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REGULAMENTO (CEE) N.° 2568/91 DA COMISSAO
de 11 de Julho de 1991
relativo as caracteristicas dos azeites e dos o6leos de bagaco de
azeitona, bem como aos métodos de analise relacionados
Vv M20

Artigo 1.°

1.  Sao considerados azeites virgens, na acep¢ao do ponto 1, alineas
a), b) e c), do anexo do Regulamento n.° 136/66/CEE, os azeites que
apresentem as caracteristicas indicadas nos pontos 1 e 2 do anexo I do
presente regulamento.

2. E considerado azeite lampante, na acep¢io do ponto 1, alinea c)
do anexo do Regulamento n.° 136/66/CEE, o azeite que apresente as
caracteristicas indicadas no ponto 3 do anexo I do presente regulamento.

3. E considerado azeite refinado, na acepg¢io do ponto 2 do anexo do
Regulamento n.° 136/66/CEE, o azeite que apresente as caracteristicas
indicadas no ponto 4 do anexo I do presente regulamento.

4. E considerado azeite constituido por azeite refinado e azeites vir-
gens, na acepgdo do ponto 3 do anexo do Regulamento n.° 136/66/CEE,
0 azeite que apresente as caracteristicas indicadas no ponto 5 do anexo |
do presente regulamento.

5. E considerado 6leo de bagaco de azeitona bruto, na acepgio do
ponto 4 do anexo do Regulamento n.° 136/66/CEE, o 6leo que apre-
sente as caracteristicas indicadas no ponto 6 do anexo I do presente
regulamento.

6. E considerado 6leo de bagago de azeitona refinado, na acepgdo do
ponto 5 do anexo do Regulamento n.° 136/66/CEE, o 6leo que apre-
sente as caracteristicas indicadas no ponto 7 do anexo I do presente
regulamento.

7. E considerado 6leo de bagago de azeitona, na acepgio do ponto 6
do anexo do Regulamento n.° 136/66/CEE, o 6leo que apresente as
caracteristicas indicadas no ponto 8 do anexo I do presente regulamento.
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Artigo 2.°
1. A determinagdo das caracteristicas dos azeites e dos Oleos de
bagaco de azeitona previstas no anexo I ¢ efetuada de acordo com os
seguintes métodos de analise:
a) Para determinagdo dos acidos gordos livres, expressos em percen-
tagem de acido oleico, o método descrito no anexo II;
b) Para determinagdo do indice de perdxidos, o método descrito no
anexo III;
¢) Para determinacdo do teor de ceras, o0 método descrito no anexo IV;
d) Para determinacdo da composicdo e do teor de esterdis e de dial-
coois triterpénicos por cromatografia em fase gasosa com coluna
capilar, o método descrito no anexo V;
e) Para determinagdo da percentagem de monopalmitato de 2-glicerilo,
o método descrito no anexo VII;
f) Para a analise espetrofotométrica, o método descrito no anexo IX;
Vv M28
g) Para determinacdo da composicdo de acidos gordos, o método des-
crito no anexo X;
VM26
h) Para determinagdo dos solventes halogenados volateis, o método
descrito no anexo XI;
i) Para avaliacdo das caracteristicas organolépticas dos azeites virgens,
o método descrito no anexo XII;
j) Para determinacdo dos estigmastadienos, o método descrito no
anexo XVII;
k) Para determinac@o do teor de triacilglicerdis com NCE42, o método
descrito no anexo XVIII;
VYM32
1) Para determinacdo da composi¢do ¢ do teor de esterdis e para a
determinagdo de outros alcoois por cromatografia em fase gasosa
com coluna capilar, o método descrito no anexo XIX;
VY M26
m) Para determinacdo do teor de ceras, de ésteres metilicos de acidos
gordos e de ésteres etilicos de acidos gordos, o método descrito no
anexo XX.
Vv M28
VM26

2. A verificagdo, pelas autoridades nacionais ou por representantes
destas, das caracteristicas organolépticas de azeites virgens deve ser
efetuada por jaris de provadores aprovados pelos Estados-Membros.
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As caracteristicas organolépticas de um azeite referido no primeiro pa-
ragrafo serdo consideradas conformes com a categoria de azeite decla-
rada se um jari aprovado pelo Estado-Membro em causa confirmar a
classificagdo atribuida.

vM32
Se o juri ndo confirmar a categoria declarada no respeitante as caracte-
risticas organoléticas, as autoridades nacionais ou os representantes des-
tas fardo realizar, sem demora, duas contra-analises, a pedido do inte-
ressado, por outros juris aprovados. Pelo menos um dos juris deve ter
sido aprovado pelo Estado-Membro produtor. As caracteristicas em
questdo serdo consideradas conformes com as declaradas se as duas
contra-analises confirmarem a classificacdo declarada. Caso contrario,
sejam quais forem os defeitos detetados nas contra-analises, a classifi-
cacdo deve ser declarada nao-conforme com as caracteristicas e as des-
pesas das contra-analises devem ser imputadas ao interessado.

VM26

3. A colheita de amostras para fins de verificagdo, pelas autoridades
nacionais ou por representantes destas, das caracteristicas dos azeites e
dos oleos de bagaco de azeitona previstas no n.° 1 deve ser efetuada de
acordo com as normas internacionais EN ISO 661, relativa a preparagio
das amostras para ensaio, ¢ EN ISO 5555, relativa & amostragem. To-
davia, por derrogagdo ao ponto 6.8 da norma EN ISO 5555, no caso dos
lotes dos referidos azeites e 0leos de bagago de azeitona em embalagens
imediatas, a colheita de amostras deve ser efetuada de acordo com o
anexo IA do presente regulamento. No caso dos azeites ¢ dos 6leos de
bagaco de azeitona a granel cuja amostragem ndo possa ser realizada de
acordo com a norma EN ISO 5555, a amostragem deve ser realizada
segundo as instrugdes da autoridade competente do Estado-Membro.

Sem prejuizo da norma EN ISO 5555 e do capitulo 6 da norma EN ISO
661, as amostras devem ser colocadas, o mais rapidamente possivel, ao
abrigo da luz e de temperaturas elevadas e ser enviadas para analise, ao
laboratorio, o mais tardar no quinto dia 1itil apés a sua colheita. Caso
contrario, as amostras devem ser conservadas de modo a que ndo se
degradem nem deteriorem antes de chegarem ao laboratorio, durante o
seu transporte ou armazenagem.

4.  Para efeitos da verificagdo prevista no n.° 3, as analises referidas
nos anexos II, III, IX, XII e XX, bem como, se for caso disso, as
contra-analises exigidas pela legislacdo nacional, devem, no caso dos
produtos embalados, ser efetuadas antes do final do prazo de durabili-
dade minima. No caso das amostras de azeites e de dleos de bagaco de
azeitona a granel, as referidas analises devem ser efetuadas, o mais
tardar, no sexto més apds aquele em que as amostras foram colhidas.

Nao se estabelece nenhum prazo para as outras analises previstas no
presente regulamento.

Salvo no caso de a colheita da amostra ter ocorrido menos de dois
meses antes do final do prazo de durabilidade minima, se os resultados
das analises ndo corresponderem as caracteristicas da categoria de azeite
ou de 6leo de bagaco de azeitona declarada, o interessado deve ser
notificado, o mais tardar, um més antes do final do periodo previsto
no primeiro paragrafo.
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5. Para a determinagdo das caracteristicas dos azeites ¢ dos Oleos de
bagaco de azeitona pelos métodos previstos no n.° 1, primeiro paragra-
fo, os resultados analiticos devem ser diretamente comparados com os
limites estabelecidos no presente regulamento.

VY M25
Artigo 2.°-4

1. Para efeitos do disposto no presente artigo, entende-se por «azeite
comercializado» a quantidade de azeites e de 6leos de bagago de azei-
tona de um determinado Estado-Membro que nele ¢ consumida ou dele
¢ exportada.

2. Os Estados-Membros devem zelar por que as verificagdes de con-
formidade sejam efetuadas seletivamente, com base em andlises de ris-
co, ¢ com a frequéncia adequada, a fim de garantir que o azeite comer-
cializado corresponde a categoria declarada.

3.  Podem constituir critério de avaliagcdo do risco:

a) A categoria de azeite ou de 6leo de bagaco de azeitona, o periodo de
producdo, o prego dos azeites ou dos dleos de bagaco de azeitona em
relagdo ao de outros Oleos vegetais, as operagdes de lotagdo e de
embalamento, as instalagdes e condigdes de armazenagem, o pais de
origem, o pais de destino, o0 meio de transporte ¢ o volume do lote;

b) A posi¢do do operador na cadeia de comercializagdo, o volume e/ou
valor comercializado pelo operador, a gama de azeites e de 6leos de
bagaco de azeitona que o operador comercializa e o tipo de atividade
em causa (extracdo, armazenagem, refinagdo, lotacdo, embalamento
ou venda a retalho);

¢) Conclusdes de verificagdes anteriores, incluindo o niimero e o tipo
de defeitos detetados, a qualidade habitual dos azeites comercializa-
dos e o desempenho do equipamento utilizado;

d) A fiabilidade dos sistemas de garantia de qualidade ou de autocon-
trolo dos operadores, relativos a conformidade com as normas de
comercializacdo;

e) O local da verificacdo, nomeadamente se ¢ o primeiro ponto de
entrada na Unido, o Gltimo ponto de saida da Unido ou o local
onde o azeite ou o 0leo de bagago de azeitona ¢ produzido, emba-
lado, carregado ou vendido ao consumidor final;

f) Qualquer outra informagdo suscetivel de indiciar um risco de ndo-
-conformidade.

4.  Os Estados-Membros devem estabelecer previamente:

a) Os critérios de avaliacdo do risco de ndo-conformidade dos lotes;

b) Com base numa analise de risco, para cada categoria de risco, o
nimero minimo de operadores ou lotes, e/ou as quantidades mini-
mas, a submeter a verificacdo de conformidade.
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O numero minimo de verificagdes de conformidade a efetuar por milhar de
toneladas de azeite comercializado no Estado-Membro ¢ de uma por ano.

5. Para verificarem a conformidade, os Estados-Membros devem:
a) Efetuar, por qualquer ordem, as andlises previstas no anexo I; ou

VYM32
b) Seguir a ordem indicada no fluxograma do anexo I-B, até que seja
possivel tomar uma das decisdes nele referidas.

VYM19

VY M25
Artigo 3.°

Caso se verifique que um azeite ou um 6leo de bagaco de azeitona ndo
corresponde a descrigdo da categoria alegada, o Estado-Membro em
causa deve aplicar, sem prejuizo de outras sangdes eventuais, san¢des
efetivas, proporcionadas e dissuasoras, a estabelecer em funcgdo da gra-
vidade da irregularidade detetada.

Se as verificagdes revelarem irregularidades significativas, os
Estados-Membros devem aumentar a frequéncia das verificagdes efetua-
das em relagdo ao estddio de comercializacdo, a categoria de azeite ou
de oleo de bagaco de azeitona, a origem dos mesmos ou a outros
critérios.

Artigo 4.°

1.  Para a apreciagdo e controlo das caracteristicas organolépticas pe-
las autoridades nacionais ou representantes destas, os Estados-Membros
podem aprovar juris de provadores.

As condigdes de aprovagdo serdo estabelecidas pelos Estados-Membros,
nomeadamente de modo a:

— satisfazer as condi¢des do ponto 4 do anexo XII.

— assegurar que a formacdo do chefe do juri seja efectuada por um
estabelecimento ¢ em condi¢des reconhecidos para o efeito pelo
Estado-Membro.

— fazer depender a validade da aprovagdo dos resultados obtidos no
quadro de um sistema de controlo anual instituido pelo
Estado-Membro.

Cada Estado-Membro comunicard & Comissao a lista dos juris aprova-
dos e as medidas tomadas em conformidade com o presente nimero.

2. Caso um Estado-membro encontre dificuldades na criacdo de um
juri de provadores no seu territorio, pode recorrer a um juri de prova-
dores aprovado noutro Estado-membro.

3. Cada Estado-membro estabelecera a lista dos juris de provadores
criados por organizagdes profissionais ou interprofissionais, em confor-
midade com as condi¢des estabelecidas no n.° 1 e velard pelo respeito
dessas condigdes.

VYM19

Artigo 6.°

1. O teor de »C1 oleo de bagaco < e outros residuos da extracgdo
do azeite (codigos NC 2306 90 11 e 2306 90 19) ¢ determinado em
conformidade com o método constante do anexo XV.



01991R2568 — PT —20.10.2019 — 032.001 — 8

2. O teor de dleo referido no n.° 1 é expresso em percentagem do seu
peso em relagdo ao extracto seco.

Vv M20
Artigo 7.°

Sdo aplicaveis as disposi¢cdes comunitarias respeitantes a presenca de
contaminantes.

Relativamente ao teor de solventes halogenados, os limites para todas as
categorias de azeite sdo os seguintes:

— teor méaximo de cada solvente halogenado detectado 0,1 mg/kg,

— teor maximo da soma dos solventes halogenados detectados
0,2 mg/kg

VM25
Artigo 7.°-A4

As pessoas singulares ou coletivas e os agrupamentos que, para qual-
quer finalidade profissional ou comercial, detenham azeite ou dleo de
bagaco de azeitona nalgum estadio compreendido entre a extracdo no
lagar e o engarrafamento, inclusive, devem dispor de registos das en-
tradas e saidas relativos a cada categoria de azeite ou de 6leo de bagago
de azeitona.

Compete aos Estados-Membros assegurar que a obrigacdo estabelecida
no primeiro pardgrafo é devidamente cumprida.

Artigo 8.°

1.  Compete a cada Estado-Membro comunicar a Comissao as medi-
das que tomar para dar execugdo ao presente regulamento e informar a
Comissdo das alteragdes eventuais dessas medidas.

2. Compete igualmente aos Estados-Membros transmitir anualmente
a Comissdo, até 31 de maio, um relatorio sobre a execugdo do presente
regulamento no ano anterior. Devem constar desse relatdrio, pelo me-
nos, os resultados das verificagdes de conformidade efetuadas aos azei-
tes e aos Oleos de bagaco de azeitona, apresentadas de acordo com o
modelo do anexo XXI.

3. As comunicacdes referidas no presente regulamento devem ser

efetuadas em conformidade com o Regulamento (CE) n.° 792/2009 da
Comisséo ().

Artigo 9.°

E revogado o Regulamento (CEE) n.° 1058/77.

Artigo 10.°

1. O presente regulamento entra em vigor no terceiro dia seguinte ao
da sua publicacdo no Jornal Oficial das Comunidades Europeias.
No entanto, o método constante do anexo XII € aplicavel a partir de
» M1 1 de Novembro de 1992 <, salvo no que concerne as operagdes
ligadas a intervencao.

(1) JO L 228 de 1.9.2009, p. 3.
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Este método ndo se aplica aos azeites virgens acondicionados antes de 1
de Novembro de 1992.

2. O presente regulamento ndo ¢é aplicdvel aos azeites e Oleos de
bagaco de azeitona acondicionados antes da entrada em vigor do pre-
sente regulamento e comercializados até 31 de Outubro de 1992.

O presente regulamento ¢ obrigatorio em todos os seus elementos e
directamente aplicavel em todos os Estados-Membros.
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ANEXO 1

CARACTERISTICAS DOS AZEITES E OLEOS DE BAGACO DE AZEITONA

Caracteristicas de qualidade

Exame organolético , . .
Categoria Acidez Indice de peréxidos K. Kyes ou K Delta-K EStere(sioesUgg:;oge o
(%) (*) (mEq Oy/kg) 3 268 270 Mediana dos defeitos | Mediana do frutado (mg/kg)
Md) (%) (Mf)
1. Azeite virgem extra < 0,80 <20,0 < 2,50 <0,22 < 0,01 Md = 0,0 Mf > 0,0 <35
2. Azeite virgem <20 < 20,0 < 2,60 <0,25 < 0,01 Md <35 Mf > 0,0 —
3. Azeite lampante > 2,0 — — — — Md > 3,5(Y) — —
4. Azeite refinado < 0,30 <5,0 — <1,25 <0,16 — —
5. Azeite (constituido por azeites re- < 1,00 < 15,0 — < 1,15 < 0,15 — —
finados e azeites virgens)
6. Oleo de bagago de azeitona bruto — — — — — — —
7. Oleo de bagago de azeitona refi- < 0,30 < 5,0 — < 2,00 < 0,20 — —
nado
8. Oleo de bagago de azeitona < 1,00 < 15,0 — < 1,70 <0,18 — —

(") A mediana dos defeitos pode ser inferior ou igual a 3,5 se a mediana do frutado for igual a 0,0.

610C°01'0C — Ld — 89STU16610
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Caracteristicas de pureza

Categoria

Composigao de acidos gordos (1)

Miristico
(%)

Linolénico
(%)

Araquidico

((J 0)

Eicosenoico
(%)

Beénico

(0 0)

Lignocérico
(%)

Total dos
isomeros
trans-oleicos

(%)

Total de iso-
meros dos
acidos trans-
-linoleico +
trans-linolé-
nico

(%)

Estigmasta-
dienos

(mg/kg) ()

Diferenga entre o
NCE42 determinado
por HPLC e o
NCE42 obtido por
calculo tedrico

Monopalmitato de 2-glicerilo
(%)

1. Azeite virgem extra

< 0,03

IN

1,00

< 0,60

< 0,50

< 0,20

< 0,20

< 0,05

< 0,05

< 0,05

<10,20|

< 0,9 se acido palmitico total
< 14,00 %

IA

1,0 se 4cido palmitico total
> 14,00 %

2. Azeite virgem

< 0,03

IN

1,00

< 0,60

< 0,50

< 0,20

< 0,20

< 0,05

< 0,05

< 0,05

<10,20|

INA

0,9 se acido palmitico total
< 14,00 %

IN

1,0 se acido palmitico total
> 14,00 %

3. Azeite lampante

< 0,03

IN

1,00

< 0,60

< 0,50

< 0,20

< 0,20

<0,10

< 0,10

< 0,50

< 0,30

IN

0,9 se acido palmitico total
< 14,00 %

IN

1,1 se acido palmitico total
> 14,00 %

4. Azeite refinado

< 0,03

IN

1,00

< 0,60

< 0,50

< 0,20

< 0,20

< 0,20

< 0,30

< 10,30

IN

0,9 se acido palmitico total
< 14,00 %

IA

,1 se acido palmitico total
> 14,00 %

5. Azeite (constituido por
azeites refinados e
azeites virgens)

< 0,03

IN

1,00

< 0,60

< 0,50

< 0,20

< 0,20

< 0,20

< 0,30

< 10,30

A
2
o

se acido palmitico total
< 14,00 %

A
©

se acido palmitico total
> 14,00 %

CI — 10020 — 610T°01°0C — Ld — 89516610
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Composigdo de acidos gordos (') Total de is6-
Total dos meros dos Diferenga entre o
. acidos trans- | Estigmasta- | NCE42 determinado M Imitato de 2-aliceril
Categoria L L o . L. . . L. p 1son§£9:% -linoleico + dienos por HPLC ¢ o onopalmi a(;) ¢ ~-gheertlo
Miristico Linolénico Araquidico Eicosendico Beénico Lignocérico ”‘ms‘o/ 1 trans-linolé- | (mg/kg) (2) | NCE42 obtido por °
%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) nico calculo tedrico
(%)
6. Oleo de bagaco de < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 < 0,10 — <10,60]| <14
azeitona bruto
7. Oleo de bagaco de < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50]| <14
azeitona refinado
8. Oleo de bagaco de < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 <0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — < 10,50 <12
azeitona

(") Teores de outros acidos gordos (%): palmitico: 7,50-20,00; palmitoleico: 0,30-3,50; heptadecandico: < 0,40; heptadecendico: < 0,60; estedrico: 0,50-5,00; oleico: 55,00-83,00; linoleico: 2,50-21,00.
(®) Soma dos isdmeros, separaveis ou ndo em coluna capilar.

Composigdo esterdlica
Categoria . . Esterois totais Eri:rs;i(i)?l N Ceras (mg/kg)
Colesterol Brassicasterol | Campesterol (') |  Estigmasterol B-sitosterol apa-| Delta-7-estig- (mg/kg) %) (** **)
%) %) %) %) rente (2) mastenol (1) (%) (**)
(%) (%)

1. Azeite virgem extra <0,5 <0, <4,0 < Campesterol > 93,0 <0,5 > 1000 <45 Cyp + Cyq + Cyg < 150

2. Azeite virgem <05 <0, <40 < Campesterol > 93,0 <05 > 1000 <45 Cyp + Cyq + Cyg < 150

3. Azeite lampante <05 <0,1 <40 — > 93,0 <05 > 1000 <450 Cyo t Cyp + Cyy + Cy <300 (3)
4. Azeite refinado <0,5 <0,1 <40 < Campesterol > 93,0 <05 > 1000 <45 Cyg + Cyp + Cyy + Cyg < 350

€1 — 100°C€0 — 610C°01'0C — Ld — 89STUT6610
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Composigdo esterdlica
. . Eritrodiol e
: ; : Esterois tot C o/kg
Categoria Colesterol Brassicasterol | Campesterol (') |  Estigmasterol B—s1tostero£ apa- Delta—7—est1|g— st?rrr?;kgo) " uvaol eras(*(ir)lg, ?)
%) %) %) %) rente (%) mastenol (1) (%) (**)
(%) (%)
5. Azeite (constituido por azeites re- <05 <0,1 <4,0 < Campesterol > 93,0 <0,5 > 1000 <45 Cyg + Cyp + Cyy + Cyg < 350
finados e azeites virgens)
6. Oleo de bagaco de azeitona bruto <0, <02 <40 — > 93,0 <0,5 > 2500 > 4,5 Cyp+ Cgp + Cyy + Cyg > 350 (%
7. Oleo de bagago de azeitona refi- <0,5 <0,2 <40 < Campesterol >93,0 <0,5 > 1800 > 45 Cyp + Cyp + Cyy + Cyg > 350
nado
8. Oleo de bagago de azeitona <05 <0,2 <4,0 < Campesterol > 93,0 <0,5 > 1600 > 4.5 Cyp T Cyp + Cyq + Cy > 350

(") Ver o apéndice ao presente anexo.
) P-Sitosterol aparente: delta-5,23-estigmastadienol + clerosterol + B-sitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol + delta-5,24-estigmastadienol.
(®) Os azeites cujo teor de ceras esteja compreendido entre 300 mg/kg e 350 mg/kg sdo considerados azeite lampante se o teor de dlcoois alifaticos totais for inferior ou igual a 350 mg/kg ou se a percentagem de eritrodiol e
uvaol for inferior ou igual a 3,5 %.
(*) Os dleos cujo teor de ceras esteja compreendido entre 300 mg/kg e 350 mg/kg sdo considerados 6leo de bagago de azeitona bruto se o teor de alcoois alifaticos totais for superior a 350 mg/kg e a percentagem de eritrodiol e
uvaol for superior a 3,5 %.

Notas:

a) Os resultados das analises devem ser expressos com um numero de algarismos significativos idéntico ao previsto para cada caracteristica. Se o algarismo seguinte for superior a 4, o ultimo
algarismo significativo deve ser aumentado de uma unidade.

b) Basta que uma das caracteristicas esteja fora dos limites fixados para que o azeite ou 6leo seja classificado noutra categoria ou declarado ndo-conforme, para os efeitos do presente regulamento.
¢) No caso do azeite lampante, as caracteristicas de qualidade assinaladas com um asterisco (*) podem diferir simultaneamente dos limites estabelecidos para a categoria correspondente.

d) No caso dos oleos de bagago de azeitona brutos, os valores declarados para as duas caracteristicas assinaladas com dois asteriscos (**) podem diferir simultaneamente dos limites
correspondentes. No caso dos 6leos de bagaco de azeitona e dos dleos de bagago de azeitona refinados, apenas um dos valores declarados pode diferir do limite correspondente.

610T°01°0C — Ld — 89516610

100°C€0
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Apéndice

Esquemas de decisiao

Esquema de decisdo relativo ao campesterol para azeites virgens e azeites vir-
gens extra:

[ 4.0% < Campesterol 45% ]
|

[ Estigmasterol=1.4% ] [ AT-estigmastenol = 0,3% ]

Os outros pardmetros devem respeitar os limites estabelecidos no presente
regulamento.

Esquema de decisdo relativo ao delta-7-estigmastenol para:

— Azeites virgens e azeites virgens extra

Lh

[Og %< A\ T-estigmastenol < 0.8% ]
[ [ [

[B-sttosterol aparente /
(campest +/ 7-estig) = 25 Estigmasterol = 1.4%

£ NCE42 10,101 J

Campesterol =3,3% }

Os outros parametros devem respeitar os limites estabelecidos no presente
regulamento.

— Oleos de bagago de azeitona (brutos e refinados)

[ 0,5 < /A 7-estigmastenol = 0,7 ]

i rol < 1.49%
/A NCE42 < 10.40] ‘ estigmasterol < 1.4%

Os outros parametros devem respeitar os limites estabelecidos no presente
regulamento.

dentro dos limites

’ Restantes pardmetros
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ANEXO I-4

AMOSTRAGEM DE AZEITES E OLEOS DE BAGACO DE AZEITONA
ENTREGUES EM EMBALAGENS IMEDIATAS

O presente método de amostragem ¢ aplicavel a lotes de azeite ou 6leo de bagago
de azeitona acondicionados em embalagens imediatas. O método de amostragem
depende do volume da embalagem imediata (até 5 litros ou superior a 5 litros).

Entende-se por «lote» um conjunto de unidades de venda produzidas, fabricadas
e acondicionadas em circunstancias tais que o azeite ou 6leo nelas contido seja
considerado homogéneo relativamente a todas as caracteristicas analiticas. A
individualizagdo dos lotes deve respeitar o disposto na Diretiva 2011/91/UE do
Parlamento Europeu e do Conselho (}).

Entende-se por «incremento» a quantidade de azeite ou 6leo de uma embalagem
imediata, proveniente de um ponto aleatério do lote.

1. COMPOSICAO DAS AMOSTRAS DE PARTIDA

1.1. Embalagens imediatas de volume néo superior a 5 litros

Entende-se por «amostra de partida» de embalagens imediatas de volume
ndo superior a 5 litros o numero de incrementos provenientes do lote de
acordo com o quadro 1.

Quadro 1

Composicio minima das amostras de partida

Proveniéncia do azeite ou 6leo da amos-

Capacidade das embalagens imediatas tra de partida

a) Igual ou superior a 1 litro a) Uma embalagem imediata

b) Inferior a 1 litro b) Numero minimo de embalagens
cuja capacidade total seja de,
pelo menos, 1,0 litro

O Estado-Membro pode aumentar, em fungdo das suas necessidades (por
exemplo, realizagdo da avaliagdo organoléptica por um laboratdrio diferente
do que realiza as analises quimicas, contra-analises, etc.), o numero de
embalagens estabelecido no quadro 1 para a amostra de partida.

1.2. Embalagens imediatas de volume superior a 5 litros

Entende-se por «amostra de partida» de embalagens imediatas de volume
superior a 5 litros uma parte representativa do total de incrementos, obtida
por um processo de redugdo de acordo com o quadro 2. A amostra de
partida ¢ obrigatoriamente constituida por varios exemplos.

Entende-se por «exemplo» da amostra de partida cada embalagem que a

compde.
Quadro 2
Nimero minimo de incrementos
Numero de embalagens do lote Numero minimo de incrementos
Até 10 1
Entre 11 e 150 2

(") Diretiva 2011/91/UE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 13 de dezembro de
2011, relativa as mengdes ou marcas que permitem identificar o lote ao qual pertence
um género alimenticio (JO L 334 de 16.12.2011, p. 1).
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2.1.

2.2.

Numero de embalagens do lote Numero minimo de incrementos

Entre 151 ¢ 500 3
Entre 501 e 1500 4
Entre 1 501 e 2 500 5

> 2 500, por cada 1 000 embalagens 1 incremento suplementar

A fim de reduzir o volume das embalagens imediatas que compdem a
amostra, homogeneizam-se os incrementos para preparar a amostra de par-
tida. Vertem-se os diversos incrementos para o mesmo recipiente ¢ homo-
geneiza-se mexendo o azeite ou 6leo, tomando a precaugdo de evitar ao
maximo a incorporagdo de ar.

Verte-se a amostra de partida assim preparada numa série de embalagens de
capacidade ndo inferior a 1,0 litro, passando cada uma delas a constituir um
exemplo da amostra de partida.

O Estado-Membro pode aumentar, em fungdo das suas necessidades (por
exemplo, realizagdo da avaliacdo organoléptica por um laboratdrio diferente
do que realiza as analises quimicas, contra-analises, etc.), o numero de
amostras de partida.

Deve proceder-se ao enchimento de cada embalagem de modo a reduzir ao
minimo a camada de ar superior, apds o que se fecha convenientemente a
embalagem e se procede a sua selagem, para evitar que possa haver inter-
feréncias no produto que contém.

Rotulam-se os exemplos assim constituidos para que possam ser correta-
mente identificados.

ANALISES E RESULTADOS

Subdivide-se cada amostra primaria em amostras de laboratorio de acordo
com o ponto 2.5 da norma EN ISO 5555, efetuando-se em seguida as
analises pela ordem indicada no fluxograma constante do anexo I-B ou
por qualquer outra ordem, aleatoria.

Se todos os resultados das andlises forem conformes com as caracteristicas
da categoria de azeite ou 6leo declarada, todo o lote em causa é declarado
conforme.

Se algum resultado das analises ndo for conforme com as caracteristicas da
categoria de azeite ou 6leo declarada, todo o lote em causa ¢ declarado néo-
-conforme.

VERIFICACAO DA CATEGORIA DO LOTE

. A fim de verificar a categoria do lote, a autoridade competente pode au-

mentar o nimero de amostras de partida, colhidas em diversos pontos do
lote, de acordo com o seguinte quadro:

Quadro 3

Numero de amostras de partida em funcio da dimensdo do lote

Dimensdo do lote (litros)

Numero de amostras de partida

Inferior a 7 500

Igual ou superior a 7 500 e inferior a
25 000

Igual ou superior a 25 000 e inferior
a 75 000

Igual ou superior a 75 000 e inferior
a 125 000

Igual ou superior a 125 000

2

3

6 + uma por cada 50 000 litros su-
plementares
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Cada incremento componente de uma amostra de partida deve ser colhido
numa parte continua do lote. E necessario anotar a localizagdo de cada
amostra de partida e identifica-la inequivocamente.

A constituicdo de cada amostra de partida deve processar-se conforme se
refere nos pontos 1.1 e 1.2.

Em seguida, efetuam-se a cada amostra de partida as analises referidas no
artigo 2.°, n.° 1.

