sumg¢ zawartosci réznych woskow od Cyy do Cue (Uwaga 7)
w miligramach na kilogram ttuszczu.

Poda¢ sumg zawartosci estrow metylowych i estrow etylowych od C4 do
C,g oraz warto$¢ calkowita obydwu.

Wynik nalezy poda¢ z doktadnoscia do mg/kg.

Uwaga 7. Skladniki dla celow kwantyfikacji odnosza si¢ do pikow
o parzystej liczbie atomoéw wegla estrow Cyy — Cyg, zgodnie
z przykltadowym chromatogramem woskow w oliwie z oliwek
przedstawionym na zatgczonym rysunku. Dla celow identyfi-
kacji, jesli ester Cyg4 jest rozdzielony, zaleca si¢ przeprowadzi¢
analiz¢ frakcji woskow oliwy z wytloczyn oliwek, w ktorej
pik Cy¢ jest mozliwy do odroznienia poniewaz wyraznie
dominuje.

Poda¢ stosunek estrow etylowych do estrow metylowych.
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Rysunek 1

Przyklad chromatografii gazowej frakcji woskow oliwy z oliwek (')
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Piki z czasem retencji od 5 do 8 minut metylowych i etylowych estrow kwasu tluszczowego

Legenda:

LS. arachidynian laurylowy

1 = estry diterpenowe

242" = estry Cyg

343" = estry Cyp

4+4" = estry Cyy

5 = estry Cyg

6 = estry steroli i alkohole triterpenowe

(") Po wymyciu estrow steroli w zapisie chromatograficznym nie powinny by¢ widoczne istotne piki (triglicerydy).
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Rysunek 2
Estry metylowe, estry etylowe i woski w oliwie z oliwek z pierwszego tloczenia
4
; (
4
5 6
2
1
b L 1 | ]
A B c

Legenda:
1 — metyl Cyq
2 — etyl Cig
3 — ester metylowy kwasu heptadekanowego 1.S.

4 — metyl Cg

5 — etyl Cyg

6 — skwalen

7 — arachidynian laurylowy LS.
A — estry diterpenowe

B — woski

C — estry steroli i estry triterpenowe
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Rysunek 3
Estry metylowe, estry etylowe i woski w oliwie z oliwek ekstra z pierwszego tloczenia
1 4 5
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Legenda:
1 — ester metylowy kwasu heptadekanowego 1.S.
2 — metyl Cyg
3 — etyl C18
4 — skwalen

5 — arachidynian laurylowy L.S.
A — estry diterpenowe
B — woski

C — estry steroli i estry triterpenowe
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Rysunek 4

Cze¢$¢ chromatogramu oliwy z oliwek ekstra z pierwszego tloczenia oraz tej samej oliwy
z dodatkiem oleju dezodoryzowanego

23-Mar-2007
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Legenda:

1 — mirystynian metylu LS.

— palmitynian metylu

— palmitynian etylu

— ester metylowy kwasu heptadekanowego LS.
— linolenian metylu

oleinian metylu

— stearynian metylu

— linolenian etylu

© 0 N A U AW N
|

— oleinian etylu

—_
(=
|

stearynian etylu
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Appendix A

Oznaczenie predkosci liniowej gazu

Wstrzyknac¢ 1:3 pl metanu (lub propanu) do chromatografu gazowego ustawio-
nego na normalne warunki robocze. Mierzy¢ czas potrzebny na przejscie gazu
przez kolumng, poczawszy od momentu wstrzyknigcia do momentu osiaggnigcia
wartosci szczytowej (tM).

Predkos¢ liniowa w cm/sek. oblicza si¢ zgodnie ze wzorem L/tM, gdzie L jest
wysokoscia kolumny w cm, a tM jest czasem mierzonym w sekundach.

VM28
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ZALACZNIK XXI

Wyniki kontroli zgodnoS$ci przeprowadzonych w odniesieniu do oliwy z oliwek, o ktérych mowa w art. 8 ust. 2

Oznakowanie Wiasciwosci chemiczne Wiasciwosci organoleptyczne (*) Whiosek koncowy
Parametry | Jezeli tak,
Panstwo | Miejsce Nazwa Nazwa Warunki Bledne przekra- proszg Mediana Mediana Wyma-
Probka Kategoria pocho- inspek- pocho- przecho- |. . | Czytelno$¢ | Z/NZ (%) czaja wskazaé Z/NZ (3) . owoco- | Z/NZ () gane Sankcja
dzenia cji (M) prawna dzenia wywania informacje limit ktory blgdéw wosci dziatanie
T/N (ktore) (%)

(") Rynek wewng¢trzny (tlocznia, podmiot dokonujacy butelkowania, etap sprzedaz detalicznej), wywoz, przywoz.
(® Kazda wlasciwosé¢ oliwy z oliwek okreslona w zataczniku I jest oznaczona kodem.

(®) Zgodno$é¢/niezgodnos¢é.

(*) Nie wymagane w odniesieniu do oliwy z oliwek i oliwy z wyttoczyn oliwek.
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