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15.5.2002

REGULAMENTO (CE) N.° 796/2002 DA COMISSAO
de 6 de Maio de 2002

que altera o Regulamento (CEE) n.° 2568/91 relativo as caracteristicas dos azeites e dos éleos de
bagaco de azeitona, bem como aos métodos de anilise relacionados, e as notas complementares

N

constantes do anexo do Regulamento (CEE) n.° 2658/87 do Conselho relativo a nomenclatura
pautal e estatistica e a pauta aduaneira comum

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,
Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade Europeia,

Tendo em conta o Regulamento n.° 136/66/CEE do Conselho,
de 22 de Setembro de 1966, que estabelece uma organizagio
comum de mercado no sector das matérias gordas (!), com a
ultima redac¢do que lhe foi dada pelo Regulamento (CE) n.°
1513/2001 (), e, nomeadamente, o seu artigo 35.°A,

Tendo em conta o Regulamento (CEE) n. 2658/87 do
Conselho relativo a nomenclatura pautal e estatistica e a pauta
aduaneira comum (*), com a tltima redaccdo que lhe foi dada
pelo Regulamento (CE) n° 578/2002 da Comissdo (¥, e,
nomeadamente, o seu artigo 9.°,

Considerando o seguinte:

(1) O Regulamento (CEE) n.° 2568/91 da Comissdo, de 11
de Julho de 1991, relativo as caracteristicas dos azeites e
dos Oleos de bagaco de azeitona, bem como aos
métodos de andlise relacionados (°), com a ultima
redacgdo que lhe foi dada pelo Regulamento (CE) n.°
2042/2001 (%), define as caracteristicas fisico-quimicas e
organolépticas dos azeites e dos 6leos de bagaco de
azeitona e os métodos de avaliacio das mesmas. A partir
de 1 de Novembro de 2001, a definicdo da categoria
«6leo de bagaco de azeitona bruto», estabelecida no
ponto 4 do anexo do Regulamento n.° 136/66/CEE,
prevé a correspondéncia, com excepcio de determinadas
caracteristicas, entre certos 6leos obtidos de bagacos de
azeitona e os azeites lampantes.

(2)  Para distinguir os Oleos obtidos por centrifugagio de
bagagos de azeitona dos azeites lampantes, e na falta de
um pardmetro analitico, é conveniente estabelecer
valores-limite relativos aos teores de ceras, de eritrodiol e
uvaol ou de dlcoois alifdticos totais, para diferenciar
esses produtos, independentemente dos métodos de
obtengdo respectivos. Para o efeito, é necessirio definir
um método de determinagdo do teor de dlcoois alifaticos
totais.

(3)  Esses novos valores-limite tornam necessdrio alterar a
nota complementar 2 do capitulo 15 da Nomenclatura
Combinada, constante do anexo I do Regulamento (CEE)
n.° 2658/87. E conveniente suprimir, na mesma ocasido,
o artigo 15.° e o anexo XIV do Regulamento (CEE) n.°
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2568/91 e certos erros existentes no texto do Regula-
mento (CEE) n.° 2568/91.

Tendo em vista a harmoniza¢do dos processos de prepa-
ragdo dos ésteres metilicos de 4cidos gordos para a
determinagdo analitica da composicdo de dcidos gordos
dos azeites e 6leos, a evolugdo técnica dos métodos de
andlise permite reduzir a dois o niimero dos métodos
actualmente em vigor, referidos no anexo XB, em fungdo
da acidez livre do azeite ou dleo.

Tendo em conta a experiéncia adquirida, o Conselho
Oleicola Internacional elaborou um novo método de
avaliagdo das caracteristicas organolépticas dos azeites
virgens. O método afigura-se mais fidvel e mais simples
do que o actualmente previsto no anexo XII do Regula-
mento (CEE) n.° 2568/91. E, portanto, conveniente
substituir 0 método previsto nesse anexo pelo novo
método de avaliagdo organoléptica dos azeites virgens.

Para a aplica¢do do novo método de avaliagdo organo-
léptica, é necessdrio prever um processo de arbitragem
em caso de ndo correspondéncia entre a categoria decla-
rada e a categoria atribuida pelo juri aprovado que efec-
tuar a avaliacio.

Para garantir condi¢Oes para a realizacdo das anilises, e
devido a dispersdo geografica de certas regides, é neces-
sario prever um prazo diferente para o envio das amos-
tras ao laboratério depois da colheita das mesmas, em
funcdo das condices climatoldgicas de cada estacdo.
Para a classificacdo dos azeites, é conveniente precisar
que os resultados das andlises sejam comparados com os
limites previstos no Regulamento (CEE) n.° 2568/91, os
quais jd tém em conta as margens de repetibilidade e
reprodutibilidade dos métodos de andlise utilizados.

Para possibilitar um perfodo de adaptagio as novas
normas e a implantacio dos meios necessdrios a apli-
cagdo das mesmas, e para ndo perturbar as transacgdes
comerciais, é conveniente diferir a aplicabilidade das
alteragBes previstas no presente regulamento até 1 de
Setembro de 2002 e prever uma derrogacio para os
azeites e Oleos de bagago de azeitona acondicionados
para o comércio a retalho antes dessa data.

As medidas da competéncia respectiva previstas no
presente regulamento estdo em conformidade com o
parecer do Comité de Gestdo das Matérias Gordas e com
o parecer do Comité do Cddigo Aduaneiro,
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ADOPTOU O PRESENTE REGULAMENTO:

Artigo 1.°

,

O Regulamento (CEE) n.° 2568/91 ¢é alterado do seguinte
modo:

1. No n.° 1 do artigo 2.
a) O terceiro travessdo passa a ter a seguinte redaccio:

«— para a determinagdo do teor de ceras, o método
constante do anexo IV,

b) E aditado o seguinte travessio:

«— para a determinacio dos teores de dlcoois alifdticos,
o método constante do anexo XIX,».

2. O n° 2 do artigo 2.° passa a ter a seguinte redacgio:

«2. A verificacdo, pelas autoridades nacionais ou seus
representantes, das caracteristicas organolépticas dos azeites
virgens serd efectuada por jaris de provadores aprovados
pelos Estados-Membros.

As caracteristicas organolépticas de um azeite referido no
primeiro pardgrafo serdo consideradas conformes com a
categoria de azeite declarada se um juri aprovado pelo
Estado-Membro em causa confirmar a classificacio atri-
buida.

Se o juri aprovado ndo confirmar a declaracio no respei-
tante as caracteristicas organolépticas da categoria de azeite
declarada, as autoridades nacionais ou os seus represen-
tantes fario proceder, a pedido do interessado, a duas
contra-andlises por outros juris aprovados, das quais pelo
menos uma serd efectuada por um juri aprovado pelo
Estado-Membro produtor em causa. As caracteristicas em
questdo serdo consideradas conformes com as declaradas se
as duas contra-anélises confirmarem a classificacio decla-
rada. Caso contrério, e sem prejuizo das sangdes incorridas,
as despesas das contra-andlises serdo imputadas ao interes-
sado.».

3. O n° 3, segundo pardgrafo, do artigo 2.° passa a ter a
seguinte redacgdo:

«Sem prejuizo do disposto na norma EN ISO 5555 e no
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 andlise, ao
laboratério, o mais tardar:

— de Outubro a Maio, no décimo dia util apés a colheita,
— de Junho a Setembro, no quinto dia util apds a
colheita.».

4. E aditado ao artigo 2.° um n.° 5 com a seguinte redaccio:

«5.  Para a determinagdo das caracteristicas dos azeites
pelos métodos previstos no n.° 1, comparar-se-do directa-
mente os resultados analiticos com os limites previstos no
presente regulamento.».

5. Sdo suprimidos os artigos 3.° e 3.°A.
6. O artigo 3.°B ¢ renumerado artigo 3.°
7. 0 n° 1 do artigo 4.° passa a ter a seguinte redacgdo:

«1.  Para a apreciagdo e controlo das caracteristicas orga-
nolépticas pelas autoridades nacionais ou representantes
destas, os Estados-Membros podem aprovar jris de prova-
dores.

As condi¢des de aprovagdo serdo estabelecidas pelos
Estados-Membros, nomeadamente de modo a:
— satisfazer as condi¢des do ponto 4 do anexo XIL

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

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

Cada Estado-Membro comunicard a Comissdo a lista dos
juris aprovados e as medidas tomadas em conformidade
com o presente nimero.».