3.2. Se algum dos resultados das analises referidas no artigo 2.°, n.° 1, de uma
ou mais amostras de partida ndo for conforme com as caracteristicas da
categoria de azeite ou o6leo declarada, todo o lote amostrado ¢ declarado
nao-conforme.
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ANEXO I-B
FLUXOGRAMAS PARA VERIFICACAO DA CONFORMIDADE DE

AMOSTRAS DE AZEITE OU DE OLEO DE BAGACO DE AZEITONA
COM A CATEGORIA DECLARADA

Quadro geral

Azeite ou dleo declarado como:
g d
§ : P PO N TR
a & g é e @ o g o
g £ : g3 | Bk i i
B i X 5 BEm <8 o o
H g £ H 2458 o o 8 i
q - g L 2. g i g3 g
2 - g s =R Es)
A
" H
v L J L J L J L J
Quadro 1 Quadro 2 Quadro 5 Quadro 6 Quadro 9 Quadro 10
v vy
Critérios de | Critérios de | Quadro 4 | Critérios de | Critérios de | Quadro 8 | Critérios de | Critérios de
qualidade qualidade qualidade qualidade qualidade qualidade

L |

Critérios de

[

_ |

Critérios de

gy -

1

T T T T T
| : | : !
' ' pureza ! pureza ' !
i : . ( : . : i !
; L | | ! L | ! ! A |
[} I I [} I |
' Quadro 3 ) i H Quadro 7 E ' ' | Quadro 11 !
i 1 i i i I i i
] i [ ] i | | !
E Critérios i ' E Critérios I. : '- Critérios !
i de pureza i ' ' de pureza ' ! ' de pureza !
i ) i i T i : i H i
! ] ! ! | ! ! . [
i | i | | i i i ! i
i i i i | I | i ! i
i i | | ! [ | ' | [
: | L | | ¥ | H + | ! ¥ ! :
i | i i i i i i ! i
(S I Y Y S L SUSE S S

v v v v [ v

Agzeite ou dleo conforme com a

categoria declarada

Arzeite ou oleo nio conforme com a

categoria declarada
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Quadro 1 — Azeite virgem extra — Critérios de qualidade

Azprte nio conforme com a categoria daclarada

Ver Azaite virgem
{quadro 2)

Ver Azeite lampants
{quadro 4)

Wer Azaite virgem
{quadro I}

Ver Azeite lampants
{quadro 4)

Ver Azaite virgem
{quadro 2}

Var Azeite lampante
{quadro 4)

Ver Azaite virgem
{quadro I}

Tipo de azerte
conforme com o
declarado, em termoz
de critérios de
quzlidade
Prosseguir para o
quadro 3 (critarios de
puraza)

1 Acidez (%) < 0,80 > 0,80 et <
y
1 Indice de peroxidos =200 =200 fF---- »
(mEq Ou'kg)
3 Letitura expeiroforométrica =032 =022 b---- e
ma TV - :
(Kanazez)
r
4 Leiturs espeiroforoméirica =001 =0.01
ma TV - :
(AK)
v
s Laiturs espetrofocoméirica =25 =250 SRS
ma UV - :
(Kaaz)
v
6 | Avaliagio organolética Metllmgl:]ﬁmsdn Madiana do frtade = [—-— -9
=0 0.0
e
Mediana dos defeitos =
00 Lladizns do fatado
=00e
Dlediana dos defeitos 77777 1
>00
+
T Esteres efilicos de =35 =35 F==——"
acidos gordos (mz'ks)
L 4

Ver Azaite virgem
{quadro I}
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Quadro 2 — Azeite virgem — Critérios de qualidade

1 Acidez (%) =10 =10 i
A 4
Indice de perdxidos .
2 <200 =200 I
(mEq Oa/ke) == ' >
L]
Ledrura espetrofotomécrica "
1 e UV <025 =023 ————— %
(Blr7eozas) +:
i
ﬁl
¥ b Wer Azeita
" 1 P
Leitura expetrofotomécrica ] lanipants (guadro
4 ne UV =0,01 >0,01 e E 4
(AK) g
L=}
o
1 "
4
Ledtura expetrofotomécrica =
= ne UV " - ai
g , 22,60 > 2,60 A
(B2)
Mediana do futzda= [~ "M
0.0
¢ Avaliscio LI&dianaduf.'madn =00 - o e
organclética | ppogigns dos defeitos <35 | om0 b----
Madizna dos dafeitos
=35
¥

Tipo de azeite
conforme com o
daclzrado, em termosz
de criterios de
qualidade
Proszeguir para o
guadre 3 {critarios da
pureza)
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Quadro 3 — Azeite virgem extra e azeite virgem — Critérios de pureza

Azerte ndo conforme com a categoria declarada

Indicader da
presenca da azaite
refinado ou ds

olzos refinades

Indicader da
presenga da azaite
rafinado ou da
cleos refinados

Indicader da
presenga de outros
aleas

Indicader da
presenga de outros
aleos

Indicadeor da
prezenga da cutros
dlens

Indicader da
presenca da clec da
bagago de azeitona

Indicader da
presenga da dlec da
bagace de azeitona

Estizmastadienos -
1 =0,05 =003
(mg'ke) =0 : )
L 4
o Isdmeros rans de 181 <005 t‘f:lﬂ.lﬂ‘:- 0,05 ':fl' _______
“ | deidos gordos (%) | yeis2+c123) 20,08 ‘*Cls;,_,gw"']
Y
3 Composicio de scidos Conforme com o Mio conforme com o
sordos anexo I anaxo I F-——-——¥
3
4 ANCE42 =|0,20| =|020] s
L 4
5 e:h(jgﬁ'::?:::vdis Conforme com o Nio conforme com o
totais anexo [ el 00 [T »
3
Eritrodicl + uvaol 43
1] <43 o
(26) S N
3
7 Ce:a! I:mglfk_'g} <130 =130
C2-C44=Cc46 | -7 1 beeeee- »
'
Conforme com o anexo
I
8 Monopalmitate de 2- | = 0.9 52 érido ?3}'3'-"”":"-‘ IWZo0 conforme com o
= glicerila (%) = 1‘5;'3 % anexo I
: T I >
< 1,0 52 acido palmitico
> 14,00 %
¥

Azeite conforme com a categoria declarada

Indicader da
presenca de dlaos
esterificados ou

com elevado teor

de dcide palmitico
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Quadro 4 — Azeite lampante — Critérios de pureza

1 Estizmastadienos <0,50 050
(mg'le) B
Indicador da presenga
l da azaite refinade cu de
181 <010 olecs refinados
T =0 e - B 10
2 Isomeros trans de - _ wClel=010e F-———"
acidos gordos (¥5) HCE2-CLED | yerga+c183y 2010
0,10 : !
3 Composicio de Conforme com o Mic conforme com o f--—-»
acidos gordos anexo [ anaxo [
4 ANCE42 <|0.30] =|0,30] At Indicador da presenga
de outros cleos
l -
k|
" o
- Ct:n:lnpumgao Conforme com o MNic conformecomo [-———-# -'E
H] esterdlica e esterois g
, anewo [ anaxo [ a
totals b
L
m
} :
a
itrodiol + uv
P Eritrodiol + uvaol <45 245 I u
(%) ;
4]
o
.
o
Ceras . o . I H Indicador da presenca
7 =300 300 = Ceraz = 350 =350 A----® 7l
CAl+C4I+-C44+Cd6 - - 4 de dlec de bagago de
azeitona bruto
L 4
E+U=35%
ileoois . -
8 on 8 sim | mEo F---- >
alifaticos = 350
mgkg
Conforme com o anexec I-
= 0.% %2 ze deide palmitico Mig f----#
Monopalmitato =14,00 % conforme Indicador da presenga
. de 2-glicerilo (%0) on comm o de 6laos astarificados
= 1,0 % ze dcido palmitico anexe I ou com elevado teor de
= 14,00 %% Zcide palmitico
Aszeite conforme com a categoria declarada
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Quadro 5 — Azeite refinado — Critérios de qualidade

1 Acidez (%) =030 = (0,30 I

!

[

| :

o

. ] =

Indice de peroxidos - o

b [ —_—————— £

- (mEq O2'kg) 3.0 =30 =

l ;

g

Leitura espetrofotometrica o

3 mo TV <123 =125 Bttt _ | E

(Kamo/268) - ) &

l EE

Leitura espetrofotometrica E

4 mo TV =0,18 =015 -——— ]
(AK)

Tipo de azeite conforme com o declarado, em
termos de critérios de qualidade.
Prosseguir para o quadro 7 {critérios de pureza)

Quadro 6 — Azeite (constituido por azeites refinados e azeites virgens) —
Critérios de qualidade

1 Acidez (%) =100 =100 R
v
Indice de perdxidos - _
2 i = IR
2 (mEq Ou/kg) =150 =130 »

Leiturs espetrofotométrica

orme com a categorna declarada

3 o UV Ellj =115 [ ——
(Ka7o6s)
o
. 4 g
a
Leitura espetrofotométrica :::-J:_
4 10 UV =015 = 0,15 e
(AK) =
3]
-

L 4

Tipo de azeite conforme com o declarado, em
termos de critérios de qualidade.
Progseguir para o quadro 7 (critérios de pureza).
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Quadro 7 — Azeite refinado e azeite constituido por azeites refinados e

azeites virgens — Critérios de pureza

tC18:1 =020

tC18:1 =020

Monopalmitato de 2-glicerilo < 1,1 %
(azeite refinado) ou < 1,0 % (azeite)
se dcido palmitico = 14,00 %

1 Isdmeros trans de e ou I
acidos gordos (%) HC18:2 + C18:3) t{C18:2 + C18:3)
=030 =30
5 | Composicio de dcidos Conforme com o Néo conforme como |______
- gordos anexo [ anexo I
v
3 ANCE42 =|0,30] =|0.30] R
vy
Cf:r_npumgan - Conforme com o Nio conforme com o
4 esterolicaeesterois | O U | T T T T T L
: anexo [ anexo [ »
totais
Eritrodiol + uvaol - S P
5 (%) 243 >45 *
v
P Ceras (mg/kg) =330 = 350
C42+C44+C40 === 1 7 e >
¥
Monopalmitato de 2-glicerilo < 0,9 %
se acido palmitico < 14,00 %
7 o sim ndo .

Azeite ndo conforme com a categoria declarada

Indicador da presenga
de outros dlecs

Indicader da presenga
de dleo de bagago de
azeitona

Indicador da presenca
de oleps esterificados
ou com elevado teor de
dcido palmitico

k

Azeite conforme com a categoria
declarada
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Quadro 8 — Oleo de bagaco de azeitona bruto — Critérios de pureza.

Isdmeros pans tC18:1 = 0,20 tC18:1 = 0,20 oo Indicador da presenga
1 de acidos & ou de azeite refinado cu de
gordos (34) o182 =ClED =00 | HC18:2 +C18:3) = 0,10 oleos refinados
» | Composicio de acidos Conforme com o MNioconformescome | _____ "
= gordos anexo I anexo I
3 ANCE42 =| 080 =|logn|  pF----- S Indicader da presenga
de outros cleos
-
Composicio - -§
4 esterdlica e esterois Cmf:;tiiclm ° -hae m:fz::"; e >
totais g
ﬁt
(4]
2
a
Eritrodiol + uvaol i
5 Lo : w45 3 ]
& (%) *4.3 =43 %
a
| 4
a
i
Ceras (mg'ke) 0
P C40+C42+C44+C46
>3350 | 300<Ceraz =350 | =300 |-----m
¥ Ver Azeite lampante
(gmadro 4)
E+U= 3,5 % ou alcoois
- alifaticos = 350 mg'kz
sim nio il
4 h 4 1
Indicador da presenga
g MMonopalmitato de I- <14 -14 |77 Ly da dlaos esterificados
glicerilo (%) = : ou com elevado tear de
Zcido palmitico

L 4

Oleo conforme com a categoria declarada
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Quadro 9 — Oleo de bagaco de azeitona refinado — Critérios de qualidade.

1 Acidez (%) 20,30 = 0,30 I—
l =
.
i 3
o Indice de perdxidos - 3
= =30 =50 e
(mEqg On/le=) = : ‘%
g
Limzra espeeroforomdirica a
3 ma UV =2,00 = 2,00 - #
(Kanzes) - ! :E
:ﬂj
}
o
Leitura espeeroforomédrica 4
4 20 UV =0.20 = 0,20 F-——-» @
(AK)

Tipo de dleo conforme com o declarado, em
termos de critérios de gualidade.
Proszeguir para o quadro 11 (critérios de pureza)

Quadro 10 — Oleo de bagaco de azeitona — Critérios de qualidade.

1 Acidez (%) < 1,00 > 1,00 R
1 g
i
-
- il
Indice de peroxidos - . =
2 =130 = 15,0 Fe--- W
(mEq Oxks) = B
El
I
1 i
“
Leitura expetroforomsétrica =1.70 %
3 za UV — >1,70 - &
270268 ) b
(Kamaizes) £
=1
[
&

Leitzra expetroforomedirica
4 20 UV =0,18 = 0,18 o
(AK)

Tipo de dleo conforme com o declarado, em
termos de critérios de gualidade.
Proszeguur para o quadro 11 {enténios de pureza)
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Quadro 11 — Oleo de bagaco de azeitona refinado e éleo de bagaco de
azeitona — Critérios de pureza

Criterios de L ) S, »
1 qualidade nio
(guadros 9 & 10)
fmeros | e o o beee- -»
Tsdmeros 018:1 = 0,40 t018:1 > 0,40
E' o ‘.?m de ] ou
dcidos gordos | 0p 4 018:3) <035 | 4C18:2 + €18:3) > 033
(%)
3 Compaosicio de Ceonforme com o Mio conforme come [~ R
acidos gordos anewo [ anexo 5
L
(¥
4 9
4 ANCE42 <|0,30 =030 p---- +| gx Indicador da presenca
w de outros cleos
l "
g
- C?I‘npmm;avn Conforme com o Mio conforme com o g
s esterclica e esterois g
, aneo [ anaxo | 5
totals o
=
=1
ko
o
Eritrodiol + uvaol - - - *
6 =45 =43
(%0) ’ -
¥
Ceras (mg'kg)
- C40=C42+C44+Cds
=330 =30 fp---- *
¥ L
Indicador da presenca
<14(bleodebagage | 7 A (Eleede ] de Gleos esterificados
Monopalmitato de de azeitona refinada) baga;;c_:ia '.-_.zaltcvna ou com 'elevadc.: teor de
& . I refinadn) cido palmitico
2-glicerilo (%) < 1,2 (6lec de bagage .
, . =12 (dleode
de azeitonz) . . .
bazago de azeitona)
L i

Oleo conforme com a categoria declarada
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ANEXO 11
DETERMINACAO DOS ACIDOS GORDOS LIVRES, METODO A FRIO

1. OBJETO E AMBITO DE APLICACAO

O presente método descreve a determinagdo dos 4cidos gordos livres em
azeites e Oleos de bagaco de azeitona. O teor de acidos gordos livres ¢é
expresso em termos de acidez em percentagem de acido oleico.

2. PRINCIPIO

Dissolugdo da amostra numa mistura de solventes, seguida de titulacdo
dos acidos gordos livres presentes com uma solugdo de hidroxido de
potassio ou de hidroxido de sodio.

3. REAGENTES

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica reconhecida e a agua
a utilizar deve ser destilada ou de pureza equivalente.

3.1.  Eter dietilico; etanol a 95 % (v/v), mistura 1:1 em volume

Neutraliza-se exatamente no momento de utilizagdo com a solugdo de
hidroxido de potassio (3.2), em presenca de 0,3 ml de solugdo de fenolf-
taleina (3.3) por 100 ml de mistura.

Nota 1: O éter etilico ¢ muito inflamavel e pode formar peroxidos ex-
plosivos. Devem ser tomadas precaugdes especiais na sua utili-
zagao.

Nota 2: Se nao for possivel utilizar éter etilico, podera ser utilizada uma
mistura de solventes constituida por etanol e tolueno. Se neces-
sario, o etanol pode ser substituido por 2-propanol.

3.2.  Solugdo etandlica ou aquosa titulada de hidroxido de potassio ou de
sodio, ¢(KOH) [ou c(NaOH)] aproximadamente 0,1 mol/l ou, se neces-
sario, ¢(KOH) [ou c¢(NaOH)] aproximadamente 0,5 mol/l. Existem no
comércio solugdes prontas a utilizar.

A concentragdo exata da solug@o de hidroxido de potassio (ou de hidro-
xido de s6dio) deve ser conhecida e verificada antes da utilizagdo. De-
cantar para um frasco de vidro castanho fechado com uma rolha de
borracha. A solucdo deve ser incolor ou amarelo-palha.

Caso se observe separacdo de fases ao utilizar solugdo aquosa de hidro-
xido de potassio (ou de hidroxido de sodio), substituir a solugdo aquosa
por uma solucdo etandlica.

Nota 3: Uma solugdo incolor estavel de hidroxido de potassio (ou de
hidréxido de sodio) pode preparar-se do seguinte modo: man-
tém-se em ebuli¢do durante uma hora, com refluxo, 1 000 ml de
etanol ou agua com 8 g de hidroxido de potassio (ou de hidro-
xido de sodio) e 0,5 g de aparas de aluminio. Destila-se imedia-
tamente. Dissolve-se no destilado a quantidade necessaria de
hidroxido de potassio (ou de hidroxido de sodio). Deixa-se re-
pousar durante varios dias e decanta-se o liquido claro sobrena-
dante do precipitado de carbonato de potassio (ou de hidroxido
de sodio).

A solugdo pode também ser preparada sem destilagdo, do seguinte modo:
Adicionam-se 4 ml de butilato de aluminio a 1 000 ml de etanol (ou agua)
e deixa-se repousar a mistura durante alguns dias. Decanta-se o liquido
sobrenadante e dissolve-se nele a quantidade necessaria de hidroxido de
potassio (ou de hidroxido de sodio). Esta solugdo estd pronta para ser
utilizada.
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3.3.  Fenolftaleina [solu¢io a 10 g/l em etanol a 95 %-96 % (v/v)], ou azul
alcalino 6B ou timolftaleina [solugdo a 20 g/l em etanol a 95 %-96 %
(v/v)]. No caso de 6leos com coloragdo intensa, utiliza-se azul alcalino ou
timolftaleina.

4. APARELHOS E UTENSILIOS

Material corrente de laboratorio, designadamente:

4.1. Balanga analitica;

4.2.  Erlenmeyer de 250 ml;

4.3. Bureta de 10 ml classe A, graduada em 0,05 ml, ou bureta automatica
equivalente.

S. PROCEDIMENTO
5.1. Preparacio da amostra para analise

Se a amostra estiver turva, deve ser filtrada.

5.2.  Toma para anilise

Colhem-se as amostras de acordo com o indice de acidez presumido, em
conformidade com as indicagdes do quadro seguinte.

@ ?gi&ezoﬁgs/r?gg o) Peso da amostra (g) Exatiddo da pesagem (g)
0a2 10 0,02
>2a7l5 2,5 0,01
> 75 0,5 0 001

A pesagem devera ser efetuada no erlenmeyer (4.2).

5.3.  Determinacio

Dissolve-se a amostra (5.2) em 50 a 100 ml de mistura éter/etanol (3.1)
previamente neutralizada.

Titula-se, com agitagdo, com a solucdo de 0,1 mol/l de hidroxido de
potassio (ou de hidroxido de sédio) (3.2) (ver nota 4), até a viragem
do indicador (coloragdo carmim da fenolftaleina persistente durante pelo
menos 10 s).

Nota 4: Se a quantidade de hidroxido de potassio (ou de hidroxido de
sodio) 0,1 mol/l ultrapassar 10 ml, utiliza-se uma solugdo a 0,5
mol/l ou altera-se a massa da amostra de acordo com a acidez
livre esperada e o quadro proposto.

Nota 5: Se a solug@o se tornar turva durante a titulagdo, junta-se uma
quantidade suficiente da mistura de solventes (3.1) para obter
uma solugdo limpida.

Efetuar-se-a4 uma segunda determinagdo apenas se o primeiro resultado for
superior ao limite especificado para a categoria do azeite.
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6. EXPRESSAO DOS RESULTADOS
A acidez, expressa em percentagem de acido oleico em massa, ¢ igual a:

100 VxexM

v -
EXT000 " Tm T 10xm

em que:

V = volume consumido, expresso em mililitros, de solugdo titulada de
hidroxido de potassio (ou hidroxido de sodio).

¢ = concentragdo exata, em moles por litro, da solucdo titulada de hi-
droxido de potassio (ou hidroxido de sodio) utilizada.

M = 282 g/mol (massa molar), expressa em gramas por mole de acido
oleico;

m = massa da amostra para ensaio, em g.
O acido oleico ¢é expresso da seguinte forma:
a) duas casas decimais para valores entre 0 e 1, inclusive;

b) uma casa decimal para valores de 1 a 100.
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ANEXO 11

DETERMINACAO DO INDICE DE PEROXIDOS

1. Ambito de aplicagio

O presente anexo descreve um método para a determinacdo do indice de
peroxidos em Oleos e gorduras de origem animal e vegetal.

2. Definicio

O indice de peroxidos é a quantidade, expressa em miliequivalentes de oxi-
génio ativo por kg, de substancias, presentes na amostra, capazes de oxidar o
iodeto de potassio nos condigdes operacionais descritas.

3. Principio

Tratamento da amostra em estudo, dissolvida em acido acético e cloroférmio,
com uma solucdo de iodeto de potassio. Titulagdo do iodo libertado com uma
soluc@o-padrao de tiossulfato de sodio.

4. Aparelhos e utensilios

Todo o equipamento usado deve estar isento de substdncias oxidantes ou
redutoras.

Nota 1: Ndo se lubrificam os contactos esmerilados.
4.1. Capsula de vidro de 3 ml.

4.2. Frascos com rolhas e juntas esmeriladas, de cerca de 250 ml de capa-
cidade, previamente secos e cheios de um gas inerte puro e seco (azoto
ou, de preferéncia, dioxido de carbono).

4.3. Bureta de 5 ml, 10 ml ou 25 ml de capacidade, graduada em, pelo
menos, 0,05 ml, de preferéncia com ajustamento automatico em zero,
ou bureta automatica equivalente.

4.4. Balancga analitica.

5. Reagentes

5.1. Cloroférmio, de qualidade analitica reconhecida, tornado isento de oxi-
génio fazendo borbulhar uma corrente de gas inerte puro e seco.

5.2. Acido acético glacial, de qualidade analitica reconhecida, tornado isento
de oxigénio fazendo borbulhar uma corrente de gés inerte puro e seco.

5.3. Solug@o aquosa saturada de iodeto de potassio, preparada recentemente e
isenta de iodo e iodatos. Dissolvem-se cerca de 14 g de iodeto de
potassio em cerca de 10 ml de 4gua a temperatura ambiente.

5.4. Solucdo aquosa de tiossulfato de sodio, rigorosamente titulada, imedia-
tamente antes da utilizag@o, a 0,01 mol/l (equivalente a 0,01 N).

Prepara-se diariamente a solucdo de tiossulfato de sodio a partir de uma
solugdo titulada de 0,01 mol/l de tiossulfato de sodio antes da utilizagdo,
ou determina-se a molaridade exata. Como a experiéncia demonstra, a
estabilidade ¢ limitada e depende do valor do pH e do teor de dioxido de
carbono livre. Utilizar para a dilui¢do exclusivamente agua recém-fervi-
da, eventualmente purgada com azoto.

Recomenda-se o seguinte procedimento para determinar a molaridade
exata da solugdo de tiossulfato de sodio:
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Num baldo aferido (250 ml ou 500 ml), pesam-se 0,27 g a 0,33 g de
iodato de potdssio (myjp3), com a aproximagdo de 0,001 g, e diluem-se
até ao trago de afericdo com agua recém-fervida (V,), arrefecida até a
temperatura ambiente. Com uma pipeta, transferem-se 5 ml ou 10 ml
desta solug@o de iodato de potassio (V) para um Erlenmeyer de 250 ml.
Adicionam-se 60 ml de agua recém-fervida, 5 ml de acido cloridrico 4
mol/l e 25 mg a 50 mg de iodeto de potassio ou 0,5 ml da solugdo
saturada de iodeto de potassio. Titula-se a solugdo com a solugdo de
tiossulfato de sodio (V) para determinar a molaridade exata da solugéo
de tiossulfato de sédio.

g3 X Vi X 6 X 10 X wgos

T
Moz X Vo X V3

em que:
Mmgjo3 ¢ a massa do iodato de potassio, em gramas,

V, ¢ o volume da solugdo de iodato de potassio, em mililitros (5 ml ou
10 ml),

V, ¢ o volume total da solugdo de iodato de potassio, em mililitros
(250 ml ou 500 ml),

V3 € o volume da solugdo de tiossulfato de sédio, em mililitros,
wgio3 € a pureza do iodato de potassio, em g/100 g,

Mkios € a massa molecular do iodato de potassio (214 g/mol),

T ¢ a molaridade exata da solugdo de tiossulfato de sodio (mol/l).

5.5. Solugdo de amido, obtida por dispersdo aquosa recente de amido natural
soltivel, na propor¢do de 10 g/l. Podem também ser utilizados reagentes
equivalentes.

6. Amostra

A amostra deve ser colhida e conservada ao abrigo da luz, a baixa tempera-
tura e em recipientes de vidro completamente cheios, hermeticamente fecha-
dos com rolhas de vidro esmerilado ou cortiga.

7. Procedimento

O ensaio deve ser efetuado em presenca de luz solar difusa ou luz artificial.
Pesa-se numa céapsula de vidro (ponto 4.1) ou, na falta desta, num frasco
(ponto 4.2), com uma aproximagdo de 0,001 g, uma massa da amostra de
acordo com o quadro seguinte, em conformidade com o indice de peroxidos

presumido:
Indice de peréxidos presumido Peso da toma
(meq) (&

0al2 50 a 2,0
12 a 20 2,0 a 1,2
20 a 30 1,2a08
30 a 50 0,8 20,5
50 a 90 0,5a0,3

Abre-se o frasco (ponto 4.2) e introduz-se a capsula de vidro que contém a
amostra em estudo. Adicionam-se 10 ml de cloroféormio (ponto 5.1.).
Dissolve-se a amostra rapidamente, por agitagdo. Adicionam-se 15 ml de
acido acético (ponto 5.2) e, de seguida, 1 ml de solugdo de iodeto de potassio
(ponto 5.3). Tapa-se rapidamente, agita-se durante 1 minuto e deixa-se du-
rante exatamente 5 minutos ao abrigo da luz a uma temperatura de 15 a 25 °C.
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Adicionam-se cerca de 75 ml de agua destilada. Titula-se o iodo libertado
com a solugdo de tiossulfato de sodio (ponto 5.4), agitando vigorosamente e
usando solu¢do de amido (ponto 5.5) como indicador.

Fazem-se duas determina¢des com a mesma amostra.

Efetua-se simultaneamente um ensaio em branco. Se o resultado do ensaio
em branco exceder 0,05 ml da solugdo 0,01 N de tiossulfato de sodio (ponto
5.4), substituem-se os reagentes impuros.

8. Expressiao dos resultados

O indice de perdxidos (I.P.), expresso em miliequivalentes de oxigénio ativo
por kg, ¢ dado pela formula:

_V><T><1000
o m

PV

em que:

V é o nimero de mililitros de soluc@o de tiossulfato de sodio titulada (ponto
5.4) que se utilizou no ensaio, com a corregdo relativa ao ensaio em branco,

T é a molaridade exata da solucdo de tiossulfato de sddio (ponto 5.4) que se
utilizou, em mol/l,

m ¢ o peso, expresso em gramas, da amostra em estudo.

Toma-se como resultado a média aritmética das duas determinagdes
efetuadas.

O resultado ¢é arredondado as décimas.
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ANEXO 1V

DETERMINACAO DO TEOR DE CERAS POR CROMATOGRAFIA EM
FASE GASOSA COM COLUNA CAPILAR

1. OBJECTO

O presente método descreve um processo para a determinagao do teor de
ceras dos azeites. As ceras sdo separadas em fungdo do nimero de atomos
de carbono. O método pode ser utilizado, em particular, para distinguir o
azeite obtido por pressdo do azeite obtido por extracgdo (6leo de bagaco
de azeitona).

2. PRINCIPIO

Apos a adigdo de um padrao interno adequado, a gordura ou o 6leo em
causa ¢ fraccionado por cromatografia numa coluna de silicagel hidratada.
Recolher a fraccdo eluida em primeiro lugar nas condigdes de ensaio
(fracgdo cuja polaridade ¢ inferior a polaridade dos triglicéridos), proce-
dendo-se a analise directa por cromatografia em fase gasosa com coluna
capilar.

3. MATERIAL

3.1.  Erlenmeyer de 25 ml.

3.2.  Coluna de vidro para cromatografia em fase gasosa de didmetro interior
15,0 mm, altura 30 a 40 cm, equipada com uma torneira.

3.3. Aparelho de cromatografia em fase gasosa adequado para o funciona-
mento com coluna capilar, equipado com um sistema para a introdugéo
directa da amostra na coluna, constituido por:

3.3.1. Forno com termostato para as colunas, com programagdo de temperatura.
3.3.2. Injector a frio para introdugdo directa na coluna.
3.3.3. Detector de ionizagdo de chama e conversor-amplificador.

3.3.4. Registador-integrador adequado para funcionamento com o conversor-am-
plificador (ponto 3.3.3), com tempo de resposta ndo superior a um se-
gundo e velocidade do papel variavel. (E igualmente possivel utilizar
sistemas informatizados que prevejam a aquisi¢do de dados de cromato-
grafia em fase gasosa com um computador).

3.3.5. Coluna capilar de vidro ou de silica fundida, com 8 m a 12 m de com-
primento e 0,25 mm a 0,32 mm de didmetro interno, revestida interior-
mente com um liquido estacionario, de espessura compreendida entre 010
e 0,30 um. (Encontram-se no comércio liquidos de particdo do tipo SES52
ou SE54, adequados ao fim em causa.)

3.4. Microsseringa de 10 pl adequada para injecgdo directa na coluna, com
agulha de ago cementado.

3.5.  Vibrador eléctrico.

3.6.  Evaporador rotativo.

3.7. Mufla.

3.8. Balanga analitica que garanta uma precisdo de medigdo de + 0,1 mg.
3.9. Artefactos de vidro para laboratdrio.

4. REAGENTES

4.1. Silicagel com granulometria de 60 a 200 pm.

Colocar o silicagel numa mufla a 500 °C durante quatro horas, no mini-
mo. Apds arrefecimento, juntar 2 % de dgua em relagdo a quantidade de
silicagel retirado. Agitar bem, de modo a homogeneizar. Conservar ao
abrigo da luz durante pelo menos 12 horas antes da utilizagdo.
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4.2. n-Hexano para cromatografia.
43. Eter etilico para cromatografia.
4.4. n-Heptano para cromatografia.

4.5.  Solugdo padrdo de araquidato de laurilo a 0,1 % (m/v) em hexano (padrdo
interno). (E igualmente possivel utilizar palmitato de palmitilo ou estea-
rato de miristilo.)

4.5.1. Soudan 1 (1-fenilazo-2-naftol)

4.6.  Gas vector: hidrogénio ou hélio puro, com um grau de pureza adequado
para cromatografia em fase gasosa.

4.7.  Gases auxiliares:

— hidrogénio, com um grau de pureza adequado para cromatografia em
fase gasosa,

— ar, com um grau de pureza adequado para cromatografia em fase
gasosa.

S. PROCEDIMENTO
5.1.  Preparacido da coluna cromatogrifica.

Suspender 15 g de silicagel (4.1) em n-hexano (4.2) e introduzir na coluna
(3.2). Deixar assentar e completar a operagdo por recurso a um agitador
eléctrico (3.5), de modo a tornar mais homogénea a camada cromatogra-
fica. Fazer passar 30 ml de n-hexano para remover eventuais impurezas.
Utilizando a balanga (3.8), pesar rigorosamente 500 mg de amostra num
Erlenmeyer de 25 ml (3.1) e adicionar uma quantidade adequada de
padrdo interno (4.5), em fungdo do teor de ceras previsto. A titulo de
exemplo, juntar 0,1 mg de araquidato de laurilo no caso de azeite e 0,25 a
0,50 mg no caso de d6leo de bagaco de azeitona. Transferir a amostra para
a coluna cromatografica com o auxilio de duas por¢des de 2 ml de
n-hexano (4.2).

Deixar fluir o solvente at¢ 1 mm acima da camada de silicagel e fazer
passar 70 ml de n-hexano suplementares para remover os n-alcanos natu-
ralmente presentes. Iniciar a eluicdo cromatografica, recolhendo 180 ml da
mistura n-hexano/éter etilico na propor¢ao de 99:1, de acordo com um
fluxo de cerca de 15 gotas por cada 10 segundos. A eluigdo da amostra
deve ser efectuada a uma temperatura ambiente de 22 °C + 4.

Notas: — A mistura n-hexano/éter etilico (99:1) deve ser preparada dia-
riamente.

— Para controlar visualmente a eluicdo correcta das ceras, é pos-
sivel juntar a amostra em solugdo 100 ul de Soudan 1 a 1 % na
mistura da eluicdo. Como o corante tem uma retengdo inter-
média entre as ceras e os triglicéridos, é conveniente suspender
a eluigcdo quando a coloragdo atingir o fundo da coluna croma-
tografica, uma vez que todas as ceras ja foram eluidas.

Evaporar a frac¢do resultante num evaporador rotativo (3.6), até a elimi-
nagdo de quase todo o solvente. Remover os ultimos 2 ml do mesmo com
o auxilio de uma corrente de azoto de fluxo reduzido e adicionar 2-4 ml
de n-heptano.

5.2.  Analise por cromatografia em fase gasosa
5.2.1. Operagoes preliminares

Instalar a coluna no cromatografo de fase gasosa (3.3), ligando uma das
extremidades ao sistema de injec¢do directa na coluna e a outra extremi-
dade ao detector. Efectuar o controlo geral do sistema cromatografico
(operacionalidade dos circuitos de gases, eficiéncia do detector e do re-
gistador, etc.).
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No caso de a coluna ser utilizada pela primeira vez, é aconselhavel pro-
ceder ao seu acondicionamento. Fazer passar um fluxo ligeiro de gés
através da coluna, ligando em seguida o sistema. Aquecer gradualmente
até obter, ao fim de cerca de 4 horas, uma temperatura de 350 °C. Manter
esta temperatura durante pelo menos duas horas, regulando seguidamente
o aparelho para as condigdes de trabalho [regular o fluxo de gas, acender
a chama, ligar o registador electronico (3.3.4), regular a temperatura do
forno para a coluna, regular o detector, etc.]. Registar o sinal obtido, com
uma sensibilidade pelo menos duas vezes superior a sensibilidade prevista
para a execugdo da analise. A linha de base deve apresentar-se linear e
isenta de picos de qualquer tipo, ndo devendo apresentar desvios.

A ocorréncia de um desvio linear negativo indica que as ligagdes da
coluna ndo foram efectuadas de um modo correcto; a ocorréncia de um
desvio positivo indica que a coluna ndo foi acondicionada de um modo
adequado.

5.2.2. Escolha das condi¢des de trabalho

As condigoes de trabalho sdo, em geral, as seguintes:

— temperatura da coluna:

20 °C/ 5 °C/ 20 °C/
minuto minuto minuto

Noinicio | — |240°C| — [325°C| — | 340°C
80 °C (69 (107
)

— Temperatura do detector: 350 °C;

— volume injectado: 1 pl da solugdo (2-4 ml) de n-heptano;

— gas vector: hélio ou hidrogénio a velocidade linear 6ptima para o gas
seleccionado (ver apéndice);

— sensibilidade instrumental: de forma a responder as condi¢des a seguir
descritas.

Estas condi¢des podem ser ajustadas em fungdo das caracteristicas da
coluna e do cromatografo de fase gasosa, de modo a obter uma separagio
de todas as ceras, uma resoluc@o satisfatoria dos picos (ver figura) e um
tempo de reteng@o do padrdo interno Cs, de 18 + 3 minutos. O pico mais
representativo correspondente as ceras devera situar-se em pelo menos
60 % do inicio da escala.

