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REGULAMENTUL (CEE) NR. 2568/91 AL COMISIEI
din 11 iulie 1991

privind caracteristicile uleiurilor de misline si ale uleiurilor din resturi de masline, precum §i metodele
de analizi a acestora

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,

avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitdtii Economice
Europene,

avand in vedere Regulamentul nr. 136/66/CEE al Consiliului din
22 septembrie 1966 privind stabilirea unei organizdri comune a
pietelor in sectorul uleiurilor i grasimilor (1), astfel cum a fost
modificat ultima dati de Regulamentul (CEE) nr. 3577/90 (2), in
special articolul 35a,

intrucit anexa la Regulamentul nr. 136/66/CEE prevede
denumirile si definitiile uleiurilor de mdsline si ale uleiurilor din
resturi de madsline comercializate in fiecare stat membru, In
comertul intracomunitar si in comertul cu tdrile terte;

intrucat, pentru a face deosebirea intre diversele tipuri de ulei, ar
trebui definite proprietatile fizico-chimice ale fiecdruia dintre ele,
precum si caracteristicile organoleptice ale uleiurilor virgine, astfel
incat sd se asigure puritatea si calitatea produselor respective, fard
a se aduce atingere altor dispozitii existente;

intrucat ar trebui determinatd in mod unitar la nivelul Comuni-
tatii prezenta caracteristicilor diferitelor tipuri de ulei; intrucat, in
acest scop, ar trebui stabilite metodele comunitare de analizd chi-
micd si de evaluare organolepticd; intrucat ar trebui permisa, pen-
tru o perioadd tranzitorie, utilizarea altor metode de analizd apli-
cate in statele membre, cu conditia ca, in cazul in care existd
diferente intre rezultate, sa prevaleze cele obtinute prin aplicarea
metodei comune;

intrucét definirea proprietdtilor fizico-chimice ale uleiurilor de
midsline i ale metodelor de analizd implicd modificarea notelor
aditionale de la capitolul 15 din Nomenclatura combinatd;

intrucat metoda de evaluare a caracteristicilor organoleptice ale
ulejurilor virgine presupune infiintarea unor comisii de
degustitori selectati si instruiti; intrucat, prin urmare, ar trebui sta-
bilitd perioada necesard pentru infiintarea unei asemenea

() JO 172 30.9.1966, p. 3025/66.
() JOL353,17.12.1990, p. 23.

structuri; intrucét, avand in vedere dificultitile pe care le vor
intampina unele state membre la infiintarea comisiilor de
degustdtori, ar trebui autorizatd utilizarea de comisii ale
degustatorilor din alte state membre;

intrucit, pentru a asigura functionarea corectd a sistemului de pre-
levari aplicabile importului de resturi de masline, ar trebui si se
stabileascd o metoda unici de determinare a continutului de ulei
din aceste produse;

intrucat, pentru a nu aduce atingere comertului, ar trebui sd se
prevada ca uleiul ambalat inainte de intrarea in vigoare a prezen-
tului regulament sa fie vindut pe o durati limitatd;

intrucat este necesar si se abroge Regulamentul (CEE)
nr. 1058/77 (3) al Comisiei, astfel cum a fost modificat ultima
datd de Regulamentul (CEE) nr. 1858/88 (%);

intrucat Comitetul de gestionare pentru uleiuri si grasimi nu a
emis un aviz in termenul stabilit de presedinte,

ADOPTA PREZENTUL REGULAMENT:

Atrticolul 1

(1) Sunt considerate uleiuri de masline virgine, in intelesul punc-
tului 1 literele (a), (b) si () din anexa la Regulamentul
nr. 136/66/CEE, uleiurile ale cdror caracteristici sunt conforme cu
cele indicate in anexa I punctele 1, 2 si 3 la prezentul regulament.

(2) Este considerat ulei de misline virgin lampant, in sensul punc-
tului 1 litera (d) din anexa la Regulamentul nr. 136/66/CEE, ule-
iul ale cdrui caracteristici sunt conforme cu cele indicate in anexa I
punctul 4 la prezentul regulament.

(3) Este considerat ulei de mdsline rafinat, in intelesul punctului
2 din anexa la Regulamentul nr. 136/66/CEE, uleiul ale carui
caracteristici sunt conforme cu cele indicate in anexa I punctul 5
la prezentul regulament.

() JOL128,24.5.1977, p. 6.
(* JOL166,1.7.1988, p. 10.



03/vol. 10

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene 67

(4) Este considerat ulei de misline, in intelesul punctului 3 din
anexa la Regulamentul nr. 136/66/CEE, uleiul ale cdrui
caracteristici sunt conforme cu cele indicate in anexa I punctul 6
la prezentul regulament.

(5) Este considerat ulei brut din resturi de mdsline, in intelesul
punctului 4 din anexa la Regulamentul nr. 136/66/CEE, uleiul ale
cdrui caracteristici sunt conforme cu cele indicate in anexa I
punctul 7 la prezentul regulament.

(6) Este considerat ulei rafinat din resturi de misline, in intelesul
punctului 5 din anexa la Regulamentul nr. 136/66/CEE, uleiul ale
cdrui caracteristici sunt conforme cu cele indicate in anexa I
punctul 8 la prezentul regulament.

(7) Este considerat ulei din resturi de masline, in intelesul punc-
tului 6 din anexa la Regulamentul nr. 136/66/CEE, uleiul ale carui
caracteristici sunt conforme cu cele indicate in anexa I punctul 9
la prezentul regulament.

Articolul 2

(1) Caracteristicile uleiurilor prevdzute la anexa I se efectueazd in
conformitate cu metodele de analizd urmatoare:

— pentru determinarea acizilor grasi liberi, exprimati in procente
de acid oleic, metoda descrisd in anexa II;

— pentru determinarea indicelui de peroxid, metoda descrisd in
anexa III;

— pentru determinarea alcoolilor alifatici, metoda descrisd in
anexa [V;

— pentru determinarea continutului de steroli, metoda descrisa
in anexa V;

— pentru determinarea eritrodiolului si a uvaolului, metoda des-
crisa in anexa VI;

— pentru determinarea acizilor grasi saturati in pozitia 2 a
trigliceridei, metoda descris in anexa VII;

— pentru determinarea continutului de trilinoleind, metoda des-
crisd in anexa VIII;

— pentru analiza spectrofotometricd, metoda descrisd in
anexa IX;

— pentru determinarea compozitiei de acizi grasi, metoda des-
crisd in anexele X ,A” si X ,B”;

— pentru determinarea solventilor halogenati volatili, metoda
descrisd in anexa XI;

— pentru evaluarea caracteristicilor organoleptice ale uleiurilor
de maisline virgine, metoda descrisd in anexa XII, aplicatd in
conformitate cu alineatul (2);

— pentru a se dovedi cd a fost efectuatd rafinarea, metoda des-
crisa in anexa XIII.

(2) Evaluarea caracteristicilor organoleptice se efectueazi de citre
un analist si, dacd este cazul, cu sprijinul unui specialist, in
conformitate cu procedura descrisd in fisa de degustare

mentionatd in anexa XIL In cazul in care analiza evidentiazi
caracteristici organoleptice diferite de cele care rezultd din descri-
erea produsului, mostra este examinatd de o comisie de
degustdtori, in conformitate cu dispozitiile din anexa XIL

O a doua analizi se efectueaza de citre comisia de degustitori in
conformitate cu dispozitiile mentionate.

Pentru a evalua caracteristicile organoleptice legate de operatiu-
nile privind sistemul de interventie, comisia de degustitori va
efectua aceastd evaluare in conformitate cu anexa XIL

Articolul 3

Pind la 31 octombrie 1992, introducerea metodelor de analizd
prevazute la articolul 2 nu impiedicd folosirea de citre statele
membre a altor metode verificate si valabile din punct de vedere
stiintific, cu conditia ca produsele recunoscute a fi conforme cu
normele in vigoare care reglementeazd metodele comunitare s fie
lisate si circule liber. Inainte de utilizarea altor metode, statele
membre interesate le notificd Comisiei.

In cazul in care una dintre celelalte metode di un rezultat diferit
fatd de cel obtinut prin metoda comund, va prevala rezultatul
obtinut prin aplicarea acesteia din urma.

Articolul 4

(1) In vederea evaludrii caracteristicilor organoleptice, statele
membre infiinteazd comisii de degustdtori formati si selectati in
conformitate cu normele stabilite de metoda previzutd de
anexa XIL

(2) In cazul in care un stat membru intampina dificultiti la infi-
intarea unei comisii de degustdtori pe teritoriul sdu, el poate face
apel la serviciile unei comisii de degustitori care functioneazd
intr-un alt stat membru.

Articolul 5
Notele aditionale 2, 3 si 4 la capitolul 15 din Nomenclatura

combinatd se inlocuiesc cu notele aditionale 2, 3 si 4 mentionate
in anexa XIV la prezentul regulament.

Articolul 6
(1) Continutul de ulei din resturile si alte reziduuri rezultate din
extragerea uleiului cu codurile NC 2306 90 11 si 2306 90 19 se
determind in conformitate cu metoda prezentatd in anexa XV.
(2) Continutul de ulei la care se face referire in alineatul (1) se

exprimd ca procent din greutatea de ulei raportatd la greutatea
materiei uscate.

Articolul 7

Se aplicd dispozitiile comunitare privind prezenta substantelor
nedorite, altele decat cele previzute de anexa XI.

Articolul 8

(1) Statele membre comunicd Comisiei mdsurile luate pentru
punerea in aplicare a prezentului regulament.
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(2) Statele membre transmit Comisiei, la inceputul fiecdrui
semestru, un raport cu datele analitice obtinute pe baza testelor
efectuate in cursul semestrului precedent.

Comitetul de gestionare pentru uleiuri si grasimi analizeaza aceste
date in conformitate cu procedura stabilitd la articolul 39 din
Regulamentul nr. 136/66/CEE.

Articolul 9

Regulamentul (CEE) nr. 105877 se abroga.

Articolul 10

(1) Prezentul regulament intrd in vigoare in a treia zi de la data
publicdrii in Jurnalul Oficial al Comunitdatilor Europene.

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

(2) Prezentul regulament nu se aplica uleiurilor de masline si ule-
iurilor din resturi de madsline ambalate inainte de intrarea in
vigoare a prezentului regulament si comercializate pand la 31
octombrie 1992.

Prezentul regulament este obligatoriu in toate elementele sale si se aplicd direct in toate statele

membre.

Adoptat la Bruxelles, 11 iulie 1991.

Pentru Comisie
RAY MAC SHARRY

Membru al Comisiei
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1.1.

1.2.

1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

ANEXA II

DETERMINAREA ACIZILOR GRASI LIBERI

OBIECT

Determinarea acizilor grasi liberi din uleiurile de masline. Continutul de acizi grasi liberi se exprimd prin
aciditatea calculatd in mod conventional.

Principiu

Se dizolvd o mostrd intr-un amestec de solventi, apoi se titreazd acizii grasi liberi prezenti cu ajutorul unei
solutii etanolice de hidroxid de potasiu.

Reactivi
Toti reactivii trebuie sa aibd o calitate analiticd recunoscutd, iar apa utilizatd trebuie si fie distilatd sau cu un

grad de puritate echivalent.

Oxid dietilic etanol in concentratie de 95 % (V/V), amestec in volum del la 1.

Notd:  Oxidul dietilic este foarte inflamabil si poate forma peroxizi explozivi. A se utiliza cu precautii speciale.

Se neutralizeaza exact in momentul folosirii cu solutia de hidroxid de potasiu (1.2.2) in prezenta a 0,3 ml din
solutia de fenolftaleind (1.2.3) pentru 100 ml de amestec.

Notd: In cazul in care nu se poate utiliza oxidul dietilic, se poate folosi un amestec de solventi format din etanol si toluen.
Daci este necesar, se poate inlocui etanolul cu propanol 2.

Hidroxid de potasiu, solutie etanolici titratd ¢(KOH)- aproximativ 0,1 moli la litru sau, dacd este necesar,
¢(KOH)- aproximativ 0,5 moli la litru.

Concentratia exactd a solutiei etanolice de hidroxid de potasiu trebuie sa fie cunoscuta si verificatd imediat
inainte de folosire. Se utilizeaza o solutie preparatd cu cel putin cinci zile inainte de folosire si decantatd intr-un
flacon de sticld maro inchis cu un dop de cauciuc. Solutia trebuie si fie incolord sau de nuanta galben pai.

Nota: O solutie incolord stabild de hidroxid de potasiu se poate prepara in modul urmator. Se pun la fiert si se mentin timp
de o ord la temperaturi din ce in ce mai scizute 8 000 ml de etanol cu 8 g de hidroxid de potasiu si 0,5 g de piliturd
de aluminiu. Se distileazd imediat. Se dizolvi in distilat cantitatea de hidroxid de potasiu necesard. Se lasa in repaus
timp de mai multe zile si se decanteaza lichidul limpede supernatant de precipitatul de carbonat de potasiu.

Solutia poate fi preparatd si fara distilare, astfel: la 1 000 ml de etanol se adaugd 4 ml de butilitd de aluminiu si se
lasd amestecul in repaus timp de cateva zile. Se decanteaz lichidul supernatant si se dizolva cantitatea de hidroxid
de potasiu necesard. Solutia se poate utiliza ca atare.

Fenolftaleind, solutie de 10 g/l in etanol in concentratie de 95-96 % (V/|V) sau albastru alcalin (in cazul
substantelor grase foarte colorate), solutie de 20 g/l in etanol in concentratie de 95-96 % (V/V).

Aparatura

Materiale obisnuite de laborator, in special:
Balantd analiticd.
Balon conic cu capacitatea de 250 ml.

Biuretd cu capacitatea de 10 ml, gradatd la 0,05 ml.

Mod de lucru

Prepararea mostrei

Determinarea se efectueazd asupra mostrei filtrate. In cazul in care continutul global de umiditate si de
impuritdti este mai mic de 1 %, determinarea se efectueazd asupra mostrei ca atare.

Prelevarea mostrei

Se preleveazd o mostrd, in functie de indicele presupus al acidului, dupd indicatiile din tabelul urmator:
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1.4.3.

1.5.

. . . Masa mostrei Precizia de cantdrire a mostrei
Indicele presupus al acidului . -

(in g) (in g)

<1 20 0,05

1-4 10 0,02

4-15 2,5 0,01

15-75 0,5 0,001
>75 0,1 0,0002

Se cantdreste mostra in balonul conic (1.3.2).

Determinare

Se dizolvd mostra (4.5.2) intr-o cantitate de 50-150 ml de amestec de oxid dietilic/etanol (1.2.1), neutralizat
in prealabil.

Se titreazd In timp ce se agitd, cu solutia de hidroxid de potasiu de 0,1 mol la litru (1.2.2) (a se vedea nota 2)
pand cand se modificd indicatorul (colorarea in roz a fenolftaleinei persistd cel putin zece secunde).

Nota 1:  Solutia etanolica titratd de hidroxid de potasiu (1.2.2) poate fi inlocuitd cu o solutie apoasd de hidroxid de potasiu
sau de sodiu, cu conditia ca volumul de apd introdus sd nu producd separarea fazelor.

Nota 2: n cazul in care cantitatea necesar de solutie de hidroxid de potasiu de 0,1 moli la litru dep3seste 10 ml, se utilizeazd
o solutie de 0,5 moli la litru.

Nota 3:  In cazul in care solutia devine tulbure in timpul titrrii, se adaugi o cantitate suficienta de amestec de solventi (1.2.1)
pentru a obtine o solutie limpede.

Exprimarea acidititii in procente de acid oleic

Aciditatea, exprimatd in procente de masi este egald cu:

M 100 V x cxM
x =

10000 m 10 x m

V x¢ x =
in care:

V = volumul solutiei titrate de hidroxid de potasiu utilizate, in mililitri;

¢ = concentratia exactd, in moli la litru, a solutiei titrate de hidroxid de potasiu utilizate;

M = masa molard, in grame la mol, a acidului folosit pentru exprimarea rezultatului (= 282);

m = masa in grame a mostrei.

Se considerd drept rezultat media aritmetica a celor doud determinri.
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5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

ANEXA III

DETERMINAREA INDICELUI DE PEROXID

OBIECT

Prezenta normd descrie o metoda de determinare a indicelui de peroxid in uleiuri si materii grase.

DOMENIUL DE APLICARE

Prezenta normd se aplicd uleiurilor si materiilor grase animale si vegetale.

DEFINITIE

Indicele de peroxid reprezinti cantitatea de substante din mostra (exprimatd in miliechivalenti de oxigen activ
la kilogram) care oxideaza iodura de potasiu in conditiile de lucru descrise.

PRINCIPIU

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

APARATURA

Echipamentele utilizate trebuie si fie lipsite de orice urmi de substante oxidante sau dezoxidante.

Nota bene:  nu se greseazd suprafetele din sticld rodatd.
Lingurd de sticld de 3 ml.

Baloane de aproximativ 250 ml, cu gatul si dopul din sticla rodatd, uscate in prealabil si umplute cu un gaz inert,
uscat si pur (azot sau, de preferintd, bioxid de carbon).

Biuretd de 25 sau 50 ml cu gradare la 0,1 ml.

REACTIVI

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

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

lodurd de potasiu in solutie apoasd saturatd in urma unei prepardri recente, fird de iod si iodati.
Solutie apoasa de tiosulfat de sodiu 0,01 sau 0,002 N, standardizati cu atentie chiar inainte de folosire.

Solutie de amidon (dispersare apoasd de 10 gfl) preparata recent din amidon natural solubil.

MOSTRA

Mostra trebuie si fie prelevata si pastratd la addpost de lumind, conservatd la rece si inchisd in recipiente de sticld
umplute in intregime si inchise ermetic cu dopuri de plutd sau de sticld rodata.

MOD DE LUCRU

Testul trebuie si fie realizat la o lumind difuzi (lumina zilei) sau artificiald. Intr-o lingura de sticld (5.1) sau, la
nevoie, intr-un balon (5.2), se cantdreste, cu o0 aproximare de 0,001 grame, una dintre masele de mostri
mentionate in tabelul urmitor, in functie de indicele de peroxid prevazut.
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Indicele prevazut de peroxid Masa mostrei
(in meq O,/kg) (in g)
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 (5.2) si se introduce lingura de sticld cu mostra. Se adauga 10 ml de cloroform (6.1).
Se dizolva rapid mostra prin agitare. Se adaugd 15 ml de acid acetic (6.2), apoi 1 ml de solutie de iodurad de
potasiu (6.3). Se pune rapid dopul la loc, se agita timp de un minut si se lasd in repaus exact 5 minute, la addpost
de lumind si la o temperaturd de la 15-25 °C.

Se adaugd aproximativ 75 ml de apd distilata. Se titreazd iodul eliberat cu solutie de tiosulfat de sodiu (6.4)
(solutie de 0,002 N, in cazul in care indicii previzuti sunt mai mici de 12, si de 0,001 N, in cazul in care sunt
mai mari de 12) prin agitare puternica si prin folosirea solutiei de amidon (6,5) ca indicator.

Se efectueaza doud analize pe aceeasi mostrd.

Simultan, se efectueazi un test etalon. In cazul in care rezultatul acestuia din urma este mai mare de 0,05 ml
de solutie de tiosulfat de sodiu (6,4) 0,001 N, se inlocuiesc reactivii impuri.

EXPRIMAREA REZULTATELOR

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

VT x 1000
PV = —
m

in care:

V = numdrul ml de solutie de tiosulfat de sodiu standardizatd (6.4) utilizat pentru test, modificat in functie de
rezultatele mostrei etalon;

T = factorul exact de standardizare al solutiei de tiosulfat de sodiu (6,4) utilizate;

m =masa (in grame) a mostrei.

Se ia drept rezultat media aritmeticd a celor doud determindri.
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ANEXA IV

DETERMINAREA CONTINUTULUI DE ALCOOLI ALIFATICI CU AJUTORUL CROMATOGRAFIEI IN

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

3.10.4.

4.1.

4.2.

4.3.

FAZA GAZOASA CU COLOANA CAPILARA

OBIECT

Metoda descrie un procedeu de determinarea continutului de alcooli alifatici, simpli si totali, din materiile
grase.

PRINCIPIUL METODEI

Materia grasd, la care s-a adiugat 1-cicosanol ca etalon intern, este saponificatd cu solutie de hidroxid de
potasiu in etanol, apoi nesaponificabilul pur se extrage cu eter etilic.

Fractiunea de alcooli se separd de extractul nesaponificabil prin cromatografiere pe placi de silicagel bazic;
alcoolii recuperati din silicagel sunt transformati in trimetilsilileteri si analizati prin cromatografie in fazd
gazoasd in coloand capilara.

APARATURA

Balon de 250 ml echipat cu un condensator cu reflux cu racorduri din sticld rodatd.
Palnie de decantare de 500 ml.

Baloane de 250 ml.

Echipament complet pentru cromatografie in fazd solidd cu plici de sticld de 20x20 cm.
Lampd cu lumind ultravioletd cu lungime de undd de 366 sau 254 nm.

Microseringi de 100 si 500 pl.

Palnie cilindrica de filtrare, cu filtru poros G 3 (porozitate 15-40 pm) cu un diametru de aproximativ 2 cm
si indltime de 5 cm, cu racord adaptat pentru filtrarea in vid si un racord tatd din sticld rodatd 12/21.

Balon cu vid de 50 ml cu un racord mama din sticld rodatd 12/21 adaptabil la palnia de filtrare (3.7).
Eprubetd cu fund conic de 10 ml, cu dop ermetic.

Cromatograf in fazi gazoasd adaptat la functionarea cu coloani capilard, echipat cu un sistem de fractionare,
alcatuit din:

Incintd termostatatd pentru coloand, permitdnd mentinerea temperaturii dorite cu o precizie de
aproximativ 1 °C.

Ansamblu de vaporizare termoreglabil cu element vaporizator din sticld tratatd cu persilan.
Detector cu ionizare in flacdrd si convertizor-amplificator.

Aparat de nregistrare-integrator adaptat la functionarea cu un convertizor-amplificator cu un timp de
raspuns sub 1 secundd i cu o vitezd a hartiei variabila.

Coloand capilard de sticld sau siliciu topit cu o lungime de 20-30 metri si un diametru interior de la
0,25-0,32 mm, acoperita in interior cu lichid SE-52 sau SE-54 sau echivalent, cu o grosime cuprinsi intre
0,10 si 0,30 pm.

Microseringd pentru cromatografie in fazd gazoasd de 10 pl cu ac cementat.

REACTIVI

Hidroxid de potasiu, solutie etanolicd pand la aproximativ 2 N: se dizolv, ricind in acelasi timp, 130 g de
hidroxid de potasiu (titru minim 85 %) in 200 ml de apa distilatd, apoi se completeazd pani la un litru cu
etanol. Solutia se pastreaza in vase de sticld opacd bine inchise.

Eter etilic de calitate analitica.

Sulfat de sodiu anhidru pur, de calitate analitica.
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4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

Plici de sticld acoperite cu silicagel fard indicator de fluorescentd, cu o grosime de 0,25 mm (acestea sunt
disponibile in comert, gata pentru utilizare).

Hidroxid de potasiu, solutie etanolicd pand la aproximativ 2 N: se dizolvd 13 g de hidroxid de potasiu in
20 ml de apd distilatd, apoi se completeazd pand la un litru cu etanol.

Benzen, pentru cromatografie (5.2.2).

Acetond, pentru cromatografie (5.2.2).

Hexan pentru cromatografie (5.2.2).

Eter etilic, pentru cromatografie (5.2.2).

Cloroform pur, de calitate analitica.

Solutie de ricire pentru cromatografie pe placd: colesterol sau fitosterol, solutie de 0,5 % in cloroform.

Dicloro 2'-7" fluoresceind, solutie etanolicd de 0,2 %. Aceasta este facutd usor bazicd prin addugarea de
cateva picdturi dintr-o solutie alcoolicd 2 N de hidroxid de potasiu.

Piridind anhidrd, pentru cromatografie.
Hexametildisilazan.
Trimetilclorosilan.

Solutie etalon de trimetilsilileteri de alcooli alifatici de la C,, la C,4. Se prepard in momentul folosirii
amestecului de alcooli puri.

Eicosanol, solutie de 0,2 % (m/V) in cloroform (etalon intern).
Gaz vector: hidrogen sau heliu pur, pentru cromatografie in fazd gazoasa.

Gaz auxiliar:
— hidrogen sau heliu pur,

— pentru cromatografie in fazd gazoasd.

MOD DE LUCRU
Prepararea nesaponificabilelor

Se introduce intr-un balon de 250 ml, cu ajutorul microseringii de 500 pl, un volum de solutie de eicosanol
de 0,1 % in cloroform (4.17) care contine o cantitate de eicosanol ce corespunde la aproximativ 10 % din
continutul de alcooli alifatici din partea alicotd de mostrd de prelevat pentru determinare. De exemplu,
pentru 5 g de mostrd, trebuie sd se adauge 250 pl de solutie de eicosanol de 0,1 % in cazul unei mostre de
ulei de masline sau ulei de seminte si 1 500 pl in cazul uleiului din resturi de masline.