8. E suprimido o artigo 5.°

9. Os anexos sio alterados em conformidade com o anexo do
presente regulamento.

Artigo 2.°

A nota complementar 2 do capitulo 15 da Nomenclatura
Combinada constante do anexo I do Regulamento (CEE) n.°
2658/87 ¢é alterada do seguinte modo:

1. No ponto BlI, a alinea a) passa a ter a seguinte redacgdo:
«@) Um teor de ceras ndo superior a 300 mg/kg;».

2. No ponto B.I, o ponto 4 da alinea g) passa a ter a seguinte
redacgio:

«4. Caracteristicas organolépticas com mediana de defeitos
superior a 6, de acordo com o anexo XII do Regula-
mento (CEE) n.> 2568/91;».

3. No ponto B.II, a alinea g) passa a ter a seguinte redacgio:

«g) Caracteristicas organolépticas com mediana de defeitos
igual ou inferior a 6, de acordo com o anexo XII do
Regulamento (CEE) n.° 2568/91;».

4. No ponto D, a alinea b) passa a ter a seguinte redacgio:

«b) Um teor de eritrodiol e uvaol superior a 4,5;».

Artigo 3.°

O presente regulamento entra em vigor no sétimo dia seguinte
ao da sua publicacio no Jornal Oficial das Comunidades Europeias.

No caso dos azeites e dleos de bagaco de azeitona acondicio-
nados para o comércio a retalho, o presente regulamento é
aplicdvel a partir de 1 de Setembro de 2002.
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O presente regulamento ¢ obrigatério em todos os seus elementos e directamente aplicavel em
todos os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 6 de Maio de 2002.

Pela Comissdo
Franz FISCHLER

Membro da Comissdo
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ANEXO

1. No sumdrio dos anexos do Regulamento (CEE) n.° 2568/91:

a) E suprimido o anexo XIV: Notas complementares 2, 3 e 4 do capitulo 15 da Nomenclatura Combinada.

b) E aditado o seguinte titulo: «Anexo XIX: Método de determinacio dos teores de dlcoois alifiticos.

2. O anexo [ é substituido pelos seguintes quadros e texto:



«ANEXO I

CARACTERISTICAS DOS AZEITES E OLEOS DE BAGACO DE AZEITONA

Diferenca
entre o
] Acidos ECN42 deter- Exame orga- | Exame orga-
Acid Indice de Solventes C saturados na | Estigmasta- | minado por K,,, apos noléptico noléptico
Categoria ((;; (i)z peréxidos halogenados Sa?**) posicdo 2 dos dienos HPLCeo Ky, () Ky () passagem por | DeltaK () | Mediana dos | Mediana do
? meq 02/kg (*) | mg/kg (*) () mgfkg triglicéridos mg/kg () ECN 42 alumina (%) defeitos frutado
(%) obtido por (Md) (%) (Mf) (*)
calculo
tedrico
1. Azeite virgem extra <1,0 <20 <0,20 < 250 <1,3 <0,15 <0,2 < 2,50 <0,20 <0,10 < 0,01 Md=0 Mf >0
2. Azeite virgem <20 <20 < 0,20 <250 <13 <0,15 <0,2 < 2,60 < 0,25 <0,10 < 0,01 Md < 2,5 Mf>0
3. Azeite virgem corrente <33 <20 <0,20 < 250 <1,3 <0,15 <0,2 < 2,60 <0,25 <0,10 < 0,01 Md < 6,0 (%) —
4. Azeite virgem lampante >33 > 20 >0,20 <300 () <1,3 < 0,50 <0,3 < 3,70 >0,25 <0,11 — Md > 6 —
5. Azeite refinado <0,5 <5 <0,20 <350 <1,5 — <0,3 < 3,40 < 1,20 — <0,16 — —
6. Azeite <15 <15 <0,20 < 350 <15 — <0,3 < 3,30 < 1,00 — <0,13 — —
7. Oleo de bagago de azei- | >0,5 (**) — — >350 () <18 — <06 — — — — — —
tona bruto
8. Oleo de bagaco de azei- <0,5 <5 <0,20 > 350 <20 — <0,5 < 5,50 < 2,50 — <0,25 — —
tona refinado
9. Oleo de bagaco de azei- <1,5 <15 <0,20 > 350 <2,0 — <0,5 < 5,30 < 2,00 — <0,20 — —
tona

(1

Para os compostos detectados individualmente, o limite maximo é 0,10 mg/kg.
?) Soma dos isémeros — separdveis ou ndo em coluna capilar.
exceder o limite da categoria correspondente haverd que proceder a determinagdo K,  apds passagem alumina.

3!

¢

() Para verificar a presenca de dleos refinados, quando X,

(*) Se a mediana do frutado for 0, a mediana dos defeitos deve ser inferior ou igual a 2,5.
C)

Limite mdximo para os compostos halogenados totais detectados com um detector de captura electrénica.

%) Os azeites cujo teor de ceras esteja compreendido entre 300 mg/kg e 350 mg/kg serdo considerados azeite lampante se o teor de dlcoois alifdticos totais for inferior ou igual a 350 mg/kg ou a percentagem de eritrodiol e uvaol for inferior ou

igual a

3,5 %.

(®) Os dleos cujo teor de ceras esteja compreendido entre 300 mgfkg e 350 mg/kg serdo considerados dleo de bagago de azeitona bruto se o teor de dlcoois alifdticos totais for superior a 350 mg/kg e a percentagem de eritrodiol e uvaol for
superior a 3,5.
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Soma dos
Teor de 4cidos Soma dos | isémeros Delta-7
isébmeros | translino- Brassicas- | Campes- | Estigmas- | Betasitos- era-/- Esterdis | Eritrodiol e
. . Colesterol -estigmas- .
Categoria trans- leicos e %) terol terol terol terol tenol totais uvaol
. . . . . /_ 0, 00 00 00 00 1 00 £33
Miristico | Linolénico | Araquidico Erlni’)(i)zz_ Beénico Llrglcc;ce— 01?01/.305 trar:lsilclgg)le ) %) %) %) () (%) (mg/kg) %) ()
(%) (%) (%) %) (%) %) %)
1. Azeite virgem extra < 0,05 <09 <0,6 <04 <0,2 <0,2 < 0,05 < 0,05 <0,5 <0,1 <40 < Camp. >93,0 <0,5 >1000 <45
2. Azeite virgem < 0,05 <0,9 <0,6 <0,4 <0,2 <0,2 < 0,05 < 0,05 <0,5 <0,1 <4,0 < Camp. >93,0 <0,5 >1000 <45
3. Azeite virgem < 0,05 <0,9 <0,6 <0,4 <0,2 <0,2 < 0,05 < 0,05 <0,5 <0,1 < 4,0 < Camp. >93,0 <0,5 >1000 <45
corrente
4. Azeite virgem < 0,05 <0,9 <0,6 <0,4 <0,2 <0,2 <0,10 <0,10 <0,5 <0,1 < 4,0 — >93,0 <0,5 21000 | <450
lampante
5. Azeite refinado < 0,05 <09 <0,6 <0,4 <0,2 <0,2 <0,20 < 0,30 <0,5 <0,1 <40 < Camp. >93,0 <0,5 >1000 <45
6. Azeite < 0,05 <09 <0,6 <0,4 <0,2 <0,2 < 0,20 < 0,30 <0,5 <0,1 <40 < Camp. > 93,0 <0,5 >1 000 <45
7. Oleo de bagago de <0,05 <0,9 <0,6 <0,4 <0,3 <0,2 <0,20 <0,10 <0,5 <0,2 <40 — >93,0 <0,5 >2500 | >4,5()
azeitona bruto
8. Oleo de bagago de <0,05 <0,9 <0,6 <0,4 <0,3 <0,2 < 0,40 <0,35 <0,5 <0,2 <40 < Camp. >93,0 <0,5 >1 800 > 4.5
azeitona refinado
9. Oleo de bagaco de < 0,05 <0,9 <0,6 <0,4 <0,3 <0,2 < 0,40 <0,35 <0,5 <0,2 <40 < Camp. >93,0 <0,5 >1 600 > 4,5
azeitona

(') Soma de delta-5,23-estigmastadieno + clerosterol + beta-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 serdo considerados azeite lampante se o teor de dlcoois aliféticos totais for inferior ou igual a 350 mg/kg 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 serdo considerados 6leo de bagaco de azeitona bruto se o teor de alcoois aliféticos totais for superior a 350 mg/kg a percentagem de eritrodiol e uvaol for
superior a a 3,5.

