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VB
REGULAMENTUL (CEE) NR. 2568/91 AL COMISIEI
din 11 iulie 1991
privind caracteristicile uleiurilor de masline si ale uleiurilor din
resturi de masline, precum si metodele de analizd a acestora
VY M20

Articolul 1

(1) Sunt considerate uleiuri de masline virgine, in sensul punctului 1
literele (a) si (b) din anexa la Regulamentul nr. 136/66/CEE, uleiurile
ale caror caracteristici sunt conforme celor indicate la anexa I punctele 1
si 2 la prezentul regulament.

(2)  Este considerat ulei de masline lampant, in sensul punctului 1
litera (c) din anexa la Regulamentul nr. 136/66/CEE, uleiul ale carui
caracteristici sunt conforme celor indicate la anexa I punctul 3 la
prezentul regulament.

(3)  Este considerat ulei de masline rafinat, in sensul punctului 2 din
anexa la Regulamentul nr. 136/66/CEE, uleiul ale carui caracteristici
sunt conforme celor indicate in anexa I punctul 4 la prezentul regu-
lament.

(4) Este considerat ulei de masline compus din ulei rafinat si din
uleiuri de masline virgine, in sensul punctului 3 din anexa la Regula-
mentul nr. 136/66/CEE, uleiul ale carui caracteristici sunt conforme
celor indicate la anexa I punctul 5 la prezentul regulament.

(5) Este considerat ulei din reziduuri de masline brut, in sensul
punctului 4 din anexa la Regulamentul nr. 136/66/CEE, uleiul ale
carui caracteristici sunt conforme celor indicate la anexa I punctul 6
la prezentul regulament.

(6)  Este considerat ulei din reziduuri de masline rafinat, in sensul
punctului 5 din anexa la Regulamentul nr. 136/66/CEE, uleiul ale
carui caracteristici sunt conforme celor indicate la anexa I punctul 7
la prezentul regulament.

(7)  Este considerat ulei din reziduuri de masline, in sensul punctului
6 din anexa la Regulamentul nr. 136/66/CEE, uleiul ale cérui caracte-
ristici sunt conforme celor indicate la anexa I punctul 8 la prezentul
regulament.
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VY M26
Articolul 2

(1)  Caracteristicile uleiurilor prevazute in anexa I se determind in
conformitate cu urmatoarele metodele de analiza:

(a) pentru determinarea acizilor grasi liberi, exprimati in procente de
acid oleic, metoda prevazuta in anexa II;

(b) pentru determinarea indicelui de peroxid, metoda prevazuta i
anexa III;

g

(c) pentru determinarea continutului de ceard, metoda prevazutd i
anexa IV;

g

(d) pentru determinarea compozitiei si a continutului de steroli si de
dialcoolii triterpenici prin cromatografie in faza gazoasa cu coloana
capilard, metoda prevazuta in anexa V;

(e) pentru determinarea procentului de monopalmitat de 2-gliceril,
metoda prevazutda in anexa VII;

(f) pentru analiza spectrofotometricd, metoda prevazutd in anexa IX;

Vv M28
(g) pentru determinarea compozitiei de acizi grasi, metoda prevazutd in
anexa X;

VM26
(h) pentru determinarea solventilor halogenati volatili, metoda
prevazutd in anexa XI;

(i) pentru evaluarea caracteristicilor organoleptice ale uleiului de
masline virgin, metoda prevazutd in anexa XII;

(j) pentru determinarea stigmastadienelor, metoda prevazuta in
anexa XVII;

(k) pentru determinarea continutului de trigliceride cu ECN42, metoda
prevazutd in anexa XVIII;

vM32
(1) pentru determinarea compozitiei si a continutului de steroli si

pentru determinarea compusilor alcoolici prin cromatografie in

fazd gazoasa cu coloana capilara, metoda prevazutd in anexa XIX;

VY M26
(m) pentru determinarea continutului de ceruri, esteri metilici ai acizilor
grasi si esteri etilici ai acizilor gragi, metoda descrisd 1n anexa XX.

VM28

VM26
(2)  Verificarea de citre autoritatile nationale sau de cétre reprezen-
tantii acestora a caracteristicilor organoleptice ale uleiurilor virgine se
efectueazd in cadrul comisiilor de degustdtori aprobate de statele
membre.
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VY M26

Caracteristicile organoleptice ale uleiurilor mentionate la primul paragraf
sunt considerate a fi conforme cu categoria declaratd dacd o comisie
aprobatd de statul membru in cauzad confirma respectiva clasificare.

vM32
in cazul in care comisia nu confirmi categoria declarati in ceea ce
priveste caracteristicile organoleptice, autoritatile nationale sau reprezen-
tantii acestora dispun, la cererea partii interesate, sa se efectueze fara
intarziere doud contraanalize de catre alte comisii aprobate. Cel putin
una dintre comisii trebuie sd fie o comisie aprobata de statul membru
producdtor in cauzd. Se considera ca respectivele caracteristici sunt
conforme cu caracteristicile declarate daca cele doua contraanalize
confirma clasificarea declarati. in caz contrar, indiferent de tipul
defectelor determinate in timpul contraanalizelor, clasificarea este
declarata neconformd cu caracteristicile, iar costurile contraanalizelor
sunt suportate de partea interesata.

VY M26

" (3) Atunci cand autoritatile nationale sau reprezentantii acestora
verificd caracteristicile uleiului dupd cum se prevede la alineatul (1),
prelevarea probelor se efectueazd in conformitate cu standardele inter-
nationale EN ISO 661 privind pregatirea probei pentru analizd si EN
ISO 5555 privind esantionarea. Cu toate acestea, fara a aduce atingere
punctului 6.8 din standardul EN ISO 5555, in cazul loturilor de astfel de
uleiuri in ambalaje imediate, probele se prelevd in conformitate cu
anexa Ia la prezentul regulament. in cazul uleiurilor in vrac pentru
care esantionarea nu se poate realiza in conformitate cu EN ISO
5555, esantionarea se efectueazd in conformitate cu instructiunile
furnizate de autoritatea competenta a statului membru.

Féara a aduce atingere standardului EN ISO 5555 si capitolului 6 din
standardul EN ISO 661, probele prelevate se pastreaza cit mai repede
posibil intr-un loc intunecos si ferit de caldurd puternica si se trimit la
laborator pentru analiza cel mai tarziu in a cincea zi lucritoare de la
prelevarea lor, iar in caz contrar probele se pastreaza astfel incat s nu
fie degradate sau deteriorate in timpul transportului sau al depozitarii,
inainte de a fi trimise la laborator.

(4)  Pentru verificarea prevazuta la alineatul (3), In cazul produselor
ambalate, analizele mentionate la anexele II, III, IX, XII si XX, precum
si, dupa caz, contraanalizele prevazute de legislatiile nationale se efec-
tueaza inainte de data minima de valabilitate. in cazul esantiondrii de
uleiuri in vrac, aceste analize se efectueaza cel tirziu In a sasea luna
care urmeaza lunii in care a fost prelevatd proba.

Pentru celelalte analize prevazute de prezentul regulament nu se prevede
nici o limitd temporala.

Cu exceptia cazului 1n care proba a fost prelevata la mai putin de doua
luni de la data minima de valabilitate, dacd rezultatele analizelor nu
corespund caracteristicilor categoriei declarate de ulei de masline sau
de ulei din resturi de masline, partea in cauzi este instiintatd cel mai
tdrziu cu o lund inainte de expirarea perioadei prevazute la primul
paragraf.
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(5) In scopul determinirii caracteristicilor uleiurilor de masline prin
metodele prevazute la alineatul (1) primul paragraf, rezultatele analizelor
se compard direct cu limitele prevazute de prezentul regulament.

VY M25

Articolul 2a

(D) in sensul prezentului articol, ,ulei de masline comercializat”
inseamnd cantitatea totald de ulei de masline si ulei din resturi de
masline a unui stat membru care este consumatd in respectivul stat
membru sau exportata din respectivul stat membru.

(2) Statele membre se asigurd cad verificirile conformitatii sunt
efectuate In mod selectiv, pe baza unei analize a riscurilor, si cu o
frecventd corespunzatoare, astfel incat sd se asigure conformitatea
uleiului de masline comercializat cu categoria declarata.

(3)  Criteriile de evaluare a riscurilor pot include:

(a) categoria de ulei, perioada de productie, pretul uleiurilor in raport cu
alte uleiuri vegetale, operatiunile de amestecare si ambalare, insta-
latiile si conditiile de depozitare, tara de origine, tara de destinatie,
mijloacele de transport sau volumul lotului;

(b) pozitia operatorilor in lantul de comercializare, volumul si/sau
valoarea produselor comercializate de acestia, gama de categorii
de ulei pe care le comercializeaza, tipul de operatiune economica
desfasurata, cum ar fi presarea, depozitarea, rafinarea, amestecarea,
ambalarea sau vanzarea cu amanuntul;

(c) constatarile din timpul verificarilor precedente, inclusiv numarul si
tipul defectelor constatate, calitatea obisnuita a uleiurilor comercia-
lizate, performanta echipamentelor tehnice utilizate;

(d) fiabilitatea sistemelor de asigurare a calitatii sau a sistemelor de
autocontrol ale operatorilor legate de conformitatea cu standardele
de comercializare;

(e) locul de desfasurare a verificarii, in special daca este vorba de
primul punct de intrare in Uniune, ultimul punct de iesire din
Uniune sau locul in care uleiurile sunt produse, ambalate,
incarcate ori vandute catre consumatorul final;

(f) orice alte informatii care ar putea indica un risc de neconformitate.

(4) Statele membre stabilesc in prealabil:

(a) criteriile de evaluare a riscurilor de neconformitate a loturilor;

(b) pe baza unei analize a riscurilor pentru fiecare categorie de risc,
numarul minim de operatori sau loturi si/sau cantitati care vor fi
supuse unei verificari a conformitatii.
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O data pe an se efectueaza cel putin o verificare a conformitatii la o mie
de tone de ulei de masline comercializat in statul membru.

(5) Statele membre verificd conformitatea:
(a) efectuand in ordine aleatorie analizele prevazute in anexa [; sau

VY M32
(b) respectand ordinea prevazuta de diagrama din anexa Ib, pand se
ajunge la una dintre deciziile mentionate in diagrama.

YM19

VY M25
Articolul 3

in cazul in care se constatd ci un ulei nu corespunde descrierii cate-
goriei sale gi farda a aduce atingere niciunei alte sanctiuni, statul membru
in cauza aplica sanctiuni eficace, proportionale si disuasive, care se vor
stabili In functie de gravitatea neregulii detectate.

Atunci cand, n urma verificarilor, se constatd nereguli semnificative,
statele membre maresc frecventa verificdrilor cu privire la etapa de
comercializare, categoria de ulei, originea sa ori alte criterii.

vMs
Articolul 4

VYM19
1. The Member States may approve assessment panels so that
national authorities or their representatives can assess and verify orga-
noleptic characteristics.
The terms of approval shall be set by Member States and ensure that:
— the requirements of Annex XII.4 are met,
— the panel head is given training recognised for this purpose by the

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

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

VM5
(2)  Atunci cand statele membre au dificultati in infiintarea comisiilor
de degustdtori pe teritoriul lor, acestea pot solicita o comisie de degus-
tatori autorizatd in alt stat membru.
(3)  Fiecare stat membru elaboreaza o lista cu comisiile de degustatori
infiintate de organizatii profesionale sau inter-filiale in conformitate cu
conditiile prevazute la alineatul (1) si asigurd respectarea acestor
conditii.

VYM19

VB

Articolul 6

(1)  Continutul de ulei din resturile si alte reziduuri rezultate din
extragerea uleiului cu codurile NC 230690 11 si 23069019 se
determind in conformitate cu metoda prezentata in anexa XV.
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(2) Continutul de ulei la care se face referire in alineatul (1) se
exprima ca procent din greutatea de ulei raportatd la greutatea
materiei uscate.

VY M20
Articolul 7

Se aplica dispozitiile comunitare privind prezenta contaminantilor.

in ceea ce priveste concentratia de solventi halogenati, limitele pentru
toate categoriile de ulei de masline sunt urmatoarele:

— concentratia maxima pentru fiecare solvent halogenat detectat:
0,1 mg/kg;

— concentratia maximd pentru suma solventilor halogenati detectati:
0,2 mg/kg.

VY M25
Articolul 7a

Persoanele fizice sau juridice, precum si grupurile de persoane care
detin, in scopuri profesionale sau comerciale, ulei de masline si ulei
din resturi de masline, incepand cu etapa extractiei in concasor pana
la etapa de Tmbuteliere, inclusiv, sunt obligate sa tina registre cu intrarile
si iegirile pentru fiecare categorie de astfel de uleiuri.

Statul membru se asigura cd obligatia prevazuta la primul paragraf este
respectatd in mod corespunzator.

Articolul 8

(1)  Statele membre informeaza Comisia cu privire la masurile de
punere in aplicare a prezentului regulament. Acestea informeaza
Comisia cu privire la orice modificari ulterioare.

(2) Pana cel tarziu la data de 31 mai a fiecdrui an, statele membre
transmit Comisiei un raport privind punerea in aplicare a prezentului
regulament in cursul anului calendaristic anterior. Raportul contine cel
putin rezultatele verificarilor conformitatii efectuate in cazul uleiurilor
de masline, utilizind modelele prevazute in anexa XXI.

(3) Notificarile mentionate in prezentul regulament se efectueaza in
conformitate cu Regulamentul (CE) nr. 792/2009 al Comisiei (!).

Articolul 9

Regulamentul (CEE) nr. 1058/77 se abroga.

Articolul 10

(1)  Prezentul regulament intrd in vigoare 1n a treia zi de la data
publicarii in Jurnalul Oficial al Comunitatilor Europene.

Cu toate acestea, metoda prezentatd in anexa XII se aplicd de la
»MI1 1 noiembrie 1992 4, cu exceptia operatiunilor privind
sistemul de interventie.

(1) JO L 228, 1.9.2009, p. 3.
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Metoda respectiva nu se aplicd pentru uleiul de masline virgin pregatit
in vederea comercializarii pana la 1 noiembrie 1992.

(2) Prezentul regulament nu se aplicd uleiurilor de masline si
uleiurilor din resturi de masline ambalate inainte de intrarea 1in
vigoare a prezentului regulament si comercializate pand la
31 octombrie 1992.

Prezentul regulament este obligatoriu in toate elementele sale si se
aplica direct in toate statele membre.
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Anexa |

Anexa la

Anexa Ib

Anexa II
Anexa III
Anexa IV

Anexa VII
Anexa IX
Anexa X

Anexa XI

Anexa XII

Anexa XV
Anexa XVI
Anexa XVII

Anexa XVIII

Anexa XIX

Anexa XX

Anexa XXI

ANEXE

CUPRINS
Caracteristicile uleiurilor de masline

Esantionarea uleiului de masline sau a uleiului din resturi de
masline livrat in ambalaje imediate

Diagrama pentru verificarea conformitatii unei probe de ulei
de masline cu categoria declarata

Determinarea acizilor grasi liberi, metoda la rece
Determinarea indicelui de peroxid

Determinarea continutului de ceard cu ajutorul cromato-
grafiei in faza gazoasd cu coloana capilara

Determinarea procentului de monopalmitat de 2-gliceril
Analiza spectrofotometrica in ultraviolet

Determinarea esterilor metilici ai acizilor grasi prin croma-
tografie in fazd gazoasa

Determinarea continutului de solventi halogenati volatili din
uleiul de masline

Metoda Consiliului Oleicol International pentru evaluarea
organoleptica a uleiurilor de masline virgine

Continutul de ulei al resturilor de masline
Determinarea indicelui de iod

Metodd de determinare a continutului de stigmastadiene din
uleiurile vegetale

Determinarea diferentei dintre continutul real si continutul
teoretic de trigliceride cu NEC 42

Determinarea compozitiei si a continutului de steroli si de
compusi alcoolici prin cromatografie in faza gazoasd cu
coloand capilara

Metoda pentru determinarea continutului de ceruri, esteri
metilici ai acizilor grasi si esteri etilici ai acizilor grasi
prin cromatografie in fazd gazoasa cu coloand capilara

Rezultatele verificarilor conformitatii efectuate in cazul
uleiurilor de masline mentionate la articolul 8 alineatul (2)
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ANEXA 1

CARACTERISTICILE ULEIURILOR DE MASLINE

Caracteristici de calitate

Evaluare organoleptica o
Aciditate Indice de peroxid Esteri etilici ai acizilor
Cat i K K K Delta-K i
ategorte (%) () (mEq Oy/kg) 232 268 S8 Ra70 e Mediana defectului | Mediana atributului (n%g;]s(lg)
Md) (*) fructat (Mf)
1. Ulei de masline extravirgin < 0,80 < 20,0 < 2,50 <0,22 < 0,01 Md = 0,0 Mf > 0,0 <35
2. Ulei de masline virgin <20 < 20,0 < 2,60 <0,25 < 0,01 Md <35 Mf > 0,0 —
3. Ulei de masline lampant > 2,0 — — — — Md > 3,5(Y) — —
4. Ulei de masline rafinat < 0,30 <5,0 — <1,25 <0,16 — —
5. Ulei de masline compus din ulei < 1,00 < 15,0 — < 1,15 < 0,15 — —
de masline rafinat si uleiuri de
masline virgine
6. Ulei brut din resturi de masline — — — — — — —
7. Ulei rafinat din resturi de masline < 0,30 < 5,0 — < 2,00 < 0,20 — —
8. Ulei din resturi de masline < 1,00 < 15,0 — < 1,70 < 0,18 — —

(") Mediana defectului poate fi mai mica sau egald cu 3,5 dacd mediana atributului fructat este egald cu 0,0.

610C°01°0C — Od — 895TUT6610
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Caracteristici de puritate

Compozitia de acizi grasi (') Suma
Suma izomerilor
. . trans ai . Diferenta:
Cat . 1ztomer119r acidului Sttlgmas— ECN42 (HPLC) si Monopalmitat de 2-gliceril
alegone Miristic Linolenic Arahidic Eicosenoic Behenic eS| Tinoleic si ai ’ 1enez ECN42 (%)
%) acidului oleic . . (mg/kg) (?) .
(%) (%) (%) (%) (%) ( %) acidului (calcul teoretic)
o linolenic
(%)

. Ulei de masline extra- < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 <0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20] < 0,9 daca procentul de acid

virgin palmitic total < 14,00 %
< 1,0 daca procentul de acid
palmitic total > 14,00 %

. Ulei de masline virgin < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20] < 0,9 daca procentul de acid

palmitic total < 14,00 %
< 1,0 daca procentul de acid
palmitic total > 14,00 %

. Ulei de masline < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 <0,20 < 0,20 <0,10 < 0,10 < 0,50 <10,30]| < 0,9 daca procentul de acid
lampant palmitic total < 14,00 %

< 1,1 daca procentul de acid
palmitic total > 14,00 %

. Ulei de masline rafinat < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 <0,20 < 0,30 — <10,30] < 0,9 daca procentul de acid

palmitic total < 14,00 %
< 1,1 daca procentul de acid
palmitic total > 14,00 %

. Ulei de masline < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30] < 0,9 daca procentul de acid
compus din ulei de palmitic total < 14,00 %
masline  rafinat  si
35“;;16 de  misline < 1,0 daca procentul de acid

& palmitic total > 14,00 %

CI — 10020 — 610T°01°0C — O — 89STUT16610



VY M32

Compozitia de acizi grasi (') Suma
Suma izomerilor
izomerilor trans ai Stigmas- Diferen(d:
Categorie trans ai acidului ta(%iene ECN42 (HPLC) si Monopalmitat de 2-gliceril
Miristic Linolenic Arahidic Eicosenoic Behenic : ; .| linoleic si ai 2 ECN42 (%)
(%) acidului oleic i (mg/kg) ®) .
(%) (%) (%) (%) (%) (%) acidului (calcul teoretic)
0 linolenic
(%)
6. Ulei brut din resturi de < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 <0,20 < 0,10 — <10,60]| <14
masline
7. Ulei rafinat din resturi < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50]| <14
de masline
8. Ulei din resturi de < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <1,2
masline
(") Continutul de alti acizi grasi (%): palmitic: 7,50-20,00; palmitoleic: 0,30-3,50; heptadecanoic: < 0,40; heptadecenoic < 0,60; stearic: 0,50-5,00; oleic: 55,00-83,00; linoleic: 2,50-21,00.

(®) Suma izomerilor care ar putea sd fie (sau sa nu fie) separati prin coloana capilara.
Compozitia de steroli
. . Eritrodiol si .
Categorie p.Sitosterol Delta.7-stic. Steroli totali uvaol Ceruri mg/kg
Colesterol Brasicasterol | Campesterol (') | Stigmasterol a0 ©) mastenol (i’) (mg/kg) (%) (%) (**)
%) %) %) %) %) o
1. Ulei de masline extravirgin <05 <0, <4, < Camp. >93,0 <0,5 > 1000 <45 Cyp + Cyy + Cye <150
2. Ulei de masline virgin <05 <0,1 <4,0 < Camp. >93,0 <0,5 > 1000 <45 Cyp + Cyy + Cy < 150
3. Ulei de masline lampant <0,5 <0,1 <40 — > 93,0 <05 > 1000 <450) Cyo + Cyp + Cyy + Cyg <300 ()
4. Ulei de masline rafinat <0,5 <0, <40 < Camp. >93.0 <0,5 > 1000 <45 Cyp + Cyp + Cyy + Cy6 < 350

610C°01°0C — Od — 89516610
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Compozitia de steroli
. . Eritrodiol si e
Categorie Colesterol Brasicasterol | Campesterol (1) | Stigmasterol B—S;Loizt)e ol ﬁ?;:g;té%)_ Stzﬁg /kt;;ah (0;1;’3(21*) Ceru?k f)] ghe
% % % % °
(%) (%) (%) (%) %) %)
5. Ulei de masline compus din ulei <05 <0,1 <4,0 < Camp. >93,0 <0,5 > 1000 <45 Cyo + Cyp + Cyg + Cyg < 350
de masline rafinat si uleiuri de
masline virgine
6. Ulei brut din resturi de masline <05 <02 <40 — >93,0 <0,5 > 2500 > 45 % Cyo T Cgp + Cyy + Cyg > 350 (%)
7. Ulei rafinat din resturi de masline <05 <02 <40 < Camp. >93,0 <05 > 1800 > 4.5 Cyg + Cyp + Cyy + Cyg > 350
8. Ulei din resturi de masline <05 <02 <40 < Camp. >93,0 <05 > 1600 > 45 Cyo + Cyp + Cyy + Cy¢ > 350

) A se vedea apendicele la prezenta anexa.

(® B-Sitosterol ap: delta-5,23-stigmastadienol+clerosterol+betasitosterol+sitostanol+delta-5-avenasterol+delta-5,24-stigmastadienol.

(®) Uleiurile cu un continut de ceard cuprins intre 300 mg/kg si 350 mg/kg sunt considerate drept ulei de masline lampant in cazul in care cantitatea de alcooli alifatici totali este mai mica sau egald cu 350 mg/kg sau procentul de
eritrodiol si uvaol este mai mic sau egal cu 3,5 %.

Uleiurile cu un continut de ceara cuprins intre 300 mg/kg si 350 mg/kg sunt considerate uleiuri brute din resturi de masline daca continutul total de alcooli alifatici depaseste 350 mg/kg si daca continutul de eritrodiol si uvaol
depaseste 3,5 %.

2
~

Note:

(a) Rezultatele analizelor trebuie exprimate cu acelasi numar de zecimale ca cele indicate pentru fiecare caracteristica. Ultima cifra trebuie maritd cu o unitate in cazul in care cifra urmatoare este mai
mare de 4.

(b) Este de ajuns ca o singura caracteristica sa nu fie conforma cu valorile indicate pentru ca uleiul sa fie incadrat intr-o alta categorie sau sa fie declarat neconform, in sensul prezentului regulament.
(c) Pentru uleiul de masline lampant, cele doud caracteristici de calitate marcate cu un asterisc (*) pot fi diferite in mod simultan de limitele stabilite pentru aceastd categorie.

(d) Caracteristicile marcate cu doua asteriscuri (**) implica faptul ca, pentru uleiurile brute din resturi de masline, cele doua limite aplicabile pot fi diferite de valorile indicate in mod simultan. Pentru
uleiul din resturi de masline si uleiul rafinat din resturi de masline, una dintre limitele aplicabile poate fi diferitda de valorile indicate.

610C°01°0C — Od — 89516610
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Apendice

Arbori decizionali

Arborele decizional referitor la campesterol pentru uleiurile de masline virgine si
extravirgine:

[ 4,0 % < Campesterol = 4,5 % ]
1 1
{ Stigmasterol < 1,4 % ] [ A-7-stigmastenol < 0,3 % ]

Ceilalti parametri trebuie sd respecte limitele stabilite in prezentul regulament.
Arborele decizional referitor la Delta-7-stigmastenol:

— Uleiuri de masline extravirgine si virgine

[ 0,5%% < A-T-stigmastenol < 0,8%]

l

p-sitosteral ap f

Campesterol = 3,3% ‘ (campest+ ATstig) 25 Stigmasterol < 1,4% W ‘ AECH42 < [010]

Ceilalti parametri trebuie sd respecte limitele stabilite in prezentul regulament.

— Uleiuri din resturi de masline (brute si rafinate)

[ 0,5 < A-T-stigmastenol =07 ]

l
| ! |

. . ! Ceilalti parametri fn
* 2 9 ¥
[ ECN42 < [0.40| ] [ Stigmasterol <14% J { limitele stabilite ]

Ceilalti parametri trebuie sd respecte limitele stabilite in prezentul regulament.
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ANEXA Ia

ESANTIONAREA ULEIULUI DE MASLINE SAU A ULEIULUI DIN
RESTURI DE MASLINE LIVRAT iN AMBALAJE IMEDIATE

Aceastd metodd de esantionare se aplica loturilor de ulei de masline sau de ulei
din resturi de masline in ambalaje imediate. Se aplica diferite metode de esan-
tionare, in functie de volumul ambalajului imediat (mai mic sau mai mare de 5
litri).
Prin ,lot” se Intelege un ansamblu de unitati de vanzare produse, fabricate si
ambalate astfel incat uleiul continut in fiecare din aceste unitati de vanzare este
considerat omogen din punct de vedere al tuturor caracteristicilor analitice. Indi-
vidualizarea unui lot trebuie sa se efectueze in conformitate cu Directiva
2011/91/UE a Parlamentului European si a Consiliului (*).

,Prelevare” inseamnd cantitatea de ulei continutd intr-un ambalaj imediat si
extrasd dintr-un punct aleatoriu al lotului.

1.  CONTINUTUL UNEI PROBE PRIMARE

1.1. Ambalaje imediate care nu depasesc 5 litri

In cazul ambalajelor imediate care nu depasesc 5 litri, ,,probd primara”
inseamnd numdrul prelevarilor extrase dintr-un lot si conforme tabelului 1.

Tabelul 1

Dimensiunea minimé a fieciarei probe primare trebuie sa fie alcatuita
din

in cazul in care ambalajele imediate au o

capacitate

Proba primara trebuie sa contind ulei din

(a) mai mare sau egald cu 1 litru

(a) 1 ambalaj imediat;

(b) mai mica de 1 litru

(b) numarul minim de ambalaje cu

o capacitate totala de cel putin
1,0 litru

Numarul de ambalaje mentionat in tabelul 1 si care constituie o proba
primard poate fi marit de catre fiecare stat membru, in conformitate cu
propriile nevoi (de exemplu, evaluarea organoleptica de catre un alt
laborator decat cel care a efectuat analizele chimice, contraanaliza etc.).

1.2. Ambalaje imediate care depasesc 5 litri

in cazul ambalajelor imediate care depisesc 5 litri, ,,probd primara”
inseamnd o parte reprezentativd a prelevdrilor totale, obtinute printr-un
proces de reducere si conforme tabelului 2. Probele primare trebuie sa fie
compuse din diferite specimene.

,»Specimen” de probd primard inseamna fiecare dintre ambalajele care
compun proba primara.

Tabelul 2

Numiirul minim de preleviri care trebuie selectate

Numir de ambalaje pe lot Numaérul minim de prelevari care trebuie
selectate
Péana la 10 1
De la ... 11 la 150 2

(") Directiva 2011/91/UE a Parlamentului European si a Consiliului din 13 decembrie 2011

privind indicarea sau marcarea care permite identificarea lotului din care face parte un
produs alimentar (JO L 334, 16.12.2011, p. 1).
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2.1.

2.2.

Numar de ambalaje pe lot Numdrul minim Scljegztl:véri care trebuie
De la ... 151 la 500 3
De la ... 501 la 1500 4
De la ... 1501 la 2 500 5
> 2500 pentru 1 000 de ambalaje 1 prelevare suplimentara

Pentru a reduce volumul de ambalaje imediate la esantionare, continutul
prelevarilor de esantionare este omogenizat pentru pregatirea probei
primare. Fractiunile din diferitele prelevari sunt varsate si amestecate intr-
un recipient comun in vederea omogenizarii, intr-un mod care si ofere o
protectie optimala impotriva aerului.

Continutul probei primare trebuie sd fie turnat intr-o serie de ambalaje cu o
capacitate minima de 1,0 litru, astfel incat fiecare dintre acestea sa constituie
un specimen din proba primara.

Numarul de probe primare poate fi marit de catre fiecare stat membru, in
conformitate cu propriile nevoi (de exemplu, evaluarea organoleptica de
catre un alt laborator decat cel care a efectuat analizele chimice, contra-
analiza etc.).

Fiecare ambalaj trebuie sd fie umplut in asa fel incat sa se reduca la
minimum stratul superior de aer, dupa care este inchis si sigilat in mod
corespunzator pentru a se asigura protejarea produsului impotriva falsifi-
carii.

Specimenele trebuie sd fie etichetate pentru a se garanta identificarea
corecta a acestora.

ANALIZE §I REZULTATE

Fiecare proba primara trebuie sd se impartd 1n probe de laborator, in confor-
mitate cu punctul 2.5 din standardul EN ISO 5555, si trebuie sd se analizeze
urmandu-se ordinea prezentatd in diagrama prevazutd in anexa Ib sau in
orice altd ordine aleatorie.

in cazul in care toate rezultatele analizelor sunt conforme caracteristicilor
categoriei de ulei declarate, intregul lot este declarat conform.

Daca un singur rezultat al analizelor nu este conform caracteristicilor cate-
goriei de ulei declarate, intregul lot este declarat neconform.

VERIFICAREA CATEGORIEI LOTULUI

. In vederea verificarii categoriei lotului, autoritatea competentd poate madri

numarul de probe primare extrase din diferite puncte ale lotului, in confor-
mitate cu urmatorul tabel:

Tabelul 3

Numiirul de probe primare stabilite in functie de mirimea lotului

Mairimea lotului (in litri) Numairul de probe primare

mai putin de 7 500 2

de la 7500 la mai putin de 25 000 3

de la 25 000 la mai putin de 75 000 4

de la 75000 la mai putin de 5

125 000

egald cu si mai mare de 125 000 6 + 1 pentru fiecare 50 000 de litri

suplimentari
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Fiecare prelevare care constituic o proba primara trebuie sa fie extrasa din
acelasi loc al lotului, fiind necesar sd se noteze amplasarea fiecarei probe
primare, care sd fie identificatd in mod inechivoc.

Alcatuirea fiecarei probe primare trebuie sa se efectueze in conformitate cu
procedurile mentionate punctele 1.1 si 1.2.

Fiecare probd primard este apoi supusd analizelor mentionate la articolul 2
alineatul (1).

3.2. In cazul in care unul dintre rezultatele analizelor mentionate la articolul 2
alineatul (1) pentru cel putin o probd primard nu este conform caracteris-
ticilor categoriei de ulei declarate, se declara neconform intregul lot de
esantionare.
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ANEXA Ib
DIAGRAMA PENTRU VERIFICAREA CONFORMITATII UNEI PROBE
DE ULEI DE MASLINE CU CATEGORIA DECLARATA

Tabel general

Ulei declarat drept:
— g E & R 3 < .
i U~ b P 88 g @ = :
S| it A9 2 | Ag.y | E4 g8 e
] AS L HE LR E: | 4.4
!-‘_ = = a L] ar % = W - lﬂ.’
SR ; N LN L
g 5 = 5 &5 = @
' - - ~g = =]
L v L 4 ¥ E 3
Tabelul 1 Tabelul 2 Tabelul 5 Tabelul 6 Tabelul 9 Tabelul 10
A J v
Criteriide | Criteriide | Tabelul 4 Criterit de | Criterii de Tabelul & Criterii de | Criterii de
calitate calitate calitate calitate calitate calitate
| | criteriide | | L] | Criteriide | I
; 1 puritate ) H puritate : i
: : . ' B .
! | | 1 + : ! ' 1L i
H ) ' H : | : 1
Tabelul 3 Tabelul 7 I ! i | Tabelul11 |
i i ' i : ! : [l
I | [ i ! 1 R = i
: Criterii de ! | V| Criteriide | | | || Criteriide | |
! puritate ! | ! puritate ! | ! puntate !
| ' ! i i ! i - i
: : Lo P L Lo
Il | | Il Il H ! |
: ! L Lo ! b
' | [ i | ' ! ! !
) } ; H ¥ H | H ¥ |
] ] ] 1 ) 1 ' 1
: ' : : | I | : :
T E __________ Yy ____ L Y _____ 4' ____________ y____ J___________'_'_____.:
v v v v v v

Uleiul respecta categoria declarati

Uleiul nu respecta categoria
declarata
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Tabelul 1 — Ulei de mésline extravirgin — Criterii de calitate

1 Aciditate % = 0,80 = 0,80 = A za vedez UMY
(abelul 2)
L 4
1 Indice de peroxid =200 =200 - A zevedea UNL
(mEq O:/kg) (tabelul 4)
L 4
3 Spectrofotometrie =022 =022 F-———-¥ A zevedsz UMV
v (tabelul 2)
(K 17e26z)
i
[ 5
b o
o
4 Spectrofotometrie <0,01 = 0,01 == g A ze vadea UML
v 1] (tabslul 4)
(1K) g
%&
B
¥ =
B
5 Spectrofotometrie =230 =1 N » A savedez TRV
v “; (=belul 2)
& )
v
6 Evaluare Mediani atritrt Mediand amibur = [~~~ A se vedea UML
organoleptici ﬁ'“h:ib 00 Fomz =100 (tabelul 4)
Mediana defecte = 0.0 e T
Medians atritnt fructat A savedez UMY
=009 »l (tabelul 2)
Mediand defacta = 0,0
L
7 Esteri etilici ai =33 =133 F————- A za vedea UMV
acizilor gragi (mg'kg) (tabsalul 2)

L 4

Tip de ulei aga cum s-
a declarat conform
criteriilor de calitats.