Se evapord intr-un curent de azot pand la uscare, dupi aceea se cantiresc exact 5 g de mostra uscatd i filtratd
in acelasi balon.

Se adaugd 50 ml de solutie etanolicd de hidroxid de potasiu la 0,2 N, se pune in functiune condensatorului
cu reflux, se incilzeste in baie de aburi pand la o usoara fierbere, mentinind o agitare energicd pand cand
se produce saponificarea (solutia devine limpede). Se continud si se incdlzeascd timp de 20 minute, apoi
se adaugd 50 ml de apd distilatd care provine de partea de sus a condensatorului, se deconecteazd
condensatorul si se riceste balonul la aproximativ 30 °C.

Se transvazeazd cantitativ continutul balonului intr-o palnie de decantare de 500 ml, addugand apa distilatd
de mai multe ori, folosind in total aproximativ 50 ml. Se adauga aproximativ 80 ml de eter etilic, se agitd
energic timp de aproximativ 30 de secunde si se lasd sd se facd separarea (nota 1).

Se separd faza apoasd inferioard preluand-o in altd palnie de decantare. Se fac incd doud extractii pe fazd
apoasd, procedand identic, utilizind de fiecare datd 60-70 ml de eter etilic.

Nota 1:  Eventualele emulsii pot fi eliminate adiugand cu o pisetd o cantitate mici de alcool etilic sau metilic.

Se colecteazd extractele eterice intr-o singurd palnie de decantare si se spald cu apad distilatd (50 ml de fiecare
datd) pand la reactia neutrd a apei de spalare.

Se elimind apa de spalare, se usucd cu sulfat de sodiu anhidru si se filtreaza, pe sulfat de sodiu anhidru,
intr-un balon de 250 ml cantdrit in prealabil, spdland balonul i filtrul cu mici cantitdti de eter etilic.
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5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.3.

Se distileazd eterul pand cand rdméne numai o cantitate micd, apoi se usucd sub un vid usor sau intr-un
curent de azot, se completeaza uscarea in etuva la 100 °C timp de un sfert de ord aproximativ i se cantdreste
dupd ricirea intr-un exsicator.

Separarea fractiunii alcoolilor

Prepararea placilor bazice: se cufundd complet plicile in silicagel (4.4), in solutie etanolicd 0,2 N de hidroxid
de potasiu (4.5) timp de 10 secunde, se lasi s actioneze, bine inchis, timp de doud ore si se pune in etuva
la 100 °C timp de o ord.

Se scoate din etuva si se pastreazd intr-un exsicator cu clorurd de calciu pand in momentul folosirii (plicile
astfel tratate trebuie folosite in termen de cincisprezece zile).

Nota 2: Folosirea plicilor de silicagel bazice pentru separarea fractiunii alcoolilor elimini necesitatea tratamentului
nesaponificabilului cu alumina. In acest mod, toti compusii de naturd acidd (acizi grasi si altii) sunt retinuti pe
linia de depunere. Se obtine astfel banda de alcooli alifatici si terpenici, separati net de banda de steroli.

Se introduce in cuva de developare un amestec de benzen-acetond 95/5 (V[V) pani la o indltime de
aproximativ 1 cm. Se poate utiliza in loc un amestec hexan-eter etilic 65/35 (V/V). Se inchide cuva folosind
un capac corespunzitor si se lasd astfel timp de cel putin o jumdtate de ord, in asa fel incat echilibrul
lichid/vapori si se stabilizeze. Pe suprafetele interioare ale cuvei se pot fixa benzi de hartie de filtru care se
scufundd in eluant: aceastd precautie permite reducerea cu aproximativ o treime a timpului de migrare a
frontului de lichid si obtinerea unei eluri mai uniforme a componentelor.

Nota 3: Pentru a avea conditii de eluare perfect reproductibile, amestecul trebuie si fie schimbat la fiecare test.

Se prepard o solutie de aproximativ 5 % de nesaponificabile (5.1.5.) in cloroform si, cu microseringa de
100 pl, se pune pe placa cromatograficd (5.2.1) la aproximativ 2 cm de o margine, 0,3 ml din solutia
mentionatd anterior intr-o linie continud, cit mai find §i mai uniformd posibil. In paralel cu linia de
depunere, se depun, la una dintre extremitdtile plicii, 2—3 pl de solutie de referinta de alcooli alifatici (4.11),
in scopul identificdrii benzii de alcooli alifatici in timpul ultimei developari.

Se pune placa in cuva de developare, preparati conform descrierii de la punctul 5.2.2. Temperatura
ambiantd trebuie sa fie mentinutd intre 15 si 20 °C. Se inchide imediat camera cu capacul si se lasa sd elueze
pand cand frontul de solvent ajunge la aproximativ 1 cm de marginea superioard a plicii. Se scoate apoi
placa din cuva de developare si se trece la evaporarea solventului intr-un curent de aer cald sau ldsand placa
inchisd pentru putin timp.

Se vaporizeazd placa usor si uniform cu solutie de dicloro-2'-7" fluoresceind. Se identificd banda de alcooli
alifatici prin alinierea cu pata obtinutd cu ajutorul solutiei de referintd; se delimiteaza cu un creion negru
ansamblul benzii de alcooli alifatici i al benzii imediat superioare care corespunde alcoolilor terpenici.

Nota 4:  Precizarea ficutd de a colecta ansamblul benzii de alcooli alifatici si al benzii de alcooli terpenici este datoratd
faptului cd in aceasta, in conditiile metodei, sunt inglobate cantititi semnificative de alcooli alifatici.

Se razuieste cu o spatuld metalicd silicagelul din zona delimitatd. Materialul extras, sfiramat fin, se introduce
in palnia de filtrare (3.7); se adaugd 10 ml de cloroform cald, se amestecd cu grija cu o spatuld metalica si
se filtreazd cu ajutorul vidului, apoi se colecteaza filtratul in balonul (3.8) conectat la palnia de filtrare.

Se spald reziduul din balon de trei ori cu eter etilic (aproximativ 10 ml de fiecare datd) si se colecteaza filtratul
in acelasi fel in balonul conectat la palnia de filtrare. Se evapord filtratul pand ajunge la un volum de
aproximativ 4-5 ml, se transvazeazd solutia reziduala in eprubeta de 10 ml (3.9) cantaritd in prealabil, se
usucd prin incilzire usoard intr-un usor curent de azot, se continud cu céteva picaturi de acetond, se usucad
din nou, se pune timp de aproximativ 10 minute in etuva la 105 °C, apoi se lasa sa se rdceascd in exsicator
si se cantdreste.

Reziduul din eprubeta este alcituit din fractiunea alcoolilor.

Prepararea trimetilsilileterilor

Se adaugd, in eprubeta ce contine fractiunea alcoolilor, reactivul de sililare, constituit dintr-un amestec de
piridind-hexametildisilazan-trimetilclorosilan 9/3/1 (V/V/V) (nota 5) intr-o proportie de 50 ul pe miligram
de alcooli alifatici, evitdnd toate absorbtiile de umiditate (nota 6).

Nota 5: In comert existi solutii gata preparate: in plus, alti reactivi silanizanti, precum, de exemplu,
bi-trimetilsililtrifluorescentamida + 1 % trimetilclorosilan care trebuie s se dilueze cu un volum egal de piridind
anhidra.
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Se inchide eprubeta, se agitd cu grija (fird a o risturna) pani la solubilizarea completd a alcoolilor alifatici.
Selasd in repaus minimum 15 minute la temperatura camerei, apoi se centrifugheaza timp de citeva minute:
solutia limpede este gata pentru analiza prin cromatografie in faza gazoasa.

Nota 6: Eventuala formare a unei opalescente usoare este normald si nu provoaci nici o interferentd. Formarea unei
floculatii albe sau aparitia unei coloratii roz indicd prezenta umiditdtii sau alterarea reactivului. In acest caz, testul
trebuie sd fie repetat.

Analiza prin cromatografie in faza gazoasa.
Operatiuni preliminare, conditionarea coloanei

Se instaleazd coloana in cromatograful in fazd gazoasd, legind extremitatea de intrare la evaporatorul
conectat la sistemul de fractionare si extremitatea de iesire la detector.

Se efectueazd controalele generale ale complexului de cromatografie in faza gazoasd (etanseitatea circuitului
de gaz, eficacitatea detectorului, eficacitatea sistemului de fractionare si a sistemului de inregistrare etc.)

In cazul in care se utilizeazd coloana pentru prima dat, se recomand3 si se efectueze conditionarea sa. Se
trece un usor flux de gaz de-a lungul acestei coloane, apoi se conecteazi complexul de cromatografie in fazd
gazoasd i se incepe o incilzire treptatd pand cand se atinge o temperaturd cu cel putin 20 °C mai mare decat
cea de functionare (nota 7). Se mentine aceastd temperaturd timp de minimum 2 ore, apoi se pune
complexul in conditii de functionare (reglarea fluxului gazos si a separarii, aprinderea flicdrii, jonctiunea
cu aparatul de inregistrare electronic, reglarea temperaturii camerei pentru coloand, a detectorului si a
initiatorului etc.) si se inregistreazd semnalul la o sensibilitate de cel putin doud ori mai mare decit cea
prevdzutd pentru executarea analizei. Traseul liniei de bazd obtinute trebuie sa fie liniar, fard valori de varf,
de orice naturd, si nu trebuie sd prezinte abateri.

O abatere rectilinie negativd indicd o etangeitate imperfectd a conexiunilor coloanei, o abatere pozitivd
indicd o conditionare insuficientd a coloanei.

Nota 7:  Temperatura de conditionare trebuie si fie intotdeauna mai mica cu cel putin 20 °C decat temperatura maxima
previdzutd pentru lichidul de repartizare folosit.

Alegerea conditiilor de lucru
Conditiile de lucru maxime sunt urmdtoarele:

— temperatura coloanei: inceput izoterm 8 minute la 180 °C, apoi program de 5 °C pe minut pand la
260 °C, apoi incd 15 minute la 260 °C;

— temperatura evaporatorului: 280 °C;

— temperatura detectorului: 290 °C;

— viteza liniard a gazului de transport: heliu, 20-35 cm pe secund; hidrogen, 30-50 cm pe secunds;
— raportul de separare: de la 1/50 la 1/100;

— sensibilitatea instrumentald: de 4-16 ori atenuarea minimi;

— sensibilitatea de inregistrare: 1-2 milivolti din limita scdrii;

— viteza hartiei: 30-60 cm pe ord;

— cantitatea de substantd injectatd: 0,51 pl de solutie de TMSE

Aceste conditii pot fi modificate in functie de caracteristicile coloanei si ale cromatografului in fazd gazoas3,
astfel incat s se obtind cromatograme care indeplinesc conditiile urmdtoare:

— timpul de retentie a alcoolului in C,4 trebuie si fie de 18 * 5 minute;

— punctul maxim al alcoolului in C,, trebuie si fie 80 + 20 % din valoarea maxima admisibild de citire,
iar pentru uleiul de seminte 40 * 20 % din valoarea maxima admisibild de citire.

Pentru a verifica conditiile impuse anterior, se efectueaza injectii repetate cu mostre de amestecuri de TMSE
de alcooli si se corecteaza conditiile de operare pand la obtinerea celor mai bune rezultate.

Parametri de integrare ai valorilor de varf trebuie si fie astfel impusi incat sa se obtina valori corecte pentru
valorile de varf care sunt luate in considerare.

Efectuarea analizei

Se preleveazd, cu microseringa de 10 pl, 1 pl de hexan, se aspird 0,5 pl de aer si succesiv 0,5 si 1 pl din solutia
de mostrd; se trage pistonul seringii in asa fel incat acul si fie gol.

Se introduce acul prin membrana complexului de injectie si dupd 1-2 secunde se injecteaza rapid si apoi
se extrage acul lent, dupd aproximativ 5 secunde.

Se efectueazd inregistrarea pand la eluarea completd a TMSE a alcoolilor alifatici prezenti. Linia de bazd
trebuie sd corespundd intotdeauna conditiilor impuse (5.4.1.2).

Identificarea valorilor de varf

Identificarea valorilor de varf unice se efectucazd pe baza timpilor de retentie si prin comparatie cu
amestecul de TMSE de alcooli alifatici, analizati in aceleasi conditii.

Figura 1 prezintd o cromatogramd de fractiune alcoolicd a unui ulei de masline virgin.
Evaluarea cantitativa

Se trece, cu ajutorul integratorului, la calcularea ariei valorilor de varf ale 1-eicosanolului si ale alcoolilor
alifatici de la C,, la Cyq.
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5.4.5.2.  Se calculeaza continutul in fiecare alcool alifatic simplu, in miligrame la 100 g de materie grasd, dupa cum
urmeazd:

A _-m_-100
X N
alcoolx = ——,
A-m
N
in care:
A, = aria valorii de varf a alcoolilor x, in milimetri patrati;
A, = aria valorii de varf a 1-eicosanolului, in milimetri patrati;
m, = masa 1-eicosanolului adiugat, in miligrame;
m

= masa mostrei prelevate pentru determinare, in grame.

6. EXPRIMAREA REZULTATELOR

Se raporteaza continutul de alcooli alifatici in miligrame la 100 g de substanta grasd si suma lor ca ,alcooli
alifatici totali”.

APENDICE

Determinarea vitezei liniare a gazului

In cromatograful in fazi gazoasi, reglat la conditii de operare normale, se injecteazi 1-3 ul de metan (sau propan)
si se cronometreazd timpul folosit de gaz pentru a parcurge coloana, intre momentul de injectie si cel de iesire din
valoarea de varf (t).

Viteza liniard in cm pe secundi este datd de L/t,,, unde L este lungimea coloanei in cm si ty, timpul cronometrat in
secunde.

w
~

L

] L . J

Figura 1: Cromatograma fractiunii alcoolice a unui ulei virgin

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

4 = Tetracosanol 8 = Octacosanol
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ANEXA 'V

DETERMINAREA COMPOZITIEI $I A CONTINUTULUI DE STEROLI CU AJUTORUL
CROMATOGRAFIEI IN FAZA GAZOASA CU COLOANA CAPILARA

OBIECT

Metoda descrie procedeul de determinare a continutului de steroli, simpli si totali, al materiilor grase.

PRINCIPIUL METODEI

Materia grasd, la care s-a addugat a-colestanol ca etalon intern, este saponificatd cu hidroxid de potasiu
solutie in etanol, apoi se extrage nesaponificabilul cu eter etilic.

Fractiunea sterolicd se separd de extractul nesaponificabil prin cromatografie pe placd de silicagel bazic;
sterolii recuperati din silicagel sunt transformati in trimetilsilileteri si analizati prin cromatografie in faza
gazoasd in coloand capilari.

APARATURA

Balon de 250 ml echipat cu un condensator cu reflux cu racordurile din sticld rodatd.
Palnie de decantare de 500 ml.

Baloane de 250 ml.

Echipament complet pentru cromatografie in fazi solidi cu plici de sticld de 20x20 cm.
Lampd cu lumind ultravioletd cu lungime de unda de 366 sau 254 nm.

Microseringi de 100 si 500 pl.

Palnie cilindrica de filtrare cu filtru poros G 3 (porozitate 15-40 pm) cu un diametru de aproximativ 2 cm
si inaltime de 5 cm, cu racord adaptat pentru filtrarea in vid si un racord tatd din sticld rodatd 12/21.

Balon cu vid de 50 ml cu un racord mamd din sticld rodatd 12/21 adaptabil la palnia de filtrare (3.7).
Eprubeti cu fund conic de 10 ml, previzuti cu dop ermetic.

Cromatograf in fazd gazoasd adaptat la functionarea cu coloand capilard, dotat cu un sistem de separare,
alcituit din:

Incintd termostatatd pentru coloand, care permite mentinerea temperaturii dorite cu o precizie de circa 1 °C.
Ansamblu de vaporizare termoreglabil cu element vaporizator din sticld tratatd cu persilan.

Detector cu ionizare in flacdrd si convertizor-amplificator.

Aparat de inregistrare-integrator adaptat la functionarea cu un convertizor-amplificator.

Coloand capilard de sticld sau siliciu topit cu o lungime de 20-30 m si un diametru interior de
0,25-0,32 mm, acoperitd in interior cu lichid SE-52 sau SE-54 sau echivalent, cu o grosime cuprinsi intre
0,10 si 0,30 pm.

Microseringd pentru cromatografie in fazd gazoasd de 10 pl cu ac cementat.

REACTIVI

Hidroxid de potasiu, solutie etanolicd pani la aproximativ 2 N: se dizolvd, prin ricire, 130 g de hidroxid
de potasiu (titru minim 85 %) in 200 ml de apd distilatd, apoi se completeazd pand la un litru cu etanol.
Solutia se pastreazd in vase de sticld opacd bine astupate (etanol 95 % V%V).
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Eter etilic pur pentru analize.
Sulfat de sodiu anhidru pur, pentru analize.

Plici de sticld acoperite cu silicagel fard indicator de fluorescentd, cu o grosime de 0,25 mm (acestea sunt
disponibile in comert gata pentru utilizare).

Hidroxid de potasiu, solutie etanolicd pani la aproximativ 2 N: se dizolvd 13 g de hidroxid de potasiu in
20 ml de apd distilatd, apoi se completeaza pand la un litru cu etanol.

Benzen, pentru cromatografie (5.2.2).

Acetond, pentru cromatografie (5.2.2).

Hexan pentru cromatografie (5.2.2).

Eter etilic, pentru cromatografie (5.2.2).

Cloroform pur, de calitate analitica.

Solutie de ricire pentru cromatografie pe placd: colesterol sau fitosterol, solutie de 0,5 % in cloroform.

Dicloro 2'-7" fluoresceind, solutie etanolicd de 0,2 %. Aceasta este ficutd usor bazicd prin addugarea de
cateva picaturi dintr-o solutie alcoolicd 2 N de hidroxid de potasiu.

Piridind anhidrd, pentru cromatografie.
Hexametildisilazan.
Trimetilclorosilan.

Solutie etalon de trimetilsilileter de steroli: se prepard in momentul folosirii din sterolii extrasi din uleiurile
care le contin.

a-colestanol solutie de 0,2 % (m/V) in cloroform (etalon intern).
Gaz vector: hidrogen sau heliu pur, pentru cromatografie in fazi gazoasa.

Gaz auxiliar:
— hidrogen sau heliu pur,

— pentru cromatografie in fazi gazoasa.

MOD DE LUCRU
Prepararea nesaponificabilului

fn balonul de 250 ml se introduce, cu ajutorul microseringii de 500 pl, un volum de solutie de a-colestanol
de 0,2 % in cloroform (4.17) care contine o cantitate de a-colestanol ce corespunde la aproximativ 10 %
steroli continuti in partea alicotd din mostra de prelevat pentru determinare. De exemplu, pentru 5 g de
mostrd trebuie sd se adauge 500 pg de solutie de a-colestan de 0,2 %, in cazul unei mostre de ulei de misline
si 1 500 pl, in cazul uleiului de seminte sau uleiului din resturi de masline.

Se evapord intr-un curent de azot pand la uscare, apoi se cantdresc exact 5 g de mostrd uscatd si filtratd in
acelasi balon.

fn cazul uleturilor si grisimilor animale sau vegetale care contin cantititi considerabile de colesterol, poate
fi prezentd o valoare de varf cu un timp de retentie identic cu cel al colestanolului. In astfel de cazuri, trebuie
sd se analizeze fractiunea sterolic in dupticat, cu si fard etalon intern.

Se adaugd 50 ml de solutie etanolicd de hidroxid de potasiu la 0,2 N, se pune in functiune condensatorul
cu reflux, se incdlzeste in baie de aburi pand la o usoard fierbere mentinind o agitare energicd pani la
producerea saponificarii (solutia devine limpede). Se continud si se incilzeascd timp de 20 minute, apoi se
adaugd 50 ml de apd distilatd provenitd din partea de sus a condensatorului, se deconecteazd condensatorul
si se raceste balonul la aproximativ 30 °C.

Se transvazeazd cantitativ continutul balonului, intr-o palnie de decantare de 500 ml, addugand apa distilata
de mai multe ori, folosind in total aproximativ 50 ml. Se adauga aproximativ 80 ml de eter etilic, se agitd
energic timp de aproximativ 30 de secunde si se lasd si se facd separarea (nota 1).

Se separd faza apoasa inferioard colectdnd-o in altd palnie de decantare. Se fac incd doud extractii pe fazi
apoasd, dupd aceleasi modalitdti, utilizind de fiecare datd 60-70 ml de eter etilic.

Nota 1:  Eventualele emulsii pot fi eliminate adiugand cu o pisetd o cantitate micd de alcool etilic sau metilic.
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Se colecteazd extractele eterice intr-o singurd palnie de decantare si se spald cu apa distilatd (50 ml de fiecare
datd) pand la reactia neutrd a apei de spalare.

Se elimind apa de spalare, se usucd cu sulfat de sodiu anhidru si se filtreaza, pe sulfat de sodiu anhidru,
intr-un balon de 250 ml cantdrit in prealabil, spaland palnia si filtrul cu mici cantititi de eter etilic.

Se distileaza eterul pand cand rdmén numai cantititi mici, apoi se usucd sub un usor vid sau intr-un curent
de azot, se continud uscarea in etuva la 100 °C timp de aproximativ un sfert de ord si se cantareste dupa
rdcirea intr-un exsicator.

Separarea fractiunii sterolice.

Prepararea plicilor bazice: se scufundd complet plicile de silicagel (4.4) in solutie etanolicd 0,2 N de hidroxid
de potasiu (4.5) timp de 10 secunde, se lasi apoi sd actioneze inchise, sub hotd, timp de doud ore si se pun,
in final, in etuvd la 100 °C timp de o ora.

Se scoate din etuvd si se pastreazd intr-un exsicator cu clorurd de calciu pana in momentul folosirii (placile
astfel tratate trebuie si fie folosite in termen de cincisprezece zile).

Nota 2: Folosirea plicilor bazice de silicagel pentru separarea fractiunii sterolice elimind necesitatea tratamentului
nesaponificabilului cu alumina. In acest mod, toti compusii de naturd acida (acizi grasi si altii) sunt retinuti pe
linia de depunere. Se obtine astfel banda de steroli separati net de banda de alcooli alifatici si terpenici.

Se introduce in cuva de developare un amestec benzen-acetond 95/5 (V|V) pand la o inaltime de aproximativ
1 cm. Se poate utiliza in loc un amestec hexan-eter etilic 55/35 (V/[V). Se inchide cuva folosind un capac
corespunzator si se lasd astfel timp de cel putin o jumdtate de ord, in asa fel incat echilibrul lichid/vapori
sd se stabilizeze. Pe suprafetele interioare ale cuvei se pot fixa benzi de hartie de filtru care se cufundi in
eluant: aceastd precautie permite reducerea cu aproximativ o treime a timpului de migrare a frontului de
lichid si obtinerea unei eludri mai uniforme a componentelor.

Nota 3: Pentru a avea conditii de eluare perfect reproductibile, amestecul trebuie s fie schimbat la fiecare test.

Se prepari o solutie de nesaponificabil (5.1.5) de aproximativ 5 % in cloroform si, cu microseringa de 100
pl, se depune pe placa cromatograficd (5.2.1), la aproximativ 2 cm de o margine, 0,3 ml din solutia
mentionatd anterior intr-o linie continud, cat mai find si mai uniforma posibil. In paralel cu linia de depozit,
se depun, la una dintre extremitdtile placii, 2-3 pl de solutie de referintd de steroli (4.11), in scopul
identificarii benzii de steroli in timpul ultimei developari.

Se pune placa in cuva de developare, preparatd conform descrierii de la punctul 5.2.2. Temperatura
ambianti trebuie si fie mentinutd intre 15 si 20 °C. Se inchide imediat camera cu capacul si se lasd sd elueze
pand cand frontul de solvent ajunge la aproximativ 1 cm de marginea superioard a plicii. Se scoate apoi
placa din cuva de developare si se trece la evaporarea solventului intr-un curent de aer cald sau prin
mentinerea placii scurt timp sub hotd.

Se vaporizeazi placa usor si uniform cu solutie de dicloro-2,-7, fluoresceina. Se identificd banda de steroli
prin alinierea cu pata obtinutd cu solutia de referintd; se delimiteazd banda cu un creion negru de-a lungul
marginilor de fluorescenta.

Se rdzuieste silicagelul cu o spatuld metalicd in zona delimitatd. Materialul extras, sfirdmat fin, se introduce
in palnia de filtrare (3.7); se adaugd 10 ml de cloroform cald, se amestecd cu grijd cu o spatuld metalicd si
se filtreazd cu ajutorul vidului, apoi se colecteaza filtratul in balonul (3.8) conectat la palnia de filtrare.

Se spald reziduul in balon de trei ori cu eter etilic (aproximativ 10 ml de fiecare datd) si se colecteaza filtratul
in balonul conectat la palnia de filtrare. Se evapori filtratul pana cand ajunge la un volum de aproximativ
4-5 ml, se transvazeazd solutia reziduald in eprubeta de 10 ml (3.9) cintdritd in prealabil, se usucd
incdlzind-o usor intr-un usor curent de azot, se continud cu cteva picaturi de acetond, uscand-o din nou,
se pune timp de aproximativ 10 minute in etuvd la 105 °C, apoi se lasi sd se riceascd in exsicator.