Os parametros de integracdo dos picos devem ser determinados de modo a
obter uma estimativa correcta das areas dos picos pertinentes.

Nota: Atendendo a temperatura final elevada, ¢ admissivel um desvio
positivo, que ndo pode exceder 10 % da base da escala.

5.3. Execu¢do da analise

Efectuar uma toma de 1 pl de solugdo com a microsseringa de 10 pl;
manejar o émbolo de modo a que a agulha ndo contenha nenhuma porgao
de amostra. Introduzir a agulha no sistema de injec¢do e injectar rapida-
mente ap6s um a dois segundos. Retirar cuidadosamente a agulha apds
cerca de cinco segundos.

Efectuar o registo até a eluicdo completa das ceras.
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A linha de base deve satisfazer sempre as condigdes requeridas.

5.4. Identificacido dos picos

A identificagdo dos picos ¢ efectuada com base nos tempos de retengdo
que sdo comparados com os tempos de retencdo conhecidos de misturas
de ceras analisadas em condi¢des idénticas.

A figura representa um cromatograma relativo as ceras de um azeite
virgem.

5.5. Avaliacdo quantitativa

Por recurso ao integrador, determinar as areas dos picos correspondentes
ao padrdo interno e aos ésteres alifaticos Cyy a Cyg.

Determinar o teor de cada um dos ésteres, expresso em mg/kg de gordura,
através da formula:

A, x mg x 1000

éster (mg/kg) = % m
S

Em que:

A, = area do pico correspondente a cada éster, em milimetros quadrados;

A, = area do pico correspondente ao padrdo interno, em milimetros
quadrados;

mg = massa do padrio interno adicionado, em miligramas;

m = massa de amostra tomada para analise, expressa em gramas.

6. EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Apresentar a soma dos teores das varias ceras de Cyg a Cyq, €Xpressos em
mg/kg de gordura (ppm).

Nota: Os componentes a quantificar referem-se aos picos que correspon-
dem a um nimero par de atomos de carbono (ésteres Cyy a Cyg), de
acordo com o exemplo de cromatograma das ceras de azeite indi-
cado na figura seguinte. Se o éster Cy¢ surgir em duplicado, para
identifica-lo convém analisar a fraccdo das ceras de um Oleo de
bagaco de azeitona em que o pico Cyq seja facil de identificar por
ser maioritario.

Os resultados arredondam-se as décimas.



01991R2568 — PT —20.10.2019 — 032.001 — 39

VYM21
Figura
Cromatograma das ceras de azeite ()
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Legenda:
LS. = Araquidato de laurilo
1 = Esteres diterpénicos

2 +2' = Esteres Cyy
3 + 3’ = Esteres Cgy
4 + 4' = Esteres Cyy
5 = Esteres Cyq

6 = Esteres ester6is e alcoois triterpénicos

1) Apés eluigdo dos ésteres dos esterdis, o tragado cromatografico ndo deve apresentar picos significativos
P! i p p gl
(triglicéridos).
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APENDICE
Determinagdo da velocidade linear do gas

Injectar 1 a 3 pl de metano (ou propano) no cromatdgrafo de fase gasosa,
regulado para as condigdes normais de trabalho, e medir o tempo requerido
pelo gas para percorrer a coluna, desde o momento da injec¢do até ao registo
do respectivo pico (ty).
A velocidade linear, expressa em centimetros por segundo, ¢ dada por L/ty,
sendo L o comprimento da coluna, expresso em centimetros, ¢ ty o tempo de
retengdo, expresso em segundos.

VY M32

VM26
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ANEXO VIl

DETERMINACAO DA PERCENTAGEM DE MONOPALMITATO DE
2-GLICERILO

1. OBJECTIVO E CAMPO DE APLICACAO

O presente método descreve o procedimento analitico para a determina-
¢do da percentagem de 4cido palmitico em posigdo 2 dos triglicéridos
através da avaliacdo do monopalmitato de 2-glicerilo.

Este método ¢ aplicavel aos oleos vegetais liquidos a temperatura am-
biente (20 °C).

2. PRINCIPIO

Apo6s preparacdo, a amostra de azeite ¢ sujeita a ac¢do da lipase pan-
creatica: uma hidrolise parcial e especifica nas posi¢cdes 1 e 3 da molé-
cula de triglicérido determina a formagdo de monoglicéridos na posicao
2. A percentagem de monopalmitato de 2-glicerilo na fracgdo monogli-
ceridica é determinada, apds sililagao, por cromatografia em fase gasosa
com coluna capilar.

3. APARELHOS E UTENSILIOS

3.1. Erlenmeyer de 25 ml
3.2. Provetas de 100, 250 ¢ 300 ml

3.3. Coluna cromatografica de vidro, com 21-23 mm de didmetro interno e
400 mm de comprimento, equipada com um disco poroso de vidro e uma
tampa

3.4. Tubos de ensaio graduados de 10, 50, 100 e 200 ml
3.5. Baldes de 100 e 250 ml
3.6. Evaporador rotativo

3.7. Tubos de centrifugadora de fundo coénico, com cerca de 10 ml de capa-
cidade, com rolha esmerilada

3.8. Centrifugadora para tubos de 10 ¢ 100 ml

3.9. Termoéstato que permita manter a temperatura a 40 °C + 0,5 °C
3.10. Pipetas graduadas de 1 e 2 ml

3.11.  Seringa hipodérmica de 1 ml

3.12.  Microsseringa de 100 pl

3.13. Ampola de decantagdo de 1 000 ml

3.14. Cromatografia de fase gasosa adequado para colunas capilares, equipado
com um dispositivo de injec¢@o na coluna («on columny) a frio, para a
introdugdo directa da amostra na coluna, e um forno passivel de manter a
temperatura escolhida com uma precisdo de 1 °C.

3.15. Injector na coluna a frio para a introdugdo directa da amostra na coluna
3.16. Detector de ionizagdo de chama e electrometro

3.17. Registador-integrador adequado ao funcionamento com o electrometro,
com um tempo de resposta ndo superior a um segundo e com uma
velocidade de papel variavel

3.18. Coluna capilar de vidro ou de silica fundida, com 8 m a 12 m de
comprimento ¢ 0,25 mm a 0,32 mm de didmetro interno, revestida de
metilpolissiloxano ou fenilmetilpolissiloxano a 5 %, de espessura com-
preendida entre 0,10 pum e 0,30 um, que possa ser utilizada a 370 °C
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3.19. Microsseringa de 10 pl com agulha cementada com, pelo menos, 7,5 cm
de comprimento, para injec¢do directa na coluna

4. REAGENTES

4.1. Silicagel com granulometria compreendida entre 0,063 e 0,200 mm
(70/280 mesh), preparado do seguinte modo: colocar o silicagel numa
capsula de porcelana, secar na estufa a 160 °C durante 4 horas e deixar
arrefecer até a temperatura ambiente num exsicador. Juntar um volume
de agua equivalente a 5 % do peso de silicagel, do seguinte modo: num
Erlenmeyer de 500 ml, pesar 152 g de silicagel e juntar 8 g de agua
destilada; tapar e agitar suavemente para obter uma reparti¢do uniforme
da 4gua. Deixar repousar durante pelo menos 12 horas antes do uso.

vM32
4.2. n-Hexano para cromatografia. Se os valores de precisdo obtidos forem
semelhantes, pode substituir-se o hexano por iso-octano (2,2,4-trimetil-
pentano, para cromatografia).

vYM21
43. Isopropanol

44. Isopropanol em solugdo aquosa 1/1 (V/V)

4.5. Lipase pancreatica. A lipase utilizada deve ter uma actividade compreen-
dida entre 2,0 ¢ 10 unidades de lipase por mg. (Existem no comércio
lipases pancredticas com uma actividade compreendida entre 2 e 10
unidades por mg de enzima.)

4.6. Solugdo tampdo de tris-hidroximetilaminometano: solu¢do aquosa 1M
levada a pH 8 (controlo potenciométrico) por adi¢do de HCI concentrado
(1:1 V/V)

4.7. Solug@o aquosa a 0,1 % de colato de sddio (qualidade enzimatica), que

deve ser utilizada no prazo de 15 dias apos a preparagdo.
4.8. Solugdo aquosa a 22 % de cloreto de calcio
4.9. Eter etilico para cromatografia
4.10.  Eluente: mistura n-hexano/éter etilico (87:13) (V/V)
4.11.  Solugdo a 12 % da amostra de hidroxido de soédio
4.12.  Solugao de fenolftaleina a 1 % em etanol
4.13.  Gas vector: hidrogénio ou hélio, para cromatografia em fase gasosa

4.14.  Gases auxiliares: hidrogénio de pureza minima 99 %, isento de humidade
e de substancias organicas; ar para cromatografia em fase gasosa, com o
mesmo grau de pureza

4.15. Reagente de silanizagdo: mistura de piridina, hexametildissilazano e tri-
metilclorossilano 9:3:1 (v/v/v). [Existem no comércio solu¢des prontas a
utilizar. E possivel utilizar outros reagentes silanizantes, como uma mis-
tura de bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida com 1 % de trimetilclorossila-
no, a diluir num volume igual de piridina anidra.]

4.16. Amostras de referéncia: monoglicéridos puros ou misturas de monogli-
céridos com uma composicdo em percentagem conhecida, semelhante a

da amostra.
S. PROCEDIMENTO
5.1. Preparacio da amostra

5.1.1.  Os azeites com acidez livre inferior a 3 % ndo necessitam de ser neu-
tralizados antes da cromatografia em coluna de silicagel. Os azeites com
acidez livre superior a 3 % devem ser sujeitos a neutralizagdo, em con-
formidade com o ponto 5.1.1.1.
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5.1.1.1. Deitar 50 g de azeite e 200 ml de n-hexano na ampola de decantagdo de
1000 ml (3.13). Juntar 100 ml de isopropanol ¢ uma quantidade da
solugdo de hidroxido de sodio a 12 % (4.11) correspondente a acidez
livre do azeite majorada de 5 %. Agitar energicamente durante um mi-
nuto. Juntar 100 ml de agua destilada, agitar de novo e deixar repousar.

Apos a decantacdo, eliminar a camada inferior que contém os sabdes.
Remover igualmente as eventuais camadas intermédias (mucilagem, ma-
térias insoluveis). Lavar a solugdo de 6leo neutralizado em hexano com
sucessivas porgdes de 50-60 ml da solugdo de isopropanol/agua 1:1
(V/V) (4.4), até ao desaparecimento da coloragdo carmim da fenolftaleina.

Remover a maior parte do solvente por destilagdo sob vacuo no evapo-
rador rotativo e transferir o azeite para um baldo de 100 ml (3.5). Secar o
azeite sob vacuo até a eliminagdo total do solvente.

No final desta operacdo, a acidez do azeite deve ser inferior a 0,5 %.

5.1.2.  Introduzir 1,0 g de azeite preparado como indicado acima num Erlen-
meyer de 25 ml (3.1) e dissolver em 10 ml de eluente (4.10). Deixar
repousar a solucdo durante, pelo menos, 15 minutos, antes da cromato-
grafia em coluna de silicagel.

Se a solucdo estiver turva, centrifuga-la para garantir condi¢des Optimas
para a cromatografia. [E possivel utilizar cartuchos de silicagel de ex-
tracgdo em fase solida (SPE) de 500 mg prontos a ser utilizados.]

5.1.3.  Preparagdo da coluna cromatogrdfica

Deitar na coluna (3.3) cerca de 30 ml de eluente (4.10), introduzir um
pouco de algoddo na parte inferior da coluna com a ajuda de uma
varinha de vidro; apertar para eliminar o ar.

Preparar, numa proveta, uma suspensdao de 25 g de silicagel (4.1) em
cerca de 80 ml de eluente e deitar na coluna utilizando um funil.

Verificar que o silicagel foi integralmente introduzido na coluna; lavar
com eluente (4.10), abrir a torneira e deixar escorrer até que o nivel deste
desca até cerca de 2 mm acima do nivel superior do silicagel.

5.1.4.  Cromatografia em coluna

Num Erlenmeyer de 25 ml (3.1), pesar rigorosamente 1,0 g de amostra
preparada em conformidade com o ponto 5.1.

Abrir a torneira e deixar escoar a solugdo da amostra até esta atingir o
nivel do silicagel. Eluir com 150 ml de eluente. Ajustar o fluxo a 2
ml/min (de forma a que passem na coluna 150 ml em cerca de 60 ou 70
minutos).

Recolher o eluido num baldo de 250 ml, previamente tarado. Evaporar o
solvente sob vacuo e eliminar os ultimos vestigios do mesmo numa
corrente de azoto.

Pesar o baldo e determinar o extracto recuperado.
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Caso se utilizem cartuchos de silicagel SPE prontos a serem utilizados,
proceder do seguinte modo: introduzir 1 ml de solugdo (5.1.2) nos cartu-
chos previamente preparados com 3 ml de n-hexano

Depois de filtrar a solugdo, eluir com 4 ml de n-hexano/éter etilico a
9:1 (v/v).

Recuperar o eluido num tubo de 10 ml e evapora-lo numa corrente de
azoto até a secura.

Submeter o residuo seco a acgdo da lipase pancreatica (5.2). (E funda-
mental verificar a composi¢ao em acidos gordos antes e depois de passar
pelo cartucho SPE).

5.2. Hidrélise com lipase pancreatica

5.2.1. Num tubo da centrifugadora, pesar 0,1 g de azeite preparado em con-
formidade com o ponto 5.1. Adicionar 2 ml de solugdo tampio (4.6),
0,5 ml de solugdo de colato de sodio (4.7) e 0,2 ml de solucdo de cloreto
de calcio, agitando bem apos cada adigdo. Tapar o tubo com a rolha
esmerilada e coloca-lo no termostato a 40 + 0,5 °C.

5.2.2. Adicionar 20 mg de lipase, agitar cuidadosamente (evitando o contacto
da solucdo com a rolha) e colocar o tubo no termostato durante exacta-
mente dois minutos. Em seguida, retirar, agitar energicamente durante
1 minuto e deixar arrefecer.

5.2.3. Adicionar 1 ml de éter etilico, tapar e agitar energicamente; centrifugar e,
com uma microsseringa, transferir a solugdo de éter para um tubo limpo
e seco.

5.3. Preparagdo dos derivados silanizados e da cromatografia em fase gasosa

5.3.1. Com uma microsseringa, introduzir 100 pl de solucdo (5.2.3) num tubo
de fundo cénico de 10 ml.

5.3.2. Eliminar o solvente em corrente ligeira de azoto, juntar 200 pl de rea-
gente de silanizagdo (4.15), tapar o tubo e deixar repousar durante
20 minutos.

5.3.3. Passados 20 minutos, juntar entre 1 ¢ 5 ml de n-hexano (em fungdo das
condigdes cromatograficas): a solugdo resultante estd pronta para a cro-
matografia em fase gasosa.

5.4. Cromatografia em fase gasosa

As condig¢des de funcionamento sdo as seguintes:

— Temperatura do injector (injector em coluna) inferior a temperatura
de ebuli¢dao do solvente (68 °C).

— Temperatura do detector: 350 °C;

— Temperatura na coluna: programacdo da temperatura do forno: 60 °C
durante 1 minuto, aumentando 15 °C por minuto até 180 °C, seguin-
do-se 5 °C por minuto até¢ 340 °C e, finalmente, 340 °C durante 13
minutos.

— Gas vector: hidrogénio ou hélio, regulado a velocidade linear ade-
quada para obter a resolucdo reflectida na figura 1. O tempo de
retengdo do triglicérido Cs, deve ser de 40 + 5 minutos (ver figura
2). (As condigdes de trabalho indicadas sdo propostas a titulo indica-
tivo. Cada operador devera optimizar as condigdes para alcangar a
resoluc@o pretendida. A altura do pico correspondente a0 monopalmi-
tato de 2-glicerilo deve ter uma altura minima igual a 10 % da escala
do registador.)
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— Volume injectado: 0,5-1 pl de solugdo (5 ml) de n-hexano (5.3.3).
5.4.1. Identificagdo dos picos
Os monoglicéridos individuais sdo identificados em fungdo dos respec-

tivos tempos de retengdo obtidos, comparando com os correspondentes a
misturas-padrdo de monoglicéridos analisadas mas mesmas condigdes.

5.4.2. Avaliagdo quantitativa
A area referente a cada pico ¢ calculada utilizando um integrador elec-
trénico.

6. EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Calcular a percentagem de monopalmitato de glicerilo com base na
relagdo entre a area do respectivo pico ¢ a soma das areas dos picos
de todos os monoglicéridos (ver figura 2), de acordo com a seguinte
formula:

A
Glycéril monopalmitate (%): Zg x 100
Em que:
A, = area do pico relativo ao monopalmitato de glicerilo

YA = soma das areas correspondentes a todos os picos de monoglicé-
ridos

Os resultados arredondam-se as décimas.
7. RELATORIO DA ANALISE

O relatorio da analise deve especificar:
— a referéncia ao presente método;

— toda a informag@o necessaria para a completa identificagdo da amos-
tra;

— os resultados da anélise;

— os eventuais desvios em relagdo ao presente método, quer se trate de
uma decisdo das partes interessadas ou por qualquer outra razio;

— os dados de identificacdo do laboratdrio, a data da analise ¢ a assi-
natura dos responsaveis da mesma.
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Figura 1

Cromatograma dos produtos da reaccdo de silanizagdo obtidos pela accdo da lipase num
azeite refinado adicionado de 20 % de azeite esterificado (100 %).
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[Key: «acides gras libres» = acidos gordos livres; «Huile d’olive raffinée + 20 % huile estérifice» =
azeite refinado + 20 % azeite esterificado; «1-2 monopalmitoléine» = 1-2 monopalmitoleina; «1-2
mono Cig insat.» = 1-2 mono C;g insaturado]
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Figura 2

Cromatograma de:

A) Azeite ndo esterificado, apés tratamento com lipase; apoés silanizacido; nestas condigdes
(coluna capilar de 8 a 12 m), a fracciio de ceras é eluida a0 mesmo tempo que a fracciio de
diglicéridos, ou pouco depois.

Apés lipase, o teor de triglicéridos nao deve exceder 15 %.

%%
*
‘ u N k L1 ‘—.‘1" ~y
[ JL )
1 2 3 4
1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45
Legenda:
1 = Acidos gordos livres

= Monoglicéridos

2

3 = Diglicéridos
4 = Triglicéridos
*

= 2-Monopalmitina

** = Triglicérido Csy



01991R2568 — PT —20.10.2019 — 032.001 — 48

VYM21
Cromatograma de:

B) azeite esterificado apds tratamento com lipase; apods silanizacdo; nestas condicdes (coluna
capilar de 8 a 12 m), a fraccio de ceras é eluida ao mesmo tempo que a fraccio de
diglicéridos ou pouco depois.

Ap6s lipase, o teor de triglicéridos ndo deve exceder 15 %.
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Legenda:
1 = Acidos gordos livres

2 = Monoglicéridos
3 = Diglicéridos
4 = Triglicéridos
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= 2-Monopalmitina

** = Triglicérido Csy
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8. NOTAS
Nota 1: PREPARACAO DA LIPASE

Existem no comércio lipases com uma actividade satisfatoria. Tam-
bém ¢é possivel prepara-las no laboratorio da forma seguinte:

Arrefecer 5 kg de pancreas fresco de porco a 0 °C. Remover a
matéria gorda solida periférica, bem como o tecido conjuntivo, e
triturar num almofariz de modo a obter um fluido pastoso. Agitar
esta pasta durante 4 a 6 horas, em 2,5 1 de acetona anidra, e
centrifugar. Extrair o residuo mais trés vezes com o mesmo Vvo-
lume de acetona anidra e, seguidamente, extrair duas vezes com
uma mistura de acetona e éter etilico na proporgao de 1:1 (V/V).
Por fim, extrair duas vezes com éter etilico.

Secar o residuo sob vacuo durante 48 horas, de modo a obter um
po estavel, que se conserva no frigorifico por um periodo prolon-
gado, ao abrigo da humidade.

Nota 2. CONTROLO DA ACTIVIDADE DA LIPASE
Prepara-se uma emulsdo de azeite do seguinte modo:

Agitar durante 10 minutos, num agitador, uma mistura de 165 ml
de solugdo de goma arabica a 100g/l, 15 g de gelo triturado e
20 ml de azeite neutralizado.

Num copo de 50 ml, colocar sucessivamente 10 ml da emulsdo,
0,3 ml de solugdo de colato de sodio a 0,2g/ml e 20 ml de agua
destilada.

Colocar o copo num termostato regulado a 37 °C; introduzir os
eléctrodos do medidor de pH e o agitador de hélice.

Com o auxilio de uma pipeta, adicionar gota a gota uma solugdo
de hidroxido de sodio 0,1 N até ser atingido o valor de pH 8,3.

Juntar um volume de suspensdo de p6 de lipase em agua (0,1 g/ml
de lipase). No instante em que o medidor de pH indicar um valor
de 8,3, accionar o crondmetro e adicionar a solugdo de hidréxido
de sodio, gota a gota, ao ritmo necessdrio para manter um pH de
8,3. Anotar o volume de solu¢do consumido por minuto.

Anotar as observagdes num sistema de eixos coordenados, em que
as abcissas correspondem ao tempo e as ordenadas aos mililitros
de solugdo alcalina 0,1 N consumidos para manter o pH constante.
Deve obter-se um grafico linear.

A actividade da lipase, medida em unidades de lipase por mg, ¢
dada pela formula seguinte:

V x N 100
A = X X
m

em que:

A actividade em unidades lipase/mg

V = nimero de mililitros de solugdo de hidroxido de sédio 0,1 N
por minuto (calculados a partir do grafico)

N = normalidade da solugdo de hidroxido de sdédio
m = massa, em mg, da lipase para analise.

A unidade de lipase ¢ definida como a quantidade de enzimas que
permite libertar 10 miliequivalentes de acido por minuto.

VY M20
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ANEXO IX

ANALISE POR ESPETROFOTOMETRIA NO ULTRAVIOLETA

INTRODUCAO

A andlise espetrofotométrica no ultravioleta pode fornecer indicagdes sobre a
qualidade de uma matéria gorda, o estado de conservagao desta e as modificagdes
devidas aos processos tecnologicos a que foi sujeita. As absorvéncias nos com-
primentos de onda especificados no método sdo devidas a presenca de sistemas
diénicos e triénicos conjugados, resultantes de processos de oxidagdo e/ou de
praticas de refinagdo. Os valores destas absorvéncias sdo expressos em termos de
extingdo especifica F iz/:n — extingdo de uma solugdo a 1 % (m/v) da matéria
gorda no solvente prescrito, numa célula de 10 mm —, convencionalmente de-
signada por K e também por «coeficiente de extingdo».

1. OBJETIVO

Este anexo descreve o processo de realizagdo de andlises espectrofotomé-
tricas no ultravioleta ao azeite.

2. PRINCIPIO DO METODO

Dissolve-se uma amostra no solvente estabelecido ¢ mede-se a absorvéncia
da solugdo em relagdo ao solvente puro, nos comprimentos de onda
prescritos.

Calculam-se as extingdes especificas a 232 nm e 268 nm em iso-octano ou
a 232 nm e 270 nm em ciclo-hexano, a concentragdo de 1 % (m/v), numa
célula de 10 mm.

3. APARELHOS E UTENSILIOS

3.1.  Espetrofotometro para medi¢des no ultravioleta, entre 220 nm e 360 nm,
com possibilidade de leitura por unidade nanométrica. Recomenda-se a
verificagdo regular da exatiddo e da reprodutibilidade das escalas de ab-
sorvéncia e de comprimento de onda, bem como da luz parasita.

3.1.1. Escala de comprimento de onda: Esta verificagdo pode ser efetuada com
um material de referéncia constituido por um filtro 6tico de vidro dopado
com oxido de hélmio ou por uma solugdo de 6xido de holmio (selada ou
ndo), que possui bandas de absor¢do distintas. Estes materiais de referén-
cia foram concebidos para a verificagdo e calibragdo das escalas de com-
primento de onda de espetrofotometros do visivel e do ultravioleta com
largura de banda espetral nominal igual ou inferior a 5 nm. Efetuam-se as
medigdes em relagdo a um branco de ar, no intervalo de comprimentos de
onda compreendido entre 640 nm e¢ 240 nm, de acordo com as instrugdes
que acompanham os materiais de referéncia. A cada alteragdo da largura
da fenda, corrige-se a linha de base com a trajetéria do feixe luminoso
livre. Os comprimentos de onda padrdo figuram no certificado do material
de referéncia.

3.1.2. Escala de absorvéncia: Esta verificacdo pode ser efetuada com materiais
de referéncia selados disponiveis no comércio, constituidos por solugdes
acidas de dicromato de potassio a determinadas concentragcdes e com
valores certificados de absorvéncia a A;, (quatro solugdes de dicromato
de potéssio em acido perclorico, seladas em quatro células de quartzo para
UV, para medir a linearidade e a exatiddo fotométrica de referéncia no
ultravioleta). Efetuam-se as medig¢oes das solugdes de dicromato de potas-
sio em relagdo a um branco do acido utilizado, apds corregdo da linha de
base, de acordo com as instru¢des que acompanham o material de refe-
réncia. Os valores de absorvéncia figuram no certificado do material de
referéncia.

Outro modo de verificar a resposta da célula fotoelétrica e do fotomulti-
plicador: pesam-se 0,2000 g de cromato de potassio puro para espectro-
fotometria e dissolvem-se numa solugdo 0,05 N de hidréxido de potassio
num baldo aferido de 1000 ml, completando o volume até ao trago de
afericdo. Tomam-se exatamente 25 ml da solugdo obtida, transferem-se
para um baldo aferido de 500 ml e dilui-se até ao trago de aferigdo com
a mesma solucdo de hidroxido de potassio.
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Mede-se a extingdo desta solugdo a 275 nm, utilizando a solugdo de
hidroxido de potdssio como referéncia. A extingdo medida com uma célula
de 1 cm de percurso 6tico deve ser de 0,200 £ 0,005.

3.2. Células retangulares de quartzo com tampa, adequadas para medigdes no
ultravioleta (220 nm a 360 nm), com percurso 6tico de 10 mm. Quando
cheias de agua ou de outro solvente adequado, as células ndo devem
apresentar entre elas diferencas superiores a 0,01 unidades de extingfo.

3.3. Baldes volumétricos de 25 ml com trago de aferigdo, classe A.

3.4. Balanga analitica com aproximagdo de 0,0001 g.

4. REAGENTES

Salvo indicagdo em contrario, utilizam-se unicamente nas analises reagen-
tes de qualidade analitica reconhecida e agua destilada ou desmineralizada
ou de pureza equivalente.

Solventes: iso-octano (2,2,4-trimetilpentano), para as medigdes a 232 nm e
268 nm, ou ciclo-hexano, para as medi¢des a 232 nm e 270 nm, de
absorvéncia inferior a 0,12 a 232 nm e inferior a 0,05 a 270 nm, compa-
rativamente a agua destilada, medida numa célula de 10 mm.

5. TECNICA

5.1. A amostra deve estar perfeitamente homogénea e estar isenta de impurezas
em suspensdo. Se assim ndo for, terd de ser filtrada com papel de filtro a
cerca de 30 °C.

5.2.  Pesam-se rigorosamente, num baldo aferido de 25 ml, com a aproximagio
de 1 mg, cerca de 0,25 g da amostra, preparada de acordo com o
ponto anterior, completando o volume com o solvente prescrito até ao
trago de afericdo e homogeneizando. Deve obter-se uma solucdo perfeita-
mente limpida. No caso de a solu¢do apresentar opalescéncia ou turvagao,
filtra-se rapidamente com papel de filtro.

NOTA: Em geral, é suficiente uma massa de 0,25-0,30 g para medir
absorvéncias de azeites virgens e azeites virgens extra a 268 nm e
270 nm. Para medigdes a 232 nm, ¢ normalmente necessaria uma massa
de 0,05 g de amostra, pelo que habitualmente se preparam duas solugdes
distintas. Para medir absorvéncias de 6leos de bagaco de azeitona, azeites
refinados e azeites adulterados, cuja absorvéncia ¢ maior, ¢ normalmente
suficiente uma quantidade mais pequena de amostra, por exemplo 0,1 g.

5.3.  Se necessario, corrige-se a linha de base (220-290 nm) com solvente em
ambas as células de quartzo (amostra e referéncia), enche-se a célula de
quartzo da amostra com a solu¢do em estudo ¢ medem-se as extingdes a
232, 268 ou 270 nm comparativamente ao solvente utilizado como refe-
réncia.

Os valores de exting@o registados devem estar compreendidos entre 0,1 e
0,8 ou na gama de linearidade do espetrofotometro (a qual deve ser
verificada). Caso contrario, repetem-se as medigdes utilizando solugdes
mais concentradas ou mais diluidas, consoante o caso.

5.4. Uma vez medida a absorvéncia a 268 nm ou a 270 nm, mede-se a
absorvéncia a Apge, Amax +4 € Aps — 4. Utilizam-se estes valores de
absorvéncia para determinar a variagdo da extingdo especifica (AK).

NOTA: Considera-se que o valor de A,z ¢ 268 nm para o solvente
iso-octano e 270 nm para o solvente ciclo-hexano.
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6. EXPRESSAO DOS RESULTADOS

6.1.  As extingdes especificas (coeficientes de extingdo) registadas nos diversos
comprimentos de onda calculam-se pela seguinte formula:

EA
K. =

cXs
em que:
KA = extingdo especifica no comprimento de onda 2,
EAL = extingdo medida no comprimento de onda A,
¢ = concentracdo da solugdo, em g/100 ml,
s = percurso Otico na célula de quartzo, em cm;

Os resultados sdo arredondados as centésimas.

6.2. Variacdo da extin¢do especifica (AK)

A variagdo do valor absoluto da extingdo especifica (AK) ¢ dada por:

AK — |Km— <K)vm—4+K/1m+4)

2

em que K, ¢ a extingdo especifica no comprimento de onda correspon-
dente a absor¢do maxima do solvente utilizado (270 nm ou 268 nm).

Os resultados s@o arredondados as centésimas.



01991R2568 — PT —20.10.2019 — 032.001 — 53

VY M28
ANEXO X

DETERMINACAO DOS ESTERES METILICOS DE ACIDOS GORDOS
POR CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA

1. OBJETIVO

Este anexo fornece orientagdes sobre a determinag@o por cromatografia em
fase gasosa de acidos gordos livres e ligados em matérias gordas vegetais,
apos conversdo dos acidos em ésteres metilicos de acidos gordos (FAME)

Convertem-se os acidos gordos ligados dos triacilglicerdis e, dependendo do
método de esterificagdo, os acidos gordos livres em ésteres metilicos de
acidos gordos, que sdo determinados por cromatografia em fase gasosa em
coluna capilar.

O método descrito neste anexo permite determinar ésteres metilicos de acidos
gordos de Cy, a Cyy, incluindo ésteres metilicos de 4cidos gordos saturados,
monoinsaturados cis e trans e poli-insaturados cis e trans.

2. PRINCIPIO

Determinam-se quantitativamente os ésteres metilicos de acidos gordos por
cromatografia em fase gasosa. Preparam-se os ésteres de acordo com
a parte A, ap0és 0 que se injetam e vaporizam no injetor. Separam-se 0s
ésteres em colunas analiticas de polaridade e comprimento especificos.
Para detetar os ésteres, utiliza-se um detetor de ionizagdo de chama. As
condigOes analiticas sdo descritas na parte B.

O gas vetor (fase movel) utilizado na cromatografia em fase gasosa de
ésteres metilicos de acidos gordos com detetor de ionizagdo de chama é
hidrogénio ou hélio. O hidrogénio acelera a separagdo e permite obter picos
mais nitidos. A fase estacionaria ¢ uma camada microscopica constituida por
um filme liquido fino numa superficie solida inerte de silica fundida.

A medida que percorrem a coluna capilar, os compostos volatilizados em
analise interagem com a fase estacionaria que reveste a superficie interior da
coluna. Devido a interagdo diferente com os diversos compostos, estes eluem
em tempos diferentes, constituindo cada um deles o tempo de retengdo do
composto em causa para a séric de parametros analiticos considerada.
Identifica-se cada composto por comparagdo do tempo de retencdo
correspondente.

PARTE A

PREPARACAO DOS KESTERES METILICOS DOS ACIDOS GORDOS
DO AZEITE E DO OLEO DE BAGACO DE AZEITONA

1. OBJETIVO

Esta parte descreve a preparagdo dos ésteres metilicos de acidos gordos.
Compreende métodos para a preparagdo dos ésteres metilicos de acidos
gordos de azeites e de dOleo de bagago de azeitona.

2. DOMINIO DE APLICACAO

Preparam-se os ésteres metilicos de acidos gordos de azeites e de dleo
de bagago de azeitona por transesterificagdo a temperatura ambiente com
solu¢do metanodlica de hidroxido de potassio. A necessidade de purificar
a amostra antes da transesterificagdo depende do teor de acidos gordos
livres da amostra e do pardmetro analitico a determinar. A decisdo pode
ser tomada com base no quadro seguinte:
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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.