Notas:
a) Os resultados das andlises devem ser expressos com um niumero 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 produto seja classificado noutra categoria ou declarado nio conforme quanto a sua pureza.
¢) O asterisco (*) associado a determinadas caracteristicas de qualidade do azeite significa o seguinte:
— no caso do azeite virgem lampante, que os limites correspondentes (excepto o relativo ao K,,,) podem ndo ser observados simultaneamente,
— no caso dos outros azeites, que ndo a observancia de um dos limites correspondentes implica uma mudanga de categoria, mantendo-se, porém, a classificacio numa das categorias de azeite virgem.
d) No caso dos dleos de bagaco de azeitona, os limites relativos as caracteristicas assinaladas com dois asteriscos (**) podem ndo ser observados simultaneamente.»
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3. O anexo XB ¢ substituido pelo seguinte anexo:

«ANEXO XB

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

Sdo recomendados os dois métodos seguintes para a preparagdo dos ésteres metilicos dos dcidos gordos do azeite e do
6leo de bagaco de azeitona.

METODO A: Transesterificagio a frio por meio de uma solucio metandlica de hidréxido de potissio

METODO B:  Metilagio a quente por meio de uma solugio metandlica de metéxido de sédio, seguida de uma
esterificacdo em meio 4cido

A escolha de um ou outro método dependerd do pardmetro analitico a determinar e da categoria do azeite ou 6leo, tal
como se descreve a seguir:
a) Determinagdo da diferenca entre o teor real e o teor tedrico de triglicéridos com NCE 42 (ANCE42):

— o método A serd aplicado as amostras de todas as categorias de azeite e 6leo de bagago, depois da purificacio
do azeite ou dleo por passagem numa coluna de silica-gel;

b) Determinagdo da composi¢do de dcidos gordos:

— o método A serd aplicado directamente as amostras de azeites e Oleos de bagaco das seguintes categorias:
— azeites virgens com acidez livre inferior a 3,3 %.
— azeite refinado,
— azeite (lote de azeites virgens com azeite refinado),
— Oleo de bagaco de azeitona refinado,
— Oleo de bagago de azeitona (lote de azeites virgens com Oleo de bagaco de azeitona refinado),

— o método B serd aplicado directamente as amostras de azeites e Oleos de bagago das seguintes categorias:
— azeite virgem com acidez livre superior a 3,3 %,
— Oleo de bagago de azeitona bruto;

¢) Determinagdo dos isémeros trans de acidos gordos:
— o método A serd aplicado directamente as amostras de azeites e 6leos de bagaco das seguintes categorias:
— azeites virgens com acidez livre inferior a 3,3 %,
— azeite refinado,
— azeite (lote de azeites virgens com azeite refinado),
— Oleo de bagaco de azeitona refinado,
— Oleo de bagago de azeitona (lote de azeites virgens com Oleo de bagaco de azeitona refinado),

— o método A serd aplicado as amostras de azeites e Oleos de bagago das categorias seguintes, depois da
purificacdo do azeite ou 6leo por passagem numa coluna de silica-gel:

— azeite virgem com acidez livre superior a 3,3 %,
— Oleo de bagaco de azeitona bruto.

PURIFICACAO DAS AMOSTRAS DE AZEITE OU OLEO

Se necessdrio, purificar as amostras por passagem do azeite ou 6leo por uma coluna de silica-gel, utilizando
hexano[6xido dietilico (87:13, v/v) como solvente de eluicdo, conforme descrito no método IUPAC 2.507.

Como processo alternativo, pode recorrer-se a uma extracgdo em fase sélida com cartuchos de silica-gel. Para o efeito,
colocar um cartucho de silica-gel (1 g, 6 ml) num aparelho de elui¢do sob vazio e lavar com 6 ml de hexano. Cessar
a aplicacdo de vazio, para evitar a secagem da coluna. Introduzir, em seguida, na coluna uma solucio de azeite ou 6leo
(cerca de 0,12 g) em 0,5 ml de hexano e reduzir a pressdo, para que a solugdo penetre na silica; eluir com 10 ml de
hexano[6xido dietilico (87:13 v[v) sob vazio. Homogeneizar a totalidade dos eluatos e dividir em dois volumes
semelhantes. Evaporar um dos volumes até a secura, num evaporador rotativo, sob pressido reduzida, a temperatura
ambiente. Dissolver o residuo em 1 ml de heptano. A solugdo obtida estd pronta para a andlise dos dcidos gordos por
cromatografia em fase gasosa. Evaporar o segundo volume e dissolver o residuo em 1 ml de acetona, para a anélise
dos triglicéridos por HPLC, se necessdrio.

METODOS PARA A PREPARACAO DOS ESTERES METILICOS DOS ACIDOS GORDOS

1. Meétodo A: Transesterificagdo a frio por meio de uma solucdo metandlica de hidréxido de potdssio

1.1. Aplicacio

Este método répido ¢ aplicavel aos azeites e 6leos de bagaco de azeitona cujo teor de dcidos gordos livres seja
inferior a 3,3 %. Os dcidos gordos livres ndo sdo esterificados pelo hidréxido de potdssio. Os ésteres etilicos
de dcidos gordos transesterificam mais lentamente do que os ésteres gliceridicos e a metilagdo pode ser
apenas parcial.
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1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

Principio

Formagdo dos ésteres metilicos por transesterificagio numa solugdo metanélica de hidréxido de potdssio,
como fase intermédia antes da saponificacio (ponto 5 do método ISO 5509: 2000; ponto 5 do método
[UPAC 2.301).

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

Solugdo metandlica aproximadamente 2 N de hidréxido de potdssio: dissolver 11,2 g de hidréxido de
potéssio em 100 ml de metanol.

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

Pipetas graduadas ou automdticas de 2 ml e 0,2 ml.

Técnica

Num tubo de ensaio com tampa de rosca de 5 ml, pesar cerca de 0,1 g da amostra de azeite ou éleo de
bagaco. Juntar 2 ml de heptano e agitar. Juntar 0,2 ml da solucdo metanélica 2 N de hidroxido de potéssio,
tapar com a tampa com junta de PTFE, fechar bem e agitar energicamente durante 30 segundos. Deixar
repousar até que a parte superior da solucdo fique limpida. Decantar a camada superior, que contém os
ésteres metilicos. A solugdo de heptano estd pronta para ser injectada no cromatdgrafo. E aconselhdvel
manter a solu¢do no frigorifico até a0 momento da andlise cromatogréfica. Ndo é recomendével guardar a
solugdo durante mais de 12 horas.

Meétodo B: Metilacdo a quente por meio de uma solucdo metandlica de metéxido de sédio, seguida de uma
esterificacdo em meio dcido

Aplicacio

O método ¢ aplicdvel aos azeites e 6leos de bagaco de azeitona cujo teor de dcidos gordos livres seja superior
a 3,3%.

Principio

Neutralizacdo dos dcidos gordos livre e metandlise alcalina dos glicéridos, seguida de uma esterificacio dos
dcidos gordos em meio dcido (ponto 4.2 do método IUPAC n.° 2.301).

Reagentes

— Heptano para cromatografia.
— Metanol com teor de humidade ndo superior a 0,05 % (m/m).

— Solugdo metandlica 0,2 N de metdxido de sédio: dissolver 5 g de sédio em 1 000 ml de metanol (a
preparagdo pode ser feita a partir de solucdes comerciais).

— Solucdo metandlica a 0,2 % de fenolftaleina.
— Solugdo metandlica 1 N de 4cido sulftirico: juntar 3 ml de dcido sulftirico a 96 % a 100 ml de metanol.
— Solugdo aquosa saturada de cloreto de sédio.

Material

— Baldo volumétrico de 50 ml, de fundo plano e gargalo longo e estreito com esmerilado.
— Refrigerante de refluxo. Refrigerante de ar (1 m de comprimento) com junta de esmerilado.
— Regularizador de ebuli¢io.