Reziduul din eprubetd este alcatuit din fractiunea sterolica.

Prepararea trimetilsilileterilor

Se adaugd, in tubul care contine fractiunea sterolicd, reactivul de sililare, constituit dintr-un amestec de
piridind-hexametildisilazan-trimetilclorosilan 9/3/1 (V/V/|V) (nota 4) intr-o proportie de 50 ul pe miligram
de steroli, evitdnd toate absorbtiile de umiditate (nota 5).

Nota 4: in comert existi solufii gata pentru folosire: in plus, alti reactivi silanizanti, precum, de exemplu,
bi-trimetilsililtrifluoracentamida + 1 % trimetilclorosilan care se dilueazd cu un volum egal de piridind anhidra.
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Se inchide eprubeta, se agitd cu grijd (fird a o risturna) pand la solubilizarea completd a sterolilor. Se lasd
in repaus minimum 15 minute la temperatura ambiantd, apoi se centrifugheaza timp de citeva minute:
solutia limpede este gata pentru analiza prin cromatografie in faza gazoasa.

Nota 5:  Eventuala formare a unei opalescente usoare este normald si nu provoacd nici un deranjament. Formarea unei
floculatii albe sau aparitia unei coloratii roz sunt indici de prezentd a umiditatii sau de alterare a reactivului. In
acest caz, testul trebuie repetat.

Analiza prin cromatografie in faza gazoasd
Operatiuni preliminare, conditionarea coloanei

Se instaleazd coloana in cromatograful in fazd gazoasd, legind extremitatea de intrare la evaporatorul
conectat la sistemul de separare si extremitatea de iesire la detector.

Se efectueazd controalele generale ale complexului de cromatografie in faza gazoasd (etanseitatea circuitului
de gaz, cficacitatea detectorului, eficacitatea sistemului de separare si a sistemului de inregistrare etc.).

in cazul in care se utilizeazi coloana pentru prima dati, se recomandi si se efectueze conditionarea sa. Se
trece un usor flux de gaz de-a lungul acestei coloane, apoi se conecteazd complexul de cromatografie in faza
gazoasd si se incepe o incilzire treptatd pand cand se atinge o temperaturd cu cel putin 20 °C mai mare decat
cea de functionare (nota 6). Se mentine aceastd temperaturd timp de minimum 2 ore, apoi se asigurd
conditiile de functionare pentru complex (reglarea fluxului gazos si a fractiondrii, aprinderea flacarii,
jonctiunea cu aparatul de inregistrare electronic, reglarea temperaturii camerei pentru coloand, a
detectorului si initiatorului etc.) si se inregistreazd semnalul la o sensibilitate de cel putin doud ori mai mare
decit cea previzutd pentru executarea analizelor. Traseul liniei de bazd obtinute trebuie si fie liniar, fird
valori de varf de orice naturd si nu trebuie sd prezinte abateri.

O abatere rectilinie negativd indicd o etangeitate imperfectd a conexiunilor coloanei, o abatere pozitivd
indicd o conditionare insuficientd a coloanei.

Nota 6: Temperatura de conditionare trebuie si fie totdeauna cu cel putin cu 20 °C mai micd decat temperatura maxima
prevazutd pentru lichidul de repartizare folosit.

Alegerea conditiilor de lucru

Conditiile de lucru maxime sunt urmdtoarele:

— temperatura coloanei: 260 °C £ 5 °C;

— temperatura evaporatorului: 280 °C;

— temperatura detectorului: 290 °C;

— viteza liniard a gazului de transport: heliu, 20-35 c¢m/s; hidrogen, 30-50 cm/s;
— raportul de separare: de la 1/50 la 1/100;

— sensibilitatea instrumentald: de la 4 la 16 ori atenuarea minim4;
— sensibilitatea de inregistrare: 1-2 mV din limita scdrii;

— viteza hartiei: 30-60 cmj/h;

— cantitatea de substantd injectatd: 0,5-1 pl de solutie de TMSE.

Aceste conditii pot fi modificate in functie de caracteristicile coloanei si ale cromatografului in fazd gazoasa
pentru a se obtine cromatograme care indeplinesc conditiile urmitoare:

— timpul de retentie a f-sitosterolului trebuie si fie de 20 + 5 minute;

— valoarea de varf pentru campesterol trebuie s fie: pentru uleiul de masline (continut mediu 3 %)
15 £ 5 % din limita scarii, iar pentru uleiul de soia (continut mediu 20 %) 80 + 10 % din limita scarii;

— trebuie s se efectueze separarea tuturor sterolilor prezenti; celelalte valori de varf separate si fie, de
asemenea, complet rezolvate, ceea ce Inseamnd cd traseul valorii de varf trebuie sd se uneasci cu linia
de baz inaintea de iesirea din valoarea de varf urmdtoare. Cu toate acestea, o rezolvare incompleta este
toleratd cu conditia ca aceasta si fie cuantificabild dupa perpendiculara la valoarea de varf la TRR 1,02.

Efectuarea analizei

Se preleveazd cu microseringa de 10 pl, 1 pl de hexan, se aspira 0,5 pl de aer si succesiv 0,5 si 1 pl de solutie
din mostrd; se trage pistonul seringii in asa fel incat acul si fie gol. Se introduce acul prin membrana
complexului de injectie si dupd 1-2 secunde se injecteaza rapid si apoi se extrage lent acul, dupa aproximativ
5 secunde.

Se procedeazi la inregistrare pand la eluarea completd a TMSE a sterolilor prezenti.
Linia de bazd trebuie sd corespundi intotdeauna cu calititile impuse (5.4.1.2).
Identificarea valorilor de varf

Identificarea valorilor de varf unice se efectueazd pe baza timpilor de retentie si prin comparatie cu
amestecul de TMSE de steroli analizati in aceleasi conditii.

Sterolii sunt eluati in ordinea urmdtoare: colesterol, brassicasterol, 24-metilen-colesterol, campesterol,
campestanol, stigmasterol, A 7-campesterol, A 5,23 stigmastadienol, clerosterol, f-sitosterol, sitostanol, A
5-avenasterol, 5,24 stigmastadienol, A 7-stigmastenol, A 7-avenasterol.
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In tabelul 1 sunt prezentati timpii de retentie pentru sitosterol, pentru coloanele SE 52 si SE 54.
Figurile 1si 2 ilustreazd cromatogramele tipice ale unor uleiuri.
5.4.5.  Evaluarea cantitativd

5.4.5.1.  Se trece, cu ajutorul integratorului, la calculul ariei valorilor de varf ale a-colestanol si ale sterolilor. Nu se
iau in considerare valorile de varf eventuale de componentelor care nu sunt cuprinse in cele enumerate in
tabelul 1. Coeficientul de rdspuns GLC al a-colestanolului se considerd a fi egal cu 1.

5.4.5.2.  Se calculeazd continutul in fiecare sterol simplu, in mg/100 g de materie grasi, dupd cum urmeaza:

A -m_-100
X S
sterol x = ————,
A - m
N
in care:
A, = aria valorii de varf a sterolului x, in milimetri patrati;

A, = aria valorii de varf a a-colestanolului, in milimetri patrati;

3
|

= masa a-colestanolului addugat, in miligrame;

m = masa mostrei prelevate pentru determinare, in grame.

6. EXPRIMAREA REZULTATELOR
6.1. Se raporteaza continutul fiecdrui sterol in miligrame la 100 g de substantd grasd si suma lor ca ,steroli totali”.
6.2. Se calculeazd procentul fiecdrui sterol pornind de la raportul dintre aria valorii de varf corespondente si

suma ariilor valorilor de varf ale sterolilor.

A
% de sterol x = 2—2 - 100,
in care:
A, = aria valorii de varf x,
YA = suma ariilor tuturor valorilor de varf.

APENDICE

Determinarea vitezei liniare a gazului

In cromatograful in fazi gazoasd, reglat in conditii de operare normale, se injecteazd 1-3 ul de metan (sau propan)
si se cronometreazd timpul folosit de gaz pentru a parcurge coloana, intre momentul de injectie si cel de iesire din
valoarea de varf (t,,).

Viteza liniard in cm pe secundd este datd de L/t,,, unde L este lungimea coloanei in cm si ty, timpul cronometrat in
secunde.
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Tabelul 1

Timpii de retentie relativi ai sterolilor

Timpi de retentie

\521322? Identificare relaiv
Coloana | Coloana
SE 54 SE 52
1 Colesterol A-5-colesten-3f 0,67 0,63
2 colestanol 5a-colestan 0,68 0,64
3 brasicasterol [24S]-24-metil-A-5,22-colestadiend-3[ 0,73 0,71
4 24-metilen-colesterol 24-metilen-A-5,24-colestadiend-3f 0,82 0,80
5 campesterol [24R]-24-metil-A-5-colesten-3f3 0,83 0,81
6 campestanol [24R]-24-metil-colestan-3[ 0,85 0,82
7 stigmasterol [24S]-24-¢til-A-5,22-colestadiend-3 0,88 0,87
A-7-campesterol [24R]-24-metil-A-7-colesten-3f3 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol [24S R]-24-etil-A-5,2 3-colestadiend-3 0,95 0,95
10 clerosterol [24S]-24-¢til-A-5,25-colestend-3f 0,96 0,96
11 (-sitosterol [24R]-24-etil-A-5-colestend-3f 1,00 1,00
12 sitostanol 24-etil-colestan-3f 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol [24Z]-24-ctiliden-5-colesten-3f 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienol [24S,R]-24-¢til-A-5,24-colestadiend-3 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol [24S,R]-24-¢til-A-7,24-colesten-3f 1,12 1,12
16 A-7-avenesterol [24Z]-24-ctiliden-A-7-colesten-3f 1,16 1,16
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Figura 1

Cromatografie in fazd gazoasd a fractiunii sterolice a unui ulei de mdsline brut
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Figura 2

Cromatografie in fazd gazoasd a fractiunii sterolice a unui ulei de mdsline rafinat
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ANEXA VI

DETERMINAREA CONTINUTULUI DE ERITRODIOL $I DE UVAOL

INTRODUCERE

Eritrodiolul (termen generic care desemneaza in mod conventional ansamblul de dioli eritrodiol si uvaol) este
un element constitutiv al nesaponificabilului care se gdseste in anumite tipuri de materii grase. Dozarea sa
poate si serveascd la verificarea prezentei uleiului de misline de extractie, concentratia sa fiind net mai ridicata
decat in celelalte uleiuri (uleiuri de misline obtinute prin presare, uleiuri de simburi de struguri).

OBIECT

Metoda descrie procedeul de determinare a continutului de eritrodiol din materiile grase.

PRINCIPIUL METODEI
Substanta grasd este saponificatd cu solutie de hidroxid de potasiu in etanol. Se extrage apoi nesaponificabilul
cu eter etilic, purificat prin trecerea pe o coloana de alumina si fractionat prin cromatografie in strat subtire

pe placile de silicagel. In acest mod, benzile de fractiuni sterolicd si eritrodiolicd sunt izolate.

Sterolii si eritrodiolul recuperati pe placi sunt transformati in trimetilsilileteri si analizati prin cromatografie
in fazd gazoasa.

Rezultatul se exprimd in procente de eritrodiol in raport cu ansamblul eritrodioli + steroli.

APARATURA

Aparatura descrisd in anexa V (determinarea continutului de steroli).

REACTIVI
Reactivi enumerati in anexa V (determinarea continutului de steroli).

Solutie de referintd de eritrodiol de 0,5 % in cloroform.

MODUL DE LUCRU

Prepararea nesaponificabilului

Se procedeazd conform indicatiilor de la punctul 5.1.2 din anexa V.

Separarea eritrodiolului §i sterolilor
A se vedea punctul 5.2.1 din metoda descrisd in anexa V.
A se vedea punctul 5.2.2 de la aceeasi metoda.

Se prepard o solutie de nesaponificabil (de 5 %) in cloroform.

Cu microseringa de 0,1 ml, se depune pe o placi cromatograficd, la aproximativ 1,5 cm de marginea
inferioard, 0,3 ml din solutia mentionatd anterior, intr-o linie foarte find cit mai uniform posibil.

La o extremitate a plicii se depun, pentru referintd, citiva microlitri de solutie de colesterol si eritrodiol.

Se pune placa in cuva de developare pregatitd conform indicatiilor de la punctul 5.2.1. Temperatura ambianta
trebuie s fie aproximativ 20 °C. Se inchide imediat cu capacul i se elueazd pand cand nivelul solventului
ajunge la aproximativ 1 cm de marginea superioard a plicii. Se ia apoi placa din cuva de developare si se
evapord solventul intr-un curent de aer cald.

Se vaporizeaza uniform solutia de dicloro-2’ 7' fluoresceind pe placi. Se examineaza aceasta din urmi la
lumind ultravioletd, se identificd benzile de steroli si eritrodiol prin aliniere cu elementele de referintd, apoi
se delimiteaza cu un varf ascutit usor in afara marginilor de fluorescenta.
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5.2.6.

5.3.

5.4.

Cu o spatuld metalicd, se curdta silicagelul cuprins in zonele delimitate. Se introduce materialul scos de pe
placd intr-un balon de 50 ml. Se adauga 15 ml de cloroform cald, se agitd bine si se filtreaza intr-un balon
cu filtru poros transferand silicagelul pe filtru. Se spald de trei ori cu cloroform cald (aproximativ 10 ml de
fiecare datd) si se colecteazd filtratul intr-un balon de 100 ml. Se evapord pand la obtinerea unui volum de
4-5 ml, se transvazeazd intr-o eprubetd de centrifugare cu fund conic de 10 ml cantdrit in prealabil, se usucd
incilzind usor intr-un curent de azot, apoi se cantdreste.

Prepararea trimetilsilileterilor

Se procedeazd conform indicatiilor de la punctul 5.3 din metoda descrisd in anexa V.

Analiza prin cromatografie in fazi gazoasi

Se procedeazd conform indicatiilor de la punctul 5.4 de la aceeasi metodd. Analiza prin cromatografie in fazd
gazoasd trebuie si fie realizatd in conditii care s3 permitd respectarea cerintelor de analiza a sterolilor si de
separare a TMSE, a eritrodiolului si a uvaolului.

Dupi injectarea mostrei, se lasd hartia si se deruleze pani la eluarea completd a sterolilor prezenti, a
eritrodiolului si a uvaolului. Se identificd apoi valorile de varf (timpii de retinere relativi ai eritrodiolului i
uvaolului, in raport cu f-sitosterolul, sunt de aproximativ 1,4, respectiv 1,55). Se calculeazd apoi ariile
conform indicatiilor pentru steroli.

EXPRIMAREA REZULTATELOR

At A,
Procentul de eritrodiol = ——————=———— x 100,
A1+ A2+z Aslcrols
in care:
Ay = aria valorii de varf a eritrodiolului, in milimetri patrati;
A, = aria valorii de varf a uvaolului, in milimetri patrati;
S A eroni = Suma ariilor sterolilor prezenti, in milimetri patrati.

Rezultatul se exprimi cu o zecimala.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

4.20.

ANEXA VII

DETERMINAREA ACIZILOR GRASI SATURATI iN POZITIA 2 A TRIGLICERIDEI

OBIECT

Prezenta norma descrie o metodd de determinare a compozitiei fractiunii acizilor grasi ai unui ulei sau ai unei
materii grase esterificate In pozitia 2 (sau pozitia internd) a glicerolului.

DOMENIUL DE APLICARE

Prezenta normd se aplicd uleiurilor si materiilor grase care au un punct de topire sub 45 °C datoritd
caracteristicilor actiunii lipazei pancreatice.

Aceasta nu se aplicd fird rezerve la uleiurile si materiile grase care contin cantitdti importante de acizi grasi
cu un numdr de atomi de carbon egal sau mai mic de doisprezece (ulei de cocos si de palmier, substantd grasa
butilicd), de acizi grasi foarte nesaturati (cu mai mult de patru legdturi duble) ce contin un numdr de atomi
de carbon egal sau mai mare de doudzeci (uleiuri de peste si de animale marine) sau de acizi grasi ce cuprind
grupuri oxigenate, altele decat grupul acid.

PRINCIPIU

Neutralizarea eventuald a uleiurilor si materiilor grase intr-un solvent. Purificarea prin trecerea pe o coloand
de alumind. Hidroliza partiald a trigliceridelor prin lipazd pancreaticd in cursul unui interval de timp
determinat. Separarea monogliceridelor formate prin cromatografie in strat subtire si metanoliza acestora.
Analiza esterilor metilici prin cromatografie in fazd gazoasd/lichida.

APARATURA

Balon de 100 ml.

Balon de 25 ml cu racord din sticld rodata.

Condensator cu aer cu o lungime de un metru, adaptabil la balonul vizat la punctul 4.2.
Balon conic de 250 ml.

Pahar de laborator de 50 ml.

Pélnie de decantare de 500 ml.

Coloand de sticld pentru cromatografie (diametru interior: 13 mm; lungime: 400 mm) echipatd cu un disc din
sticld sinterizatd §i un robinet.

Eprubetd de centrifugare de 10 ml cu dop din sticld rodatd.
Biuretd de 5 ml cu gradatii de 0,05 ml.

Seringd hipodermica de 1 ml echipatd cu un ac fin.
Microseringd pentru picaturi de 3—4 pl.

Distribuitor pentru cromatografie in strat subtire.

Plici de sticld pentru cromatografie in strat subtire (20 x 20 cm).

Cuvd de developare din sticld pentru cromatografie in strat subtire, cu capac din sticld rodatd, potrivit pentru
placi de 20 x 20 cm.

Vaporizator cromatografic pentru cromatografie in strat subtire.

Etuvd reglatd la 103 + 2 °C.

Termostat reglabil intre 30 si 45 °C, la aproximativ 0,5 °C.

Evaporator rotativ.

Agitator electric vibrant, care permite agitarea energicd a eprubetei de centrifugare.

Lampd cu ultraviolete pentru examinarea plicilor pentru cromatografie in strat subtire.
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Pentru controlul activitdtii lipazei:

4.21.
4.22.

4.23.

pH-metru
Agitator cu spirald

Biuretd de 5 mililitri

4.24. Cronometru.

Pentru prepararea eventuald a lipazei:

4.25.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

Agitator de laborator potrivit pentru dispersia si amestecul substantelor eterogene.

REACTIVI

n-hexan sau, in lipsa acestuia, eter de petrol (punct de fierbere 30-50 °C), de calitate cromatografica.
2-propanol (sau etanol), 95 °C (V/V), de calitate analitica.

2-propanol (sau etanol) in solutie apoasa 1/1.

Eter dietilic fird peroxizi.

Acetond.

Acid formic de minimum 98 % (m/m).

Solvent de developare: amestec de n-hexan (5.1), de eter dietilic (5.4) si de acid formic (5.6), conform

proportiilor 70/30/1 (V[V/|V).

Alumind activatd pentru cromatografie, neutrd, cu grad de activitate Brockmann 1.
Pudri de siliciu, cu liant, de calitate adecvatd pentru cromatografie in strat subtire.
Lipazd pancreaticd de calitate adecvatd (notele 1 si 2).

Hidroxid de sodiu in solutie apoasi (120 gfl).

Acid clorhidric in solutie apoasd (6 N).

Clorurd de calciu (CaCl,) in solutie apoasd (220 gfl).

Colat de sodiu (calitate enzimaticd) in solutie apoasi (1 gram la litru).

Solutie tampon: solutie apoasd 1 M de tri-hidroximetilaminometan la un pH de 8 prin addugarea de acid
clorhidric (5.12) (control cu potentiometrul).

Fenolftaleina in solutie (10 g/l) in etanol la 95 % (V/V).

Dicloro-2'-7"-fluoresceina in solutie (2 g/l) in etanol la 95 % (V/V), usor alcalinizat prin addugarea unei picaturi
de solutie de hidroxid de sodiu 1 N la 100 ml.

Pentru controlul activitatii lipazei:

6.1.

Ulei neutralizat
Hidroxid de sodiu in solutie apoasd 0,1 N
Colat de sodiu (calitate enzimaticd) in solutie apoasa (200 gf])

Gumd arabicd in solutie apoasd (100 gl).

PREPARAREA MOSTREI

In cazul in care aciditatea mostrei, determinatd conform anexei II, este mai micd de 3 %, se purificd direct pe
alumind, in conformitate cu indicatiile de la punctul 6.2.

In cazul in care aciditatea mostrei, determinatd conform anexei I, este mai mare de 3 %, se neutralizeazd cu
alcalin in prezenta unui solvent, in conformitate cu indicatiile de la punctul 6.1, apoi se trece pe alumind, in
conformitate cu indicatiile de la punctul 6.2.

Neutralizarea cu alcalin in prezenta unui solvent

Intr-o palnie de decantare (4.6) se introduc aproximativ 10 g de ulei brut si se adaugd 100 ml de hexan (5.1),
50 ml de 2-propanol (5.2), cateva picaturi de solutie de fenolftaleind (5.16) si o cantitate de solutie de hidroxid
de sodiu (5.11) corespunzitoare continutului de acizi liberi ai uleiului, majoratd cu 0,3 %. Se agitd energic timp
de un minut, se adaugd 50 ml, se agitd din nou i se lasd in repaus.
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6.2.

8.1.

8.2.

8.3.

Dupi separare, se elimind stratul inferior de sdpun. Se elimind, de asemenea, toate straturile intermediare
(mucilagii, materii insolubile). Se spald solutia de hexan si de ulei neutralizat cu mai multe doze de 25-30 ml
de solutie de 2-propanol (5.3) pand cand dispare culoarea roz a fenolftaleinei.

Se elimind cea mai mare parte de hexan prin distilarea sub vid in evaporatorul rotativ (4.18) si se usuca uleiul
la 30-40 °C (tot sub vid) cu ajutorul unui curent de azot pur pana la eliminarea hexanului.

Purificarea prin trecere pe alumind

Se prepard o suspensie de 15 g de alumind activatd (5.8) in 50 ml de hexan (5.1) si se toarnd, agitand
incontinuu, pe coloana cromatograficd (4.7). Se procedeaza la tasarea aluminei si se lasd sd scadd nivelul
solventului pand la 1 sau 2 mm deasupra absorbantului. Se toarnd cu grijd pe coloand o solutie de 5 g de ulei
in 25 ml de hexan (5.1). Se colecteazd in totalitate efluentul coloanei intr-un balon (4.1).

PREGATIREA PLACILOR CROMATOGRAFICE

Se curdtd temeinic plicile de sticld (4.13) cu etanol, eter, petrol si acetond pentru a elimina toate urmele de
materii grase.

Intr-un balon conic (4.4) se introduc 30 g de pudr de siliciu (5.9). Se adauga 60 ml de ap3 distilatd. Se astupd
si se agitd energic timp de un minut. Se transferd imediat suspensia in distribuitor (4.12) si se ung placile curate
cu un strat de 0,25 mm grosime.

Se usucd plicile timp de 15 minute, la aer, apoi timp de o ord in etuva (4.16) la 103 + 2 °C. Se aduc plicile
la temperatura ambiantd intr-un exsicator, inainte de folosire.

Placi astfel preparate se gisesc in comert.

MODUL DE LUCRU

Hidroliza cu lipazd pancreaticd

Se cantiresc aproximativ 0,1 g de mostra preparati in eprubeta de centrifugare (4.8). In cazul unei substante
grase solide, se dizolvd in 0,2 ml de hexan incilzind usor, dacd este necesar.

Se adaugd 20 ml de lipaza (5.10) si 2 ml de solutie tampon (5.15). Se agitd convenabil, dar prudent, apoi se
adaugd 0,5 ml de solutie de colat de sodiu (5.14) si 0,2 ml de solutie de clorura de calciu (5.13). Se inchide
eprubeta cu dopul din sticld rodatd, se agitd cu prudentd (se va evita umezirea dopului) si se pune eprubeta
imediat in termostat (4.17), mentinut la 40 + 0,5 °C.Se agitd cu ména timp de exact 1 minut.

Se scoate eprubeta din termostat si se agitd energic cu ajutorul unui agitator electric (4.19) timp de exact
2 minute.

Se riceste imediat cu apd curentd, se adaugd 1 ml de acid clorhidric (5.12) si 1 ml de eter dietilic (5.4). Se inchide
si se agitd energic cu ajutorul unui agitator electric. Se lasi sd se linisteascd si se elimind stratul organic cu
ajutorul unei seringi (4.10), dacd este necesar dupd centrifugare.

Separarea monogliceridelor prin cromatografie in strat subtire

Se aplicd extractul pe placa cromatograficd intr-un strat subtire si uniform, cat mai drept posibil, cu ajutorul
microseringii (4.11), la aproximativ 1,5 cm de extremitatea inferioard. Se introduce placa in cuva de developare
bine saturata (4.14) si se developeazd cu ajutorul solventului (5.7) la aproximativ 20 °C, pand la aproximativ
1 cm de extremitatea superioard a placii.

Placa se usucd cu aer la temperatura cuvei si se pulverizeaza solutia de 2'-7" fluoresceind (5.17). Se delimiteazd
banda de monogliceride (R, de aproximativ 0,035) sub lumind ultravioletd (4.20).