Mlarzet la tabelnl 3
pentru eriteriila de
puritate
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Tabelul 2 — Uleiuri de masline virgine — Criterii de calitate

1 Aciditate %5 <20 =20 I
¥
., Indice de peroxid - .~
- (mEq O:'kg) =200 =00 L____ »
¥
Spectrofotometrie
3 S <025 023 -
5 w
(K zm2sg) E
i}
B
k4 & A savadaa UML
Spectrofotometrie E (Tabelul 4)
4 ¥ =001 >0,01 e |
(AK) g
=
L ﬁ
Spectrofotometrie
g w =260 5260 fe--n- N
(K 252)
¥
Miadizng snibut fuctst= [ 777" H
0,0
Ev Mediand atribut fructat !
6 ulluarel i 005
organoleptici Mediang defecte < 3.5 Medians atribat fructst
= =005 -
Mediand defacta > 3,5
w

Tip de ulei asa cum s-
a declarat conform
criternilor de calitate.

Marseti la tabelul 3
pentru criteriile de
puritate
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Tabelul 3 — Ulei de maésline extravirgin si virgin — Criterii de puritate

IndicE prazenta
1 Stigmastadiens -003 - 003 ul=iulu rafinat (de
(mg/ke) = v I mislmes sz alts
tipurt)
v
18- N Indic3 prazentz
T e P i tC1E:] = 0,05 zan , ¥
n Izomeri trans ai tC18:1 = 0,05 5 I B - ulainlui rafinat (da
“ | acisilorgrasi(%) | yeigzeclamzops | HEE2TCIED misline sau alt=
=000 tipnrt)
q 20 - . MNuestain .
3 Cnmpmmalde acizi In comformrtate cu comformitate oy e - » h:ud:.n:a prezenta
gragi znexa [ - I ulsivrilor striime
3 t
"
P " e Indics prazentz
4 AECN42 = | 0,20 = [0.20 i .
= [0.20] ool L T ulsiumilor straine
H
:‘n
| 3
¥ e
i . . . R ]
= Clu-mpl?ma dg wdar In conformitate cu Hu s o B Indica prerent
& | siconfinutul total de conformitate cu a . -
, znexa [ = = ulsivrilor striime
steroli anexa [ g
i
3 =
. SR L Indica prezenta
[ Enm:;;]‘ L <45 =39 ulsiulii din resturi
. da mislna
3
. Indic3 prazen=
C -4 =n 50 o i~
7 C:T'-'E“im'-i;c#ﬂ =130 =1 | uleiului din resturi
- ‘ de mislma
v
Tn conformitste o
amexal Indic3 prazentz
o - . uleturilor
. < 10,9 % dacd procantl B ste .
Monopalmitat de 2- | = g0 Papfmﬁc -~ F__'J.f' = esterificate san 2
5 S Ak pat conformitate cu
gliceril (%&) < 14,00 % san anea calor cu un procent
= 1,0% daca procantal T peeme=— »| ridicat de acid
de acid palmitic palmrtic
14,00 %
:

Uleiul respecta categoria declarati
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Tabelul 4 — Ulei de maésline lampant — Criterii de puritate

1 Stigmastadiene <0,50 050
wglxy | - 1 - - -
Indica prezenta uleiulu
l rafinat (d= maslns san
C18:1=0.10351 alte tipu)
o181 =0,10 5 et T
2 Tzomeri trans ai - . WClE:1>0105  ---- -
- acizilor gragi (%) HCIE2+CLEH | yepga+c1a3y=010
0,10 - ’
c <tia de Tn confanmitate o M aste n I
3 om.pf-xlha“ FORIGIIMIEE € onformitate cu anexa
acizi gragi anaxal I
4 AECN42 = 0,30 = |0,30] T==== Indici prezenta
ulemrilor strima
|
k|
2 EOI,n]J,IDZiﬁ? de In conformitate eu Nu este in F----® -é
5 steroli 31 continntul conformutate cu anexa K]
. anaxa [ [
total de steroli I 2
l £l
gl
a
itrodiol + uv: il
6 Eritrodiol + uvaol <45 o453 I g
(%0) g
=
A
5
Ceruri - me - Indici prezenta
7 =300 0=C <330 =330 4----+ L
CHI+C41+C+Ca6 | = = uleiului brut din
resturi de maslne
E+U=35%
leooli
8 sau a da m Le—ee
alifatici = 350 >
mg'kg
3 / Indicd prezanta
In conformitate cu anaxa I uleiurilor esterificate
=09 % dzed procentul de aeid Yigestain | i zau a celor cum
Monopalmitat de palmitic = 14,00 % T procent nidicat de acid
9 , - conformutate L.
I-gliceril (%4) z3u S palmitic
< 1,1 % dzcd procentul de acid
palmitic = 14,00 %5

Uleiunl respecta categoria declarata
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Tabelul 5 — Ulei de misline rafinat — Criterii de calitate

1 Aciditate (%) =0,30 =030 |e----- >
!
Indice de peroxid - =
2 a 0 =50 @ |eeee-- ol
g (mEq Ox/kg) =30 >30 "oz
[+
Spectrofotometrie %
3 w =125 =125 et I
(K 270268) -
} :
Spectrofotometrie
4 uv =0,16 >016  [----- >
(AK)

Tip de ulei asa cum s-a declarat conform
criteriilor de calitate.
Mergeti lz tabelul 7 pentru criteriile de puritate

Tabelul 6 — Ulei de masline (compus din ulei de masline rafinat si uleiuri de
masline virgine) — Criterii de calitate

1 Aciditate (%) = 1,00 = 1,00 e
¥ w
Indice de peroxid . =
2 [ ! e i
P (mEq O1/kg) =150 =130 > =z
Spectrofotometrie ‘;:
3 LY =115 =115 |----- L
(K 270268) o
a
4 3
Spectrofotometrie
4 uv <0,15 =0,15 SN
(AK)
L 4

Tip de ulei asa cuom s-a declarat conform
criteriilor de calitate.
Mergeti l1a tabelul 7 pentru criteriile de puritate




01991R2568 — RO — 20.10.2019 — 032.001 — 25

Y M32

Tabelul 7 — Ulei de masline rafinat si ulei de masline compus din ulei de
misline rafinat si uleiuri de maisline virgine — Criterii de puritate

tC18:120,20 tC18:1=0.20
1 Izomeri trans ai s 23U I
acizilor gragi (%4) tC18:2 + C18:3) t{C18:2 + C18:3)
=030 =030
] - . In conformitate cu Muegtemm |
z Compmw;a .dE i anexal conformitate o >
grag anexa [
1
3 AECN42 = |030| > | 0,30 i Indicd prezanta
E ulemrilor strims
o
¥ e
-8
Compoazitia de steroli 8 - MNuestain a
4 | sicontinutul total de n Lﬂlﬂ-fomtILtE e conformitate cu [~~~ M -?ﬁn
steroli e znexa [ ’E
‘-.;J
g
¥ E
s | Eritrodiol + uvaol <45 APTS N— S B
() = 5
Indici prezenta uleiului
- din resturt de miaslme
C42+C44+C46 = I—
¥
Monopalmitat de 2-gliceril = 10,9 % -
daci procentul de acid palmitic I.n.c..t._a prezanta
=1m0xw 0 | 9~ | |L____ - uleturilor esterificate
- Da : sanacelor cun
7| Monopaimitat de 2-gliceril <1,1 % T procent ridicat de acid
{pentru UME) sau = 1,0 % (pentru paimiae
UML) daci procentul de acid palmitic
= 14,00 %

b

Tipul de ulei respecti categoria declarata
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Tabelul 8 — Ulei brut din resturi de masline — Criterii de puritate

Izomeri trans C18:1 =0,20 tCl&l =020 |77 77C * Indied prezents ulaiului
1 | ai acizilor grasi s zau rafinat (de mas]me sau
(%4) HC18:2=ClE =010 | HC18:2+C18:3)=0,10 alte tipuri)
. .. In conformitzte eu MNuestain
2 Cumpm:.rls'de e anema [ conformitate cu g
Eraz anexal
i
3 AECN42 = | 060 = | 0,60 - Indicd prezenta
ulemrilor strims
Compozitia de steroli g . Mu estz In ‘E
4 | s5icontinutul total de n \.un_fom:n.;c.te o conformitatece [----®  H
steroli e anexa l o
I&':
:‘n
3
:-_‘r:l!
= Eritrodiol + uvaol =45 =45 a@
g -
(%)
E
=]
]
Ceruri mz'kg -
P C40+C42+C44+C46
=350 | 300 < Camuri =350 | =300 [-----1
¥ A zavedea UML
(tabelul 43
E+U = 3,2 % 3i alcooki
" alifatici = 350 meg'kg
da m oo >
¥ L 4 ¥
Indicd prezenta
- P 1 R P, uleiurilor esterificats
g h[un,o?al.nlnta! de 2- =14 =14 * zau 3 celor cuun
gliceril (%)
cer procent ndicat de acid
palmitic

Tipul de ulei respecti categoria declarata
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Tabelul 9 — Ulei rafinat din resturi de masline — Criterii de calitate

1 Aciditate (%) =030 = 0,31} .
Indice de peroxid - =
1 ™ > 3 I — [ *]
- (mEq O:/ke) =20 0 » i
[}
=
1 &
£
[\
o
g
Spectrofotometrie o
3 v = 2,00 = 2,00 S
(K 170:65) ;
=
I :
]
Spectrofotometrie
4 v = 0,20 = (.20 S
(AK)

Tip de ulei a3a cum 3-a declarat conform
criteriilor de calitate.
Mergen la tabelul 11 pentru enteriile de puntate

Tabelul 10 — Ulei din resturi de maisline — Criterii de calitate

1 Aciditate (%%) = 1,00 = 1,00 ——
!
o Indice de peroxid - _ i |
2 3 0 b---- » o
(mEq Oukg) =130 > 130 o
-8
&
Spectrofotometrie - - b
7 7 IR
3 UV (K z70208) =170 >1,70 E
=
| F
i
Spectrofotometrie A =
4 v <0,18 =018 I
(AK)

1

Tip de ulei aga cum s-a declarat conform
criteriilor de calitate.
Mergag la tabelul 11 pentru enteriils da puritate
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Tabelul 11 — Ulei rafinat din resturi de masline si ulei din resturi de mésline
— Criterii de puritate

Criterii de calitate [ S »
1 L Nu
{tabelele 9 5i 10) = u
Izomeri trans tC18:1 =040 tC18:1 = 0,40 F==-——n
2 ai acizilor 5 sau
gragi #C18:2 4+ C18:3) =035 | «(C18:2 4+ C1R:3)> 0,35
- T, ot o - - _’
3 | Comporitade | bcomfomimmcn | oSSR
acizi gragi anaxal I
i
4 AECN42 = | 0,30 = | 0,50 e 2 Indicd prezanta
ulemrilor sh3ma
¥
Compozitia de B . i T este in I
& | sterolisi continutul In conformitate cu conformitate cu anexa
N anaxal
total de steroli I
Eritrodiol + uvasl _ [ Sp— »
13 =45 =45
(%a) : =
¥
Ceruri mg'kg ny
"
7 C40+C41+C44+C46 %
=
=330 =330 R
= E
%ll
¥ + o
‘E Indicd prezenta
1 o, - - o - -
g | Menopalmitatde | =14 (pentru URRM] * %4 (pentru | S & uleiurilor ;_ten.ﬁcat_
2-eliceril (%0 = 1.2 {pentru URM) . RFM) ] zau 3 celor cuun
ST = e = 1,2 {pantru URM) —; procent ndicat de acid
2 palmitic
=

l

Tipul de ulei respecta catesoria declarati
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ANEXA 11

DETERMINAREA ACIZILOR GRASI LIBERI, METODA LA RECE

1. OBIECTUL SI DOMENIUL DE APLICARE

Aceasta metodd descrie determinarea acizilor grasi liberi din uleiurile de
masline si din uleiurile din resturi de masline. Continutul de acizi grasi
liberi se exprima prin aciditatea calculatd ca procentaj de acid oleic.

2. PRINCIPIU

Se dizolva o proba intr-un amestec de solventi, apoi se titreaza acizii grasi
liberi prezenti cu ajutorul unei solutii de hidroxid de potasiu sau de
hidroxid de sodiu.

3. REACTIVI

Toti reactivii trebuie sd aiba o calitate analiticd recunoscutd, iar apa
utilizatd trebuie sa fie distilatd sau cu un grad de puritate echivalent.

3.1.  Eter dietilic; etanol in concentratie de 95 % (V/V), amestec in volum de 1
la 1.

Se neutralizeazd exact in momentul folosirii cu solutia de hidroxid de
potasiu (3.2) in prezenta prin adaugarea a 0,3 ml din solutia de fenol-
ftaleina (3.3) la 100 ml de amestec.

Nota 1: Eterul dietilic este foarte inflamabil si poate forma peroxizi
explozivi. A se utiliza cu precautii speciale.

Nota 2: In cazul in care nu se poate utiliza eter dietilic, se poate folosi
un amestec de solventi contindnd etanol si toluen. Dacd este
necesar, etanolul se poate inlocui cu propanol-2.

3.2.  Hidroxid de potasiu sau hidroxid de sodiu, solutie etanolicd titrata sau
solutie apoasa ¢c(KOH) [sau c¢(NaOH)] aproximativ 0,1 mol/l sau, dacd
este necesar, c(KOH) [sau ¢(NaOH)] aproximativ 0,5 moli la litru. Sunt
disponibile solutii in comert.

Concentratia exactd a solutiei de hidroxid de potasiu (sau a solutiei de
hidroxid de sodiu) trebuie sa fie cunoscutd si verificatd inainte de folosire.
Se utilizeaza o solutie preparata cu cel putin cinci zile inainte de folosire
si decantatd intr-un flacon de sticld maro cu un dop de cauciuc. Solutia
trebuie sa fie incolord sau de nuanta galben pai.

Daca se observa separarea fazelor atunci cand se foloseste solutie apoasa
de hidroxid de potasiu (sau de hidroxid de sodiu), se inlocuieste solutia
apoasd cu o solutie etanolica.

Nota 3: O solutie incolord stabild de hidroxid de potasiu (sau de
hidroxid de sodiu) se poate prepara in modul urmator. Se pun
la fiert 1 000 ml de etanol sau de apa cu 8 g de hidroxid de
potasiu (sau de hidroxid de sodiu) si 0,5 g de piliturda de
aluminiu si se continud fierberea la reflux timp de o ora. Se
distileaza imediat. Se dizolva in distilat cantitatea de hidroxid de
potasiu (sau de hidroxid de sodiu) necesara. Se lasa in repaus
timp de mai multe zile si se decanteaza lichidul limpede super-
natant de precipitatul de carbonat de potasiu (sau de carbonat de
sodiu).

Solutia poate fi preparatd si farda distilare, astfel: la 1 000 ml de etanol
(sau de apd) se adaugd 4 ml de butilat de aluminiu si se lasa amestecul in
repaus timp de cateva zile. Se decanteaza lichidul supernatant si se
dizolva cantitatea necesard de hidroxid de potasiu (sau de hidroxid de
sodiu). Solutia se poate utiliza ca atare.
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3.3, Fenolftaleina, solutie de 10 g/ in etanol in concentratie de 95-96 % (V/V)
sau albastru alcalin 6B sau timolftaleind, solutie de 20 g/l in etanol in
concentratie de 95-96 % (V/V). In cazul uleiurilor foarte colorate, se
foloseste albastru alcalin sau timolftaleina.

4. APARATURA

Materiale obisnuite de laborator, in special:

4.1.  balanta analitica,

4.2.  balon conic cu capacitatea de 250 ml;

4.3.  biuretd cu capacitatea de 10 ml, clasa A, gradata la 0,05 ml, sau o biureta
automata echivalenta.

S. MOD DE LUCRU
5.1.  Prepararea probei

Cand este tulbure, proba trebuie filtrata.

5.2. Mostra

Se preleveaza o proba, in functie de aciditatea presupusd, dupa indicatiile
din tabelul urmator:

Aciditatea presupusa Masa probei (in g) Precizia de céntarire a
(aciditate oleica g/100g) p & mostrei (in g)

0-2 10 0,02
> 275 2,5 0,01
> 175 0,5 0,001

Se cantdareste proba in balonul conic (4.2).

5.3. Determinare

Se dizolva proba (5.2) intr-o cantitate de 50-100 ml de amestec de eter
dietilic si etanol (3.1), neutralizat in prealabil.

Se titreaza in timp ce se agitd, cu solutia de hidroxid de potasiu (sau de
hidroxid de sodiu) de 0,1 mol/l (3.2) (a se vedea nota 4) pana cand se
modificd indicatorul (culoarea indicatorului colorat persistd cel putin 10
secunde).

Nota 4: 1In cazul in care cantitatea necesari de solutic de hidroxid de
potasiu (sau de hidroxid de sodiu) de 0,1 mol/l depaseste 10 ml,
se foloseste solutia de 0,5 mol/l sau se modifica masa probei in
functie de aciditatea libera presupusa si de tabelul propus.

Nota 5: In cazul in care solutia devine tulbure in timpul titrdrii, se
adaugd o cantitate suficienta de amestec de solventi (3.1)
pentru a se obtine o solutie limpede.

O a doua determinare se efectueaza doar daca primul rezultat depaseste
limita specificata pentru categoria uleiului.
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6. EXPRIMAREA REZULTATELOR

Aciditatea, exprimatd in procente de acid oleic, in greutate, este egald cu:

100 VxexM

X =
1000 m 10 x m

V xecx

unde:

V = volumul solutiei titrate de hidroxid de potasiu (sau de hidroxid de
sodiu) utilizate, in mililitri;

¢ = concentratia exactd, in mol/l, a solutiei titrate de hidroxid de potasiu
(sau de hidroxid de sodiu) utilizate;

M = 282 g/mol, masa molarda in grame la mol de acid oleic;
m = masa In grame a probei.

Aciditatea oleica se raporteaza dupd cum urmeaza:

(a) cu doud zecimale pentru valorile de la 0 la 1 inclusiv;

(b) cu o zecimalad pentru valorile de la 1 la 100 inclusiv.
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ANEXA 11

DETERMINAREA INDICELUI DE PEROXID

1. Domeniul de aplicare

Prezenta anexa descrie o metoda de determinare a indicelui de peroxid in
uleiurile si grasimile animale si vegetale.

2. Definitie

Indicele de peroxid reprezinta cantitatea de substante din proba (exprimata in
miliechivalenti de oxigen activ la kilogram) care oxideazd iodura de potasiu
in conditiile de lucru descrise.

3. Principiu

Mostra sub formd de solutie intr-un amestec de acid acetic si cloroform se
trateazd cu o solutie de iodurd de potasiu. Iodul eliberat se titreazd cu o
solutie standardizatd de tiosulfat de sodiu.

4. Aparatura

Echipamentele utilizate trebuie sa fie lipsite de orice urmd de substante
oxidante sau reducatoare.

Nota 1: nu se greseaza suprafetele din sticla rodata.
4.1. Lingura de sticla de 3 ml.

4.2. Baloane de aproximativ 250 ml, cu gatul si dopul din sticld rodata,
uscate in prealabil si umplute cu un gaz inert, uscat si pur (azot sau,
de preferinta, bioxid de carbon).

4.3. Biureta cu capacitatea de 5 ml, 10 ml sau 25 ml, gradatd la cel putin
0,05 ml, preferabil cu ajustare automati la zero, sau o biuretd automata
echivalenta.

4.4. Balanta analitica.

5. Reactivi

5.1. Cloroform de calitate analitica, fard oxigen (acesta din urma fiind
eliminat prin barbotarea unui curent de gaz inert, uscat si pur).

5.2. Acid acetic glacial de calitate analiticd, fard oxigen (acesta din urma
fiind eliminat prin barbotarea unui curent de gaz inert, uscat si pur).

5.3. Todura de potasiu in solutie apoasd saturatd in urma unei preparari
recente, fard iod si iodati. Se dizolvd aproximativ 14 g de iodurd de
potasiu in aproximativ 10 ml de apd la temperatura camerei.

5.4. Solutie apoasa de tiosulfat de sodiu la 0,01 mol/l (echivaland cu 0,01 N),
standardizata cu precizie chiar inainte de utilizare.

Se prepara zilnic si inainte de utilizare noua solutie de tiosulfat de sodiu
la 0,01 mol/l pornind de la o solutie standard de tiosulfat de sodiu la 0,1
mol/l sau se determind factorul exact de standardizare. Asa cum a
demonstrat experienta, stabilitatea este limitatd si depinde de valoarea
pH-ului si de continutul de dioxid de carbon liber. Pentru diluare se
utilizeaza doar apa proaspat fiarta, eventual purjatid cu azot.

Se recomanda urmatoarea procedurd pentru a determina factorul exact de
standardizare al solutiei de tiosulfat de sodiu:
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Se cantdresc, cu o aproximare de 0,001 g, 0,27 pana la 0,33 g de iodat
de potasiu (mgjp3) Intr-un balon gradat (de 250 ml sau 500 ml) si se
dilueaza pana la gradatie cu apa proaspat fiarta (V,), racita la tempe-
ratura camerei. Cu ajutorul unei pipete, se transferd 5 ml sau 10 ml din
aceasta solutie de iodat de potasiu (V) intr-un balon Erlenmeyer de 250
ml. Se adaugd 60 ml de apa proaspat fiarta, 5 ml de acid clorhidric la 4
mol/l si 25 pana la 50 mg de iodurd de potasiu sau 0,5 ml din solutia
saturatd de iodurd de potasiu. Aceastd solutie se titreazd cu ajutorul
solutiei de tiosulfat de sodiu (V) pentru a determina factorul exact de
standardizare al solutiei de tiosulfat de sodiu.

Myro3 X Vi X 6 X 10 X w03

T
Myio3 X Vo X V3

unde:

Moz este masa in grame a iodatului de potasiu;

V, este volumul solutiei de iodat de potasiu, in mililitri (5 ml sau
10 ml);

V, este volumul total al solutiei de iodat de potasiu, in mililitri (250 ml
sau 500 ml);

V3 este volumul solutiei de tiosulfat de sodiu, in mililitri;
W03 este puritatea iodatului de potasiu, in g/100 g;
Mkjo3 este masa moleculard a iodatului de potasiu (214 g/mol);

T este factorul exact de standardizare al solutiei de tiosulfat de sodiu
(mol/l).

5.5. Solutie de amidon (dispersare apoasd de 10 g/l) preparatd recent din
amidon natural solubil. Pot fi utilizati, de asemenea, reactivi echivalenti.

6. Proba

Proba trebuie sa fie prelevatd si pastratd la adapost de lumina, conservata la
rece si inchisd in recipiente de sticla umplute in intregime si inchise ermetic
cu dopuri de pluta sau de sticla rodata.

7. Procedura

Testul trebuie si fie realizat la o lumind difuza (lumina zilei) sau artificiala.
Intr-o lingurd de sticld (4.1) sau, la nevoie, intr-un balon (4.2), se cintireste,
cu o aproximare de 0,001 grame, una dintre masele probei mentionate in
tabelul urmator, in functie de indicele de peroxid prevazut.

Indicele de peroxid prevazut Masa mostrei
(in meq) (2
0-12 5,0-2,0
12-20 2,0-1,2
20-30 1,2-0,8
30-50 0,8-0,5
50-90 0,5-0,3

Se scoate dopul unui balon (4.2) si se introduce lingura de sticld cu mostra.
Se adaugad 10 ml de cloroform (5.1). Se dizolva rapid mostra prin agitare. Se
adauga 15 ml de acid acetic (5.2), apoi 1 ml de solutie de iodurd de potasiu
(5.3). Se pune rapid dopul la loc, se agitd timp de un minut si se lasd in
repaus timp de exact 5 minute, la adapost de lumind si la o temperaturd
cuprinsd intre 15 si 25 °C.
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Se adaugd aproximativ 75 ml de apa distilata. Se titreazd iodul eliberat cu
solutia de tiosulfat de sodiu (5.4) prin agitare puternica, utilizdnd solutie de
amidon (5.5) ca indicator.

Se efectueaza doud determindri pe aceeasi proba de testare.

Simultan, se efectueazi un test martor. In cazul in care rezultatul acestuia din
urma este mai mare de 0,05 ml de solutie de tiosulfat de sodiu 0,01 N (5.4),
se Inlocuiesc reactivii impuri.

8. Exprimarea rezultatelor

Indicele de peroxid (IP), exprimat in miliechivalenti de oxigen activ la
kilogram, este dat de formula:

_ V' xT %1000
- m

PV

unde:

V' = numarul de mililitri de solutie standardizata de tiosulfat de sodiu (5.4)
utilizat pentru test, modificat in functie de rezultatele testului martor;

—~
Il

factorul exact de standardizare al solutiei de tiosulfat de sodiu (5.4)
utilizate, in mol/l;

m = masa (in grame) a mostrei;
Se ia drept rezultat media aritmetica a celor doua determinari;

Se indica rezultatul determinarii cu o precizie de o zecimala.
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ANEXA IV

DETERMINAREA CONTINUTULUI DE CEARA CU AJUTORUL
CROMATOGRAFIEI IN FAZA GAZOASA CU COLOANA CAPILARA

1. OBIECT

Metoda descrie un procedeu de determinare a continutului de ceara din
uleiurile de masline. Tipurile de ceara sunt definite in functie de numarul
de atomi de carbon. Metoda poate fi folositd in special pentru a deosebi
uleiul de masline obtinut prin presare de cel obtinut prin extractie (ulei
din resturi de masline).

2. PRINCIPIU

Materia grasd, la care s-a addugat un standard intern adecvat, este frac-
tionatd prin cromatografie pe o coloand de silicagel hidratat; fractiunea
eluatd prima in conditiile de testare (a cérei polaritate este mai mica decat
cea a trigliceridelor) este recuperatd, apoi analizatd direct prin cromato-
grafie in faza gazoasd cu coloand capilara.

3. APARATURA

3.1.  Pahar Erlenmeyer de 25 ml.

3.2.  Coloana de sticla pentru cromatografie in fazd gazoasa, cu un diametru
interior de 15 mm, o inaltime de 30-40 cm, echipatd cu un robinet.

3.3.  Cromatograf in fazd gazoasa adaptat la functionarea cu coloand capilara,
echipat cu un sistem de introducere directd in coloana, alcatuit din:

3.3.1. Incintd termostatatd pentru coloane, echipatd cu un dispozitiv de
programare a temperaturii;

3.3.2. Injector la rece pentru introducere directa in coloana;
3.3.3. Detector cu ionizare in flacdrd si convertizor-amplificator;

3.3.4. Aparat de inregistrare-integrator adaptat la functionarea cu un convertizor-
amplificator (3.3.3), cu un timp de raspuns sub 1 secunda si cu o vitezd a
hartiei variabila (se pot utiliza, de asemenea, sisteme informatizate de
obtinere a datelor de cromatografie in faza gazoasd cu ajutorul unui
computer);

3.3.5. Coloana capilara de sticld sau silice topitd, cu o lungime de 8-12 m si un
diametru interior de la 0,25-0,32 mm, acoperitd in interior cu lichid de
repartizare, intr-un strat de grosime uniformd cuprinsd intre 0,10 si
0,30 um (lichide de repartizare adaptate utilizdrii, de tip SE 52 sau SE
54, in comert).

3.4. Microseringd de 10 pl pentru introducerea directd in coloana, echipata cu
un ac cementat.

3.5.  Agitator electric.

3.6.  Evaporator rotativ.

3.7.  Cuptor inchis.

3.8. Balantd analitica cu o precizie garantatd a masurii de + 0,1 mg.
3.9.  Sticlarie standard de laborator.

4. REACTIVI

4.1.  Silicagel cu o granulometrie cuprinsa intre 60 si 200 pm.

Silicagelul se pastreazd in cuptor la 500 °C timp de cel putin patru ore.
Dupa ricire, se adaugd 2 % apa in raport cu cantitatea de silicagel
prelevatad. Se agita bine pentru a omogeniza cantitatea. Se pastreazi la
intuneric timp de cel putin 12 ore inainte de utilizare.
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4.2.  n-hexan, pentru cromatografie.
4.3.  Eter etilic, pentru cromatografie.
4.4. n-heptan, pentru cromatografie.

4.5.  Solutie standard de lauril arahidat, la 0,1 % (m/V) in hexan (standard
intern) (se poate utiliza, de asemenea, palmitat de palmitil sau stearat
de miristil).

4.5.1. Sudan 1 (l-fenilazo-2-naftol).

4.6.  Gaz transportor: hidrogen sau heliu pur, pentru cromatografie in faza
gazoasa.

4.7.  Gaze auxiliare:
— hidrogen pur, pentru cromatografie in faza gazoasa;
— aer pur, pentru cromatografie in fazi gazoasa.

5. MOD DE LUCRU
5.1.  Pregitirea coloanei cromatografice

Se prepara o suspensie de 15 g de silicagel (4.1) in n-hexan (4.2) si se
introduce pe coloand (3.2). Se lasd sa se clarifice spontan si se defini-
tiveazd clarificarea cu ajutorul unui agitator electric (3.5) pentru omoge-
nizarea stratului de cromatografie. Se percoleaza 30 ml de n-hexan pentru
a Inldtura orice impuritati. Se cantiresc cu exactitate cu ajutorul balantei
(3.8) 500 mg din mostra in paharul Erlenmeyer de 25 ml (3.1), se adaugd
cantitatea adecvatd de standard intern (4.5), in functie de continutul de
ceard estimat.

Se adauga, de exemplu, 0,1 mg de lauril arahidat in cazul uleiului de
masline si intre 0,25 si 0,5 mg pentru uleiul din resturi de masline. Se
transfera mostra astfel preparatd in coloana cromatografica cu ajutorul a
doud doze de cate 2 ml de n-hexan (4.2).

Se lasa sa scadd nivelul solventului pana la 1 mm deasupra marginii
superioare a absorbantului, apoi se percoleaza o cantitate suplimentara
de 70 ml de n-hexan, pentru a elimina n-alcanii prezenti in mod
natural. Se incepe eluarea cromatografica prin colectarea a 180 ml de
amestec de n-hexan/eter etilic, in raport de 99:1, la un debit de apro-
ximativ 15 picaturi la fiecare 10 secunde. Eluarea mostrei se efectueaza la
o temperaturd ambiantd de 22 + 4 °C.

Note: — Amestecul de n-hexan/eter etilic (99:1) trebuie sd fie pregatit
zilnic.

— Pentru a controla vizual eluarea corecta a cerii, se pot adauga la
mostra de solutie 100 pl de sudan de 1% in amestecul de
eluant. Deoarece colorantul prezintd o retentie intermediard
intre ceruri si trigliceride, eluarea trebuie intreruptd in
momentul in care baza coloanei cromatografice se coloreaza,
intrucét toate tipurile de cearda au fost eluate.

Fractiunea astfel obtinutd este uscatd intr-un evaporator rotativ (3.6) pana
la eliminarea aproape totala a solventului. Ultimii 2 ml de solvent se
elimind cu ajutorul unui usor curent de azot; se adauga apoi 2-4 ml de
n-heptan.

5.2. Analiza prin cromatografie in faza gazoasa
5.2.1. Operatiuni preliminare

Se instaleaza coloana in cromatograful in faza gazoasa (3.3), conectand
extremitatea de intrare la sistemul coloanei si extremitatea de iesire la
detector. Se efectueaza controalele generale ale complexului de cromato-
grafie in faza gazoasa (etanseitatea circuitului de gaz, eficacitatea detec-
torului si a sistemului de inregistrare etc.).
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in cazul in care coloana este folositd pentru prima datd, se recomandi ca
aceasta sa fie conditionata. Se trece un usor flux de gaz prin coloand, apoi
se conecteaza complexul de cromatografie in faza gazoasd. Se incalzeste
treptat pana cand se ajunge, dupa aproximativ 4 ore, la o temperatura de
350 °C. Se mentine aceasta temperaturd timp de cel putin doud ore, apoi
se regleaza complexul la conditiile de functionare [se regleazd debitul de
gaz, se aprinde flacdra, se conecteaza la aparatul de inregistrare electronic
(3.3.4), se regleaza temperatura camerei pentru coloana, detectorul etc.] si
se inregistreaza semnalul la o sensibilitate cel putin de doua ori mai mare
decat cea prevazuta pentru efectuarea analizei. Traseul liniei de baza
obtinute trebuie sa fie liniar, fara valori de varf, de orice naturd, si nu
trebuie sa prezinte abateri.

O abatere rectilinie negativa indica o etangeitate imperfectd a conexiunilor
coloanei; o abatere pozitiva indicd o conditionare insuficientd a coloanei.

5.2.2. Alegerea conditiilor de functionare

Conditiile de functionare care trebuie respectate sunt, in general, urma-
toarele:

— temperatura coloanei:

20 °C/ 5 °C/ 20 °C/
minut minut minut

lafnceput | — |240°C| — |325°C| — 340 °C
80 °C (6" (10"
(1)

— temperatura detectorului: 350 °C;

— cantitatea de substanta injectatd: 1 pl de solutie (2-4 ml) de n-heptan;

— gaz transportor: heliu sau hidrogen cu vitezd lineara optima pentru
gazul selectat (a se vedea apendicele);

— sensibilitatea instrumentelor: adaptatd conditiilor de mai jos:

Aceste conditii pot fi modificate in functie de caracteristicile coloanei si
ale cromatografului in faza gazoasa, astfel incat sa se obtind o separare a
tuturor tipurilor de ceard, o rezolutie convenabild a valorilor de varf (a se
vedea figura) si un timp de retentie al standardului intern Cs,, care trebuie
sa fie de 18 £ 3 minute. Valoarea de varf cea mai reprezentativa a cerii
trebuie sa se situeze la cel putin 60 % din scara totala.