— Funil de vidro.

Técnica

Deitar 0,25 g da amostra de azeite ou 6leo num baldo volumétrico de 50 ml com esmerilado. Com o funil,
juntar 10 ml da solugdo metandlica 0,2 N de metéxido de sédio e o regularizador de ebuli¢do. Adaptar o
refrigerante de refluxo, agitar e levar a ebuli¢do. A solucdo deve ficar limpida ao fim de cerca de 10 minutos e
a reac¢do estard praticamente terminada ao fim de cerca de 15 minutos. Retirar o baldo da fonte de calor,
aguardar o final do refluxo, retirar o refrigerante e juntar duas gotas da solucdo de fenolftaleina. Juntar alguns
mililitros da solugdo metandlica 1 N de dcido sulfiirico, até ficar incolor, e, em seguida, mais 1 ml. Adaptar
o refrigerante e levar de novo a ebuli¢do, mantendo-a durante cerca de 20 minutos. Retirar o baldo da fonte
de calor e arrefecé-lo em dgua corrente. Retirar o refrigerante, juntar 20 ml da solucio saturada de cloreto de
sodio e agitar. Juntar 5 ml de heptano, tapar o baldo e agitar energicamente durante 15 segundos.
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2.6.

2.6.1.

2.6.1.1.

2.6.1.2.

2.6.1.3.

2.6.1.4.

2.6.2.

2.6.2.1.

2.6.2.2.

2.6.2.3.

Deixar decantar até a separagio completa das duas fases. Juntar de novo uma parte da solugdo saturada de
cloreto de sddio, até que a fase aquosa atinja a parte inferior do gargalo do baldo. A camada superior contida
no gargalo é a que contém os ésteres metilicos. A solugdo obtida estd pronta para ser injectada no
cromatdgrafo de fase gasosa.

Precaugdo: A metilagio pelo método B deve ser efectuada debaixo de um exaustor em aspiracdo.

Alternativas a metilacio pelo método B

Meétodo C

Principio

Tratamento da matéria gorda a analisar com uma solugdo metandlica de cloreto de hidrogénio, numa ampola
fechada, a 100 °C.

Material

— Ampola de vidro espesso com cerca de 5 ml de capacidade (altura de 40 mm a 45 mm e didmetro de
14 mm a 16 mm).

— Pipetas graduadas de 1 ml e 2 ml.

Reagentes

Solugdo a 2 % de cloreto de hidrogénio em metanol, preparada a partir de cloreto de hidrogénio gasoso e de
metanol anidro (Nota 1).

Hexano para cromatografia.

Nota 1: Podem utilizar-se solugdes comerciais de cloreto de hidrogénio em metanol. Podem preparar-se facilmente no
laboratério pequenas quantidades de cloreto de hidrogénio gasoso modificando a solugdo comercial (d = 1,18) por
adigdo de algumas gotas de 4cido sulfiirico concentrado. Dado que o metanol absorve rapidamente o cloreto de
hidrogénio, é aconselhdvel tomar todas as precau¢des habituais na dissolugdo (por exemplo, introduzir o gds com o
auxilio de um pequeno funil em posi¢do invertida, que mergulhe muito ligeiramente no metanol). Podem preparar-se
com antecedéncia quantidades importantes de solugdes metandlicas de cloreto de hidrogénio, que se conservam
perfeitamente no escuro em frascos com tampa de vidro. Este reagente também pode ser preparado por dissolugdo
de cloreto de acetilo em metanol anidro.

Técnica

— Deitar na ampola de vidro 0,2 g da matéria gorda — previamente seca com sulfato de sédio e filtrada —
e 2 ml da solucdo metandlica de cloreto de hidrogénio. Fechar a ampola.

— Mergulhar a ampola num banho a 100 °C ¢ manté-la a essa temperatura durante 40 minutos.

— Arrefecer a ampola numa corrente de ar, abri-la e juntar 2 ml de dgua destilada e 1 ml de hexano.

— Centrifugar e extrair a fase do hexano, que se encontra pronta a utilizar.

Método D

Principio

Aquecimento da matéria gorda a analisar, sob refluxo, com metanol, hexano e dcido sulftrico. Extracgdo dos
ésteres metilicos obtidos, com éter de petréleo.

Material

— Tubo de ensaio de cerca de 20 ml, equipado com um refrigerante de refluxo a ar com cerca de 1 m de
comprimento, com junta esmerilada.

— Pipeta graduada de 5 ml

— Ampola de decantagio de 50 ml.

— Provetas de 10 ml e 25 ml

— Tubo de ensaio de fundo cénico de 15 ml.

Reagentes

— Reagente de metilagdo: mistura de metanol anidro, hexano e dcido sulfarico concentrado (d = 1,84) nas
proporgdes de 75:25:1, em volume.
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2.6.2.4.

— Fter de petréleo 40 °C-60 °C.
— Sulfato de sédio anidro.

Técnica
Introduzir 0,1 g de azeite ou dleo no tubo de 20 ml e juntar 5 ml do reagente de metilacdo.
Adaptar o refrigerante de refluxo e manter em ebuli¢do durante 30 minutos num banho de dgua (Nota 2).

Transferir quantitativamente a mistura para uma ampola de decantagio de 50 ml, com 10 ml de dgua
destilada e 10 ml de éter de petrdleo. Agitar vigorosamente e aguardar a separagdo de fases. Separar a fase
aquosa e lavar duas vezes a camada etérea com 20 ml de dgua destilada. Deitar na ampola de decantacdo
uma pequena quantidade de sulfato de sddio anidro, agitar, deixar repousar durante alguns minutos e filtrar,
recolhendo o filtrado num tubo de fundo cénico de 15 ml

Evaporar o solvente num banho de dgua, sob corrente de azoto.

Nota 2: Para regular a ebuli¢do, colocar uma vareta de vidro no tubo e limitar a temperatura do banho a 90 °C.

Pardmetros de precisdo

A avaliagdo estatistica da precisdo dos métodos A e B encontra-se publicada no método COI/T.20/DOC n.°
24 do Conselho Oleicola Internacional.

RECOMENDAGOES PARA A ANALISE DE ESTERES DOS ACIDOS GORDOS DO AZEITE E DO OLEO DE BAGACO

2.1.

2.2.

DE AZEITONA POR CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA

Técnica

Andlise das solugdes de ésteres de dcidos gordos em hexano por cromatografia em fase gasosa em
conformidade com a norma ISO 5508, em coluna capilar (50 m x 0,25 mm ou 0,32 mm de didmetro
interno) revestida de cianopropilsilicone, tal como indicado na determinagdo dos isémeros trans dos cidos
gordos (COI/T.20/Doc. n.° 17).

Representa-se na figura 1 o perfil cromatogrifico tipico de um 6leo de bagaco de azeitona com ésteres
metilicos e etilicos de dcidos gordos e isomeros trans de ésteres metilicos.

Célculos

Para determinar a composicdo de dcidos gordos e o ANCE42, devem ser tidos em conta os seguintes dcidos
gordos:

Miristico (C14: 0).

Palmitico (C16:0). Soma das dreas dos picos correspondentes aos ésteres metilicos e etilicos.
Palmitoleico (C16: 1). Soma das dreas dos picos correspondentes aos isdmeros @’ e &’ do éster metilico.
Heptadecandico (C17: 0).

Heptadecendico (C17: 1).

Estedrico (C18:0).

Oleico (C18: 1). Soma das dreas dos picos correspondentes aos isomeros o’ e &’ do éster metilico, do éster
etilico e dos isémeros trans do éster metilico.

Linoleico (C18: 2). Soma das dreas dos picos correspondentes aos ésteres metilicos e etilicos e aos isdmeros
trans do éster metilico.

Araquidico (C20: 0).

Linolénico (C18: 3). Soma das dreas do éster metilico e dos isdmeros trans do éster metilico.
Eicosendico (C20: 1).

Beénico (C22:0).

Linhocérico (C24: 0).

A esqualeno ndo é tido em conta no cdlculo da drea total.