Categoria do azeite ou 6leo Método

Azeite virgem com acidez | 1. Acidos gordos

< 9 A
<2,0% 2. Acidos gordos trans

Azeite refinado 3. ANCE42 (ap6s purificagdo por
extragdo em fase solida com

Azeite constituido por azeite refi- silica-gel)
nado e azeites virgens

Oleo de bagago de azeitona refi-
nado

Oleo de bagaco de azeitona

Azeite virgem com acidez | 1. Acidos gordos (apods purifica-
>2,0% ¢do por extragdo em fase solida
Oleo de bagago de azeitona bruto com silica-gel)

2. Acidos gordos trans (apbs pu-
rificacdo por extracdo em fase
solida com silica-gel)

3. ANCE42 (ap6s purificagdo por
extragdo em fase solida com
silica-gel)

METODO

Transesterificacdo a temperatura ambiente com solucio metanélica
de hidroxido de potassio

Principio

Formagdo dos ésteres metilicos por transesterificagdo com uma solugéo
metanolica de hidroxido de potassio, como fase intermédia antes da
saponificagdo.

Reagentes

Metanol com teor de humidade ndo superior a 0,5 % (m/m).
Hexano para cromatografia.

Heptano para cromatografia.

Eter dietilico estabilizado para analise.

Acetona para cromatografia.

Solvente de eluigdo para purificagdo do azeite ou 6leo por cromatografia
em coluna/extracdo em fase solida: mistura 87:13 (v/v) de hexano e éter
dietilico.

Solugdo metandlica aproximadamente 2 M de hidroxido de potassio:
dissolvem-se 11,2 g de hidroxido de potassio em 100 ml de metanol.

Cartuchos de silica-gel de 1 g (6 ml) para extracdo em fase solida.

Utensilios

Tubos de ensaio com tampa de rosca e junta de PTFE, com 5 ml de
capacidade.

Pipetas graduadas ou automaticas de 2 ml ¢ 0,2 ml.
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3.1.4.  Purificagdo das amostras de azeite ou de oleo

Se necessario, purificam-se as amostras passando o azeite ou dleo por
um cartucho de silica-gel para extragdo em fase sdlida. Coloca-se um
cartucho de silica-gel (3.1.2.8) num aparelho de elui¢do sob vazio e
lava-se com 6 ml de hexano (3.1.2.2). A lavagem ndo ¢ efetuada sob
vazio. Introduz-se a seguir na coluna uma solug¢do de aproximadamente
0,12 g do azeite ou 6leo em 0,5 ml de hexano (3.1.2.2). Empurra-se e
elui-se esta solugdo com 10 ml de hexano/éter dietilico na propor¢io
87:13 (v/v) (3.1.2.6). Combinam-se os eluatos, homogeneiza-se e
divide-se o volume total em dois volumes semelhantes. Evapora-se um
dos volumes até a secura, num evaporador rotativo, sob pressdo reduzi-
da, a temperatura ambiente. Dissolve-se o residuo em 1 ml de heptano.
A solugdo obtida estd pronta para a analise dos acidos gordos por
cromatografia em fase gasosa. Evapora-se o segundo volume e
dissolve-se o residuo em 1 ml de acetona, para a andlise dos triacilgli-
cerdis por HPLC, se necessario.

3.1.5.  Procedimento

Num tubo de ensaio com tampa de rosca de 5 ml (3.1.3.1), pesa-se
aproximadamente 0,1 g da amostra de azeite ou dleo. Juntam-se 2 ml
de heptano (3.1.2.2) e agita-se. Juntam-se 0,2 ml da solugdo metanolica
de hidroxido de potassio (3.1.2.7), tapa-se com a tampa com junta de
PTFE, fecha-se bem e agita-se energicamente durante 30 segundos.
Deixa-se repousar até a parte superior da solugdo ficar limpida.
Decanta-se a camada superior, que contém os ésteres metilicos. A solu-
¢do de heptano estd pronta para ser injetada no cromatoégrafo de fase
gasosa. E aconselhivel manter esta solugdo no frigorifico até & andlise
cromatografica. Nao é recomendavel guardar a solu¢do durante mais de
12 horas.

PARTE B

ANALISE DOS ESTERES METILICOS DE ACIDOS GORDOS POR
CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA

1. OBJETIVO

Esta parte fornece orientagdes gerais para a aplicagdo de um método
cromatografico em fase gasosa em coluna capilar na determinagdo da
composicdo qualitativa e quantitativa de uma mistura de ésteres metili-
cos de acidos gordos obtida pelo método descrito na parte A.

Nao ¢é aplicavel a acidos gordos polimerizados.

2. REAGENTES
2.1. Gas vetor

Gas inerte (hélio ou hidrogénio) bem seco e com teor de oxigénio
inferior a 10 mg/kg.

Nota 1: O hidrogénio pode duplicar a velocidade da analise, mas é
perigoso. Estio disponiveis dispositivos de seguranca.

2.2. Gases auxiliares

2.2.1. Hidrogénio (pureza > 99,9 %), isento de impurezas organicas.
2.2.2.  Ar ou oxigénio, isento de impurezas organicas.
2.2.3.  Azoto (pureza > 99,9 %).

2.3. Padrio de referéncia

Mistura de ésteres metilicos de acidos gordos puros ou os ésteres meti-
licos de uma matéria gorda de composi¢do conhecida, de preferéncia
semelhante a da matéria gorda a analisar. Os isdmeros cis e trans dos
ésteres metilicos dos acidos octadecenoico, octadecadiendico e octadeca-
triendico sdo uteis na identificacdo dos isomeros trans de acidos
insaturados.

E necessario tomar precaugdes para evitar a oxidagdo dos acidos gordos
poli-insaturados.
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3. APARELHOS E UTENSILIOS
As instrugdes fornecidas referem-se ao equipamento vulgarmente utili-
zado em cromatografia em fase gasosa com coluna capilar e detetor de
ioniza¢do de chama.
3.1 Cromatografo de fase gasosa

Elementos do cromatdgrafo de fase gasosa:

3.1.1.  Sistema de inje¢do

Sistema de injecdo especialmente concebido para colunas capilares. Pode
ser com divisdo de fluxo (tipo «split») ou sem divisdo de fluxo e com
injecdo direta na coluna (tipo «on-columny).

3.1.2. Forno

Forno capaz de aquecer a coluna capilar a, pelo menos, 260 °C e de
manter a temperatura desejada com uma aproximagao de 0,1 °C. Este
ultimo requisito ¢ especialmente importante quando se utiliza um tubo
de silica fundida.

Recomenda-se em todos os casos o uso de aquecimento com programa-
¢do de temperatura, particularmente para acidos gordos com menos de
16 atomos de carbono.

3.1.3.  Coluna capilar

3.1.3.1. Tubo de material inerte as substancias a analisar (geralmente vidro ou
silica fundida). Didmetro interno compreendido entre 0,20 mm e
0,32 mm. A superficie interna deve ser submetida a um tratamento
apropriado (por exemplo inativagdo ou preparagdo da superficie) antes
de receber o revestimento de fase estacionaria. Um comprimento de
60 m ¢ suficiente para acidos gordos e isomeros cis e trans de acidos
gordos.

3.1.3.2. S@o adequadas colunas com fase estacionaria polar de polissiloxano
(cianopropilsilicone) ligada (reticulada).

Nota 2: Existe o risco de os polissiloxanos polares dificultarem a iden-
tificagdo e separacao do acido linolénico e dos acidos C20.

Os revestimentos devem ser finos, isto ¢, de 0,1 ym a 0,2 pm.

3.1.3.3. Montagem e condicionamento da coluna

Observam-se as precaucdes normais na montagem de colunas capilares,
isto €, na adaptacdo da coluna ao forno (suporte), na escolha e aplicagido
das juntas (de forma a garantir estanquidade) e no posicionamento das
extremidades da coluna no injetor e no detetor (reducdo dos espacos
mortos). Coloca-se a coluna sob um fluxo de gas vetor — por exemplo a
0,3 bar (30 kPa) para uma coluna de 25 m de comprimento e 0,3 mm de
diametro interno.

Condiciona-se a coluna programando o aumento da temperatura do forno
em 3 °C por minuto, desde a temperatura ambiente até uma temperatura
10 °C abaixo do limite de decomposi¢do da fase estacionaria. Mantém-
-se o forno a esta temperatura durante 1 hora, até a linha de base esta-
bilizar. Voltar a 180 °C, para trabalhar em condigdes isotérmicas.

Nota 3: Estdo disponiveis no comércio colunas pré-condicionadas
adequadas.

3.1.4.  Detetor de ionizagdo de chama e conversor-amplificador.

3.2 Seringa
A capacidade maxima da seringa é de 10 pl, graduados em intervalos de
0,1 pl.

3.3. Sistema de aquisi¢io de dados

Sistema de aquisicdo de dados ligado em linha com os detetores, dis-
pondo de um programa adequado para a normalizagdo e integracdo dos
picos.
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4. TECNICA
As operagdes descritas nos pontos 4.1 a 4.3 associam-se a utilizagdo de
um detetor de ionizagdo de chama.

4.1. Condicdes operatorias

4.1.1.  Escolha das condig¢ées operatorias otimas de colunas capilares

As propriedades de eficiéncia e permeabilidade das colunas capilares
tornam a separagdo dos componentes e a dura¢do das andlises fortemente
dependentes do caudal do gis vetor na coluna. E, portanto, necessério
otimizar as condigdes operatdrias regulando este parametro (ou, mais
simplesmente, a perda de carga na coluna) consoante se pretenda me-
lhorar a separagdo ou acelerar a analise.

As condigdes a seguir indicadas revelaram-se adequadas para separar
ésteres metilicos de acidos gordos (C4 a C26). Apresentam-se exemplos
de cromatogramas no apéndice B.

Temperatura do injetor:
Temperatura do detetor:

Temperatura do forno:

Gas vetor hidrogénio:

250 °C;
250 °C;

de 165 °C (8 minutos) a 210 °C a
2 °C/minuto;

179 kPa de pressdo a entrada da

coluna;

Fluxo total: 154,0 ml/minuto;
Divisdo de fluxo («split»): 1:100;
Volume injetado: 1 pl
4.1.2.  Determinagdo da resolugdo (ver o apéndice A)
Calcula-se a resolugdo, R, de dois picos vizinhos, I e II, do seguinte
modo:
R = 2 x ((dm da)/(@q T oq)) ou R = 2 x (U

L)/ (©q) + oqp)) (USP) (Farmacopeia dos Estados Unidos da América)

ou

R = 1,18 x ((tuup — trq)/(®g 50y + ®g sar))) (EP, BP, JP, DAB) (Farma-

copeia Europeia, Farmacopeia Britanica, Farmacopeia Japonesa, Farma-
copeia Alema),

em que:

dyy € a distancia de retengdo do pico I;

dyyy € a distancia de retengdo do pico II;

tyay € o tempo de retengdo do pico I

tyan € 0 tempo de retengdo do pico II;

o) € a largura da base do pico I;

oqr) € a largura da base do pico II;

g5 ¢ a largura a meia-altura do pico do composto em causa.

Se o) = o), calcula-se R do seguinte modo:

R = (dp — di)/o = () — diqy)/4o

em que:

o ¢ o desvio-padrdo (ver a figura 1 do apéndice A).
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Se a distancia entre os dois picos, d; = dyqr) - dy, for igual a 4o, o fator
de resolugdo R ¢ igual a 1.
Se os dois picos ndo estiverem completamente separados, as tangentes
ao ponto de inflexdo de cada pico intersetam-se no ponto C. A separagado
completa dos picos exige que a distancia entre eles seja igual a:
dyany - dyy = 6 © e, consequentemente, R = 1,5 (ver a figura 3 do
apéndice A).

5. EXPRESSAO DOS RESULTADOS

5.1 Anilise qualitativa
Identificam-se os picos correspondentes aos ésteres metilicos da amostra
a partir do cromatograma ilustrado na figura 1 do apéndice B, se neces-
sario por interpolagdo, ou por comparagdo com os picos de misturas de
referéncia de ésteres metilicos (como ¢ referido no ponto 2.3).

5.2. Analise quantitativa

5.2.1.  Determinagdo da composi¢do

Calcula-se a fragdo massica, w;, de ésteres metilicos de cada acido
gordo, expressa em percentagem massica de ésteres metilicos, do se-
guinte modo:

5.2.2. Meétodo de cdlculo
5.2.2.1. Caso geral

Determinando a percentagem correspondente ao quociente entre a area
do pico em causa ¢ a soma das areas de todos os picos, calcula-se do
seguinte modo o teor de um componente i expresso em percentagem
massica de ésteres metilicos:

Wi = (A‘/ZA) x 100

em que:

A; é a area do pico correspondente aos ésteres metilicos do acido
gordo i;

YA ¢é a soma das areas dos picos correspondentes aos ésteres metilicos
de todos os acidos gordos.

Os resultados sdo arredondados as centésimas.

Nota 4: No caso das matérias gordas, a fragdo massica de ésteres me-
tilicos de um 4cido gordo ¢ igual a fragdo madssica de triacil-
glicerdis, em gramas por 100 gramas. Nos casos em que isto
ndo seja valido, veja-se o ponto 5.2.2.2.

5.2.2.2. Fatores de corregdo

Em certos casos, por exemplo na presenca de acidos gordos com menos
de oito atomos de carbono ou de acidos com grupos secundarios, é
necessario corrigir as areas aplicando fatores de correcdo especificos
(Fci), determinados para cada instrumento. Para isso, utilizam-se mate-
riais de referéncia adequados, com uma composi¢ao certificada de acidos
gordos na gama de composi¢des em causa.

Nota 5: Estes fatores de corre¢do ndo sdo idénticos aos fatores de cor-
re¢do teodricos aplicados ao detetor de ionizagdo de chama in-
dicados no apéndice A, pois também dio conta do desempenho
do sistema de injegdo etc. Se as diferengas forem grandes, é
necessario verificar o desempenho de todo o sistema.
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Para a mistura de referéncia, a percentagem massica de ésteres metilicos
do 4cido gordo i ¢ calculada do seguinte modo:

w; = (m; [Em) % 100
em que:

m; ¢ a massa de ésteres metilicos do acido gordo i na mistura de
referéncia;

¥m ¢ a soma das massas de todos os ésteres metilicos de acidos gordos
da mistura de referéncia.

A partir do cromatograma da mistura de referéncia, calcula-se a per-
centagem (area/area) correspondente aos ésteres metilicos do acido gordo
i do seguinte modo:

w; = (A/ZA) x 100

em que:

A; ¢é a area correspondente aos ésteres metilicos do acido gordo i na
mistura de referéncia;

YA ¢ a soma das areas de todos os ésteres metilicos de acidos gordos da
mistura de referéncia.

O fator de corregdo, F., ¢ calculado do seguinte modo:
F. = (m; x ZA)/(A/Zm)

No caso da amostra, a percentagem massica de ésteres metilicos do
acido gordo i ¢ calculada do seguinte modo:

wi = (F; x AY/Z (F; x Ay
Os resultados sdo arredondados as centésimas.
Nota 6: O valor calculado corresponde a percentagem massica de cada
acido gordo, expresso em triacilglicerdis, por 100 g de matéria

gorda.

5.2.2.3. Padrio interno

Em algumas analises (por exemplo quando nem todos os acidos gordos
sdo quantificados, o que acontece quando estdo presentes acidos com 4 e
6 atomos de carbono e 4cidos com 16 e 18 atomos de carbono, ou
quando ¢ necessario determinar a quantidade absoluta de um acido
gordo numa amostra) ¢ preciso utilizar um padrdo interno. Para isso,
recorre-se frequentemente aos acidos gordos com 5, 15 ou 17 atomos de
carbono. Se necessario, determina-se o fator de corre¢do relativo ao
padrdo interno.

A percentagem massica do componente i, expresso em ésteres metilicos,
¢ calculada do seguinte modo:

w; = (myg x F; x Aj/(m x Frg * Arg)
em que:
A, ¢ a érea correspondente aos ésteres metilicos do acido gordo i;
Ajg ¢ a drea correspondente ao padrdo interno;

F; ¢ o fator de correcdo correspondente ao acido gordo i, expresso em
ésteres metilicos de acido gordo;

F;s ¢ o fator de corregdo correspondente ao padrdo interno;
m ¢ a massa, em miligrama, da toma para ensaio;,
myg € a massa, em miligrama, do padrio interno.

Os resultados sdo arredondados as centésimas.



01991R2568 — PT —20.10.2019 — 032.001 — 60

VY M28

6. RELATORIO DO ENSAIO
O relatorio deve especificar os métodos utilizados na preparagdo dos
ésteres metilicos e na analise cromatografica em fase gasosa. Deve
mencionar igualmente todas as condigdes operatorias ndo especificadas
neste método normalizado ou consideradas opcionais, assim como todas
as ocorréncias que possam ter influenciado os resultados.
O relatodrio do ensaio tem de conter todas as indicagdes necessarias para
a completa identificacdo da amostra.

7. PRECISAO

7.1. Resultados do estudo interlaboratorial

O anexo C da norma IOC/T.20/Doc. n.° 33 da pormenores sobre um
estudo interlaboratorial relativo a precisao do método. Os valores decor-
rentes desse estudo podem ndo ser aplicaveis a gamas de concentragdo e
matrizes diferentes das indicadas.

7.2. Repetibilidade

A diferenca absoluta entre dois resultados independentes, obtidos pelo
mesmo método, com o mesmo material em estudo, no mesmo laborato-
rio e pelo mesmo operador, utilizando 0 mesmo equipamento num curto
intervalo de tempo, ndo deve exceder em mais de 5 % dos casos o valor
r indicado no anexo C, quadros 1 a 14, da norma IOC/T.20/Doc. n.° 33.

7.3. Reprodutibilidade

A diferenga absoluta entre dois resultados, obtidos pelo mesmo método,
com o mesmo material em estudo, em laboratorios diferentes e por
operadores diferentes, utilizando equipamento diferente, ndo deve exce-
der em mais de 5 % dos casos o valor R indicado no anexo C, quadros 1
a 14, da norma I0C/T.20/Doc. n.° 33.
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Apéndice A

Figura 1
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Apéndice B

Figura 1

Perfil cromatografico em fase gasosa de um éleo de bagaco de azeitona, apo6s aplicacdo do método de
metilacdo a frio.

Salvo indicagdo em contrario, os picos cromatograficos correspondem aos ésteres
metilicos e etilicos.
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ANEXO XI

DETERMINACAO DO TEOR DE SOLVENTES HALOGENADOS
VOLATEIS NO AZEITE

1. FUNDAMENTO

Analise por cromatografia em fase gasosa segundo a técnica do espago de
cabega.

2. APARELHOS E UTENSILIOS

2.1. Aparelho de cromatografia em fase gasosa equipado com um detector de
captura de electroes (ECD).

2.2. Orgdos para o espago de cabega.

2.3. Colunas de cromatografia em fase gasosa em tubo de vidro, com 2 metros
de comprimento, 2 mm de didmetro interior e fase estacionaria constituida
por OV101 a 10 % ou equivalente, impregnando terra de diatomaceas cal-
cinada, lavada com 4cidos e silanizada, com granulometria de 80-100 Mesh
(200-150 pm).

2.4. Gas vector e gas auxiliar: azoto para a cromatografia em fase gasosa com
detecc@o por captura de electrdes.

2.5. Frascos de vidro de 10 a 15 ml sobre cujo gargalo se coloca um septo
elastometro (feflon) ajustado por anel de aluminio sendo o conjunto fixado
por capsulador manual.

2.6. Capsulador manual.
2.7. Seringa para gas de 0,5 a 2 ml.
3. REAGENTES

3.1. Padrdes: hidrocarbonetos halogenados volateis com um grau de pureza ade-
quado para utilizagdo em cromatografia em fase gasosa.

4. TECNICA

4.1. Pesam-se exactamente cerca de 3 g de azeite num frasco de vidro (ponto
1.5) a ndo reutilizar, fecha-se o frasco hermeticamente ¢ mantém-se a tem-
peratura de 70 °C durante uma hora. Recolhe-se com precisdo, utilizando a
seringa, um volume de 0,2 a 0,5 ml do espaco de cabega.

Injecta-se na coluna do aparelho de cromatografia em fase gasosa, regulado
do seguinte modo:

— temperatura do injector: 150 °C,
— temperatura da coluna: 70-80 °C,
— temperatura do detector: 200-250 °C.

Podem igualmente utilizar-se outras temperaturas, desde que os resultados
sejam equivalentes.

4.2. Solugdes de referéncia

Preparam-se solugdes-padrao utilizando azeite refinado, sem vestigios de
solventes, com concentra¢des variaveis entre 0,05 e 1 mg/kg e em relacdo
com o teor presumido da amostra.

4.3. Avaliacdo quantitativa

Estabelece-se a relagdo entre as areas ou altura dos picos dos cromatogramas
da amostra e da solugdo-padrdo que tenha a concentragdo presumida mais
proxima. Caso o desvio relativo seja superior a 10 % ¢é necessario voltar a
proceder a analise por comparagdo com uma nova solugdo-padrao, até que a
sua concentragdo respeite o desvio relativo acima mencionado.

4.4. Expressdo dos resultados
Os resultados sdo expressos em mg/kg (ppm).

O limite de detecgdo do processo ¢ de 0,01 mg/kg.
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ANEXO XlII

METODO DO CONSELHO OLEiCOLA INTERNACIONAL PARA A
AVALIACAO ORGANOLEPTICA DE AZEITES VIRGENS

1.  OBIETIVO E DOMINIO DE APLICACAO

O método internacional descrito neste anexo visa estabelecer o procedi-
mento de avaliagdo das caracteristicas organoléticas dos azeites virgens,
na ace¢do do anexo VII, parte VIII, ponto 1, do Regulamento (UE)
n.° 1308/2013 do Parlamento Europeu e do Conselho ('), bem como o
método de classificagdo desses azeites com base em tais caracteristicas.
Inclui igualmente indicagdes relativas a determinados aspetos facultativos
de rotulagem.

O método descrito s6 ¢ aplicavel aos azeites virgens e a classificagdo ou
rotulagem dos mesmos em funcdo da intensidade dos defeitos detetados e
do frutado, determinada por um jiri constituido por um grupo de prova-
dores selecionados, treinados e supervisionados.

Remete-se para a ultima versdo disponivel das normas do COI referidas
neste anexo.

2. VOCABULARIO BASICO GERAL DOS EXAMES ORGANOLEPTI-
COS

Ver a norma [OC/T.20/Doc. No 4 «Sensory Analysis: General Basic
Vocabulary».

3. VOCABULARIO ESPECIFICO
3.1.  Atributos negativos

Tulha/Borra: «Flavoury caracteristico dos azeites obtidos de azeitonas
amontoadas ou armazenadas em condi¢des que as colocaram num estado
avancado de fermentacdo anaerdbia ou dos azeites que permaneceram em
contacto, nos depositos e reservatorios subterraneos, com matérias decan-
tadas que tenham também sofrido um processo de fermentagdo anaerdbia.

Mofo-hiimido-terra: «Flavour» caracteristico dos azeites obtidos de azei-
tonas atacadas por bolores e leveduras devido a armazenagem dos frutos
durante varios dias em condigdes huimidas ou dos azeites obtidos de
azeitonas colhidas com terra ou lama que ndo foram lavadas.

Avinhado-avinagrado-acido-azedo: «Flavour» caracteristico de certos
azeites que lembra o vinho ou o vinagre. Deve-se, fundamentalmente, a
um processo fermentativo aerdbio das azeitonas ou de restos de pasta de
azeitona em capachos que ndo foram lavados corretamente, que leva a
formagdo de acido acético, acetato de etilo e etanol.

Rango: «Flavour» dos azeites que sofreram um processo de oxidagdo
intenso.

Azeitona queimada (madeira humida): «Flavoury caracteristico dos azei-
tes extraidos de azeitonas que congelaram na oliveira.

(") Regulamento (UE) n.° 1308/2013 do Parlamento Europeu e do Conselho, de

17 de dezembro de 2013, que estabelece uma organizagdo comum dos mercados dos
produtos agricolas e que revoga os Regulamentos (CEE) n.° 922/72, (CEE)
n.° 234/79, (CE) n.° 1037/2001 e (CE) n.° 1234/2007 do Conselho (JO L 347
de 20.12.2013, p. 671).
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3.1.1.

3.2

3.3.

Outros atributos negativos

Cozido ou
Queimado

Feno-madeira

Encorpado

Lubrificantes

Agua-ruca

Salmoura

Metdalico

Esparto

Gafa

Pepino

«Flavour» caracteristico dos azeites devido a aqueci-
mento excessivo e/ou prolongado durante a obtengdo
dos mesmos, principalmente durante a termomalaxa-
gem da pasta, se esta for realizada em condigdes tér-
micas inadequadas.

«Flavoury caracteristico de certos azeites provenientes
de azeitonas secas.

Sensacdo bucotétil densa e pastosa produzida por cer-
tos azeites velhos.

«Flavour» dos azeites que lembra o gasoleo, massas
consistentes ou 6leos minerais.

«Flavour» adquirido pelos azeites devido a contacto
prolongado com aguas-rugas que sofreram processos
de fermentagdo.

«Flavour» dos azeites obtidos de azeitonas conserva-
das em salmoura.

«Flavour» que lembra os metais e ¢ caracteristico dos
azeites que permaneceram prolongadamente em con-
tacto com superficies metalicas durante os processos
de  trituragdo,  malaxagem,  prensagem  ou
armazenagem.

«Flavour» caracteristico dos azeites obtidos de azei-
tonas prensadas em capachos de esparto novos. Pode
variar consoante se trate de capachos fabricados de
esparto verde ou de esparto seco.

«Flavour» dos azeites obtidos de azeitonas fortemente
atacadas por larvas da mosca da oliveira (Bactrocera
oleae).

«Flavour» dos azeites caracteristico de um acondicio-
namento hermético excessivamente prolongado, no-
meadamente em latas. E atribuido a formagio de
2,6-nonadienal.

Atributos positivos

Frutado

Amargo

Picante

Conjunto das sensagdes olfativas dependentes da va-
riedade de azeitona, por via direta e/ou retronasal,
caracteristicas dos azeites provenientes de frutos
sdos ¢ frescos, verdes ou maduros.

Gosto elementar caracteristico dos azeites obtidos de
azeitonas verdes ou em fase precoce de maturagdo,
sentido pelas papilas caliciformes que constituem o
V lingual.

Sensagdo tatil de picadas em toda a cavidade bucal,
em especial na garganta, caracteristica dos azeites pro-
duzidos no inicio da campanha, principalmente a par-
tir de azeitonas ainda verdes.

Terminologia facultativa para efeitos de rotulagem

Se lhe for solicitado, o presidente do juri pode certificar que os azeites
avaliados satisfazem as defini¢des e intervalos correspondentes apenas aos
termos seguintes, em func¢do da intensidade e percegdo dos atributos:
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Atributos positivos (frutado, amargo e picante), em fungdo da intensidade
de percegao:

— Intenso: se a mediana do atributo em causa for superior a 6,0;

— Meédio: se a mediana do atributo em causa for superior a 3,0 e igual
ou inferior a 6,0;

— Suave: se a mediana do atributo em causa for igual ou inferior a 3,0.

Frutado Conjunto das sensagdes olfativas dependentes da va-
riedade de azeitona, por via direta e/ou retronasal,
caracteristicas de azeites provenientes de frutos sdos
e frescos, sem predominancia de frutado verde ou
maduro.

Frutado verde Conjunto das sensagdes olfativas dependentes da va-
riedade de azeitona, por via direta e/ou retronasal, que
lembram frutos verdes, caracteristicas de azeites pro-
venientes de frutos verdes sdos e frescos.

Frutado maduro  Conjunto das sensacgdes olfativas dependentes da va-
riedade de azeitona, por via direta e/ou retronasal, que
lembram frutos maduros, caracteristicas de azeites
provenientes de frutos sdos e frescos.

Equilibrado Azeite sem desequilibrios, entendendo-se por «equili-
brio» a sensagdo olfato-gustativa e tatil dos azeites
cuja mediana do atributo «amargo» e cuja mediana
do atributo «picante» ndo excedam em mais de 2,0
pontos a mediana do atributo «frutado».

Doce Azeite cuja mediana do atributo «amargo» e cuja me-
diana do atributo «picante» sejam iguais ou inferiores
a 2,0.

Lista dos termos em fungdo da intensidade de percegao:

Termos sujeito a apresentagdo de
um certificado de exame organo- Mediana do atributo
lético

Frutado —

Frutado maduro —

Frutado verde —

Frutado suave <30
Frutado médio 3,0 < mediana < 6,0
Frutado intenso > 6,0
Frutado maduro suave <30
Frutado maduro médio 3,0 < mediana < 6,0
Frutado maduro intenso > 6,0
Frutado verde suave < 3,0

Frutado verde médio 3,0 < mediana < 6,0
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Termos sujeito a apresentagdo de
um certificado de exame organo-

Mediana do atributo

Iético
Frutado verde intenso > 6,0
Amargo suave <3,0

Amargo médio

3,0 < mediana < 6,0

Amargo intenso

> 6,0

Picante suave

<30

Picante médio

3,0 < mediana < 6,0

Picante intenso

> 6,0

Azeite equilibrado

A mediana do atributo «amargo» e a me-
diana do atributo «picante» ndo excedem
em mais de 2,0 pontos a mediana do
atributo «frutado».

Azeite doce

A mediana do atributo «amargo» e a me-
diana do atributo «picante» sdo iguais ou
inferiores a 2,0.

COPO PARA PROVA DE AZEITES

Ver a norma IOC/T.20/Doc. No 5, «Glass for Oil Tasting».

SALA DE PROVA

Ver a norma IOC/T.20/Doc. No 6, «Guide for the Installation of a Test

Roomy.

ACESSORIOS

Acessorios necessarios em cada cabina de prova para que os provadores
possam exercer a sua fungdo corretamente (devem estar ao alcance do

provador):

— copos normalizados para as amostras, numerados em codigo, tapados
com um vidro de reldégio ¢ mantidos a 28 °C + 2 °C,

— folha de perfil (figura 1) em papel (ou informatizada, desde que
satisfaca os requisitos), juntamente com instrugdes de utilizagdo, se

necessario,

— esferografica ou tinta indelével,

— bandejas com rodelas de macd e/ou agua, agua gaseificada e/ou bis-

coitos,

— copo de agua a temperatura ambiente,

— folha recapitulativa das regras gerais enunciadas nos pontos 8.4 e

9.1.1,

— cuspidores.
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7. PRESIDENTE DO JURI E PROVADORES
7.1.  Presidente do juri

O presidente do juri deve ter recebido uma formagdo adequada e ser
conhecedor e um perito experiente nos tipos de azeite que se lhe deparem
na fungdo. E o elemento central do juri, sendo responsavel pela organi-
zagdo e pelo funcionamento deste.

O trabalho do presidente do juri exige formacdo de base nos instrumentos
dos exames organolépticos, sentidos apurados para estes exames e a
capacidade de os preparar, organizar e realizar meticulosamente, assim
como habilidade e paciéncia para planear e realizar os exames segundo
bases cientificas.

O presidente do juri ¢ o tUnico responsavel pela selecdo, formagdo e
supervisao dos provadores, para que estes mantenham um nivel de apti-
dio adequado. E, portanto, responsavel pela avaliagio dos provadores,
que deve ser sempre objetiva e para a qual deve estabelecer procedimen-
tos proprios baseados na experimentagdo, bem como critérios fundamen-
tados de aceitag@o e rejeigdo. Ver a norma /OC/T.20/Doc. No 14, «Guide
for the selection, training and monitoring of skilled virgin olive oil tas-
tersy.

O presidente do juri ¢ responsavel pelo desempenho do juri e, portanto,
pela avaliagdo por este efetuada, da qual deve apresentar provas fiaveis e
objetivas. Compete-lhe estar sempre em condi¢cdes de demonstrar que o
método e os provadores estio sob controlo. E recomendavel proceder a
uma calibragdo periddica do juri ({OC/T.20/Doc. No 14, § 5).

O presidente do juri ¢ o principal responsavel pela manutengio de registos
do funcionamento do jari, que devem ser sempre rastreaveis. Os registos
devem respeitar as exigéncias de seguranca e qualidade estabelecidas nas
normas internacionais de exames organolépticos e salvaguardar o anoni-
mato das amostra em todas as circunstancias.

O presidente do juri ¢ responsavel pela inventariagdo dos utensilios e
equipamentos necessarios para satisfazer as especificagdes do presente
método, bem como pela adequada limpeza e manutencdo dos mesmos,
cabendo-lhe conservar prova escrita disso e da observancia das condi¢des
estabelecidas para a realizagdo das provas.

Compete ao presidente do juri a rececdo das amostras e a armazenagem
das mesmas no laboratdrio, antes e depois de examinadas. Cabe-lhe ga-
rantir que as amostras se mantém andénimas e sdo adequadamente arma-
zenadas, devendo estabelecer por escrito os procedimentos necessarios
para salvaguardar a rastreabilidade e a garantia do processo.

E igualmente responsivel pela preparagio e codificagio das amostras e
pela apresentagdo destas aos provadores segundo um plano de provas
adequado, consentaneo com o protocolo preestabelecido, bem como
pela recolha e tratamento estatistico dos dados obtidos pelos provadores.

Compete igualmente ao presidente do juri definir e redigir qualquer outro
procedimento necessario para complementar o presente método e para
assegurar o correto funcionamento do jdri.