Analiza monogliceridelor prin cromatografie gaz-lichid

Se recupereazd banda obtinutd la punctul 8.2 cu ajutorul unei spatule (evitdnd scoaterea componentelor
rimase pe linia de bazd) si se colecteazd intr-un recipient de metilare (4.2).

Se trateazd direct siliciul colectat conform indicatiilor de la punctul 4.1 din anexa X ,B” in astfel incat
monogliceridele sa fie convertite in esteri metilici, apoi se examineazd esterii prin cromatografie in fazd
gazoasd conform indicatiilor din anexa X ,A”.

EXPRIMAREA REZULTATELOR

Se determind compozitia fractiunii de acizi grasi in pozitia 2, exprimand rezultatul cu o zecimald (nota 3).
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Nota 2:

Nota 3:

Nota 4:

Controlul activititii lipazei

Se prepard o emulsie de ulei agitind intr-un agitator adecvat un amestec compus din 165 ml de solutie de guma
arabicd (5.21), din 15 g de gheatd pisatd si 20 ml dintr-un ulei neutralizat (5.18).

Intr-un pahar de laborator (4.5) se toarnd 10 ml din aceasti emulsie, apoi 0,3 ml de solutie de colat de sodiu (5.20)
si 20 ml de apa distilata.

Se plaseazd paharul de laborator intr-un termostat mentinut la 37 + 0,5 °C (nota 4). Se introduc electrozii unui
pH-metru (4.21) si un agitator cu spirald (4.22).

Cu ajutorul unei biurete (4.23), se adaugd solutia de hidroxid de sodiu (5.19) picdturd cu piciturd, pani cand pH-ul
atinge valoarea de 8,5.

Se adaugd o cantitate suficientd de suspensie apoasd de lipazi (a se vedea in continuare). Din momentul in care
pH-metrul indicd un pH de 8,3, se declanseazi cronometrul (4.24) si se incepe addugarea solutiei de hidroxid de
sodiu (5.19) picdturd cu piciturd cu viteza necesard pentru a mentine constant pH-ul de 8,3. Se noteazi la fiecare
minut volumul de solutie alcalind consumat.

Se raporteazd observatiile pe o diagramd ce indicd pe abscisd timpii si pe ordonatd mililitrii de solutie alcalind
necesari pentru mentinerea pH-ului constant. Rezultatul obtinut este o linie dreapta.

Suspensia de lipazd mentionatd anterior este o suspensie de 1 la 1 000 (m/m) in apd. Pentru fiecare test trebuie si
se utilizeze o cantitate suficientd pentru ca aproximativ 1 ml de solutie alcalind s fie consumat in 4-5 minute. In
mod normal, este necesard o cantitate de pudrd de 1-5 mg.

Unitatea lipazicd este definitd ca o cantitate de enzime care elibereazi 10 microeechivalenti de acid pe minut.
Activitatea A a pudrei utilizate, exprimatd in unitdti lipazice pe miligram, este calculati cu ajutorul formulei
urmdtoare:

V x10

m

V: volumul de solutie de hidroxid de sodiu (5.19) consumat pe minut (calculat pornind de la grafic) m: masa mostrei,
in miligrame.

Prepararea lipazei

Lipazele cu un nivel de activitate satisficitor sunt disponibile in comert, dar pot fi, de asemenea, preparate dupd
cum urmeazd:

Se rdcesc 5 kg de pancreas de porc proaspit la 0 °C; se elimind grisimea solida si tesutul conjunctiv prezente, apoi
se tritureazd intr-un malaxor pand la obtinerea unei paste fluide. Se agitd aceastd masd intr-un agitator (4.25) cu
2,5 litri de acetond anhidra timp de 4-6 ore, apoi se centrifugheazi. Se efectueazi alte trei extractii pe reziduu cu
acelasi volum de acetond, apoi doud extractii cu un amestec 1/1 (V/V) de acetond si de eter dietilic, si doud extractii
cu eter dietilic.

Se usucd reziduul sub vid timp de 48 ore pentru a obtine o pudri stabild, care se pastreazd in frigider.

In toate cazurile, se recomanda determinarea compozitiei acizilor grasi totali din aceeasi mostra deoarece comparatia
cu cea a acizilor in pozitia 2 permite interpretarea cifrelor obtinute.

Temperatura de hidrolizd se stabileste la 37 °C, deoarece se utilizeaza un ulei lichid. Cu toate acestea, temperatura
mostrei se stabileste la 40 °C pentru a putea examina materiile grase cu un punct de topire ce poate atinge 45 °C.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

ANEXA VI

DETERMINAREA CONTINUTULUI DE TRINOLEINA

OBIECT

Determinarea compozitiei trigliceridelor din uleiurile vegetale lichide, sub forma de carbon echivalent, prin
cromatografie in faza lichidd de inaltd performanta.

Prezenta normd descrie o metoda de separare si de determinare a cantitdtii trigliceridelor din uleiurile vegetale
sub formd de masd moleculard si de grad de nesaturare, luate ca functii ale carbonului echivalent (a se vedea
nota 1).

DOMENIUL DE APLICARE

Prezenta norma se aplica tuturor uleiurilor vegetale ce contin trigliceride de acizi grasi cu lant lung si este utild
in special pentru detectarea prezentei cantitatilor mici de uleiuri semisicative (bogate in acid linoleic) in uleiurile
vegetale la care principalul acid gras nesaturat este acidul oleic (ulei de masline).

PRINCIPIU

Separarea trigliceridelor dupd numdrul lor de carbon echivalent, prin cromatografie in fazi lichida de inaltd
performantd (faza inversd) si interpretarea cromatogramelor.

APARATURA

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

Seringd pentru injectii de 10 pl.
Detector: refractometru diferential capabil si determine indicele de refractie cu aproximatie de 107*.

Coloand: tub din otel inoxidabil cu o lungime de 250 mm si un diametru interior de 4,5 mm, previzut cu
particule de siliciu cu diametru de 5 pum si continand 22-23 % carbon sub formd de octadecilsilan (nota 2).

Aparat de inregistrare si/sau integrator.

REACTIVI

Reactivii trebuie si fie de puritate analiticd, iar solventii de eluare trebuie si fie degazati (ei pot fi reciclati de
mai multe ori, frd ca acest lucru si aibd repercusiuni asupra separdrilor).

Cloroform.

Acetond.

Acetonitril.

Solvent de eluare: acetonitril + acetond. (Proportiile trebuie si fie ajustate in functie de separarea doritd; se incepe
cu un amestec 50/50).

Solvent de solubilizare: acetond sau amestec (1:1) de acetond si cloroform.

Trigliceride de referinta: trigliceride comerciale, precum tripalmitina, trioleina etc. (timpii de retentie trebuie sa
fie reluati in grafic dupd numarul de carboni echivalent), sau cromatograma de referind obtinutd datoritd
uleiului de soia (a se vedea notele 3 si 4 si schemele 1 si 2).

PREPARAREA MOSTRELOR

Se prepard o solutie la 5 % din mostrele de analizat prin cantdrirea a 0,5  0,0001 g de mostra intr-un balon
gradat de 10 ml si se completeazd pand la 10 ml cu solventul de solubilizare (5.5).
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7.

7.1.

MODUL DE LUCRU

Se monteaza sistemul cromatografic. Se pompeazd solventul de eluare (5.4) in proportie de 1,5 ml pe milimetru
pentru a purja intregul sistem. Se asteaptd pand la obtinerea unei linii de bazi stabile.

Se injecteazd 10 pl de mostrd preparatd conform indicatiilor de la punctul 6.

CALCULAREASI EXPRIMAREA REZULTATELOR

Se utilizeazd metoda de standardizare internd, altfel spus se presupune cd suma procentelor ariilor valorilor de
varf corespunzand diverselor trigliceride este egal cu 100 %. Se calculeazd procentajul fiecdrei trigliceride
utilizand formula:

aria valorii de varf

Procentul de trigliceride = 100

X
suma ariilor valorilor de varf

Procentajul se calculeazd cu o zecimald

Nota 1:  Este posibil sd se determine ordinea de eluare prin calcularea echivalentului carbon, definit deseori prin raportul
NCE =NC - 2n, unde NC este numirul atomilor de carbon si n numarul de legaturi duble. Se poate imbunatiti calculul
tinand seama de originea legdturilor duble. Dacd n,, n, si n,, reprezintd numarul de legdturi duble ce pot fi atribuite
acizilor oleic, linoleic si linolenic, carbonul echivalent poate fi calculat dupd formula:

NCE =NC -d.n, - dyn, - d,,n,,

unde coeficientii d,, d, si d,,, pot fi calculati cu ajutorul trigliceridelor de referint. In conditiile specificate in prezenta
metodd, rezultatul obtinut este comparabil cu formula:

NCE = NC - (2,60n,) - (2,35n,) - (2,17n,,).

Nota 2:  Exemple: Licrosorb (Merck) RP 18 articolul 50333,

Licrosferd (Merck) 100 CH 18 articolul 50377 sau similare.

Nota 3: Cu mai multe trigliceride de referintd, este posibil, de asemenea, si se calculeze rezolutia pentru trioleina.

a=TR'[TR’

oleind

utilizand timpii de retentie corectati TR’ = TR - TR

solvent

Schema log a in functie de f (numdr de legdturi duble) permite determinarea indicilor de retentie pentru toate
trigliceridele acizilor grasi ai trigliceridelor de referintd (a se vedea schema 2).

Nota 4:  Eficacitatea coloanei trebuie sd permitd separarea netd a valorii de varf a LLL (trilinoleici) de cea a trigliceridelor care
au un timp de retentie apropiat.



03/vol. 10 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

97

Schema 1

Cromatograma unei mostre de ulei de soia

m Monoglycerides
Q and diglycerides
& LLnLn
LLLn
H
(=]
N OLLn
» PLLn
— — T
R — 7
. OOL
P
(<]
POL + StLL
PPL
& 000
StOoL
P = acid palmitic; St = acid stearic;

I = acid linoleic; Ln = acid linolenic.

LLL

O = acid oleic;
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Schema 2

Evolutia logaritmului a in functie de f (numdrul legdturilor duble)

ﬁ StStst

+054

log a

=0 251

StStln

-025+
StLnln

-05 4

)

| : LnLnLn
. . ' X , : . . -
) 1 2 3 4 5 6 7 8 o
Numiru] legiturilor duble (n) »
La = acid lauric; My = acid miristic; P = acid palmitic;
St = acid stearic; O = acid oleic; L = acid linoleic;

Ln = acid linolenic.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

ANEXA IX

ANALIZA SPECTROFOTOMETRICA

INTRODUCERE

Examinarea spectrofotometricd in ultraviolet poate furniza indicatii privind calitatea unei materii grase, starea
de conservare a acesteia si modificdrile datorate proceselor tehnologice.

Absorbtiile cu lungimi de undd previzute in metodd sunt datorate prezentei sistemelor de diene si triene
conjugate. Valorile acestor absorbtii sunt exprimate ca extinctia specificd E} % (extinctia unei solutii de substant3
grasd de 1 % in solventul prescris, pentru o grosime de 1 % cm) notatd in mod conditional cu K (denumit, de
asemenea, coeficient de extinctie).

OBIECT

Metoda descrie procedeul executdrii examinarii spectrofotometrice in ultraviolet a materiilor grase.

PRINCIPIUL METODEI

Substanta grasd studiatd se dizolva in solventul necesar, apoi se determind extinctia solutiei la lungimea de undd
prescrisd, in raport cu solventul pur. Se calculeazi extinctiile specifice pornind de la citirile spectrofotometrice.

APARATURA

Spectofotometru pentru masurarea extinctiilor in ultraviolete intre 220 si 360 nm, cu posibilitatea de citire
pentru fiecare unitate nanometrica.

Cuve de cuart prismatic, cu capac, cu parcurs optic de 1 cm. Cuvele, umplute cu apa sau cu alt solvent adecvat,
nu trebuie sd prezinte diferente mai mari de 0,01 unitati de extinctie.

Baloane calibrate cu o capacitate de 25 ml.

Coloand de cromatografie cu o lungime de 540 mm si diametru de 35,0 mm, dotata cu un tub cu reflux, avand
un diametru de aproximativ 10 mm.

REACTIVI

[zooctan (2,2,4-trimetilpentan) pur din punct de vedere spectrofotometric: trebuie s prezinte, in raport cu apa
distilatd, o transmitantd cel putin egald cu 60 % la 220 nm si nu mai micd de 95 % la 250 nm sau

— ciclohexan pur din punct de vedere spectrofotometric: trebuie sd prezinte, in raport cu apa distilatd, o
transmitantd cel putin egald cu 40 % la 220 nm i nu mai micd de 95 % la 250 nm;
— un alt solvent adecvat capabil s dizolve perfect substanta grasi (alcoolul etilic pentru uleiul de ricin).

Alumind bazicd pentru cromatografia pe coloand, preparat si controlatd conform descrierii de la apendicele 1.

n-Hexan pentru cromatografie.

MOD DE LUCRU

Mostra examinatd trebuie sd fie perfect omogena si lipsitd de impuritdti in suspensie. Uleiurile lichide cu
temperaturd ambiantd sunt filtrate pe hartie la o temperaturd de aproximativ 30 °C, grisimile solide sunt
omogenizate si filtrate la o temperaturd cu cel mult 10 °C mai mica decét temperatura lor de topire.
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5.2.  Se cantdresc aproximativ 0,25 g din mostra astfel preparatd intr-un balon calibrat de 25 ml, se completeazd
cu solventul prescris si se omogenizeazd. Solutia obtinuta trebuie si fie perfect limpede. In cazul in care solutia
ar prezenta o opalescentd sau o tulburare, se filtreazd rapid printr-un filtru de hartie.

5.3. Seumple o cuvd cu solutia obtinutd si se masoard extinctiile, folosind ca referinta solventul utilizat, la lungimi
de undi cuprinse intre 232 si 276 nm.

Valorile de extinctie citite trebuie si fie cuprinse in intervalul 0,1-0,8: in caz contrar, este necesard repetarea
masurdtorilor folosind solutii adecvate mai concentrate sau mai diluate.

5.4. Incazulin care ar fi necesard determinarea extinctiilor specifice dupa trecerea pe alumind, se procedeaz3 in felul
urmadtor: se introduc in coloana cromatograficd 30 g de alumina bazica in suspensie in hexan; se elimind excesul
de hexan dupi tasarea absorbantului sau cel putin pani la aproximativ 1 cm peste nivelul superior al aluminei.

Se dizolvd 10 g de materie grasd, omogenizatd si filtratd conform descrierii de la punctul 5.1 in 100 ml de hexan
si se toarnd aceastd solutie in coloand. Se colecteaza eluantul si se evapora solventul in vid si la o temperaturd
mai micd de 25 °C.

Se actioneazd imediat asupra materiei grase obtinute conform descrierii de la punctul 5.2.

6. EXPRIMAREA REZULTATELOR

6.1. Se raporteazd extinctiile specifice (coeficientii de extinctie) la diferitele lungimi de undi, calculate dupd cum
urmeaza:

in care:

Ky = extinctie specificd la lungimea de undd \;

E, = extinctie misuratd la lungimea de unda \:

¢ = concentratia solutiei in grame la 100 mililitri;

s = grosimea cuvetei in centimetri.
Rezultatele sunt exprimate cu doud zecimale.

6.2. Examinarea spectrofotometricd a uleiului de masline conform metodei oficiale din regulamentele oficiale ale
Comunititii Economice Europene prevede determinarea extinctiei specifice, in solutie in izooctan, la lungimi
de unda de 232 si 270 nm si determinarea A K exprimatd dupd cum urmeaza:

K +
AK =K - m—4 m 4’
m 2

in care K, reprezintd extinctia specificd la lungimea de undd m, lungime de undd de absorbtie maxima de
aproximativ 270 nm.
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A.l.1.

A1.2

APENDICE 1

Prepararea aluminei i controlul activitatii acesteia

Prepararea aluminei

Intr-un recipient care se inchide ermetic se pune alumina uscati in prealabil in cuptor la 380-400 °C timp
de 3 ore, se adaugd apad distilatd pand la 5 ml pentru 100 g de alumind, se inchide rapid recipientul, se agita
de mai multe ori, apoi se lasd timp de cel putin 12 ore inainte de folosire.

Controlul activitdtii aluminei

Se prepard o coloand cromatograficd cu 30 g de alumind. Se actioneaza conform descrierii de la alineatul (5).4.
Se trece un amestec constituit din:

— 95 % ulei de masline virgin, cu o extinctie specifici cu 268 nm mai mica de 0,18;

— 5 % ulei de arahide tratat cu pdmanturi decolorante in timpul rafindrii acestuia, cu o extinctie specificd
la 268 nm mai mare sau egald cu 4.

prin coloana.

In cazul in care, dupd trecerea prin coloand, amestecul prezintd o extinctie specificd la 268 nm mai mare
de 0,11, alumina este acceptabild, in caz contrar se majoreaza coeficientii de hidratare.
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A2

A.2.1.

A2.2.

APENDICE 1I

Etalonarea spectrofotometrului

Aparatura trebuie sd fie controlatd periodic (cel putin o datd la fiecare sase luni), fie pentru corespondenta
lungimii de undi, fie pentru exactitatea rispunsului.

Controlul raspunsului lungimii de undd poate fi ficut cu ajutorul unei limpi cu vapori de mercur sau de filtre
adecvate.

Pentru controlul celulei fotoelectrice si al fotomultiplicatorului, se procedeaz astfel: se cantdresc 0,2 g de
cromat de potasiu pur pentru spectrofotometrie si se dizolva intr-o solutie de hidroxid de potasiu 0,05 N si
se completeazd volumul intr-un balon calibrat de 1 000 ml. Apoi se preleveazd exact 25 ml din solutia
obtinutd, se transferd intr-un balon de 500 ml si se completeazd volumul cu aceeasi solutie de hidroxid de
potasiu.

Se mdsoard extinctia la 275 nm din solutia astfel obtinutd, folosindu-se solutia de hidroxid de potasiu ca
referintd. Extinctia masuratd cu o cuva opticd de 1 cm trebuie si fie de 0,200 + 0,005.
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ANEXA X A

ANALIZA PRIN CROMATOGRAFIE iN FAZA GAZOASA A ESTERILOR METILICI Al ACIZILOR GRASI

2.1.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

2.3.

3.1.

3.1.2.

DOMENIUL DE APLICARE

Prezenta metodd furnizeazd directive generale pentru determinarea prin cromatografie in fazd gazoasd a
compozitiei calitative si cantitative a unui amestec de esteri metilici ai acizilor grasi obtinut conform
metodei vizate la anexa X B.

Metoda nu se aplicd acizilor grasi polimerizati.

REACTIVI

Gaz vector

Gaz inert (azot, heliu, argon, hidrogen etc.) uscat cu grijd si continand mai putin de 10 mg pe kilogram de
oxigen.

Nota 1:  Hidrogenul care se utilizeazd ca gaz vector numai cu coloanele capilare permite dublarea vitezei de analizi, dar
prezintd pericole. Cu toate acestea, existd dispozitive de securitate.

Gaze auxiliare
Hidrogen (cu puritate > 99,9 %), care nu contine impuritdti organice.

Aer sau oxigen care nu contine impuritdti organice.

Produse de etalonare

Amestec de esteri metilici de acizi grasi puri sau esteri metilici ai unei substante grase, cu compozitie
cunoscutd, daci este posibil apropiatd de cea a substantei grase de analizat.

Se iau toate prevederile pentru a se evita oxidarea acizilor grasi polinesaturati.

APARATURA

Indicatiile se referd la aparatele obisnuite de cromatografie in fazd gazoasi care utilizeazd coloane pline
sifsau capilare si un detector cu ionizare cu flacdrd. Orice aparatura cu aceeasi eficacitate si aceeasi rezolutie
ca cea definitd la punctul 5.1.2 este adecvatd.

Aparat de cromatografie in fazi gazoasi

Aparatul de cromatografie in fazd gazoasd trebuie sd cuprindi elementele urmitoare.

Dispozitiv de injectie

Se utilizeaza un dispozitiv de injectie:
(a) fie cu coloane pline, dispozitivul avand cel mai slab volum mort posibil (in acest caz, trebuie sd poatd
fi folosit la o temperaturd mai mare, cu 20 °C — 50 °C, decit cea a coloanei);

(b) fie cu coloane capilare, caz in care dispozitivul trebuie si fie special conceput pentru utilizarea unor
astfel de coloane. Poate fi de tip divizator sau de tip pe injectie totald in capul coloanei ricite (injector
,hon column”).

Nota 2: In absenta substantei grase care confine acizi grasi cu mai putin de 16 atomi de carbon, se poate folosi un injector
cu ac mobil.

Cuptor

Cuptorul trebuie sd fie in masurd sd aducd coloana la o temperaturd de minimum 260 °C si s mentind
temperatura aleasd in limita a 1 °C, cu o coloand plind, si in limita a 0,1 °C, cu o coloand capilard. Aceastd
ultimd caracteristicd este importantd indeosebi atunci cand se utilizeaza un tub de siliciu topit.

Utilizarea unui aparat echipat cu un programator de temperaturd este recomandata in toate cazurile, in
special in prezenta acizilor grasi cu mai putin de 16 atomi de carbon.
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3.1.3.1.

3.1.3.2.

3.1.3.3.

3.1.4.1.

3.1.4.2.

3.1.4.3.

3.2

3.3.

Coloand plind

Coloand, din material inert fatd de subtsantele de analizat: sticli sau otel inoxidabil, cu urmitoarele
dimensiuni:

(a) lungime: 1-3 m. O coloand relativ scurtd va fi utilizatd in cazul in care sunt prezenti acizi grasi cu lang
lung (> C,0). In cazul determindrii acizilor cu C4 si C6, se recomanda utilizarea unei coloane de 2 m;

(b) diametru interior: 2—4 mm.

Nota 3: Dacd in amestec existd compusi polinesaturati cu mai mult de trei legaturi duble, o coloana de otel inoxidabil
poate cauza descompunerea acestora.

Nota 4:  Se poate utiliza un sistem cu coloand plind dubla.

Umplere, care contine elementele urmdtoare:

(a) suport: pimant cu diatomit spalat in acizi si silanizat, sau orice alt suport inert care poate fi adecvat,
cu un scurt interval de granulometrie (25 pm intre 125 si 200 pm), dimensiunea medie fiind legata de
diametrul interior si de lungimea coloanei;

(b) faza stationara: faza polard de tip poliester (de exemplu polisuccinat de dietileneglicol, polisuccinat de
butanediol, polidipat de etileneglicol etc.), cianosilicoane sau orice altd fazd care permite separarea
cromatografica (a se vedea punctul 5). Rata de impregnare va fi cuprinsd intre 5 % (m/m) si 20 % (m/m).
Pentru anumite separdri se pot utiliza fazele apolare.

Conditionarea coloanei

Dupd deconectarea coloanei din partea detectorului, se ridicd progresiv temperatura cuptorului la 185 °C
si se mentine coloana care tocmai a fost preparatd la un curent de gaz inert de 20-60 mm pe minut timp
de cel putin 16 ore la aceastd temperaturd, apoi 2 ore la 195 °C.

Coloana capilara

Tub din material inert fatd de substantele de analizat, in general de sticld sau de siliciu topit. Diametrul intern
trebuie s3 fie cuprins intre 0,2 si 0,8 mm. In interior, trebuie sd suporte tratamente adecvate (prepararea
starii de suprafatd, inactivarea) inainte de a primi filmul fazei stationare. O lungime de 25 m este suficientd
in majoritatea cazurilor.

Fazd stationard, in principal de tip poliglicoli [poli(etilen glicol) 20 000], poliesteri (polisuccinat de
butanediol) sau polisiloxani polari (cianosilicoane). Coloanele grefate sau reticulate sunt adecvate.

Nota 5:  Cu toate acestea, polisiloxanii polari risca sa creeze dificultati in identificarea i separarea acidului linolenic si a
acizilor Cy.

Grosimile filmului trebuie si fie reduse: 0,1-0,2 pm.

Montajul si conditionarea coloanei

Se respectd precautiile obisnuite de montare a coloanelor capilare, adicd dispunerea coloanei in cuptor
(suport), alegerea si montarea imbindrilor (etanseitate), pozitionarea extremitatilor coloanei in injector si
detectorul (reducerea volumelor moarte). Se pune coloana sub gaz vector [de exemplu, 0,3 bar (30kl’a)
pentru o coloand de 25 metri in lungime si cu un diametru interior de 0,3 mm].

Se conditioneaza coloana prin programarea temperaturii cuptorului la 3 °C pe minut de la temperatura
ambiantd pani la o temperaturd mai mica de 10 °C la limita de descompunere a fazei stationare. Se mentine
la aceastd temperaturd 1 ord, pand la stabilizarea liniei de bazd. Se revine la 180 °C pentru a lucra in conditii
izoterme.

Nota 6: Coloanele preconditionate adecvate sunt disponibile in comert.

Detector, de preferintd capabil sd ajungd la o temperaturd mai mare decat cea a coloanei.

Seringa

Seringa trebuie sd aibd o capacitate de maximum 10 ml si sd fie gradatd la 0,1 ml.