Para calcular a percentagem de trans-C18: 1, utilizar-se-d o pico correspondente aos ésteres metilicos deste
dcido gordo. Para calcular a soma [trans-C18: 2 + trans-C18: 3], adicionar-se-d0 todos os picos correspon-
dentes aos isdmeros trans desses dois dcidos gordos. Para calcular a drea total, ter-se-do em conta todos os
picos mencionados em 2.1 (ver COI/T.20/Doc. n.° 17).

O célculo da percentagem de cada dcido gordo serd efectuado pela seguinte férmula:

% X = (drea X x 100)/(drea total)
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Figura 1: Perfil cromatografico de um 6leo de bagaco de azeitona, obtido pelo método de metilagdo a frio.
Salvo indicacdo em contrdrio, os picos cromatogréficos correspondem aos ésteres metilicos.»
4. O anexo XII ¢ substituido pelo seguinte anexo:
«ANEXO XII
EXAME ORGANOLEPTICO DOS AZEITES VIRGENS
1. OBJECTIVO E CAMPO DE APLICACAO
O presente método tem por objectivo estabelecer os critérios necessrios a avaliacdo das caracteristicas
organolépticas dos azeites virgens, na acep¢do do ponto 1 do anexo do Regulamento 136/66/CEE, e
descrever o processo de classificagdo a utilizar para o efeito.
O método descrito s6 ¢é aplicavel na classificagdo de azeites virgens em fungdo da existéncia de um frutado e
da intensidade dos defeitos, determinadas por um grupo de provadores seleccionados e formados e consti-
tuidos em jiiri em conformidade com o ponto 4.
2. GENERALIDADES
No respeitante ao vocabuldrio geral de base, a sala de provas, & metodologia geral e ao copo de prova dos
azeites, sdo recomendadas as prescri¢des do Conselho Oleicola Internacional.
3. VOCABULARIO ESPECIFICO
3.1. Atributos positivos

Frutado: conjunto das sensacdes olfactivas dependentes da variedade de azeitona e caracteristicas dos azeites
provenientes de frutos sdos e frescos, verdes ou maduros, por via directa ou retronasal.

Amargo: gosto caracteristico dos azeites obtidos de azeitonas verdes ou em fase precoce de maturacdo.

Picante: sensac¢do tactil de picadas, caracteristica dos azeites produzidos no inicio da campanha, principal-
mente a partir de azeitonas ainda verdes.
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3.2

5.1.

Atributos negativos

Tulha: “flavour” caracteristico dos azeites obtidos de azeitonas amontoadas num estado avancado de fermen-
tagio anaerdbia.

Mofo/hiimido: “flavour” caracteristico dos azeites obtidos de azeitonas atacadas por bolores e leveduras devido
a armazenagem dos frutos durante virios dias em condi¢des himidas.

Borra: “flavour” caracteristico dos azeites que permaneceram em contacto com as matérias decantadas nos
depdsitos e reservatdrios.

Avinhado-avinagrado: “flavour” caracteristico de certos azeites que lembra o vinho ou o vinagre. Deve-se,
fundamentalmente, a um processo fermentativo das azeitonas, que leva a formacio de dcido acético, acetato
de etilo e etanol.

Metdlico: “flavour” que lembra os metais. E caracteristico dos azeites que permaneceram prolongadamente em
contacto com superficies metdlicas durante os processos de trituracdo, malaxagem, prensagem ou armaze-
nagem.

Rango: “flavour” dos azeites que sofreram um processo de oxidacio.

Cozido ou queimado: “flavour” caracteristico dos azeites devido a um aquecimento excessivo efou prolongado
durante a obtencdo dos mesmos, principalmente durante a termomalaxagem da pasta, se esta for realizada
em condigdes térmicas inadequadas.

Feno-madeira: “flavour” caracteristico de certos azeites provenientes de azeitonas secas.

Encorpado: sensagdo bucotdctil densa e pastosa produzida por certos azeites.

Lubrificantes: “flavour” dos azeites que lembra o gasdleo, massas consistentes ou 6leos minerais.
Agua-ruga: “flavour” adquirido pelos azeites devido a contacto prolongado com as dgua-rugas.

Salmoura: “flavour” dos azeites obtidos de azeitonas conservadas em salmoura.

Esparto: “flavour” caracteristico dos azeites obtidos de azeitonas prensadas em capachos de esparto novos.
Pode variar consoante se trate de capachos fabricados de esparto verde ou de esparto seco.

Terra: “flavour” dos azeites obtidos de azeitonas colhidas com terra ou lamacentas e ndo lavadas.

Gafa: “flavour” dos azeites obtidos de azeitonas fortemente atacadas por larvas da mosca da oliveira (Bactrocera
Oleae).

Pepino: “flavour” dos azeites caracteristico de um acondicionamento hermético excessivamente prolongado,
nomeadamente em latas. E atribuida a formacio de 2,6-nonadienal.
JURI

O juri serd nomeado pelo Estado-Membro e constituido por um chefe e oito a 12 provadores. Todavia, na
campanha de 2001/2002, o nimero de provadores pode ser inferior a oito.

O chefe do jtri terd recebido uma formacdo sélida e serd um perito experiente nos diferentes tipos de azeite.
O chefe serd o responsavel pelo juri, pela sua organizagdo e funcionamento, pela preparacio, codificagio e
apresentacdo das amostras aos provadores e pela recolha e tratamento estatistico dos dados.

O chefe do jtri seleccionard os provadores e supervisionard a formacio e a prestagdo dos mesmos, para que
se mantenham num nivel de aptiddo adequado.

Os provadores para os exames organolépticos de azeites serdo escolhidos e formados em fun¢io da sua
capacidade de distin¢do de amostras similares, em conformidade com o guia do Conselho Oleicola Interna-
cional para a selec¢do, formagdo e supervisio dos provadores qualificados de azeite virgem.

Os juris comprometer-se-d0 a participar nos exames organolépticos previstos num plano nacional, comuni-
tdrio ou internacional de controlo periédico e harmonizacio dos critérios de percepcio. Devem, além disso,

fornecer anualmente ao Estado-Membro em causa todos os elementos relativos a composi¢io dos mesmos e
ao niimero de exames efectuados como jtiri aprovado.

EXAME ORGANOLEPTICO E METODO DE CLASSIFICACAO

Utilizacio da folha de perfil pelo provador

A folha de perfil a utilizar pelos provadores figura no apéndice A do presente método.
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5.2.

5.3.

5.4.

Cada provador membro do jari deve cheirar e, em seguida, provar (!) o azeite examinado, contido no copo de
prova, para analisar as percep¢des olfactivas, gustativas, tdcteis e cinestésicas. Deve, a seguir, inscrever na
folha de perfil a intensidade que julga corresponder a cada atributo negativo e positivo.

Se forem detectados atributos negativos nio indicados na folha de perfil, devem ser mencionados na rubrica
“outros”, empregando o termo ou termos que os descrevam com mais precisio entre os definidos no ponto
3.2 do presente método.

Utiliza¢do dos dados pelo chefe do jiiri

O chefe do jari recolherd as folhas de perfil preenchidas pelos provadores e verificard as intensidades
atribuidas. Se for detectada alguma anomalia, solicitard ao provador que reveja a folha de perfil respectiva e,
se necessrio, que repita o exame.

O chefe do jari pode introduzir os dados de cada provador num programa informético conforme com o
método de célculo estatistico da mediana constante do apéndice B. A introdugdo dos dados respeitantes a
uma amostra serd efectuada com base numa matriz de 10 colunas — correspondentes aos 10 atributos
sensoriais — e n linhas — correspondentes aos n provadores do jari.

Se um atributo negativo for inscrito na rubrica “outros” por pelo menos 50 % dos membros do jiri, o chefe
do juri efectuard o célculo da mediana desse atributo e procederd a classificacio correspondente.

No caso das andlises efectuadas no ambito de verificacdes de conformidade com normas, ou de contra-
-andlises, o chefe do jari providenciard para que o exame organoléptico do azeite seja efectuado em
triplicado, com pelo menos um dia de intervalo. A mediana dos atributos serd calculada a partir do conjunto
dos dados das folhas de perfil dos trés exames.

Classificacio dos azeites

O azeite serd classificado de acordo com as denominagdes seguintes, em fun¢do da mediana dos defeitos e da
mediana do atributo “frutado”. Entende-se por “mediana dos defeitos” a mediana do atributo negativo a que
tenha sido atribuida a intensidade mais elevada. O valor do coeficiente de variagdo robusto para esse atributo
negativo deve ser igual ou inferior a 20 %.