Compete-lhe ainda procurar maneiras de comparar os resultados do seu
juri com os resultados obtidos por outros juris que analisam azeites vir-
gens, para se certificar de que o primeiro esta a funcionar corretamente.
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O presidente do juri tem o dever de motivar os provadores, incentivando
o interesse, a curiosidade e o espirito de competigdo entre eles. Para isso,
recomenda-se vivamente que assegure um intercdmbio fluido de informa-
¢do com os provadores, mantendo-os informados acerca das tarefas que a
estes compete desempenhar, assim como dos resultados obtidos. Deve
ainda garantir que a sua opinido ndo ¢ conhecida e evitar que determina-
dos provadores, que assumam um papel de lideranga, condicionem os
restantes sobrepondo-lhes os seus critérios.

O presidente do juri deve convocar os provadores com antecedéncia
suficiente e responder a todas as perguntas relativas a realizagdo dos
exames, mas deve abster-se de fazer transparecer qualquer opinido sua
sobre as amostras.

Vv M28
7.1.1. Presidente suplente do juri

O presidente do juri pode, por motivo justificado, ser substituido por um
presidente suplente em tarefas relacionadas com a realizagdo dos exames
organoléticos, o qual deve ter todas as aptidoes exigidas ao presidente do
juri.

7.2.  Provadores

As pessoas que assumam a fungdo de provadores em exames organoléti-
cos de azeites devem fazé-lo voluntariamente. E, portanto, recomendavel
que os interessados apresentem uma candidatura escrita. Os candidatos
devem ser selecionados, formados e supervisionados pelo presidente do
juri em fungdo das aptiddes que revelem para distinguir amostras seme-
lhantes. Importa ter presente que o rigor dos provadores melhora com
formagéo.

Os provadores devem comportar-se como efetivos observadores senso-
riais, pondo de parte os seus gostos pessoais ¢ dando conta unicamente
das sensacgGes que sintam. Para isso, devem trabalhar em siléncio, rela-
xados e sem pressas, concentrando-se a0 maximo, em termos sensoriais,
na amostra que estdo a provar.

Para cada exame, sdo necessarios 8 a 12 provadores. E prudente manter
uma reserva de provadores, para acautelar eventuais auséncias.

VY M26
8. CONDICOES DE REALIZACAO DOS EXAMES

8.1.  Apresentacio da amostra

As amostras de azeite a examinar devem ser apresentadas em copos de
prova normalizados conformes com a norma /OC/T.20/Doc. No 5, «Glass
for oil tasting».

Cada copo deve conter 14 ml a 16 ml de azeite — ou 12,8 g a 14,6 g, se
as amostras forem pesadas — e ser tapado com um vidro de relogio.

Cada copo deve ser marcado com um cédigo constituido por algarismos
ou por uma combinagdo alfanumérica, em qualquer dos casos aleatoria,
recorrendo a um sistema de marcagdo inodoro.

8.2. Temperatura de realizacio dos exames e temperatura das amostras

As amostras de azeite a provar devem permanecer nos copos durante todo
o exame a temperatura de 28 °C + 2 °C. Foi escolhida esta temperatura
porque se torna mais facil apreciar diferengas organolépticas do que a
temperatura ambiente e porque, a temperaturas mais baixas, os compostos
odoriferos peculiares dos azeites se volatilizam pouco, ao passo que a
temperaturas mais elevadas se formam os compostos volateis peculiares
dos o6leos aquecidos. Relativamente ao método a seguir para aquecer as
amostras no copo, ver a norma [OC/T.20/Doc. No 5, «Glass for Oil
Tasting».
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A temperatura da sala de provas deve estar compreendida entre 20 °C e
25 °C (ver a norma /OC/T.20/Doc. No 6).

8.3.  Periodos para a realizacdo das provas

O periodo da manha é o melhor para provar azeites. Estd demonstrado
que, ao longo do dia, ha periodos 6timos de percegdo de sabores e odores.
Antes das refeigdes, aumenta a sensibilidade olfativa e gustativa, que
diminui a seguir.

Todavia, este critério ndo deve ser levado ao extremo de a fome distrair
os provadores, ao ponto de diminuir a capacidade discriminatdria destes.
Recomenda-se, portanto, que as sessdes de prova decorram entre as
10h00 e as 12h00.

8.4. Regras gerais de conduta dos provadores

Segue-se uma série de recomendacdes relativamente & conduta dos pro-
vadores no exercicio da sua atividade.

Uma vez convocados pelo presidente do jiri para participar num exame
organoléptico, os provadores devem poder comparecer a hora marcada e
respeitar as seguintes condigdes:

— Nao devem fumar nem beber café pelo menos nos 30 minutos que
antecedem o exame.

— Nao devem ter utilizado nenhum perfume, produto cosmético ou sa-
bonete cuja fragrancia possa persistir até¢ ao exame. Devem utilizar um
sabonete ndo perfumado para lavar as mdos, enxaguando-as e
secando-as em seguida, tantas vezes quantas as necessarias para eli-
minar qualquer odor.

— Nao devem comer pelo menos na hora que precede o exame.

— No caso de se sentirem em condigdes fisicas deficientes, nomeada-
mente se os sentidos do olfato ou do paladar estiverem afetados, ou se
sofrerem de algum problema psicoldogico que os impeca de se concen-
trarem no exame, devem abster-se de realizar as provas e devem
informar disso o presidente do juri.

— Respeitadas estas condi¢des, cada provador deve ocupar disciplinada e
silenciosamente o seu lugar na cabina que lhe foi destinada.

— Devem ler cuidadosamente as instru¢des constantes da folha de perfil
e ndo devem comegar a examinar a amostra enquanto ndo estiverem
totalmente preparados para o fazer (devem estar relaxados e sem
pressas). Se a algum provador surgir alguma dtvida, deve o mesmo
esclarecé-la em privado com o presidente do juri.

— Devem permanecer em siléncio durante o exame.

— Os telemoveis devem estar permanentemente desligados, para ndo
afetarem a concentragdo e o trabalho dos outros provadores.

9. AVALIAGAO ORGANOLEPTICA E CLASSIFICACAO DE AZEITES
VIRGENS

9.1.  Técnica de prova

v M29
9.1.1. Os provadores devem pegar no copo, tapado com o vidro de relogio, e
inclind-lo cuidadosamente; em seguida, rodam completamente o copo
cheio, nesta posi¢ao, a fim de molhar o mais possivel o interior. A seguir,
devem retirar o vidro de relogio e cheirar a amostra, inspirando lenta e
profundamente, para avaliar o azeite. O exame olfativo ndo deve
prolongar-se por mais de 30 segundos. Se o provador ndo chegar a
uma conclusdo nesse periodo, deve descansar um pouco antes de reco-
megar.
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Uma vez efetuado o exame olfativo, os provadores devem passar a ava-
liagao das sensagdes bucais (conjunto das sensagdes retronasais olfativas,
gustativas e tateis). Para isso, devem sorver aproximadamente 3 ml de
azeite. E muito importante distribuir o azeite por toda a cavidade bucal,
desde a parte anterior da boca e da lingua, passando pelos lados da boca,
até a parte posterior, incluindo o palato e a garganta. Com efeito, ¢ sabido
que a intensidade da percecao dos sabores ¢ das sensacdes tateis depende
da zona da lingua, do palato e da garganta.

Importa sublinhar ser essencial que uma quantidade suficiente de azeite se
espalhe muito lentamente sobre a parte posterior da lingua até ao palato e
a garganta, a0 mesmo tempo que o provador se concentra na avaliagdo da
ordem pela qual surgem os estimulos amargo e picante. Se ndo proceder
deste modo, ambos os estimulos podem passar despercebidos em alguns
azeites ou entdio o estimulo picante pode fazer com que o amargor passe
despercebido.

A inalagdo breve de pequenos volumes de ar sucessivos pela boca permite
ao provador ndo apenas espalhar bem a amostra pela boca toda, mas
também sentir os compostos volateis odoriferos por via retronasal, ao
forgar a utilizacdo desse canal.

Nota: Se os provadores ndo sentirem o atributo «frutado» numa amostra e
a intensidade de classificagdo do atributo negativo for 3,5 ou menos, o
presidente do jiri pode decidir que analisem de novo a amostra a tem-
peratura ambiente (COI/T.20/Doc. No 6/Rev. 1, setembro de 2007, seccdo
3 — General specifications for installation of a test room), especificando
0 contexto e o conceito de temperatura ambiente. Quando a amostra
atingir a temperatura ambiente, os provadores devem reavaliar a verificar
unicamente o aroma frutado. Se for o caso, devem assinalar a intensidade
na escala.

Deve tomar-se em conta a sensacdo tatil picante. Para o efeito,
aconselha-se a ingestdo do azeite.

v M26
9.12. Ao efetuar uma avaliagdo organoléptica de um azeite virgem,
recomenda-se que, em cada sessdo, ndo sejam avaliadas mais de QUA-
TRO AMOSTRAS e que ndo se realizem mais de trés sessdes no mesmo
dia, para evitar o efeito de contraste que poderia produzir-se ao provar de
imediato outras amostras.

Uma vez que a sucessdo de provas gera fadiga ou uma perda de sensi-

bilidade causada pelas amostras anteriores, ¢ necessario utilizar um pro-
duto que elimine da boca os restos do azeite da prova anterior.

Recomenda-se a utilizagdo de uma pequena rodela de maga, a qual, uma
vez mastigada, pode ser eliminada para o cuspidor. Em seguida, lavar a
boca com um pouco de agua a temperatura ambiente. Entre o termo de
uma sessdo e o inicio da seguinte devem passar, pelo menos, 15 minutos.

9.2.  Utilizacio da folha de perfil pelos provadores

A folha de perfil a utilizar pelos provadores constitui a figura 1 do
presente anexo.

Cada provador do juri deve cheirar e depois provar (!) o azeite em causa.
Em seguida, cada provador deve inscrever a intensidade com que sente
cada atributo negativo ou positivo na escala de 10 cm que figura na folha
de perfil que lhe foi fornecida.

(") Os provadores podem ndo provar o azeite se detetarem algum atributo negativo extre-
mamente intenso por meios olfativos diretos, caso em que registardo essa circunstincia
excecional na folha de perfil.
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Se um provador detetar algum atributo negativo ndo previsto na secgio 4,
deve indicar esse atributo na rubrica «outros», utilizando o termo ou
termos que mais rigorosamente o descreva(m).

Vv M28

9.3.  Utilizacio dos dados pelo presidente do juri

O presidente do juri deve recolher as folhas de perfil preenchidas por cada
provador e verificar as intensidades imputadas aos diferentes atributos. Se
detetar alguma anomalia, deve solicitar ao provador que reveja a folha de
perfil e, se necessario, que repita o exame.

O presidente do juri deve introduzir os dados de cada provador num
programa informatico como o previsto na norma IOC/T.20/Doc. n.° 15,
tendo em vista o calculo estatistico dos resultados do exame, baseados no
calculo das medianas. Ver o ponto 9.4 e o apéndice do presente anexo. A
introdugdo dos dados respeitantes a cada amostra deve ser efetuada por

recurso a uma matriz de nove colunas — correspondentes aos nove
atributos sensoriais — e n linhas — correspondentes aos n provadores
do juri.

Se, pelo menos, 50 % dos provadores detetarem um defeito e o inscre-
verem na rubrica «outros», o presidente do juri deve calcular a mediana
desse defeito e determinar a classificagdo correspondente.

O valor do coeficiente de variagdo robusto que define a classificacdo
(defeito com a maior intensidade e atributo frutado) deve ser igual ou
inferior a 20 %.

Caso contrario, o presidente do juri deve repetir a avaliagio da amostra
em causa noutra sessdo de prova.

Se isto ocorrer com frequéncia, ¢ recomendavel que o presidente do juri
faculte aos provadores formacao adequada (IOC/T.20/Doc. n.° 14, § 5) e
que utilize o indice de repetibilidade e o indice de desvio para aferir do
desempenho do juri (IOC/T.20/Doc. n.° 14, § 6).

YM32
9.4. Classificacdo do azeite

Classificam-se azeites nas categorias seguintes em fung¢do da mediana dos
defeitos e da mediana do atributo «frutado». Entende-se por «mediana dos
defeitos» a mediana do defeito a que tenha sido atribuida a intensidade
mais elevada. A mediana dos defeitos e a mediana do atributo «frutado»
s80 expressas com uma casa decimal.

Classifica-se o azeite por comparacdo do valor da mediana dos defeitos e
da mediana do atributo «frutado» com os intervalos de referéncia a seguir
indicados. Dado que foram estabelecidos tendo em conta o erro do mé-
todo, os limites dos intervalos sdo considerados absolutos. O recurso a
programas informaticos permite visualizar a classificagdo num quadro de
dados estatisticos ou num grafico.

a) Azeite virgem extra: mediana dos defeitos igual a 0,0 e mediana do
atributo «frutado» superior a 0,0;

b) Azeite virgem: mediana dos defeitos superior a 0,0, mas ndo superior a
3,5, e mediana do atributo «frutado» superior a 0,0,

c) Azeite virgem lampante: mediana dos defeitos superior a 3,5, ou me-
diana dos defeitos igual ou inferior a 3,5 e mediana do atributo «fru-
tado» igual a 0,0.
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Nota 1: Se a mediana do atributo «amargo» e/ou a mediana do atributo
«picante» for superior a 5,0, o presidente do jiri deve assinala-lo
no certificado de analise do azeite.

No caso das avaliagdes efetuadas no ambito de verificagdes de conformi-
dade, realiza-se um exame. No caso de contra-analises, realiza-se a ava-
liacdo em duplicado, em duas sessdes de prova. Os resultados da analise
em duplicado devem ser estatisticamente homogéneos (ver o ponto 9.5).
Se tal ndo suceder, a amostra deve ser reanalisada duas vezes. Calcula-se
o valor final da mediana de cada atributo de classificagdo a partir da
média das duas medianas correspondentes.

VY M29
9.5.  Critérios de aceitacio e rejeicao de duplicagdes
O erro normalizada, a seguir definido, deve ser utilizado para determinar

se os dois resultados da contra-analise sio homogéneos ou estatistica-
mente aceitaveis:

_ |Me; — Me,|

E =
BRI ERE;

Quando Me; e Me, sdo medianas dos dois duplicados (respetivamente
primeira e segunda analise) e U; e U, sdo as incertezas expandidas
obtidas para os dois valores, calculadas do seguinte modo, tal como
especificado no apéndice:

(CV,. x Mey)
100
Para a incerteza expandida, ¢ = 1,96; pelo que:

U, = 0,0196 x CV, x M,

em que CV, é o coeficiente de variagdo intenso.

Uy =c x s* and s* =

Para que se considere que os dois valores obtidos ndo sdo estatisticamente
diferentes, £, deve ser igual ou inferior a 1,0.



01991R2568 — PT —20.10.2019 — 032.001 — 74

vm28
Figura 1
FOLHA DE PERFIL DE AZEITES VIRGENS
Intensidade de percecio de defeitos
Tulha/Borra
Mofo/htimido/terra

Avinhado/avinagrado

Acido/azedo

Azeitona queimada

(madeira himida)

Rango

Outros atributos negativos:

Descritor: Metalico 0 Feno [0  Gafa [0  Encorpado O
Salmoura [0 Cozido ou queimado [0  Agua-ruga [

Esparto [0  Pepino [J  Lubrificantes [J

Intensidade de perceciio de atributos positivos

Frutado
Verde O Maduro [
Amargo
Picante
Nome do provador: Codigo do provador:
Codigo da amostra:
Assinatura:

Data:

Observagoes:
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Apéndice
Método de calculo da mediana e dos intervalos de confianga
Mediana

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

Define-se «mediana» como o numero real X,, caracterizado pelo facto de a
probabilidade (p) de os valores da distribui¢io (X) serem inferiores a esse nu-
mero (X,,) ser igual ou inferior a 0,5 e, simultaneamente, de a probabilidade (p)
de os valores da distribui¢do (X) serem iguais ou inferiores a X, ser igual ou
superior a 0,5. Uma defini¢do mais pratica ¢ ser a mediana o percentil 50 de uma
distribui¢do de numeros ordenados por ordem crescente. Por outras palavras, a
mediana representa o valor central de uma série ordenada de nimeros impares ou
a média dos dois valores centrais de uma série ordenada de niimeros pares.

Desvio-padrao robusto

Para se obter uma estimativa fiavel da variabilidade em redor da mediana,
torna-se necessario estimar o desvio-padrdo robusto de Stuart e Kendall (4). A
formula do desvio-padrdo robusto assimptotico, isto ¢, a estimativa robusta da
variabilidade dos dados considerados, em que N é o numero de observagdes e
IQR ¢ o intervalo interquartilico, que abrange exatamente 50 % dos casos de uma
distribui¢do de probabilidade, ¢ a seguinte:

1,25 x IQR
T 1,35 x VN

*

Para calcular o intervalo interquartilico, determina-se a grandeza da diferenca
entre o percentil 75 e o percentil 25.

IQR = percentil 75 — percentil 25

O percentil ¢ o valor X, caracterizado pelo facto de a probabilidade (p) de os
valores da distribui¢do serem inferiores a X, ser igual ou inferior a um deter-
minado centésimo e, simultaneamente, de a probabilidade (p) de os valores da
distribui¢do serem iguais ou inferiores a X, ser igual ou superior a esse centé-
simo. O centésimo indica o quantil considerado da distribuicdo. No caso da
mediana, o quantil é de 50/100.

percentil = [p (X <x,.) < ]n% Ap (X <x,)

Para efeitos praticos, o percentil ¢ o valor de distribui¢do correspondente a uma
area determinada, delimitada pela curva de distribuicdo ou de densidade. A titulo
de exemplo, o percentil 25 representa o valor de distribui¢do correspondente a
uma area igual a 0,25 ou 25/100.

Neste método, determinam-se os percentis com base nos valores reais que figu-
ram na matriz de dados (método de calculo informatizado de percentis).

Coeficiente de variacdo percentual robusto

O CVr% ¢é um nimero adimensional que indica a percentagem de variabilidade
da série de nimeros analisada. E, por isso, muito util para verificar a fiabilidade
dos membros de um juri.

*

s
CV,=—x100
" Me "
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Intervalos de confianca a 95 % da mediana

Os intervalos de confianga a 95 % (valor do erro de primeira espécie igual a 0,05
ou 5 %) representam o intervalo no qual o valor da mediana poderia variar, na
hipotese de a experiéncia poder ser repetida um nimero infinito de vezes. Na
pratica, este intervalo indica o intervalo de variabilidade do ensaio nas condigdes
de trabalho consideradas, na hipdtese de aquele poder ser repetido muitas vezes.
Tal como o CVr%, este intervalo ajuda a avaliar a fiabilidade do ensaio.

ic

superior

= Me+ (c xs¥)
[Cinjerior = Me — (C X S*)

em que, no caso do intervalo de confianca a 95 %, ¢ ¢ igual a 1,96.

A norma [OC/T 20/Doc. No 15 apresenta um exemplo da folha de calculo no seu
anexo I.
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1.1.

1.2.

2.2.

2.3.

2.4.

ANEXO XV

TEOR DE OLEO DO BAGACO DE AZEITONA
Aparelhos e utensilios

— aparelho de Soxhlet munido de um baldo de 200 a 250 ml,

— banho de aquecimento eléctrico (banho de areia, banho de agua, etc.) ou
placa de aquecimento,

— balanga analitica,
— estufa regulada a 80 °C, no maximo,

— estufa com aquecimento eléctrico munido de um depédsito de termore-
gulacdo regulado a 103 °C + 2 °C, que permita realizar uma insuflagdo
de ar ou uma pressdo reduzida,

— triturador mecanico facil de limpar e que permita a trituragdo sem
aquecimento e sem diminui¢do sensivel do teor de 4gua e de dleo,

— cartucho de extracg¢@o e algoddo hidrofilo ou filtro de papel, isento de
produtos extraiveis pelo hexano,

— exsicador,
— peneiro com orificios de 1 mm de didmetro,
— pedra-pomes em pequenos graos, previamente seca.

Reagentes

n-Hexano técnico cujo residuo, na evaporagdo completa, deve ser inferior a
0,002 g por 100 ml.

TECNICA
Preparacdo da amostra para analise

Tritura-se a amostra para laboratorio, se necessario, num triturador meca-
nico previamente bem limpo a fim de a reduzir a particulas que possam
atravessar completamente o peneiro.

Utiliza-se cerca de um vigésimo da amostra para perfazer a limpeza do
triturador, deita-se essa parte fora, tritura-se o restante que se recolhe,
mistura-se com cuidado e analisa-se sem demora.

Toma

Pesa-se com uma precisdo de 0,01 g, logo apods o final da trituragdo, uma
toma para analise com aproximadamente 10 g.

Preparacdo do cartucho de extraccio

Coloca-se a toma no cartucho e tapa-se este com o tampdo de algoddo
hidrofilo. No caso de se ter utilizado um filtro de papel, embala-se a
moedura nesse papel.

Pré-secagem

Se o bagaco estiver muito hiumido (teor de agua e de matérias volateis
superior a 10 %) efectua-se uma pré-secagem colocando durante um espago
de tempo conveniente o cartucho cheio (ou filtro de papel) na estufa aque-
cida a 80 °C, no maximo, para reduzir o teor de agua e de matérias volateis
a menos de 10 %.
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2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

Preparacao do baliao

Pesa-se, com uma precisdo de 1 mg, o baldo contendo 1 a 2 grdos de pedra-
-pomes, previamente seco na estufa a 103 °C £ 2 °C e depois arrefecido
durante pelo menos uma hora num exsicador.

Primeira extracc¢io

Coloca-se no aparelho de Soxhlet o cartucho (ou filtro de papel) que
contém a toma. Verte-se para o baldo a quantidade necessaria de hexano.
Adapta-se o baldo ao aparelho de Soxhlet, coloca-se o conjunto sobre um
banho com aquecimento eléctrico. Regula-se o aquecimento em condigdes
tais que o refluxo seja pelo menos de trés gotas por segundo (ebuli¢do
moderada, ndo tumultuosa).

Apo6s quatro horas de extracgdo, deixa-se arrefecer. Tira-se o cartucho do
aparelho de Soxhlet e coloca-se numa corrente de ar a fim de eliminar a
maior parte do solvente que o impregna.

Segunda extracc¢io

Despeja-se o cartucho no microtriturador e tritura-se o mais possivel.
Volta-se a colocar quantitativamente a mistura no cartucho e este no apare-
lho de Soxhlet.

Recomeca-se a extracgdo ainda durante duas horas utilizando o mesmo
baldo que contém a primeira extracgao.

A solug@o obtida no baldo de extraccdo deve ser limpida. Se o ndo for,
filtra-se por filtro de papel lavando varias vezes o primeiro baldo e o filtro
com hexano. Recolhe-se o filtrado e o solvente de lavagem num segundo
baldo previamente seco e pesado com uma precisdo de 1 mg.

Eliminacdo do solvente e pesagem do extracto

Expulsa-se, por destilagdo sobre banho de aquecimento eléctrico, a maior
parte do solvente. Eliminam-se os ultimos vestigios de solvente aquecendo
o baldo na estufa a 103 °C + 2 °C durante 20 minutos. Facilita-se esta
eliminag@o quer insuflando ar de vez em quando ou de preferéncia um gas
inerte quer submetendo-o a pressdo reduzida.

Deixa-se arrefecer o baldo num exsicador durante pelo menos uma hora e
pesa-se com uma precisdo de 1 mg.

Volta-se a aquecer durante 10 minutos nas mesmas condigdes, arrefece-se
no exsicador e pesa-se.

A diferenga entre os resultados destas duas pesagens deve ser inferior ou
igual a 10 mg. Se ndo, volta-se a aquecer durante periodos de dez minutos,
seguidos de arrefecimento e de pesagem, até que a diferenga de massa seja
no maximo igual a 10 mg. Tenha-se em consideragdo a ultima pesagem do
baldo.

Efectuam-se duas determinagdes na mesma amostra para analise.

EXPRESSAO DOS RESULTADOS
Calculos

a) O extracto, expresso em percentagem em massa, do produto tal como se
apresenta ¢é:
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onde: S ¢ a percentagem em massa do extracto do produto tal como
se apresenta.

m, ¢ a massa, em gramas, da toma.

m; ¢ a massa, em gramas, do extracto apds secagem.

Toma-se como resultado a média aritmética de duas determinagdes se as
condi¢des de repetibilidade estiverem prenchidas.

O resultado exprime-se arredondado as décimas.

b) O extracto ¢ referido a matéria seca utilizando a seguinte formula:

100
S x 00 -0 = extracto em % gordo/seco
onde: S = ¢ percentagem em massa do extracto do produto tal como

se apresenta [ver alinea a].
U = ¢ o seu teor de agua e de matérias volateis.
3.2. Repetibilidade
A diferenga entre os resultados das duas determinagdes, efectuadas simul-

taneamente ou rapidamente uma apés a outra pelo mesmo analista, ndo
deve ser superior a 0,2 g de extracto com hexano para 100 g de amostra.

No caso contrario, repete-se a analise com outras duas tomas. Se ainda
desta vez a diferanga ultrapassar 0,2 g, toma-se como resultado a média
aritmética das quatro determinagdes efectuadas.
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2.1.

4.1.

4.2.

4.3.

44.

4.5.

5.1.

5.2.

ANEXO XVI
DETERMINACAO DO INDICE DE I0DO

OBIJECTIVO

Determinagdo do indice de iodo de 6leos e gorduras animais e vegetais, a
seguir denominados gorduras.

DEFINICAO

No final da presente norma internacional, aplicar-se-a a seguinte defini¢do:

Indice de iodo: o peso de iodo absorvido pela amostra nas condigdes de
trabalho que se especificam na presente norma internacional.

O indice de iodo expressa-se em gramas de iodo por 100 g de amostra.

RESUMO DO PROCESSO

Dissolugdo de uma toma de amostra num solvente seguida da adi¢do de
reagente de Wijs. Ap6s um intervalo de tempo determinado, adigdo de
solugdo de iodeto de potassio e 4gua, titulagdo do iodo libertado com
uma solucdo de tiossulfato de sodio.

REAGENTES

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica reconhecida.
Iodeto de potassio, solugdo a 100 g/, isenta de iodato e iodo livre.
Amido, solu¢ao:

Dissolvem-se 5 g de amido solivel em 30 ml de agua, adiciona-se esta
mistura a 1 000 ml de agua em ebuli¢do, mantém-se em ebulicdo durante
3 minutos e deixa-se arrefecer.

Tiossulfato de sodio, solugao titulada:

¢ (Na, S, O3 5H, O) = 0,1 mol/l, titulada ndo mais de 7 dias antes da
utilizagdo.

Solvente, preparado mediante mistura de volumes iguais de ciclohexano e
acido acético.

Reagente de Wijs, contendo monocloreto de iodo em é4cido acético.
Deveré usar-se reagente Wijs de origem comercial.

Nota: O reagente contém 9 g de ICI; + 9 g I em 4cido acético.
APARELHOS E UTENSILIOS

Material de uso corrente em laboratdorio, nomeadamente o seguinte:

Céapsulas pequenas de vidro apropriadas para nelas pesar a toma e
introduzi-las depois nos erlenmeyers (ponto 5.2).

Erlenmeyers, de 500 ml de capacidade, equipados com rolhas de vidro
esmerilado e completamente secos.

PREPARACAO DA AMOSTRA PARA ANALISE

A amostra homogeneizada é seca com sulfato de sodio e filtrada.

TECNICA

. Toma

A massa da toma varia de acordo com o valor esperado do indice de iodo,
como se indica no quadro 1.



01991R2568 — PT — 20.10.2019 — 032.001 — 81

7.2.

7.3.

Quadro 1
indice de iodo esperado Massa da toma (g)
inferior a 5 3,00
5a?20 1,00
21 a 50 0,40
51 a 100 0,20
101 a 150 0,13
151 a 200 0,10

Pesa-se a toma de ensaio com aproximagdo a 0,1 mg numa capsula pequena
de vidro (ponto 5.1).

Determinacao

Introduz-se a toma num erlenmeyer de 500 ml (ponto 5.2). Juntam-se 20 ml
do solvente (ponto 4.4), para dissolver a gordura. Adicionam-se exactamente
25 ml de reagente Wijs (ponto 4.6), coloca-se a rolha, agita-se o conteudo e
coloca-se o erlenmeyer no escuro. Nao utilizar a suc¢do com a boca para
medir por pipeta o reagente de Wijs.

De um modo similar, procede-se a preparagcdo de um ensaio em branco com
o solvente e o reagente, mas sem a toma de gordura.

Para amostras com um indice de iodo inferior a 150, mantém-se os erlen-
meyers no escuro durante 1 hora; para amostras com um indice de iodo
superior a 150 e para produtos polimerizados ou oxidados em quantidade
apreciavel, durante 2 horas.

No final do intervalo de tempo prescrito, deitam-se 20 ml de solugdo de
iodeto de potassio (ponto 4.1) e 150 ml de agua em cada erlenmeyer.

Titula-se com a solugdo volumétrica padrdo de tiossulfato de sddio (ponto
4.3), até a coloracdo amarela, devida a presenga de iodo, ter praticamente
desaparecido. Adicionam-se algumas gotas da solugdo de amido (ponto 4.2)
e continua-se a titulacdo até a coloragdo azul desaparecer apds agitacdo
bastante vigorosa.

Nota: a determinagdo potenciométrica do ponto final é permitida.

Numero de determinagdes
Efectuam-se duas determinagdes para cada amostra em estudo.

EXPRESSAO DOS RESULTADOS

O indice de iodo ¢ dado pela expressao:

12,69 ¢ (V, — V,)

m

onde:

¢ = representa a concentracdo exacta, expressa em moles por litro, de
solugdo titulada de tiossulfato de sodio (ponto 4.3) utilizada.

V, = representa o volume, expresso em mililitros, da solucdo titulada de

tiossulfato de sodio (ponto 4.3) gasto no ensaio em branco.
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V, = representa o volume, expresso em mililitros, da solugdo titulada de
tiossulfato de sodio (ponto 4.3) gasto na determinagao.

m = representa a massa, expressa em gramas, da toma (ponto 7.1).

Considera-se como resultado a média aritmética das duas determinagdes,
desde que as exigéncias de repetibilidade (ponto 11.2) sejam satisfeitas.



01991R2568 — PT —20.10.2019 — 032.001 — 83

VM1l
ANEXO XVII

METODO PARA A DETERMINACAO DE ESTIGMASTADIENOS EM
OLEOS VEGETAIS

1. OBJECTIVO

Determinagdo de estigmastadienos em o6leos vegetais que contenham con-
centracdes reduzidas destes hidrocarbonetos, nomeadamente azeites vir-
gens e Oleos de bagago de azeitona.

2. AMBITO

O método ¢ aplicavel a todos os 6leos vegetais, embora as determinagdes
apenas sejam fidveis nos casos em que o teor de hidrocarbonetos em causa
esteja compreendido entre de 0,01 e 4,0 mg/kg. O método ¢ particular-
mente adequado para detectar a presenca de Oleos vegetais refinados
(azeite, 0leo de bagago de azeitona, 6leo de girassol, 6leo de palma, etc.)
em azeites virgens, uma vez que, contrariamente a estes ultimos, os azeites
refinados contém estigmastadienos.

3. PRINCIPIO

Isolamento da matéria insaponificavel, seguido de separagdo da fracgdo
que contém hidrocarbonetos esterdides por cromatografia em coluna de
silicagel e analise por cromatografia em fase gasosa com coluna capilar.

4. EQUIPAMENTO

4.1. Baldes de 250 ml adequados para uso com refrigerante de refluxo.
4.2.  Ampolas de decantagdo de 500 ml.

4.3. Baldes de fundo redondo de 100 ml.

4.4.  Evaporador rotativo.

4.5. Coluna de vidro para cromatografia (1,5-2,0 cm de diametro interno e
50 cm de comprimento), equipada com uma torneira de teflon e um
tampdo de 13 de vidro ou um disco de vidro sinterizado. Para preparar
a coluna de silicagel, deitar hexano na coluna cromatografica até uma
altura aproximada de 5 cm, enchendo de seguida com uma suspensdo
de silicagel em hexano (15 g em 40 ml), com o auxilio de varias porgdes
de hexano. Deixar assentar, com o eventual recurso a uma ligeira vibra-
¢do. Adicionar sulfato de sodio anidro até uma altura aproximada de
0,5 cm e eluir o excesso de hexano.

4.6. Cromatografo de fase gasosa equipado com um detector de ionizagdo de
chama, um injector com divisdo de fluxo ou um sistema de injeccdo
directa na coluna a frio e forno com programagdo de temperatura com
precisdo de = 1 °C.

4.7. Coluna capilar de silica fundida para cromatografia em fase gasosa (0,25
ou 0,30 mm de didmetro interno e 25 m de comprimento), revestidas com
uma fase de fenilmetilsilicone a 5 %, de 0,25 mm de espessura.

Nota 1.

Podem utilizar-se outras colunas de polaridade idéntica inferior.