Aparatul de inregistrare

Cand curba inregistratd este utilizatd pentru a calcula compozitia amestecului analizat, aparatul de
inregistrare trebuie sd fie un aparat electronic de mare precizie, compatibil cu aparatura utilizatd, si cu
urmdtoarele caracteristici:

(a) viteza de raspuns mai micd de 1,5 secunde, de preferintd 1 secundd (viteza de raspuns este timpul
necesar pentru ca acul aparatului de inregistrare sa ajunga de la 0 la 90 % la introducerea bruscd a unui
semnal de 100 %);
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3.4.

4.1.

4.1.1.1.

(b) suprafata hartiei, cel putin 20 cm;

(c) viteza deruldrii hartiei, reglabild la valori cuprinse intre 0,4 si 2,5 cm pe minut.

Integrator sau calculator (facultativ)

Folosirea unui integrator electronic sau a unui calculator permite un calcul rapid i precis. Acesta trebuie
sd furnizeze un raspuns liniar, sd prezinte o sensibilitate suficientd, iar corectia deviatiei liniei de bazd trebuie
sd fie satisficdtoare.

MODUL DE LUCRU

Detaliile privind modul de lucru de la punctele 4.1-4.3. se referd la folosirea unui detector cu ionizarea cu
flacara.

Ca variantd, se poate utiliza un aparat de cromatografie in fazi gazoasa cu un detector cu conductibilitate

termicd (catarometru). Conditiile de operare trebuie modificate conform descrierii de la punctul 6.

Conditiile de testare

Alegerea conditiilor optime de lucru

Pe coloand plind

La alegerea conditiilor de lucru, trebuie sd se tind seama de urmatoarele variabile:

(a) lungimea si diametrul coloanei;

(b) natura si cantitatea fazei stationare;

(c) temperatura coloanei;

(d) debitul gazului vector;

(e) rezolutia dorit3;

(f) importanta mostrei, aleasd astfel incat ansamblul detector-electrometru sd furnizeze un raspuns liniar;
(¢) durata analizei.

in general, valorile date in tabelul 1 si in tabelul 2 vor fi cele care dau rezultatele dorite, adicd un numar
de platouri teoretice, cel putin egal cu 2 000 pe metru de coloand pentru stearatul de metil, si eluarea
acestuia in aproximativ 15 minute.

Atunci cand aparatul o permite, injectorul trebuie sd inregistreze o temperaturd apropiatd de 200 °C, iar
detectorul la o temperaturd egald sau mai mare decat cea a coloanei.

In general, raportul dintre debitul de hidrogen al detectorului cu ionizarea cu flacird si cel al gazului vector
variazd intre 1:2 si 1:1, in functie de diametrul coloanei. Debitul de oxigen este de aproximativ 5-10 ori
mai mare decat cel al hidrogenului.

Tabelul 1
Diametrul interior al coloanei Viteza gazului vector
(in mm) (in ml/min)
2 15-25
3 20-40
4 40-60
Tabelul 2
Concentratia fazei stationare Temperatura coloanei
[in % (m/m)] (in °C)
5 175
10 180
15 185
20 185
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4.1.1.2.

Pe coloand capilard

Caracteristicile de eficacitate si de permeabilitate ale coloanelor capilare fac ca separarea intre constituenti
si durata analizei sd fie foarte dependente de debitul gazului vector in coloand. Va fi nevoie, folosind acest
parametru (sau, mai simplu, pierderea incdrciturii din capétul coloanei), sd se optimizeze conditiile de
operare in functie de ceea ce se doreste, adicd imbundtatirea separdrilor sau realizarea rapidd a analizei.

Determinarea numarului de platouri teoretice (eficacitatea) si a rezolutiei (A se vedea figura 1)

Se efectucazd analiza unui amestec de stearat si de oleat de metil in proportii sensibil echivalente (de
exemplu, esteri metilici de unt de cacao).

Se aleg importanta mostrei, temperatura coloanei si debitul gazului vector, astfel incit valoarea de varf
maxima a stearatului de metil si se inregistreze la aproximativ 15 minute de la inregistrarea valorii de varf
a solventului, i aceastd valoare de varf sd corespundi la aproximativ trei sferturi din scara totala.

Se calculeazd numarul de platouri teoretice n cu ajutorul formulei

dr,
n =16—
o,
si rezolutia R, cu formula
2A
R = E
4
0o,
in care:
dr, distanta de retentie, in mm, masurati pornind de la inceputul cromatogramei pani la
valoarea de varf maximi a stearatului de metil;
0, §i 0, latimile, in mm, ale valorilor de varf ale stearatului si ale oleatului de metil, masurate intre
punctele de intersectie cu linia de bazi a tangentelor cu punctele de inflexiune ale curbei;
A distanta, in milimetri, intre maximele relative ale valorilor de varf ale stearatului si oleatului

de metil.
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Air

Figura 1
Cromatogramd pentru determinarea numdrului de platouri teoretice (eficacitate) si a rezolutiei

Solvent

A

Methyl
oleate

Methyl
stearate

CO(H).

@)

81

Start

4.2.

4.3.

Conditiile de operare sunt cele care furnizeaza un numdr de platouri teoretice pentru stearatul de metil, cel
putin egal cu 2 000 pe metru de coloan, si o rezolutie de minimum 1,25.

Mostrd pentru testare

Cu ajutorul seringii (4.2), se preleveaza 0,1-2 pl din solutia de esteri metilici obtinutd conform metodei
descrise in anexa X ,B” si se injecteazd in coloand.

In cazul esterilor fird solventi, se prepar o solutie cu aproximativ 100 mg pe mililitru in heptanul pentru
cromatografie in fazd gazoasi si se injecteazd 0,1-1 pl din aceasta solutie.

Pentru cercetarea constituentilor prezenti in starea de urme, aceastd mostrd pentru test va putea fi maritd
(pand la zece ori).

Analiza
In cazurile obisnuite, se opereazd in conditiile descrise la 5.1.1.

Totusi, este posibil sd se opereze cu o temperaturd de coloand mai scazutd, in cazul in care este necesard
dozarea acizilor grasi al ciror numdr de atomi de carbon este mai mic de 12, sau mai mare, in cazul in care
este necesard dozarea acizilor grasi al ciror numar de atomi de carbon este mai mare de 20. Eventual, este
posibild operarea cu o temperaturd programata in cele doud cazuri. De exemplu, dacd mostra contine esteri
metilici de acizi grasi cu mai putin de 12 atomi de carbon, se injecteazd mostra la 100 °C (sau la 50-60 °C
dacd acidul butiric este prezent) si se programeazd imediat la un debit de la 4-8 °C pe minut pani la
temperatura optima. In anumite cazuri, cele doud procedee pot fi combinate.

Dupi perioada de programare a temperaturii, se continud eluarea la temperaturd izoterma pand la eluarea
tuturor constituantilor. In cazul in care aparatul nu poate functiona la temperatura programati, se opereaza
la cele doud temperaturi stabilite intre 100 si 195 °C.

Daci este necesar, se recomandd o analizi a celor doud faze fixe de polarititi diferite pentru a se verifica
absenta valorilor de varf mascate, de exemplu in cazul prezentei simultane a C; 4.5 81 C,q.0 saua Cg.5 81 Cyg.p
conjugate.
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4.4.

5.1.

5.2

5.2.1.

5.2.2.

5.2.2.1.

5.2.2.2.

Pregitirea cromatogramei de referinti si a curbelor de referinti

Se analizeazd amestecul etalon (a se vedea punctul 2.3), in conditii de operare identice cu cele ale testului,
si se determind timpii de retentie sau distantele de retentie pentru acizii grasi constitutivi. Se traseazd pe
hartie semilogaritmicd, pentru fiecare ratd de nesaturare, curbele care dau logaritmul timpului de retentie
sau al distantei de retentie in functie de numdrul atomilor de carbon; in conditii izoterme si pentru esteri
cu lang drept i o ratd de nesaturare fixd, aceste curbe trebuie s fie drepte. Aceste drepte trebuie s fie practic
paralele.

Se evitd conditiile de operare care favorizeaza existenta ,valorilor de varf mascate”, adicd doi constituenti
nu pot fi separati in urma unei rezolutii insuficiente.

EXPRIMAREA REZULTATELOR

Analiza cantitativd

Pentru test, se identificd valorile de varf ale metil esterului prin raportarea la curbele preparate la punctul 4.4
prin interpolare.

Analiza cantitativd

Determinarea compozitiei

Se utilizeazd metoda de standardizare internd (in afara exceptiilor), adicd se admite cd totalitatea
constituentilor prezenti in mostrd este reprezentatd pe cromatogramd, prin urmare cd suma ariilor valorilor
de varf reprezintd 100 % din constituenti (eluare total).

in cazul in care aparatura include un integrator, se utilizeaza cifrele furnizate de acesta. In caz contrar, se
determind aria fiecarei valori de varf prin multiplicarea inltimii varfului cu ltimea acestuia la jumatate din
indlime, tindnd seama de diversele atenudri utilizate eventual in cursul inregistrarii.

Mod de calcul

Caz general

Se calculeaza continutul intr-un constituent dat, exprimat in procentaj in masd, al esterilor metilici,
determinand procentajul reprezentat de raportul ariei valorii de varf care corespunde sumei ariilor totalitatii
varfurilor, cu ajutorul formulei:

A
x100,
YA
in care:
A aria valorii de varf corespunzitoare compusului i;

TA: suma ariilor totalititii valorilor de varf.

Rezultatul se exprimd cu o zecimala.

Notd: In acest caz general, rezultatul calculului bazat pe ariile relative este considerat ca reprezentind un procentaj in
masd. In cazul in care aceastd ipotezd nu este permisd, a se vedea punctul 5.2.2.2.

Cazul folosirii factorilor de corectie

In anumite cazuri, de exemplu in prezenta acizilor grasi al ciror numir de atomi de carbon este mai mic
de 8 sau a acizilor cu functii secundare, la folosirea detectorilor cu conductivitate termici, sau dacd cel mai
inalt grad de precizie este solicitat in mod special, trebuie sd se intervind cu factori de corectie pentru a
converti procentajele ariilor valorilor de varf in procentaje in masd ale constituentilor.

Se determind factorii de corectie cu ajutorul unei cromatograme obtinute pornind de la un amestec etalon
de esteri metilici cu o compozitie cunoscutd exact in conditii identice cu cele ale testului.

Pentru acest amestec etalon, procentajul in masa al compusului i este dat de formula:

i

Sm

x100,

in care:
m;: masa compusului i in amestecul etalon;

m: suma maselor diversilor constituenti ai amestecului etalon.
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5.2.2.3.

Pornind de la cromatograma amestecului etalon (4.4), se calculeazd procentajul (arie/arie) al compusului i
astfel:

i

YA

x100

in care:
A aria valorii de varf corespunzatoare compusului i;
TA: suma ariilor totalitdtii valorilor de varf.
De unde, factorul de corectie:
m.XZA
K=—="
i
X
A Zm
In mod obisnuit, factorii de corectie sunt exprimati in raport cu K¢, 4 si factorii relativi devin:
X
[
K=
16
Pentru mostrd, continutul din fiecare compus i, exprimat in procentaj in masa de esteri metilici, este:

K’ xA.
— 1 %100

2K <A)

Rezultatul se exprimd cu o zecimald.

Cazul folosirii unui etalon intern
In anumite analize (de exemplu, cind toti acizii grasi nu sunt cuantificati si cand acizii in C4 si in C6 sunt
prezenti alaturi de acizii in C16 si C18, sau cand este necesard determinarea cantitdtii absolute a acizilor
grasi intr-o mostrd), este necesard utilizarea unui etalon intern. Acizii grasi in C5, C15 sau C17 sunt utilizati
in mod frecvent. Se determind factorul de corectie al etalonului intern (daci este necesar).
Procentajul in masd al compusului i, exprimat in esteri metilici, este dat in continuare de formula:

m xK' xA

S 1 1

——Fx100,
m XK'SXAS

in care:

A;: suprafata valorii de varf corespunzitoare constituentului i;
Ay suprafata valorii de varf corespunzitoare etalonului intern;
K': factor de corectie al compusului i (referitor la K¢ ¢);

K’ factor de corectie al etalonului intern (referitor la Ky ¢);
m: masa mostrei, in miligrame;

mg masa etalonului intern, in miligrame.

Rezultatul se exprimd cu o zecimald.

CAZUL SPECIAL AL UTILIZARI UNUI DETECTOR CU CONDUCTIBILITATE TERMICA
(CATAROMETRU)

Pentru determinarea compozitiei calitative si cantitative a unui amestec de esteri metilici de acizi grasi se
poate utiliza un aparat de cromatografie in fazd gazoasd cu un detector cu conductibilitate termicd
(catarometru). In acest caz, conditiile specificate la punctele 3 si 4 trebuie sd fie modificate conform
indicatiilor din tabelul 3.

Pentru analiza cantitativ, se utilizeaza factorii de corectie definiti la 5.2.2.2.
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Tabelul 3

Variabild

Valoare/conditie

Coloani

Suport
Rata de impregnare a fazei stationare

Gaz vector

Gaze auxiliare
Temperatura injectorului
Temperatura coloanei

Debitul gazului vector

Lungime: 2-4 m
diametru interior: 4 mm

Granulometrie intre 160 si 200 pm
15-25 % (m/m)

Heliu sau, in lipsa, hidrogen cu un continut de
oxigen cat mai scazut posibil

Nici unul

Cu 40-60 °C mai mare decit cea a coloanei
180-200 °C

In general cuprins intre 60 si 80 ml/min

in general cuprinse intre 0,5 si 2 pl

PROCESUL-VERBAL DE TESTARE

Procesul-verbal de testare trebuie sd indice metodele utilizate pentru prepararea esterilor metilici si pentru
analiza prin cromatografie in fazd gazoasd, precum si rezultatele obtinute. In plus, trebuie s se mentioneze
toate detaliile de operare necuprinse in prezenta normd internationald sau facultative, precum si incidentele

eventuale care au putut influenta rezultatele.

Procesul-verbal de testare trebuie sd ofere toate informatiile necesare identificdrii complete a mostrei.
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ANEXA X B

PREGATIREA ESTERILOR METILICI Al ACIZILOR GRASI, CONFORM ANEXEI VI PUNCTELE I SI II

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

LA REGULAMENTUL (CEE) NR. 72/77 SAU CONFORM METODEI ALTERNATIVE DESCRISE iN
CONTINUARE

PREAMBUL

Alegerea metodei care urmeazi si fie folosite trebuie sd se facd in functie de compozitia in acizi si de aciditatea
materiei grase de analizat si de analiza prin cromatografie in fazi gazoasd care se va efectua.

De remarcat, in special, ca:

— 1in ceea ce priveste materiile grase care contin acizi grasi mai mici decat C,,, se utilizeazd numai metodele de
analizd in balon inchis sau cu sulfat dimetilic;

— 1in ceea ce priveste materiile grase cu o aciditate mai mare de 3 %, se utilizeazd numai metodele cu metanol
si cu acid clorhidric sau sulfat dimetilic;

— pentru determindrile prin cromatografie in fazd gazoasd a izomerilor trans, se utilizeazd numai metodele cu
metilat de sodiu sau sulfat dimetilic;

— metoda cu metanol, hexan si acid sulfuric trebuie sd se utilizeze pentru prepararea esterilor metilici ai micilor
cantitdti de materii grase ce provin din separarea prin cromatografie in strat subtire.

Prezenta nesaponificabilelor poate fi neglijatd dacd nu depdseste 3 %, in caz contrar esterii metilici se prepard
folosind acizi grasi.

OBIECT

In continuare este prezentatd descrierea a cinci metode de preparare a esterilor metilici din materii grase:
(@) cu metilat de sodiu;

(b) cu metilat de sodiu in balon inchis;

() cu metanol si acid clorhidric in balon inchis;

(d) cu sulfat dimetilic;

() cu metanol, hexan si acid sulfuric.

Metoda A

PRINCIPIU

Substanta grasd de analizat este incilzitd cu reflux cu ajutorul alcoolului metilic si al metilatului de sodiu. Esterii
metilici obtinuti sunt extrasi cu eter etilic.

INSTRUMENTE

Balon de 100 ml cu condensator cu reflux, previzut la extremitatea superioard cu un tub de var sudat, cu
imbindri din sticld rodata.

Eprubete gradate de 50 ml.
Pipetd gradatd de 5 ml, cu subdiviziuni de 0,1 ml.
Palnii de decantare de 250 ml.

Balon de 200 ml.

REACTIVI

Metanol anhidru.
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.2

5.3.

3.1.

3.2

4.1.

5.1.

5.2.

5.3.

Metilat de sodiu, solutie metanolicd de aproximativ 1 %: aceastd solutie se prepard prin dizolvarea a 0,34 g de
sodiu metalic in 100 ml de metanol anhidru.

Eter etilic.
Clorurd de sodiu, solutie de 10 %.

Eter de petrol la 40-60 °C.

MOD DE LUCRU

In balonul de 100 ml, se introduc 2 g de substantd grasi deshidratatd in prealabil in sulfat de sodiu si filtrata.
Se adaugd 35 ml de metanol, se adapteazd condensatorul si se fierbe pand la reflux timp de citeva minute.

Se intrerupe reincdlzirea, se detaseazd condensatorul si se adaugd rapid 3,5 ml de solutie de metilat de sodiu;
se reconecteazd condensatorul si se fierbe la reflux timp de cel putin 3 ore. Metilarea este consideratd completd
atunci cand toatd substanta grasd este trecutd in solutie si amestecul de reactie este perfect limpede la
temperatura ambiantd.

Se riceste si se toarnd amestecul de reactie intr-o palnie de decantare de 250 ml, se adaugd 35-40 ml de eter

etilic, 100 ml de apd si 5-6 ml de solutie de clorura de sodiu de 10 %. Se agitd si se asteaptd separarea straturilor:
faza apoasi este transferatd intr-o a doua palnie de decantare si se extrage din nou cu 25 ml de eter etilic.

Se adaugd ansamblului de extrase eterate 50 ml de eter de petrol la 40-60 °C; acest lucru va determina separarea
apei care trebuie eliminata.

Se spald de trei ori faza eteratd cu doze de 10-15 ml de apd, se usucd pe sulfatul de sodiu si se filtreazd pe hartie,
colectand filtratul intr-un balon de 200 ml.

Se distileazd solventul prin completarea prelungirii la baie de aburi intr-un curent de azot pur.

Metoda B

PRINCIPIU

Substanta grasi de analizat trebuie si fie tratatd cu metilat de sodiu in solutie metanolicd, intr-un balon inchis,
la 85-90 °C.

INSTRUMENTE
Balon de sticla cu pereti robusti, de aproximativ 5 mm (iniltimea 40-50 mm; diametrul 14-16 mm).

Pipetd gradatd de 1 ml cu subdiviziuni de 0,1 ml.

REACTIVI

Metilat de sodiu, solutie metanolicd de aproximativ 1,5. Aceastd solutie se prepard prin dizolvarea a 0,50 g de
sodiu metalic in 100 ml de metanol anhidru.

MOD DE LUCRU

In balonul de sticl4 se introduc 2 g de substanti grasi deshidratatd in prealabil cu sulfat de sodiu si filtratd. Se
adaugd 0,3 g (aproximativ 0,4 mililitri) de solutie de metilat de sodiu si se inchide balonul la flacara.

Se mentine balonul timp de doud ore intr-o baie la 85-92 °C si se agitd din cind in cand; limpezimea
continutului balonului este cea care, dupd sedimentarea glicerinei si a reziduului de reactivi, indicd esterificarea.

Se aduce la temperatura ambiantd. Se deschide balonul in momentul folosirii esterilor metilici. Acestia nu
necesitd altd manipulare inainte de introducerea in cromatograful in fazd gazoasa.

Metoda C

PRINCIPIU

Substanta grasd de analizat trebuie sa fie tratatd cu metanol si acid clorhidric, intr-un balon inchis, la 100 °C.
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3.

3.1.

3.2

4.1.

4.2.

5.1.

5.2.

5.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

INSTRUMENTE
Balon de sticld, cu pereti robusti, de aproximativ 5 mm (inaltimea 40-50 mm; diametrul 14-16 mm).

Pipete gradate de 1 si de 2 mm.

REACTIVI
Solutie metanolicd de acid clorhidric de 2 %. Se prepard cu acid clorhidric gazos si cu metanol anhidru (nota 1).

Hexan pentru cromatografie in stare gazoasa.

MOD DE LUCRU

Se introduc in balonul de sticld 0,2 g de substantd grasd deshidratatd in prealabil in sulfat de sodiu i filtrata,
precum si 2 ml de solutie metanolicd de acid clorhidric. Se inchide balonul la flacira.

Se mentine balonul intr-o baie la 100 °C timp de patruzeci de minute.

Se riceste balonul in apd curentd, se deschide, se adauga 2 ml de apa distilatd si 1 ml de hexan. Se centrifugheazd
si se preleveaza faza hexanicd, care este gata de folosire.

Metoda D

PRINCIPIU

Substanta grasd de analizat este saponificatd cu o solutie metilalcoolicd de hidroxid de potasiu, apoi tratatd cu
sulfat dimetilic. Dupa addugarea acidului clorhidric, separarea esterilor metilici care s-au format se efectueaza
in mod spontan. Dupd tratarea cu alumind, se obtin esteri metilici de 0 mare puritate.

INSTRUMENTE

Eprubetd de sticld, cu pereti robusti, cu o capacitate de aproximativ 20 ml, cu un dop din sticld rodatd 10/19
si carlige de siguranta.

Condensatori cu reflux cu cinci bule, cu imbinare din sticld rodatd 10/19.
Filtre de sticld cu sept poros, gradatie G 2, diametru 20 mm.
Eprubete de sticld, cu o capacitate de aproximativ 10 ml, cu fund conic.

Seringi de 1 si de 5 ml.

REACTIVI

Hidroxid de potasiu, solutie de 10 % in alcool metilic pentru cromatografie in stare gazoasa.

Indicator verde de bromocresol: solutie de 0,05 % in alcool metilic.

Sulfat dimetilic (d = 1,335 la 15 °C).

Acid clorhidric concentrat (d = 1,19) diluat 1 + 1 in alcool metilic pentru cromatografie in fazi gazoasd.

Oxid de aluminiu standardizat conform metodei Brockmann pentru cromatografia de absorbie.

MOD DE LUCRU

Se introduc intr-o eprubetd de 20 ml aproximativ 2,2 ml de substanti grasd deshidratatd in prealabil in sulfat
de sodiu si filtratd, se adaugd 5 ml din solutia de hidroxid de potasiu si citeva granule de cuart pentru
regularizarea fierberii. Se adapteazd condensatorul cu reflux si se incilzeste la flacira slaba timp de 5 minute
agitdndu-se: saponificarea este completd atunci cand solutia este limpede. Se riceste cu apd curentd si se
detaseazd condensatorul.
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5.2

5.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

5.3.

Se adaugd doud picaturi de indicator si, cu ajutorul unei seringi, 1 ml de sulfat dimetilic, lent. Se inchide ermetic
eprubeta si se agitd 2 sau 3 minute, punind frecvent fundul eprubetei intr-o baie de aburi in fierbere: reactia
este completd atunci cand indicatorul isi schimba culoarea din albastru in galben. Se riceste eprubeta in curent
de apd, apoi se deschide si se adaugd 5 ml din solutie metanolica de acid clorhidric.

Dupi ce se agitd timp de cateva secunde, se pune eprubeta intr-o pozitie inclinatd, imprimandu-i oscilatii usoare
pentru a facilita nivelarea esterului metilic sub forma unei mase uleioase (nota A).

Se preleveazi esterii metilici cu o seringd, se introduc intr-o eprubetd cu fund conic, se adaugd un volum de
alumind egal cu aproximativ un sfert din volumul esterilor metilici, se agitd si se filtreazd pe hartie.

Nota A: In cazul in care separarea esterilor metilici nu se produce in mod spontan, se adauga 5 ml de ap in eprubeti si se
agitd.

Metoda E

PRINCIPIU

Substanta grasa de analizat este incalzitd cu ajutorul unui sistem cu reflux, cu metanol, hexan si acid sulfuric.
Esterii metilici obtinuti sunt extrasi cu eter de petrol.

INSTRUMENTE

Eprubetd de aproximativ 20 ml, prevazutd cu un condensator cu reflux de aer, cu o lungime de 1 metru, cu
imbindri din sticld rodata.

Pipetd gradatd de 5 ml.
Pélnie de decantare de 50 ml.
Eprubete gradate de 10 si de 25 ml.

Eprubetd de 15 ml, cu fund conic.

REACTIVI

Reactivi de metilare: metanol anhidru, hexan, acid sulfuric concentrat (d = 1,84), intr-un raport de

75:25:1 (V[V[V).
Eter de petrol la 40-60 °C.

Sulfat de sodiu anhidru.

MOD DE LUCRU
In eprubeta de 20 ml, se introduc produsele care provin din placi si se adaugi 5 ml de reactiv de metilare.

Se adapteazd condensatorul cu reflux si se incdlzeste timp de 30 minute intr-o baie de aburi la temperatura de
fierbere (nota 2).