Parametrii de integrare ai valorilor de varf trebuie sa fie astfel impusi
incét sa se obtind o evaluare corectd a ariilor valorilor de varf care sunt
luate in considerare.

Nota: Avand in vedere temperatura finald ridicata, se admite o variatie
pozitiva, care nu trebuie sd depaseascd 10 % din scara totala.

5.3.  Efectuarea analizei

Se preleveazda 1 pl de solutie cu microseringa de 10 pl; se trage inapoi
pistonul seringii in asa fel incdt acul sd fie gol. Se introduce acul in
complexul de injectiec si dupa 1-2 secunde se injecteaza rapid; dupa
aproximativ 5 secunde, acul se scoate lent.

Se procedeaza la inregistrare pana la eluarea completd a cerii.
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Linia de baza trebuie sa corespundd intotdeauna conditiilor impuse.
5.4.  Ildentificarea valorilor de varf

Identificarea valorilor de varf unice se efectueaza pe baza timpilor de
retentie si prin comparatie cu amestecurile de ceard cu timpi de retentie
cunoscuti, analizate in aceleasi conditii.

Figura prezintd cromatograma cerii pentru un ulei de masline virgin.
5.5. Evaluare cantitativa

Cu ajutorul integratorului, se procedeaza la calculul ariilor valorilor de
varf corespunzitoare standardului intern si esterilor alifatici de la Cyq la
C46.

Se calculeaza continutul de ceara al fiecarui ester, in mg/kg de materie
grasa, dupa formula:

A, x mg x 1000

ester, mg/kg = A x
m
S

unde:

A, = aria valorii de varf a fiecarui ester, exprimata in milimetri patrati;

A = aria valorii de varf a standardului intern, exprimatd in milimetri
patrati;
mg = masa standardului intern addugata, exprimatd in miligrame;

m = masa mostrei prevalate pentru determinare, exprimata in grame.
6. EXPRIMAREA REZULTATELOR

Se indica suma continuturilor diferitelor tipuri de ceard de la Cy( la Cyq in
mg/kg de substantd grasd (ppm).

Nota: Componentele care trebuie cuantificate se refera la valorile de varf
cu numdr par de atomi de carbon, cuprinse intre esterii Cyo $1 Cys,
dupa modelul cromatogramei cerii uleiului de masline, prezentate in
figura urmatoare. Pentru a identifica esterul Cyq, In cazul in care
apare de doud ori, se recomandd analizarea fractiunii de ceard a
unui ulei din resturi de masline, a cdrei valoare de varf Cyg,
prezentd in cantitate majoritard, este usor de identificat.

Rezultatele se exprimad cu o zecimala.
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Figura

Cromatograma tipurilor de ceara ale unui ulei de misline (')
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Legenda:

LS. Lauril arahidat

1 = Esteri diterpenici
2 +2' = Esteri Cy

3 + 3" = Esteri Cy

4 + 4" = Esteri Cyy

W
I

Esteri Cyg

6 = Esteri steroli si alcooli triterpenici.

(') Dupd eluarea esterilor de steroli, traseul cromatografic nu trebuie sa prezinte valori de
varf semnificative (trigliceride).
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Apendice
Determinarea vitezei liniare a gazului

in cromatograful in fazi gazoasi, reglat la conditii de functionare normale, se
injecteazd 1-3 pl de metan (sau propan). Se masoard timpul in care gazul trece
prin coloand, din momentul in care a fost injectat pana cand apare varful ().
Viteza liniard in cm/sec se obtine prin formula L/ty;, unde L este lungimea
coloanei in centimetri, iar ty; este timpul masurat in secunde.

VY M32

VY M26
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ANEXA VIl

DETERMINAREA PROCENTULUI DE MONOPALMITAT DE
2-GLICERIL

1. OBIECTUL SI DOMENIUL DE APLICARE

Prezenta metoda descrie procedura analitica de determinare a procentului
de acid palmitic in pozitia 2 a trigliceridelor cu ajutorul evaludrii mono-
palmitatului de 2-gliceril.

Prezenta metoda se aplicd uleiurilor vegetale lichide la temperatura
ambianta (20 °C).

2. PRINCIPIU
Dupé preparare, mostra de ulei este supusa actiunii lipazei pancreatice: o
hidroliza partiald si specifica in pozitiile 1 si 3 ale moleculei de trigli-
ceridd determind aparitia monogliceridelor in pozitia 2. Procentul de
monopalmitat de 2-gliceril in fractiunea de monogliceridd este deter-
minat, dupa sililare, prin cromatografie in faza gazoasa cu coloand
capilara.

3. APARATURA SI MATERIALE

3.1. Pahar Erlenmeyer de 25 ml.

3.2. Pahare de laborator de 100, 250 si 300 ml.

3.3. Coloana de sticla pentru cromatografie, cu diametru interior de 21-23 mm,
lungime de 400 mm, echipatd cu un disc din sticla sinterizatd si un
robinet.

3.4. Eprubete gradate de 10, 50, 100 si 200 ml.

3.5. Baloane de 100 si 250 ml.

3.6. Evaporator rotativ.

3.7. Tuburi de centrifugare, cu capat conic de 10 ml, cu dop din sticla rodata.
3.8. Eprubeta de centrifugare pentru tuburi de 10 si 100 ml.

3.9. Termostat pentru mentinerea temperaturii la 40 °C + 0,5 °C.

3.10.  Pipete gradate de 1 si 2 ml.

3.11.  Seringa hipodermica de 1 ml.

3.12.  Microseringd de 100 pl.

3.13.  Palnie, 1 000 ml.

3.14. Cromatograf in faza gazoasd pentru coloane capilare, echipat cu un
dispozitiv de injectie ,,on-column” la rece pentru introducerea directd a
mostrei In coloana si cu un cuptor capabil sa mentind temperatura aleasa
in limita a 1 °C.

3.15. Injector ,,on-column” la rece pentru introducerea directd a mostrei in
coloana.

3.16. Detector cu ionizare in flacdrd si electrometru.

3.17. Aparat de inregistrare-integrator adaptat la electrometru cu un timp de
rdspuns sub 1 secundd si cu o vitezd a hartiei variabild.

3.18. Coloana capilara de sticld sau silice topitd cu o lungime de 8-12 metri si
un diametru interior de la 0,25-0,32 mm, acoperitd cu metil-polisiloxan
sau 5 % fenil-metil-polisiloxan, intr-un strat cu o grosime cuprinsé intre
0,10 si 0,30 um, care poate fi utilizatd la 370 °C.
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3.19.  Microseringa de 10 pl echipatd cu un ac cementat, cu o lungime de cel
putin 7,5 cm pentru introducerea directd in coloana.

4. REACTIVI

4.1. Silicagel cu o granulometrie cuprinsd intre 0,063 si 0,200 mm (70/280
Mesh), preparat astfel: se introduce silicagelul intr-o capsula de portelan,
se lasa la uscat in etuva la 160 °C timp de 4 ore, apoi se lasa la racit intr-
un desicator, la temperatura ambianta. Se adauga un volum de apa echi-
valent cu 5 % din greutatea silicagelului, astfel: intr-un pahar Erlenmeyer
de 500 ml, se cantaresc 152 g de silicagel si se adaugd 8 g de apa
distilata, se pune dopul si se agitd usor pentru a obtine o repartizare
uniformd a apei. Se lasa in repaus cel putin 12 ore inainte de utilizare.

v M32
4.2. n-hexan (pentru cromatografie). Hexanul poate fi inlocuit cu izooctan
(2,2,4-trimetilpentan pentru cromatografie), cu conditia sd se atingd
valori de precizie comparabile.

VY M21
4.3. Izopropanol.

4.4. Izopropanol, solutie apoasa 1/1 (V/V).

4.5. Lipaza pancreatica. Lipaza utilizata trebuie sd aibd o activitate cuprinsa
intre 2-10 unitati de lipaza/mg. (Existd in comert lipaze pancreatice cu
activitate cuprinsd intre 2-10 unitati/mg de enzima).

4.6. Solutie tampon de tri-hidroximetilaminometan solutie apoasa 1 M
ajustata pand la un pH de 8 (control cu potentiometrul) prin adaugarea
de acid clorhidric concentrat (1/1 V/V).

4.7. Colat de sodiu, calitate enzimatica, solutie apoasd de 0,1 % (aceastd
solutie trebuie utilizatd in decurs de 15 zile de la preparare).

4.8. Clorura de calciu, solutie apoasd de 22 %.

4.9. Eter dietilic pentru cromatografie.

4.10.  Solvent de developare: amestec de n-hexan/eter dietilic (87/13 V/V).
4.11. Hidroxid de sodiu, solutie de 12 % din greutate.

4.12.  Fenolftaleina, solutie de 1 % in etanol.

4.13.  Gaz transportor: hidrogen sau heliu, pentru cromatografie in faza
gazoasd.

4.14.  Gaze auxiliare: hidrogen cu puritate de minimum 99 %, fara umiditate si
impuritati organice, si aer de puritate echivalentd, pentru cromatografie in
faza gazoasa.

4.15. Reactiv silanizant: amestec de piridind/hexametildisilazan, trimetilclo-
rosilan 9/3/1 (V/V/V) (in comert existd solutii gata preparate. Pot fi
utilizati alti reactivi silanizanti, cum ar fi bi-trimetilsililtrifluorescen-
tamida + 1 % trimetilclorosilan, diluati cu un volum egal de piridind
anhidra).

4.16. Mostre de referinta: monogliceride pure sau amestecuri de monogliceride
cu o compozitie in procent cunoscuta apropiatd de cea a mostrei.

5. PROCEDURA

5.1 Prepararea mostrei

5.1.1. in cazul uleiurilor cu o aciditate liberd mai mic de 3 %, nu este necesara
neutralizarea acestora inainte de cromatografia in coloanad de silicagel.
Uleiurile cu o aciditate libera mai mare de 3 % se neutralizeazd in
conformitate cu indicatiile de la punctul 5.1.1.1.
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5.1.1.1. In palnia de 1000 ml (3.13) se introduc 50 g de ulei si 200 ml de
n-hexan. Se adaugd 100 ml de izopropanol si o cantitate de solutie
de hidroxid de sodiu de 12 % (4.11) corespunzatoare aciditatii libere a
uleiului, majoratd cu 5 %. Se agitd energic timp de un minut. Se adauga
100 ml de apa distilata, se agitd din nou si se lasd in repaus.

Dupa separare, se elimind stratul inferior de sapunuri. Se elimind orice
straturi intermediare (mucilagii si materii insolubile). Se spala solutia de
hexan de ulei neutralizat cu doze succesive de 50-60 ml de solutie
izopropanol/apd 1/1 (V/V) (4.4), pana cand dispare culoarea roz a fenol-
ftaleinei.

Se elimind cea mai mare parte de hexan prin distilarea sub vid (a se
utiliza, de exemplu, un evaporator rotativ) si se transfera uleiul intr-un
balon de 100 ml (3.5). Se usuca uleiul in vid pand la eliminarea totala a
solventului.

La incheierea acestei operatiuni, aciditatea uleiului trebuie sa fie mai
mica de 0,5 %.

5.1.2.  Se introduce 1 g de ulei preparat conform indicatiilor anterioare intr-un
pahar Erlenmeyer de 25 ml (3.1.) si se dizolvd in 10 ml de amestec de
developare (4.10). Solutia se lasd In repaus timp de cel putin 15 minute
inainte de cromatografia in coloand de silicagel.

in cazul in care solutia este tulbure, se centrifugheazi pentru a asigura
conditii optime pentru cromatografie. (Pot fi utilizate cartuse de silicagel
SPE de 500 mg, gata pregatite.)

5.1.3.  Pregatirea coloanei cromatografice

Se toarnd in coloana (3.3) aproximativ 30 ml de solvent de developare
(4.10), se introduce o bucatd de vatd in partea de jos a coloanei cu
ajutorul unei baghete de sticld; se exercitd presiune pentru a elimina
aerul.

Intr-un pahar de laborator, se prepard o suspensie de 25 g de silicagel
(4.1) in aproximativ 80 ml de solvent de developare si se toarnd in
coloand cu ajutorul unei palnii.

Se verifica daca intreaga cantitate de silicagel a fost introdusa in coloana;
se spala cu solvent de developare (4.10), se deschide robinetul si se lasd
ca nivelul lichidului sd ajunga la circa 2 mm deasupra nivelului superior
al silicagelului.

5.1.4. Cromatografie in coloand

Intr-un pahar Erlenmeyer de 25 ml (3.1), se cantireste exact 1 g din
mostra preparata in conformitate cu indicatiile de la punctul 5.1.

Se dizolva mostra in 10 ml de solvent de developare (4.10). Solutia se
toarnd in coloana cromatograficd pregititd in conformitate cu indicatiile
de la punctul 5.1.3. Se evita balansarea suprafetei coloanei.

Se deschide robinetul si se lasd sd se scurgd solutia mostrei pand la
atingerea nivelului de silicagel. Se developeaza cu ajutorul a 150 ml
de solvent de developare. Se ajusteaza debitul la 2 ml/min. (astfel
incat 150 ml sa se scurgd 1n coloand in circa 60-70 de minute).

Se recupereaza solutia eluatd intr-un balon de 250 ml, cantdrit in prea-
labil. Se evapora solventul sub vid si se inlatura ultimele urme ale
acestuia cu ajutorul unui curent de azot.

Se cantdreste balonul si se calculeazd materialul extras recuperat.
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[In cazul utilizirii unor cartuse SPE de silice gata preparate, se
procedeaza astfel: se introduce 1 ml de solutie (5.1.2) In cartusele
pregitite in prealabil cu 3 ml de n-hexan.

Dupa percolarea solutiei, se developeaza cu 4 ml de n-hexan/eter dietilic
9/1 (V/IV).

Se recupereaza solutia eluatd intr-o eprubetd de 10 ml si se utilizeaza un
curent de azot pentru evaporarea pana la uscare.

Reziduul uscat este supus actiunii lipazei pancreatice (5.2). Este esentiala
verificarea compozitiei de acizi grasi inainte si dupa trecerea prin cartusul
SPE].

5.2 Hidroliza cu lipaza pancreatica

52.1. In eprubeta de centrifugare se cintiresc aproximativ 0,1 g de ulei
preparat conform indicatiilor de la punctul 5.1. Se adaugd 2 ml de
solutie tampon (4.6), 0,5 ml de solutie de colat de sodiu (4.7) si
0,2 ml de solutie de clorura de calciu, agitdnd bine dupa fiecare opera-
tiune. Se inchide eprubeta cu dopul din sticld rodata si se pune in
termostat la 40 + 0,5 °C.

5.2.2. Se adauga 20 mg de lipaza, se agitd cu grija (se va evita umezirea
dopului) si se pune eprubeta in termostat timp de exact 2 minute, apoi
se scoate din termostat si se agitd energic timp de exact 1 minut, dupa
care se lasa la racit.

5.2.3. Se adaugd 1 ml de eter dietilic, se inchide si se agita energic, apoi se
centrifugheaza si se transferd solutia de eter intr-o eprubetd curata si
uscatd cu ajutorul unei microseringi.

5.3. Prepararea derivatilor silanizati si a cromatografiei in fazi gazoasa

5.3.1. Cu ajutorul unei microseringi, se introduc 100 pl de solutie (5.2.3) intr-o
eprubeta cu fund conic de 10 ml.

5.3.2.  Se elimina solventul intr-un usor curent de azot, se adaugd 200 pl de
reactiv silanizant (4.15), se astupd eprubeta si se lasa in repaus timp de
20 de minute.

5.3.3. Dupa 20 de minute se adauga intre 1-5 ml de n-hexan (in functie de
conditiile cromatografice): solutia obtinutd este gata pentru cromatografia
in fazd gazoasa.

5.4. Cromatografia in faza gazoasa

Conditiile de functionare sunt urmatoarele:

— temperatura injectorului (injector ,,on-column”) mai micd decat
temperatura de fierbere a solventului (68 °C);

— temperatura detectorului: 350 °C;

— temperatura coloanei: programarea temperaturii cuptorului: 60 °C
timp de 1 minut, crescand cu 15 °C pe minut pana la 180 °C,
apoi cu 5 °C pe minut pana la 340 °C, apoi 340 °C timp de
13 minute;

— gaz transportor: hidrogen sau heliu, reglat la viteza lineard adecvata
pentru a obtine rezolutia indicatd in figura 1. Timpul de retentie a
trigliceridei Csy4 trebuie s fie de 40 = 5 minute (a se vedea figura 2);
(Conditiile de functionare descrise anterior sunt propuse cu titlu indi-
cativ. Fiecare operator va trebui sa le optimizeze pentru a obtine
rezolutia doritd. Valoarea de varf a monopalmitatului de 2-gliceril
trebuie sd atingd un nivel minim de 10 % din scara aparatului de
inregistrare.);



01991R2568 — RO — 20.10.2019 — 032.001 — 45

YM21

— cantitatea de substantd injectatd: 0,5-1 pl de solutie (5 ml) de n-hexan
(5.3.3).

5.4.1. Identificarea valorilor de virf

Monogliceridele individuale sunt identificate in functie de timpii de
retentie obtinuti si 1n raport cu cei obtinuti prin amestecurile standard
de mopogliceride analizate in aceleasi conditii.

5.4.2. Evaluare cantitativa

Aria fiecarei valori de varf se calculeaza cu ajutorul unui integrator
electronic.

6. EXPRIMAREA REZULTATELOR

Procentul de monopalmitat de gliceril se calculeazd pe baza raportului
dintre aria valorii de varf corespunzatoare si suma ariilor valorilor de varf
ale tuturor monogliceridelor (a se vedea figura 2), dupa formula:

A
Monopalmitat de gliceril(%): ﬁ x 100
unde:

A, = aria valorii de varf corespunzdtoare monopalmitatului de gliceril,

x
A = suma ariilor tuturor valorilor de varf ale monogliceridelor.
Rezultatul trebuie exprimat cu o zecimala.

7. RAPORTUL ANALIZEI
Raportul analizei va trebui sd precizeze:

— trimiterea la aceastd metoda;
— orice informatie necesard identificarii integrale a mostrei;

— rezultatul analizei,

— orice abatere de la aceasta metoda, fie ca este vorba de o decizie a
partilor implicate, fie dintr-un alt motiv;

— detaliile de identificare a laboratorului, data efectudrii analizei si
semnatura persoanelor responsabile de aceasta.
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Figura 1

Cromatograma a produsilor de silanizare, obtinuti prin actiunea lipazei asupra unui ulei de
masline rafinat cu adaos de 20 % ulei esterificat (100 %)

100 10.384 12.266 21.649 23.310
- Huile d’clive raffinée
+ 20% huile estérifiée 17.89 .
1-2 monopalmitine
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%
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[Legenda: ,,acides gras libres” = acizi grasi liberi; ,,Huile d'olive raffinée + 20 % huile estérifiée” =
ulei de masline rafinat + 20 % ulei esterificat; ,,1-2 monopalmitoléine” = 1-2 monopalmitolein; ,,1-2

mono C,g insat” = unsaturated 1-2 mono Cig]
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Figura 2
Cromatograma a unui:
A. ulei de maisline neesterificat, dupa lipazi; dupa silanizare; in aceste conditii (coloana
capilara 8-12 mm), fractiunea de cearid se elueazi in acelasi timp cu fractiunea de digli-
ceridd sau la putin timp dupi aceasta.
Dupa lipaza, continutul de trigliceride nu ar trebui sa depaseasca 15 %.
%%
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Legenda:
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4 Trigliceride
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Cromatograma a unui:
B. ulei esterificat dupa lipazi; dupa silanizare; in aceste conditii (coloani capilara 8-12 mm),
fractiunea de ceara se elueaza in acelasi timp cu fractiunea de diglicerida sau la putin

timp dupa aceasta.

Dupi lipazi, continutul de trigliceride nu ar trebui si depaseascd 15 %.

Legenda:

Acizi grasi liberi
= Monogliceride

1
2
3 = Digliceride
4

Trigliceride

*

2-monopalmitina

ko

Triglicerida Csy



01991R2568 — RO — 20.10.2019 — 032.001 — 49

VY M21
8. NOTE
Nota 1. PREPARAREA LIPAZEI

Lipaze cu un nivel de activitate satisficitor sunt disponibile in
comert. Acestea pot fi, de asemenea, preparate in laborator dupa
cum urmeaza:

Se racesc 5 kg de pancreas proaspat de porc la 0 °C. Se elimind
grasimea solidd si tesutul conjunctiv din jur, apoi se tritureaza intr-
un malaxor pand la obtinerea unei paste fluide. Se agitd aceastd
pasta intr-un agitator cu 2,5 litri de acetond anhidra timp de 4-6
ore, apoi se centrifugheaza. Se efectueaza alte trei extractii de
reziduu cu acelasi volum de acetond anhidra, apoi doud extractii
cu un amestec 1/1 (V/V) de acetona si de eter dietilic si doud
extractii cu eter dietilic.

Se usuca reziduul sub vid timp de 48 ore pentru a obtine o pudrd
stabild, care se pastreaza timp indelungat in frigider si feritd de
umiditate.

Nota 2. CONTROLUL ACTIVITATII LIPAZICE

Se prepara o emulsie de ulei de masline astfel:

Se agitd timp de 10 minute intr-un agitator adecvat un amestec
compus din 165 ml de solutie de guma arabica de 100 g/, din 15 g
de gheatd pisatd si 20 ml dintr-un ulei neutralizat in prealabil.

fntr-un pahar de laborator de 50 ml se toarnd succesiv cate 10 ml
din aceastd emulsie, apoi 0,3 ml de solutie de colat de sodiu de
0,2 g/ml si 20 ml de apa distilata.

Se plaseaza paharul de laborator intr-un termostat mentinut la
37 °C; se introduc electrozii unui pH-metru si un agitator cu spirala.

Cu ajutorul unei biurete, se adauga solutia de hidroxid de sodiu
0,1 N picaturd cu picaturd, pand cand pH-ul atinge valoarea de 8,3.

Se adauga o cantitate suficientd de suspensie apoasa de lipaza
(0,1 g/ml de lipazd). Din momentul in care pH-metrul indica un
pH de 8,3, se declanseazd cronometrul si se incepe adaugarea
solutiei de hidroxid de sodiu picatura cu picatura cu viteza
necesara pentru a mentine constant pH-ul de 8,3. Se noteaza la
fiecare minut volumul de solutie consumat.

Se raporteaza observatiile pe o diagrama ce indicd pe abscisa timpii
si pe ordonatd mililitrii de solutie alcalind de 0,1 N consumati
pentru mentinerea pH-ului constant. Rezultatul obtinut trebuie si
fie un grafic liniar.

Activitatea lipazei, exprimata in unitati lipazice pe mg, este
calculata cu ajutorul formulei urmatoare:

V. x N x 100
N m

A

unde:
A reprezintd activitatea in unitati lipazice/mg;

V' reprezintd numarul de mililitri de solutie de hidroxid de sodiu
0,1 N pe minut (calculat pe baza graficului);

N reprezintd valoarea normald a solutiei de hidroxid de sodiu;
m  reprezintd masa in mg a mostrei de lipaza.

Unitatea lipazicd se defineste ca fiind cantitatea de enzimd care
produce 10 microechivalenti de acid pe minut.

VY M20
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ANEXA IX

ANALIZA SPECTROFOTOMETRICA iN ULTRAVIOLET
INTRODUCERE

Examinarea spectrofotometrica in ultraviolet poate furniza indicatii privind
calitatea unei materii grase, starea de conservare a acesteia si modificarile
datorate proceselor tehnologice. Absorbtiile cu lungimi de undd prevazute in
metoda sunt datorate prezentei sistemelor de diene si triene conjugate rezultand
din procese de oxidare si/sau din practici de rafinare. Valorile acestor absorbtii
sunt exprimate ca extinctia specificad E} Z/fn (extinctia unei solutii de substanta
grasa de 1 % greutate volumetrica in solventul prescris, intr-o cuva de 10 mm)
notatd in mod conventional cu K (denumit, de asemenea, ,,coeficient de extinc-
tie”).

1. DOMENIUL DE APLICARE

Prezenta anexa descrie procedeul executarii examinarii spectrofotometrice
in ultraviolet a uleiurilor de masline.

2. PRINCIPIUL METODEI

Mostra se dizolva in solventul necesar, apoi se masoara absorbanta solutiei
la lungimile de unda prevazute, in raport cu solventul pur.

Extinctiile specifice la 232 nm si 268 nm in izooctan sau la 232 nm si 270
nm in ciclohexan se calculeazd pentru o concentratic de 1 % greutate
volumetrica intr-o cuvd de 10 mm.

3. APARATURA

3.1.  Un spectofotometru adecvat pentru masuratori la lungimi de unda ultra-
violetda (intre 220 nm si 360 nm), cu posibilitate de citire pentru fiecare
unitate nanometricd. Se recomanda o verificare regulatd a preciziei si

si a luminii difuze.

3.1.1. Scara lungimii de undd: aceasta se poate verifica folosind un material de
referintd constand intr-un filtru optic de sticld ce contine oxid de holmiu
sau o solutie de oxid de holmiu (sigilatd sau nu), care are benzi de
absorbtie distincte. Materialele de referintda sunt concepute pentru veri-
ficarea si calibrarea scarii lungimilor de unda a spectrofotometrelor in
domeniul vizibil si ultraviolet avand largimea de bandd nominald
spectrala de cel mult 5 nm. Masurétorile sunt efectuate in raport cu o
probda martor de aer, pe intervalul de lungimi de undéd cuprins intre 640
si 240 nm, conform instructiunilor care insotesc materialele de referintd. O
corectie de referintd se efectueazd cu calea goald a fasciculului la fiecare
modificare a largimii fantei. Lungimile de unda ale standardului sunt
enumerate in certificatul materialului de referinta.

3.1.2. Scara absorbantei: aceasta se poate verifica folosind materiale de referinta
sigilate disponibile in comert constdnd in solutii de dicromat de potasiu in
mediu acid, in anumite concentratii si cu valori certificate ale absorbantei
la Amax (in 4 solutii de dicromat de potasiu in acid percloric, sigilate in
patru cuve UV din cuart pentru masurarea liniaritatii si a preciziei foto-
metrice de referintd in UV). Solutiile de dicromat de potasiu sunt masurate
in raport cu o proba martor din acidul utilizat, dupa corectia de referinta,
conform instructiunilor care insotesc materialul de referinta. Valorile
absorbantei sunt enumerate in certificatul materialului de referinta.

O alta posibilitate de verificare a raspunsului celulei fotoelectrice si al
fotomultiplicatorului este procedura urmatoare: se cantaresc aproximativ
0,2000 g de cromat de potasiu pur pentru sepctrofotometrie si se
dizolva in solutie de hidroxid de potasiu 0,05 N intr-un balon gradat de
1 000 ml si se completeazd pana la gradatie. Se iau exact 25 ml din solutia
obtinutd, se transferd intr-un balon gradat de 500 ml si se dilueazd pana la
gradatie, utilizdnd aceeasi solutie de hidroxid de potasiu.
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Se masoard extinctia solutiei astfel obtinute la 275 nm, utilizand solutia de
hidroxid de potasiu ca referintd. Extinctia masuratd cu ajutorul unei cuve
de 1 cm ar trebui sa fie de 0,200 + 0,005.

3.2. Cuve de cuart dreptunghiulare, cu capac, adecvate pentru masuratori la
lungimi de undd ultravioletd (intre 220 si 360 nm) cu o lungime a
parcursului optic de 10 mm. Cuvele, umplute cu apa sau cu alt solvent
adecvat, nu trebuie sd prezinte diferente intre ele mai mari de 0,01 unitati
de extinctie.

3.3. Baloane volumetrice gradate, cu o capacitate de 25 ml, clasa A.

3.4. Balantd analiticd, ce sa poatd fi cititd cu o precizie de 0,0001 g.

4. REACTIVI

Pe durata analizei, daca nu se specifica altfel, se utilizeazd numai reactivi
de puritate analiticd recunoscuta si apa distilatd sau demineralizatd sau apa
de puritate echivalenta.

Solventul: Izooctan (2,2,4-trimetilpentan) pentru masuratorile la 232 nm si
268 nm si ciclohexan pentru masuratori la 232 nm si 270 nm, avand o
absorbantd mai mica de 0,12 la 232 nm si mai mica de 0,05 la 270 nm in
raport cu apa distilatd, masuratd intr-o cuva de 10 mm.

5. MOD DE LUCRU

5.1. Proba trebuie sa fie perfect omogena si lipsitd de impuritati in suspensie.
In caz contrar, aceasta trebuie sa fie filtratd printr-un filtru de hartie la o
temperaturd de aproximativ 30 °C.

5.2.  Se cantaresc aproximativ 0,25 g (cu o precizie de 1 mg) din proba astfel
preparata intr-un balon gradat de 25 ml, se completeaza pana la gradatie
cu solventul prescris si se omogenizeaza. Solutia obtinutd trebuie sa fie
perfect limpede. in cazul in care solutia ar prezenta opalescentd sau turbi-
ditate, se filtreaza rapid printr-un filtru de hartie.

NOTA: in general, o masi de 0,25-0,30 g este suficientd pentru masurarea
absorbantei uleiului de masline virgin si extravirgin la 268 nm si la
270 nm. Pentru masuratori la 232 nm, este necesard o proba de 0,05 g,
fiind preparate de obicei doud solutii diferite. Pentru masuratori ale absor-
bantei uleiurilor din resturi de masline, a uleiurilor rafinate de masline si a
uleiurilor modificate de masline, este de obicei necesard o proportic mai
redusd din probd, de exemplu 0,1 g, ca urmare a absorbantei mai ridicate.

5.3. Daca este necesar, se aplica o corectie a referintei (intre 220 si 290 nm) cu
solvent din ambele cuve de cuart (proba si referintd), apoi se umple cuva
de cuart a probei cu solutia de test si se masoara extinctiile la 232, 268 sau
270 nm in raport cu solventul utilizat ca referinta.

Valorile de extinctie inregistrate trebuie sd fie cuprinse in intervalul
0,1-0,8 sau in intervalul liniaritatii specrofotometrului care ar trebui veri-
ficat. In caz contrar, este necesard repetarea masuritorilor folosindu-se
solutii mai concentrate sau mai diluate, dupa caz.

5.4. Dupd masurarea absorbantei la 268 sau 270 nm, se masoara absorbanta la
Amax, Amax + 4 si Amax — 4. Aceste valori ale absorbantei sunt utilizate
pentru a determina variatia extinctiei specifice (AK).

NOTA: se considerd ci Amax este 268 nm pentru izooctanul utilizat ca
solvent si 270 nm pentru ciclohexan.
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6. EXPRIMAREA REZULTATELOR

6.1.  Se inregistreaza extinctiile specifice (coeficientii de extinctie) la diferitele
lungimi de unda, calculate dupa cum urmeaza:

EA
cXs

K=
unde:
KA = extinctie specificd la lungimea de unda A;
EAL = extinctie masurata la lungimea de unda A:

¢ = concentratia solutiei in g/100 ml;

s lungimea parcursului cuvei de cuart in cm.
Rezultatele sunt exprimate cu douad decimale.
6.2. Variatia extinctiei specifice (AK)

Variatia valorii absolute a extinctiei (AK) este datd de:

AK — |Km— <K)~m74+K/1m+4)|

2

unde Km reprezintd extinctia specificd la lungimea de unda corespun-
zitoare absorbtiei maxime de 270 nm pentru ciclohexan si de 268 nm,
in functie de solventul utilizat.

Rezultatele sunt exprimate cu doud decimale.
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ANEXA X

DETERMINAREA ESTERILOR METILICI Al ACIZILOR GRASI PRIN
CROMATOGRAFIE IN FAZA GAZOASA

1. DOMENIUL DE APLICARE

Prezenta anexa ofera orientari privind determinarea prin cromatografie in faza
gazoasa a acizilor grasi liberi si legati din grasimile si uleiurile vegetale in
urma conversiei lor in esteri metilici ai acizilor grasi (EMAG).

Acizii grasi legati ai triacilglicerolilor (TAG) si, in functie de metoda de
esterificare, acizii grasi liberi sunt convertiti in esteri metilici ai acizilor
grasi (EMAG), care sunt determinati prin cromatografie in faza gazoasa cu
coloand capilara.

Metoda descrisd in prezenta anexa permite determinarea esterilor metilici ai
acizilor grasi de la C12 la C24, inclusiv a esterilor metilici ai acizilor grasi
saturati, cis si trans mononesaturati si cis si trans polinesaturati.

2. PRINCIPIU

Cromatografia in faza gazoasa este utilizatd pentru analiza cantitativd a
esterilor metilici ai acizilor grasi. Esterii metilici ai acizilor grasi se
prepard in conformitate cu partea A. Acestia sunt injectati si vaporizati in
injector. Separarea esterilor metilici ai acizilor grasi se realizeazd pe coloane
analitice cu polaritate si lungime specifice. Un detector cu ionizare in
flacara (FID) este utilizat pentru detectarea esterilor metilici ai acizilor
grasi. Conditiile pentru analiza sunt indicate in partea B.

Hidrogenul sau heliul se poate utiliza ca gaz purtator (faza mobild) in croma-
tografia in faza gazoasd a esterilor metilici ai acizilor grasi cu detector cu
ionizare 1n flacdrd. Hidrogenul accelereazd separarea si ofera varfuri mai
clare. Faza stationara este un strat microscopic al unei pelicule subtiri de
lichid pe o suprafatd solidd inertd din silice topita.