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

b) Azeite virgem: mediana dos defeitos superior a 0 e inferior ou igual a 2,5 e mediana do frutado superior a
0;

) Azeite virgem corrente: mediana dos defeitos superior a 2,5 e inferior ou igual a 6,0; ou mediana dos
defeitos inferior ou igual a 2,5 e mediana do frutado igual a 0;

d) Azeite virgem lampante: mediana dos defeitos superior a 6,0.

A partir de 1 de Novembro de 2003 as categorias ) e d) sdo, porém, substituidas pela seguinte categoria:

) Azeite lampante: mediana dos defeitos superior a 2,5; ou mediana dos defeitos inferior ou igual a 2,5 e
mediana do frutado igual a 0.
Casos especiais

Se a mediana de um atributo positivo diverso do frutado for superior a 5,0, o chefe do jtri assind-lo-d no
certificado de andlise do azeite.

(') Poderd ndo provar se detectar certos atributos negativos extremamente intensos, caso em que anotard essa circunstancia excepcional
na folha de perfil.
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APENDICE A

Folha de perfil

(para o provador)

PERCEPCAO DOS DEFEITOS INTENSIDADE

| »
Tulha I

| »
Mofo/htimido I

: »
Avinhado/avinagrado I

: »
Borra I

: »
Metdlico I

| »
Rango I

| »
Outros (especificar) I

PERCEPCAO DOS ATRIBUTOS POSITIVOS

: »
Frutado I
3
L
Amargo I
: »
Picante I
Nome do provador Cédigo da amostra

Data
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APENDICE B

METODO DE CALCULO DA MEDIANA E DOS INTERVALOS DE CONFIANCA

Mediana

Me=[P(X<Xm)<1/2AP(X<Xm)z1/2]

A mediana é o niimero real Xm caracterizado pelo facto de a probabilidade (P) de os valores da distribuicdo (X) serem
inferiores a esse niimero (Xm) ser inferior ou igual a 0,5 e, simultaneamente, de a probabilidade (P) de os valores da
distribui¢do (X) serem inferiores ou iguais a Xm ser superior ou igual a 0,5. Outra definicdo considera a mediana o
percentil 50 de uma distribui¢gdo de nimeros ordenados por ordem crescente. Por outras palavras, a mediana
representa o valor central de uma série ordenada de niimeros impares ou a média dos dois valores centrais de uma
série ordenada de nimeros pares.

Desvio-padrdo robusto

1,25 IQR
1,35 VN

Para se obter uma estimativa fidvel da variabilidade em redor da mediana, torna-se necessdrio estimar o desvio-padrio
robusto de Stuart e Kendall. A férmula do desvio-padrdo assimptético S depende de N e de IQR. N é o ndmero de
observagdes e IQR ¢ o intervalo interquartilico, isto ¢, a estimativa robusta da variabilidade dos dados considerados (o
intervalo interquartilico encerra exactamente 50 % dos casos de uma distribuicdo de probabilidade). O célculo do
intervalo interquartilico efectua-se determinando a dimensio do desvio entre o percentil 75 e o percentil 25.

IQR = percentil 75 - percentil 25

O percentil é o valor Xpc caracterizado pelo facto de a probabilidade (P) de os valores da distribui¢do serem inferiores
a Xpc ser inferior ou igual a um determinado centésimo e, simultaneamente, de a probabilidade (P) de os valores da
distribui¢do serem inferiores ou iguais a Xpc ser superior ou igual a esse centésimo. O centésimo indica a fraccio
considerada da distribui¢do. No caso da mediana, essa fraccdo é de 50/100.

n n
P til = [P (X < Xpc) < — AP (X < Xpc) = —
ercentil = [P ( pe) 100/\ ( pe) 100]

Por outras palavras, o percentil é o valor de distribuicdo correspondente a uma drea determinada, tracada a partir da
curva de distribuicdo ou de densidade. A titulo de exemplo, o percentil 25 representa o valor de distribuicdo
correspondente a uma drea igual a 0,25 ou 25/100.

Coeficiente de variagio percentual robusto

S
CVR =— 100
Me

O CVR representa um nimero puro, adimensional, que indica a percentagem de variabilidade da série de niimeros
analisada relativamente ao valor Me da mediana. Por esse motivo, este coeficiente é muito ttil para verificar a
fiabilidade dos membros do jtiri.

Intervalos de confianga a 95 % da mediana

Os intervalos de confianca (IC) a 95 % (valor do erro de primeira espécie igual a 0,05 ou 5 %) representam o intervalo
no qual o valor da mediana poderd variar, na hipétese de a experiéncia poder ser repetida um ndmero infinito de
vezes. Na pratica, esse intervalo indica o intervalo de variabilidade do ensaio nas condi¢des de trabalho consideradas,
na hipétese de aquele poder ser repetido varias vezes. Tal como o CVR, este intervalo ajuda a avaliar a fiabilidade do
ensaio.

L.C. Superior = Me + (c.S)
L.C. Inferior = Me — (c.S)
em que, no caso do intervalo de confianca de 0,95, ¢ é igual a 1,96.

A classificacdo serd efectuada por comparacio dos valores da mediana com os intervalos de referéncia determinados
no ponto 5.3 do método. O programa informdtico permite visualizar a classificagdo num quadro de dados estatisticos
ou num gréfico.»
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5. E suprimido o anexo XIV.

6. E aditado um anexo XIX com o seguinte texto:

«ANEXO XIX

DETERMINA(;AO DOS TEORES DE ALCOOIS ALIFATICOS POR CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA

3.1.
3.2
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

3.10.4.

4.1.

4.2.

4.3.

EM COLUNA CAPILAR

OBJECTIVO

O método descreve um processo de determinagdo dos teores de dlcoois alifiticos, individuais e totais, das
matérias gordas.

PRINCIPIO

Saponificacdo da matéria gorda, adicionada de 1-eicosanol como padrio interno, com uma solugdo etandlica
de hidréxido de potéssio; extrac¢do do insaponificdvel com éter etilico. Separagdo da fracgdo alcodlica, do
extracto insaponificdvel, por cromatografia em camada fina de silica-gel bésico; transformagdo dos élcoois
separados no silica-gel em éteres trimetilsililicos e anlise destes por cromatografia em fase gasosa em coluna
capilar.

APARELHOS E UTENSILIOS

Balio de 250 ml de fundo redondo, equipado com um refrigerante de refluxo com juntas esmeriladas.
Ampola de decantagio de 500 ml.

Baldes de 250 ml de fundo redondo.

Equipamento completo para cromatografia em camada fina, com placas de vidro de 20 cm x 20 cm.
Lampada de ultravioleta, de comprimento de onda de 366 nm ou 254 nm.

Microsseringas de 100 pl e 500 pl.

Cadinho filtrante, com filtro de porosidade G3 (poros de 15 pm a 40 pm), cerca de 2 cm de didmetro e
cerca de 5 cm de altura, proprio para filtragio sob vazio, com junta esmerilada macho 12/21.

Kitasato de 50 ml com junta esmerilada fémea 12/21, adaptdvel ao cadinho filtrante (3.7).
Tubo de fundo cénico, de 10 ml, com rolha hermética.

Cromatdgrafo de fase gasosa adequado para colunas capilares, com sistema de fraccionamento, constituido
por:

Bloco (forno) termostatizado para a coluna, que permita manter a temperatura desejada com uma precisdo de
cerca de 1 °C.

Camara de injeccdo de temperatura reguldvel, com elemento vaporizador de vidro silanizado.
Detector de ionizagdo de chama e conversor-amplificador.

Registador-integrador proprio para funcionar com o conversor-amplificador, com tempo de resposta ndo
superior a 1 s e velocidade do papel varidvel.

Coluna capilar de vidro ou de silica fundida, com 20 m a 30 m de comprimento e 0,25 mm a 0,32 mm de
diametro interno, revestida interiormente com um filme liquido uniforme de SE-52 ou SE-54 ou equivalente,
de espessura compreendida entre 0,10 pm e 0,30 pm.

Microsseringa de 10 pl para cromatografia em fase gasosa, com agulha cementada.

Balanca de precisdo com 1 mg de sensibilidade (leituras em décimas de miligrama).