Se transferd amestecul intr-o palnie de decantare de 50 ml, cu ajutorul a 10 ml de apa distilatd si 10 ml de eter
de petrol. Se agitd energic, se asteaptd separarea fazelor, se indeparteazd stratul apos si se spald stratul eterat
de doud ori cu 20 ml de apa distilatd. Se adaugd in palnia de decantare o cantitate mica de sulfat de sodiu anhidru,
se agitd, se lasd cateva minute si se filtreazd, se colecteazd apoi filtratul intr-o eprubetd de 15 ml cu fund conic.

Se evapord solventul in baie de aburi, intr-un curent de azot.

Nota 1:  Se pot prepara cu usurintd cantitdti mici de acid clorhidric gazos in laborator modificand solutia disponibild in comert
(p = 1,18) prin addugarea de céteva picituri de acid sulfuric concentrat (p = 1,84). Gazul eliberat poate fi usor uscat
daci se barboteaz in acid sulfuric concentrat. Intrucat acidul clorhidric este rapid absorbit de metanol, se recomanda
luarea de masuri de precautie obisnuite la dizolvare, de exemplu prin introducerea gazului printr-o fiold micd
inversatd a cirei margine s atinga suprafata lichidului. Solutia metanolicd de acid clorhidric poate fi preparatd in
cantitdti mari in prealabil, pentru ci se poate conserva perfect in sticle cu dop de sticld pastrate la intuneric.

Nota 2:  Pentru a controla fierberea, se introduce o baghetd de sticld in eprubetd si se limiteaza temperatura baii de aburi la
90 °C.



03/vol. 10 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

115

ANEXA XI

DETERMINAREA CONTINUTULUI DE SOLVENTI HALOGENATI VOLATILI IN ULEIUL DE MASLINE

2.1.

2.2.

2.3.

2.4,

2.5.

2.6.

2.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

PRINCIPIU

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

APARATURA
Aparat de cromatografie in fazd gazoasd, dotat cu un detector cu capturd de electroni (ECD).
Aparaturd pentru spatiul de cap (tehnica head space).

Coloand de cromatografie in fazd gazoasd din sticld cu o lungime de 2 metri si un diametru de 2 mm, fazd
stationard. OV 101 la 10 % sau echivalent, impregnand un pamant cu diatomit calcinat, spalat cu acizi §i
silanizat, cu granulometrie de 80-100 Mesh.

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

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

Pensd 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 fazi gazoasa.

PROCEDURA DE ANALIZA

Se cantdresc cu grija aproximativ 3 g de ulei intr-un flacon de sticla (a nu se reutiliza), se astupd flaconul pana
la inchiderea ermeticd. Se introduce flaconul intr-un termostat la 70 °C timp de 1 ord. Se preleveazd 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 fazd gazoasd reglat dupd cum urmeaza:

— temperatura injectorului: 150 °C;

— temperatura coloanei: 70-80 °C;

— temperatura detectorului: 200-250 °C.

Pot fi utilizate i alte temperaturi, cu conditia ca rezultatele sa fie echivalente.

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

Evaluarea cantitativi. Se face raportul intre suprafetele sau inaltimile valorilor de varf ale mostrei si ale solutiei
etalon cu concentratia presupusi cea mai apropiati. in cazul in care abaterea relativi este mai mare de 10 %,
trebuie sd se refacd analiza prin compararea cu o noud solutie etalon pana cand concentratia va respecta abaterea
relativd 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 XII

EVALUAREA ORGANOLEPTICA A ULEIULUI DE MASLINE VIRGIN

OBIECT

Prezenta metoda are ca scop stabilirea criteriilor necesare pentru evaluarea caracteristicilor aromei uleiului de
mdsline virgin si elaborarea metodologiei necesare.

DOMENIU DE APLICARE

Metoda descrisd se aplicd numai pentru evaluarea si clasificarea organolepticd a uleiului de masline virgin
pentru consumul direct. Metoda se limiteaza la clasificarea uleiului de masline virgin pe o scard numericd
stabilitd in raport cu perceptia stimulilor aromei acestuia, conform evaludrii efectuate de citre un grup de
degustatori selectati, care lucreaza in comisie.

VOCABULARUL GENERAL DE BAZA AL ANALIZEI SENZORIALE

A se vedea capitolul ,Analiza senzoriald: vocabular general de baza”.

VOCABULARUL SPECIFIC PENTRU ULEIUL DE MASLINE

Amar: gust caracteristic uleiului obtinut din masline verzi sau in stadiul de parguiald. Poate fi mai mult sau
mai putin plicut, in functie de intensitate.

Aspru: senzatie caracteristicd anumitor uleiuri a ciror degustare provoaci o reactie chinestezica buco-tactild
de astringentd.

Castravete: aroma uleiului care se produce in urma unei conditionari ermetice prelungite in mod excesiv, in
special in recipiente de tinichea, si care este atribuitd formdrii a 2-6 nonadienal.

Copt sau ars: aromd caracteristicd a uleiurilor, care provine din incilzirea excesivd sifsau prelungitd in cursul
obtinerii acestora si in special in timpul malaxdrii termice a pastei, dacd se realizeazd in conditii
necorespunzitoare.

Cu savoare de fruct copt: aromd a uleiului de masline extras din fructe coapte, in general cu miros sters si cu
savoare dulceagd.

De sdpun: aromd care provoacd o senzatie gustativ-olfactivd care se aseamand cu cea a sipunului verde.
Drojdii: aroma caracteristicd uleiului recuperat din sedimente decantate in teancurile si rezervoarele subterane.

Dulce: savoare placutd a uleiului la care nu s-a adiugat zahar in mod expres, in care nu predomind atributele
amar, astringent si picant.

Fad sau stins: aroma de ulei de masline ale cdrui caracteristici organoleptice sunt foarte slabe in urma pierderii
constituentilor aromatici.

Fan: aromd caracteristicd anumitor uleiuri care se aseamdnd cu cea a ierbii mai mult sau mai putin uscate.

Fructat: aromd care se aseamdnd, in acelasi timp, cu mirosul si gustul fructului sinitos si proaspit, recoltat
in stadiul optim de maturitate.

Frunze verzi (amar): aroma uleiului obtinut din misline prea verzi sau care au fost zdrobite impreund cu frunze
si crengute.

Grosier: perceptie caracteristicd anumitor uleiuri a cdror degustare provoacd o senzatie buco-tactild densa si
pastoasa.

larbd: aromd caracteristicd anumitor uleiuri care se aseamdnd cu cea a ierbii proaspdt cosite.
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Margini: aromd caracteristicd dobanditd de ulei in urma unei decantri insuficiente si a unui contact prelungit
cu apele de vegetatie.

Mdr: aromd de ulei de misline care se aseamdnd cu cea a acestui fruct.

Metalic: aromd care se aseamdnd cu cea a metalelor. Este caracteristicd uleiului care a rimas mult timp in
contact cu alimente sau cu suprafete metalice, in conditii improprii, in cursul procesului de micinare, de
malaxare, de presare sau de stocare.

Migdald: aceastd aromd poate sd imbrace doud forme diferite: una tipicd migdalei proaspete, alta specifica
migdalei uscate si sinitoase care se poate confunda cu un inceput de ranced. Gustul extrem de special care
rimane este perceput atunci cand uleiul rimane in contact cu limba si cu palatul. Aroma este asociatd
uleiurilor dulci si cu miros stins.

Mucegai umed: aromd caracteristica uleiului de misline obtinut din mdsline atacate de mucegaiuri si de drojdii
in urma unei fermentdri anaerobe a fructelor timp de mai multe zile in umiditate.

Pdmant: aroma caracteristicd uleiului obtinut din masline adunate cu pdmant sau masline noroioase si
nespalate. In anumite cazuri, aceastd aromd poate fi insotitd de cea de mucegai.

Putregai: aromd caracteristicd uleiului din masline care au fost supuse unui atac puternic al larvelor provenite
de la musca de misline (Dacus oleae).

Ranced: aromd caracteristicd si comund tuturor uleiurilor si grdsimilor care au fost supuse unui proces de
autooxidare, In urma unui contact prelungit cu aerul. Aceastd aroma este neplicutd si ireversibila.

Rogoz: aromd caracteristicd uleiului obtinut din misline presate intre rogojini impletite din rogoz nou. Aroma
poate fi diferitd in functie de materialul folosit la fabricarea rogojinilor, adicd rogoz verde sau rogoz uscat.

Saramurd: aroma uleiului obtinut din mésline conservate in solutii saline.

Sdcule: aromd caracteristicd uleiului obtinut din misline presate in siculetii impletiti din fibre vegetale,
impregnati cu reziduuri fermentate.

Stdtut: aromd caracteristicd uleiului extras din masline adunate grimada, intr-o stare avansata de fermentatie.
Resturi de mdsline: aromd caracteristicd ce se aseamdnd cu cea a resturilor de misline.

Ulei de magind: miros de ulei de misline obtinut intr-o fabricd de ulei al cdrei echipament de extractie nu a
fost supus actiunii de eliminare corespunzitoare a reziduurilor de petrol, de grasime sau de ulei mineral.

Vechi sau inchis: aromd caracteristicd uleiului atunci cdnd rimane prea mult timp in recipientele de stocare.
Poate fi intalnit si la ulejurile conditionate pe parcursul unei perioade de timp prelungite in exces.

Vin ofetit: aromd caracteristicd anumitor uleiuri care se aseamand cu cea de vin sau de otet. Aceastd aroma
este datoratd in principal formarii acidului acetic, acetatului de etil si etanolului, in cantitdti mai mari decat
cele normale in aroma ulejului de masline.

PAHAR PENTRU DEGUSTAREA ULEIURILOR

A se vedea capitolul ,Pahar pentru degustarea uleiurilor”.

SALA DE DEGUSTARE

Vezi capitolul ,Ghid pentru instalarea unei sdli de degustare”.

USTENSILE

Fiecare cabind trebuie si fie dotatd cu ustensilele necesare care sd se afle la indeména degustitorului pentru
a-i permite sd-si indeplineascd sarcina in mod corespunzdtor, de exemplu:

— pahare (standardizate) care contin mostre marcate codificat cu doua cifre luate la intimplare sau cu cifre
si litere. Inscriptiile se fac cu creion care nu se poate sterge si inodor;

— capace de sticld, avand aceleasi inscriptii, pentru a acoperi paharele;

— fisd de notare (a se vedea figura 2), completatd cu instructiuni de folosire;
— creion sau pix;

— platouri cu felii de mr;

— un pahar cu apd la temperatura ambiantd.
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9.1.

METODOLOGIE

Aceastd sectiune stabileste cunostintele prealabile necesare pentru realizarea analizei senzoriale a uleiurilor
de misline virgine si incearcd sd standardizeze conduita si modul in care procedeazd degustitorii care
participd la teste, tinind seama atat de recomandarile cu caracter general, cat si de recomandarile specifice
pentru degustarea uleiurilor de misline.

Atributiile organizatorului comisiei sau responsabilului comisiei (sau ale comisiei de degustitori)

Organizatorul comisiei trebuie sd aibd o pregatire corespunzdtoare, sd fie un expert in toate tipurile de ulejuri
de misline pe care le va degusta in timpul testarii. El este personalitatea de bazd din comisie si are
responsabilitatea organizdrii si functiondrii acestuia. El ii convoacd din timp pe degustatori si clarificd orice
neldmuriri pe care le au degustatorii cu privire la desfisurarea testelor, dar nu le va sugera pareri cu privire
la mostra.

El rispunde de inventaricrea aparatului, se asigurd ci acesta este in stare corespunzdtoare de curdtenie,
pregiteste si alocd un cod mostrelor si le prezintd degustitorului in conformitate cu protocolul de degustare
si, de asemenea, rdspunde de colectarea si prelucrarea statisticd a datelor obtinute, astfel inct sd se obtind
rezultate optime cu un efort minim.

Activitatea responsabilului comisiei necesitd capacitate senzoriald, meticulozitate in pregitirea si aranjarea lor
in ordine strictd, precum si aptitudini si ribdare pentru planificarea si efectuarea testelor. Responsabilul
comisiei are datoria de a stimula moralul membrilor comisiei de degustitori prin promovarea interesului,
curiozitatii si spiritului competitiv. El nu trebuie si-si faca publica opinia §i va preveni situatia in care eventualii
lideri isi impun propriile criterii celorlalti degustdtori. De asemenea, el rdspunde de pregdtirea, selectarea si
monitorizarea degustdtorilor pentru a asigura cd au capacitatea corespunzitoare.

Conditiile de testare

Volumul mostrei

Fiecare pahar trebuie s contind 15 ml de ulei.

Temperatura de testare

Mostrele de ulei pentru degustat trebuie si fie mentinute in pahare la o temperaturad de 28 °C * 2 °C. Aceastd
temperaturd a fost retinutd pentru cd permite cel mai usor evidentierea diferentelor organoleptice, la
temperaturd normald, atunci cind uleiurile sunt utilizate drept condiment. Un alt motiv care justificd alegerea
acestei valori constd in faptul cd temperaturi mai scdzute sau mai ridicate produc o usoard volatilizare a
componentelor aromatice sau, dimpotrivd, volatile, caracteristice uleiurilor incalzite.

Orarul testelor

Pentru degustarea uleiurilor, orele optime de lucru sunt cele de dimineata: s-a dovedit cd existd perioade
optime de perceptie a gustului si mirosului in timpul zilei.

Inainte de mese sensibilitatea gustativ-olfactiva creste, in timp ce dupd mese perceptia gustativ-olfactivi scade.
Cu toate acestea, criteriul mentionat nu trebuie absolutizat in cazul in care foamea poate sd distraga atentia
degustatorilor, ceea ce diminueazd capacitatea lor de departajare si indeosebi criteriile de preferintd si de
acceptare.

DEGUSTATORII

Persoanele care au calitatea de degustatori in testarea organolepticd a uleiurilor de mdsline alimentare trebuie
sd fie pregatite si selectate in conformitate cu aptitudinile lor de a face deosebirea intre mostre similare; trebuie
sd se {ind seama de faptul cd precizia se imbundtateste datoritd antrenamentului (a se vedea sectiunea la care
se referd).

Pentru fiecare test trebuie s existe de la opt la doisprezece degustdtori. Cu toate acestea, trebuie sa se prevadd
cativa degustdtori suplimentari care sd poate fi folositi in cazul unei eventuale absente.

Recomandiri generale pentru candidati si degustitori

Aceste recomandari se referd la comportamentul candidatilor si degustatorilor in timpul degustarii.

Atunci cind este chemat de citre responsabilul comisiei sd participe la testul organoleptic, degustatorul
trebuie sd fie in mdsurd s participe la ora stabilitd si trebuie sd respecte urmatoarele reguli:
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S4 se abtind de la fumat timp de cel putin 30 minute inainte de ora stabilitd pentru test.

Sd nu foloseascd parfumuri, produse cosmetice sau un sipunuri al cdror miros ar putea sd persiste in
momentul testului. Méinile trebuie si fie spalate cu un sdpun fird miros sau foarte putin parfumat, apoi clatite
si uscate ori de cite ori este necesar pentru a elimina orice miros.

Sd nu manance nimic cu cel putin o ord inaintea degustarii.

In cazul unui disconfort fizic, in special daci este afectat simtul mirosului sau al gustului sau daci se afld sub
efectul unui impact psihologic care il poate impiedica sa se concentreze, degustdtorul respectiv il informeaza
pe responsabilul comisiei pentru ca acesta sa il retragd din testare ori sd ia deciziile corespunzitoare, luand
in considerare eventuala deviere din punct de vedere al valorilor medii a celorlalti membri ai comisiei.

Dupd indeplinirea celor mentionate, degustitorul isi ocupd locul in cabina care i-a fost atribuitd, intr-un mod
cat mai ordonat si silentios.

Dupi ce s-a asezat, trebuie s verifice daci dispune de materialul necesar si dacd acesta este pregatit si verificd
dacd inscriptionarea de pe pahar corespunde cu cea de pe paharul martor.

Trebuie sd citeascd atent instructiunile care figureaza pe fisa de notare si sa inceapd examinarea mostrei numai
dupd ce ii este foarte clar ce are de facut. In cazul unor neldmuriri, trebuie si se adreseze responsabilului
comisiei pentru a discuta dificultitile intalnite.

Degustdtorul trebuie sa ia paharul, tindndu-1 acoperit cu capacul de sticld, apoi sa il incline incet, si in aceastd
pozitie sd rasuceascd paharul pentru a umezi interiorul acestuia pe o suprafatd cat mai mare. Dupd aceastd
operatiune, trebuie s scoatd capacul de sticld si sa miroasd mostra cu inspirdri suave, lente si intense, pentru
a-si putea face un criteriu privind mostra pe care trebuie sd o evalueze. Perioada olfactivd nu trebuie si
depaseascd 30 de secunde. Dacd in acest timp degustdtorul nu a ajuns la nici o concluzie, trebuie sd facd o
pauzd inainte de a trece la 0 noud incercare. Dupa incheierea testului olfactiv se trece la evaluarea aromei
(ansamblul de senzatii gustativ-olfactiv-tactile). In acest scop, se ia 0 micd inghititurd de ulei, de aproximativ
3 ml. Este foarte importantd distribuirea uleiului in toatd cavitatea bucald, de la partea anterioard a gurii si
limbii, trecand prin partile laterale si partea posterioard pana la valul palatului; dupd cum se stie, cele patru
gusturi fundamentale (dulce, sarat, acid si amar), sunt practic percepute cu o intensitate variabild in functie
de diferitele zone ale limbii si ale palatului.

Trebuie sd se insiste asupra necesitdtii de a raspandi uleiul in cantititi suficiente si foarte lent in partea
posterioard a limbii pand la vilul palatului si spre gat, concentrand atentia asupra ordinii aparitiei stimulilor
amar si picant; dacd nu se procedeazd astfel, la anumite uleiuri cei doi stimuli pot trece neobservati sau
stimulul amar poate fi mascat de stimulul picant.

Aspiratii scurte si succesive, ldsand aerul sd patrunda prin gurd, permit nu numai raspandirea mostrei in toatd
cavitatea bucald, dar si perceperea pe cale retro-nazald a componentilor volatili aromatici.

Senzatia tactild trebuie, de asemenea, luatd in considerare. Astfel, fluiditatea gradul de umflare si mancdrimea
sau intepdtura trebuie notate in momentul detectdrii §i, dacd testul impune acest lucru, trebuie sd se cuantifice
intensitatea acestora.

Evaluarea organolepticd a uleiului de misline virgin trebuie si se facd pe o singurd mostra pe sedintd, pentru
a se evita efectele de contrast pe care le-ar putea determina degustarea imediatd a altor mostre.

Avand in vedere cd degustdrile succesive sunt afectate de oboseald sau de pierderea acuitdtii, cauzate de
degustarile precedente, trebuie si se utilizeze un produs capabil si elimine din gurd resturile de ulei de la
degustarea tocmai efectuata.

Se recomandai utilizarea unei bucitele de mir de aproximativ 15 g care, dupd mestecare, poate fi aruncat in
scuipdtoare. In continuare, se cliteste gura cu putind apd la temperatura ambiantd. Se lasd sd treacd cel
putin 15 minute inainte de a incepe o noud degustare.

Preselectia candidatilor

Aceastd etapd este derulatd de organizatorul comisiei care ii intervieveaza personal pe candidati pentru a se
familiariza cu personalitatea acestora si cu mediul de lucru. Conditiile fiziologice si psihologice care trebuie
indeplinite nu sunt foarte riguroase intrucat, teoretic vorbind, orice persoand normald poate desfasura aceastd
activitate. Factori precum varsta, sexul, obiceiurile specifice (fumatul) etc. se afld in prezent pe plan secund
fatd de alte aspecte precum: sdndtatea, interesul personal si timpul disponibil pentru acest gen de activitate.

In timpul interviului, organizatorul comisiei trebuie si explice candidatului caracteristicile functiei pe care o
va asigura si s ii spund, aproximativ, cat timp il va tine ocupat. In continuare, organizatorul comisiei trebuie
sd obtind din partea candidatului datele care sd ii permitd sd evalueze att interesul, cat si motivatia acestuia,
cerandu-i sd indice cat timp va putea sd dedice efectiv acestei activitdti. Chestionarul urmator poate servi drept
referintd.
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[]&
[]2

. Considerati cd aceastd activitate ar trebui si fie remunerat3?

O &
[]#

Sub ce formi?

Organizatorul comisiei efectueazd preselectia pe baza datelor astfel culese. Candidatii care dovedesc un interes
redus pentru o astfel de activitate, care au timp putin la dispozitie sau sunt incapabili sd isi precizeze ideile
sunt eliminati.

Determinarea ,,pragului mediu” al grupului pentru ,,atributele caracteristice”

Se aleg cu grijd patru uleiuri, astfel incat fiecare dintre acestea s fie considerat reprezentativ pentru atributele:
fermentat, otetit, rainced si amar, cu o intensitate cat mai marcatd si netd posibil.

Se preleveazd o parte alicotd din fiecare dintre uleiurile mentionate si se prepard mostre cu diferite concentratii
(motivul 2) prin diludri succesive folosind suportul adecvat pand cand, la ultimele doud sau trei diludri, nu
mai este posibild detectarea diferentei fatd de paharul care contine numai suportul. Un ultim cuplu trebuie
sd fie format din doud pahare care contin suportul.

Seria trebuie sd fie completd cu pahare cu concentratii mai mari, pana la opt in total.

Se prepard o cantitate suficientd de mostre cu diferite concentratii pentru a putea prezenta fiecirui candidat
serii complete ale fiecdrui atribut.

Pentru a putea stabili ,pragul mediu” al candidatilor fatd de fiecare atribut, trebuie sd li se prezinte un pahar
ce contine 15 ml din una dintre concentratiile preparate, precum si un pahar ce contine numai 15 ml de
,suport”. Dupd realizarea testului, candidatul trebuie si indice dacd in pahare este un continut identic sau
diferit.

Se repetd acelasi test in ceea ce priveste concentratiile rimase ale atributului studiat.

Se noteazd numdrul de rdspunsuri corecte obtinute pentru fiecare concentratie, din numdrul total al
candidatilor, si se exprimd in procente din numdrul testelor efectuate.

(") Vi rugdm sd precizati care este, dupd parerea dumneavoastrd, interesul pe care il poate prezenta evaluarea oricdrui aliment sau a uleiului de
misline, din punctul de vedere al caracteristicilor sale organoleptice.
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Se reprezintd in ordine crescitoare, pe abscise, concentratiile testate si, pe ordonate, procentajul identificarilor
corecte efectuate pentru fiecare concentratie.

Figura 1 prezintd un exemplu practic al actiunile anterioare. Pragul de detectare este definit pe abscise prin
extrapolarea de la curbd la punctul ordonatei care corespunde procentului de 75 % de rdspunsuri exacte.

Aceastd concentratie ,prag” care poate fi diferitd pentru fiecare ulei de plecare, deoarece este o functie a
intensitdtii atributului prezent, trebuie si fie similard pentru diferitele grupe de candidati din diferite comisii;
nu este tributard nici unei cutume, obisnuine sau preferinte tendentioase. In consecintd, existd un punct de
reper comun oricdrui grup uman normal care poate servi la omogenizarea diferitelor comisii numai pe baza
acuitdtii gustativ-olfactive.

Pornind de la concentratia ,prag” a grupului astfel obtinutd, se procedeazd dupd cum urmeaza.

Se prepard o serie de concentratii crescitoare si descrescitoare astfel incat aceastd ,concentratie prag” s se
situeze pe treapta 10 a acestei scdri. Prin urmare, concentratiile 11 si 12 vor fi mai diluate si, In consecintd,
va fi foarte dificild detectarea prezentei uleiului cu atributul ales in cazul acestor concentratii.

Pornind de la concentratia C,,, mostrele rimase pot fi preparate prin aplicarea urmdtoarei formule:

C,o x a", in care: ,a” este o constantd care corespunde factorului de diluare egal cu 1,5 si ,n” exponentul care
variazd de la 9 la -2.

De exemplu: in cazul in care pragul obtinut pentru uleiul ranced este de 0,32, atunci cand C,, este de 0,32
si avand in vedere cd ,a” este 1,5, seria mostrelor va avea urmditoarele concentratii:

Mostrd 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Concentratie 12,30 | 8,20 | 5,47 | 3,65 | 2,43 | 1,62 | 1,08 | 0,72 | 0,48 | 0,32 | 0,21 | 0,14

Daci se procedeazd in acelasi fel pentru celelalte trei atribute, pornind de la pragurile respective calculate
conform celor indicate anterior, vom obtine sciri care vor prezenta, pentru toate laboratoarele, intensitati
aromatice similare pentru fiecare stimul, chiar daca uleiurile de plecare au defecte perceptibile la intensitati
diferite.