Pe masura ce trec prin coloana capilara, compusii volatilizati analizati inte-
ractioneaza cu filmul fazei stationare de pe suprafata interioard a coloanei. Ca
urmare a acestei interactiuni intre diferiti compusi, ei elueaza la momente
diferite, un astfel de moment purtind denumirea de timp de retentie a
compusului pentru un set dat de parametri de analizd. Comparatia timpilor
de retentie este utilizatd pentru identificarea diferitilor compusi.

PARTEA A

PREPARAREA ESTERILOR METILICI AI ACIZILOR GRASI DIN
ULEIUL DE MASLINE SI DIN ULEIUL DIN RESTURI DE MASLINE

1. DOMENIUL DE APLICARE

Aceastd parte descrie prepararea esterilor metilici ai acizilor grasi. Ea
include metode pentru prepararea esterilor metilici ai acizilor grasi din
uleiurile de masline si din uleiurile din resturi de masline.

2. SFERA DE APLICARE

Prepararea esterilor metilici ai acizilor grasi din uleiurile de masline si
din uleiurile din resturi de masline se realizeaza prin transesterificarea cu
solutie metanolica de hidroxid de potasiu la temperatura camerei. Nece-
sitatea de purificare a probei anterior transesterificarii depinde de
continutul de acizi grasi liberi al probei si de parametrul analitic care
trebuie determinat; se poate alege in functie de tabelul urmator:
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3.1.2.
3.1.2.1.

3.1.2.2.

3.1.2.3.

3.1.24.

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 uleiului Metoda

Ulei de masline virgin cu o | 1. Acizi grasi

aciditate < 2,0 % .. .
2. Acizi grasi trans

Ulei de masline rafinat 3. AECN42 (dupa purificare cu
silicagel SPE)

Ulei de masline compus din
uleiuri de madsline rafinate si
uleiuri de masline virgine

Ulei rafinat din resturi de masline

Ulei din resturi de masline

Ulei de masline virgin cu o | 1. Acizi grasi (dupa purificare cu
aciditate > 2,0 % silicagel SPE)

Ulei brut din resturi de masline 2. Acizi grasi trans (dupd puri-
ficare cu silicagel SPE)

3. AECN42 (dupa purificare cu
silicagel SPE)

METODOLOGIE

Transesterificarea cu solutie metanolicd de hidroxid de potasiu la
temperatura camerei.

Principiu

Esterii metilici se formeaza prin transesterificare cu hidroxid de potasiu
metanolic ca o etapd intermediard inainte de a avea loc saponificarea.

Reactivi

Metanol cu un continut maxim de apa de 0,5 % (m/m).

Hexan, de calitate cromatografica.

Heptan, de calitate cromatografica.

Dietil eter, stabilizat pentru analiza.

Acetona, de calitate cromatografica.

Solvent de eluare pentru purificarea uleiului prin cromatografie in coloa-
na/extractie in fazd solida (SPE), amestec hexan/dietil eter 87/13 (v/v).

Hidroxid de potasiu, solutie metanolica de aproximativ 2M: se dizolva
11,2 g de hidroxid de potasiu in 100 ml de metanol.

Cartuse de silicagel, 1 g (6 ml), pentru extractie in faza solida.

Aparatura

Eprubete cu dop filetat (5 ml volum), cu capac prevazut cu o imbinare
cu PTFE.

Pipete gradate sau automate, 2 ml si 0,2 ml.
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3.1.4.  Purificarea probelor de ulei

Cand este necesar, probele vor fi purificate prin trecerea uleiului
printr-un cartus de silicagel pentru extractie in faza solidd. Un cartus
de silicagel (3.1.2.8) este plasat intr-un aparat de eluare sub vid si se
spald cu 6 ml de hexan (3.1.2.2); spalarea se realizeaza fara vid. Apoi se
incédrcd pe coloana o solutie de ulei (aproximativ 0,12 g) in 0,5 ml de
hexan (3.1.2.2). Solutia este trasd in jos si eluatd apoi cu 10 ml de
hexan/dietil eter (87:13 v/v) (3.1.2.6). Eluatele combinate sunt omoge-
nizate si impdrtite In doud volume similare. O parte alicotd se evapord
pana la uscare intr-un evaporator rotativ la presiune scazuta si la tempe-
ratura camerei. Se dizolva reziduul in 1 ml de heptan si solutia este
pregatitd pentru analiza acizilor grasi prin cromatografie in faza gazoasa.
A doua parte alicotd se evapora, iar reziduul se dizolva in 1 ml de
acetona pentru analiza trigliceridelor prin HPLC, daca este necesar.

3.1.5. Procedura

Intr-o eprubeta cu dop filetat de 5 ml (3.1.3.1), se cAntireste o probd de
ulei de aproximativ 0,1 g. Se adaugd 2 ml de heptan (3.1.2.2) si se agita.
Se adauga 0,2 ml din solutia de hidroxid de potasiu metanolic (3.1.2.7),
se asaza capacul prevazut cu o imbinare cu PTFE, se strange capacul si
se agita energic timp de 30 de secunde. Se lasé sa se stratifice pana cand
devine limpede solutia de deasupra. Se decanteazd stratul superior care
contine esterii metilici. Solutia de heptan este pregatitd pentru injectare
in cromatograful in faza gazoasa. Se recomanda ca solutia sa fie pastrata
la frigider pand la analiza cromatograficd 1n faza gazoasd. Nu se
recomanda depozitarea solutiei pentru o perioadd mai mare de 12 ore.

PARTEA B

ANALIZA ESTERILOR METILICI AI ACIZILOR GRASI PRIN
CROMATOGRAFIE IN FAZA GAZOASA

1. DOMENIUL DE APLICARE

Aceasta parte oferd orientari generale pentru aplicarea cromatografiei in
faza gazoasa cu coloand capilara pentru a se determina compozitia cali-
tativd si cantitativd a unui amestec de esteri metilici ai acizilor grasi
obtinut conform metodei specificate in partea A.

Aceastad parte nu este aplicabild acizilor grasi polimerizati.

2. REACTIVI
2.1. Gaz purtitor
Gaz inert (heliu sau hidrogen), complet uscat si cu un continut de oxigen

mai mic 10 mg/kg.

Nota 1: Hidrogenul poate dubla viteza de analiza, insd este periculos.
Exista dispozitive de securitate.

2.2. Gaze auxiliare

2.2.1. Hidrogen (cu puritate > 99,9 %) care nu contine impuritati organice.
2.2.2.  Aer sau oxigen care nu contine impuritati organice.
2.2.3.  Azot (cu puritate > 99 %).

2.3. Produse de etalonare

Amestec de esteri metilici ai acizilor grasi puri sau de esteri metilici ai
unei substante grase cu compozitie cunoscuta, de preferat similara cu cea
a substantei grase de analizat. [zomerii cis si trans ai esterilor metilici
octadecenoici, octadecadienoici si octadecatrienoici sunt utili pentru
identificarea izomerilor trans ai acizilor nesaturati.

Ar trebui sd se faca eforturi pentru a se preveni oxidarea acizilor grasi
polinesaturati.
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3. APARATURA
Instructiunile se refera la aparatele obisnuite de cromatografie in faza
gazoasd care utilizeazd coloane capilare si un detector cu ionizare prin
flacara.
3.1. Cromatograful in fazi gazoasa

Cromatograful in faza gazoasa trebuie s cuprindd urmatoarele elemente.

3.1.1.  Disporzitiv de injectie

Se utilizeaza un dispozitiv de injectie cu coloane capilare, caz in care
dispozitivul de injectie trebuie sa fie conceput special pentru utilizarea
cu astfel de coloane. Poate fi cu divizare sau fard, cu injector pe coloand
rece.

3.1.2.  Cuptor

Cuptorul trebuie sa fie In masura sa aduca coloana capilard la o tempe-
raturd de minimum 260 °C si sa mentind temperatura doritd in limita a
0,1 °C. Aceastd ultima cerintd este importantd indeosebi atunci cand se
utilizeaza un tub de silice topita.

Utilizarea unui aparat de incélzit echipat cu un programator de tempe-
raturd este recomandatd in toate cazurile, In special in prezenta acizilor
grasi cu mai putin de 16 atomi de carbon.

3.1.3.  Coloana capilara

3.1.3.1. Tub din material inert fatd de substantele de analizat (in general de sticld
sau de silice topitd). Diametrul intern trebuie sa fie cuprins intre 0,20 si
0,32 mm. In interior, trebuie si suporte tratamente adecvate (prepararea
starii de suprafatd, inactivarea) inainte de a primi filmul fazei stationare.
O lungime de 60 m este suficientd pentru acizii grasi si pentru izomerii
cis i trans ai acizilor grasi.

3.1.3.2. Faza stationard, coloanele de tip polisiloxani polari (cianopropil-silicon)
grefate (reticulate) sunt adecvate.

Nota 2: Polisiloxanii polari risca sd creeze dificultati in identificarea si
separarea acidului linolenic si a acizilor C20.

Grosimile filmului trebuie sd fie reduse: 0,1-0,2 um.

3.1.3.3. Montajul si conditionarea coloanei

Se respecta precautiile obisnuite de montare a coloanelor capilare, adica
dispunerea coloanei in cuptor (suport), alegerea si montarea imbinarilor
(etangeitate), pozitionarea extremitatilor coloanei 1n injector si detectorul
(reducerea volumelor moarte). Se pune coloana sub un flux de gaz
purtator [de exemplu, 0,3 bar (30 kPa) pentru o coloana de 25 de
metri lungime si cu un diametru interior de 0,3 mm)].

Se conditioneaza coloana prin programarea temperaturii cuptorului la
3 °C/minut de la temperatura ambiantd pand la o temperaturd cu
10 °C sub limita de descompunere a fazei stationare. Se mentine
cuptorul la aceastd temperaturd timp de o ord, panda la stabilizarea
liniei de baza. Se revine la 180 °C pentru a se lucra in conditii izoterme.

Nota 3: In comert sunt disponibile coloane preconditionate adecvate.

3.1.4.  Detector cu ionizare in flacara si convertor-amplificator

3.2. Seringa
Seringa trebuie sa aibd o capacitate de maximum 10 pl si sa fie gradata
la 0,1 pl.

3.3. Sistem de culegere a datelor

Sistemul de culegere a datelor, conectat online cu detectoare si utilizat
cu un program software adecvat pentru integrarea si normalizarea varfu-
rilor.
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4. MOD DE LUCRU

Operatiunile descrise la punctele 4.1-4.3 vizeaza utilizarea unui detector
cu ionizare in flacara.

4.1. Conditii de testare
4.1.1.  Alegerea conditiilor optime de operare pentru coloane capilare

Datorita eficientei si permeabilitdtii coloanelor capilare, separarea consti-
tuentilor si durata analizei sunt dependente in mare masura de debitul
gazului purtdtor in coloand. Prin urmare, va fi necesar sa se optimizeze
conditiile de operare prin ajustarea acestui parametru (sau pur si simplu
pierderea incarcaturii din capul coloanei), in functie de ceea ce se
doreste, adicd imbunatatirea separarilor sau realizarea rapida a analizei.

Urmatoarele conditii s-au dovedit adecvate pentru separarea esterilor
metilici ai acizilor grasi (C4-C26). Exemple de cromatograme sunt
prezentate in apendicele B:

Temperatura injectorului: 250 °C

Temperatura detectorului: 250 °C

Temperatura cuptorului: 16_5 °C (8 min) la 210 °C la 2 °C/
min

Gaz purtator: hidrogen: presiune in capul coloanei: 179
kPa

Flux total: 154,0 ml/min;

Raportul de splitare: 1:100

Volumul de injectare: 1 pl

4.1.2.  Determinarea rezolutiei (a se vedea apendicele A)

Se calculeaza rezolutia, R, a doud varfuri vecine I si II, cu ajutorul
formulei:

R =2 x [(dqp — dyp)(oq + og)] or R =2 x [(t,q) — L)/ (@
+ oqr)] (USP) (United States Pharmacopeia),

sau

R = 1,18 x [(tyuy — ta)(@os0) + @osar)] (EP, BP, JP, DAB)

[JP (Japanese Pharmacopeia), EP (Pharmacopée Européenne), BP
(British Pharmacopeia)],

unde:

dy(p) este distanta de retentie a varfului I;
dy este distanta de retentie a varfului II;
tya este timpul de retentie al varfului;
frary este timpul de retentie al varfului IT;
o) este latimea bazei varfului I;

o) este latimea bazei varfului II;

o5 este latimea varfului compusului specificat, la jumadtatea Inaltimii
varfului;

Dacd oy = o, R se calculeazd cu ajutorul urmatoarelor formule:
R = (dyqp — dip))/® = (dyqp) — diry))/4o
unde:

o este deviatia standard (a se vedea apendicele A, figura 1).
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Dacd distanta d, dintre cele doud varfuri dyqpy — dypy este egald cu 4o,
factorul de rezolutie R = 1.
Dacd doua varfuri nu sunt separate complet, tangentele la punctele de
inflexiune ale celor doud varfuri se intersecteaza in punctul C. Pentru a
se separa complet cele doud varfuri, distanta dintre cele doua varfuri
trebuie sa fie egala cu:
drry — dyay = 6 o de unde R = 1,5 (a se vedea apendicele A, figura 3).

5. EXPRIMAREA REZULTATELOR

5.1 Analiza cantitativa
Se identifica varfurile esterului metilic al probei din cromatograma din
apendicele B figura 1, daca este necesar prin interpolare, sau prin
comparatie cu cele ale amestecurilor etalon de esteri metilici (in confor-
mitate cu punctul 2.3).

5.2. Analiza cantitativa

5.2.1.  Determinarea compozitiei

Se calculeaza fractiunea de masa w; a esterilor metilici ai acizilor grasi
individuali, exprimata in procentaj de masa de esteri metilici, dupa cum
urmeaza:

5.2.2. Mod de calcul
5.2.2.1. Caz general

Se calculeaza continutul unui constituent dat i, exprimat in procentaj de
masd de esteri metilici, prin determinarea procentajului reprezentat de
aria varfului corespunzitor in raport cu suma ariilor tuturor varfurilor, cu
ajutorul urmatoarei formule:

w; = (A/ZA) x 100,
unde:

A, este aria valorii de varf a esterilor metilici ai acizilor gragi individuali i;

YA este suma ariilor totalitatii valorilor de varf ale tuturor esterilor
metilici ai acizilor grasi individuali.

Rezultatele sunt exprimate cu doud decimale.

Nota 4: Pentru grasimi si uleiuri, fractia masica a esterilor metilici ai
acizilor grasi este egala cu fractia masica a triacilglicerolilor in
grame per 100 g. Pentru cazurile in care aceastd ipoteza nu este
permisa, a se vedea 5.2.2.2.

5.2.2.2. Utilizarea factorilor de corectie

fn anumite cazuri, de exemplu in prezenta acizilor grasi cu mai putin de
opt atomi de carbon sau a acizilor cu functii secundare, ariile se
corecteaza cu factori de corectie specifici (Fci). Acesti factori se
determind pentru fiecare instrument. in acest scop, se utilizeazi
materiale de referintd adecvate, cu compozitie de acizi grasi certificatd
in intervalul corespunzator.

Nota 5: Acesti factori de corectie nu sunt identici cu factorii de corectie
teoretici FID, care sunt specificati in apendicele A, intrucat
includ, de asemenea, performanta sistemului de injectie etc.
Cu toate acestea, in cazul unor diferente mai mari, intregul
sistem ar trebui verificat din punctul de vedere al performantei.
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Pentru acest amestec etalon, procentajul in masa al esterilor metilici ai
acizilor grasi i este dat de formula:

w; = (m/Zm) x 100,
unde
m; este masa esterilor metilici ai acizilor grasi i In amestecul etalon;

¥m este suma maselor diversilor constituenti, precum esterii metilici ai
acizilor grasi, ai amestecului etalon.

Pornind de la cromatograma amestecului etalon, se calculeaza
procentajul ca arie al esterilor metilici ai acizilor grasi i, astfel:

w; = (A/ZA) x 100,
unde:
A, este aria esterilor metilici ai acizilor grasi i in amestecul etalon;

YA este suma tuturor ariilor ale tuturor esterilor metilici ai acizilor grasi
din amestecul etalon.

Factorul de corectie F, este deci:
F. = (m; X ZA)/(A/Zm).

Pentru proba, procentajul ca masd al fiecarui ester metilic al acizilor
grasi i este:

wi = (F; x A)/Z (F; x Ay.
Rezultatele sunt exprimate cu doud decimale.

Nota 6: Valoarea calculata corespunde procentajului in masa al acidului
gras individual calculat ca triacilgliceroli per 100 g de substanta
grasa.

5.2.2.3. Utilizarea unui etalon intern

in anumite analize (de exemplu, cAnd nu sunt cuantificati toti acizii
grasi, precum atunci cand acizii in C4 si in C6 sunt prezenti alaturi
de acizii in C16 si C18, sau cand este necesard determinarea cantitatii
absolute de acizi grasi dintr-o proba), este necesara utilizarea unui etalon
intern. Acizii grasi in C5, C15 sau C17 sunt utilizati in mod frecvent. Se
determind factorul de corectie al etalonului intern (daca este necesar).

Procentajul in masa al compusului i, exprimat in esteri metilici, este dat
in continuare de formula:

w; = (mgg x F; x Aj/(m x Fig x Agg),
unde:
A, este aria esterilor metilici ai acizilor grasi i;
Ajg este aria etalonului intern;
F; este factorul de corectie al acidului gras i, exprimat ca EMAG;
Fg este factorul de corectie al etalonului intern;
m este masa probei de testare, In miligrame
myg este masa etalonului intern, in miligrame.

Rezultatele sunt exprimate cu doud decimale.
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6. PROCESUL-VERBAL DE TESTARE

Procesul-verbal de testare trebuie sd specifice metodele utilizate pentru
prepararea esterilor metilici si pentru analiza prin cromatografie in faza
gazoasd. Acesta trebuie sd mentioneze, de asemenea, toate detaliile de
operare nespecificate in prezenta metodd standard sau considerate
optionale, impreuna cu detalii privind eventualele incidente care ar fi
putut influenta rezultatele.

Procesul-verbal de testare trebuie sa includd toate informatiile necesare
pentru identificarea completd a probei.

7. PRECIZIA
7.1. Rezultatele testului intre laboratoare

Detaliile unui test intre laboratoare privind precizia metodei sunt
prezentate in anexa C la standardul IOC/T.20/Doc. nr. 33. Valorile
derivate din acest test intre laboratoare pot sd nu fie aplicabile inter-
valelor de concentratie si matricelor, altele decat cele prezentate.

7.2. Repetabilitatea

Diferenta absoluta dintre doua rezultate independente ale unui singur
test, obtinute prin aceeasi metoda pe o substantd de testare identica, in
acelasi laborator, de catre acelasi operator, folosind acelasi echipament la
un interval scurt de timp, va fi mai mare in cel mult 5 % dintre cazuri
decat valoarea R indicata in tabelele 1-14 din anexa C la standardul
10C/T.20/Doc. nr. 33.

7.3. Reproductibilitatea

Diferenta absoluta dintre doud rezultate ale unui singur test, obtinute prin
aceeasi metoda pe o substantd de testare identica, in laboratoare diferite,
cu operatori diferiti, folosind echipamente diferite, va fi mai mare in cel
mult 5 % dintre cazuri decdt valoarea R indicatd in tabelele 1-14 din
anexa C la standardul I0C/T.20/Doc. nr. 33.
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Apendicele A

Figura 1
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Apendicele B

Figura 1

Profilul cromatografic in fazi gazoasa obtinut prin metoda de metilare la rece din ulei din resturi de masline
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Varfurile cromatografice corespund esterilor metilici si etilici, cu exceptia
cazurilor in care existd indicatii contrare.
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ANEXA XI

DETERMINAREA CONTINUTULUI DE SOLVENTI HALOGENATI

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

2.7.

4.2.

43.

44.

VOLATILI iN ULEIUL DE MASLINE
PRINCIPIU

Analizd prin cromatografie in fazd gazoasa cu tehnica spatiului de cap
(tehnica head space).

APARATURA

Aparat de cromatografie in faza gazoasa, dotat cu un detector cu captura
de electroni (ECD).

Aparatura pentru spatiul de cap (tehnica head space).

Coloana de cromatografie in fazd gazoasa din sticla cu o lungime de 2
metri si un diametru de 2 mm, faza stationara. OV 101 la 10 % sau
echivalent, impregnand un pamant cu diatomit calcinat, spalat cu acizi si
silanizat, cu granulometrie de 80-100 Mesh.

Gaz vector si gaz auxiliar: azot pentru cromatografie in faza gazoasa,
adaptatd la detectarea prin capturd de electroni.

Flacoane de sticla de 10-15 mm dotate cu o garniturd de teflon si cu un
dop de aluminiu si un orificiu care permite prelevarea cu seringa.

Pensa cu inchidere ermetica.
Seringd pentru gaz de 0,5-2 ml.

REACTIVI

Standard: solventi halogenati volatili cu un grad de puritate adecvat
utilizarii cromatografiei in faza gazoasa.

PROCEDURA DE ANALIZA

Se cantaresc cu grija aproximativ 3 g de ulei intr-un flacon de sticla (a
nu se reutiliza), se astupa flaconul pana la inchiderea ermeticd. Se
introduce flaconul intr-un termostat la 70 °C timp de 1 ord. Se
preleveaza cu precizie cu ajutorul seringii un volum de 0,2-0,5 ml din
tehnica head space. Se injecteazd in coloana aparatului de cromatografie
in faza gazoasa reglat dupa cum urmeaza:

— temperatura injectorului: 150 °C;
— temperatura coloanei: 70-80 °C;
— temperatura detectorului: 200-250 °C.

Pot fi utilizate si alte temperaturi, cu conditia ca rezultatele sd fie echi-
valente.

Solutii etalon. Se prepara solutii etalon, utilizand ulei rafinat fara urma
de solventi, cu concentratii variabile intre 0,05 si 1 miligram pe kilogram
si 1n raport cu continutul presupus al mostrei. Diluarea eventuald trebuie
sa se efectueze cu pentan.

Evaluarea cantitativd. Se face raportul intre suprafetele sau indltimile
valorilor de varf ale mostrei si ale solutiei etalon cu concentratia
presupusi cea mai apropiati. in cazul in care abaterea relativd este
mai mare de 10 %, trebuie sa se refaca analiza prin compararea cu o
noud solutie etalon pand cand concentratia va respecta abaterea relativda
mentionatd anterior. Continutul este stabilit pe baza unei medii de
injectii elementare.

Exprimarea rezultatelor. Rezultatele sunt exprimate in miligrame pe
kilogram (ppm). Limita de detectare a metodei este de 0,01 mg pe
kilogram.
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ANEXA X1

METODA CONSILIULUI OLEICOL INTERNATIONAL PENTRU
EVALUAREA ORGANOLEPTICA A ULEIURILOR DE MASLINE
VIRGINE

1. SCOPUL SI DOMENIUL DE APLICARE

Scopul metodei internationale descrise in prezenta anexd este de a
determina procedura de evaluare a caracteristicilor organoleptice ale
uleiului de masline virgin in sensul punctului 1 din partea VIII a
anexei VII la Regulamentul (UE) nr. 1308/2013 al Parlamentului
European si a Consiliului (') si de a stabili metoda de clasare a uleiului
de masline virgin pe baza acestor caracteristici. Metoda contine si indicatii
pentru etichetarea optionala.

Metoda prezentatd nu se aplicd decat uleiurilor de masline virgine si
clasificarii sau etichetarii acestora in functie de intensitatea defectelor
percepute si a gustului fructat, determinate de un grup de degustatori
selectionati, formati §i monitorizati, constituiti intr-o comisie.

Standardele COI mentionate in prezenta anexa se utilizeazd in ultima
versiune disponibila.

2. VOCABULARUL GENERAL DE BAZA AL ANALIZEI
SENZORIALE

A se vedea standardul IOC/T.20/Doc. nr. 4 ,Analiza senzoriala:
Vocabular general de baza”

3. VOCABULAR SPECIFIC
3.1.  Atribute negative

Statut/de drojdie: aromd caracteristicd uleiului extras din masline stranse
sau depozitate in conditii de naturd sd determine un stadiu avansat de
fermentare anaeroba sau uleiului ramas in contact cu depunerile rezultate
in urma decantarii, care au suferit, de asemenea, un proces de fermentare
anaeroba in containere si cuve.

Mucegait/umed/de pamdnt: Aroma caracteristicd uleiului de masline
obtinut din fructe atacate de mucegaiuri si de drojdii, ca rezultat al depo-
zitarii acestora timp de mai multe zile in conditii de umiditate sau uleiului
obtinut din masline care au fost culese cu pamant sau acoperite cu noroi
si care nu au fost spalate.

De vin/otetit/acid/acru: aroma caracteristicdi a anumitor uleiuri care
aminteste de vin sau de otet. Aceastd aromd se datoreazd in principal
unui proces de fermentare aeroba a maslinelor sau a resturilor de pasta
de masline de pe rogojini care nu au fost probabil spélate corespunzitor,
ceea ce a condus la formarea de acid acetic, de acetat de etil si de etanol.

Rdnced: aroma a uleiurilor care au fost supuse unui proces intens de
oxidare.

Masline inghetate (lemn umed): aroma caracteristica uleiurilor extrase din
masline care au suferit de pe urma inghetului in copaci.

(") Regulamentul (UE) nr. 1308/2013 al Parlamentului European si al Consiliului din
17 decembrie 2013 de instituire a unei organizari comune a pietelor produselor
agricole si de abrogare a Regulamentelor (CEE) nr. 922/72, (CEE) nr. 234/79, (CE)
nr. 1037/2001 si (CE) nr. 1234/2007 ale Consiliului (JO L 347, 20.12.2013, p. 671).
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3.1.1.

3.2

3.3.

Alte atribute negative

Incalzit sau ars

De fan-lemnos

Grosier

De lubrifianti

De  ape de

vegetatie

De saramura

Metalica

Rogoz

Mancat de

viermi

Castravete

Atribute pozitive

Fructat

Amar

Picant

Aroma caracteristica a uleiurilor, care provine din
incdlzirea excesiva si/sau prelungitd 1n cursul
obtinerii acestora si, in special, in timpul malaxarii
termice a pastei, dacd aceasta se realizeazd 1In
conditii termice necorespunzatoare.

Aromad caracteristicd anumitor uleiuri care provin din
masline uscate.

Senzatie bucotactila densd si pastoasd produsd de
anumite uleiuri vechi.

Aroma a uleiului care aminteste de motorind, de
grasime sau de uleiul mineral.

Aroma dobandita de wulei in urma unui contact
prelungit cu apele de vegetatie care au suferit
procese de fermentare.

Aroma uleiului obtinut din masline conservate in
saramura.

Aromad care aminteste de cea a metalelor. Aceasta este
caracteristicd uleiului care a ramas in contact inde-
lungat cu suprafete metalice, pe durata procesului de
macinare, de malaxare, de presare sau de stocare.

Aroma caracteristicd uleiului obtinut din masline
presate 1intre rogojini impletite din rogoz nou.
Aroma poate fi diferitd in functie de materialul
folosit la fabricarea rogojinilor, si anume rogoz

verde sau rogoz uscat.

Aroma uleiului provenit din masline care au fost
supuse unui atac puternic al larvelor mustei maslinului
(Bactrocera oleae).

Aroma care apare ca urmare a ambalarii ermetice a
uleiului, prelungite in mod excesiv, in special in reci-
piente de tinichea, si care este atribuita formarii de 2,6
nonadienal.

Ansamblul senzatiilor olfactive caracteristice ale
uleiului, in functie de soiul maslinelor, provenind de
la fructe s@ndtoase si proaspete, verzi sau coapte.
Senzatiile sunt percepute direct si/sau retronazal.

Gust elementar caracteristic al uleiului obtinut din
masline verzi sau 1in stadiul de coacere. Este
perceput de papilele caliciforme care formeaza ,,V”-
ul lingual.

Senzatie tactila de piscaturd, caracteristica uleiurilor
produse la inceputul sezonului, in principal pe baza
de masline Incd verzi. Senzatia poate fi perceputd in
toatd cavitatea bucald, in special in gat.

Terminologie optionala in scopul etichetarii

La cerere, presedintele comisiei poate atesta faptul ca uleiurile evaluate
respectd definitiile si intervalele care corespund doar termenilor urmatori,
in functie de intensitatea si de perceptia atributelor.
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Atributele pozitive (fructat, amar si picant): in functie de intensitatea

perceptiei:

— robust, atunci cand mediana atributului este mai mare decat 6,0;

— mediu, atunci cand mediana atributului este mai mare decat 3,0 si mai
micd sau egala cu 6,0;

— delicat, atunci cand mediana atributului este mai mica sau egala cu

3,0.

Fructat

Fructat verde

Fructat copt

Echilibrat

Ulei dulce

Ansamblul senzatiilor olfactive caracteristice ale
uleiului, care depinde de soiul maslinelor si care
provine de la fructe sandtoase si proaspete, in care
nu predomind nici atributul fructat verde si nici
atributul fructat copt. Senzatiile sunt percepute direct
si/sau retronazal.

Set de senzatii olfactive caracteristice uleiului,
amintind de cele ale fructelor verzi, care depind de
soiul maslinelor si provin de la fructe verzi, sdnatoase
si proaspete. Senzatiile sunt percepute direct si/sau
retronazal.

Set de senzatii olfactive caracteristice uleiului,
amintind de cele ale fructelor coapte, care depind de
soiul maslinelor si provin de la fructe sanatoase si
proaspete. Senzatiile sunt percepute direct si/sau
retronazal.

Un ulei care nu este dezechilibrat, adicd senzatia
olfactiva, gustativa si tactila generatd de un ulei in
cazul cdruia mediana atributului amar si mediana atri-
butului picant nu depédsesc cu mai mult de 2,0 puncte
mediana atributului fructat.

Un ulei in cazul cdruia mediana atributului amar si
cea a atributului picant sunt mai mici sau egale cu
2,0.

Lista termenilor in functie de intensitatea perceptiei:

Termeni care fac obiectul

prezentdrii unui certificat de test Mediana atributului

organoleptic

Fructat

Fructat copt

Fructat verde

Fructat delicat <30
Fructat mediu 3,0 <Me < 6,0
Fructat robust > 6,0
Fructat copt delicat <3,0
Fructat copt mediu 3,0 < Me < 6,0
Fructat copt robust > 6,0
Fructat verde delicat < 3,0

Fructat verde mediu 3,0 < Me < 6,0
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Termeni care fac obiectul
prezentdrii unui certificat de test Mediana atributului
organoleptic
Fructat verde robust > 6,0
Amar delicat < 3,0
Amar mediu 3,0 < Me < 6,0
Amar robust > 6,0
Picant delicat < 3,0
Picant mediu 3,0 < Me < 6,0
Picant robust > 6,0
Ulei echilibrat Mediana atributului amar si mediana atri-
butului picant nu depdsesc cu mai mult
de 2,0 puncte mediana atributului fructat.
Ulei dulce Mediana atributului amar si mediana atri-
butului picant nu sunt mai mari de 2,0.
VY M26

4. PAHAR PENTRU DEGUSTAREA ULEIURILOR

A se vedea standardul IOC/T.20/Doc. nr. 5, ,Pahar pentru degustarea
uleiurilor”.

5. SALA DE DEGUSTARE

A se vedea standardul IOC/T.20/Doc. nr. 6, ,,Ghid pentru instalarea unei
sili de degustare”.

6. ACCESORII

Fiecare cabina trebuie sa fie dotatd cu urmatoarele accesorii, care si se
afle la indemana degustatorului pentru a-i permite sd-si indeplineascd
sarcina in mod corespunzator:

— pahare (standardizate) care contin probele, identificate cu un numar de
cod, acoperite cu o sticld de ceas si pastrate la 28 °C + 2 °C;

— foaia de profil (a se vedea figura 1), pe suport de hartie sau in format
electronic, care indeplineste conditiile privind foaia de profil,
impreund cu instructiunile pentru utilizarea sa in cazul in care este
necesar;

— pix sau cerneala indelebila;

— tavi cu felii de mere si/sau apd, apd gazoasa si/sau pesmeti;

— un pahar cu apa la temperatura ambianta;

— o foaie care reaminteste normele generale enumerate la punctele 8.4 si
9.1.1;

— scuipatori.
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7. PRESEDINTELE COMISIEI SI DEGUSTATORII
7.1.  Presedintele comisiei

Presedintele comisiei trebuie sa aiba o pregitire corespunzitoare si sa fie
un expert in toate tipurile de uleiuri pe care le va degusta in timpul
testarii. El este personalitatea de baza din comisie si are responsabilitatea
organizarii si functiondrii acesteia.

Activitatile presedintelui comisiei necesitd ca acesta sd aibd o formare de
bazd in ceea ce priveste instrumentele de analiza senzoriald, aptitudini
senzoriale, meticulozitate la pregatirea, organizarea si desfdsurarea
testelor, precum si capacitatile si rdbdarea necesare pentru a planifica si
efectua testele in mod stiintific.

El este singura persoand responsabild cu selectarea, formarea si monito-
rizarea degustdtorilor, pentru a garanta nivelul lor de aptitudini. El este,
prin urmare, responsabil cu evaluarea degustatorilor, care trebuie intot-
deauna sa fie obiectiva si pentru care trebuie sd dezvolte proceduri
specifice bazate pe teste si pe criterii solide de acceptare si de respingere.
A se vedea standardul I0C/T.20/Doc. nr. 14, ,,Ghid pentru selectarea,
formarea si monitorizarea degustatorilor calificati de ulei de masline
virgin”.

Presedintele comisiei este responsabil de performanta comisiei si, prin
urmare, de evaluarea sa, in legatura cu care trebuie sa furnizeze dovezi
fiabile si obiective. in orice caz, trebuie si dovedeascd, in orice moment,
ca metoda si degustatorii fac obiectul unor controale. Se recomanda cali-
brarea periodica a comisiei (IOC/T.20/Doc. nr. 14, punctul 5).