4.8. Registador-integrador com possibilidade de integracdo entre dois minimos
consecutivos.

4.9. Microsseringa de 5-10 ml para cromatografia em fase gasosa, com agulha
cementada.

4.10. Manta ou placa de aquecimento.
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5. REAGENTES

Salvo indicagdo em contrario, todos os reagentes devem ser de qualidade
analitica. Deve utilizar-se agua destilada ou de grau de pureza equivalente.

vM32

5.1.  Hexano ou mistura de alcanos com intervalo de ebuli¢do 65 °C a 70 °C,
destilada numa coluna de retificacdo. Se os valores de precisdo obtidos
forem semelhantes, pode substituir-se o hexano por iso-octano (2,2,4-tri-
metilpentano, para cromatografia). Pode verificar-se o residuo, apos eva-
poragdo, de 100 ml de solvente. Os solventes com temperatura de ebuli¢ao
superior & do n-hexano demoram mais tempo a evaporar, embora sejam
preferiveis, dada a toxicidade do hexano.

VYMi11
5.2.  Etanol a 96 % v/v.

5.3.  Sulfato de soédio anidro.

5.4. Solugdo alcoolica de hidroxido de potassio a 10 %. Adicionar 10 ml de
agua a 50 g de hidroxido de potassio, agitar e dissolver a mistura em
etanol, até perfazer 500 ml.

Nota 3.

Em repouso, a solugdo alcodlica de hidroxido de potassio adquire uma
colorag@o acastanhada, pelo que deve preparar-se diariamente antes do uso
e armazenar-se, pelo que deve preparar-se diariamente antes do uso e
armazenar-se em recipientes de vidro escuro, devidamente rolhados.

5.5.  Silicagel 60 para cromatografia em coluna, 70-230 mesh (Merck ref. 7734
ou similar)

Nota 4.

De um modo geral, a silicagel pode ser utilizada directamente, sem qual-
quer tratamento prévio. Contudo, alguns lotes podem exibir uma activi-
dade reduzida, originando separagdes cromatograficas deficientes. Nestas
circunstancis, a silicagel deve ser tratada do seguinte modo: desactivar a
silicagel por aquecimento a 500 °C durante 4 horas. Ap6s o aquecimento,
colocar a silicagel num exsicador, transferindo-a, apds arrefecimento, para
um baldo rolhado. Adicionar 2 % de agua e agitar até que deixem de
observar-se aglomerados e o p6 flua livremente.

Caso os lotes de silicagel originem cromatogramas com picos atribuiveis a
interferéncias, a silicagel deve ser tratada de modo supra. Como alterna-
tiva, pode utilizar-se silicagel de qualidade extra (Merck, ref. 7754).

5.6.  Solug@o-mae (200 ppm) de colesta-3,5-dieno (Sigma, 99 % de pureza) em
hexano (10 mg em 50 ml).

5.7.  Solugdo-padrio de colesta-3,5-dieno em hexano, numa concentragdo de 20
ppm, obtida por dilui¢do da solucdo supra.
Nota 5.
Se mantidas a uma temperatura inferior a 4 °C, as solugdes 5.6 ¢ 5.7 ndo

sofrem deterioracdo durante um periodo de, pelo menos, 4 meses.

5.8.  Solug@o de n-nonacosano em hexano com uma concentragdo aproximada
de 100 ppm.

5.9. @Gas de arrastamento para cromatografia: hélio ou hidrogénio com um grau
de pureza de 99,9990 %.

5.10. Gases auxiliares para o detector de ioniza¢do de chama: hidrogénio com
um grau de pureza de 99,9990 % ou ar depurado.
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6. PROCEDIMENTO
6.1. Preparacdo da matéria insaponificavel:

6.1.1. Pesar 20 + 0,1 g de 6leo num baldo de 250 ml (4.1), adicionando 1 ml de
solugdo-padrao de colesta-3,5-dieno (20 mg) e 75 ml de solugdo alcoolica
de hidroxido de potassio a 10 %. Adaptar o refrigerante e aquecer a
ebuligdo ligeira durante 30 minutos. Remover o baldo da fonte de calor
e deixar arrefecer ligeiramente (ndo deixar arrefecer até a temperatura
ambiente, uma vez que a amostra podera aderir ao fundo do baldo).
Adicionar 100 ml de agua e transferir a solugdo para uma ampola de
decantagdo (4.2), com o auxilio de 100 ml de hexano. Agitar a mistura
vigorosamente durante 30 segundos e deixar separar as fases.

Nota 6.

Caso se observe a formagdo de uma emulsdo persistente, adicionar peque-
nas quantidades de etanol

6.1.2. Transferir a fase aquosa inferior para outra ampola de decantag@o e extrair
novamente com 100 ml de hexano. Como anteriormente, recolher a fase
inferior, lavando os extractos de hexano (combinados numa terceira am-
pola de decantagdo) com trés por¢des de 100 ml de mistura etanol-agua
(1 : 1), até obter pH neutro.

6.1.3. Tratar a solugdo de hexano com sulfato de sodio anidro (50 g), lavar com
20 ml de hexano e evaporar a secura num evaporador rotativo a 30 °C e
pressdo reduzida.

6.2. Separacdo da frac¢do que contém hidrocarbonetos esteréides:

6.2.1. Remover o residuo com o auxilio de duas porgdes de 1 ml de hexano,
transferir para a coluna, de modo a que o nivel da solugdo atinja no topo
da camada de sulfato de sodio, e iniciar a eluigdo cromatografica com
hexano, a um fluxo aproximado de 1 ml/min. Desprezar os primeiros
25-30 ml de eluido e recolher os 40 ml seguintes. Transferir a frac¢do
recolhida para um baldo de fundo redondo em 100 ml (4.3).

Nota 7.

A primeira frac¢do contém os hidrocarbonetos saturados (figura la) e a
segunda os hidrocarbonetos esterdides. O prosseguimento da eluicdo per-
mite obter esqualeno e compostos afins. Para uma separagdo adequada dos
hidrocarbonetos saturados e esterdides, ¢ necessario optimizar os volumes
das diversas fracgdes. Assim, o volume da primeira fraccdo deve ser
ajustado de modo a que, aquando da analise da segundo frac¢o, os picos
relativos aos hidrocarbonetos saturados sejam pouco intensos (veja-se a
figura 1c); se estes picos estiverem ausentes e a intensidade do
pico-padrdo for reduzida, o volume deve ser reduzido. De qualquer modo,
ndo ¢ necessario efectuar a separagdo completa dos componentes da pri-
meira e da segunda frac¢io, uma vez que, no caso de se ajustarem as
condi¢des de trabalho de acordo com 6.3.1, ndo ocorre a sobreposicdo dos
picos durante a analise cromatografica. Em geral, a optimizagdo do vo-
lume da segunda fracgdo ndo ¢ também necessaria, em virtude da sepa-
racdo adequada dos restantes componentes. Todavia, a presenca de um
pico intenso com um tempo de retengdo aproximadamente 1,5 minutos
inferior ao pico relativo ao padrdo resulta de uma separagdo deficiente,
sendo atribuivel ao esqualeno.

6.2.2. Evaporar a segunda frac¢do num evaporador, a 30 °C e pressdo reduzida,
até a secura, ¢ dissolver imediatamente o residuo em 0,2 ml de hexano.
Manter a solugdo no frigorifico até efectuar a analise.

Nota 8.

Os residuos 6.1.3 e 6.2.2 ndo devem permanecer a seco, a temperatura
ambiente. Logo que obtidos, deve adicionar-se solvente, devendo as so-
lugdes resultantes ser armazenadas no frigorifico.
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6.3. Cromatrografia em fase gasosa:

6.3.1. Condig¢des de trabalho no caso de injeccdo com divisdo de fluxo:
— temperatura do injector: 300 °C,
— temperatura do detector: 320 °C.

— integrador-registrador: os parametros de integracdo devem ser selec-
cionados de modo a obter uma estimativa adequada das areas. Reco-
menda-se um modo de integragdo entre dois minimos consecutivos,

— sensibilidade: cerca de 16 vezes superior a atenuagdo minima,
— quantidade de solugdo a injectar: 1ml,

— programagdo de temperatura: temperatura inicial de 235 °C durante
6 minutos, aumentando de seguida a razdo de 2 °C/min até atingir
285 °C,

— injector com divisdo de fluxo na proporgdo 1: 15,

— gas de arrastamento: hélio ou hidrogénio, a uma pressdo aproximada
de 120 kPa.

Estas condi¢des podem ser ajustadas em func¢do das caracteristicas do
cromatografo e da coluna, de modo a que, no cromatograma, o pico
correspondente ao padrio interno ocorra a cerca de 5 minutos do tempo
referido em 6.3.2 e tenha uma intensidade equivalente a, pelo menos 80 %
da escala.

Deve proceder-se a verificagdo do sistema mediante a injec¢do de uma
mistura de solugdo-mée de colestadieno (5.6) e n-nonacosano (5.8). O
pico correspondente ao colesta-3,5-dieno deve surgir antes do pico cor-
respondente ao n-nonacosano (veja-se a figura lc); se tal ndo suceder,
pode proceder-se de dois modos: reduzir a temperatura do forno ou uti-
lizar uma coluna de polaridade inferior.

6.3.2. Identificagao dos picos

O pico correspondente ao padrdo interno surge a cerca de 19 minutos; o
estigmasta-3,5-dieno possui um tempo de reteng@o relativo de aproxima-
damente 1,29 (veja-se a figura 1b). O estigmasta-3,5-dieno é acompa-
nhado de pequenas quantidades de um isémero que ndo origina, em geral,
um pico independente. Todavia, se a coluna possuir uma elevada polari-
dade ou um elevado poder de resolucdo, podera surgir um pico pouco
intenso imediatamente antes do pico relativo ao estigmasta-3,5-dieno (ve-
ja-se a figura 2). De modo a assegurar que a elui¢do dos estigmastadienos
produza um Unico pico, ¢ aconselhavel substituir a coluna por outra
menos polar ou de didmetro interno superior.

Nota 9.

Pode obter-se um pico de referéncia para os estigmastadienos através da
aplicagdo do método para a determinacdo de hidrocarbonetos esterdides a
o6leos vegetais; os estigmastadienos originam um pico caracteristico, facil-
mente identificavel.

6.3.3. Andlise quantitativa

O teor de estigmastadienos ¢ determinado por recurso a formula:

A, X M,

mg/kg de estigmastadienos = m
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em que: A, = area do pico relativo aos estigmastadienos (ou soma das
areas dos picos correspondentes aos dois isOmeros, se
for caso disso).
A, = érea do pico relativo ao padrdo interno (colestadieno).
M, = massa de padrdo adicionada, em microgramas.
M, = massa de d6leo, em gramas.
Limite de deteccdo: cerca de 0,01 mg/kg.
VY M32

Nota 10.

Se a concentracdo de estigmastadienos exceder 4 mg/kg e for necessario
determina-los quantitativamente, o método a aplicar obrigatoriamente ¢ o
do Conselho Oleicola Internacional para determinac@o de esterenos.
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Figura 1

Cromatogramas obtidos na analise de amostras de azeite com uma coluna capilar
de silica fundida (0,25 mm de didmetro interno e 25 m de comprimento), reves-
tida com uma pelicula de fenilmetilsilicone a 5% de 0,25 mm de espessura.



01991R2568 — PT —20.10.2019 — 032.001 — 89

VM1l

a) Primeira frac¢do (30 ml) de um azeite virgem, adicionda do padro.

c) Segunda fracgdo (40 ml) de um azeite contendo 0,10 mg/kg de estigmasta-
dienos.

d) Segunda frac¢do (40 ml), contendo uma pequena quantidade da primeira
fracgdo.

ESTIG-3,5-dieno

isbmero

: _ {
g 10 20 ain

Figura 2

Cromatogramas obtidos na analise de uma amostra de azeite refinado com uma
coluna DB-5, em que se observa o pico correspondente ao isobmero do estigmas-
ta-3,5-dieno.
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ANEXO XVIII

DETERMINA(;AO DA DIFERENCA ENTRE O TEOR REAL E O TEOR
TEORICO DE TRIACILGLICEROIS COM NCE42

1. OBJETIVO

Determinagdo da diferenga absoluta entre os valores experimentais de
triacilglicerdis com nimero de atomos de carbono equivalente 42, de-
terminados no azeite ou o6leo por cromatografia de alta eficiéncia em
fase liquida (NCE42yp; (), ¢ o valor tedrico de triacilglicerdis com nu-
mero de dtomos de carbono equivalente 42 (NCE424,;c,), calculado a
partir da composi¢do de acidos gordos.

2. DOMINIO DE APLICACAO

O presente método ¢ aplicavel aos azeites e 0leos de bagago de azeitona.
O método ¢é aplicavel a pesquisa de pequenas quantidades de oleos de
sementes (ricos em acido linoleico) em todas as categorias de azeites e
oleos de bagaco de azeitona.

3. PRINCIPIO

Nos azeites e 6leos de bagaco de azeitona genuinos, o teor de triacil-
glicerdis com NCE42 determinado por HPLC e o teor tedrico de triacil-
glicerdis com NCE42 (calculado a partir da composi¢do de acidos gor-
dos determinada por cromatografia gas-liquido) equivalem-se, dentro de
certos limites. Diferencgas superiores as adotadas para cada categoria de
azeite ou oleo de bagago de azeitona indicam que o azeite ou oOleo de
bagago de azeitona em questdo contém Oleos de sementes.

4. METODO

O método de célculo do teor tedrico de triacilgliceréis com NCE42 e da
diferenga entre este e o valor obtido por HPLC assenta essencialmente
na coordenacdo de dados analiticos obtidos por outros métodos. Podem
distinguir-se trés etapas: determinagdo da composi¢do de acidos gordos
por cromatografia em fase gasosa com coluna capilar; calculo da com-
posicdo teorica de triacilglicerdis com NCE42; determinagdo do teor de
triacilgliceréis com NCE42 por HPLC.

4.1. Aparelhos e utensilios

4.1.1. Baldes de fundo redondo de 250 ml ¢ 500 ml.
4.1.2.  Copos de 100 ml.

4.1.3. Coluna de vidro para cromatografia com 21 mm de didmetro interno,
450 mm de comprimento, torneira e extremidade superior conica (fémea)
normalizada.

4.1.4. Funis separadores de 250 ml com extremidade inferior conica (macho)
normalizada, adaptavel a parte superior da coluna.

4.1.5. Vareta de vidro com 600 mm de comprimento.
4.1.6.  Funil de vidro com 80 mm de didmetro.

4.1.7. Baldes aferidos de 50 ml.

4.1.8. Baldes aferidos de 20 ml.

4.1.9. Evaporador rotativo.

4.1.10. Cromatoégrafo de HPLC com controlo termostitico da temperatura da
coluna.

4.1.11. Seringas de injeg¢do para tomas de 10 pl.

4.1.12. Detetor: refratdmetro diferencial. A sensibilidade minima é de 10~ uni-
dades de indice de refracdo em toda a escala.
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4.1.13. Coluna: tubo de ago inoxidavel de 250 mm de comprimento e 4,5 mm
de didmetro interno com um enchimento de particulas de silica de 5 pm
de didmetro e 22 % a 23 % de carbono, na forma de octadecilsilano.

4.1.14. Software de tratamento de dados.

4.1.15. Frasquinhos com cerca de 2 ml, tampa de enroscar e septo revestido de
Teflon.

4.2. Reagentes

Os reagentes devem ser de qualidade analitica. Os solventes de eluigdo
devem estar isentos de gases e podem ser reutilizados varias vezes sem
prejuizo para as separagdes.

v M32
42.1. Eter de petréleo, 40 °C-60 °C, para cromatografia ou hexano. Se os
valores de precisdo obtidos forem semelhantes, pode substituir-se o he-
xano por iso-octano (2,2,4-trimetilpentano, para cromatografia). Os sol-
ventes com temperatura de ebuli¢do superior a do n-hexano demoram
mais tempo a evaporar, embora sejam preferiveis, dada a toxicidade do
hexano.

VY M25 )
4.2.2. Eter etilico destilado recentemente, isento de perdxidos.

4.2.3. Solvente de elui¢io para purificagdo do azeite, ou o6leo, por cromato-
grafia em coluna: mistura a 87:13 (v/v) de éter de petroleo e éter etilico.

4.2.4. Silica-gel com granulometria de 70 a 230 mesh, tipo Merck 7734, com
teor de agua normalizado de 5 % (m/m).

4.2.5. Fibra de vidro.
4.2.6. Acetona para HPLC.
4.2.7. Acetonitrilo ou propionitrilo para HPLC.

4.2.8. Solvente de elui¢do para HPLC: mistura de acetonitrilo e acetona numa
propor¢ao a ajustar consoante a separagdo pretendida (comegar com uma
mistura 50:50) ou propionitrilo.

4.2.9. Solvente de solubilizagdo: acetona.

4.2.10. Triacilgliceréis de referéncia: podem utilizar-se triacilglicerois existentes
no mercado (tripalmitina, trioleina, etc.), caso em que os tempos de
retengdo serdo representados em fungdo do numero de atomos de car-
bono equivalente, ou, em alternativa, cromatogramas de referéncia obti-
dos para o 6leo de soja, para uma mistura 30:70 de dleo de soja e azeite
e para azeite puro (ver as notas 1 e 2 e as figuras 1 a 4).

4.2.11. Coluna de extragdo de fase solida com 1 g de fase de silica e volume de
6 ml.

VY M32
4.2.12. Heptano para cromatografia. Pode substituir-se o heptano por iso-octano
(2,2,4-trimetilpentano, para cromatografia).

VY M25

4.3. Preparaciao das amostras

Dado que ha varias substancias interferentes que podem gerar falsos
positivos, as amostras devem ser sempre purificadas de acordo com o
método ITUPAC 2507, utilizado na determinacdo de compostos polares
em gorduras de fritura.

4.3.1.  Preparagdo da coluna cromatogrdfica

Encher a coluna (4.1.3) com cerca de 30 ml de solvente de eluigdo
(4.2.3). Introduzir um pouco de fibra de vidro (4.2.5), empurrando-a
até ao fundo da coluna com a vareta (4.1.5).

Preparar, num copo de 100 ml, uma suspensdo de 25 g de silica-gel
(4.2.4) em 80 ml da mistura de elui¢do (4.2.3). Transferir a suspensdo
para a coluna utilizando o funil de vidro (4.1.6).

Para garantir a transferéncia completa do silica-gel para a coluna, lavar
varias vezes 0 copo com a mistura de elui¢do e transferir o liquido de
lavagem para a coluna.

Abrir a torneira da coluna e deixar escoar o solvente de eluigdo até que
o nivel deste desga até 1 cm acima do leito de silica-gel.
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4.3.2.  Cromatografia em coluna

Num baldo aferido de 50 ml (4.1.7), pesar, com a aproximagdo de
0,001 g, 2,5 g £ 0,1 g de azeite ou o6leo filtrado, homogeneizado e,
se necessario, desidratado.

Diluir com cerca de 20 ml de solvente de eluigdo (4.2.3). Se necessario,
aquecer ligeiramente para facilitar a dissolugdo. Arrefecer até a tempe-
ratura ambiente e completar o volume com solvente de eluigdo.

Com uma pipeta aferida, introduzir 20 ml desta solu¢do na coluna
preparada conforme descrito no ponto 4.3.1. Abrir a torneira e eluir o
solvente até atingir o nivel do enchimento de silica-gel.

Proceder em seguida a uma eluicdo com 150 ml de solvente (4.2.3),
regulando o caudal para aproximadamente 2 ml/minuto (de modo que os
150 ml passem pela coluna em 60 a 70 minutos).

Recolher o eluido num baldo de fundo redondo de 250 ml (4.1.1),
previamente tarado em estufa, e pesar com exatiddo. Eliminar o solvente
a pressdo reduzida num evaporador rotativo (4.1.9) e pesar o residuo,
com o qual se preparara a solu¢do destinada a analise por HPLC ¢ a
preparagdo dos ésteres metilicos.

No caso das categorias azeite virgem extra, azeite virgem, azeite comum,
azeite refinado e azeite, a recuperacdo da amostra depois da passagem na
coluna deve ser, pelo menos, de 90 %; no caso do azeite lampante e dos
oleos de bagaco de azeitona, deve ser, no minimo, de 80 %.

4.3.3.  Purificagdo por extragdo em fase solida

Ativar a coluna de extragdo em fase solida com enchimento de silica
passando, sob vacuo, 6 ml de hexano (4.2.3), tendo o cuidado de evitar
a secagem.

Pesar 0,12 g, com a aproximagao de 0,001 g, num frasquinho de 2 ml
(4.1.15), e dissolver com 0,5 ml de hexano (4.2.3).

Transferir esta solugdo para a coluna de extragdo em fase solida e eluir
sob vacuo com 10 ml de mistura a 87:13 (v/v) de hexano e éter dietilico
4.2.3).

Evaporar a fragdo recolhida até a secura, num evaporador rotativo
(4.1.9), sob pressao reduzida, a temperatura ambiente. Dissolver o resi-
duo em 2 ml de acetona (4.2.6), para a analise dos triacilglicerois.

4.4. Analise por HPLC
4.4.1.  Preparagdo das amostras para a andlise cromatogrdfica

Preparar uma solug@o a 5 % da amostra a analisar pesando uma toma de
0,5 g+ 0,001 g da mesma num baldo aferido de 10 ml e completando o
volume até 10 ml com o solvente de solubilizagdo (4.2.9).

4.4.2. Tecnica

Preparar o sistema cromatografico para ser utilizado. Proceder a sua
purga total por bombagem de solvente de eluicdo (4.2.8) ao caudal de
1,5 ml/minuto. Aguardar até ser obtida uma linha de base estavel.
Injetar 10 pl de amostra, preparada conforme descrito no ponto 4.3.

4.4.3. Cdlculos e expressdo dos resultados

Utilizar o método da normalizagdo das areas dos picos, isto ¢, considerar
que a soma das areas dos picos correspondentes aos triacilglicer6is com
NCE42 a NCES52 ¢ igual a 100 %.

A percentagem relativa de cada triacilglicerol calcula-se pela seguinte
formula:

% do triacilglicerol = 4rea do pico x 100/soma das areas dos picos
Os resultados devem ter, pelo menos, duas casas decimais.

Ver as notas 1 ¢ 4.



01991R2568 — PT —20.10.2019 — 032.001 — 93

VY M25

4.5. Calculo da composicio de triacilglicerdis (percentagem molar) a
partir dos dados obtidos para a composicio de acidos gordos (per-
centagem correspondente a cada area)

4.5.1.  Determinag¢do da composi¢do de dcidos gordos

Determina-se a composi¢ao de acidos gordos com base na norma ISO
5508, utilizando uma coluna capilar e preparando os ésteres metilicos de
acordo com o COI/T.20/Doc. No 24.

452. Acidos gordos tidos em conta nos cdlculos

Agrupam-se os acilglicer6is em fungdo do nimero de atomos de carbono
equivalente (NCE), com base nas equivaléncias entre este pardmetro e os
acidos gordos a seguir indicadas. S6 sdo tidos em conta os acidos gordos
com 16 ou 18 atomos de carbono, os tnicos com interesse no caso dos
azeites e Oleos de bagago de azeitona. Normalizam-se estes acidos gor-
dos a 100 %.

i Peso molecular
Acido gordo Abreviatura NCE
(PM)

Acido palmitico P 256,4 16
Acido palmitoleico Po 254.4 14
Acido estedrico S 284,5 18
Acido oleico 0 282,5 16
Acido linoleico L 280,4 14
Acido linolénico Ln 278.4 12

4.5.3.  Conversdo em moles da percentagem correspondente a cada drea para
todos os dcidos gordos (1)

% da area de P % da 4rea de S % da 4rea de P

% da 4 de O % da 4 de L % da 4 de L

moles de 0 = *MHRIECO g = PRADLL e ge L — IR
PM de O PM de L PM de Ln

4.54. Normalizagdo das moles de dcidos gordos a 100 % (2)
moles de P« 100
molesde (P + S + Po + O + L + Ln)
moles de S * 100
molesde (P + S + Po + O + L + Ln)
moles Po * 100
molesde (P + S + Po + O + L + Ln)
moles de O * 100
molesde (P + S + Po + O + L + Ln)
moles de L * 100
molesde (P + S + Po + O + L + Ln)
moles de Ln * 100
molesde (P + S + Po + O + L + Ln)

% molar de P (1,2,3) =

% molar de S (1,2,3) =

% molar de Po (1,2,3) =

% molar de O (1,2,3) =

% molar de L (1,2,3) =

% molar de Ln (1,2,3) =

O resultado indica a percentagem molar de cada acido gordo em todas as
posi¢des (1, 2 e 3) dos triacilglicerois.

Calcula-se a seguir o somatorio dos acidos gordos saturados P e
S (AGS) e dos acidos gordos insaturados Po, O, L e Ln (AGI) (3):

% molar de AGS = % molar de P + % molar de S
% molar de AGI = 100 — % molar de AGS
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4.5.5.1.

4.55.2.

4.5.5.3.

4.5.6.
4.5.6.1.

4.5.6.2.

Cdlculo da composigdo de dcidos gordos na posi¢do 2 e nas posigées 1
e 3 dos triacilglicerois

Distribuem-se os acidos gordos por trés grupos do seguinte modo: um
grupo para a posicdo 2 e dois grupos idénticos para as posigdes 1 e 3,
com coeficientes diferentes para os acidos saturados (P e S) e insatura-
dos (Po, O, L e Ln).

Acidos gordos saturados na posi¢do 2 [P(2) e S(2)] (4):

% molar de P(2) = % molar de P (1,2,3) * 0,06

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

Acidos gordos insaturados na posigdo 2 [Po(2), O(2), L(2) e Ln(2)] (5):

% molar de Po(1,2,3)
% molar de Po(2) =
6 molar de Po(2) % molar de AGI

* (100 — % molar de P(2) — % molar de S(2))

% molar de O(1,2,3)

% molar de O(2) = % molar de AGL (100 — % molar de P(2) — % molar de S(2))

% molar de L(1,2,3)

% molar de L(2) = % molar de AGL * (100 — % molar de P(2) — % molar de S(2))

% molar de Ln(1,2,3)
% molar de Ln(2) = % molar de AGI

* (100 — % molar de P(2) — % molar de S(2))

Acidos gordos nas posicdes 1,3 [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3), L(1,3) e
Ln(1,3)] (6):

% molar de P(1,2,3) — % molar de P(2
% molar de P(1,3) — ~°molarde (”; vomolar de P(2) o\ otar de P(1,2.3)

9 lar de S(1,2,3) — % lar de S(2
% molar de S(1,3) = % molar de (,,; o molar de S(2) + % molar de S(1,2,3)

% molar de Po(1,2,3) — % molar de Po(2)
2

% molar de Po(1,3) = + % molar de Po(1,2,3)

% molar de O(1,2,3) — % molar de O(2
% molar de O(1,3) = o mofar de (”; o morar de ()+%molarde0(1,2,3)

% molar de L(1,2,3) — % molar de L(2)
2

% molar de L(1,3) = + % molar de L(1,2,3)
% molar de Ln(1,2,3) — % molar de Ln(2)

% molar de Ln(1,3) = 2

+ % molar de Ln(1,2,3)

Cdlculos relativos aos triacilglicerdis

Triacilglicerdis com um tUnico acido gordo (AAA, neste caso LLL,
PoPoPo) (7)

% molar de A(1,3) % % molar de A(2) * % molar de A(1,3)

% molar de AAA = 10 000

Triacilglicerdis com dois acidos gordos diferentes (AAB, neste caso
PoPoL, PoLL) (8)

% molar de A(1,3) * % molar de A(2) * % molar de B(1,3) * 2

% molar de AAB 10 000

% molar de A(1,3) * % molar de B(2) * % molar de A(1,3)

% molar de ABA 10000
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4.5.6.3. Triacilglicerois com trés acidos gordos diferentes (ABC, neste caso
OLLn, PLLn, PoOLn, PPoLn) (9)

% molar de A(1,3) * % molar de B(2) * % molar de C(1,3) * 2

% molar de ABC = 10 000

% molar de B(1,3) * % molar de C(2) * % molar de A(1,3) * 2

% molar de BCA = 10 000

% molar de C(1,3) * % molar de A(2) * % molar de B(1,3) x 2
10 000

% molar de CAB =

4.5.6.4. Triacilglicer6is com NCE42

Efetuam-se os calculos relativos aos triacilglicerdis seguintes com
NCE42 aplicando as equagdes 7, 8 e 9; apresentam-se os resultados
correspondentes pela ordem de elui¢do esperada em HPLC (normalmen-
te, evidenciam-se apenas trés picos).

LLL

PoLL e o isomero posicional LPoL

OLLn e os isdbmeros posicionais OLnL e LnOL
PoPoL e o isomero posicional PoLPo

PoOLn e os isdmeros posicionais OPoLn e OLnPo
PLLn e os isdmeros posicionais LLnP e LnPL
PoPoPo

SLnLn e o isémero posicional LnSLn

PPoLn e os isomeros posicionais PLnPo ¢ PoPLn

Os triacilglicer6is com NCE42 sdo dados pelo somatério dos nove tria-
cilgliceréis acima indicados, incluindo os respetivos isdmeros posicio-
nais. Os resultados devem ter, pelo menos, duas casas decimais.

5. AVALIACAO DOS RESULTADOS

Compara-se o teor teodrico calculado com o teor determinado por HPLC.
Se o valor absoluto da diferenga «teor determinado por HPLC — teor
teodrico calculado» exceder os valores indicados na norma para a cate-
goria de azeite ou oleo de bagago de azeitona em questdo, conclui-se
que a amostra contém Oleos de sementes.

Os resultados apresentam-se com duas casas decimais.
6. EXEMPLO (OS NUMEROS DOS PONTOS CORRESPONDEM AOS
DO TEXTO DESCRITIVO DO METODO)

— 4.5.1.  Cdlculo da percentagem molar dos dcidos gordos a partir
de dados de cromatografia gas-liquido (percentagem nor-
malizada correspondente a cada area)

Pelo método de cromatografia gas-liquido, obtiveram-se os
dados seguintes para a composi¢do de acidos gordos:

Acido gordo P S Po (0] L Ln

PM 256,4 | 284,5 | 2544 |282,5 (280,4 |278,4

% correspondente a | 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0
cada area
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— 453 Conversdo, em moles, da percentagem correspondente a
cada area para todos os acidos gordos (ver a formula 1)

10
moles de P = m = 0,03900 moles de P
moles de S = S _ 0,01054 moles de S
2845 7
les de Po = Lo 0,00393 moles de P
moles de Po 344 = moles de Po
les de O = o 0,26549 moles de O
moles de TR moles de
les de L 10 0,03566 moles de L
m = = m
oles de 2804 X oles de
les de L ! 0,00359 moles de L
m n= — = m n
oles de 2784 X oles de
Total = 0,35821 moles de triacilglicerois

— 4.5.4  Normalizagdo das moles de dacidos gordos a 100 % (ver a
formula 2)

lesde P x 1
% molar de P(12,3) = 0’0390(;);2;’;15 de - * 10000887 %
R moles

0,01054 moles de S * 100
% molar de S(1,2,3) = — 03nslgze15meoles* — 2942 %

0,00393 moles de Po * 100
% molar de Po(1,2,3) = — O;n;;;j Helol;’s* = 1,097 %

0,26549 moles de O * 100
% molar de 0(12,3) = — 0;;2;;;016: = 74,116 %

0,03566 moles de L * 100

% molar de L(1,2,3) 035821 moles

= 9,955 %

0,00359 moles de Ln % 100
% molar de Ln(1,2,3) = — — 1,002 %
6 molar de Ln(1.2.3) 0,35821 moles T

Total da percentagem
molar

100 %

Somatoério dos acidos gordos saturados e insaturados nas posi¢des 1, 2 e 3 dos
triacilglicerois (ver a formula 3):

% molar de AGS = 10,887 % + 2,942 % = 13,829 %
% molar de AGI = 100,000 % — 13,829 % = 86,171 %

— 4.5.5.  Cdlculo da composi¢do de dcidos gordos na posi¢do 2 e nas posigoes 1 e 3
dos triacilglicerdis

— 45.5.1 Acidos gordos saturados na posigdo 2 [P(2) e S(2)] (ver a formula 4)
% molar de P(2) = 10,887 % * 0,06 = 0,653 %
% molar de S(2) = 2,942 % * 0,06 = 0,177 %

— 4552 Acidos gordos insaturados na posigao 2 [Po(1,3), O(1,3), L(1,3) e Ln(1,3)] (ver
a formula 5)

1,097 9
% molar de Po(2) = ﬁ (100 — 0,653 —0,177) = 1,262 %
y ()
74,116 %
% molar de O(2) = W * (100 - 0,653 — 0,177) = 85,296 %
s ()
9,955 %

% molar de L(2) = % (100 - 0,653 - 0,177) = 11,457 %

86,171 %

1,002 %

% molar de Ln(2) = 86,171 %

* (100 - 0,653 -0,177) = 1,153 %
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— 4553 Acidos gordos nas posigdes 1,3 [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3), L(1,3) e
Ln(1,3)] (ver a formula 6)

10,887 — 0,653

% molar de P(1,3) = B S— + 10,887 = 16,004 %
2,942 - 0,177

% molar de $(1,3) = == + 2942 = 4325 %
1,097 — 1,262

% molar de Po(1,3) = % + 1,097 = 1,015 %
74,116 — 85,296

% molar de O(1,3) = % + 74,116 = 68,526 %
9,955 — 11,457

% molar de L(1,3) = % + 9,955 = 9,204 %
1,002 — 1,153

% molar de Ln(1,3) = % + 1,002 = 0,927 %

— 4.5.6.  Cdlculos relativos aos triacilglicerois

A partir da composigdo calculada de 4cidos gordos na posi¢do 2 e nas posigdes

le3:

Acido gordo nas posigdes 1 e 3 na posigdo 2
P 16,004 % 0,653 %
S 4,325 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,262 %
(¢} 68,526 % 85,296 %
L 9,204 % 11,457 %
Ln 0,927 % 1,153 %
Somatodrio 100,0 % 100,0 %

procede-se aos calculos relativos aos seguintes triacilglicerdis:
LLL

PoPoPo

PoLL com um isémero posicional

SLnLn com um isémero posicional

PoPoL com um isémero posicional

PPoLn com dois isdbmeros posicionais

OLLn com dois isdmeros posicionais

PLLn com dois isbmeros posicionais

PoOLn com dois isdmeros posicionais.