Selectarea degustitorilor prin metoda ,,clasificirii intensitatii”

Selectia trebuie sd se facd pornind de la un numir de candidati de doud sau de trei ori mai mare decat cel
considerat necesar pentru constituirea echipei de degustitori, pentru a facilita alegerea celor mai sensibili
candidati sau a celor care fac dovada unei capacitati de diferentiere mai accentuate. Se recomandd, in orice
caz, realizarea testelor cu acelasi produs care va fi analizat ulterior (in acest caz, trebuie si se utilizeze
intotdeauna ulei de masline).
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Figura 1
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La alegerea metodei, trebuie si se tind seama, independent de eficacitatea acesteia, de faptul cd procedura care
se va aplica trebuie si fie cea mai economicoasd din punctul de vedere al cantitdtii de ulei, al numarului de
mostre de utilizat si al timpului rezervat selectiei. Eficacitatea unei proceduri de selectie se caracterizeaza prin
alegerea unor nivele optime ale celor trei variabile dependente mentionate in continuare: (a) ,costul”
determinat de numdrul testelor; (b) ,proportia” candidatilor potential apti, dar care, din intdmplare, au fost
eliminati din nefericire cu ocazia selectiei si (c) ,proportia” candidatilor inapti, dar care, printr-o intamplare
favorabild, au fost acceptati, desi n-ar fi trebuit s fie.

Procedura de selectie retinutd este cea descrisd la titlul ,The intensity rating test” (test de clasificare a
intensitatii) din normele A.S.T.M. (American Society for Testing and Materials Publication), S.T.P. (Special
Technical Publication) nr. 440, p. 53, modificatd in patru puncte:

1. reducerea numdrului de mostre din serie;

2. extinderea stimulilor, avind ca efect cresterea numdrului de notdri gustativ-olfactive pe care se bazeaz
selectia, din dorinta de a le adapta defectelor celor mai des intélnite in uleiul de masline;

3. variatia relatiei de concentratie din serie;

4. prelucrarea statistic a rezultatelor.
Materialul necesar
— Sticle sau baloane de 1 500 mililitri
— Pahare de degustat de culoare inchisd
— Eprubete de 10, 15, 1 000 si 1 500 ml.
Produse necesare

— Parafind Merck (cod 7 160, DAB 8, USP XX) sau suport uleios inodor si insipid (ulei de mdsline sau
un altul similar, recent rafinat)

— Uleiuri: fermentat, otetit, rinced si amar.
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9.4.1.

9.4.2.

9.4.3.

9.4.4.

Mod de lucru

Dupd prepararea diludrilor, se trece la selectie incepand cu doudzeci si cinci de candidati, conform
metodologiei care va fi explicatd in continuare pentru fiecare stimul:

1. Se prepari serii de doudsprezece pahare pentru degustare, marcate cu cod (o serie pe candidat). Se toarnd
in fiecare pahar 15 ml din fiecare dintre diferitele concentratii, preparate dupa formula C,, x a™.

2. Dupd ce au fost umplute si acoperite cu capacul de sticld, paharele trebuie sd riménd in sala de degustare
la o temperaturd de 20-22 °C timp de cel putin o ord inaintea inceperii testelor pentru omogenizarea
temperaturii lor cu temperatura ambianta.

3. Responsabilul cu testele va alinia apoi cele doudsprezece pahare din fiecare serie, in ordine descrescitoare
a concentratiei.

Apoi, fiecare candidat este invitat sd realizeze testul separat, respectdnd instructiunile mentionate in
continuare.

Instructiuni pentru candidat

Cele doudsprezece pahare aranjate in linie in fata candidatului contin diludri din fiecare dintre stimulii
fermentat, otetit, rinced sau amar, dupd caz. Paharele se disting unele de altele prin intensitatea mirosului,
cu precizarea cd cel cu mirosul cel mai intens este plasat in partea stingd, intensitatea mirosului paharelor
ramase scazand treptat spre dreapta. Ultimul pahar din dreapta poate prezenta un miros atat de atenuat, incat
ar putea fi imposibil de detectat.

Procedati dupd cum urmeazd: familiarizati-vd cu mirosurile degajate de paharele din serie. In acest sens,
incepeti cu cel din dreapta (nr. 12) si incercati si retineti intensitatea mirosurilor, fird a vd obosi.

Din momentul in care considerati cd v-ati obisnuit cu scara de concentratie a mirosurilor degajate de paharele
din serie, iesiti din incapere.

In acest timp, responsabilul cu testele alege un pahar din serie si il plaseazi la acelasi nivel cu ultimul din
dreapta (nr. 12) apropiind paharele rimase pentru a umple golul lasat de cel ales. Intoarceti-vd in incapere
pentru a continua testul.

Proba care vi se cere este urmdtoarea:

Paharul care a fost ales de responsabilul cu testele trebuie si fie reasezat la locul siu exact din serie. In acest
scop, puteti s mirositi si sd comparati cu paharele rimase de cate ori este nevoie, avand in vedere ¢a in cazul
in care doriti sd reasezati paharul la locul sdu exact din serie, nu trebuie sd uitati ¢ mirosul pe care il degajd
trebuie s fie mai intens decat cel din paharul plasat imediat la dreapta si mai putin intens decat cel din paharul
plasat imediat la stinga. Testul se repetd cu incd trei pahare diferite.

Pentru a facilita operatiunea si colectarea raspunsurilor, fiecare candidat trebuie sd primeascd, pe langa
instructiunile mentionate anterior, urmatoarea lista.

SELECTIA CANDIDATILOR

Nr. test: Stimul:

Paharul separat trebuie repus la locul nr.:

Data: Nume:

Obtinerea rezultatelor

Pentru a facilita punerea in ordine a datelor fiecirui candidat, organizatorul comisiei trebuie si-i noteze in felul
urmdtor:

Numele candidatului

Stimulul studiat

Numirul de ordine
K)

Numirul de ordine

&)

Notarea
K-K) @

Procedura statisticd de notare

In cazul special al selectiei efectuate, paharele care trebuie si fie repuse in locul lor exact trebuie si fie aceleasi
pentru candidati. In conformitate cu calculele statistice realizate in acest sens, aceste pahare corespund, in
ordinea seriei, locurilor mentionate in continuare pentru fiecare stimul:
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Statut (Ch) Otetit (Vi) Ranced (Ra) Amar (Am)
Nr. pahar Nr. pahar Nr. pahar Nr. pahar
(10, 5,7, 2) (11, 3, 8, 6) (7, 4,10, 2) (6,3,11,9)

Numdrul corespunzator locului ocupat de pahare in ordinea seriei nu poate fi modificat, dat fiind faptul ci calculele
statistice pentru acest test au fost realizate tinind seama de probabilitatea cd paharele indicate sunt inlocuite la locul
lor exact in mod aleator.

Cu toate acestea, pentru a evita filtrarea informatiilor de la un candidat la altul, organizatorul comisiei trebuie sd se
asigure ca:

1. impiedicd orice comunicare intre candidati. Se modificd codul pentru fiecare candidat;
2. locul ocupat de paharele care au fost retrase nu este cunoscut de citre candidati;

3. modificd ordinea paharelor, la fiecare candidat, chiar dacd acestea sunt aceleasi pentru toti.
Fiecare candidat va primi apoi o notare in functie de rezultatele pe care le va obtine. In acest scop, se procedeazi astfel:
Se noteazd cu e}, €, ... e}, cele doudsprezece pahare care contin concentratii corespunzitoare unui stimul i’

(i = oricare dintre cei patru stimuli: fermentat, otetit, rinced §i amar), aliniate in ordine descrescitoare intensitatii
stimulului luat in considerare.

Se noteaza cu e}, unul dintre paharele alese si cu K’ pozitia pe care candidatul o va atribui paharului in momentul
repunerii in serie. Valorile K si K sunt, prin urmare, numere intregi cuprinse intre 1 si 12 inclusiv, care corespund
pozitiilor reale si respectiv atribuite de candidat.

Se noteazd cu T (abaterea maximd admisd) o valoare, stabilitd in prealabil, in cazul nostru egald cu 3, astfel incat, dacd
(K’ = K) > T, candidatul este automat eliminat ().

Dimpotrivd, in cazul in care (K’ - K) < T, candidatul, in principiu, nu este eliminat si poate, in consecintd, sd continue
testul, deoarece s-a dovedit a fi capabil sd repund stimulul luat in considerare la locul sdu exact sau cel putin in locurile
din imediata apropiere.

In acest caz, notarea atribuitd unui candidat la evaluarea unui stimul (concentratie) determinat, de exemplu seria
Lstatut” (Ch), este egald cu valoarea pitratd a diferentei dintre numarul de ordine care corespunde locului exact ocupat
de pahar in serie si celui in care a fost repus de candidat, adica:

Pﬁfh) - (K! _ K)Z

Dat fiind faptul cd aceastd operatiune trebuie s fie realizata de fiecare candidat pe patru concentratii din seria fiecirui
stimul, notarea partiald pentru fiecare stimul mentionat (Ch, de exemplu) ar fi urmétoarea:

Ch _ pCh Ch Ch , pCh
Zh=ph P 4 P pl

Pentru o mai bund intelegere, iatd urmatoarele exemple:
Exemplul nr. 1:

Sd presupunem c raspunsurile candidatului A, in ceea ce priveste cele patru concentratii ale stimulului (i) care au fost
retrase din serie, sunt urmatoarele:

Locul exact al paharului in serie Locul'in care iz}rll?i?(li{ata fost repus de Abaterea de la locul exact
(K) ) (K" - K)
7 7 7-7=0
4 5 4-5=-1
10 6 10-6 = 4 (")
2 4 2-4=-2

(') Acest candidat este eliminat, deoarece valoarea T este mai mare de 3.

()  Responsabilul juriului trebuie si instruiasca candidatul pentru ca testul si fie realizat in mod rezonabil, adic fird ca acesta sd isi

piardd acuitatea din cauza oboselii olfactive.
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Exemplul nr. 2:

Sd presupunem cd un alt candidat repune cele patru concentratii ale stimulului luat in considerare dupd cum

urmeazd:
Locul exact al paharului in serie Locul'in care [iaag?iriglas fost repus de Abaterea de la locul exact
®) i K- K)
7 7 7-7=0
4 4 4-4=0
10 7 10-7=3
2 3 2-3=-1

Acest candidat nu este eliminat, notarea lui privind acest stimul fiind:
Zi=02+0%+32+ (-1)*=10

Notarea finald a candidatului in sensul selectiei sale sau nu ca degustitor in functie de rdspunsurile sale cu privire
la cei patru stimuli luati in considerare se prezintd dupd cum urmeaza:
Ch . pCh . pCh . pCh
Ph + P) + P] + Pm - ZCh

Vi Vi Vi Vi .
Ph + P] + Pl + Pm = ZV1
Ra Ra Ra Ra
PR+ PR+ PR+ PR e

Am Am Am Am
Ph + PJ + Pl + Pm — ZAm

Z final = ZCh + .+ 7Am

in care: Ch = stitut
Vi

Ra =ranced

otetit

Am = amar

Se determind in continuare valoarea maximad a lui Z pand la care se poate considera existenta unui nivel de perceptie,
de memorie olfactiva si de organizare mentald corespunzdtor pentru ca acest candidat sd dea rdspunsul adecvat cu
privire la cei patru stimuli luati in considerare. In orice caz, Z nu este niciodatd o valoare negativa si Z = 0 arati ci
respectivul candidat a recunoscut si cuantificat corect ansamblul de saisprezece intensitdti care i-au fost prezentate
(patru pentru fiecare stimul). Valorile lui Z diferite de 0 indica faptul ca candidatul a recunoscut zonele scarii pe care
se situeazd intensitdtile alese, dar cd, in interiorul acestor zone, nu a fost in mésurd sd repund stimulii la locul lor exact
deoarece nu are o bund capacitate de discriminare, asociate gamei de intensitati care i-a fost prezentatd pentru unul
sau mai multi dintre stimulii luati in considerare.

Astfel, trebuie sd se determine valoarea criticd Z, astfel incat, in ipoteza in care candidatul repune toate paharele la
intdmplare in interiorul zonelor pe care le-a recunoscut in prealabil, probabilitatea notarii definitive Z, mai micd decat
Z,, sd fie o cantitate suficient de micad (a) care poate fi stabilitd in prealabil. Altfel spus, trebuie si se asigure ci
probabilitatea, prin acest procedeu, de a selectiona un degustitor pentru comisie nu indeplineste conditiile de
discriminare suficiente pentru intensitatile stimulilor utilizati in sensul selectiei, este mai micd decat a.

O datd fixatd valoarea a (in cazul nostru 0,05), obtinerea lui Z, depinde de distribuirea probabilititii variabilei Z, care
depinde la randul ei de distributiile probabilittii variabilelor p (K').

Dupd efectuarea calculelor statistice corespunzitoare, valoarea obtinutd pentru Z, este egald cu 34.
Dupad obtinerea notdrii Z pentru toti candidatii, cei care au o notare mai mare de 34 trebuie si fie eliminati.

A se vedea, drept exemplu, notdrile candidatilor A si B:

Stimul Candidat A Candidat B

Stitut (Ch) ZP =10 zh =12
Otetit (Vi) ZV=10 ZVi=11

Ranced (Ra) 7R =10 ZR =15
Amar (Am) Z7Am = 4 ZAm =0
=34 T =38

Deoarece valorile lui Z pentru cei doi candidati luati in considerare sunt de 34, respectiv 38, candidatul A va fi retinut,
in timp ce candidatul B va fi eliminat. Dupd eliminarea tuturor candidatilor care au obtinut o notare mai mare de 34,
cei rdimasi sunt clasificati in functie de valorile Z pana la completarea echipei de doisprezece candidati pe care dorim
sd ii avem.
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9.5.

9.6.

10.

10.1.

Antrenamentul

Antrenamentul are ca obiectiv fundamental:

(a) familiarizarea degustatorilor cu multiplele variante gustativo-olfactiv-tactile pe care le oferd uleiurile de
misline;

(b) familiarizarea degustitorilor cu metodologia senzoriald specifici;

(c) cresterea abilititii individuale de a recunoaste, identifica si cuantifica stimulii senzoriali
si
§

(d

imbundtitirea acuitatii si memoriei in privinta diferitilor stimuli luati in considerare, pentru a ajunge la
evaludri consecvente.

Perioada de antrenament constd de obicei intr-o serie de sedinte, in functie de posibilitatile echipei si ale
studiului, in cursul cdrora, dupd analiza individuald a uleiurilor, degustdtorii discutd impreund cu
organizatorul comisiei dificultitile intalnite si comenteazd calificativele in vederea unificarii criteriilor si a
opiniilor.

Nivelul de antrenament atins dupd un numdr dat de sedinte este evaluat prin evidentierea cresterii procentului
de raspunsuri exacte, in cazul in care se utilizeazd teste de discriminare, sau prin analiza variatiilor calificarilor
individuale medii ale grupului, in cazul testelor efectuate cu ajutorul unei scari.

Utilitatea practicd a acestei perioade de antrenament a fost amplu discutatd, dar in prezent este consideratd
foarte eficace si chiar indispensabild in cazul in care dorim s dispunem de datele senzoriale exacte si precise.

Controlul

Echipele de degustatori veterani realizeazd de obicei degustdri regulate si urmate de teste senzoriale care
necesitd mari eforturi din partea lor. Discutiile prezintd o mare importanta tehnologicd si comerciald care
depinde deseori de evaludrile lor si astfel, dupd ce au fost selectati si bine antrenati, degustatorii trebuie sa fie
supusi unor controale care trebuie si garanteze fiabilitatea rezultatelor.

In orice caz, dupd constituirea comisiilor si supunerea acestora la teste de rutind, trebuie sa se controleze in
mod regulat ,performanta” acestora la intervale adecvate.

PROCEDURA CARE TREBUIE RESPECTATA LA EVALUAREA ORGANOLEPTICA A ULEIULUI DE
MASLINE VIRGIN

De la indeplinirea conditiilor indicate in normele mentionate anterior, disponibilitatea mijloacelor necesare
si selectia grupului de degustitori, fiecare dintre ei trebuie sd miroasd, apoi sd deguste (!) uleiul supus
examindrii, aflat in paharul de degustat, pentru a putea analiza perceptiile olfactive, gustative, tactile si
chinestezice cu ajutorul fisei din figura 2, pe care trebuie sd noteze prezenta si valoarea pe care o atribuie
intensitdtii acestor perceptii. In continuare, trebuie s treaci la faza de notare a calitdtii uleiului.

Utilizarea fisei de la figura 2 (descrierea aromei si notarea calitatii)
In partea stangi a fisei se afld unele dintre perceptiile senzoriale cele mai caracteristice pe care le regasim cel
mai adesea la uleiurile de mdsline si care descriu aroma. In cazul in care se percep alti stimuli care nu

corespund calificativelor enumerate, degustatorul trebuie sa le noteze la rubrica ,altele” folosind calificativul
sau calificativele care le descriu cel mai precis.

Stimulii perceptibili trebuie si fie evaluati proportional cu intensitatea prin indicarea unui semn (+) in rubrica
corespunzdtoare, conform urmditorului criteriu:

1: abia perceptibil

2: slab

3: mediu

4: mare

5: extrem

In partea dreaptd a fisei se afld o scard de la 11a 9 (9 pentru calitate exceptionald si 1 pentru cea mai proastd
calitate), care trebuie utilizatd de degustitor pentru a da o notare unicd, de ansamblu, caracteristicilor ulejului.

Aceastd notare trebuie sd fie in conformitate cu calitdtile si defectele identificate in ulei si evidentiate deja in
partea stangd a fisei.

(") Acesta se poate abtine dacd observd un anumit atribut extrem de neplicut, si va nota pe fisa de notare aceastd circumstantd

exceptionald.
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Prima coloan (defecte) a tabelului de notdri cuprinde cinci rubrici, in consecintd, clasificarea uleiurilor trebuie
sd se bazeze in principal pe absenta totald sau prezenta aromelor defectuoase, precum si pe gravitate sau
intensitate mai mare sau mai putin mare a defectelor. Cu toate acestea, deoarece scara de evaluare are 9 puncte,
trebuie sd se tind seama de anumite nuante sau aspecte, descrise in a doua coloani ,caracteristici”, care
contribuie definitiv la luarea unei decizii privind notarea totald a calitatii.

Notarea finald

Organizatorul comisiei trebuie s adune fisele completate ale fiecirui degustitor pentru a verifica dacd
atributele senzoriale si intensitdtile cu care le-a perceput si notat in ,fisa de profil” corespund cu evaluarea
atribuitd uleiului in ,tabelul de notare”. In cazul unei diferente mari, organizatorul trebuie si ceard
degustatorului sd revizuiascd fisa de notare.

Dacd este necesar, degustatorul trebuie sd repete testul.

In final, organizatorul comisiei trebuie sd treacd la introducerea in tabel a notrilor intregului grup si la
calcularea mediei aritmetice si erorii-tip (a mediei) ce rezultd.

In cazul in care eroarea-tip este mai mare decat eroarea metodei, trebuie si repete testul pentru intregul grup.
Grupul trebuie sd repete testul pand la obtinerea a trei evaludri pe mostrd numai in cazul unei analize de
revizuire. Notarea finald este rezultanta mediei celor trei notdri date, cu o zecimali.

In cazul in care valoarea intensitatii medii a amarului si/sau picantului este mai mare decat 2,5, uleiul trebuie
sd primeascd notarea corespunzitoare, addugand cd acesta este extrem de amar sifsau picant.

Exprimarea rezultatelor: organizatorul comisiei, pe baza notdrii medii, determind categoria in care intrd
mostra, conform limitelor previzute in anexa I. Raportul de analiza indicd numai aceastd categorie.

Notd: Mostrele trebuie s3 fie pastrate in recipiente inchise si la frigider pand in momentul analizei si trebuie si fie repuse
la loc pand la completarea celor trei evaludri.
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Figura 2
Ulei de misline virgin
Foaie de profil Tabel de notare
Note gustativo-olfactivo-tactile (2
’ Defecte Caracteristici Evavluare
&) globali: puncte
314]5 Cu aromi de misline 9
Masline (coapte i verzi) () Nici unul Cu arom3 de misline §i de 8
alte fructe proaspete 7
Mir
Alt (alte) fruct (fructe} copt (COPLE) wuveernrvnrcerseennaee Usoare sau abia Cu aromi fructatd slabi, 6
perceptibile indiferent de fruct
Verde (frunzi, iarb3)
Amar Cu aromi fructati putin
Perceptibile defectuoasi, mirosuri si 5
Picant savori anormale
Dulce
Alt (alte) atribut (atribute) tolerabil (tolerabile) .......... C'ar.e pot fi ev.u.ievn.;.l ate, la | Net d'efecttvms, mirosurt st 4
limita acceptabilitatii savori neplicute
(Ce atribute?
) Mirosuri i savori total 3
Mari sifsau acute clar inadmisibil
t 2
Acru/Spirtos/Otetit/Acid (1) perceptibile facmisiblie pentru
consum 1
Aspru
Metalic
Observatii:
Mucegai (1)
Drojdii
Numele degustitorului:
Fermentat
Rénced

Al (alte) atribut (atribute) intolerabil (intolerabile)

(Ce atribute?

Codul mostrei:

Data:

(1) Se bifeazi mentiunea inutil3.
() Intensitatea perceptiei

e)

Abia perceptibild

Usoard

Medie

Mare

Extrem

el el =4
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2.1.

ANALIZA SENZORIALA: VOCABULAR GENERAL DE BAZA

OBIECT

Prezenta normd are ca obiect colectarea termenilor generali utilizati pentru analiza senzoriald i furnizarea
definitiei acestora.

Vocabular

Terminologia generald

Analiza senzoriald (subst.):

examen al proprietdtilor organoleptice ale unui produs cu ajutorul organelor de simf.
Perceptie (subst.):

luarea la cunostinta senzoriald a obiectelor sau evenimentelor exterioare.

Organoleptic (adj.) (caracter sau proprietate):

califica orice proprictate a unui produs perceptibil cu ajutorul organelor de simt.
Expert (subst.):

(in ceea ce priveste examenul caracteristicilor organoleptice)

degustator specializat in analiza senzoriald a unui produs determinat care detine cunostinte fundamentale in
materie de elaborare a produsului mentionat si a preferintelor pietei.

Degustdtor (subst.):

persoand perspicace, sensibild, selectionatd si antrenatd care evalueaza caracteristicile organoleptice ale unui
produs alimentar cu organele sale de simf.

Comisie (subst.):

grup de degustdtori care au fost supusi unei selectii si unui antrenament speciale, care se reuneste pentru a
efectua, in conditii controlate, analiza senzoriald a produsului.

Senzatie (subst.):

fenomen subiectiv rezultat al stimulului unui sistem senzorial. Acest fenomen este subiectiv discriminatoriu
sau obiectiv definitoriu cu ajutorul organului senzorial luat in considerare, in functie de natura sau calitatea
stimulului, precum si de intensitatea sa.

Acuitate (subst.):

aptitudinea organelor senzoriale de a percepe calitativ si cantitativ un stimul de slabd intensitate sau diferente
usoare intre stimuli. In francezd, acest termen este diferit de termenul ,sensibilitate”, care nu se referd la nivelul
aptitudinii.

Degustare (subst.):

operatiune care constd in a percepe, analiza i judeca caracteristicile organoleptice i, in special, caracteristicile
gustativ-olfactive, tactile si chinestezice ale unui produs alimentar.

Acceptare (subst.):
act ce constd, pentru un individ sau o populatie, in primirea favorabild a unui produs.
Armonie (subst.):

calitatea unui produs care provoacd o senzatie generald plicutd. Aceastd senzatie este datoratd perceptiei
constituentilor unui produs sub forma de stimuli gustativo-olfactivi, tactili si chinestezici, avand in vedere
raporturile lor de concentratie adecvate.

Acceptabilitate (subst.):

starea unui produs primit in mod favorabil de un individ sau o populatie, in functie de propriettile sale
organoleptice.

Discriminare (subst.):
diferentiere calitativa si/sau cantitativi intre doi sau mai multi stimuli.
Compensare (subst.):

rezultat al interactiunii consecutive la un ansamblu de stimuli, astfel incat fiecare dintre ei si fie perceput mai
putin intens decat la perceperea izolata.
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Aspect (subst.):

ansamblu de caracteristici organoleptice percepute de organul vederii: dimensiune, formd, culoare,
conformatie, turbiditate, limpiditate, fluiditate, spumd si efervescentd. Acest termen se utilizeaza de preferintd
la ,forma exterioard”.

Atribut (subst.):

proprietate caracteristicd perceptibil.

Terminologie referitoare la fiziologie
Stimul (subst.):

agent fizic sau chimic care produce in mod specific raspunsul receptorilor senzoriali externi sau interni
(pl.:stimuli).

Gust (subst.):

(simtul gustului)

simgul ai cdrui receptori se afld in gurd, in special pe limbd, si sunt activati de diferiti compusi in solutie.
Gustativ (adj.):

calificd proprietatea unui produs capabil si stimuleze aparatul gustativ prin trezirea simfurilor
corespunzitoare uneia sau mai multor dintre cele patru gusturi fundamentale: dulce, sarat, acid si amar.

Receptor (subst.):

structurd specializatd a unui organ senzorial excitabil, capabil sd primeascd un stimul si si il transforme in
influx nervos.