El detine responsabilitatea finald pentru tinerea evidentelor comisiei.
Evidentele trebuie sd fie intotdeauna trasabile, sd respecte cerintele de
certitudine si de calitate stabilite in standardele internationale privind
analiza senzoriald si sa asigure intotdeauna anonimitatea probelor.

El este responsabil cu inventarierea aparaturii §i a echipamentelor si
trebuie sd se asigure cid acestea, care sunt necesare pentru a respecta
specificatiile prezentei metode, sunt curdtate si intretinute in mod cores-
punzdtor, pastrand dovezi scrise In aceastd privintd. De asemenea, el este
responsabil cu respectarea conditiilor de testare.

El are responsabilitatea receptiondrii si depozitdrii probelor in momentul
in care ajung la laborator, precum si pe cea a depozitarii lor dupa testare.
In acest context, el se asigura in permanenta ci probele riméan anonime si
ca sunt depozitate corespunzator, iar in acest scop trebuie sd elaboreze
proceduri scrise pentru a garanta ca intregul proces este trasabil si sigur.

fn plus, este responsabil cu pregitirea, alocarea unui cod si prezentarea
probelor catre degustdtori in conformitate cu un protocol experimental
corespunzator care respectd protocoalele prestabilite si, de asemenea,
raspunde de colectarea si prelucrarea statistici a datelor obtinute de
degustatori.

El este responsabil cu elaborarea si redactarea oricaror alte proceduri care
ar putea fi necesare pentru a completa prezentul standard si pentru a
garanta functionarea corespunzatoare a comisiei.

El trebuie sd caute modalitati de comparare a rezultatelor comisiei cu cele
obtinute de alte comisii care efectueaza analiza uleiului de masline virgin,
pentru a stabili dacd comisia functioneaza in mod corespunzator.



01991R2568 — RO — 20.10.2019 — 032.001 — 69

VY M26

Presedintele comisiei are datoria de a-i motiva pe membrii comisiei de
degustatori prin promovarea interesului, a curiozitdtii si a spiritului
competitiv in randurile acestora. in acest sens, li se recomandi si
asigure un bun flux bidirectional de informatii cu membrii comisiei,
care trebuie sd fie informati in privinta tuturor sarcinilor pe care le efec-
tueaz, precum si a rezultatelor obtinute. in plus, el nu trebuie si-si faca
publicd opinia §i va evita situatia in care eventualii lideri isi impun
propriile criterii celorlalti degustatori.

El 1i convoaca din timp pe degustatori si rdspunde intrebarilor acestora cu
privire la desfasurarea testelor, dar nu le sugereazd opinii referitoare la
proba.

VM28

7.1.1. Presedintele adjunct al comisiei

Din motive intemeiate, presedintele comisiei poate fi inlocuit cu un
presedinte al comisiei adjunct care poate prelua sarcinile legate de efec-
tuarea testelor. Acest inlocuitor trebuie sa detind toate competentele
necesare solicitate unui presedinte al comisiei.

7.2.  Degustatorii

Persoanele care au calitatea de degustatori in testarea organoleptica a
uleiurilor de masline trebuie sa faca acest lucru in mod voluntar. Prin
urmare, se recomandda depunerea unei cereri scrise de catre candidati.
Candidatii sunt selectionati, formati si monitorizati de catre presedintele
comisiei, in conformitate cu capacitatea lor de a face distinctia intre probe
similare, tindnd cont de faptul ca precizia lor se va imbundtiti ca urmare a
formarii.

Degustitorii trebuie sa se comporte ca adevarati observatori senzoriali,
lasandu-gi deoparte gusturile personale si raportdnd doar senzatiile pe care
le percep. In acest sens, ei trebuie si-si desfisoare intotdeauna activitatea
in ticere, intr-un mod relaxat si lipsit de grabd, acordand o atentie
senzoriald maxima probei pe care o degusta.

Pentru fiecare test sunt necesari intre 8 si 12 degustatori, dar trebuie sa se
prevadad cativa degustdtori suplimentari care sd poatd fi folositi in cazul
unei eventuale absente.

VY M26
8. CONDITIILE DE TESTARE

8.1.  Prezentarea probei

Proba de ulei pentru analiza este prezentatd in pahare de testare standar-
dizate care respectd standardul IOC/T.20/Doc. nr. 5, ,Pahar pentru
degustarea uleiurilor”.

Paharul contine 14-16 ml de ulei, sau intre 12,8 si 14,6 g daca probele
sunt cantarite, si se acoperd cu o sticla de ceas.

Fiecare pahar trebuie sd fie marcat cu un cod format din cifre sau o
combinatie de litere si de cifre alese la intdmplare. Marcarea codului se
face cu ajutorul unui sistem nemirositor.

8.2.  Temperatura de testare si cea a probelor

Probele de ulei destinate degustarii trebuie sa fie mentinute in pahare la
28 °C £ 2 °C pe toatd durata testdrii. Aceastd temperaturd a fost retinutd
pentru cd usureaza observarea diferentelor organoleptice prin comparatie
cu temperatura ambianta si pentru ca la temperaturi mai scazute compusii
aromatici caracteristici acestor uleiuri sunt slab volatili, in timp ce tempe-
raturile mai ridicate duc la formarea de compusi volatili caracteristici
uleiurilor incalzite. A se vedea standardul I0OC/T.20/Doc. nr. 5 ,,Pahar
pentru degustarea uleiurilor” pentru metoda care trebuie utilizata pentru
incalzirea probelor aflate in pahar.
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Sala de degustare trebuie sa aiba o temperatura de 20 ° - 25 °C (a se
vedea standardul I0C/T.20/Doc. nr. 6).

8.3.  Orarul de degustare

Pentru degustarea uleiurilor, orele optime de lucru sunt cele de dimineata:
s-a dovedit ca existd perioade optime de perceptic a gustului si a
mirosului  in  timpul  zilei. fnainte de mese sensibilitatea
gustativ-olfactivd creste, 1n timp ce dupd mese perceptia
gustativ-olfactivd scade.

Cu toate acestea, criteriul mentionat nu trebuie absolutizat in cazul in care
foamea poate sa distragd atentia degustatorilor, ceea ce diminueaza capa-
citatea lor de departajare, prin urmare se recomanda ca degustarea sa aiba
loc dimineata intre orele 10 si 12.

8.4.  Degustitori: norme generale de conduita

Urmatoarele recomandari se referd la comportamentul degustitorilor in
timpul degustarii.

Atunci cand sunt chemati de catre presedintele comisiei sd participe la
testul organoleptic, degustatorii trebuie sa respecte orarul stabilit, precum
si urmdtoarele reguli:

— Sa se abtind de la fumat si sd nu bea cafea cu cel putin 30 minute
fnainte de ora stabilitd pentru test.

— Trebuie sd nu foloseasca parfumuri, produse cosmetice sau un
sapunuri al cdror miros ar putea sd persiste In momentul testului.
Trebuie sa-si spele mainile cu un sapun fard miros, apoi sa le
clateasca si sa le usuce ori de cate ori este necesar pentru a elimina
orice miros.

— S& nu manance nimic cu cel putin o ora naintea degustarii.

— In cazul unui disconfort fizic, in special daci le este afectat simtul
mirosului sau al gustului sau daca se afld sub efectul unui impact
psihologic care 1i poate impiedica sa se concentreze, degustatorii il
informeaza pe presedintele comisiei pentru ca acesta sd ii retraga
din testare.

— Dupa indeplinirea celor mentionate, degustatorii isi ocupa locul in
cabina care le-a fost atribuitd, intr-un mod ordonat si silentios.

— Ei trebuie sd citeasca atent instructiunile care figureaza pe foaia de
profil si sd inceapa examinarea probei numai dupa ce sunt pe deplin
pregatiti pentru sarcina de indeplinit (in mod relaxat si lipsit de graba).
In cazul unor nelamuriri, trebuie si se consulte in particular cu prese-
dintele comisiei.

— Atunci cand isi indeplinesc sarcinile, degustdtorii pastreaza ticerea.

— Telefoanele lor mobile trebuie sd fie oprite pe toatd durata degustarii,
pentru a nu afecta concentratia si activitatea colegilor.

9. PROCEDURA PENTRU EVALUAREA ORGANOLEPTICA SI
CLASAREA ULEIULUI DE MASLINE VIRGIN

9.1.  Tehnica de degustare
VY M29

9.1.1. Degustitorii iau paharul, tindndu-1 acoperit cu sticla de ceas, apoi il
inclind usor si in aceastd pozitie il rotesc complet pentru a umezi inte-
riorul acestuia pe o suprafatd cat mai mare. Dupd aceastd operatiune,
degustatorii indeparteaza sticla de ceas si miros proba inspirdnd lent si
profund, pentru a evalua uleiul. Durata testului olfactiv nu trebuie sa
depaseascd 30 de secunde. Dacd nu au ajuns la nici o concluzie in
acest timp, degustitorii fac o scurtd pauza inainte de a trece la o noud
testare.
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Dupa efectuarea testului olfactiv, degustatorii evalueaza senzatiile bucale
(senzatii retronazale globale olfactive, gustative si tactile). In acest scop,
se ia in gurd o cantitate micd de ulei, de aproximativ 3 ml. Este foarte
importantd distribuirea uleiului in toatd cavitatea bucald, de la partea
anterioard a gurii si limbii, trecdnd prin partile laterale si partea poste-
rioard, pand la vilul palatului si gat, fiind bine cunoscut ca gustul si
senzatiile tactile sunt percepute cu o intensitate variabild in functie de
diferitele zone ale limbii, ale palatului si ale gatului.

Trebuie sa se insiste asupra necesitatii de a raspandi uleiul in cantitati
suficiente si foarte lent in partea posterioara a limbii pana la valul
palatului si gat, atentia degustatorului fiind dirijata spre ordinea aparitiei
stimulilor amar si picant. Daca nu se procedeaza astfel, la anumite uleiuri
cei doi stimuli pot trece neobservati sau stimulul amar poate fi mascat de
stimulul picant.

Inspiratiile scurte si succesive, care lasa aerul sd patrundd prin gura,
permit nu numai buna raspandire a probei in toatd cavitatea bucala, ci
si perceperea pe cale retronazald a compusilor aromatici volatili, prin
utilizarea fortatd a acestui canal.

N.B. Cand degustatorii nu percep atributul fructat dintr-o proba, iar inten-
sitatea atributului de clasare negativ este de 3,5 sau mai micd, presedintele
comisiei poate decide sd ia masuri pentru ca degustatorii sa analizeze
proba din nou la temperatura ambiantda (COI/T.20/Doc. Nr. 6/Rev. 1,
septembrie 2007, sectiunea 3 — Specificatii generale pentru instalarea
unei sali de degustare), specificand contextul si conceptul de temperatura
ambiantd. Cand proba ajunge la temperatura camerei, degustatorii trebuie
sd o evalueze din nou pentru a verifica doar dacd se percepe atributul
fructat. Dacad da, degustitorii trebuie sd marcheze intensitatea pe scara.

Senzatia tactild de picant trebuie luata in considerare. In acest scop, se
recomanda ingerarea uleiului.

vM26
9.1.2. Cand se efectueaza evaluarea organoleptica a uleiului de masline virgin,
se recomanda evaluarea a maximum patru probe in fiecare sesiune, avand
cel mult trei sesiuni pe zi, pentru a evita efectul de contrast care ar putea
apdrea prin degustarea imediatd a altor probe.

Avand in vedere ci degustarile succesive sunt afectate de oboseala sau de
pierderea acuitatii, cauzate de degustarile precedente, trebuie sd se
utilizeze un produs capabil sd elimine din gurd resturile de ulei de la
degustarea tocmai efectuata.

Se recomanda utilizarea unei bucatele de mar care, dupa mestecare, poate
fi aruncatd in scuipitoare. In continuare, se cliteste gura cu putind apa la
temperatura ambiantd. Se lasd sa treaca cel putin 15 minute intre sfarsitul
unei sesiuni si inceputul urmatoarei.

9.2.  Utilizarea foii de profil de catre degustatori

Foaia de profil care trebuie utilizata de catre degustatori este reprodusa in
figura 1 din prezenta anexa.

Fiecare degustdtor din comisie miroase si pe urma gustd (') uleiul in
cauza. Pe urmad, introduce intensitatea cu care percepe fiecare dintre atri-
butele negative si pozitive pe scara de 10 cm de pe foaia de profil pe care
o are la dispozitie.

(") Degustatorul se poate abtine sd deguste un ulei atunci cind constatd pe cale olfactiva
directd vreun atribut negativ extrem de intens, notdnd pe foaia de profil aceasta situatie
exceptionala.
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In cazul in care degustitorii percep atribute negative neindicate in
sectiunea 4, acestea se Inregistreazd la rubrica ,altele”, folosindu-se
termenul sau termenii care descriu cel mai precis atributele respective.
VY M28

9.3.  Utilizarea datelor de catre presedintele comisiei

Presedintele comisiei strdnge foile de profil completate de fiecare
degustator si trece in revistd intensititile consemnate pentru diferitele
atribute. Daca identificd vreo anomalie, invitd degustatorul sd isi revi-
zuiasca foaia de profil si, dacad este necesar, sd repete testul.

Presedintele comisiei introduce datele referitoare la evaluarea fiecarui
membru al comisiei intr-un program informatic de tipul celor prevazute
de standardul I0C/T.20/Doc. nr. 15, in vederea calculdrii din punct de
vedere statistic a rezultatelor analizei, pe baza calcularii medianei
acestora. A se vedea punctul 9.4 si apendicele la prezenta anexa.
Datele pentru o anumitd probad se introduc cu ajutorul unei matrice care
contine 9 coloane, reprezentdnd cele 9 atributele senzoriale, si n linii
corespunzatoare celor n membri care fac parte din comisie.

Atunci cind se percepe un defect care se inregistreaza la rubrica ,altele”
de catre cel putin 50 % din comisie, presedintele comisiei calculeaza
mediana defectului si obtine clasarea corespunzatoare.

Valoarea coeficientului de variatie robust care defineste clasarea (defectul
cu cea mai mare intensitate si atributul fructat) trebuie sa nu fie mai mare
de 20 %.

In caz contrar, presedintele comisiei trebuie sd repete evaluarea probei
respective intr-o alta sesiune de degustare.

Daca aceasta situatie este frecventa, se recomanda ca presedintele comisiei
sd ofere degustatorilor o formare specifica suplimentara (IOC/T.20/Doc.
nr. 14, punctul 5) si sa utilizeze indicele de repetabilitate si indicele de
deviatie pentru a verifica performantele degustatorilor (I0C/T.20/Doc.
nr. 14, punctul 6).

VY M32
9.4. Clasarea uleiului

Uleiul se claseazd in categoriile de mai jos, in functie de mediana
defectelor si de mediana atributului fructat. Mediana defectelor se
defineste ca mediana defectului perceput cu cea mai mare intensitate.
Mediana defectelor si mediana atributului fructat sunt exprimate cu o
precizie de o zecimala.

Clasarea uleiului se efectueazd prin compararea valorii medianei
defectelor si a medianei atributului fructat cu intervalele de referintd
prezentate in cele ce urmeaza. Intrucét limitele acestor intervale s-au
stabilit tinandu-se cont de eroarea metodei, acestea sunt considerate
absolute. Pachetele de software permit sd se afigeze clasarea intr-un
tabel de date statistice sau ca grafic.

(a) in cazul uleiului de misline extravirgin, mediana defectelor este egald
cu 0,0, iar mediana atributului fructat este mai mare de 0,0.

(b) in cazul uleiului de masline virgin, mediana defectelor este mai mare
de 0,0 si mai mica sau egald cu 3,5, iar mediana atributului fructat
este mai mare de 0,0.

(c) In cazul uleiului de masline virgin lampant, mediana defectelor
depaseste 3,5 sau mediana defectelor este mai micd sau egald cu
3,5, iar mediana atributului fructat este egald cu 0,0.



01991R2568 — RO — 20.10.2019 — 032.001 — 73

YM32

Nota 1: Atunci cand mediana atributului amar si/sau a atributului picant
depaseste 5,0, presedintele comisiei trebuie sa declare acest lucru
pe certificatul de test.

Pentru evaluarile care au ca scop monitorizarea conformitatii, trebuie
efectuat un singur test. In cazul contraevaludrilor, analiza trebuie si se
desfasoare in duplicat, in sesiuni de testare diferite. Rezultatele analizei
duplicat trebuie sa fie omogene din punct de vedere statistic (a se vedea
punctul 9.5). In caz contrar, proba trebuie analizatd din nou de inca doua
ori. Valoarea finald a medianei atributelor de clasare se va calcula pe baza
valorii medii a ambelor mediane.

VY M29
9.5 Criterii pentru acceptarea si respingerea duplicatelor

Pentru a se stabili daca cele doua rezultate ale unei analize in duplicat
sunt omogene sau acceptabile din punct de vedere statistic, se utilizeaza
eroarea normalizatd, definitd in cele ce urmeazai:

_ |Me; — Me,|
VU + U3
unde Me; si Me, sunt medianele celor doud duplicate (mai exact, prima si

a doua analiza), iar U; si U, sunt incertitudinile extinse obtinute pentru
cele doud valori, calculate, dupa cum se specifica in apendice, astfel:

E,

(CV, x Me,)
100

In cazul incertitudinii extinse, ¢ = 1,96; asadar:

Uy =cxs*and s* =

Uy = 0,0196 x CV, x M
unde CV, este coeficientul de variatie robust.

Pentru a se declara cé cele doud valori obtinute nu sunt diferite din punct
de vedere statistic, £, trebuie sd fie egald cu 1,0 sau mai mica.
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Figura 1
FOAIA DE PROFIL PENTRU ULEIUL DE MASLINE VIRGIN

Intensitatea perceperii defectelor

Statut/de drojdie

Mucegait/umed/de pamant

De vin/otetit

acid/acru

Masline inghetate

(lemn umed)

Ranced

Alte atribute negative:

Descriptor: Metalic 0  De fan 0  Mancat de viermi [ Grosier [
De saramurd [1  Incilzit sau ars 0 De ape de vegetatie [

Rogoz 0  Castravete 0  De lubrifianti [
Intensitatea perceperii atributelor pozitive

Fructat

Verde O Copt O

Amar

Picant

Numele degustatorului: Codul degustatorului:
Codul probei:

Semnatura:
Data:

Observatii:
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Apendice
Metoda de calcul al medianei si al intervalelor de incredere
Mediana

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

Mediana se defineste ca numarul real X, caracterizat de faptul ca probabilitatea
(p) ca valorile distributiei (X) sa fie inferioare acestui numar (X,,) este mai mica
sau egala cu 0,5 si ca, simultan, probabilitatea (p) ca valorile distributiei (X) sd
fie inferioare sau egale cu X, este mai mare sau egala cu 0,5. O definitie mai
practicd considera mediana ca fiind a 50-a percentild a unei distributii de numere
ordonate in ordine crescitoare. in termeni mai simpli, mediana este punctul de
mijloc al unui ansamblu ordonat de numere impare, sau media a doua puncte de
mijloc ale unui ansamblu ordonat de numere pare.

Deviatia standard robusta

se tind cont de deviatia standard robustd, astfel cum a fost estimatd conform
Stuart si Kendall (4). Formula ofera deviatia standard asimptoticd robusta,
adica estimarea robusta a variabilitatii datelor luate in considerare, in care N
este numarul de observatii si IQR este intervalul interquartil, care inglobeaza
exact 50 % din cazurile unei anumite distributii de probabilitate:

*

1,25 x IQR
T 1,35 x VN

Calculul intervalului interquartil se efectueaza calculand magnitudinea diferentei
dintre a 75-a si a 25-a percentila.

IQR = a 75-a percentila — a 25-a percentila

unde percentila este valoarea X, caracterizatd de faptul cd probabilitatea (p) ca
valorile distributiei sa fie inferioare X, este mai micd sau egald cu o sutime
specifica si ca, simultan, probabilitatea (p) ca valorile distributiei sa fie mai mici
sau egale cu X, este mai mare sau egald cu acea sutime specifica. Sutimea
indicd cuantila de distributie retinuta. In cazul medianei, aceasta este egala cu
50/100.

n

percentila = [p (X < xpc.) = 1_00}

n
S W Ap (X Sxpc)

in scopuri practice, percentila este valoarea de distributie care corespunde unei
arii specifice trasate dintr-o curba de distributie sau de densitate. De exemplu, a
25-a percentila reprezintd valoarea de distributie care corespunde unei arii egale
cu 0,25 sau 25/100.

in prezenta metoda, percentilele sunt calculate pe baza valorilor reale care apar in
datele din matrice (procedura de calculare a percentilelor).

Coeficientul de variatie robust (%)

CVr% reprezintd un numar pur care indicd procentajul de variabilitate al seriei de
numere analizate. Din acest motiv, coeficientul este foarte util pentru verificarea
fiabilitatii evaluatorilor comisiei.

*

s
CV,=—x100
" Me "
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Intervalele de incredere pentru mediana la 95%

Intervalele de incredere la 95% (valoarea erorii de tip I egale cu 0,05 sau 5%)
reprezintd intervalul in care valoarea medianei ar putea varia in ipoteza in care ar
fi posibilad repetarea experientei de un numir infinit de ori. in practici, acesta
indica intervalul de variabilitate al testului in conditiile de operare retinute, daca
se pleacd de la ipoteza ca s-ar putea repeta de mai multe ori. Intervalul ajuta la
evaluarea fiabilitatii testului, ca si in cazul CVr%.

C'I'superior =Me+ (c xs")
C'I'inférior = Me — (C X S*)

unde C = 1,96 pentru intervalul de incredere la nivelul de 95%.

Un exemplu al fisei de calcul este prezentat in anexa I la standardul I0C/T
20/Doc. nr. 15.
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1.1.

1.2.

2.2.

2.3.

2.4.

ANEXA XV

CONTINUTUL DE ULEI AL RESTURILOR DE MASLINE
Material

— aparat de extractie adecvat, echipat cu un balon de 200-250 ml;

— baie cu incalzire electrica (baie de nisip, baie de apa etc.) sau placa de
incalzire;

— balantd analitica,
— etuva reglata la maxim 80 °C;

— etuva cu incalzire electrica echipatd cu un dispozitiv de termoreglare
reglat la 103 °C £ 2 °C care permite realizarea unei insufldri de aer sau
a unei presiuni reduse;

— concasor mecanic usor de curatat care permite concasarea fara incalzire
si fard diminuarea sensibila a continutului lor de apa si de ulei;

— cartus de extractie si vatd hidrofila sau hartie de filtru, fara produse care
se extrag cu hexan;

— exsicator;
— sitd cu gauri cu diametru de 1 mm;
— piatrd ponce cu granule mici, uscatd in prealabil.

Reactiv

n-hexan tehnic al cérui reziduu in urma evaporarii complete trebuie sa fie
mai mic de 0,002 g pentru 100 de ml.

MOD DE LUCRU
Prepararea mostrei

Se sfiramd mostra pentru laborator, dacd este necesar, in concasorul
mecanic bine curdtat in prealabil cu scopul de a-1 marunti in particule ce
pot trece prin sita.

Se foloseste aproximativ a doudzecea parte din mostra pentru a finaliza
curatarea concasorului, se aruncd mostra macinatd, se macinad restul, se
colecteazd, se amesteca cu grija si se analizeaza imediat.

Mostra

Se cantdresc, cu o precizie de 0,01 grame, dupa incheierea concasarii,
aproximativ 10 g de mostra pentru test.

Prepararea cartusului de extractie

Se plaseazi mostra in cartus si se astupd cu tamponul de vatd hidrofila. in
cazul in care se foloseste hartie de filtru, se ambaleaza mostra méacinatd in
aceastd hartie.

Uscarea prealabila

in cazul in care resturile sunt foarte umede (continutul de api si de materii
volatile este mai mare de 10 %), se efectueazd o uscare prealabild prin
introducerea, pentru o perioadd de timp suficientd, a cartusului umplut
(sau a hartiei de filtru) in etuva incalzitd la maximum 80 °C, pentru a
reduce continutul de apd si de materii volatile la mai putin de 10 %.
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2.6.

2.7.

2.8.

Prepararea balonului

Se cantareste, cu o precizie de 1 miligram, balonul ce contine 1 sau
2 granule de piatra ponce, uscat in prealabil in etuva la 103 °C + 2 °C,
apoi se raceste timp de cel putin o ord intr-un exsicator.

Prima extractie

Se pune in aparatul de extractie cartusul (sau hartia de filtru) ce contine
mostra. Se toarnd In balon cantitatea necesard de hexan. Se adapteazd
balonul la aparatul de extractie si se plaseaza totul pe baia cu incalzire
electricd. incilzirea se efectueazi in asa fel incat debitul refluxului si fie
de cel putin trei picaturi pe secunda (fierbere moderatd, fara clocote). Dupa
4 ore de extractie, se lasd sd se raceascd. Se scoate cartusul aparatului de
extractie si se plaseazd intr-un curent de aer astfel incat si se elimine cea
mai mare parte a solventului impregnat.

A doua extractie

Se goleste cartusul in microconcasor si se concaseaza cat mai fin posibil. Se
plaseaza din nou, cantitativ, amestecul in cartus, si acesta se pune in
aparatul de extractie.

Se incepe din nou extractia timp de inca doud ore folosindu-se acelasi balon
ce contine prima extractie.

Solutia obtinuti in balonul de extractie trebuie si fie limpede. in caz
contrar, aceasta se filtreaza printr-o hartie de filtru, spalandu-se de mai
multe ori primul balon si hartia de filtru cu hexan. Se colecteaza filtratul
si solventul de spalare intr-un al doilea balon, uscat in prealabil si tarat cu o
precizie de 1 miligram.

Eliminarea solventului si cintirirea extractului

Se inldtura, prin distilare pe baia cu incalzire electricd, cea mai mare parte a
solventului. Se elimind ultimele urme de solvent prin incdlzirea balonului in
etuva la 103 °C = 2 °C timp de 20 de minute. Se faciliteaza aceastd
eliminare fie prin insuflarea de aer, din cand in cand, sau, de preferinta,
a unui gaz inert, fie operand sub presiune redusa.

Se lasa sd se raceascd balonul intr-un exsicator timp de cel putin o ora, si se
cantareste cu o precizie de 1 mg.

Se incidlzeste din nou 10 minute in aceleasi conditii, se raceste in exsicator
si se cantareste.

Diferenta dintre rezultatele celor doud cantdriri trebuie sd fie mai micd
sau egald cu 10 mg. In caz contrar, se incilzeste din nou timp de céte
10 minute, perioade urmate de raciri si de cantdriri, pand cand diferenta de
masa este cel mult egald cu 10 mg. Se retine ultima cantdrire a balonului.

Se efectueaza doud determindri pe aceeasi mostrd pentru testare.

EXPRIMAREA REZULTATELOR
Mod de calcul si formula

(a) Extractul exprimat in procente de masa a produsului ca atare, este egal
cu:
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in care: S este procentul de masa al extractului produsului ca
atare;

m, este masa, in grame, a mostrei;

m; este masa, In grame, a extractului dupd uscare.

Se ia ca rezultat media aritmetica a celor doud determinari, in cazul in
care sunt indeplinite conditiile lor de repetabilitate.

Rezultatul se exprimd cu o singurd zecimala.

(b) Extractul este raportat la materia uscata folosind-se urmatoarea formula:

S x 100 tract in % /uscat
——— = extractin ras/usca
100-U 08 ’
in care: § = este procentul de masa al extractului produsului ca

atare [a se vedea litera (a)],

U

continutul acestuia de apa si de materii volatile.
3.2. Repetabilitatea

Diferenta dintre rezultatele celor doud determindri, efectuate simultan sau
rapid una dupa alta de catre acelasi analist, nu trebuie sa fie mai mare de
0,2 g de extract cu hexan pentru 100 g de mostra.

fn caz contrar, se repet analiza pe alte doud mostre pentru test. in cazul in
care si de aceastd data diferenta depaseste 0,2 grame, se ia ca rezultat media
aritmeticd a celor patru determinari efectuate.
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2.1.

4.1.

4.2.

43.

44,

4.5.

4.6.

5.1.

5.2.

ANEXA XVI
DETERMINAREA INDICELUI DE 10D

OBIECT

Prezenta norma internationald descrie o metodd destinatd determinarii
indicele de iod in substantele grase de origine animald si vegetala.

DEFINITIE

In sensul prezentei norme internationale, se aplicd urmatoarele definitii.

Indice de iod: masa de iod absorbitdi de mostrd in conditii de operare
specificate de prezenta norma internationala.

Indicele de iod se exprima in numar de grame de iod pe 100 g de mostra.

PRINCIPIU

Punerea in solutie a mostrei intr-un solvent si addugarea reactivului Wijs.
Dupa un interval de timp determinat, addugarea unei solutii de iodura de
potasiu si de apa; titrarea iodului eliberat cu ajutorul unei solutii de tiosulfat
de sodiu.

REACTIVI

Toti reactivii sunt de calitate analiticd recunoscuta.
Apa, care sa conforma cu cerintele ISO 3696, categoria a 3-a.
Iodura de potasiu, solutie de 100 g/, fara iod sau iodat.

Solutie de amidon. Se amesteca 5 g de amidon solubil in 30 ml de apai, se
adaugd acestui amestec 1 000 ml de apa fiarta, se fierbe 3 minute si se lasa
sa se raceasca.

Solutie volumetrica etalon de tiosulfat de sodiu.

¢(Na,S305.5H,0) = 0,1 mol pe litru, standardizat timp de cel mult sapte zile
inainte de folosire.

Solvent preparat prin amestecul de volume egale de ciclohexan si de acid
acetic.

Reactiv Wijs care contine monoclorura de iod in acid acetic. Se utilizeaza
reactivul de Wijs care se gaseste in comert.

APARATURA

Materialul de laborator obisnuit, in special:

Nacele de sticld pentru cantdrit, adecvate mostrei si care pot fi introduse in
baloane (5.2.).

Baloane conice, cu o capacitate de 500 ml, prevazute cu capace de sticla si
complet uscate.

PREPARAREA MOSTREI DE ANALIZAT

Mostra omogenizata este uscata pe sulfat de sodiu si filtrata.

MOD DE LUCRU

. Mostra

Masa mostrei variazd conform indicelui de iod presupus, asa cum indica
tabelul 1.
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7.2.

7.3.

Tabelul 1
Indice de iod presupus Masa mostrei (in g)

mai mic de 5 3,00
5-20 1,00
21-50 0,40
51-100 0,20
101-150 0,13
150-200 0,10

Se cantareste mostra cu o precizie de 0,1 mg intr-o naceld de sticla pentru
cantarit (5.1).

Determinare

Se introduce mostra intr-un balon de 500 ml (5.2). Se adaugd 20 ml de
solvent (4.4) pentru a dizolva substantele grase. Se adauga exact 25 ml de
reactiv Wijs (4.5), se astupa, se agitd continutul si se pune balonul intr-un
loc intunecos. Pentru reactivul de Wijs nu se utilizeaza pipeta.

Se prepara o mostra etalon cu solventul si cu reactivul, dar fara mostra
pentru testare.

Pentru mostrele care au un indice de iod mai mic de 150, se lasa baloanele
intr-un spatiu intunecos timp de o ord; pentru cele care au un indice de iod
mai mare de 150 si pentru produsele polimerizate sau produse oxidate intr-o
masura considerabild, se lasa timp de doud ore.

Dupa ce a trecut acest interval de timp, se adauga 20 ml din solutia de
iodurd de potasiu (4.1) si 150 ml de apa in fiecare balon.

Se titreaza cu solutia de tiosulfat de sodiu volumetricd etalon (4.3) pana
cand dispare culoarea galbend datoratd iodului. Se adauga céteva picaturi din
solutia de amidon (4.2) si se continud titrarea pana in momentul in care
dispare culoarea albastra, dupd ce s-a agitat energic continutul.

Nota: Determinarea potentiometrica a punctului final este tolerata.
Numarul de determinari
Se efectueaza doud determinari pe aceeasi mostra.

EXPRIMAREA REZULTATELOR

Indicele de iod este egal cu:

12,69 (V, = V)

)

m
in care:
c = valoarea numericd a concentratiei exacte, in moli pe litru, a
solutiei etalon de tiosulfat de sodiu volumetric (4.3) utilizate;
V; = valoarea numerica a volumului, in ml, a solutiei etalon de tiosulfat

de sodiu volumetric (4.3) utilizate pentru mostra etalon;
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V, = valoarea numericd a volumului, in ml, a solutiei etalon de tiosulfat
de sodiu volumetric (4.3) utilizate pentru determinare;

m = valoarea numericd a masei, in grame, a mostrei (7.1).

Se ia ca rezultat media aritmetica a celor doua determinari, cu conditia sa
fie indeplinit criteriul repetabilitatii.
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ANEXA XVII

METODA DE DETERMINARE A CONTINUTULUIL DE
STIGMASTADIENE DIN ULEIURILE VEGETALE

1. OBIECT

Determinarea continutului de stigmastadiene din uleiurile vegetale
contindnd concentratii scazute din aceste hidrocarburi, in special in
uleiul virgin de masline si in uleiul brut din resturi de masline.

2. DOMENIU DE APLICARE

Metoda se utilizeaza pentru toate uleiurile vegetale, dar masuratorile sunt
fiabile doar in cazul in care continutul de hidrocarburi este cuprins intre
0,01 si 4,0 mgkg. Aceastd metodd este adecvatd in special pentru
detectarea prezentei uleiurilor vegetale rafinate (de masline, resturi de
masline, floarea soarelui, palmier etc.) in ulei virgin de masline,
deoarece uleiurile rafinate contin stigmastadiene, iar uleiurile virgine nu
contin.

3. PRINCIPIU

Izolarea substantei nesaponificabile. Separarea fractiunii de hidrocarburi
steroidale prin cromatografie in coloana pe silicagel si analiza prin croma-
tografie in faza gazoasd in coloana capilara.