REAGENTES

Solugdo etandlica aproximadamente 2 N de hidréxido de potdssio: dissolver, com arrefecimento, 130 g de
hidréxido de potdssio (pureza minima: 85 %) em 200 ml de dgua destilada; completar o volume até um litro
com etanol. A solucdo conserva-se em garrafas de vidro escuro bem fechadas.

Eter etilico puro, pro analise.

Sulfato de sddio anidro puro, pro analise.
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4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

Placas de vidro revestidas de silica-gel, sem indicador de fluorescéncia, com 0,25 mm de espessura (disponi-
veis no comércio prontas a utilizar).

Solugdo etandlica 0,2 N de hidréxido de potdssio: dissolver 13 g de hidréxido de potdssio em 20 ml de
dgua destilada; completar o volume até um litro com etanol.

Benzeno para cromatografia (ver 5.2.2).
Acetona para cromatografia (ver 5.2.2).
Hexano para cromatografia (ver 5.2.2).
Eter etilico para cromatografia (ver 5.2.2).
Cloroférmio para cromatografia.

Solugdo de referéncia para a cromatografia em camada fina: solugdo a 0,5 % de colesterol ou fitosterol em
cloroférmio.

Solugdo etandlica a 0,2 % de 2',7’'-diclorofluoresceina. Adicionar algumas gotas da solugdo alcodlica 2 N de
hidréxido de potdssio para tornar a solu¢do ligeiramente bdsica.

Piridina anidra para cromatografia.
Hexametildissilazano.
Trimetilclorossilano.

Solugdo-padrio de éteres trimetilsililicos dos alcoois alifiticos C,, a C,,. A preparar, a partir de misturas de
alcoois puros, no momento da utilizacdo.

Solugdo a 0,1 % (m/v) de 1-eicosanol em cloroférmio (padrdo interno).
Gds vector: hidrogénio ou hélio puros, para cromatografia em fase gasosa.

Gds auxiliar: azoto puro, para cromatografia em fase gasosa.
TECNICA

Preparacio do insaponificivel

Introduzir no baldo de 250 ml de fundo redondo, com a microsseringa de 500 pl, um volume da solugdo a
0,1 % de 1-eicosanol em cloroférmio (4.17) que contenha uma quantidade de 1-eicosanol correspondente a
cerca de 10 % do teor de dlcoois alifdticos da aliquota da amostra a tomar para a determinagdo. Por exemplo,
para uma toma de 5 g de amostra, juntar 250 pl da solugdo a 0,1 % de 1-eicosanol, se se tratar de azeite, ou
1500 pl, se se tratar de 6leo de bagaco de azeitona.

Evaporar em corrente de azoto até a secura e, em seguida, pesar quantitativamente uma toma de 5 g de
amostra seca e filtrada para o mesmo baldo.

Juntar 50 ml da solugdo etandlica 2 N de hidréxido de potdssio e adaptar o refrigerante de refluxo; aquecer
em banho-maria até ebulicdo ligeira, mantendo sob agitacdo continua até se produzir a saponificacio (a
solucdo fica limpida). Continuar o aquecimento durante 20 minutos, juntar 50 ml de dgua destilada (pela
parte superior do refrigerante), retirar o refrigerante e arrefecer o baldo a cerca de 30 °C.

Transferir quantitativamente o contetido do baldo para uma ampola de decantagdo de 500 ml, utilizando
vérias porcdes de dgua destilada, num total de aproximadamente 50 ml. Juntar cerca de 80 ml de éter
etilico, agitar energicamente durante cerca de 30 s e deixar que a separagdo se faga (nota 1).

Separar a fase aquosa (inferior), recolhendo-a noutra ampola de decantagdo. Efectuar mais duas extracgdes da
fase aquosa, da mesma forma, utilizando de cada vez 60 ml a 70 ml de éter etilico.

Nota 1: As eventuais emulsdes podem ser eliminadas juntando, com um esguicho, uma pequena quantidade de élcool etilico
ou metilico.

Reunir os extractos etéreos numa ampola de decantacdo e lavar com dgua destilada (50 ml de cada vez), até
reac¢do neutra da dgua de lavagem.

Eliminar a dgua de lavagem, secar com sulfato de sédio anidro e filtrar para um baldo de 250 ml
previamente tarado, lavando a ampola e o filtro com pequenas quantidades de éter etilico e recolhendo o
liquido de lavagem no baldo.

Destilar o éter até restar apenas uma pequena quantidade e, em seguida, levar a secura sob vazio ligeiro ou
em corrente de azoto; completar a secagem em estufa a 100 °C durante cerca de 15 minutos e pesar apds
arrefecimento em exsicador.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.3.

Separacio da fracgdo alcodlica

Preparacdo das placas bdsicas: imergir completamente as placas de silica-gel (4.4), durante 10 s, na solu¢do
etandlica 0,2 N de hidréxido de potdssio (4.5); retirar as placas e deixd-las secar bem, debaixo de um
exaustor, durante duas horas; em seguida, colocar as placas na estufa, a 100 °C, durante uma hora.

Retirar as placas da estufa e conservé-las num exsicador com cloreto de célcio até ao momento da utilizagio
(devem ser utilizadas no prazo de 15 dias).

Nota 2: A utilizagdo de placas de silica-gel bésico para a separagdo da fracgdo alcodlica torna desnecessdrio o tratamento do
insaponificdvel com alumina. Deste modo, todos os compostos dcidos (dcidos gordos e outros) ficam retidos na linha
de partida. As bandas dos dlcoois alifiticos e dos édlcoois terpénicos ficam nitidamente separadas da banda dos
esterois.

Introduzir na cuba de revelagdio uma mistura 65/35 (v/v) de hexano e éter etilico até cerca de 1 cm de
altura (¥).

Fechar a cuba com uma tampa adequada e deixar em repouso durante, pelo menos, meia hora, para que se
estabeleca o equilibrio liquido-vapor. Podem fixar-se nas superficies internas da cuba folhas de papel de filtro
mergulhadas no eluente; esta precaucio permite reduzir o tempo de revelagdo em cerca de um terco e obter
uma elui¢gdo mais uniforme dos componentes.

Nota 3: Para que as condi¢des de elui¢do sejam perfeitamente reprodutiveis, a mistura deve ser mudada em cada ensaio.

Preparar uma solugdo aproximadamente 5 % do insaponificdvel (5.1.5) em cloroférmio e, com a microsse-
ringa de 100 pl, depositar na placa cromatogréfica (5.2.1), a aproximadamente 2 c¢cm do bordo, 0,3 ml dessa
solucdo, numa linha continua, o mais fina e uniforme possivel. No alinhamento da linha de partida depositar,
numa das extremidades da placa, 2 pl a 3 pl da solugdo de referéncia de 4lcoois alifiticos (4.11), para
identificacdo da banda dos dlcoois alifiticos no final da revelagio.

Colocar a placa na cuba de revelagdo, preparada como descrito em 5.2.2. A temperatura ambiente deve ser
mantida entre 15 °C e 20 °C. Tapar imediatamente a cuba e deixar eluir até que a frente de solvente chegue a
cerca de 1 cm do bordo superior da placa.

Retirar a placa da cuba de revelacdo e evaporar o solvente numa corrente de ar quente ou secar a placa
debaixo de um exaustor durante algum tempo.

Pulverizar a placa, ligeira e uniformemente, com a solucdo de 2',7'-diclorofluoresceina e observar a luz
ultravioleta. Identificar a banda dos dlcoois alifticos pelo alinhamento com a banda obtida com a solugdo de
referéncia; com um ldpis preto, delimitar o conjunto constituido pela banda dos dlcoois alifiticos e pela
banda imediatamente superior, correspondente aos dlcoois terpénicos.

Nota 4: A banda dos dlcoois alifticos e a banda dos dlcoois terpénicos sdo agrupadas tendo em vista uma possivel migragio
de alguns élcoois alifiticos para a banda dos dlcoois terpénicos.

Raspar com uma espatula metdlica o silica-gel da zona delimitada. Introduzir o material retirado, finamente
triturado, no cadinho filtrante (3.7), juntar 10 ml de cloroférmio quente, misturar cuidadosamente com a
espitula metdlica e filtrar sob vazio; recolher o filtrado no kitasato (3.8) ligado ao cadinho filtrante.