— 4.5.6.1 Triacilglicer6is com um tnico acido gordo (LLL, PoPoPo) (ver a féormula 7)

9204 % * 11,457 % % 9,204 %
% molar de LLL = = 2 * 1’0000“* 2270 0,09706 %

1,015 9 1,262 9 1,015 9
% molar de PoPoPo = - % x 1’0 OO(f] L o 0,00013 %
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— 4.5.6.2 Triacilglicer6is com dois acidos gordos diferentes (PoLL, SLnLn, PoPoL) (ver
a formula 8)

1,015 % % 11,457 % # 9,204 % % 2
% molar de POLL + LLPo — ——> " ’100(;’0*’ ° L 002141 %

9.204 % % 1,262 % % 9,204 °
9% molar de LPoL — 2204 %0 * 1’000(? * 9.208% 01069 %

0,03210 % de moles de PoLL

4325 % + 1,153 % # 0,927 % * 2
% molar de SLnLn + LnLnS — 2525 % * ’10&))0* 927% * 200092 %

0,927 % * 0,177 % * 0,927 %

% molar de LnSLn 10000

= 0,00002 %

0,00094 % de moles de SLnLn

1,015 9 1,262 ¢ 204 9 2
% molar de PoPoL + LPoPo = - % x 1, 10 (ﬁ)o* % % = 0,00236 %

1,015 % % 11,457 % = 1,015 %
% molar de PoLPo — ———> " * 1’00000* P 0,00118 %

0,00354 % de moles de PoPoL

— 4.5.6.3 Triacilglicerdis com trés acidos gordos diferentes (PoPLn, OLLn, PLLn,
PoOLn) (ver a féormula 9)
16,004 % * 1,262 % * 0,927 % * 2

% molar de PPoLn = 10000 = 0,00374 %
27 ¢ % % 1,015 % * 2

% molar de LnPPo = 222 70 * 0’6513 (fz)o* O15% % 2 00012 %
1,015 % % 1,153 % 16,004 % * 2

% molar de PoLnp — 0% * L 5130{;’0; 6004% * 2 _ 00375 %

0,00761 % de moles de PPoLn

26 % % 11,457 ° 27 % % 2
% molar de OLLn = 25220 % * ’1370;(’)* 0.927% * 2 _ 14556 %

0,927 % # 85296 % * 9,204 % * 2
% molar de LnOL — ——=" 2 * ’100(‘)’0*’ 0 L 014555 %

9,204 % * 1,153 % * 68,526 % * 2

% molar de LLnO = 10000

0,14544 %

0,43655 % de moles de OLLn

16,004 % * 11,457 % * 0,927 % * 2

% molar de PLLn = 10000 = 0,03399 %
0,927 % % 0,653 % * 9,204 % # 2

% molar de LnPL — - > * 100‘(’)0* AR L 0,00111 %
9,204 % x 1,153 % % 16,004 % * 2

% molar de LLnP — ==~ * & = 00; TR L 0,03397 %

0,06907 % de moles de PLLn
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1,015 ¢ 85,296 ¢ 0,927 % 2
% molar de PoOLn = - % ’10 02)0* > °r s 0,01605 %

0,927 % * 1,262 % * 68,526 % * 2
10 000

% molar de LnPoO 0,01603 %

68,526 % * 1,153 % * 1,015 % * 2
10 000

% molar de OLnPo =

0,01604 %

0,04812 % de moles de PoOLn

NCE42 = 0,69512 % de moles de triacil-

glicerdis
Nota I: A ordem de eluicdo pode determinar-se calculando o niumero de atomos
de carbono equivalente (NCE), normalmente definido pela relagdo
NCE = NC —2n, em que NC representa o nimero de atomos de carbono e n
o nimero de ligagdes duplas (pode ser calculado com maior precisdo tendo em
conta a origem das ligagdes duplas). Se n,, n; e ny, representarem o nimero de
ligagdes duplas atribuido, respetivamente, aos acidos oleico, linoleico e linoléni-
co, o numero de atomos de carbono equivalente pode calcular-se pela seguinte
formula:

NE = NC- d(,no - dlll] - d]nnln

na qual os coeficientes d, d; e dj, podem ser calculados a partir dos triacilgli-
cerdis de referéncia. Nas condigdes especificadas no presente método, a relagdo
obtida deve aproximar-se da seguinte:

NCE = NC - (2,60 n,) — (2,35 n)) — (2,17 n},)

Nota 2: Com varios triacilglicer6is de referéncia, também ¢ possivel calcular a
resolugdo relativamente a trioleina:

o = TR'/TR trioleina

utilizando  para o efeito o tempo de retengdo  reduzido,
TR' = TR - TR solvente.

A representacdo grafica de log o em fungdo de f (numero de ligagdes duplas)
permite determinar o valor de retengdo de cada um dos triacilglicerdis de acidos
gordos presente nos triacilglicerdis de referéncia — ver a figura 1.

Nota 3: A eficiéncia da coluna deve permitir uma separagdo nitida entre o pico
da trilinoleina e os picos dos triacilgliceréis com TR proximo. A eluigdo pros-
segue até ao pico correspondente a NCES2.

Nota 4: Para se poderem medir corretamente as areas de todos os picos de
interesse para esta determinagdo, ¢ necessario que a intensidade do segundo
pico correspondente a NCES0 seja igual a 50 % do maximo da escala do
registador.
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Figura 1
Grifico de log a em funcio de f (nimero de ligacoes duplas)
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+05 A
o
(o))
o
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1
1
.
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]
3

Numero de ligagdes duplas

La: acido laurico; My: acido miristico; P: acido palmitico; S: acido estearico; O: acido oleico; L:
acido linoleico; Ln: acido linolénico.
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Figura 2

Azeite ou o6leo de bagaco de azeitona com baixo teor de acido linoleico
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Solvente: acetona/acetonitrilo.

TRACADO a: Principais componentes dos picos cromatograficos: NCE42: (1) LLL + PoLL; (2)
OLLn + PoOLn; (3) PLLn; NCE44: (4) OLL + PoOL; (5) OOLn + PLL; (6) POLn + PPoPo; (7)
OOL + PoOO; NCE46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL +
SOLn + SPoPo; (12) PLP; NCE48: (13) OOO + PoPP; (14 + 15) SOL + POO; (16) POP; NCE50:
(17) SOO; (18) POS + SLS.

b)
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Solvente: propionitrilo.

TRACADO b: Principais componentes dos picos cromatograficos: NCE42: (1) LLL; (2) OLLn +
PoLL; (3) PLLn; NCE44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo +
PPoL; NCE46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPo-
Po; (12) PLP; NCE48: (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; NCE50: (17) SOO;
(18) POS + SLS.
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Figura 3
Azeite ou 6leo de bagaco de azeitona com elevado teor de acido linoleico
a)
08
13
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Solvente: acetona/acetonitrilo (50:50).

Tragado a: Principais componentes dos picos cromatograficos: NCE42: (1°) LLL + PoLL; (2°)
OLLn + PoOLn; (3°) PLLn; NCE44: (4’) OLL + PoOL; (5’) OOLn + PLL; (6’) POLn + PPoPo;
NCE46: (7°) OOL + PoOO; (8’) PLO + SLL + PoOP; (9°) PLP + PoPP; NCE48: (10°) O0O;
(117) POO + SLL + PPoO; (12°) POP + PLS; NCE50: (13°) SOO; (14°) POS + SLS.

b)
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Solvente: propionitrilo.

Tragado b: Principais componentes dos picos cromatograficos: NCE42: (1) LLL; (2 + 2°) OLLn +
PoLL; (3) PLLn; NCE44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo +
PPoL; NCE46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPo-
Po; NCE48: (12) PLP; (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; NCE50: (17) SOO;
(18) POS + SLS; NCE52: (19) AOO.
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ANEXO XIX

DETERMINACAO DA COMPOSICAO ESTEROLICA, DO TEOR DE
ESTEROIS E DO TEOR DE COMPOSTOS ALCOOLICOS POR
CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA COM COLUNA CAPILAR

1. OBIETIVO

Este método descreve um processo de determinagdo do teor, individual e
total, de compostos alcodlicos de azeites, de 6leos de bagago de azeitona e
de misturas de azeites e dleos de bagaco de azeitona.

Os compostos alcodlicos dos azeites e Oleos de bagago de azeitona com-
preendem alcoois alifaticos, ester6is e didlcoois triterpénicos.
2. PRINCIPIO DO METODO

Saponificagdo do azeite ou 6leo, adicionado de a-colestanol e 1-eicosanol
como padrdes internos, com hidréxido de potassio em solugdo etanolica;
em seguida, extragdo com éter etilico do insaponificavel.

Separac@o, do insaponificavel, das diversas fragdes de compostos alcood-
licos, por cromatografia de camada fina numa placa de silica-gel alcalini-
zada (método de referéncia) ou por HPLC numa coluna de silica-gel.
Conversao da  fracdo recuperada do  silica-gel em  éteres
trimetilsililicos. Analise dos éteres por cromatografia em fase gasosa com
coluna capilar.
PARTE 1
PREPARACAO DO EXTRATO INSAPONIFICAVEL
1.  OBJETIVO

Descreve-se a preparagdo ¢ extracdo do insaponificavel de azeites ou 6leos
de bagaco de azeitona.

2. PRINCIPIO DO METODO

Saponificagdo de uma toma de ensaio, levando-a a ebuligdo sob refluxo
com uma solugdo etandlica de hidroxido de potassio. Extragdo com éter
dietilico do insaponificavel.

3. APARELHOS E UTENSILIOS

Material corrente de laboratdrio, nomeadamente:

3.1. Balao de 250 ml de fundo redondo, equipado com um condensador de
refluxo com juntas esmeriladas;

3.2. Ampola de decantagdo de 500 ml;
3.3. Baldes de 250 ml;
3.4. Microsseringas de 100 pl e 500 pl;

3.5. Cadinho cilindrico de fundo filtrante com porosidade G3 (poros de 15 pm
a 40 um), de aproximadamente 2 cm de didmetro e 5 cm de profundidade,
adequado para filtragdo sob vacuo, com junta esmerilada macho;

3.6. Balao de erlenmeyer de 50 ml com junta esmerilada fémea, adaptavel ao
cadinho de fundo filtrante (3.5);

3.7. Tubo de centrifugacdo de fundo coénico, de 10 ml, com tampa de vidro
hermética;

3.8. Exsicador de dicloreto de calcio.

4. REAGENTES

4.1. Hidroxido de potassio a 85 % (ou de titulo superior).
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4.2. Solugio etanodlica aproximadamente 2 M de hidréxido de potassio.

Dissolver, com arrefecimento, 130 g de hidroxido de potassio (4.1) em 200
ml de agua destilada e completar o volume até um litro com etanol (4.7).
Esta solugdo conserva-se em garrafas de vidro escuro bem fechadas, du-
rante, no maximo, dois dias.

43. FEter etilico para anélises.

4.4. Sulfato de sodio anidro para analises.
4.5. Acetona para cromatografia.

4.6. FEter etilico para cromatografia.

4.7. Etanol para analises.

4.8. Acetato de etilo para analises.

4.9. Padrio interno a-colestanol de pureza superior a 99 % (a verificar por
analise cromatografica em fase gasosa).

4.10. Solugdo de padrdo interno a 0,2 % (m/v) de o-colestanol em acetato de
etilo (4.8).

4.11. Solugdo a 10 g/l de fenolftaleina em etanol (4.7).
4.12. Solugdo a 0,1 % (m/v) de 1-eicosanol em acetato de etilo (padrdo interno).

5. TECNICA

Introduzir num baldo de 250 ml (3.1), por meio de uma microsseringa de
500 pl (3.4), um volume da solugdo padrio interno de a-colestanol (4.10) e
um volume da solugdo padrio interno de 1-eicosanol (4.12) cujas quanti-
dades de colestanol e de eicosanol correspondam a cerca de 10 % do teor
de alcoois e do teor de esterdis da amostra. Por exemplo, para 5 g de
amostra de azeite, adicionar 500 pl de solugdo de o-colestanol (4.10) e
250 pl de solugdo de 1-eicosanol (4.12). Caso se trate de 6leo de bagago de
azeitona, adicionar 1500 pl de solugdo de a-colestanol (4.10) e 1500 pl de
solug@o de 1-eicosanol (4.12). Evaporar em banho-maria com uma corrente
ligeira de azoto até a secura, arrefecer o baldao e, em seguida, pesar exa-
tamente 5 = 0,01 g da amostra filtrada e seca para o mesmo baldo.

Nota 1: No caso das matérias gordas vegetais e animais que contenham
quantidades consideraveis de colesterol, pode observar-se um pico
com tempo de retencdo igual ao do pico do colestanol. Nesse
caso, ¢ necessario analisar a fragdo esterdlica em duplicado,
com e sem padrdo interno.

Juntar 50 ml de solugdo etandlica 2 M de hidroxido de potassio (4.2) e um
pouco de pedra-pomes, montar o condensador de refluxo e aquecer até
ligeira ebuli¢do, até que se produza a saponificagdo (a solugdo fica limpi-
da). Continuar a aquecer durante 20 minutos, juntar 50 ml de agua desti-
lada pela parte de cima do condensador, retirar este e arrefecer o balao a
cerca de 30 °C.

Transferir quantitativamente o conteudo do baldo para uma ampola de
decantagdo de 500 ml (3.2), utilizando diversas vezes agua destilada (50
ml). Juntar cerca de 80 ml de éter etilico (4.6) e agitar energicamente
durante cerca de 60 segundos. Libertar a pressdo de vez em quando,
invertendo a ampola e retirando a tampa. Deixar em repouso até a sepa-
ragdo completa das duas fases (nota 2). Em seguida, separar a fase sapo-
nificada, tdo completamente quanto possivel, para outra ampola de
decantag@o. Proceder a duas outras extragdes analogas da fase hidroalcoo-
lica, utilizando de cada vez 60-70 ml de éter etilico (4.6).

Nota 2: As eventuais emulsdes podem ser eliminadas juntando pequenas
quantidades de etanol (4.7).
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Reunir os trés extratos etéreos numa ampola de decantagdo que ja contenha
50 ml de 4gua. Prosseguir a lavagem com agua (50 ml), até a dgua deixar
de produzir uma coloragdo rosada por adi¢do de uma gota de solugdo de
fenolftaleina (4.11). Uma vez eliminada a agua de lavagem, filtrar através
de sulfato de sodio anidro (4.4) para um baldo de 250 ml previamente
tarado. Lavar a ampola de decantagdo e o filtro com pequenas quantidades
de éter etilico (4.6).

Evaporar o solvente por destilagdo sob vacuo, a 30 °C, num evaporador
rotativo. Adicionar 5 ml de acetona (4.5) e eliminar completamente o
solvente volatil com uma ligeira corrente de azoto. Secar o residuo
numa estufa a 103 °C + 2 °C, durante 15 minutos. Arrefecer num exsica-
dor e pesar com a aproximagdo de 0,1 mg.

PARTE 2
SEPARACAO DAS FRACOES ALCOOLICAS
1. OBIETIVO

Fracionamento do extrato insaponificavel, preparado conforme se explicou
na parte 1, nos diversos compostos alcoolicos: alcoois alifaticos, esterdis e
dialcoois triterpénicos (eritrodiol e uvaol).

2. PRINCIPIO DO METODO

Fracionamento do extrato insaponificdvel por cromatografia de camada
fina em meio alcalino (método de referéncia), revelagdo das placas e
raspagem ¢ extragdo das bandas correspondentes. Como método alterna-
tivo de separacdo, pode utilizar-se HPLC em coluna de silica-gel com
detetor de UV, recolhendo-se as diversas fragdes. Os alcoois alifaticos e
os alcoois triterpénicos, por um lado, e os ester6is e os dialcoois triterpé-
nicos, por outro, sdo isolados conjuntamente.

3. APARELHOS E UTENSILIOS

Material corrente de laboratdrio, nomeadamente:

3.1. Equipamento completo para analise por cromatografia em camada fina,
com placas de vidro de 20 cm x 20 cm;

3.2. Lampada de ultravioleta de comprimento de onda de 366 nm ou 254 nm;

3.3.  Microsseringas de 100 pl e 500 pl;

3.4. Cadinho cilindrico de fundo filtrante com porosidade G3 (poros de 15 um
a 40 pm), de aproximadamente 2 cm de diametro e 5 cm de profundidade,

adequado para filtragdo sob vacuo, com junta esmerilada macho;

3.5. Baldo de erlenmeyer de 50 ml com junta esmerilada fémea, adaptavel ao
cadinho de fundo filtrante (3.4);

3.6. Tubo de centrifugagdo de fundo coénico, de 10 ml, com tampa de vidro
hermética;

3.7. Exsicador de dicloreto de calcio;

3.8.  Equipamento de HPLC, constituido por:

3.8.1. Bomba binaria;

3.8.2. Injetor manual ou automatico, equipado com circuito de injecdo de 200 pl;
3.8.3. Desgasificador em linha;

3.8.4. Detetor UV-VIS ou 1V;

3.9. Coluna para HPLC (25 cm x 4 mm de didmetro interno), com enchimento
de silica gel 60 (granulometria de 5 pm);

3.10. Filtro para seringa, de 0,45 um;

3.11. Baldo de erlenmeyer de 25 ml.
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4. REAGENTES
4.1. Hidréxido de potassio a 85 % (ou de titulo superior).
4.2.  Solugdo etandlica aproximadamente 2 M de hidroxido de potassio.

Dissolver, com arrefecimento, 130 g de hidroxido de potassio (4.1) em
200 ml de agua destilada e completar o volume até um litro com etanol
(4.9). Esta solucdo conserva-se em garrafas de vidro escuro bem fechadas,
durante, no maximo, dois dias.

4.3. Eter etilico para analises.
4.4. Solugdo etanolica aproximadamente 0,2 M de hidroxido de potassio.

Dissolver 13 g de hidroxido de potassio (4.1) em 20 ml de agua destilada
e completar o volume até um litro com etanol (4.9).

4.5. Placas de vidro (20 cm x 20 cm) revestidas de uma camada de silica-gel,
sem indicador de fluorescéncia, com 0,25 mm de espessura (disponiveis
no comércio prontas a utilizar).

4.6. Acetona para cromatografia.
4.7. n-Hexano para cromatografia.
4.8. Fter etilico para cromatografia.
4.9. Etanol para analises.

4.10. Acetato de etilo para analises.

4.11. Solugdo de referéncia para a cromatografia em camada fina: solugdo a 5 %
de colesterol, fitoesterodis, alcoois e eritrodiol em acetato de etilo (4.10).

4.12. Solugido etanodlica a 0,2 % de 2,7-diclorofluoresceina. Adicionar algumas
gotas da solucdo alcodlica 2 M de hidroxido de potassio (4.2) para tornar
a solucdo ligeiramente basica.

4.13. Mistura 65:35 (v/v) de n-hexano (4.7) e éter etilico (4.8).

4.14. Fase moével para a HPLC: mistura 1:1 (v/v) de n-hexano (4.7) e éter etilico
(4.8).

5. METODO DE REFERENCIA: SEPARACAO DOS COMPOSTOS AL-
COOLICOS POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA FINA EM PLA-
CAS ALCALINIZADAS

Preparagdo das placas alcalinizadas para cromatografia em camada fina:
imergir as placas com silica-gel (4.5) cerca de 4 cm, durante 10 segundos,
na solucdo etanolica 0,2 M de hidroxido de potassio (4.4); deixar secar
durante duas horas numa camara de exaustdo e colocar numa estufa,
a 100 °C, durante uma hora.

Retirar as placas da estufa e conservar num exsicador com cloreto de
calcio (3.7) até a utilizagdo (devem utilizar-se no prazo de 15 dias).

Introduzir a mistura de hexano e éter etilico (4.13) na camara de revelagdo
das placas (nota 3), até uma altura de aproximadamente 1 cm. Fechar a
camara com uma tampa adequada e deixar em repouso durante, pelo
menos, meia hora, num local fresco, de modo que se estabeleca o equili-
brio liquido/vapor. Podem colocar-se nas superficies internas da cdmara
folhas de papel de filtro que mergulhem no eluente. Esta precaugdo per-
mite reduzir o tempo de revelagdo em cerca de um terco e obter uma
eluicdo mais uniforme e regular dos componentes.

Nota 3: A fim de obter condigdes de eluicao perfeitamente reprodutiveis,
a mistura de revelagdo deve ser mudada em cada ensaio. Também
pode utilizar-se um solvente constituido por uma mistura 50:50
(v/v) de n-hexano e éter etilico.

Preparar uma solugdo aproximadamente a 5 % do extrato insaponificavel,
preparado como se explicou na parte 1, em acetato de etilo (4.10) e, com a
microsseringa de 100 pl (3.3), depositar na placa cromatografica (4.5), a
aproximadamente 2 cm do bordo inferior, 0,3 ml da solugdo supracitada,
numa linha continua, fina e uniforme. No alinhamento da linha de partida,
depositar 2 pl a 3 pl da solugdo de referéncia (4.11), a fim de identificar a
banda de esterois, didlcoois triterpénicos e alcoois apds a revelagdo.



01991R2568 — PT —20.10.2019 — 032.001 — 107

YM32

Colocar a placa na cdmara de revelagdo (3.1). A temperatura ambiente
deve ser mantida entre 15 °C e 20 °C (nota 4). Tapar imediatamente a
camara e deixar eluir até que a frente de solvente chegue a cerca de 1 cm
do bordo superior da placa. Retirar a placa da cdmara de revelagdo e
evaporar o solvente numa corrente de ar quente, ou deixando a placa
sob um exaustor durante alguns momentos.

Nota 4: Temperaturas mais elevadas podem dificultar a separagéo.

Nebulizar a placa, ligeira e uniformemente, com a solug@o de 2,7-dicloro-
fluoresceina (4.12) e deixar a secar. Quando a placa é observada a luz
ultravioleta (3.2), as bandas dos esterdis, didlcoois triterpénicos e alcoois
podem ser identificadas pelo alinhamento com as manchas obtidas para a
solucdo de referéncia (4.11). Delimitar as bandas com um lapis preto ao
longo das margens de fluorescéncia (ver a placa de cromatografia em
camada fina na figura 1).

Raspar, com uma espatula metalica, o silica-gel da zona delimitada. In-
troduzir a matéria retirada, finamente triturada, no cadinho de fundo fil-
trante (3.4). Juntar 10 ml de acetato de etilo (4.10) quente, misturar
cuidadosamente com a espatula metalica e filtrar (se necessario sob va-
cuo). Recolher o filtrado no baldo de erlenmeyer (3.5) ligado ao cadinho
de fundo filtrante.

Lavar o residuo no cadinho trés vezes com éter etilico (4.3) (cerca de 10
ml de cada vez) e recolher o filtrado no baldo de erlenmeyer adaptado ao
cadinho de fundo filtrante. Evaporar o filtrado até se obter um volume de
4-5 ml. Transferir a solu¢do residual para um tubo de centrifugagdo de 10
ml (3.6), previamente tarado, e evaporar até a secura, aquecendo suave-
mente, numa ligeira corrente de azoto. Deitar algumas gotas de acetona
(4.6) e evaporar novamente até a secura. O residuo contido no tubo ¢
constituido pela fragdo esterdlica e de dialcoois triterpénicos ou pela fragdo
de alcoois e alcoois triterpénicos.

6.  SEPARACAO DOS COMPOSTOS ALCOOLICOS POR HPLC

Dissolver em 3 ml da fase movel (4.14) o extrato insaponificavel obtido
como se explicou na parte 1, filtrar a solugdo com um filtro para seringas
(3.10) e guardar.

Injetar no equipamento de HPLC (3.8) 200 pul da solugdo filtrada do
insaponificavel.

Efetuar a separagdo por HPLC ao caudal de 0,8 ml/min, descartando o
eluido dos primeiros cinco minutos e recolhendo em seguida o eluido em
baldes de erlenmeyer de 25 ml (3.11), entre os 5 e os 10 minutos de
eluigdo os alcoois alifaticos e alcoois triterpénicos e entre os 11 e os 25
minutos de elui¢do os esterois, o eritrodiol e o uvaol (nota 5).

Pode monitorizar-se a separagdo com um detetor de UV, ao comprimento de
onda de 210 nm, ou com um detetor de indice de refragdo (ver a figura 6).

Evaporar as fragdes até a secura e prepara-las em seguida para a analise
cromatografica.

Nota 5: Dado que o éter etilico pode aumentar a pressdo, ¢ necessario
regular cuidadosamente a pressdo da bomba do equipamento
HPLC, adaptando o fluxo de modo a manter a pressdo sob
controlo.

PARTE 3

ANALISE DAS FRACOES ALCOOLICAS POR CROMATOGRAFIA EM
FASE GASOSA

1. OBJETIVO

Esta parte fornece orientagdes gerais para a aplicagdo de um método
cromatografico em fase gasosa com coluna capilar na determinagdo da
composi¢do qualitativa e quantitativa dos compostos alcodlicos isolados
pelo método descrito na parte 2.
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2. PRINCIPIO DO METODO
Conversdao das fracGes obtidas a partir do extrato insaponificavel por
cromatografia em camada fina ou HPLC em éteres trimetilsililicos e ana-
lise destes por cromatografia em fase gasosa em coluna capilar, com
injetor de divisdo de fluxo e detetor de ionizagdo por chama.

3. APARELHOS E UTENSILIOS
Material corrente de laboratdrio, nomeadamente:

3.1. Tubo de centrifugagdo de fundo coénico, de 10 ml, com tampa de vidro
hermética;

3.2.  Cromatografo de fase gasosa adequado para colunas capilares, dotado de
um sistema de injecdo com divisdo de fluxo («split»), constituido por:

3.2.1. Forno termostatizado para a coluna, que permita manter a temperatura
desejada com a aproximagdo de £ 1 °C;

3.2.2. Unidade de injecdo de temperatura regulavel, com elemento vaporizador
de vidro persilanizado e sistema de divisdo de fluxo;

3.2.3. Detetor de ionizagdo por chama;

3.2.4. Sistema de aquisi¢do de dados adequado para o detetor de ionizagdo por
chama (3.10.3.), com possibilidade de integragdo manual;

3.3. Coluna capilar de silica fundida, com 20-30 m de comprimento e
0,25-0,32 mm de didmetro interno, revestida interiormente com uma ca-
mada de difenil (5 %) — dimetil (95 %) polissiloxano (fase estacionaria
SE-52, SE-54 ou equivalente), de espessura uniforme compreendida entre
0,10 pm e 0,30 pm;

3.4.  Microsseringa de 10 pl para cromatografia em fase gasosa, com agulha
cementada, adequada para o sistema de injegdo com divisdo de fluxo.

4. REAGENTES

4.1. Piridina anidra para cromatografia.
4.2. Hexametildissilazano para andlises.
4.3.  Trimetilclorossilano para analises.

4.4. Solugdes-amostra dos éteres trimetilsililicos dos esterdis: a preparar no
momento da utilizagdo a partir dos esterdis e do eritrodiol provenientes
dos azeites ou 6leos que os contenham.

4.5.  Solugdo-padrao de éteres trimetilsililicos dos alcoois alifaticos C20 a C28:
a preparar, a partir de misturas de alcoois puros, no momento da utiliza-
¢ao.

4.6. Gas vetor: hidrogénio ou hélio, para cromatografia em fase gasosa.

4.7.  Gases auxiliares: hidrogénio, hélio, azoto e ar, para cromatografia em fase
gasosa.

4.8. Reagente de sililagdo, constituido por uma mistura 9:3.1 (v/v/v) de piri-
dina, hexametildissilazano e trimetilclorossilano.

4.9. n-Hexano para cromatografia.
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5. PREPARACAO DOS ETERES TRIMETILSILILICOS

No tubo de centrifugagdo (3.1) que contém a fragdo alcoodlica, juntar o
reagente de sililagdo (4.8) (nota 6), na proporgdo de 50 ul por miligrama
de compostos alcodlicos, evitando qualquer absor¢ao de humidade (nota 7).

Nota 6: Existem no comércio solugdes prontas a utilizar. Estdo igual-
mente disponiveis outros reagentes de sililagdo, como o
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida + 1 % de trimetilclorossilano,
a diluir num volume igual de piridina anidra. Pode substituir-se a
piridina por igual quantidade de acetonitrilo.

Nota 7: A ligeira opalescéncia eventualmente formada é normal e ndo
provoca interferéncias. A formagdo de um floculado branco ou
o aparecimento de uma coloragdo rosa indicam a presenca de
humidade ou deterioracdo do reagente. Nessa eventualidade, a
analise tem de ser repetida (apenas se for utilizado hexametildis-
silazano/trimetilclorossilano).

Tapar o tubo de centrifugagdo (3.1) e agitar cuidadosamente (sem virar)
até a solubilizagdo completa dos compostos. Deixar repousar durante, pelo
menos, 15 minutos a temperatura ambiente e depois centrifugar durante
alguns minutos. A solug@o limpida esta pronta a ser analisada por croma-
tografia em fase gasosa.

6. ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA

6.1.  Operagdes preliminares, condicionamento da coluna capilar

Instalar a coluna (3.3) no cromatoégrafo de fase gasosa, ligando a extre-
midade de entrada a cdmara de injecdo com divisdo de fluxo e a extre-
midade de saida ao detetor.

Efetuar as verificagdes gerais da unidade de cromatografia em fase gasosa
(hermeticidade do circuito dos gases, eficacia do detetor, eficacia do sis-
tema de divisdo de fluxo e do sistema de registo etc.).

Se a coluna for utilizada pela primeira vez, ¢ aconselhavel condiciona-la.
Para isso, faz-se passar um ligeiro fluxo gasoso pela coluna, liga-se a
unidade de cromatografia em fase gasosa e aquece-se gradualmente, até
atingir uma temperatura pelo menos 20 °C acima da temperatura de traba-
lho (nota 8). Mantém-se essa temperatura durante, pelo menos, duas
horas. Em seguida, leva-se toda a unidade as condig¢des de trabalho (re-
gulagdo do fluxo gasoso e da divisdo de fluxo, inflamagdo da chama,
ligacdo ao sistema de computagdo, regulacdo da temperatura da coluna,
do detetor e do injetor etc.) e regista-se o sinal com sensibilidade pelo
menos duas vezes superior a pretendida para a analise. O tragado da linha
de base obtida deve ser linear, sem qualquer pico ou desvio. Um desvio
retilineo negativo indica hermeticidade imperfeita das ligagdes da coluna;
se for positivo, indica condicionamento inadequado da mesma.

Nota 8: A temperatura de condicionamento deve ser sempre inferior, em
pelo menos 20 °C, a temperatura maxima especificada para a fase
estacionaria utilizada.

6.2. Condigdes de trabalho

Otimizar o programa de temperatura ¢ o fluxo do gis vetor de modo a
obter cromatogramas semelhantes aos ilustrados nas figuras 3 a 6.

Os seguintes pardmetros foram experimentados e revelaram-se uteis:
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6.2.1. Alcoois alifaticos

6.2.2.

Programagdo da temperatura
do forno

180 °C (8 min.) — 260 °C (gradiente de
5 °C/min.) — 260 °C (15 min)

Temperatura do injetor

280 °C

Temperatura do detetor

290 °C

Velocidade linear do gas ve-
tor

hélio: 20-30 cm/s; hidrogénio: 30-50 cm/
/s

Divisdo de fluxo («split»):

1:50 a 1:100

Volume injetado

0,5-1 pl de solug@o de éteres trimetilsili-
licos

Esterdis e dialcoois triterpénicos

Programagdo da temperatura
do forno

260 °C £ 5 °C, condicdes isotérmicas

Temperatura do injetor

280 °C a 300 °C

Temperatura do detetor

280 °C a 300 °C

Velocidade linear do gas ve-
tor

hélio: 20-30 cm/s; hidrogénio: 30-50 cm/
/s

Divisdo de fluxo («split»): 1:50 a 1:100

Volume injetado 0,5-1 pl de solug@o de éteres trimetilsili-

licos

Estas condi¢des podem ser alteradas em fung@o das caracteristicas da
coluna e do cromatdgrafo de fase gasosa, de modo a obter cromatogramas
que satisfacam as seguintes condigdes:

tempo de retengdo do alcool C26: 18 minutos = 5 minutos;

pico do alcool C22: 80 % + 20 % da escala completa, no caso do
azeite, ¢ 40 % + 20 % da escala completa, no caso do 6leo de bagago
de azeitona;

tempo de retengdo do pico do [-sitosterol: 20 minutos + 5 minutos;

pico do campesterol do azeite (teor médio de 3 %): 20 % + 5 % da
escala completa;

separagdo de todos os esterdis presentes. E necessario que, além de se
apresentarem separados, os picos apresentem também resolugdo com-
pleta, ou seja, o tracado do pico deve voltar a linha de base antes do
arranque do pico seguinte. No entanto, ¢ tolerada uma resolugdo in-
completa, desde que o pico a TRR 1,02 (sitostanol) seja quantificavel
segundo a perpendicular.