4. APARATURA

4.1. Baloane adecvate de 250 ml cu un condensator cu reflux.
4.2.  Palnii de decantare de 500 ml.

4.3.  Baloane cu fund rotund de 100 ml.

4.4.  Evaporator rotativ.

4.5.  Coloand cromatografica de sticla (diametru intern intre 1,5 si 2,0 cm si
lungime de 50 cm) cu robinet de teflon si un dop din fibra din vata de
sticld sau un disc din sticld sinterizatd la fund. Pentru a prepara coloana
de silicagel, a se turna hexan in coloana cromatografica pana la indltimea
de aproximativ 5 cm si apoi a se completa cu o suspensie de silicagel in
hexan (15 g in 40 ml) cu ajutorul unor fractiuni de hexan. A se lasa sa se
depuna si a se termina depunerea prin aplicarea unei usoare vibratii. A se
adauga sulfat de sodiu anhidru pana la o indltime de aproximativ 0,5 cm
si la sfarsit a se elua hexanul in exces.

4.6.  Cromatograf in fazd gazoasa cu detector de ionizare a flacarii, injector cu
splitare sau injector pe coloand rece ,,on-column” si cuptor programabil
intre £ 1 °C.

4.7.  Coloana capilara din silice topitd pentru cromatografia in faza gazoasa
(diametru intern de 0,25 sau 0,5 mm si lungime de 25 m), acoperitd cu
faza de fenilmetilsilicon 5 %, cu grosime a peliculei de 0,25 mm.

Nota 1:

Pot fi utilizate alte coloane cu polaritate similard sau mai scazuta.
4.8.  Integrator-inregistrator care permite o integrare vale-vale.

4.9.  Microseringa de 5-10 ml pentru cromatografie in faza gazoasd cu ac
cimentat.

4.10. Manta de incélzire electrica sau placa de incalzire.
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5. REACTIVI

Toti reactivii trebuie sd fie puri, in lipsa unor indicatii contrare. Apa
utilizatd trebuie sd fie apd distilatd sau apa cu o puritate cel putin echi-
valenta.

v M32
5.1.  Hexan sau amestec de alcani cu intervalul de fierbere intre 65 si 70 °C,
distilat cu coloana de rectificare. Hexanul poate fi inlocuit cu izooctan
(2,2,4-trimetil pentan pentru cromatografie), cu conditia sa fie atinse
valori de precizie comparabile. Reziduul rdmas in urma evapordrii a
100 ml de solvent poate fi controlat. Solventii cu punct de fierbere mai
ridicat decat n-hexanul au un timp de evaporare mai lung. Cu toate
acestea sunt preferati, data fiind toxicitatea hexanului.

YMi11
5.2.  Etanol v/v 96.

5.3.  Sulfat de sodiu anhidru.

5.4.  Solutie de 10 % de hidroxid de potasiu alcoolic. A se adduga 10 ml de
apd la 50 g de hidroxid de potasiu, a se amesteca si apoi a se dizolva
amestecul in etanol pana la obtinerea a 500 ml de solutie.

Nota 3:

Potasa alcoolica devine cafenie in repaus. Trebuie preparatd proaspit in
fiecare zi si pdstratd in vase de sticla neagrd bine astupate.

5.5.  Silicagel 60 pentru cromatografiec in coloana, 70 - 230 mesh (Merck,
referinta 7734 sau similard).

Nota 4:

De obicei, silicagelul poate fi utilizat direct din recipient fard vreun
tratament prealabil. Cu toate acestea, unele loturi de silicagel pot avea
o activitate scazutd din cauza unei insuficiente separdri cromatografice. in
acest caz, silicagelul ar trebui tratat in modul urmator: a se dezactiva prin
incalzire timp de cel putin 4 ore la 550 °C. Dupd incalzire, a se plasa
silicagelul intr-un exsicator pana la racire si apoi a se transfera silicagelul
intr-un balon inchis. A se adduga 2 % apd si a se agita pana la disparitia
bulgarilor si obtinerea unei pulberi care pluteste liber.

in cazul in care pentru unele loturi de silicagel rezulti cromatograme cu
valori de varf care interfereaza, silicagelul trebuie tratat dupd metoda
indicata mai sus. O alternativa ar putea fi utilizarea unui alt silicagel
extrapur 60 (Merck, referinta 7754).

5.6.  Solutie-mama (200 ppm) de colesta-3,5-diend (Sigma, puritate 99 %) in
hexan (10 mg in 50 ml).

5.7.  Solutie standard de colesta-3,5-diend in hexan la o concentratie de 20 ppm,
obtinutd prin diluarea solutiei de mai sus.

Nota 5:
Solutiile de la punctele 5.6 si 5.7 sunt stabile pentru o perioada de cel
putin patru luni in cazul in care sunt pastrate la mai putin de 4 °C.

5.8.  Solutie de n-nonacosan in hexan la o concentratie de aproximativ 100 ppm.

5.9.  Gaz purtitor pentru cromatografie: heliu sau hidrogen cu puritate de de
99,9990 %.

5.10. Gaze auxiliare pentru detectorul de ionizare cu flacara: hidrogen cu
puritate 99,9990 % si aer purificat.
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6. MOD DE LUCRU
6.1.  Prepararea substantei nesaponificabile

6.1.1. A se cantari 20 £+ 0,1 g de ulei intr-un balon de 250 ml (punctul 4.1), a se
adauga 1 ml din solutia standard de colesta-3,5-diena (20 pg) si 75 ml de
potasa alcoolica la 10 %, a se instala condensatorul cu reflux si a se incalzi
mentinand o fierbere moderata timp de 30 de minute. A se Indeparta de sursa
de caldura balonul care contine esantionul si a se permite ricirea usoard a
solutiei (a nu se permite racirea completa, intrucat esantionul se va depune).
A se adduga 100 ml de apa si a se transfera solutia intr-o palnie separatoare
(punctul 4.2) cu ajutorul a 100 ml de hexan. A se agita puternic amestecul
timp de 30 de secunde si a se permite formarea diferitelor straturi.

Nota 6:

In cazul in care se formeaza o emulsie care nu dispare rapid, a se adauga
mici cantitdti de etanol.

6.1.2. A se transfera faza apoasd de dedesubt intr-o a doua palnie separatoare si
a se extrage din nou cu 100 ml de hexan. A se recupera din nou faza
inferioara si a se spila extractele de hexan (regrupate intr-o altd palnie de
separare) de trei ori, de fiecare datd cu 100 ml dintr-un amestec etanol-apa
(1: 1) pana se ajunge la un pH neutru.

6.1.3. A se trece solutia de hexan prin sulfat de sodiu anhidru (50 g), a se spala cu 20
ml hexan si a se usca intr-un evaporator rotativ la 30 °C la presiune redusa.

6.2.  Separarea fractiunii de hidrocarbura steroidala

6.2.1. A se aseza reziduul in coloana de fractionare cu ajutorul a doua fractiuni
de 1 ml de hexan, a se scurge esantionul de-a lungul coloanei permitand
scaderea nivelului solutiei pand deasupra sulfatului de sodiu si a se Incepe
elutia cromatografica cu hexan la un debit de aproximativ 1 ml/min. A se
elimina primii 25-30 ml de eluat i apoi a se colecta urmétoarea fractiune
de 40 ml. Dupa colectare, a se transfera aceasta fractiune intr-un balon cu
fundul rotund de 100 ml (punctul 4.3).

Nota 7:

Prima fractiune contine hidrocarburi saturate (figura 1 a) si a doua
fractiune pe cele steroidale. Continudnd elutia, se obtin squalen si
compusi inruditi. Pentru a obtine o bund separare intre hidrocarburile
saturate si cele steroidale, este necesard optimizarea volumelor fractiu-
nilor. Pentru aceasta, volumul primei fractiuni ar trebui ajustat astfel
incat, atunci cand a doua fractiune este analizatd, valorile de varf care
reprezintd hidrocarburile saturate sa fie scazute (a se vedea figura 1 c); in
cazul in care acestea nu apar, dar intensitatea valorii de varf standard este
scazutd, trebuie redus volumul. Oricum, nu este necesarda o separare
completd intre componentii primei si celei de a doua fractiuni, dat fiind
cd nu existd o suprapunere a valorilor de varf in timpul analizei prin
cromatografie In faza gazoasd, daca conditiile CG sunt adaptate 1n confor-
mitate cu punctul 6.3.1. Optimizarea volumului celei de-a doua fractiuni
este, in general, inutild, intrucat se obtine o buna separare cu ajutorul
componentelor urmatoare. Cu toate acestea, prezenta unei valori de varf
ridicate la un timp de retentie cu aproximativ 1,5 minute mai redus decat
cel standard se datoreaza squalenului si indica o separare insuficienta.

6.2.2. A se evapora a doua fractiune intr-un evaporator rotativ la 30 °C si la o
presiune redusd pana la uscare si a se dizolva imediat reziduul in 0,2 ml
de hexan. A se pastra solutia la frigider pana la analiza.

Nota 8:

Reziduurile mentionate la punctele 6.1.3 si 6.2.2 nu trebuie pastrate uscate
si la temperatura camerei. Imediat ce sunt obtinute, ar trebui adaugat
solventul si solutiile ar trebui pastrate la frigider.



01991R2568 — RO — 20.10.2019 — 032.001 — 86

VYMil1
6.3. Cromatografie in faza gazoasi

6.3.1. Conditii de lucru pentru injectare cu splitare:
— temperatura injectorului: 300 °C;
— temperatura detectorului: 320 °C;

— integrator-inregistrator: parametrii pentru integrare trebuie fixati astfel
incat sa se permitd o evaluare corectd a suprafetelor. Este recomandat
modul de integrare vale-vale;

— sensibilitate: aproximativ de 16 ori atenuarea minima;
— cantitatea de solutie injectatd: 1 pl;

— temperaturi de programare a cuptorului: temperatura initiala 235 °C
timp de sase minute si apoi crescand cu 2 °C/minut pana la 285 °C;

— injector cu divizor de debit 1: 15;
— purtdtor: heliu sau hidrogen la o presiune de aproximativ 120 kPa.

Aceste conditii pot fi modificate in functie de caracteristicile cromato-
grafului si ale coloanei, pentru ca cromatogramele sa indeplineascd urma-
toarele cerinte: formarea valorii de varf standard interne in aproximativ
cinci minute din timpul indicat la punctul 6.3.2; valoarea de varf standard
interna trebuie sa se intinda pe cel putin 80 % din scara totala.

Sistemul de cromatografie in fazd gazoasa ar trebui sa fie controlat prin
injectarea unui amestec din solutia-mama de colestadiena (punctul 5.6) si
din solutia de n-nonacosan (punctul 5.8). Valoarea de varf a colesta-3,5-
dienei trebuie sd apard inainte de cea a n-nonacosan-ului (figura lc); in
cazul in care aceasta nu apare, se pot lua doud masuri: reducerea tempe-
raturii cuptorului si/sau utilizarea unei coloane mai putin polare.

6.3.2. Identificarea valorilor de varf

Valoarea de varf standard internd apare la aproximativ 19 minute si 3,5-
stigmastadiena la un timp de retentie relativ de aproximativ 1,29 (a se
vedea figura 1b). 3,5-Stigmastadiena este insotita de cantitati mici de
izomer si, in general, ambele produc o valoare de varf cromatograficd
unica. Cu toate acestea, iIn cazul in care coloana este prea polard sau
prezintd o putere de rezolutie prea mare, izomerul poate aparea ca o
valoare de varf scazutd naintea si apropiatd de cea a stigmasta-3,5-
dienei (figura 2). Pentru a se asigura faptul ca stigmastadienele produc
o valoare de varf unica, este recomandabil sa se inlocuiasca coloana cu
una care este mai putin polard sau are un diametru intern mai mare.

Nota 9:

Stigmastadienele de referintd pot fi obtinute din analiza unui ulei vegetal
rafinat prin utilizarea unei cantitati mai reduse din esantion (1-2 g). Stig-
mastadienele produc o valoare de varf proeminenta si usor de identificat.

6.3.3. Analiza cantitativa

Continutul de stigmastadiene este determinat in conformitate cu formula:

Ay x M,

mg/kg de stigmastadiene = m
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unde: A, = suprafata valorii de varf a stigmastadienelor (in cazul in
care valoarea de varf este separata in doi izomeri, suma
suprafetelor celor doua valori de varf);
A, = suprafata standardului intern (colestadiena);
M, = masa de standard addugatd, in micrograme;
M, = masa uleiului prelevat, in grame.
Limita de detectie: aproximativ 0,01 mg/kg.
VY M32

Nota 10:

in cazul in care concentratia de stigmastadiene este mai mare de 4 mg/kg,
daca este necesara cuantificarea, trebuie aplicata metoda Consiliului
Oleicol International pentru determinarea sterenilor in uleiul rafinat.
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Figura 1

Cromatograme (cromatografii in fazd gazoasd) obtinute prin analiza esantioanelor
de ulei de masline pe o coloand capilard cu silice topitd (diametru intern de
0,25 mm si lungime de 25 m), acoperita cu fenilmetilsilicon 5%, cu o
grosime a peliculei de 0,25 pm.
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(a) Prima fractiune (30 ml) dintr-un ulei virgin, eluat cu etalon.

(b) A doua fractiune (40 ml) dintr-un ulei de masline contindnd 0,10 mg/kg de
stigmastadiene.

(c) A doua fractiune (40 ml) contindnd o micd proportie din prima fractiune.

STIG-3,5

izomer

l"‘ ek

| [ | .
0 10 20 min
Figura 2

Cromatograma in faza gazoasa obtinutd dintr-un esantion de ulei de masline
rafinat analizat pe o coloana DB-5 pe care figureaza izomerul de 3,5-stigmasta-

diena.
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ANEXA XVIII

DETERMINAREA DIFERENTEI DINTRE CONTINUTUL REAL SI
CONTINUTUL TEORETIC DE TRIGLICERIDE CU NEC 42

1. DOMENIUL DE APLICARE

Determinarea diferentei absolute dintre valorile experimentale ale
trigliceridelor (TG) cu numar echivalent de atomi de carbon egal cu
42 (NEC42yp ) obtinute prin determinarea in ulei prin cromatografie
lichidd de fnaltd performantd (HPLC) si valoarea teoretici a TG cu
numdr echivalent de atomi de carbon egal cu 42 (NEC 42 ,.4ic)
calculata pe baza compozitiei de acizi grasi.

2. SFERA DE APLICARE

Metoda se aplica uleiurilor de masline. Metoda se aplica detectarii
prezentei unor cantititi mici de uleiuri din seminte (bogate in acid
linoleic) in fiecare categorie de uleiuri de masline.

3. PRINCIPIU

in cazul uleiurilor de misline pure, continutul de trigliceride cu NEC 42
determinat prin analiza HPLC este, intr-o oarecare masurd, echivalent cu
continutul teoretic de trigliceride cu NEC 42 (calculat pe baza compo-
zitiei de acizi grasi determinate prin cromatografie in fazd gazoasa-
lichida - GLC). O diferentd mai mare decat valorile adoptate pentru
fiecare categorie de ulei indicd faptul ca uleiul contine uleiuri din
seminte.

4. METODA

Metoda de calcul pentru continutul teoretic de trigliceride cu NEC 42 si
pentru diferenta in raport cu datele HPLC constd in principal in coor-
donarea datelor analitice obtinute cu ajutorul altor metode. Se pot
distinge trei faze: determinarea compozitiei de acizi grasi prin cromato-
grafie 1n fazd gazoasd cu coloand capilard, calculul compozitiei teoretice
a trigliceridelor cu NEC 42 si determinarea trigliceridelor cu NEC 42
prin HPLC.

4.1. Aparaturia
4.1.1. Baloane de 250 si 500 ml

4.1.2. Pahare Berzelius de 100 ml

4.1.3. Coloand cromatografica din sticla (diametru intern de 21 mm, lungime
de 450 mm) cu robinet si slif (mama) in partea de sus

4.1.4. Palnii de separare de 250 ml, cu slif (tatd) in partea de jos, adecvate
pentru conectarea la partea superioard a coloanei

4.1.5. Bagheta de sticld de 600 mm lungime
4.1.6. Palnie de sticld de 80 mm diametru
4.1.7. Baloane gradate de 50 ml

4.1.8. Baloane gradate de 20 ml

4.1.9. Evaporator rotativ

4.1.10. Aparat de cromatografie in fazd lichidd de inaltd performantd care
permite un control termostatic al temperaturii coloanei

4.1.11. Injectoare pentru 10 pl

4.1.12. Detector: refractometru diferential capabil sd determine indicele de
refractie cu aproximatie de 10#



01991R2568 — RO — 20.10.2019 — 032.001 — 91

VY M25
4.1.13. Coloana: tub din otel inoxidabil de 250 mm lungime x 4,5 mm diametru
interior, prevazut cu particule de siliciu cu diametru de 5 um continand
22-23% carbon sub forma de octadecilsilan
4.1.14. Software de prelucrare a datelor
4.1.15. Flacoane, de aproximativ 2 ml, cu membrane din teflon si capace cu filet
4.2. Reactivi
Reactivii trebuie sa fie de puritate analiticd, iar solventii de eluare trebuie
s fie degazati (ei pot fi reciclati de mai multe ori, fara ca acest lucru sa
aiba repercusiuni asupra separarilor).
VY M32
4.2.1. Eter de petrol, 40-60 °C, de puritate pentru cromatografie sau hexan.
Hexanul poate fi inlocuit cu izooctan (2,2,4-trimetil pentan pentru
cromatografie), cu conditia sa fie atinse valori de precizie comparabile.
Solventii cu punct de fierbere mai ridicat decat n-hexanul au un timp de
evaporare mai lung. Cu toate acestea sunt preferati, data fiind toxicitatea
hexanului.
VY M25
4.2.2. Eter etilic, fara peroxid, proaspat distilat
4.2.3. Solvent de eluare pentru purificarea uleiului prin cromatografie in
coloana: amestec eter de petrol/eter etilic 87/13 (v/v)
4.2.4. Silicagel, granulometrie 70-230, tipul Merck 7734, cu un continut de apa
standardizat de 5% (g/g)
4.2.5. Vatad de sticla
4.2.6. Acetond pentru HPLC
4.2.7. Acetonitril sau propionitril pentru HPLC
4.2.8. Solvent de eluare HPLC: acetonitril + acetona (proportiile trebuie sa fie
ajustate in functie de separarea doritd; se incepe cu un amestec 50:50)
sau propionitril
4.2.9. Solvent de solubilizare: acetona
4.2.10. Trigliceride de referintd: pot fi utilizate trigliceride comerciale (tripal-
mitind, trioleind etc.), iar timpii de retentie se reprezintd grafic dupa
numarul echivalent de atomi de carbon, sau, alternativ, cromatograme
de referinta obtinute din ulei de soia, amestec 30:70 ulei de soia - ulei de
masline, si ulei de masline pur (a se vedea notele 1 si 2 si figurile 1-4)
4.2.11. Coloana de extractie in faza solida, cu faza de silice 1 g, 6 ml
VY M32
4.2.12. Heptan, de calitate cromatografica. Heptanul poate fi inlocuit cu izooctan
(2,2,4-trimetil pentan pentru cromatografie).
VY M25

43. Pregitirea probelor

Intrucat existenta unui anumit numir de substante interferente poate
conduce la rezultate fals pozitive, proba trebuie intotdeauna sa fie puri-
ficata in conformitate cu metoda IUPAC 2.507, utilizata pentru deter-
minarea continutului de compusi polari in grasimi de préajit.

4.3.1.  Pregatirea coloanei cromatografice

Se umple coloana (4.1.3) cu aproximativ 30 ml de solvent de eluare
(4.2.3), apoi se introduce niste vata de sticla (4.2.5) in interiorul coloanei
si se Tmpinge pana la fundul coloanei cu ajutorul baghetei de sticld
(4.1.5).

intr-un pahar Berzelius de 100 ml, se prepard o suspensie cu 25 g de
silicagel (4.2.4) in 80 ml de amestec de eluare (4.2.3), apoi se transfera
in coloana cu ajutorul unei palnii de sticla (4.1.6).

Pentru a asigura transferul complet al silicagelului in coloand, se spald
paharul Berzelius cu amestecul de eluare si se transferd in coloana si
lichidul de spalare.

Se deschide robinetul si se permite elutiunea solventului din coloana
pana cand nivelul sdu ajunge la aproximativ 1 cm deasupra silicagelului.
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4.3.2.  Cromatografia in coloand

Cu o precizie de 0,001 g, se cantaresc 2,5 £ 0,1 g de ulei, filtrat anterior,
omogenizat si, dacd este necesar, complet deshidratat, intr-un balon
gradat de 50 ml (4.1.7).

Se dizolva in aproximativ 20 ml de solvent de eluare (4.2.3). In cazul in
care este necesar, se incalzeste usor pentru ca dizolvarea sa se faca usor.
Se riceste la temperatura camerei si se aduce la volum cu solvent de
eluare.

Cu ajutorul unei pipete gradate, se introduc 20 ml de solutie in interiorul
coloanei pregatite in conformitate cu punctul 4.3.1, se deschide robinetul
si se permite elutiunea solventului pana la nivelul stratului de silicagel.

Apoi se realizeaza elutiunea cu 150 ml de solvent de eluare (4.2.3),
regland debitul solventului la aproximativ 2 ml/min (astfel incat si
dureze aproximativ 60-70 de minute pentru ca 150 ml sa treaca prin
coloana).

Eluatul este recuperat intr-un balon cu fund rotund de 250 ml (4.1.1)
tarat in prealabil in cuptor si cantdrit cu precizie. Se elimind solventul la
presiune redusa intr-un evaporator rotativ (4.1.9) si se cantareste reziduul
care va fi utilizat pentru prepararea solutiei pentru analiza HPLC si
pentru prepararea metilesterilor.

Recuperarea probei in coloana trebuie sd fie in proportie de cel putin
90% 1in cazul categoriilor de ulei extra virgin, virgin si rafinat si in
proportiec de minimum 80% 1in cazul uleiului lampant si al celui din
resturi de masline.

4.3.3.  Purificarea SPE (extractie in faza solida)

Se activeaza coloana SPE de silice prin trecerea a 6 ml de hexan (4.2.3)
sub vid, evitdndu-se uscarea.

Cu o precizie de 0,001 g, se cantaresc 0,12 g intr-un flacon de 2 ml
(4.1.15) si se dizolvd in 0,5 ml de hexan (4.2.3).

Se incarca solutia in coloana SPE si se face elutiunea cu 10 ml de
hexan-dietil eter (87:13 v/v) (4.2.3) sub vid.

Fractiunea colectatd se evapora pana la uscare intr-un evaporator rotativ
(4.1.9) la presiune scazuta si la temperatura camerei. Se dizolva reziduul
in 2 ml de acetona (4.2.6) pentru analiza trigliceridelor (TG).

4.4. Analiza HPLC

4.4.1.  Pregatirea probelor pentru analiza cromatografica

Se prepara o solutie la 5% din probele de analizat prin cantarirea a 0,5
+ 0,001 g de proba intr-un balon gradat de 10 ml si se completeaza pana
la 10 ml cu solventul de solubilizare (4.2.9).

4.42. Procedura

Se regleaza sistemul cromatografic. Se pompeaza solvent de eluare
(4.2.8) la un debit de 1,5 ml/minut pentru a purja intregul sistem. Se
asteaptd pana la obtinerea unei linii de bazd stabile.

Se injecteaza 10 pl din proba preparatd conform indicatiilor de la
punctul 4.3.

4.4.3. Calcularea si exprimarea rezultatelor
Se utilizeaza metoda normalizarii ariilor, altfel spus se presupune ca
suma ariilor picurilor corespunzand trigliceridelor (TG) de la NEC 42
pana la NEC 52 este egala cu 100%.
Se calculeaza procentajul relativ al fiecdrei trigliceride, utilizdnd formula:
% trigliceridi = aria picului x 100/suma ariilor picurilor.

Rezultatele se exprima cu cel putin doud zecimale.

A se vedea notele 1-4.
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4.5. Calculul compozitiei trigliceridelor (% moli) pe baza datelor privind
compozitia de acizi grasi (% arie)

4.5.1.  Determinarea comporzitiei de acizi grasi

Compozitia de acizi grasi se determind in conformitate cu ISO 5508 cu
ajutorul unei coloane capilare. Esterii metilici se prepard conform COI/
T.20/Doc. nr. 24.

4.5.2.  Acizi grasi pentru calcul

Gliceridele sunt grupate dupd numarul lor echivalent de atomi de
carbon (NEC), tinand seama de urmadtoarele echivalente dintre NEC si
acizii grasi. Numai acizii grasi cu 16 si 18 atomi de carbon au fost luati
in considerare, deoarece numai acestia sunt importanti pentru uleiul de
masline. Acizii grasi trebuie sd fie normalizati la 100%.

Greutate mole-
Acid gras (AG) Abreviere culard NEC
(GM)
Acid palmitic P 256,4 16
Acid palmitoleic Po 2544 14
Acid stearic S 284,5 18
Acid oleic O 282,5 16
Acid linoleic L 280,4 14
Acid linolenic Ln 278,4 12

4.5.3.  Conversia in moli a % din arie pentru toti acizii grasi (1):

i p % aria P s % aria S lip % aria Po

moli P = moli S = moliPo = ———
GM P GM S GM Po
V) 1 0, 1 L 10 O, L

moli O — % aria O moli L — % aria moli Ln — aria % Ln
GM O GM L GM Ln

4.5.4. Normalizarea la 100% a molilor de acizi grasi (2):
moli P+ 100

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

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

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

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

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

moli (P + S + Po + O + L + Ln)

% moli P (1,2,3)

% moli S (1,2,3) =

% moli Po (1,2,3) =

% moli O (1,2,3) =

% moli L (1,2,3) =

% moli Ln (1,2,3) =

Rezultatul indicd procentul din fiecare acid gras, in moli, in pozitia
globala (1, 2, 3) a TG.

Apoi se calculeazd suma acizilor grasi saturati P si S (AGS) si a acizilor
grasi nesaturati Po, O, L si Ln (AGN) (3):

% moli AGS = % moliP + % moli S

% moli AGN = 100 — % moli AGS
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4.5.5.1.

4.552.

4.5.5.3.

4.5.6.
4.5.6.1.

4.5.6.2.

Calculul compozitiei de acizi gragsi in pozitiile 2 si 1, 3 ale TG

Acizii grasi sunt distribuiti in trei grupe, dupd cum urmeaza: una pentru
pozitia 2 si doud identice pentru pozitiile 1 si 3, cu coeficienti diferiti
pentru acizii saturati (P si S) si acizii nesaturati (PO, O, L si LN).

Acizi grasi saturati in pozitia 2 [P(2) si S(2)] (4):

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

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

Acizi grasi nesaturati in pozitia 2 [Po(2), O(2), L(2) si Ln(2)] (5):

% moli Po(1,2,3)

% moli Po(2) = Yomoli AGN (100 — % moli P(2) — % moli S(2))

_ % moli O(1,2,3)

9 1i0(2) = 100 -9 li P(2) -9 li S(2
% moli O(2) % moll AGN * ( % moli P(2) — % moli S(2))

_ % moli L(1,2,3)

% moli L(2) = v moli AGN (100 — % moli P(2) — % moli S(2))

% moli Ln(1,2,3)

% moli Ln(2) = % moll AGN (100 — % moli P(2) — % moli S(2))

Acizi grasi in pozitiile 1,3 [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3), L(1,3) si
Ln(1,3)] (6):

% moli P(1,2,3) — % moli P(2
% moli p(13) — ~emeli (”; omoliPR) o oli p(12,3)

% moli $(1,2,3) — % moli S(2
% moli $(1,3) — ~emeli (”; omoliS2) o oli s(12.3)

% moli Po(1,2,3) — % moli Po(2)
2

% moli Po(1,3) = + % moli Po(1,2,3)

% moli O(1,2,3) — % moli O(2)
2

% moli O(1,3) = + % moli O(1,2,3)

% moli L(1,2,3) — % moli L(2)

% moli L(1,3) = >

+ % moli L(1,2,3)

% moli Ln(1,2,3) — % moli Ln(2)
2

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

Calculul trigliceridelor

TG cu un acid gras (AAA, aici LLL, PoPoPo) (7)

% moli A(1,3) * % moli A(2) * % moli A(1,3)
10 000

% moli AAA =

TG cu doi acizi grasi (AAB, aici PoPoL, PoLL) (8)

% moli A(1,3) * % moli A(2) * % moli B(1,3) * 2
10 000

% moli AAB =

% moli A(1,3) * % moli B(2) * % moli A(1,3)
10 000

% moli ABA =
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4.5.6.3. TG cu trei acizi grasi diferiti (ABC, aici OLLn, PLLn, PoOLn, PPoLn) (9)

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

% moli ABC =

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

% moli BCA =

% moli C(1,3) * % moli A(2) * % moli B(1,3) x 2

% moli CAB = 10000

4.5.6.4. Trigliceride cu NEC42

Trigliceridele cu NEC42 se calculeaza cu ajutorul ecuatiilor 7, 8 si 9 si
apoi se indicd in ordinea eludrii preconizate in HPLC (in mod normal,
numai trei picuri).

LLL

PoLL si izomerul de pozitie LPoL

OLLn si izomerii de pozitie OLnL si LnOL
PoPoL si izomerul de pozitie PoLPo

PoOLn si izomerii de pozitie OPoLn si OLnPo
PLLn si izomerii de pozitie LLnP si LnPL
PoPoPo

SLnLn si izomerul de pozitie LnSLn

PPoLn si izomerii de pozitie PLnPo si PoPLn

Trigliceridele cu NEC42 se obtin insuménd cele noud trigliceride,
inclusiv izomerii de pozitie ai acestora. Rezultatele se exprima cu cel
putin doud zecimale.

5. EVALUAREA REZULTATELOR

Se compara continutul teoretic calculat cu cel determinat prin analiza
HPLC. Daca, in valoare absoluta, diferenta dintre datele HPLC si datele
teoretice este mai mare decat valorile specificate pentru categoria cores-
punzdtoare de ulei in standardul de comercializare, proba contine ulei
din seminte.

Rezultatele se exprima cu doua zecimale.