Lavar o residuo do cadinho filtrante, por trés vezes, com éter etilico (cerca de 10 ml de cada vez) e recolher
de novo o filtrado no kitasato adaptado ao cadinho. Evaporar o filtrado até obter um volume de 4 ml a
5 ml, transferir a solugdo residual par ao tubo de 10 ml (3.9), previamente tarado, e levar a secura por
aquecimento suave sob ligeira corrente de azoto; juntar algumas gotas de acetona, voltar a levar a secura e
colocar durante cerca de 10 minutos na estuda, a 105 °C; deixar arrefecer em exsicador e pesar.

O residuo contido no tubo ¢ constituido pela fraccio alcodlica.

Preparacio dos éteres trimetilsililicos

No tubo que contém a fraccio alcodlica, juntar o reagente de sililagdo, constituido por uma mistura 9 + 3 + 1
(v/v[v]) de piridina, hexametildissilazano e trimetilclorossilano (nota 5), na proporcio de 50 pl por miligrama
de dlcoois alifticos, evitando qualquer absor¢do de humidade (nota 6).

Nota 5: Existem no comércio solugdes prontas a utilizar; encontram-se também outros reagentes silanizantes, como o
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida + 1 % de trimetilclorossilano, a diluir num volume igual de piridina anidra.

Nota 6: A ligeira opalescéncia eventualmente formada é normal e ndo provoca interferéncias. A formacio de um floculado
branco ou o aparecimento de uma coloragdo rosa indicam a presenca de humidade ou deterioragdo do reagente.
Nesse caso, a andlise deve ser repetida.

Tapar o tubo e agitar cuidadosamente (sem virar) até a solubilizacio completa dos dlcoois alifaticos. Deixar
repousar durante, pelo menos, 15 minutos, & temperatura ambiente, e depois centrifugar durante alguns
minutos; a solucdo limpida estd pronta para ser analisada por cromatografia em fase gasosa.

(*) Em determinados casos, pode ser necessdrio utilizar uma mistura 95/5 (v/v) de benzeno e acetona para obter uma boa separacio de
bandas.
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5.4.

5.4.1.

5.4.1.1.

5.4.1.2.

5.4.2.

5.4.2.1.

5.4.2.2.

5.4.2.3.

5.4.3.

5.4.3.1.

5.4.3.2.

Andlise por cromatografia em fase gasosa

Operagdes preliminares, condicionamento da coluna

Instalar a coluna no cromatdgrafo de fase gasosa, ligando a extremidade de entrada ao injector, ligado ao
sistema de fraccionamento, e a extremidade da saida ao detector. Efectuar uma verificagdo geral do conjunto
de cromatografia em fase gasosa (hermeticidade dos circuitos gasosos, eficicia do detector, eficdcia do sistema
de fraccionamento e do sistema de registo, etc.).

Se a coluna for utilizada pela primeira vez, é aconselhdvel proceder ao seu condicionamento. Para o efeito,
passar um ligeiro fluxo gasoso pela coluna. Ligar, em seguida, o conjunto de cromatografia em fase gasosa e
aquecer gradualmente, até atingir uma temperatura pelo menos 20 °C superior a temperatura de trabalho
(nota 7). Manter essa temperatura durante, pelo menos, duas horas; em seguida, por o conjunto nas
condi¢des de funcionamento (regulagio do fluxo gasoso ¢ da relagdo de fraccionamento, ignicdo da chama,
ligagdo ao registador electrénico, regulacdo da temperatura do forno da coluna, do detector e do injector,
etc.) e registar o sinal com uma sensibilidade pelo menos dupla da prevista para a realizagdo da andlise. O
tragado da linha de base obtida deve ser linear, sem qualquer pico ou desvio. Um desvio rectilineo negativo
indica hermeticidade imperfeita das ligagdes da coluna; se for positivo, indica condicionamento insuficiente
da mesma.

Nota 7: A temperatura de condicionamento deve ser sempre pelo menos 20 °C inferior & temperatura mxima prevista para a
fase liquida utilizada.

Escolha das condi¢des de funcionamento

Seguem-se condi¢des indicativas de funcionamento:

— temperatura da coluna: inicialmente, isotérmica durante 8 minutos a 180 °C; depois, programada a
5 °C/minuto até 260 °C; em seguida, 15 minutos a 260 °C,

— temperatura do vaporizador: 280 °C,

— temperatura do detector: 290 °C,

— velocidade linear do gés vector: hélio, 20 cm/s a 35 cm/s; hidrogénio, 30 cm/s a 50 cm/s,
— relagdo de fraccionamento (splitting): de 1/50 a 1/100,

— sensibilidade instrumental: 4 a 16 vezes a atenuacdo minima,

— sensibilidade de registo: 1 a 2 mV (escala completa),

— velocidade do papel: 30 cmjhora a 60 cmjfhora,

— quantidade de substancia injectada: 0,5 pl a 1 pl de solugio de TMSE.

Estas condi¢des podem ser alteradas em funcdo das caracteristicas da coluna e do cromatigrafo de fase
gasosa, de modo a obter cromatogramas que satisfacam as seguintes condigdes:

— tempo de retengdo do dlcool C,: 18 minutos + 5 minutos,

— pico do dlcool C,,: 80 % + 20 % da escala completa, no caso do azeite, e 40 % + 20 % da escala completa
no caso dos 6leos de sementes.

Para verificar as condicdes referidas, efectuar vérias injec¢des da mistura-padrdo de TMSE dos dlcoois e ajustar
as condi¢des de funcionamento até obter os melhores resultados.

Os parametros de integragdo dos picos devem ser fixados de modo a obter uma avaliagdo correcta das dreas
dos picos considerados.

Execucdo da andlise

Com a microsseringa de 10 pl, tomar 1 pl de hexano, aspirar 0,5 pl de ar e, em seguida, 0,5 pla 1 pl da
solucdo da amostra; puxar um pouco mais o émbolo da seringa, para que a agulha fique vazia. Introduzir a
agulha através da membrana da camara de injecgdo e, transcorridos 1 s a 2 s, injectar rapidamente; passados
cerca de 5 s, retirar a agulha devagar.

Efectuar o registo até a eluicdo completa dos TMSE de dlcoois alifdticos presentes. A linha de base deve
continuar a corresponder as condi¢des exigidas (5.4.1.2).
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5.4.4. Identificagdo dos picos

A identificacio de cada pico é efectudada com base nos tempos de retengdo e por comparagio com a
mistura-padrio de TMSE de dlcoois alifiticos, analisada nas mesmas condi¢des.

A figura 1 mostra um cromatograma da fraccdo alcodlica de um azeite virgem.

5.4.5.  Avaliagio quantitativa

5.4.5.1. Efectuar, com o integrador, o cilculo da area dos picos do 1-eicosanol e dos alcoois alifticos C,,, C,,, C, e
C

28°

5.4.5.2. O teor de cada dlcool alifitico, em mg/1 000 g de matéria gorda, é calculado do seguinte modo:

) A -m_-1000
Alcool x = ————
A -m

em que:

A = drea do pico do dlcool x

A = drea do pico do 1-eicosanol

m_= massa de l-eicosanol adicionada, em miligramas

m= massa da toma de amostra para a determinagdo, em gramas.
6. EXPRESSAO DOS RESULTADOS

O teor de cada dlcool aliftico é expresso em mg/1 000 g de matéria gorda e a sua soma como alcoois
alifdticos totais.
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APENDICE

Determinagdo da velocidade linear do gds

No cromatdgrafo de fase gasosa, regulado para condigdes de funcionamento normais, injectar 1 pl a 3 pl de metano
(ou propano) e cronometrar o tempo gasto pelo gds para percorrer a coluna, entre o momento da injec¢io e o da saida
do pico (t,)

-

A velocidade linear, em cmfs, é dada por Lft,, sendo L o comprimento da coluna, em centimetros, e t,, 0 tempo
cronometrado, em segundos.

f 1 6

3

Figura 1: Cromatograma da fracgdo alcodlica de um azeite virgem

1= Eicosanol 5= Pentacosanol
2 = Docosanol 6 = Hexacosanol
3= Tricosanol 7 = Heptacosanol

4 = Tetracosanol 8 = Octacosanol