6.3. Técnica analitica

Com a microsseringa de 10 pl (3.4), tomar 1 pl de hexano, aspirar 0,5 pl
de ar e, em seguida, 0,5 pl a 1 pl da solugdo da amostra. Puxar um pouco
mais o émbolo da seringa, para que a agulha fique vazia. Introduzir a
agulha através da membrana do injetor e, transcorridos 1 s a 2 s, injetar
rapidamente. Passados cerca de 5 s, retirar a agulha devagar. Também
pode utilizar-se um injetor automatico.
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Efetuar o registo até a eluicdo completa dos éteres trimetilsililicos dos
compostos alcodlicos presentes. A linha de base deve continuar a corres-
ponder as condi¢des de trabalho respetivas (6.2.1 ou 6.2.2).

6.4. Identificacdo dos picos

Identificam-se individualmente os picos com base nos tempos de retengao,
por comparagdo com as misturas de éteres trimetilsililicos de, respetiva-
mente, alcoois alifaticos e alcoois triterpénicos, uma, e esterois e dialcoois
triterpénicos, a outra, cromatografadas nas mesmas condi¢des. A figura 3
ilustra um cromatograma da fragdo de alcoois alifaticos e alcoois triterpé-
nicos; a figura 2 o cromatograma correspondente a fracdo de esterdis e
dialcoois triterpénicos.

A ordem de eluig@o dos alcoois alifaticos ¢ a seguinte: C20-ol (P.1.), C22-
-ol, C23-ol, C24-0l, C25-0l, C26-0l, C27-0l e C28-ol.

A ordem de eluicdo dos esterdis e dos didlcoois triterpénicos ¢ a seguinte:
colesterol, brassicasterol, ergosterol, 24-metilenocolesterol, campesterol,
campestanol, estigmasterol, A7-campesterol, AS5,23-estigmastadienol, cle-
rosterol, P-sitosterol, sitostanol, AS5-avenasterol, AS5,24-estigmastadienol,
A7-estigmastenol, A7-avenasterol, eritrodiol e uvaol.

6.5. Determinagdo quantitativa

Recorrendo ao sistema de aquisi¢do de dados, calcula-se a area dos picos
do 1-eicosanol ¢ dos alcoois alifaticos C22, C24, C26 e C28. Considera-se
o coeficiente de resposta para o 1-eicosanol igual a 1.

Recorrendo ao sistema de computagado, calcula-se a area dos picos do a-
-colestanol, dos esterdis e dos dialcoois triterpénicos. Nao se consideram os
eventuais picos de compostos ndo incluidos na lista do quadro 1 (ndo se
efetua o calculo para o ergosterol). Considera-se o coeficiente de resposta
para o a-colestanol igual a 1.

Calcula-se a concentracdo de cada composto alcodlico, em mg/kg de
matéria gorda, do seguinte modo:

A, xm
Composto alcouilico x = ———x 1 000
Ag X m
em que:
A, = érea do pico do composto alcoolico x, em unidades do sistema de
computagao;
A, = érea do pico do 1-eicosanol/u-colestanol, em unidades do sistema
de computacio;
mg; = massa de 1-eicosanol/o-colestanol adicionada, em miligramas;
m = massa da toma de amostra utilizada na determinagdo, em gramas.

7. EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Exprime-se a concentragdo de cada alcool alifatico ou triterpénico em
mg/kg de matéria gorda e a soma das concentragdes respetivas como «teor
total de alcoois alifaticos». O teor total corresponde a soma de C22, C24,
C26 e C28.

Exprime-se a concentragdo de cada composto alcodlico com uma casa
decimal.

A concentragdo de esterdis totais ¢ expressa sem casas decimais.
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Calcula-se a percentagem de cada esterol a partir da relagdo entre a area
do pico respetivo e a soma das areas dos picos de esterois.

A
Esterol x = == x 100
sterol x = o

em que:

A, = area do pico do esterol x;
XA = soma das areas dos picos de esterdis.

B-sitosterol  aparente:  A5,23-estigmastadienol  +  clerosterol  +
B-sitosterol + sitostanol + A5-avenasterol + A5,24-estigmastadienol.

Célculo da percentagem de eritrodiol e uvaol:

Eritrodiol + uvaol = Ae Ay x 100
T
em que:
Ap, = area do pico do eritrodiol, em unidades do sistema de computa-
¢ao;
Ay, = area do pico do uvaol, em unidades do sistema de computagdo;

2At1 = soma das areas dos picos dos esterois, do eritrodiol e do uvaol,
em unidades do sistema de computagéo.

Além do calculo da percentagem relativa de cada esterol e dialcool triter-
pénico e da concentragdo total de esterdis, calculam-se a concentragdo de
eritrodiol, a concentragdo de uvaol e a soma destas concentragdes, em
mg/kg de matéria gorda, por aplicagdo das seguintes expressoes:

Ap. X m
Eritrodiol = =2~ x 1 000
Ag xm
Ay, X my
Uvaol = =%=—5 %1 000
g Xm
em que
Ap, = area do pico do eritrodiol, em unidades do sistema de computa-
¢éo;
Ay, = érea do pico do uvaol, em unidades do sistema de computagdo;
A, = area do pico do a-colestanol, em unidades do sistema de compu-
tagao;
mg; = massa de o-colestanol adicionada, em miligramas;

m = massa da toma de amostra utilizada na determinagdo, em gramas.
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Apéndice

Hidrocarbonetos
a-Tocoferol

Prenois

Alcoois triterpénicos
Alcoois alifaticos
Metilesterois

Esteroéis

X 93 AN Bk W N -

Dialcoois triterpénicos

Figura 1 — Placa de cromatografia em camada fina da fragdo insaponificavel de um 6leo de bagago
de azeitona eluida duas vezes com uma mistura 65:35 de hexano ¢ éter dietilico, revelada com
H,S0,4 (50 %) e aquecida. As bandas a raspar sdo as delimitadas pelos retdngulos: 1 designa as
bandas dos alcoois alifaticos e 2 as dos esterdis e dos dialcoois triterpénicos.

Quadro I — Tempos de retencio relativos dos esteréis

pico dentificacio Tempos de retengdo relativos
Coluna SE 54 Coluna SE 52
1 Colesterol A5-Colesten-36-o0l 0,67 0,63
2 Colestanol Sa-Colestan-363-ol 0,68 0,64
3 Brassicasterol [245]-24-Metil-AS,22-colestadien-3[3-ol 0,73 0,71
* Ergosterol [245]-24-Metil-AS,7,22-colestatrien-33-ol 0,78 0,76
4 24-Metilenocolesterol 24-Metileno-AS5,24-colestadien-3B3-01 0,82 0,80
5 Campesterol [24R]-24-Metil-A5-colesten-36-ol 0,83 0,81
6 Campestanol [24R]-24-Metilcolestan-33-ol 0,85 0,82
7 Estigmasterol [24S8]-24-Etil-AS,22-colestadien-38-o0l 0,88 0,87
8 A7-Campesterol [24R]-24-Metil-A7-colesten-33-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-Estigmastadie- [24R,S]-24-Etil-A5,23-colestadien-38-ol 0,95 0,95
nol
10 Clerosterol [245]-24-Etil-A5,25-colestadien-383-ol 0,96 0,96
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Tempos de retengdo relativos
Pico Identificagdo
Coluna SE 54 Coluna SE 52

11 B-Sitosterol [24R]-24-etil-A5-colesten-38-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-Etilcolestan-353-0l 1,02 1,02
13 A5-Avenasterol [24Z7]-24-Etilideno-A7-colesten-38-ol 1,03 1,03
14 AS5,24-Estigmastadienol | [24R,S]-24-Etil-A5,24-colestadien-3-o0l 1,08 1,08
15 A7-Estigmastenol [24R,S]-24-Etil-A7-colesten-38-ol 1,12 1,12
16 A7-Avenasterol [24Z]-24-Etilideno-A7-colesten-38-ol 1,16 1,16
17 Eritrodiol 5a-Olean-12-eno-3,28-diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-Urseno-38,28-diol 1,52 1,52
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Figura 2 — Tragado de cromatografia em fase gasosa com detetor de ionizagdo por chama dos
esterois e dos dialcoois triterpénicos de um azeite refinado (tempo em minutos). (1) Colesterol, (2)
a-colestanol (P.1.), (3) 24-metilenocolesterol, (4) campesterol, (5) campestanol, (6) estigmasterol, (7)
AS5,23-estigmastadienol, (8) clerosterol, (9) B-sitosterol, (10) sitostanol, (11) AS-avenasterol, (12)
AS5,24-estigmastadienol, (13) A7-estigmastenol, (14) A7-avenasterol, (15) eritrodiol, (16) uvaol.
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Figura 3 — Tragado de cromatografia em fase gasosa com detetor de ionizagdo por chama dos
esterdis e dos dialcoois triterpénicos de um azeite lampante. (1) Colesterol, (2) a-colestanol, (3)
brassicasterol, (4) 24-metilenocolesterol, (5) campesterol, (6) campestanol, (7) estigmasterol, (8) A7-
-campesterol, (9) AS,23-estigmastadienol, (10) clerosterol, (11) B-sitosterol, (12) sitostanol, (13) AS-
-avenasterol, (14) A5,24-estigmastadienol, (15) A7-estigmastenol, (16) A7-avenasterol, (17) eritro-
diol, (18) uvaol.
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Figura 4 — Tragado de cromatografia em fase gasosa com detetor de ionizagdo por chama dos
alcoois alifaticos e dos élcoois triterpénicos de um azeite. (I.S. — padrio interno) C20-ol, (1) C22-ol,
(2) C24-0l, (3) C26-0l, (4) C28-0l, (5) alcoois triterpénicos.
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Figura 5 — Tragado de cromatografia em fase gasosa com detetor de ionizagdo por chama dos
alcoois alifaticos e dos alcoois triterpénicos de um azeite refinado e de um azeite de segunda
centrifugagdo. (I.S. — padrdo interno) C20-ol, (1) C22-ol, (2) C24-ol, (3) C26-0l, (4) C28-0l, (5)
alcoois triterpénicos.
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Figura 6 — Tragado HPLC da fragdo insaponificavel de um azeite separada por HPLC, utilizando
um detetor UV (tempo de retengdo em minutos). (1) Alcoois alifaticos e alcoois triterpénicos (2)
Esterois e dialcoois triterpénicos.
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ANEXO XX

Método de determinacio do teor de ceras, de ésteres metilicos de acidos
gordos e de ésteres etilicos de acidos gordos por cromatografia em fase
gasosa com coluna capilar

1. OBJECTIVO

Apresenta-se seguidamente o método de determinagdo do teor de ceras e
de ésteres metilicos e etilicos de acidos gordos de azeites e oOleos de
bagago de azeitona. As ceras e os ésteres alquilicos sdo separados de
acordo com o respectivo numero de atomos de carbono. O método é
recomendado para distinguir azeites de Oleos de bagago de azeitona e
para determinar a qualidade dos azeites virgem extra, permitindo a detec-
¢do de misturas fraudulentas destes com azeites de qualidade inferior,
quer sejam virgens, lampantes ou desodorizados.

2. PRINCIPIO

Adigdo ao azeite ou oleo de bagaco de azeitona de padrdes internos
adequados e fraccionamento por cromatografia com uma coluna de sili-
cagel hidratada. Recuperagdo da fracgdo eluida nas condigdes de ensaio
(fracgdo com polaridade inferior a dos triacilglicerdis) e analise directa
por cromatografia em fase gasosa com coluna capilar.

3. APARELHOS E UTENSILIOS

3.1.  Erlenmeyer de 25 ml.

3.2.  Coluna de vidro para cromatografia em fase liquida (15 mm de didmetro
interno, 30-40 cm de comprimento), munida de uma torneira adequada.

3.3.  Cromatografo de fase gasosa utilizavel com coluna capilar, equipado
com um sistema de injec¢do directa na coluna, constituido pelos seguintes
componentes:

3.3.1. Forno termostitico com programacio de temperatura.
3.3.2. Injector para injecgdo directa a frio na coluna.
3.3.3. Detector de ionizacio de chama e conversor-amplificador.

3.3.4. Registador-integrador (nota 1) para utilizagdo com o
conversor-amplificador (3.3.3), com tempo de resposta ndo superior a
1 s e velocidade do papel variavel.

Nota 1: Podem também utilizar-se sistemas informatizados, no caso de os
dados cromatograficos serem registados num computador pes-
soal.

3.3.5. Coluna capilar de silica fundida (para a andlise das ceras e dos
ésteres metilicos e etilicos), de 8-12 m de comprimento e 0,25-
-0,32 mm de diametro interno, com revestimento interno de fase liquida
(nota 2) numa espessura uniforme de 0,10-0,30 pum.

Nota 2: Para o fim em causa, encontram-se disponiveis no comércio
fases liquidas como SES52, SE54, etc.

3.4. Microsseringa de 10 pl, munida de agulha de aco cementado, para
injecgdo directa na coluna.

3.5.  Vibrador eléctrico.
3.6. Evaporador rotativo.
3.7. Mufla.

3.8.  Balanca analitica com sensibilidade de + 0,1 mg.
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3.9. Material de vidro de uso laboratorial corrente.

4. REAGENTES

4.1.  Silicagel com granulometria de 60-200 pm. Colocar a silicagel na mufla,
a 500 °C, durante, pelo menos, 4 h. Deixar arrefecer e adicionar 2 % de
agua, relativamente a quantidade de silicagel. Agitar bem para homoge-
neizar e manter no exsicador durante, pelo menos, 12 h antes de utilizar.

vM32

4.2.  n-hexano de qualidade cromatografica ou para determinagdo de
residuos. Se os valores de precisdo obtidos forem semelhantes, pode
substituir-se 0o hexano por iso-octano (2,2,4-trimetilpentano, para croma-
tografia). Os solventes com temperatura de ebuli¢do superior a do n-
-hexano demoram mais tempo a evaporar, embora sejam preferiveis,
dada a toxicidade do hexano. E necessario comprovar o grau de pureza;
por exemplo, verificando o residuo, apds evaporagdo, de 100 ml de
solvente.

ADVERTENCIA — Possibilidade de igni¢do dos vapores. Manter afastado
de fontes de calor, faiscas ou chamas descobertas. Assegurar que os
frascos sdo devidamente fechados. Assegurar uma ventilagdo adequada
durante o uso. Evitar a acumulagdo de vapores e eliminar todas as pos-
siveis fontes de incéndio, como dispositivos de aquecimento e dispositi-
vos elétricos que ndo sejam constituidos por matérias ndo-
-inflamaveis. Pernicioso por inalagdo, podendo causar danos as células
nervosas. Evitar respirar os vapores. Se necessario, utilizar um dispositivo
de respiragdo adequado. Evitar o contacto com os olhos e a pele.

O iso-octano é um liquido inflamavel que pode provocar incéndios. E
explosivo no ar entre as fragdes voltimicas de 1,1 % e 6,0 %. E toxico por
ingestdo e por inalagdo. Utilizar um exaustor em bom estado de funcio-
namento para trabalhar com este solvente.
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43.  Eter etilico de qualidade cromatogrifica.

ADVERTENCIA — Altamente inflamavel ¢ moderadamente toxico. Irri-
tante para a pele. Nocivo por inalagdo. Pode causar danos oculares. Pos-
sibilidade de efeitos retardados. Possibilidade de formacéo de peroxidos
explosivos. Possibilidade de igni¢do dos vapores. Manter ao abrigo de
fontes de calor, faiscas ou chamas descobertas. Assegurar que os frascos
sdo devidamente fechados. Assegurar uma ventilagdo adequada durante o
uso. Evitar a acumulagdo de vapores e eliminar todas as possiveis fontes
de incéndio, como dispositivos de aquecimento e dispositivos eléctricos
que ndo sejam constituidos por materiais ndo-inflamaveis. Ndo evaporar a
secura ou perto da secura. A adi¢do de agua ou de um agente redutor
adequado reduz o risco da formagdo de peroxidos. Nao beber. Evitar
respirar os vapores. Evitar o contacto prolongado ou repetido com a pele.

4.4. n-Heptano de qualidade cromatografica ou iso-octano.

ADVERTENCIA — Inflamavel. Nocivo por inalagio. Manter afastado de
fontes de calor, faiscas ou chamas descobertas. Assegurar que os frascos
sdo devidamente fechados. Assegurar uma ventilagdo adequada durante o
uso. Evitar respirar os vapores. Evitar o contacto prolongado ou repetido
com a pele.

4.5.  Solu¢ido-padriao de araquidato de laurilo (nota 3) a 0,05 % (m/V) em
heptano (padrdo interno para as ceras).

Nota 3: Podem também utilizar-se palmitato de palmitilo, estearato de
miristilo ou laureato de araquidilo.

4.6.  Solugdo-padrio de heptadecanoato de metilo a 0,02 % (m/v) em
heptano (padrio interno para os ésteres metilicos e etilicos).

4.7.  Corante Sudan 1 (1-fenilazo-2-naftol).
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4.8.  Gas vector: hidrogénio ou hélio puros, de qualidade para cromato-
grafia em fase gasosa.

ADVERTENCIA

Hidrogénio. Altamente inflamavel, sob pressdo. Manter ao abrigo de
fontes de calor, faiscas, chamas descobertas ou dispositivos eléctricos
que ndo sejam constituidos por materiais ndo-inflamaveis. Assegurar
que a torneira da garrafa se encontra fechada quando esta ndo estiver a
ser utilizada. Utilizar sempre um redutor de pressdo. Reduzir a tensdo da
mola redutora antes de abrir a torneira da garrafa. Ndo permanecer em
frente da saida da garrafa ao abrir a torneira. Assegurar uma ventilagéo
adequada durante o uso. Nao transferir hidrogénio entre garrafas. Nao
misturar gases na garrafa. Assegurar que as garrafas ndo possam cair.
Manter as garrafas ao abrigo da luz solar e de fontes de calor. Armazenar
ao abrigo da corrosdo. Nao utilizar garrafas danificadas ou sem rotulo.

Hélio. Géas comprimido a alta pressdo. Reduz a quantidade de oxigénio
respiravel. Manter a garrafa fechada. Assegurar uma ventilagdo adequada
durante o uso. Ndo aceder aos locais de armazenagem se 0S mesmos nao
estiverem devidamente ventilados. Utilizar sempre um redutor de presséo.
Reduzir a tensdo da mola redutora antes de abrir a torneira da garrafa.
Nao transferir gas entre garrafas. Assegurar que as garrafas ndo possam
cair. Ndo permanecer em frente da saida da garrafa ao abrir a torneira.
Manter as garrafas ao abrigo da luz solar ¢ de fontes de calor. Armazenar
ao abrigo da corrosdo. Nao utilizar garrafas danificadas ou sem roétulo.
Nao inalar. Utilizar apenas para fins técnicos.

4.9. Gases auxiliares:

— Hidrogénio puro, de qualidade cromatogréfica.

— Ar puro, de qualidade para cromatografia em fase gasosa.

ADVERTENCIA

Ar. Gas comprimido a alta pressdo. Utilizar com precaugdo na presenga
de substincias combustiveis, dado que a temperatura de auto-igni¢cdo da
maioria dos compostos orgdnicos no ar ¢ consideravelmente inferior a
altas pressdes. Assegurar que a torneira da garrafa se encontra fechada
quando esta ndo estiver a ser utilizada. Utilizar sempre um redutor de
pressdo. Reduzir a tensdo da mola redutora antes de abrir a torneira da
garrafa. Ndo permanecer em frente da saida da garrafa ao abrir a torneira.
Naio transferir gas entre garrafas. Ndo misturar gases na garrafa. Assegurar
que as garrafas ndo possam cair. Manter ao abrigo da luz solar e de fontes
de calor. Armazenar ao abrigo da corrosdo. Nao utilizar garrafas danifi-
cadas ou sem rotulo. O ar destinado a utilizagdes técnicas ndo pode ser
utilizado em dispositivos de inalagdo ou respiratorios.

5. PROCEDIMENTO
5.1.  Preparacgio da coluna cromatogrifica

Preparar uma suspensdo de 15 g de silicagel (4.1) em n-hexano (4.2) e
introduzi-la na coluna (3.2). Deixar assentar espontancamente. Completar
a operagdo por recurso a um vibrador eléctrico, de modo a tornar mais
homogénea a camada cromatografica. Fazer passar 30 ml de n-hexano
para remover eventuais impurezas. Por recurso a balanca analitica (3.8),
pesar rigorosamente cerca de 500 mg da amostra no erlenmeyer de 25 ml
(3.1), adicionando uma quantidade adequada de padrdo interno (4.5), em
fungdo do teor de ceras previsivel (adicionar, por exemplo, 0,1 mg de
araquidato de laurilo no caso dos azeites, 0,25-0,50 mg no caso dos 6leos
de bagaco de azeitona e 0,05 mg de heptadecanoato de metilo no caso
dos azeites e dos Oleos de bagaco de azeitona (4.6)).
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Transferir a amostra preparada para a coluna cromatografica com o auxi-
lio de duas porgoes de 2 ml de n-hexano (4.2).

Deixar fluir o solvente at¢ 1 mm acima da camada de silicagel e fazer
passar em seguida mistura n-hexano/éter etilico (99:1). Recolher 220 ml a
um caudal aproximado de 15 gotas em cada 10 segundos. (Esta fraccéio
contém os ésteres metilicos e etilicos e as ceras). (nota 4) (nota 5).

Nota 4: A mistura de n-hexano/éter etilico (99:1) deve ser preparada
diariamente.

Nota 5: Com o objectivo de verificar visualmente se as ceras s3o eluidas
de forma adequada, pode adicionar-se a solugdo-amostra 100 pl
de corante Sudan I a 1 %.

O tempo de retengdo do corante situa-se entre os tempos de
retengdo das ceras e dos triacilglicerdis. Assim, deve
suspender-se a elui¢do quando o corante atinge a base da coluna
cromatografica, dado todas as ceras terem entdo sido eluidas.

Evaporar as fracgdes resultantes num evaporador rotativo, até a remogao
quase total do solvente. Remover os ultimos 2 ml com uma corrente de
azoto ligeira. Recolher a frac¢do que contém os ésteres metilicos e etilicos
e diluir com 2-4 ml de n-heptano ou iso-octano.

5.2. Analise por cromatografia em fase gasosa
5.2.1. Operagoes preliminares

Instalar a coluna no cromatografo de fase gasosa (3.3), ligando uma das
extremidades ao sistema de injecgdo directa na coluna e a outra extremi-
dade ao detector. Efectuar uma verificagdo do sistema cromatografico
(operacionalidade dos circuitos de gases, eficiéncia do detector e do re-
gistador, etc.).

Se a coluna for utilizada pela primeira vez, ¢ aconselhavel proceder ao
seu condicionamento. Para o efeito, passar um ligeiro fluxo gasoso pela
coluna, ligando o cromatdgrafo de seguida. Aumentar a temperatura gra-
dualmente de forma a atingir 350 °C apoés cerca de 4 h.

Manter esta temperatura durante, pelo menos, 2 h, regulando seguida-
mente o aparelho para as condi¢des de trabalho (regular o caudal de
gas, acender a chama, ligar ao registador electronico - ponto 3.3.4 -,
regular a temperatura do forno para a coluna, regular o detector, etc.).
Registar o sinal obtido, com uma sensibilidade pelo menos dupla da
sensibilidade prevista para a execucdo da analise. A linha de base deve
ser linear, sem qualquer pico ou desvio.

A ocorréncia de um desvio linear negativo indica que as ligagdes da
coluna nio foram efectuadas de modo correcto; a ocorréncia de um desvio
positivo indica que a coluna ndo foi condicionada de forma correcta.

5.2.2. Escolha das condigdes de trabalho para a determinagdo das ceras e dos
ésteres metilicos e etilicos (nota 6).

As condigdes de trabalho sdo, em geral, as seguintes:

— Temperatura da coluna::

20 °C/min 5 °C/min
80 °C no inicio (1) ———— 140 °C ————— 335 °C (20"
— Temperatura do detector: 350 °C.

— Quantidade injectada: 1 pl de solugdo de n-heptano (2-4 ml).



01991R2568 — PT —20.10.2019 — 032.001 — 121

VY M23

— Gas vector: hélio ou hidrogénio, a velocidade linear ptima para o gas
seleccionado (ver o apéndice A).

— Sensibilidade dos instrumentos: adequada ao cumprimento das condi-
¢Oes atras referidas.

Nota 6: Atendendo a elevada temperatura final, ¢ admissivel um desvio
positivo, mas que ndo devera exceder 10 % da escala.

Estas condigdes podem ser alteradas em fungdo das caracteristicas da
coluna e do cromatografo, tendo em vista a separagdo total das ceras e
dos ésteres metilicos e etilicos dos acidos gordos e uma resolugdo satis-
fatoria dos picos (ver as figuras 2, 3 e 4), bem como a obtengdo de um
tempo de retengdo de 18 + 3 minutos para o padrdo interno (araquidato de
laurilo). O pico mais representativo correspondente as ceras devera
elevar-se a pelo menos 60 % da escala, devendo o pico correspondente
ao padrdo interno para os ésteres metilicos e etilicos (heptadecanoato de
metilo) atingir a totalidade da escala.

Os parametros de integracdo dos picos devem ser determinados de modo
a obter uma estimativa correcta das areas dos picos pertinentes.

5.3. Execucido da analise

Efectuar uma toma de 10 pl de solugdo com a microsseringa de 10 pl,
puxando o émbolo até esvaziar a agulha. Introduzir a agulha no sistema
de injeccdo e, decorridos 1-2 s, injectar rapidamente a amostra. Retirar
cuidadosamente a agulha decorridos cerca de 5 s.

Efectuar o registo até a eluicdo completa das ceras ou dos estigmastadie-
nos, consoante a frac¢do em analise.

A linha de base deve satisfazer sempre as condigdes requeridas.

5.4. Identificacdo dos picos

Identificar os picos com base nos tempos de retengdo, comparando-os
com os tempos de retencdo de misturas conhecidas de ceras, analisadas
nas mesmas condi¢des. Os ésteres alquilicos sdo identificados com base
em misturas de ésteres metilicos e etilicos dos principais acidos gordos
presentes no azeite (acidos palmitico e oleico).

A figura 1 apresenta um cromatograma caracteristico das ceras de um
azeite virgem. As figuras 2 e 3 apresentam cromatogramas de dois azeites
extra virgem vendidos a retalho, num dos casos com os respectivos
ésteres metilicos e etilicos e, no outro, sem eles. A figura 4 apresenta
cromatogramas caracteristicos de um azeite virgem extra de qualidade
superior ¢ do mesmo azeite apds a adi¢do de 20 % de um azeite deso-
dorizado.

5.5. Andlise quantitativa das ceras

Com o auxilio do integrador, determinar a area dos picos correspondentes
ao padrdo interno (araquidato de laurilo) e aos ésteres alifaticos Cyp-Cyg.

Determinar o teor total de ceras, expresso em mg/kg de gordura, através
do somatorio das varias ceras, por recurso a seguinte formula:

(ZA,)'m,-1000

Ceras, mg/kg = Y
oM
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sendo:

A, = area do pico correspondente a um determinado éster, calculada por
via informatica

A, = area do pico correspondente ao padrdo interno (araquidato de lau-
rilo), calculada por via informatica

mg = massa de padrio interno (araquidato de laurilo) adicionada, em
miligramas;

m = massa da toma de amostra para a determinagdo, em gramas.

5.5.1. Andlise quantitativa dos ésteres metilicos e etilicos

Com o auxilio do integrador, determinar a area dos picos correspondentes
ao padrdo interno (heptadecanoato de metilo), aos ésteres metilicos dos
acidos gordos Ci4 € Cig € aos ésteres etilicos dos mesmos acidos gordos.

Determinar o teor de cada éster alquilico, expresso em mg/kg de gordura,
por recurso a seguinte formula:

A,m, 1000

Ester, mg/kg = Y
‘m
S

A, = éarea do pico correspondente a um determinado éster Ciq ou Cyg,
calculada por via informatica

A = 4érea do pico correspondente ao padrdo interno (heptadecanoato de
metilo), calculada por via informatica

mg = massa de padro interno (heptadecanoato de metilo) adicionada, em
miligramas;

m = massa da toma de amostra para a determinag¢do, em gramas.

6. APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Apresentar a soma dos teores das vérias ceras de Cyy a Cyq (n0ta 7), em
miligramas por quilograma de gordura.

Apresentar a soma dos teores dos ésteres metilicos e dos ésteres etilicos de
Ci a C;g, bem como o total de ambos.

Os resultados devem ser expressos com a aproximagdo de 1 mg/kg.

Nota 7: Os componentes a quantificar dizem respeito aos picos correspon-
dentes aos ésteres Cy - C4 com numero par de atomos de car-
bono, como se exemplifica no cromatograma das ceras de um
azeite que consta da figura anexa. Para fins de identificagdo, em
caso de desdobramento do éster Cu4, recomenda-se a analise da
fracgdio de ceras de um dleo de bagago de azeitona, no qual o pico
correspondente ao éster Cyq se distingue pela sua predominancia.

Apresentar a relagdo entre ésteres etilicos e ésteres metilicos.
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Figura 1

Exemplo de cromatograma de fase gasosa da frac¢io de ceras de um azeite (')

30.00]]

25004
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15.004
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2,
5.00 3
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T
35

Picos com tempos de retengdo compreendidos entre 5 e 8 min correspondentes aos ésteres metilicos
e etilicos dos acidos gordos

Legenda:

I.S. = Araquidato de laurilo

1 = Esteres diterpénicos

242" = Esteres Cy

343" = Esteres Cyp

4+4" = Esteres Cyy

5 = Esteres Cy6

6 = Esteres de esterois e de alcoois triterpénicos

(") O cromatograma ndo deve apresentar quaisquer picos significativos (correspondentes a triacilglicerois) apos a
eluicdo dos ésteres de esterois.
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Figura 2
Esteres metilicos, ésteres etilicos e ceras num azeite virgem
4
: (
4
5 6
2
1
- JL Mu.L "U
b L 1= | ]
A B c
Legenda:

1 — Esteres metilicos C ¢

2 — Esteres etilicos Cj4

3 — Padrao interno (heptadecanoato de metilo)
4 — Esteres metilicos Cg

5 — Esteres etilicos C g

6 — Esqualeno

7 — Padrio interno (araquidato de laurilo)

A — Esteres diterpénicos

B — Ceras

C — Esteres de esterois e ésteres triterpénicos
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Figura 3

Esteres metilicos, ésteres etilicos e ceras num azeite virgem extra
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Legenda:

1 — Padrdo interno (heptadecanoato de metilo)
2 — Esteres metilicos Cg

3 — Esteres etilicos C g

4 — Esqualeno

5 — Padrio interno (araquidato de laurilo)

A — Esteres diterpénicos

B — Ceras

C — Esteres de esterdis e ésteres triterpénicos
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Figura 4
Parte do cromatograma de um azeite virgem extra e do mesmo azeite apos a adicdo de azeite
desodorizado
23-Mar-2007
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100+ L
1 4
Extra Vergine base
%
A\ ] N L_~.AA_‘ L_A/L .
380 | 4000 | 480 | 8000 | 8800 ' 6000 ' 650 ' 7000 7800 ' 8000 830 ' 9000 950 ' 10000
Legenda:

1 — Padrdo interno (miristato de metilo)
2 — Palmitato de metilo
3 — Palmitato de etilo

4 — Padrdo interno (heptadecanoato de metilo)

5 — Linoleato de metilo
6 — Oleato de metilo
7 — Estearato de metilo
8 — Linoleato de etilo

9 — Oleato de etilo

10 — Estearato de etilo
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Apéndice A
Determinagio da velocidade linear do gas

Injectar 1 a 3 pl de metano (ou propano) no cromatografo de fase gasosa,
regulado para as condi¢des normais de trabalho, e medir o tempo necessario
para o gas percorrer a coluna, desde o momento da injecgdo até ao registo do
respectivo pico (tM).

A velocidade linear, expressa em cm/s, ¢ dada por L/tM, sendo L o comprimento

da coluna, expresso em centimetros, ¢ tM o tempo de retengdo, expresso em
segundos.

VM28
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ANEXO XXI

Resultados das verificacdoes de conformidade efetuadas aos azeites e aos 6leos de bagaco de azeitona referidas no artigo 8.%, n.° 2

Rotulagem Parametros quimicos Caracteristicas organoléticas (%) Conclusao final
Local da Designa- | Condigdes | Informa- Pardme- | Em caso Mediana
Amostra Categoria Pa}s de inspe- D~e51gna- ¢do de de arma- | ¢des erra- Legibili- C/NC () troslfo'ra afirmativo, C/NC (®) | dos defei- Mediana C/NC () Acoe§ he- Sangdes
origem o0 ¢do legal . dade dos limites | qual ou do frutado cessarias
cdo (1) origem zenagem das . ~ N tos
Sim/Ndo | quais (%)

(") Mercado interno (lagar, engarrafadores, retalho), exportagdo, importagao.
(?>) Cada caracteristica dos azeites e 0leos de bagago de azeitona especificada no anexo I deve ser indicada por um cddigo.
(®) Conforme ou ndo-conforme.
(*) Nao exigido no caso do «azeite» e dos 0leos de bagago de azeitona.
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