6. EXEMPLU (NUMERELE SE REFERA LA SECTIUNILE TEXTULUI
METODEI)

— 4.5.1. Calculul % moli de acizi grasi pe baza datelor CGL (% arie
normalizata)

Urmatoarele date se obtin prin GLC pentru compozitia de
acizi grasi:

AG P S Po O L Ln

GM 256,4 284.,5 2544 282,5 280,4 278,4

% arie 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0
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— 4.5.3. Conversia in moli a % din arie pentru tofi acizii grasi [a se
vedea formula (1)]:

moli P = 2512,4 = 0,03900 moli P

moli § = 3 = 0,01054 moli S
284,5 ’

moli Po = ﬁ = 0,00393 moli Po

moli O = 75 = 0,26549 moli O
282,5 ’

moli L = 10 = 0,03566 moli L
280,4 ’

moli Ln = 2715,4 = 0,00359 moli Ln

Total = 0,35821 moli TG

— 4.5.4. Normalizarea la 100% a molilor de acizi grasi [a se vedea

formula (2)]:
0,03900 moli P % 100
% moli P(1,2,3) = ~— 3;;20 11m0>1ki = 10,887 %

0,01054 moli S * 100
0,35821 moli

% moli S(1,2,3) 2,942 %

0,00393 moli Po * 100
% moli Po(1,2,3) = — 03;;111501? — 1,097 %

0,26549 moli O * 100
% moli 0(1,2,3) = . 35§§11m0; — 74,116 %

0,03566 moli L * 100
% moli L(1,2,3) = — — 9,955
% moli L(1,2.3) 035821 moli 935 %

0,00359 moli Ln * 100
0,35821 moli

100%

= 1,002 %

% moli Ln(1,2,3)

Total % moli

Suma acizilor grasi saturati si nesaturati in pozitiile 1,2,3 ale
TG [a se vedea formula (3)]:

% moli AGS = 10,887 % + 2,942 % = 13,829 %
% moli AGN = 100,000 % — 13,829 % = 86,171 %

— 4.5.5.  Calculul comporzitiei de acizi grasi in pozitiile 2 si 1,3 ale
TG

— 4.5.5.1. Acizi grasi saturati in pozitia 2 [P(2) si S(2)] [a se vedea
formula (4)]:

% moli P(2) = 10,887 % = 0,06 = 0,653 % moli

% moli S(2) = 2,942 % * 0,06 = 0,177 % moli

— 4.5.5.2. Acizi grasi nesaturati in pozitia 2 [Po(1,3), O(1,3), L(1,3) si
Ln(1,3)] [a se vedea formula (5)]:

1,097 %

% moli Po(2) = ' 7
Yomoli Po(2) = e oo

% (100 — 0,653 —0,177) = 1,262 % moli

74,116 %

% moli 0(2) = —» 07
Yomoli O2) = emaro;

* (100 - 0,653 - 0,177) = 85,296 % moli

o
% moli L(2) = M * (100 — 0,653 - 0,177) = 11,457 % moli
86,171 %
, ()

1,002 %

% moli Ln(2) = —=
omoli Ln(2) = g oy

* (100 - 0,653 —0,177) = 1,153 % moli
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— 4.5.5.3. Acizi grasi in pozitiile 1,3 [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3),
L(1,3) si Ln(1,3)] [a se vedea formula (6)]:

1 -
% moli P(1,3) = w + 10,887 = 16,004 % moli

2,942 - 0,177
% moli S(1,3) = % + 2,942 = 4,325 % moli

% moli Po(1,3) = L7122 4 1097 = 1,015 % moli
74,116 — 85,296

% moli O(1,3) = B E— + 74,116 = 68,526 % moli
9,955 - 11,457
% moli L(1,3) = % + 9,955 = 9,204 % moli
1,002 - 1,153
% moli Ln(1,3) = % + 1,002 = 0,927 % moli

— 4.5.6.  Calculul trigliceridelor

Pe baza compozitiei de acizi grasi in pozitiile 2 si 1,3:

AG in pozitiile 1,3 pozitia 2
P 16,004 % 0,653 %
S 4,325 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,262 %
O 68,526 % 85,296 %
L 9,204 % 11,457 %
Ln 0,927 % 1,153 %
Suma 100,0 % 100,0 %

Se calculeaza trigliceridele urmatoare:

LLL

PoPoPo

PoLL cu un izomer de pozitie
SLnLn cu un izomer de pozitie
PoPoL cu un izomer de pozitie
PPoLn cu doi izomeri de pozitie
OLLn cu doi izomeri de pozitie
PLLn cu doi izomeri de pozitie
PoOLn cu doi izomeri de pozitie

— 4.5.6.1. TG cu un acid gras (LLL, PoPoPo) [a se vedea formula (7)]:

9204 % % 11,457 % * 9,204
% mol LLL = 2204 % * = OZ)OA’ * 9204% _ ) 09706 mol LLL

1,015 9 1,262 9 1,015 ¢
% mol PoPoPo = 015 % » 1’06005) * 1015 % = 0,00013 mol PoPoPo
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— 4.5.6.2. TG cu doi acizi grasi (PoLL, SLnLn, PoPoL) [a se vedea
formula (8)]:

1,015 % = 11,457 % * 9,204 % * 2
% mol PoLL + LLPo = ———> 7" ’100(‘)’0*’ ° 2 002141

9.204 % % 1,262 % * 9204 °
% mol LPoL, = - A)*fooog]*’ % 0.01069

0,03210 mol PoLL

4,325 9 1,153 9 279 2
% mol SLnLn + LnLnS = 325% x 1, ?3 (f:)O* 0,927 % x = 0,00092

0927 % x 0,177 % x 0,927 %

% mol LnSLn 10000 = 0,00002
0,00094 mol SLnLn
1,015 % * 1,262 % % 9,204 % # 2
% mol PoPoL -+ LPoPo — 1010 % * 1,262% * 9.204% + 2. )>3¢

10 000

1,015 % * 11,457 % * 1,015 °
% mol PoLPo — 1010 % * fooooA* O015% g 00118

0,00354 mol PoPoL

— 4.5.6.3. TG cu trei acizi grasi diferiti (PoPLn, OLLn, PLLn, PoOLn)
[a se vedea formula (9)]:

0, 0, 0,
%% mol Pl — [6:004% * 1,2]6020{;0* 0,027 % + 2 oans

0,927 % = 0,653 % * 1,015 % x 2
B 10 000

% mol LnPPo = 0,00012

1,015 % 1,153 % + 16,004 % x 2
% mol PoLnp — 1010 % * 1. 10(‘;0; 008% * 2 00375

0,00761 mol PPoLn

68,526 % % 11457 % + 0,927 % % 2
% mol OLLn = o227 * ’1000‘(’)*’ © X2 0,14556

0,927 % * 85,296 % * 9,204 % * 2

% mol LnOL = 10000

0,14555

204 % % 1,153 % % 68,526 % # 2
% mol LLnO — 204% * ’51302‘0; S26% % 2 14544

0,43655 mol OLLn

16,004 % * 11,457 % * 0,927 % * 2

% mol PLLn = 10000 = 0,03399
0.927 % * 0,653 % * 9,204 % * 2

% mol LnpL — 22 % * 0. 10;;)0* 208% % 2 00111
9204 % * 1,153 % * 16,004 % * 2

% mol LLnp — 2204 % * LI53% = 16004% + 2 1395

10 000

0,06907 mol PLLn
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1,015 %  85.296 % % 0,927 % x 2
% mol PoOLn — 0137 * ’1006’0*’ %% 2 001605

0.927 % * 1262 % % 68,526 % * 2
% mol LnPoO — - A)*’IO(;)O; S20% X2 01603

68,526 % * 1,153 % % 1,015 % * 2
% mol OLnPo — 222 7 * ’10050*’ °* 2 001604

0,04812 mol PoOLn
NEC42 = 0,69512 mol TG

Nota 1: Este posibil sa se determine ordinea de eluare prin calcularea numerelor
echivalente de atomi de carbon, definite adeseori prin raportul NEC = NC —2n,
unde NC este numarul atomilor de carbon si n numairul de legaturi duble.
Calculul se poate face cu o precizie mai mare tindnd seama de originea lega-
turilor duble. Dacéd n,, n; si ny, reprezintd numarul de legéturi duble ce pot fi
atribuite acizilor oleic, linoleic si linolenic, numarul echivalent de atomi de
carbon poate fi calculat dupa formula:

NE = NC- d(,no - dlll] - d]nnln

unde coeficientii d,, d; si dj, pot fi calculati cu ajutorul trigliceridelor de referinta.
In conditiile specificate in prezenta metoda, rezultatul obtinut este comparabil cu
formula:

NEC = NC - (2,60 n,) — (2,35 n;) — (2,17 ny,)

Nota 2: Cu mai multe trigliceride de referinta, este posibil, de asemenea, sd se
calculeze rezolutia pentru trioleina:

o = TR' /TR trioleina

utilizand timpii de retentie corectati TR' = TR — RT solvent.

Reprezentarea grafica a log a in functie de f (numar de legaturi duble) permite
determinarea indicilor de retentie pentru toate trigliceridele acizilor grasi continuti
in trigliceridele de referintd (a se vedea figura 1).

Nota 3: Eficacitatea coloanei trebuie sd permita separarea neta a picului trilino-
leinei de picurile trigliceridelor care au timpi de retentie apropiati. Eluarea se face
pana la picul NEC 52.

Nota 4: O masurdtoare corectd a ariilor tuturor picurilor de interes pentru
prezenta determinare este asiguratda daca al doilea pic corespunzator NEC 50
este de 50% din maximul scalei inregistratorului.
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Figura 1
Reprezentarea grafica a log a in functie de f (numir de legituri duble)
StStSt
+05
<]
D
k]
+ 0 25+

StStln

-025 -

StStLn

-05 +

LnLnLn

Numarul de legaturi duble

La: acid lauric; My: acid miristic; P: acid palmitic; S: acid stearic; O: acid oleic; L: acid linoleic;
Ln: acid linolenic.
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Figura 2

Ulei de misline cu continut scizut de acid linoleic

(2)

14+15

10
17

(‘ 45 16 /\
1

Solvent: Acetona/acetonitril.

Profilul a: componentele principale ale picurilor cromatografice: NEC42: (1) LLL + PoLL; (2) OLLn +
PoOLn; (3) PLLn; NEC44: (4) OLL + PoOL; (5) OOLn + PLL; (6) POLn + PPoPo; (7) OOL + PoOO;
NEC46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo; (12)
PLP; NEC48: (13) OO0 + PoPP; (14 + 15) SOL + POO; (16) POP; NEC50: (17) SOO; (18) POS +

SLS.
(b)
13
15
8
10
17
4 16
i b
q 18
12 3 182 VWA R

Solvent: Propionitril

Profilul b: componentele principale ale picurilor cromatografice: NEC42: (1) LLL; (2) OLLn +
PoLL; (3) PLLn; NEC44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo +
PPoL; NEC46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn +
SPoPo; (12) PLP; NEC48: (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; NEC50: (17)
SOO; (18) POS + SLS.
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(2)

06

03

Figura 3

Ulei de masline cu continut ridicat de acid linoleic

1%

"

Solvent: Acetona/acetonitril (50:50).

Profil a: componentele principale ale picurilor cromatografice: NEC42: (1°) LLL + PoLL; (2°)
OLLn + PoOLn; (3°) PLLn; NEC44: (4’) OLL + PoOL; (5’) OOLn + PLL; (6’) POLn + PPoPo;
NEC46: (7°) OOL + PoOO; (8’) PLO + SLL + PoOP; (9°) PLP + PoPP; NEC48: (10’) OOO;
(11°) POO + SLL + PPoO; (12’) POP + PLS; NEC50: (13”) SOO; (14’) POS + SLS.

(b)

Solvent: Propionitril.

04
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Profilul b: componentele principale ale picurilor cromatografice: NEC42: (1) LLL; (2 + 2’) OLLn
+ PoLL; (3) PLLn; NEC44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo
+ PPoL; NEC46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn +
SPoPo; NEC48: (12) PLP; (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; NEC50: (17) SOO;
(18) POS + SLS; NEC52: (19) AOO.
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ANEXA XIX

DETERMINAREA COMPOZITIEI SI A CONTINUTULUI DE STEROLI
SI DE COMPUSI ALCOOLICI PRIN CROMATOGRAFIE N FAZA
GAZOASA CU COLOANA CAPILARA

1.  OBIECT

Metoda descrie o procedurd de determinare a continutului de compusi
alcoolici, individual si total, al uleiurilor de masline si al uleiurilor din
resturi de masline, precum si al amestecurilor acestor doud uleiuri.

Compusii alcoolici ai uleiului de masline si ai uleiului din resturi de
masline includ alcooli alifatici, steroli si dialcooli triterpenici.
2. PRINCIPIU

Uleiurile, la care s-a adaugat o-colestanol si 1-eicosanol ca etaloane
interne, sunt saponificate cu hidroxid de potasiu in solutie etanolicd, apoi
se extrage substanta nesaponificabild cu eter etilic.

Diferitele fractiuni ale compusilor alcoolici sunt separate de substanta nesa-
ponificabild fie prin cromatografie in strat subtire pe o placa bazica de
silicagel (metoda de referintd), fie prin HPLC cu o coloand de silicagel.
Fractiunea recuperatd in urma separarii pe silicagel se transforma in trime-
tilsilileteri si apoi se analizeaza prin cromatografie in fazd gazoasa cu
coloana capilara.
PARTEA 1
PREPARAREA SUBSTANTEI NESAPONIFICABILE
1. OBIECT

Prezenta parte descrie prepararea si extragerea substantei nesaponificabile.
Aceasta include prepararea si extragerea substantei nesaponificabile din
uleiurile de masline si din uleiurile din resturi de masline.

2. PRINCIPIU

O mostra este saponificatd prin fierbere la reflux cu o solutie etanolica de
hidroxid de potasiu. Substanta nesaponificabild se extrage cu eter dietilic.

3. APARATURA

Aparatura obisnuitd de laborator si, in special, urmatoarele:

3.1. Balon cu fundul rotund de 250 ml echipat cu un condensator cu reflux cu
racordurile din sticld rodata.

3.2. Palnie de separare de 500 ml.
3.3. Baloane de 250 ml.
3.4. Microseringi de 100 pL si de 500 pL.

3.5. Palnie cilindricd de filtrare cu membrand poroasa G 3 (porozitate 15-
40 pm) cu un diametru de aproximativ 2 cm si o indltime de 5 cm,
adaptatd pentru filtrarea in vid cu un racord tata din sticla rodata.

3.6. Balon conic de 50 ml, cu un racord mama din sticla rodata, adaptabil la
palnia de filtrare (punctul 3.5).

3.7. Eprubetd cu fund conic de 10 ml, prevazuta cu dop ermetic din sticla.
3.8. Exsicator cu diclorurd de calciu

4. REACTIVI

4.1. Hidroxid de potasiu, titru minim 85 %.
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4.2. Hidroxid de potasiu in solutie etanolica, la aproximativ 2 M.

Se dizolva, prin racire, 130 g de hidroxid de potasiu (punctul 4.1) in 200
ml de apa distilata, apoi se completeaza pana la un litru cu etanol (punctul
4.7). Solutia se pastreazd in vase de sticld opaca bine inchise si se depo-
ziteazd maximum doua zile.

4.3. Eter etilic, de calitate analitica.

4.4. Sulfat de sodiu anhidru, de calitate analitica.
4.5. Acetond, de calitate cromatografica.

4.6. Eter etilic, de calitate cromatografica.

4.7. Etanol, de calitate analitica.

4.8. Acetat de etil, de calitate analitica.

4.9. Etalon intern, a-colestanol, cu puritate de peste 99 % (puritatea trebuie sa
fie controlata prin analiza GC).

4.10. Solutie etalon intern de a-colestanol, 0,2 solutie (m/V) in acetat de etil
(punctul 4.8).

4.11. Solutie de fenolftaleina, 10 g/l in etanol (punctul 4.7).
4.12. O solutie de 0,1 % (m/v) de l-eicosanol in acetat de etil (etalon intern).

5. PROCEDURA

in balonul de 250 ml (punctul 3.1) se introduce, cu ajutorul microseringii
de 500 pl (punctul 3.4), un volum de solutie etalon intern de a-colestanol
(punctul 4.10) si un volum de 1-eicosanol (punctul 4.12) care contin o
cantitate de colestanol si de eicosanol ce corespunde aproximativ cu 10 %
din continutul de steroli si alcool ai probei. De exemplu, pentru 5 g de
proba de ulei de masline trebuie sa se adauge 500 pl de solutie de a-
colestanol (punctul 4.10) si 250 pl de solutie de 1-eicosanol (punctul 4.12).
Pentru uleiurile din resturi de masline trebuie s se adauge 1 500 ul de
solutie de a-colestanol (punctul 4.10) si aceeasi cantitate de 1-eicosanol
(punctul 4.12). Se evapora pana la uscare cu un curent usor de azot intr-o
baie calda de aburi. Dupa racirea balonului, se cantiresc 5,00 + 0,01 g de
proba uscata si filtrata in acelasi balon.

Nota 1: In cazul uleiurilor si grasimilor animale sau vegetale care contin
cantitati considerabile de colesterol, poate fi prezenta o valoare de
varf cu un timp de retentie identic cu cel al colestanolului. in
astfel de cazuri, trebuie sd se analizeze fractiunea de steroli in
duplicat, cu si fara etalon intern.

Se adaugd 50 ml de solutie etanolicd de hidroxid de potasiu la 2 M
(punctul 4.2) si cateva granule de piatrd ponce, se pune in functiune
condensatorul cu reflux si se incdlzeste pand la o usoard fierbere pana
cand se produce saponificarea (solutia devine limpede). Se continua
incalzirea timp de 20 de minute, apoi se adaugd 50 ml de apd distilata
provenitd din partea de sus a condensatorului, se deconecteazd conden-
satorul si se rdceste balonul la aproximativ 30 °C.

Se transvazeaza cantitativ continutul balonului intr-o palnie de separare de
500 ml (punctul 3.2), adaugand apa distilatd de mai multe ori (50 ml). Se
adauga aproximativ 80 ml de eter etilic (punctul 4.6), se agitd energic timp
de aproximativ 60 de secunde si se elibereaza presiunea periodic, prin
inversarea palniei de separare si deschiderea robinetului. Se lasd in
repaus pand la separarea completd a celor doud faze (nota 2). Apoi se
extrage solutia de sapun cat mai complet posibil intr-o a doua palnie de
separare. Se fac inca doud extractii pe fazd de apa-alcool, in acelasi mod,
utilizdnd 60-70 ml de eter etilic (punctul 4.6).

Nota 2: Eventualele emulsii pot fi eliminate addugind cantititi mici de
etanol (punctul 4.7).
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Se combina cele trei extracte eterice intr-o palnie de separare care contine
50 ml de apd. Se continud spalarea cu apd (50 ml) panad cand apa de
spalare nu mai prezintd o culoare roz la addugarea unei picaturi de
solutie de fenolftaleind (punctul 4.11). Dupd ce s-a eliminat apa de
spalare, se filtreazd pe sulfat de sodiu anhidru (punctul 4.4) intr-un balon
de 250 ml cantarit in prealabil, spéland palnia si filtrul cu mici cantitati de
eter etilic (punctul 4.6).

Se evapora solventul prin distilare sub vid intr-un evaporator rotativ la
30 °C. Se adaugd 5 ml de acetona (punctul 4.5) si se elimind complet
solventul volatil intr-un curent usor de azot. Se usuca reziduul in cuptor la
103 + 2 °C timp de 15 minute. Se raceste in exsicator si se cantireste cu o
precizie de 0,1 mg.

PARTEA 2
SEPARAREA FRACTIUNILOR DE COMPUSI ALCOOLICI
1. OBIECT

Substanta nesaponificabild preparata in partea 1 este fractionatd in diferiti
compusi alcoolici, alcooli alifatici, steroli si dialcooli triterpenici (eritrodiol
si uvaol).

2. PRINCIPIU

Fractionarea substantei nesaponificabile prin metoda de baza a cromato-
grafiei in strat subtire (metoda de referintd), evidentierea, razuirea benzilor
corespunzatoare si extractia. Ca metodd alternativd de separare, HPLC
utilizdnd o coloana de silicagel si detector UV si colectand diferitele
fractiuni. Alcoolii alifatici si triterpenici, precum si sterolii si dialcoolii
triterpenici sunt izolati Impreuna.

3. APARATURA

Aparatura obisnuita de laborator si, in special, urmatoarele:

3.1. Echipament complet pentru analiza prin cromatografie in strat subtire cu
placi de sticla de 20 x 20 cm.

3.2. Lampa cu lumind ultravioletd cu o lungime de unda de 366 sau 254 nm.
3.3.  Microseringi de 100 pL si de 500 pL.

3.4. Palnie cilindrici de filtrare cu membrand poroasa G 3 (porozitate 15-
40 pum) cu un diametru de aproximativ 2 cm si o indltime de 5 cm,
adaptata pentru filtrarea in vid cu un racord tatd din sticla rodata.

3.5.  Balon conic de 50 ml, cu un racord mama din sticld rodata, adaptabil la
pélnia de filtrare (punctul 3.4).

3.6. Eprubetd cu fund conic de 10 ml, prevdzutd cu dop ermetic din sticla.
3.7. Exsicator cu diclorura de calciu

3.8. Sistem HPLC format din:

3.8.1. Pompa binara.

3.8.2. Injector manual sau automat, echipat cu o bucld de injectie de 200 pL.
3.8.3. Degazor in linie.

3.8.4. Detector UV-Vis sau IR

3.9. Coloana HPLC (diametru interior 25 cm x 4 mm) cu silicagel 60 (par-
ticule de 5 pum).

3.10. Filtru pentru seringa, 0,45 pm.

3.11. Balon conic de 25 ml.
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4. REACTIVI
4.1.  Hidroxid de potasiu, titru minim 85 %.
4.2.  Hidroxid de potasiu in solutie etanolicd, la aproximativ 2 M.

Se dizolva, prin racire, 130 g de hidroxid de potasiu (punctul 4.1) in 200
ml de apd distilata, apoi se completeazd pana la un litru cu etanol (punctul
4.9). Solutia se pastreazd in vase de sticld opacd bine inchise si se depo-
ziteazd maximum doud zile.

4.3. Eter etilic, de calitate analitica.
4.4. Hidroxid de potasiu in solutie etanolicd, la aproximativ 0,2 M.

Se dizolvd 13 g de hidroxid de potasiu (punctul 4.1) in 20 ml de apa
distilata si se completeazd pana la un litru cu etanol (punctul 4.9).

4.5. Placi de sticla (20 x 20 cm) acoperite cu silicagel, fara indicator de fluo-
rescentd, cu o grosime de 0,25 mm (acestea sunt disponibile in comert
gata pentru utilizare).

4.6. Acetond, de calitate cromatografica.
4.7. n-Hexan, de calitate cromatografica.
4.8.  Eter etilic, de calitate cromatografica.
4.9. Etanol, de calitate analitica.

4.10. Acetat de etil, de calitate analitica.

4.11. Solutie de referintd pentru cromatografie in strat subtire: colesterol, fitos-
teroli, alcooli si solutie de eritrodiol de 5 % 1n acetat de etil (punctul 4.10).

4.12. Solutie de 2,7-diclorfluoresceind, solutie etanolicd de 0,2 %. Aceasta este
facutd usor bazica prin addugarea catorva picaturi de solutie alcoolica de
hidroxid de potasiu la 2 M (punctul 4.2).

4.13. n-Hexan (punctul 4.7)/eter etilic (punctul 4.8) amestec de 65:35 (V/V).

4.14. fazd mobila pentru HPLC: amestec 1:1 (V/V) de n-Hexan (punctul 4.7) si
eter etilic (punctul 4.8).

5. METODA DE  REFERINTA: SEPARAREA  COMPUSILOR
ALCOOLICT CU AJUTORUL PLACII BAZICE PENTRU CROMATO-
GRAFIA IN STRAT SUBTIRE (TLC)

Pregatirea placilor bazice pentru cromatografia in strat subtire. Se
imerseaza sau se scufunda placile de silicagel (punctul 4.5) la aproximativ
4 cm in solutia etanolicd de hidroxid de potasiu la 0,2 M (punctul 4.4)
timp de 10 secunde, se lasa apoi sd actioneze inchise, sub hota, timp de
doud ore si se pun, in final, in etuva la 100 °C timp de o ora.

Se scot din etuva si se pastreaza intr-un exsicator cu clorura de calciu
(punctul 3.7) pand in momentul folosirii (placile astfel tratate trebuie sa fie
folosite in termen de 15 zile).

Se introduce in cuva de developare amestecul de hexan/eter etilic (punctul
4.13) (Nota 3) pana la o adancime de aproximativ 1 cm. Se inchide cuva
folosind un capac corespunzator si se lasa astfel timp de cel putin o
jumatate de ord, la rece, in asa fel incat echilibrul lichid/vapori sa se
stabilizeze. Pe suprafetele interioare ale cuvei se pot fixa benzi de hartie
de filtru care se cufunda in eluent. Astfel se reduce cu aproximativ o
treime timpul de developare si se obtine o eluare mai uniformd a
componentelor.

Nota 3: Pentru a avea conditii de eluare perfect reproductibile, amestecul
trebuie sa fie schimbat la fiecare test. Se poate utiliza un solvent
alternativ de n-hexan/eter etilic 50:50 (V/V).

Se prepard o solutie de aproximativ 5 % de substantd nesaponificabila
preparata in partea 1 in acetat de etil (punctul 4.10) si se depun,
utilizdnd microseringa de 100 pl (punctul 3.3), 0,3 ml de solutie intr-o
linie find si uniforma pe capatul inferior (2 cm) al placii cromatografice
(punctul 4.5). in paralel cu linia de depozit, se depun 2—3 pl de solutie de
referintd (punctul 4.11), in scopul identificarii benzilor de steroli, dialcooli
triterpenici si alcooli dupa developare.
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Se pune placa in cuva de developare (punctul 3.1). Temperatura ambianta
trebuie sa fie mentinuta intre 15 si 20 °C (nota 4). Se inchide imediat cu
capacul si se elueaza pand cand nivelul solventului ajunge la aproximativ
1 cm de marginea superioara a placii. Se scoate placa din cuva de deve-
lopare si se trece la evaporarea solventului intr-un curent de aer cald sau
prin mentinerea placii scurt timp sub hota.

Nota 4: Temperatura mai mare ar putea afecta separarea.

Se vaporizeaza placa usor si uniform cu solutie de 2,7-diclorfluoresceina
(punctul 4.12) si apoi se lasa sa se usuce. Atunci cand placa se observa la
lumina ultravioletd (punctul 3.2), se pot identifica benzile de steroli,
dialcooli triterpenici si alcooli prin alinierea cu petele obtinute cu solutia
de referinta (punctul 4.11). Se delimiteaza benzile cu un creion negru de-a
lungul marginilor de fluorescentd (a se vedea placa de cromatografie in
strat subtire din figura 1).

Cu o spatula metalica, se curata silicagelul din zona delimitata. Materialul
extras, sfardmat fin, se introduce in palnia de filtrare (punctul 3.4). Se
adaugd 10 ml de acetat de etil cald (punctul 4.10), se amesteca cu grija cu
o spatula metalicd si se filtreaza, cu ajutorul vidului, dacd este necesar,
apoi se colecteaza filtratul in balonul conic (punctul 3.5) conectat la palnia
de filtrare.

Se spala reziduul din balon de trei ori cu eter etilic (punctul 4.3) (apro-
ximativ 10 ml de fiecare datd) si se colecteaza filtratul in acelasi balon
conectat la pélnia de filtrare, se evapora filtratul pana la obtinerea unui
volum de 4-5 ml, se transvazeaza solutia reziduald in eprubeta de 10 ml
(punctul 3.6) cantaritd in prealabil, se evapora la sec incalzind-o usor intr-
un usor curent de azot si se continud cu cateva picaturi de acetond
(punctul 4.6), evaporand din nou la sec. Reziduul din eprubeta se
compune din fractiunile de steroli si de dialcooli triterpenici sau din frac-
tiunile de alcooli si de alcooli triterpenici.

6. SEPARAREA FRACTIUNII ALCOOLICE PRIN HPLC

Substanta nesaponificabild din partea 1 se dizolva in 3 ml de faza mobila
(punctul 4.14), se filtreaza solutia cu ajutorul unui filtru pentru seringa
(punctul 3.10) si se lasa deoparte.

Se injecteazd 200 pl de solutie de substantd nesaponificabild filtratd in
HPLC (punctul 3.8).

Se efectueaza separarea prin HPLC la 0,8 ml/min, se elimina eluatul din
primele 5 minute si se colecteazd eluatul in baloane conice de 25 ml
(punctul 3.11), intre 5 si 10 minute pentru alcooli alifatici si triterpenici
si intre 11 si 25 de minute pentru steroli, eritrodiol si uvaol (nota 5).

Separarea poate fi monitorizata cu un detector UV la o lungime de unda
de 210 nm sau cu un detector de indice de refractie (a se vedea figura 6).

Fractiunile sunt evaporate pand la uscare si sunt pregatite pentru analiza
cromatografica.

Nota 5: Trebuie controlata atent presiunea pompei HPLC, deoarece eterul
etilic poate creste presiunea; reglati debitul pentru a mentine
presiunea sub control.

PARTEA 3

ANALIZA  CROMATOGRAFICA IN FAZA GAZOASA A
FRACTIUNILOR DE COMPUSI ALCOOLICI

1. OBIECT

Aceastd parte ofera orientdri generale pentru aplicarea cromatografiei in
fazd gazoasa cu coloand capilard pentru a se determina compozitia cali-
tativa si cantitativd a compusilor alcoolici izolati conform metodei speci-
ficate in partea 2 a acestei metode.
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2. PRINCIPIU

Fractiunile colectate din substanta nesaponificabild utilizind TLC sau
HPLC sunt derivate in trimetilsilileteri si analizate prin cromatografie in
fazd gazoasd cu coloana capilard cu injectare cu splitare si cu detector cu
ionizare in flacara.

3. APARATURA

Aparatura obisnuitd de laborator si, in special, urmatoarele:
3.1. Eprubeta cu fund conic de 10 ml, prevazuta cu dop ermetic din sticla.

3.2.  Cromatograf cu gaz care poate fi utilizat cu coloana capilara, prevazut cu
un dispozitiv de injectare cu splitare, format din urmatoarele:

3.2.1. Etuva cu termostat pentru coloane, care poate mentine temperatura doritd
cu o precizie de £ 1 °C;

3.2.2. Unitate de injectare termoreglabild cu element vaporizator din sticla tratatd
cu persilan si cu dispozitiv de splitare;

3.2.3. Detector cu ionizare in flacara (FID);

3.2.4. Sistem de culegere a datelor care poate fi utilizat cu detectorul FID
(punctul 3.10.3.) si care poate efectua integrare manuala.

3.3. Coloand capilard de sticla de siliciu cu o lungime de 20-30 m si un
diametru interior de 0,25-0,32 mm, acoperitd in interior cu 5 % difenil -
95 % dimetilpolisiloxan (faza stationard SE-52 sau SE-54 sau echivalent),
cu o grosime uniforma cuprinsa intre 0,10 si 0,30 pm.

3.4.  Microseringa cu o capacitate de 10 pl, pentru cromatografie in faza
gazoasd, cu ac cimentat, adecvatd pentru injectarea cu splitare.

4. REACTIVI

4.1.  Piridind anhidrd, de calitate cromatografica.
4.2. Hexametil-disilazan, de calitate analitica.
4.3. Trimetilclorosilan, de calitate analitica.

4.4. Solutie de probd de trimetilsilileter de steroli. Se prepard in momentul
folosirii din steroli si eritrodiol extrasi din uleiurile care le contin.

4.5.  Solutii standard de trimetilsilileteri ai alcoolilor alifatici de la C20 la C28.
Pot fi preparate din amestecuri de alcooli puri atunci cand sunt necesari
pentru utilizare.

4.6. Gaz purtdtor: hidrogen sau heliu, puritate pentru cromatografie in faza
gazoasa.

4.7. Gaze auxiliare: hidrogen, heliu, azot si aer, puritate pentru cromatografie
in fazd gazoasa.

4.8. Reactiv de sililare, constituit dintr-un amestec de 9:3:1 (V/V/V) de piridi-
na/hexametil-disilazan/trimetilclorosilan.

4.9. n-Hexan, de calitate cromatografica.
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5. PREPARAREA TRIMETILSILILETERILOR

Se adauga, in eprubeta (punctul 3.1) care contine fractiunea de compus
alcoolic, reactivul de sililare (punctul 4.8) (nota 6) intr-o proportie de 50
ul pe miligram de compus alcoolic, evitand toate absorbtiile de umiditate
(nota 7).

Nota 6: Solutiile utilizabile ca atare sunt disponibile in comert. De
asemenea, sunt disponibili si alti reactivi de sililare, cum ar fi,
de exemplu, bitrimetilsililtrifluoracetamida + 1 % trimetilclo-
rosilan care trebuie sa se dilueze cu un volum egal de piridind
anhidrd. Piridina poate fi inlocuitd cu aceeasi cantitate de
acetonitril.

Nota 7: Eventuala formare a unei opalescente usoare este normala si nu
provoacd nicio anomalie. Formarea unei floculatii albe sau
aparitia unei coloratii roz indicd prezenta umiditdtii sau
alterarea reactivului. In acest caz, trebuie si se repete testul
(numai daca se utilizeazd hexametildisilazan/trimetilclorosilan).

Se inchide eprubeta (punctul 3.1), se agita cu grija (fara a o rasturna) pana
la solubilizarea completd a compusilor. Se lasa in repaus minimum 15
minute la temperatura ambianta, apoi se centrifugheaza timp de cateva
minute. Solutia limpede este gata pentru analiza prin cromatografie in
faza gazoasa.

6. ANALIZA PRIN CROMATOGRAFIE IN FAZA GAZOASA

6.1.  Operatiuni preliminare, conditionarea coloanei capilare

Se instaleaza coloana (punctul 3.3) in cromatograful in fazd gazoasa,
legand extremitatea de intrare la injectorul cu splitare si extremitatea de
iesire la detector.

Se efectueazd controalele generale ale complexului de cromatografie in
faza gazoasa (etanseitatea circuitului de gaz, eficacitatea detectorului,
eficacitatea sistemului de splitare si a sistemului de inregistrare etc.).

in cazul in care se utilizeazi coloana pentru prima dati, se recomandi sa
se efectueze conditionarea sa: se trece un usor flux de gaz de-a lungul
acesteia, apoi se conecteaza complexul de cromatografie in faza gazoasa si
se incepe o incalzire treptata pana cand se atinge o temperaturd cu cel
putin 20 °C mai mare decat cea de functionare (nota 8). Se mentine
aceastd temperaturd timp de minimum doud ore, apoi se asigura conditiile
de functionare pentru complex (reglarea fluxului gazos si a splitarii,
aprinderea flacarii, conectarea la sistemul de culegere a datelor, reglarea
temperaturii coloanei, a detectorului si a injectorului etc.) si se inregis-
treaza semnalul la o sensibilitate de cel putin doud ori mai mare decat cea
prevazutd pentru executarea analizelor. Traseul liniei de baza obtinute
trebuie sa fie liniar, fara valori de varf de orice naturd si nu trebuie sa
prezinte abateri. O abatere rectilinie negativa indicd o etanseitate
imperfectd a conexiunilor coloanei, o abatere pozitiva indicd o
conditionare insuficientd a coloanei.

Nota 8: Temperatura de conditionare trebuie s fie totdeauna cu cel putin
20 °C mai mica decat temperatura maxima prevazuta pentru faza
stationara folosita.

6.2. Conditii de functionare

Optimizarea programului de temperatura si a debitului de gaz purtator,
astfel incat sa se obtind cromatograme similare cu figurile 3-6.

Urmatorii parametri au fost testati si sunt considerati utili:
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6.2.1. Alcooli alifatici

6.2.2.

Programul etuvei

180 °C (8 min.) — 260 °C (la 5 °C/min)
— 260 °C (15 min)

Temperatura injectorului

280 °C

Temperatura detectorului

290 °C

Viteza liniara a

purtator

gazului

heliu 20-30 cm/s; hidrogen 30-50 cm/s

Raportul de splitare

1:50-1:100

Volumul injectat

0,5-1 ul de solutie de TMSE

Steroli si dialcooli triterpenici

Programul etuvei

260 £ 5 °C in conditii izoterme

Temperatura injectorului

280 — 300 °C

Temperatura detectorului

280 — 300 °C

Viteza liniard a gazului

heliu 20-30 cm/s; hidrogen 30-50 cm/s

purtator

Raportul de splitare 1:50-1:100

Volumul injectat 0,5-1 pl de solutie de TMSE

Aceste conditii pot fi modificate in functie de caracteristicile coloanei si
ale cromatografului in fazd gazoasd, pentru a se obtine cromatograme care
indeplinesc urmatoarele cerinte:

timpul de retentie a alcoolului C26 este 18 + 5 minute;

valoarea de varf a alcoolului C22 trebuie sa fie 80 + 20 % din valoarea
maxima admisibila la citire pentru uleiul de masline si de 40 + 20 %
din valoarea maxima admisibild la citire pentru uleiul din resturi de
masline;

timpul de retentie pentru valoarea de varf a B-sitosterolului trebuie sa
fie de 20 £ 5 minute;

valoarea de varf pentru campesterol trebuie sa fie: in cazul uleiului de
masline (continut mediu 3 %), 20 £ 5 % din scara totala,

toti sterolii prezenti trebuie sd fie separati. Valorile de varf separate
trebuie sa fie, de asemenea, complet rezolvate, ceea ce inseamna ca
traseul valorii de varf trebuie sa se uneasca cu linia de baza inainte de
iesirea pentru valoarea de varf urmatoare. Cu toate acestea, o rezolvare
incompletd este toleratd cu conditia ca valoarea de varf la RRT 1,02
(sitostanol) sa fie cuantificabild folosind perpendiculara.

6.3. Protocolul de analiza

Se preleveaza, cu microseringa de 10 pl (punctul 3.4), 1 pl de hexan, se
aspird 0,5 pl de aer si apoi 0,5-1 ul din solutia de proba. Se trage pistonul
seringii in asa fel incéat acul sa fie gol. Se introduce acul prin membrana
injectorului si, dupa 1-2 secunde, se injecteaza rapid si apoi se extrage
lent acul, dupd aproximativ 5 secunde. Se poate utiliza si un injector
automat.
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Se efectucazd inregistrarea pana la eluarea completa a TMSE al
compusilor alcoolici corespunzatori prezenti. Linia de baza trebuie sa
continue sd indeplineasca cerintele privind conditiile de functionare cores-
punzatoare (punctul 6.2.1 sau 6.2.2).

6.4. Identificarea valorilor de varf

Identificarea valorilor de varf individuale se efectueaza pe baza timpilor de
retentie si prin comparatie cu TMSE al amestecului de alcooli alifatici si
triterpenici sau de dialcooli triterpenici si steroli, analizati in aceleasi
conditii. in figura 3 este prezentati o cromatogrami pentru fractiunea de
alcooli alifatici si triterpenici, iar cromatogramele corespunzatoare pentru
steroli si dialcooli triterpenici sunt prezentate in figura 2.

Alcoolii alifatici sunt supusi procesului de eluare in urmdtoarea ordine:
C20-0l (L.S.), C22-0l, C23-0l, C24-0l, C25-0l, C26-0l, C27-0l si C28-ol.

Sterolii si dialcoolii triterpenici sunt supusi procesului de eluare in urma-
toarea ordine: colesterol, brasicasterol, ergosterol, 24-metilen-colesterol,
campesterol, campestanol, stigmasterol, A7-campesterol, A5,23-stigmasta-
dienol, clerosterol, B-sistosterol, sitostanol, AS-avenasterol, A5,24-stigmas-
tadienol, A7-stigmastenol, A7-avenasterol, eritrodiol si uvaol.

6.5. Evaluare cantitativa

Cu ajutorul sistemului de culegere a datelor, se procedeaza la calculul
ariilor valorilor de varf pentru l-eicosanol si pentru alcoolii alifatici
C22, C24, C26, C28. Coeficientul de raspuns pentru 1l-eicosanol se
considera a fi egal cu 1.

Cu ajutorul sistemului de culegere a datelor, se procedeaza la calculul
ariilor valorilor de varf pentru a-colestanol si steroli si dialcoolii triter-
penici. Nu se iau in considerare valorile de varf eventuale ale compusilor
care nu sunt inclusi (ergosterolul nu trebuie calculat) printre cei enumerati
in tabelul 1. Coeficientul de raspuns pentru o-colestanol se considera a fi
egal cu 1.

Se calculeaza concentratia pentru fiecare compus alcoolic, in mg/kg de
materie grasd, dupd cum urmeaza:

A .
Compus alcoolic x = A X Ms 1000

unde:

A, = aria valorii de varf pentru compusul alcoolic x, in unititi ale
sistemului de culegere a datelor;

A = aria valorii de varf a 1-eicosanolului/o-colestanolului, in unitati ale
sistemului de culegere a datelor;

mg = masa l-eicosanolului/a-colestanolului adaugat, in miligrame;

m = masa probei utilizate pentru determinare, in grame.

7. EXPRIMAREA REZULTATELOR

Se raporteaza concentratia fiecarui alcool alifatic si triterpenic in mg/kg de
substantd grasd si suma lor drept ,continut total de alcool alifatic”.
Continutul total este suma dintre C22, C24, C26 si C28.

Compozitia fiecarui compus alcoolic se exprimd cu o zecimala.

Concentratia de steroli totali trebuie sd fie exprimatd fard zecimale.
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Se calculeaza procentul fiecdrui sterol pornind de la raportul dintre aria
valorii de varf corespondente si suma ariilor valorilor de varf pentru

steroli:
A
Sterol x = == x 100
A
unde:
A, = aria valorii de varf pentru sterolul x;

XA = suma ariilor valorilor de varf pentru steroli.

B-Sitosterol ~ aparent:  AS5,23-stigmastadienol ~ +  clerosterol  +
B-sitosterol + sitostanol + AS5-avenasterol + A5,24-stigmastadienol.

Se calculeazd procentul de eritrodiol si uvaol:

Eritrodiol + Uvaol = Ag + Auy x 100
T
unde:
Ag, = aria pentru eritrodiol, in unititi ale sistemului de culegere a
datelor;
Ay, = aria pentru uvaol, in unitati ale sistemului de culegere a datelor;

XAt = suma ariei pentru sterol + eritrodiol + uvaol, in unititi ale
sistemului de culegere a datelor.

Pe langa calculul procentului relativ de steroli si de dialcooli triterpenici
individuali si al concentratiei totale de steroli, trebuie calculate concen-
tratia de eritrodiol si de uvaol si suma acestora, in mg/kg de materie grasa,
conform formulelor urmatoare:

Eritrodiol — % % 1000

g Xm
Ay, X my
Uvaol = ="——= x 1 000
s Xm
unde:
Ag, = aria valorii de varf pentru eritrodiol, in unitati ale sistemului de

culegere a datelor;
Ay, = aria pentru uvaol, in unitati ale sistemului de culegere a datelor;

A, = aria valorii de varf a a-colestanolului, in unitati ale sistemului de
culegere a datelor;

mg = masa o-colestanolului adaugat, in miligrame;

m = masa probei utilizate pentru determinare, in grame.
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Figura 1 — TLC a fractiunii nesaponificabile a uleiului din resturi de masline eluatd de doua ori cu
un amestec de hexan si eter dietilic (65:35), developatda cu SO4H2 (50 %) si incalzita. Benzile care
trebuie curatate sunt cele din interiorul dreptunghiurilor: 1 desemneaza benzile alcoolilor alifatici si
2 desemneaza benzile sterolilor si ale dialcoolilor triterpenici.

Tabelul I — Timpii de retentie relativi ai sterolilor

Timpi de retentie relativi

Varf Identificare
Coloana SE 54 | Coloana SE 52

1 Colesterol A-5-colesten-353-o0l 0,67 0,63
2 Colestanol Sa-colestan-353-ol 0,68 0,64
3 Brasicasterol [24S]-24-metil-A-5,22-colestadien-3f-ol 0,73 0,71
* Ergosterol [24S]-24-metil-A-5,7,22 colestatrien-3f-ol 0,78 0,76
4 24-metilen-colesterol 24-metilen-A-5,24-colestadien-36-01 0,82 0,80
5 Campesterol (24R)-24-metil-A-5-colesten-38-ol 0,83 0,81
6 Campestanol (24R)-24-metil-colestan-38-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol (24S)-24-etil-A-5,22-colestadien-33-ol 0,88 0,87
8 A-7-campesterol (24R)-24-metil-A-7-colesten-33-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol | (24R,S)-24-etil-A-5,23-colestadien-36-ol 0,95 0,95
10 Clerosterol (24S)-24-etil-A-5,25-colestadien-36-o0l 0,96 0,96
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Timpi de retentie relativi
Varf Identificare
Coloana SE 54 | Coloana SE 52
11 B-sitosterol (24R)-24-etil-A-5-colesten-3-o0l 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-etil-colestan-383-o0l 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol (24Z)-24-etiliden-A-colesten-383-ol 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienol | (24R,S)-24-etil-A-5,24-colestadien-383-ol 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol (24R,S)-24-etil-A-7-colesten-38-o0l 1,12 1,12
16 A-T7-avenasterol (24Z)-24-etiliden-A-7-colesten-36-ol 1,16 1,16
17 Eritrodiol Sa-olean-12-en-3p,28-diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-ursen-3p3,28-diol 1,52 1,52
500 s
400 |
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Figura 2 — Profilul cromatografic (cromatografie in faza gazoasa cu detector cu ionizare in flacara)
al sterolilor si al dialcoolilor triterpenici dintr-un ulei de masline rafinat. (1) Colesterol, (2) o-
colestanol (I.S.), (3) 24-metilencolesterol, (4) campesterol, (5) campestanol, (6) stigmasterol,
(7) AS5,23-stigmastadienol, (8) clerosterol, (9) B-sitosterol, (10) sitostanol, (11) A5-avenasterol,
(12) AS5,24-stigmastadienol, (13) A7-stigmastenol, (14) A7-avenasterol, (15) eritrodiol, (16) uvaol.



01991R2568 — RO — 20.10.2019 — 032.001 — 115

VYM32
3.0, -‘ n
i 1
é 2
22-'[ l
178
ity
iR L l
' 5 7
[ 15 1
t }' *
| L 10‘[
4L Nk en
A
2. 4 12
‘ 120 i)

a1+ ey

T T —
(-] 8o wa o 0.0

Figura 3 — Profilul cromatografic (cromatografie in faza gazoasd cu detector cu ionizare in flacard)
al sterolilor si al dialcoolilor triterpenici dintr-un ulei de masline lampant. (1) Colesterol, (2) a-
colestanol, (3) brasicasterol, (4) 24-metilencolesterol, (5) campesterol, (6) campestanol,
(7) stigmasterol, (8) A7-campesterol, (9) AS,23-stigmastadienol, (10) clerosterol, (11) B-sitosterol,
(12) sitostanol, (13) AS5-avenasterol, (14) AS5,24-stigmastadienol, (15) A7-stigmastenol, (16) A7-
avenasterol, (17) eritrodiol, (18) uvaol.
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Figura 4 — Profilul cromatografic (cromatografie in faza gazoasa cu detector cu ionizare in flacara)
al alcoolilor alifatici si al alcoolilor triterpenici dintr-un ulei de masline. (I.S.) C20-ol, (1) C22-ol,
(2) C24-0l, (3) C26-0l, (4) C28-0l, (5) alcooli triterpenici.
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Figura 5 — Profilul cromatografic (cromatografie in faza gazoasa cu detector cu ionizare in flacara)
al alcoolilor alifatici si al alcoolilor triterpenici dintr-un ulei de masline rafinat si un ulei de masline
obtinut la a doua centrifugare. (I.S.) C20-ol, (1) C22-ol, (2) C24-ol, (3) C26-ol, (4) C28-ol,
(5) alcooli triterpenici.
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Figura 6 — Cromatograma HPLC a unei fractiuni nesaponificabile a unui ulei de masline, separata
prin HPLC cu ajutorul unui detector UV. (1) Alcooli alifatici si triterpenici; (2) Steroli si dialcooli
triterpenici.
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ANEXA XX

Metoda pentru determinarea continutului de ceruri, esteri metilici ai acizilor
grasi si esteri etilici ai acizilor grasi prin cromatografie in fazi gazoasi cu
coloani capilari

1. SCOP

Aceasta metoda se utilizeazd pentru determinarea continutului de ceruri,
esteri metilici ai acizilor grasi si esteri etilici ai acizilor grasi in uleiurile
de masline. Cerurile si esterii alchilici se separa in functie de numarul
atomilor de carbon. Metoda se recomandd ca instrument pentru a face
distinctia Intre uleiul de masline si uleiul din turte de masline, precum si
ca parametru de calitate pentru uleiurile de masline extravirgine,
permitand detectarea amestecurilor frauduloase de uleiuri de masline
extravirgine cu uleiuri de calitate inferioard, indiferent dacad este vorba
despre uleiuri de masline virgine, lampante sau unele uleiuri deodorizate.

2. PRINCIPIU

Adaugarea unor standarde interne adecvate pentru ulei, apoi fractionarea
prin cromatografie pe o coloand cu silicagel hidratat. Recuperarea fractiei
eluate in conditiile de testare (cu o polaritate mai micd decat cea a
triacilglicerolilor), apoi analiza directd prin cromatografie in faza
gazoasa cu coloana capilara.

3. APARATURA

3.1.  Pahar Erlenmayer, 25 ml.

3.2.  Coloana de sticla pentru cromatografie in faza lichida, diametru interior
15 mm, ndltime 30-40 cm, echipatd cu un robinet adecvat.

3.3. Cromatograf in fazi gazoasd adecvat pentru functionarea cu coloand
capilara, echipat cu un sistem de introducere directd in coloand, alcatuit
din:

3.3.1. Cuptor cu control prin termostat cu temperaturi programabili.
3.3.2. Injector la rece pentru introducere directd in coloana
3.3.3. Detector cu ionizare in flacira si convertor-amplificator.

3.3.4. Aparat de inregistrare-integrator (nota 1) adaptat la functionarea cu un
convertor-amplificator (punctul 3.3.3) cu timp de raspuns de cel mult o
secunda si cu vitezd a hartiei variabila.

Nota 1: Se pot utiliza de asemenea sisteme computerizate dacd datele
pentru cromatografia in fazd gazoasa se introduc printr-un PC.

3.3.5. Coloana capilara din silice topita (pentru analiza cerurilor si a
esterilor metilici si etilici), lungime 8-12 m, diametru interior 0,25-
0,32 mm, acoperird in interior cu faza lichida (nota 2) intr-un strat de
grosime uniformd cuprinsa intre 0,10-0,30 pm.

Nota 2: Exista in comert faze lichide care pot fi folosite in acest scop, de
exemplu SE52, SE54 etc.

3.4.  Microseringd, 10 pl, cu ac cilit, pentru injectie directa pe coloana.
3.5.  Agitator electric.

3.6. Evaporator rotativ.

3.7. Cuptor cu mufla.

3.8. Balanta analiticad pentru cantdrirea cu o acuratete de + 0,1 mg.
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3.9. Sticlarie de laborator obisnuita.

4. REACTIVI

4.1.  Silicagel, 60-200 pm. Silicagelul se pastreaza in cuptorul cu mufla la
500 °C timp de cel putin patru ore. Se lasd sd se raceascd, apoi se
adaugd 2 % apa in raport cu cantitatea de silicagel utilizata. Se agita
bine pentru omogenizarea suspensiei si se pastreaza in desicator timp
de cel putin 12 ore nainte de utilizare.

v M32
4.2.  n-hexan, pentru cromatografie sau analiza reziduurilor. Hexanul poate fi
inlocuit cu izooctan (2,2,4-trimetil pentan pentru cromatografie), cu
conditia sa se atingd valori de precizie comparabile. Solventii cu punct
de fierbere mai ridicat decat n-hexanul necesita mai mult timp pentru a se
evapora. Cu toate acestea, ei sunt preferati, data fiind toxicitatea hexa-
nului. Puritatea trebuie verificatd; de exemplu, reziduul rezultat dupa
evaporarea a 100 ml de solvent poate fi controlat.

AVERTISMENT - Gazele de evacuare se pot aprinde. A se tine la
distantd de surse de caldura, scantei sau flacari deschise. A se verifica
intotdeauna etanseitatea recipientelor. A se asigura ventilarea corespun-
zatoare in timpul utilizarii. A se evita acumularea gazelor de evacuare si a
se lua masuri de eliminare a oricdror surse de incendiu, precum radia-
toarele sau aparatele electrice care nu sunt fabricate din materiale nein-
flamabile. Toxic la inhalare, deoarece poate cauza deteriorarea celulelor
sistemului nervos. A se evita inspirarea gazelor de evacuare. A se utiliza,
daca este necesar, un aparat de respirat adecvat. A se evita contactul cu
ochii si cu pielea.

Izooctanul este un lichid inflamabil care prezintd un pericol de incendiu.
Limitele de explozie in aer sunt de 1,1 % pana la 6,0 % (fractic volu-
micd). Este toxic in caz de ingerare si de inhalare. Utilizati o hotd de
ventilare in stare bunad de functionare pentru a lucra cu acest solvent.

VY M23
4.3.  Eter etilic, pentru cromatografie.

AVERTISMENT - Foarte inflamabil si cu toxicitate moderatd. Irita
pielea. Toxic la inhalare. Poate provoca leziuni ale ochilor. Efectele pot
apdrea cu Intarziere. Poate da nastere unor peroxizi explozivi. Gazele de
evacuare se pot aprinde. A se tine la distanta de surse de caldura, scantei
sau flacari deschise. A se verifica intotdeauna etanseitatea recipientelor. A
se asigura ventilarea corespunzatoare 1n timpul utilizdrii. A se evita
acumularea gazelor de evacuare si a se lua mdsuri de eliminarea a
oricaror surse de incendiu, precum radiatoarele sau aparatele electrice
care nu sunt fabricate din materiale neinflamabile. A nu se evapora
pand la desicare totald sau cvasitotald. Addugarea de apa sau alt agent
reducdtor adecvat poate diminua formarea de peroxizi. A nu se ingera. A
se evita inspirarea gazelor de evacuare A se evita contactul prelungit sau
repetat cu pielea.

4.4. n-heptan, pentru cromatografie, sau izooctan.

AVERTISMENT - Inflamabil. Toxic la inhalare. A se tine la distantd de
surse de caldura, scantei sau flacari deschise. A se verifica intotdeauna
etanseitatea recipientelor. A se asigura ventilarea corespunzatoare in
timpul utilizdrii. A se evita inspirarea gazelor de evacuare A se evita
contactul prelungit sau repetat cu pielea.

4.5.  Solutie standard de lauril arahidat (nota 3), 1a 0,05 % (m/V) in heptan
(standard intern pentru ceruri).

Nota 3: Se poate utiliza, de asemenea, palmitat de palmitil, stearat de
miristil sau laureat de arahidil.

4.6.  Solutie standard de metil heptadecanoat, la 0,02 % (m/V) in heptan
(standard intern pentru esteri metilici si etilici).

4.7.  Sudan 1 (1-fenilazo-2-naftol).
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4.8.  Gaz transportor: hidrogen sau heliu, pur, pentru cromatografie in
fazd gazoasa.

AVERTISMENT

Hidrogen. Foarte inflamabil, sub presiune. A se tine la distanta de surse
de caldura, scantei, flacari deschise sau aparate electrice care nu sunt
fabricate din materiale neinflamabile. A se verifica dacd supapa buteliei
este bine inchisa atunci cand aceasta nu este utilizatd. A se utiliza intot-
deauna cu reductor de presiune. A se slabi resortul reductorului inainte de
a deschide supapa buteliei. Nu stati in fata punctului de iesire a gazului
din butelie la deschiderea supapei. A se asigura ventilarea corespunzatoare
in timpul utilizarii. A nu se transfera hidrogen dintr-o butelie 1n alta. A nu
se amesteca gazul din butelie. Asigurati-vd ca buteliile nu pot fi
rasturnate. A se pastra la adapost de lumina soarelui si de surse de
caldura. A nu se depozita in mediu corosiv. A nu se utiliza butelii dete-
riorate sau neetichetate.

Heliu. Gaz comprimat sub presiune ridicata. Reduce cantitatea de oxigen
disponibild pentru respiratie. A se pastra recipientul inchis. A se asigura
ventilarea corespunzitoare in timpul utilizarii. A nu se intra in spatiile de
depozitare dacd nu sunt ventilate adecvat. A se utiliza intotdeauna cu
reductor de presiune. A se slabi resortul reductorului inainte de a
deschide supapa buteliei. A nu se transfera gaz dintr-o butelie in alta.
Asigurati-va ca buteliile nu pot fi rasturnate. Nu stati in fata punctului de
iesire a gazului din butelie la deschiderea supapei. A se pastra la adapost
de lumina soarelui si de surse de céldurd. A nu se depozita in mediu
corosiv. A nu se utiliza butelii deteriorate sau neetichetate. A nu se inhala.
A se utiliza exclusiv pentru aplicatii tehnice.

49. Gaze auxiliare:

— hidrogen, pur, pentru cromatografie in faza gazoasa.

— aer, pur, pentru cromatografie in fazd gazoasa.

AVERTISMENT

Aer. Gaz comprimat sub presiune ridicatd. A se utiliza cu atentie in
prezenta substantelor combustibile, deoarece temperatura de autoaprindere
pentru majoritatea compusilor organici in aer se reduce substantial la
presiune mare. A se verifica dacd supapa buteliei este bine inchisa
atunci cand aceasta nu este utilizata. A se utiliza intotdeauna un
reductor de presiune. A se slabi resortul reductorului inainte de a
deschide supapa buteliei. Nu stati in fata punctului de iesire a gazului
din butelie la deschiderea supapei. A nu se transfera gaz dintr-o butelie in
alta. A nu se amesteca gazul din butelie. Asigurati-va ca buteliile nu pot fi
rasturnate. A se pastra la addpost de lumina soarelui si de surse de
cildura. A nu se depozita in mediu corosiv. A nu se utiliza butelii dete-
riorate sau neetichetate. Aerul destinat utilizarii in aplicatii tehnice nu
trebuie inhalat sau utilizat pentru aparatele de respirat.

5. PROCEDURA
5.1.  Pregitirea coloanei cromatografice

Se prepara o suspensie de 15 g de silicagel (punctul 4.1) in n-hexan
(punctul 4.2) si se introduce pe coloand (punctul 3.2). Se lasda sa se
clarifice spontan. Se definitiveaza clarificarea cu ajutorul unui agitator
electric pentru a face banda de cromatografie mai omogena. Se percoleaza
30 ml de n-hexan pentru a inlatura orice impuritati. Cu ajutorul balantei
analitice (punctul 3.8), se cantaresc exact 500 mg de proba intr-o fiold de
25 ml (punctul 3.1) si se adauga o cantitate adecvatd de solutie standard
intern (punctul 4.5), in functie de continutul de ceara estimat, de exemplu
se adaugad 0,1 mg de lauril arahidat in cazul uleiului de masline, 0,25-
0,50 mg in cazul uleiului din turte de masline si 0,05 mg de metil
heptadecanoat in cazul uleiurilor de masline (punctul 4.6).
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Se transferd proba preparata in coloana cromatografica cu ajutorul dozelor
de 2 ml de n-hexan (punctul 4.2).

Se lasa solventul sd curgd pand la 1 mm deasupra nivelului superior al
absorbantului. Se percoleaza un amestec de n-hexan/eter etilic (99:1) si se
colecteaza 220 ml la un debit de aproximativ 15 picaturi la fiecare 10
secunde. (Aceastd fractiune contine esterii metilici, esterii etilici si
cerurile). (Nota 4) (Nota 5).

Nota 4: Amestecul de n-hexan/eter etilic (99:1) trebuie sa fie proaspat
pregétit in fiecare zi.

Nota 5: Pentru a verifica vizual elutia corecta a cerurilor, se poate adduga
la solutia probei 100 pl de colorant Sudan I diluat la 1 % in
amestecul de elutie.

Colorantul are un timp de retentie cuprins intre cel al cerurilor si
cel al triacilglicerolilor. Prin urmare, atunci cand colorantul
atinge fundul coloanei cromatografice, elutia trebuie suspendatd
deoarece toate cerurile au fost eluate.

Se evapora fractiunile rezultate intr-un evaporator rotativ pana cand
aproape tot solventul este eliminat. Se eliminad ultimii 2 ml de solvent
cu ajutorul unui curent slab de azot. Se colecteaza fractiunea care contine
esterii metilici si etilici, diluatad cu 2-4 ml de n-heptan sau izooctan.

5.2. Analiza prin cromatografie in faza gazoasa
5.2.1. Procedura preliminara

Se instaleaza coloana in cromatograful in faza gazoasa (punctul 3.3),
conectdnd extremitatea de intrare la sistemul coloanei si extremitatea de
iesire la detector. Se verificd aparatura pentru cromatografia in fazi
gazoasd (functionarea buclelor cu gaz, eficienta detectorului si a
aparatului fnregistrator etc.).

in cazul in care coloana este folositd pentru prima dati, se recomandi
conditionarea sa. Se trece un debit slab de gaz prin coloand, apoi se
deschide aparatul de cromatografie in faza gazoasa. Se incélzeste treptat
pand la atingerea unei temperaturi de 350 °C, dupd aproximativ patru ore.

Se mentine aceastd temperaturd timp de cel putin doud ore, apoi se
regleaza aparatul la conditiile de functionare [se regleazd debitul de
gaz, se aprinde flacara, se conecteaza la aparatul inregistrator electronic
(punctul 3.3.4), se regleazd temperatura cuptorului pentru coloana,
detectorul etc.]. Se inregistreaza semnalul la o sensibilitate cel putin de
doud ori mai mare decédt cea necesard pentru analizd. Traseul liniei de
baza obtinute trebuie sa fie liniar, fara valori de varf, de orice natura, si sa
nu prezinte abateri.

O abatere negativa in linie dreaptd indica faptul cd nu sunt efectuate
corect conexiunile coloanei, iar o abatere pozitiva indica faptul ca nu a
fost conditionata corect coloana.

5.2.2. Alegerea conditiilor de functionare pentru ceruri, esteri metilici si esteri
etilici (Nota 6)

Conditiile de functionare care trebuie respectate sunt, in general,
urmatoarele:

— Temperatura coloanei:

20 °C/min 5 °C/min

80 °C initial (1) —————140 °C ———————335 °C (20)
— Temperatura detectorului: 350 °C.

— Cantitatea injectatd: 1 pl de solutie (2-4 ml) de n-heptan.



01991R2568 — RO — 20.10.2019 — 032.001 — 121

VY M23

— Gaz transportor: heliu sau hidrogen cu viteza lineard optima pentru
gazul ales (a se vedea apendicele A).

— Sensibilitatea instrumentelor: adecvatd pentru indeplinirea conditiilor
de mai sus.

Nota 6: Datorita temperaturii finale ridicate, este permisd o abatere
pozitiva care sd nu depaseasca insd 10 % din valoarea
maxima admisibila la citire.

Aceste conditii se pot modifica pentru a se adapta caracteristicilor
coloanei §i ale cromatografului in fazd gazoasd, in scopul separdrii
tuturor cerurilor si esterilor metilici si etilici ai acizilor grasi, precum si
in scopul obtinerii unei separdri a varfurilor satisficitoare (a se vedea
figurile 2, 3 si 4) si a unui timp de retentie de 18 + 3 minute pentru
standardul intern de lauril arahidat. Varful cel mai reprezentativ al
cerurilor trebuie sa fie peste 60 % din valoarea maxima admisibila la
citire, in timp ce standardul intern de metil heptadecanoat pentru esterii
metilici si etilici trebuie sa atingd valoarea maxima admisibild la citire.

Se determind parametrii de integrare a varfurilor in asa fel Incat si se
obtind o evaluare corectd a suprafetei varfurilor luate in considerare.

5.3.  Realizarea analizei

Se iau 10 pl de solutie cu ajutorul unei microseringi de 10 pl, retragand
pistonul pana cand acul este gol. Se introduce acul in sistemul de injectie
si se injecteazd repede, dupa una sau doud secunde. Dupa aproximativ 5
secunde, acul se scoate usor.

Se inregistreaza pana la eluarea completa a cerurilor sau a stigmastadie-
nelor, in functie de fractiunea analizata.

Linia de baza trebuie sa corespunda intotdeauna conditiilor impuse.

5.4. Identificarea varfurilor

Se identifica varfurile timpilor de retentie, comparandu-le cu amestecuri
de ceruri cu timpi de retentie cunoscuti, analizate in aceleasi conditii.
Esterii alchilici se identifica din amestecuri de esteri metilici si etilici
din principalii acizi grasi continuti in uleiurile de masline (palmitic si
oleic).

Figura 1 prezintd cromatograma cerurilor pentru un ulei de masline virgin.
Figurile 2 si 3 prezintd cromatogramele a doud uleiuri de masline extra-
virgine din comert, unul cu esteri metilici si etilici, iar celalalt fara. Figura
4 prezintd cromatograma unui ulei de masline extravirgin de buna calitate
si cea a aceluiasi ulei continand in proportie de 20 % un ulei deodorizat.

5.5.  Analiza cantitativa a cerurilor

Se determind suprafata varfurilor corespunzatoare standardului intern de
lauril arahidat si esterilor alifatici de la Cyy la Cyq cu ajutorul integrato-
rului.

Se determind continutul total de ceruri adunand fiecare tip de ceard, in
mg/kg de grasime, dupd cum urmeaza:
(XA,)'mg -1000

Ceruri, mg/kg = A
S.m
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unde:

A, = aria corespunzitoare varfului pentru fiecare ester, calculatd sub
forma numerica

Ay = aria corespunzitoare varfului pentru standardul intern de lauril
arahidat, calculatd sub forma numerica

mg; = masa de standard intern de lauril arahidat addugat, in miligrame;

m = masa probei prelevate pentru determinare, in grame.

5.5.1. Analiza cantitativa a esterilor metilici si etilici

Cu ajutorul integratorului, se determind ariile varfurilor corespunzatoare
standardului intern de metil heptadecanoat, esterilor metilici ai acizilor
grasi Cy¢ si Cyg, precum si esterilor etilici ai acizilor grasi C;¢ si Cyg.

Se determind continutul pentru fiecare ester alchilic, in mg/kg de grasime,
dupa cum urmeaza:

A, mg -1000
Ester,mg/kg = ————
,mg/kg A m
unde:
A, = aria corespunzatoare varfului pentru fiecare ester Ciq si Cyg,
calculatd sub forma numericd
Ay = aria corespunzitoare varfului pentru standardul intern de metil
heptadecanoat, calculatd sub forma numerica
mg = masa de standard intern de metil heptadecanoat adaugat, in mili-
grame;
m = masa probei prelevate pentru determinare, in grame.

6. EXPRIMAREA REZULTATELOR

Se indicd suma de ceruri continute de la Cyy la Cyg (Nota 7) in miligrame
per kilogram de grasime.

Se indica suma esterilor metilici si a esterilor etilici continuti de la C¢ la
Cyg si totalul celor doua.

Rezultatele se aproximeaza la cea mai apropiatd valoare In mg/kg.

Nota 7: Componentele de cuantificat se referd la varfurile esterilor Cy -
Cye cu un numar par de atomi de carbon, conform cromatogramei
cerurilor din uleiul de masline reproduse in figura atasata. in
scopul identificarii, daca esterul Cyq este scindat, se recomanda
sd se analizeze fractiunea de ceruri a unui ulei din turte de
masline, unde varful pentru Cu se poate distinge, deoarece
acesta este clar predominant.

Se indica raportul dintre esterii etilici si esterii metilici.
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Figura 1

Exemplu de cromatogrami in fazi gazoasi a fractiunii cerurilor dintr-un ulei de misline (')
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Varfuri cu timp de retentie cuprins intre cinci $i opt minute a esterilor metilici si
etilici ai acizilor grasi

Explicatii:

S.I. = Lauril arahidat

1 = Esteri diterpenici
2+2" = Esteri Cy

3+3" = Esteri Cygp

4+4" = Esteri Cyy

5 = Esteri Cyq

6 = Esteri steroli si alcooli triterpenici.

(') Dupi eluarea esterilor steroli, traseul cromatografic nu trebuie sd prezinte varfuri semnificative (triacilglice-
roli).



01991R2568 — RO — 20.10.2019 — 032.001 — 124

VY M23
Figura 2
Esteri metilici, esteri etilici si ceruri intr-un ulei de maésline virgin
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Explicatii:
1 — Metil Cyq
2 — Etil Cyq
3 — S.I Metil heptadecanoat
4 — Metil Cg
5 — Etil Cig
6 — Scualen

7 — S.I Lauril arahidat
A — Esteri diterpenici
B — Ceruri

C — Esteri steroli si esteri triterpenici
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Figura 3

Esteri metilici, esteri etilici si ceruri intr-un ulei de misline extravirgin
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Explicatii:

1 — S.I Metil heptadecanoat

2 — Metll CIS
3 — Etil Cig
4 — Scualen

5 — S.I Lauril arahidat
A — Esteri diterpenici
B — Ceruri

C — Esteri steroli si esteri triterpenici
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Figura 4

Cromatograma partiala a unui ulei de misline extravirgin si cea a aceluiasi ulei continind un
ulei deodorizat

23-Mar-2007
C.M. leb 0G2
0E0_20 ScnEl
1007 ssce
4
1 9
Extra Vergine +
20%Deodorato
3
%
6
8
2 10
. 7
A~
B i e e e e e e e e e
100 AL
1 4
Extra Vergine base
%
_—A\ | L LJA‘d .
3800 | 4000 | 4800 | 8000 | 8800 ' 6000 ' 680 ' 7000 ' 780 800 850 ' 9000 980 10000
Explicatii:

1 — S.I Miristat de metil

2 — Palmitat de metil

3 — Palmitat de etil

4 — S.I Metil heptadecanoat
5 — Linoleat de metil

6 — Oleat de metil

7 — Stearat de metil

8 — Linoleat de etil

9 — Oleat de etil

10 — Stearat de etil



01991R2568 — RO — 20.10.2019 — 032.001 — 127

VY M23

VM28

Apendicele A

Determinarea vitezei liniare a gazului

Se injecteazd 1:3 pl de metan (sau propan) in cromatograful in fazd gazoasa,
dupd ce acesta a fost in prealabil reglat la conditiile normale de functionare. Se
masoara timpul in care gazul trece prin coloand, din momentul in care a fost
injectat pand cand apare varful (tM).

Viteza liniara in cm/s se obtine prin formula L/tM, unde L este lungimea
coloanei in centimetri, iar tM este timpul masurat in secunde.
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ANEXA XXI

Rezultatele verificirilor conformititii efectuate in cazul uleiurilor de misline mentionate la articolul 8 alineatul (2)

Etichetare Parametri chimici Caracteristici organoleptice (* Concluzie finala
g p
. | Daca da,
Conditii Parametri va rugam Mediana
< . Tara Locul D i Des - ’ Infi tii in afi o Medi . . Acti .
Proba Categorie - ara de . OcuAdel enumurea | Desemnar- de proTmatii 1y iilitate | C/NC A In atara sd C/NC (®) edlanaA atributului | C/NC () cHune g nctiune
origine |inspectie (!)| juridica |ea originii . eronate limitelor oo defectului necesara ’
’ depozitare DA/NU precizati Sfructat
care (2)

(') Piata internd (concasor, imbuteliatori, etapa de vanzare cu amanuntul), exportul, importul.
(®) Fiecare caracteristicd a uleiului de masline indicatd in anexa I trebuie sd aibd un cod.

(®) Conform/neconform.

(*) Nu sunt cerute pentru uleiul de masline si pentru uleiul din resturi de masline.
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