Notd: Receptorii sunt clasificati in functie de tipul de energie asociatd stimulului (lumind, cildurd, sunet etc.).
Olfactie (subst.):

functie a organului olfactiv, in vederea perceptiei si discriminarii moleculelor care patrund, in fazd gazoas3,
din exterior, pe cale nazald directd sau indirectd.

Intensitate (subst.):
grad de energie al unei calitdti masurabile cu ajutorul unei scari cantitative de valori superioare valorii-prag.
Adaptare senzoriald (subst.):

modificarea temporard a acuitdtii pentru perceperea stimulilor senzoriali, in urma unei expuneri continue si
repetate la acelasi stimul sau la un stimul asemandtor.

Inhibare (subst.):

lipsa raspunsului unui organ senzorial sau a unei parti a acestui organ, in ciuda faptului ci este supus actiunii
unui stimul adecvat cu o intensitate superioard intensitatii-prag.

Rdspuns (subst.):

actiune prin care celulele senzoriale rispund la cea a unuia sau mai multor stimuli care se referd la 0 modalitate
senzoriald definitd.

Corp (subst.):

senzatie tactild perceputd in gurd care conferd un grad de densitate, de viscozitate, de consistentd sau de
compactitate a unui produs alimentar.

Mireasmd (subst.):

miros proaspdt, suav si delicios.

A mirosi (verb):

(simt activ aplicat simtului mirosului).

Desemneazd actiunea de a percepe un miros. Sinonimul este ,odorer” (a simti un miros) (in francezd, acest
verb, desi rar folosit, poate fi considerat ca fiind sinonim).

Obiectiv (adj.):

(a) calificd senzatia provocatd de reprezentarea reald si verificabild a obiectului, reducand la minimum factorii
umani (de exemplu preferinta, obisnuinta, afectivitatea);

(b) calificd tehnica ce permite, prin intermediul metodelor senzoriale sau instrumentale, reducerea la
minimum a erorilor personale.

Notd: Folosirea, ca sinonim, a termenului ,instrumental” nu este recomandata.
Subiectiv (adj.):

calificd senzatia provocatd de o perceptie, conditionatd de gandirea sau de sentimentele fiecaruia, nu numai
de stimuli.
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Chinestezie:

ansamblu de senzatii care rezultd dintr-o presiune aplicatd mostrei printr-o miscare in cavitatea bucald sau
cu degetele (de exemplu, presiunea degetelor in cazul branzei).

Prag (subst.):
Prag absolut:
valoare minimd a unui stimul senzorial necesar:
— la suscitarea unei senzatii (prag de aparitie sau de detectare)
sau
— la recunoasterea senzatiei percepute (prag de identificare).
Prag diferential:
valoare minimd a unui stimul senzorial care determind o diferentd perceptibild in intensitatea senzatiei.
Prag final:
valoarea maxima a unui stimul deasupra cireia nu mai existd diferentd perceptibild in intensitatea senzatiei.
Prag preferential:

valoare cantitativi minima a unui stimul sau valoare criticd supra-liminard a acestui stimul ce corespunde
aparitiei unui raspuns de atractie sau de respingere fatd de un stimul neutru, de exemplu, in alegerea dintre
o solutie zaharatd si apa.

Notd: Trebuie si se facd distinctia intre pragul absolut de preferintd si pragul diferential de preferinta.
Intraliminar (adj.):

calificd un stimul care se situeazd sub pragul absolut.

Supraliminar (adj.):

calificd un stimul care se situeazd deasupra pragului absolut.

Oboseald senzoriald:

formd de adaptare senzoriald ce corespunde unei diminudri a acuitatii.

Compensare (subst.):

rezultat al interactiunii consecutive la un ansamblu de stimuli, astfel incat fiecare dintre ei sa fie perceput mai
putin intens decat la perceperea izolatd.

Sinergic (adj.):

efect sau actiune conjugatd a substantelor determinate, astfel incat intensitatea caracteristicilor organoleptice
ce rezultd din asocierea lor sd fie mai mare decat cea care este asteptatd prin simpla addugare a intensitatilor
fiecdreia, luate separat.

Efect de contrast:

mdrirea raspunsului la diferentele dintre doi stimuli simultani sau consecutivi.

Inversul efectului de convergenta.

Efect de convergenta:

diminuarea raspunsului la diferentele dintre doi stimuli simultani sau consecutivi. Inversul efectului de
contrast.

Terminologie referitoare la proprietitile organoleptice

Acid (adj.):

(a) calificd savoarea elementard provocatd de solutii apoase diluate a marii majoritdti a acizilor (de exemplu,
acid citric, lactic i tartric);

(b) calificd proprietatea substantelor pure sau a amestecurilor a cdror degustare provoacd aceastd savoare.
Substantivul corespunzitor este aciditate.
Acru (adj.):

calificd senzatia gustativd-olfactivd, predominand in general acizii de origine fermentativa, precum si
produsele alimentare care produc aceastd senzatie.

Anumiti factori ce contribuie la aceastd senzatie sunt legati de procesul de fermentare, de exemplu fermentare
aceticd sau lacticd, a unui produs alimentar.
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Amard (savoare) (adj.):

(a) calificd savoarea elementard provocatd de solutii apoase diluate de diverse substante, precum chinina,
cafeina si a substantelor heterozide determinate;

(b) calificd proprietatea substantelor pure si a amestecurilor a cdror degustare provoacd aceastd savoare.
Substantivul corespunzdtor este amdreald.
Sdratd (savoare) (adj.):

(a) senzatie caracteristicd perceputd prin simtul gustului; cea provocata de o solutie de clorurd de sodiu este
exemplul cel mai tipic;

(b) calificd proprietatea substantelor sau a amestecurilor a ciror degustare provoaci aceastd savoare.
Substantivul corespunzdtor este salinitate.

Zaharatd (savoare) (adj.):

(a) calificd savoarea elementard provocatd de solutiile apoase ale diverselor substante, precum zaharoza;
(b) calificd proprietatea substantelor pure sau a amestecurilor a ciror degustare provoacd aceastd savoare.
Substantivul corespunzdtor este zaharificare.

Astringentd (savoare) (adj.):

(a) calificd senzatia complexd produsd in gurd de o solutie apoasd diluatd de produse precum anumite
taninuri (de exemplu, taninurile kaki si taninuri ale porumbei);

(b) calificd proprietatea substantelor pure sau a amestecurilor care produc aceastd senzatie.

Substantivul corespunzitor este astringenta.

Aromd (subst.):

prin aroma se intelege ansamblul perceptiilor stimulilor gustativo-olfactivi, tactili, chinestezici care permit
unui subiect sd identifice un produs alimentar si sd stabileascd un criteriu, la diferite nivele, favorabil sau
defavorabil privind produsul in cauza.

Savoare (subst.):

(a) senzatii percepute de papilele gustative atunci cand sunt stimulate de anumite substante solubile;

(b) calitate a senzatiei speciale produse de aceste substante.

Savoare elementard (subst.):

fiecare dintre cele patru savori recunoscute: dulce, siratd, acidd, amara.

Miros (subst.):

(a) ansamblul senzatiilor percepute de organul olfactiv prin inspirarea anumitor substante volatile;

(b) calitate a senzatiei speciale produse de fiecare dintre substantele mentionate anterior.

Parfum (subst.):

(a) senzatii plicute percepute de organul olfactiv pe cale indirectd in timpul degustdrii unui produs alimentar;

(b) in industria parfumului si in limbajul obisnuit, acest termen este folosit, de asemenea, in cazul acelorasi
senzatii percepute pe cale nazald directd.

Gustul rdmas (subst.):

ansamblul senzatiilor percepute dupd disparitia stimulului din gurd si care este diferit fatd de celelalte
percepute in prealabil.

Aromatic (adj.):

(a) calificd proprietatea substantelor pure sau a amestecurilor a ciror degustare produce senzatiile calificate
drept ,aromate”;

(b) calificd produsele alimentare a ciror examinare pe cale nazald directd produce senzatiile de miros placut
si prospetime.
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Texturd (subst.):

ansamblul caracteristicilor stirii solide sau reologice a unui produs alimentar capabil sd stimuleze receptorii
mecanici, in timpul degustrii, si in special a celor situati in regiunea bucald.

Notd: Acest termen se aplicd numai proprietdtilor obiective, nu in cazul senzatiilor produse, care sunt desemnate prin
termeni generali, precum consistentd, fibrozitate, onctuozitate etc.

o

A plimba in gurd” (a savura sau a degusta in gurd) (verb):

actiune ce tinde ca un produs alimentar situat in gurd sd intre in contact cu toate zonele sale sensibile in scopul
de percepe senzatiile bucale pe care le provoaca.

Notd: Acest vocabular poate fi imbogatit consultind Normele ISO 5492, partile I-V, si alte lucréri, precum cea elaboratd
de J.L. Magnen, Caietele tehnice ale Centrului National de Coordonare a Studiilor si Cercetdrilor privind Nutritia i
Alimentatia etc.

PAHAR PENTRU DEGUSTAREA ULEIURILOR

OBIECT

Prezenta normd are ca scop descrierea caracteristicilor paharului destinat analizei organoleptice a uleiurilor
comestibile (miros, savoare, aroma).

In plus, ea descrie dispozitivul de incilzire adaptat, necesar pentru obtinerea si mentinerea temperaturii
adecvate pentru aceastd analiza.

DESCRIEREA PAHARULUI

Schita din figura 1 a fost desenata in scopul de a optimiza caracteristicile pe care trebuie si le prezinte un astfel
de instrument si ale cirui aspecte fundamentale sunt precizate in continuare:

(a) stabilitate maximd, prin evitarea balansdrii paharului i a rdsturndrii uleiului continut;
(b) forma usor adaptabild cavitatilor unui bloc de incilzire ce permite o incilzire uniformd a bazei paharului;
(c) ingustarea gurii ce favorizeazd concentrarea mirosurilor si faciliteaza identificarea acestora;

d) sticldinchisi la culoare, astfel incat degustitorul si nu poatd evalua culoarea uleiului, ceea ce elimina orice
prejudecatd si posibilitatea de a fi obiectiv, ceea ce ar putea dduna obiectivitatii determindrii.

Dimensiuni

Schita paharului este cea prezentatd in figura 1, cu urmdtoarele dimensiuni:

— CAPACIALE TOTAlE ...utveeeeiiiiiiiiie et 130 ml + 10 ml,
— INAlEME tOtald ..o 60 mm * 1 mm,
— diametrul GUITT ..o 50 mm * 1 mm,
— diametrul partii celei mailargi ...........coooooiiiiiiii 70 mm + 1 mm,

— diametrul bazei 35 mm * 1 mm,

— grosimea peretilor laterali ai paharului ............ccccooiiiiiniiiiiiii 1,5 mm % 0,2 mm,

— grosimea fundului paharulu ............cccooiiiiii 5mm £ 1 mm.

Fiecare pahar trebuie si fie insotit de un capac de sticld cu un diametru mai mare cu aproximativ 10 mm decat
cel al gurii. Acest capac va servi drept dispozitiv de acoperire pentru a evita pierderea mirosului si patrunderea
prafului.

Caracteristici de fabricatie

Paharul trebuie si fie fabricat din sticld rezistentd, de culoare inchisd pentru a impiedica evaluarea culorii
continutului i sd nu prezinte zgarieturi si bule.

Marginea paharului trebuie si fie regulatd, neteda si rotunjitd.

Paharul trebuie sd fie din sticld arsd, pentru a-i permite sa reziste la variatiile de temperaturd pe care trebuie
sd le suporte pe parcursul testelor.
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Reguli de utilizare

Curdtarea paharelor trebuie si se faci folosindu-se sapun sau detergent fird miros si sa fie urmatd de mai multe
clatiri pand la eliminarea totald a produsului folosit. In cele din urmd, paharele se cldtesc cu apa distilat, iar
dupi scurgere, se usucd intr-o etuvd de uscare.

Nu trebuie si se foloseascd acizi concentrati sau amestecuri cu acid cromic.

Paharele trebuie sa fie pastrate intr-o etuvd pand la utilizare sau si fie mentinute intr-un dulap, protejate de
orice contaminare cu mirosuri anormale.

Inaintea fiecdrei utilizdri trebuie sd se asigure prin mirosire cd paharele nu contin nici un miros anormal. La
prepararea testului, se are in vedere notarea codului fiecarui pahar si al uleiului corespunzitor. Aceastd
corespondentd a codului si a ulejului va fi cunoscutd numai de catre organizatorul experimentului.

DISPOZITIV DE INCALZIRE A MOSTRELOR

Examenul organoleptic al mostrelor trebuie sd se facd la o temperaturd datd care se situeazd, pentru uleiurile
alimentare, la 28 * 2 °C. Pentru a ajunge la aceastd temperaturd, trebuie sd se instaleze in interiorul fiecdrei
cabine, la indemana degustatorului, un dispozitiv de incdlzire (a se vedea figura 2). Acest dispozitiv constad
intr-un bloc de aluminiu scufundat intr-un bazin cu apd reglatd de termostat, cu scopul de a obtine o
temperaturd uniformd. Acest bloc prezintd o serie de cavitdti pentru a adapta acestora fundul paharelor.
Diferenta de temperaturd dintre dispozitivul de incalzire si uleiul din paharele asezate in cavitatile diferitelor
blocuri nu trebuie sd fie mai mare de * 2 °C.

Figura 1 - Pahar pentru degustare
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Figura 2 - Dispozitiv de incalzire a mostrelor
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GHID PENTRU INSTALAREA UNEI SALI PENTRU DEGUSTARE

1. INTRODUCERE

Sala pentru degustare trebuie sd ofere grupului de degustitori care efectueazi testele senzoriale un mediu
adecvat, confortabil si standardizat de naturd si faciliteze munca lor si si contribuie la imbundtitirea
repetabilitatii si reproductibilitatii rezultatelor.

2. OBIECT

Prezenta normd are ca scop precizarea conditiilor esentiale de care trebuie s se {ind seama la amenajarea unei
sili pentru degustare.

3. SPECIFICATII GENERALE PENTRU INSTALARE

Orice incdpere, indiferent de suprafata acesteia (vezi punctul 3.1) trebuie sd indeplineascd urmitoarele
specificatii:

Incdperea trebuie s fie agreabild si bine luminati (a se vedea punctul 3.2), pastrand totodatd un aspect neutru.
In acest scop, este recomandat sd se utilizeze pentru pereti o nuantd uni, relaxanti si luminoasd, astfel incat
sd creeze o atmosferd relaxatd (1).

Inciperea trebuie si poatd fi curdtatd cu usurind. In plus, ea trebuie sd fie departe de orice sursd de
zgomoteste, de preferintd, izolat fonic. De asemenea, ea trebuie si fie departe de orice miros anormal, motiv
pentru care trebuie, daci este posibil, sd fie dotatd cu un dispozitiv de ventilatie eficient. In cazul fluctuatiilor
sensibile ale temperaturii ambiante, sala pentru degustare trebuie si fie dotatd cu o instalatie de aer
conditionat, astfel incat temperatura si poatd fi mentinuti la o valoare de 20-22 °C.

3.1. Dimensiuni

Dimensiunile incdperii depind cel mai adesea de posibilitatile laboratoarelor sau ale intreprinderilor. In
general, incdperea trebuie si fie suficient de spatioasd pentru a permite instalarea a aproximativ zece cabine,
precum si a unei zone pentru prepararea mostrelor.

In orice caz, se recomanda ca spatiul rezervat instalatiilor s fie mai mare, pentru a putea prevedea, de
asemenea, dependinte anexe pentru, de exemplu, curdtarea materialului, aranjatul felurilor de mancare,
precum si pentru reuniunile in ,,comisie deschisa”.

3.2.  Iluminatul

Iluminatul general, fie c este asigurat de lumina solard sau de limpi (de exemplu, tuburi tip ,lumina zilei”),
trebuie sa fie uniform, reglabil si cu lumina difuzd.

3.3.  Temperatura si starea higrometricd

Incinta trebuie sd fie mentinutd constant in conditii termice si higrometrice agreabile. Cu exceptia
circumstantelor speciale, se recomandd mentinerea unei temperaturi de 20-22 °C si o stare higrometricd de
60-70 % umiditate relativ.

4. DESCRIEREA CABINELOR

41.  Caracteristici generale
Cabinele pentru analiza senzoriald trebuie si fie montate una lang3 alta in incipere.

Ele trebuie sa fie identice si separate intre ele prin pereti suficienti de inalti si grosi pentru a izola degustatori
odatd agezati.

Cabinele pot fi fabricate din orice material adecvat care se intretine usor (de exemplu lemn, placaj melaminat,
panouri laminate etc.). In cazul in care se utilizeazd vopsea, aceasta trebuie sa fie complet inodora dup uscare.

Scaunele prevazute in fiecare cabind trebuie sa fie confortabile si cu inaltime reglabila.

Fiecare cabind trebuie si aibd, de asemenea, iluminat individual reglabil in ceea ce priveste atat directia, cat
si intensitatea.

Se recomanda ca aceste cabine si fie dotate cu un buton pentru un semnalizator luminos care sd ii permitd
degustatorului sd comunice persoanei care se ocupd de el, aflate in exterior, fard ca acest lucru sa 1i distraga
pe ceilalti, cd a incheiat testul, cd doreste sa i se trimitd alte mostre, cd ii lipseste un anumit instrument, cd
a observat o neregularitate sau cd doreste informatii etc.

(")  Culoarea incdperii i iluminarea acesteia pot influenta rezultatele analizei senzoriale.



03/vol. 10

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

137

4.2.

4.3.

Dimensiuni
Cabinele trebuie si fie suficient de mari si de confortabile.
in general, trebuie si se respecte urmdtoarele dimensiuni:
— litime:
0,75 metri (fird chiuvetd);
0,85 metri (cu chiuvetd);
— lungime:
0,50 metri (masa);
0,20 metri (in plus, pentru peretele despartitor);
— indltimea peretilor despartitori:
minim 0,60 metri, misurati pornind de la mas3;
— indltimea mesei:

0,75 metri.

Asezare
Suprafata mesei trebuie sd poatd fi curdtatd cu usurinta.

O parte a acestei suprafete trebuie si fie rezervatd montirii unei chiuvete cu api curenti potabila. In cazul
in care nu se poate realiza acest lucru, spatiul in cauzd trebuie rezervat pentru a amplasa o cuvd, o scuipdtoare
sau alte dispozitive similare.

In cazul in care, in timpul realizarii testului, mostrele trebuie mentinute la o temperaturd constanti mai mare
sau mai mica decat temperatura ambiantd, trebuie sa existe un echipament adecvat in acest scop (baie de aburi,
placid de incilzire etc.).

De asemenea, se poate instala o etajerd, la aproximativ 1,10 metri de sol, pentru a aranja diferite accesorii
(pahare, materiale de dimensiuni mici etc.).

fn cazul in care asezarea cabinelor in sala de degustare o permite, se recomanda instalarea unui dispozitiv
pentru facilitarea prezentdrii mostrelor. Acest dispozitiv poate fi in forma de glisiera (figura 1), de giruetd
rotativd pe verticald (figura 2), recomandata in special pentru paharele sau cupele inalte, sau de dispozitiv cu
deschizaturd orizontald, in cazul in care recipientele in care se servesc mostrele nu sunt foarte inalte (figura 3).
Practic, cabina trebuie sd aibd o deschizaturd suficient de mare pentru a permite trecerea tavilor de serviciu
si a paharelor ce contin mostrele care urmeaza sd fie examinate.

Figura 4 prezintd un exemplu schematic de sald de degustare si anexe.

ANEXE

Daci spatiul o permite, se recomanda si se prevada inciperi separate pentru prepararea mostrelor (in scopuri
culinare sau in alte scopuri), aranjarea paharelor sau ustensilelor, precum si pentru discutii prealabile sau
ulterioare testelor. in cazul in care existi astfel de camere, ele trebuie si fie intotdeauna curate si sd nu
deranjeze, prin mirosul lor, zgomote sau discutii ale persoanelor reunite, munca comisiei din sala de
degustare.

Nota: Conditiile descrise anterior sunt conditii ideale. Cu toate acestea, in cazul in care nu este posibil si se dispund de o
sald rezervatd numai analizelor senzoriale, testele ar putea fi realizate intr-o incdpere care indeplineste conditiile
minime descrise (lumind, temperaturd, zgomote, mirosuri), instalindu-se cabine mobile ficute din elemente
demontabile si pliabile, astfel incat s asigure, cel putin, separarea intentionata a fiecirui degustitor.
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DISPOZITIV ROTATIV DE PREZENTARE A MOSTRELOR

Figura 2
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DISPOZITIV CU FEREASTRA PENTRU PREZENTAREA MOSTRELOR

Figura 3
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LABORATOR DE ANALIZA SENZORIALA (exemplu)

Figura 4 - Exemplu de sald de degustare
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A:  Cabini

B:  Sali pentru curiitarea materialului si prepararea mostrelor
C: Sali pentru testare cu comisie deschisa
D:  Birou

E:  Salide agteptare

F Frigider

H:  Etuva-cuptor

L:  Masini de spilat vase

Pi:  Chiuvetd

AR: Dulap sau dulap in perete

MR: Masi rulantd auxiliard

DF: Distribuirea imprimatelor

MC: Masi rotundi

P:  Rogojind
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1.2.1.

ANEXA XIII

DOVADA RAFINARII

NEUTRALIZAREA $I DECOLORAREA ULEIULUI DE MASLINE IN LABORATOR

Neutralizarea uleiului

Aparaturd

pahar de laborator de 300 ml de forma inalt3;
centrifugd de laborator cu tuburi de 100 mm;
pahar de laborator de 250 ml;

baloane de 100 ml;

palnie de decantare de 1 litru.

Reactivi

solutie apoasd de hidroxid de sodiu de 12 %;
solutie etanolicd de 1 % de fenolftalein;
hexan pur pentru analizd;

alcool izopropilic pur pentru analiza.

Mod de lucru

@)

Uleiuri cu o aciditate exprimatd in acid oleic mai micd de 30 %

Se introduc, intr-un pahar de laborator de 300 mm de forma inaltd, 50 g de ulei brut si se incilzesc pand
la 65 °C la baie de aburi. Agitdndu-se lent, se adaugd o cantitate de solutie de hidroxid de sodiu de 12 %
ce corespunde aciditatii libere a uleiului, cu un exces de 5 %. Se continud sa se agite timp de cinci minute,
mentinand temperatura la 65 °C.

Se transferd totul in eprubete de centrifugare de 100 ml, se separd pasta de sdpun prin centrifugare. Se
toarnd uleiul decantat intr-un pahar de laborator de 250 ml si se spald cu 50-60 ml apa distilata fiartd,
eliminand in acelasi timp stratul apos cu ajutorul unui sifon. Se repetd spildrile pand la eliminarea
completd a urmelor de sdpun rezidual (disparitia coloratiei roz a fenolftanelinei).

Se centrifugheazd uleiul pentru a elimina micile cantitdti de apa reziduald.

Uleiuri cu o aciditate exprimatd in acid oleic mai mare de 30 %

intr-o palnie de decantare de un litru, se introduc 50 g de ulei brut, 200 ml de hexan, 100 ml de alcool
izopropilic §i o cantitate de solutie de hidroxid de sodiu de 12 % ce corespunde aciditatii libere a uleiului,
cu un supliment de 0,3 %.

Se agitd energic timp de 1 minut. Se adaugd 100 ml de apa distilatd, se agitd din nou si se lasd in repaus.

Dupi separarea straturilor, se lasd s3 se scurgd stratul inferior ce contine sdpun. intre cele doud straturi
(uleios deasupra si apos dedesubt) se formeazd deseori un strat intermediar format din mucilagii si din
substante insolubile care trebuie s fie, de asemenea, eliminat. In continuare, se trece la spilarea solutiei
hexanice de ulei neutru cu 50-60 ml dintr-o solutie de alcool izopropilic/apd distilatd 1/1 (v/v) pand la
disparitia coloratiei roz a fenolftaleinei. Se trece apoi la eliminarea completd a hexanului prin distilare
in vid (de exemplu, in evaporatorul rotativ).

Decolorarea uleiului neutralizat

Aparaturd

balon de 250 ml cu 3 gaturi din sticld rodatd ce permit inserarea:

(a) unui termometru gradat in grade ce permite citirea pand la 90 °C;

(b) un agitator mecanic care functioneaza cu 250-300 turatii pe minut, echipat pentru functionarea in
vid;

(c) un racord pentru pompa de vid;

pompd de vid, echipatd cu un manometru, capabil si dea presiuni reziduale de 15-30 milibari.
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1.2.2.

Mod de lucru

Se cantdresc in balonul cu 3 gaturi aproximativ 100 g de ulei neutralizat. Se insereazd termometrul si
agitatorul, se conecteazd la pompa de vid si se incilzeste pand la 90 °C, agitand. Se mentine aceastd
temperaturd, agitind mereu, pand cand uleiul analizat elimind complet umiditatea sa (aproximativ treizeci de
minute). Se intrerupe vidul si se adaugd 2-3 g de pamant activat.

Se restabileste vidul pand la obtinerea unei presiuni reziduale de 15-30 milibari si, la aceeasi temperaturd de
90 °C, se agitd timp de treizeci de minute la aproximativ 250 turatii pe minut.

Se filtreazd apoi la cald intr-o etuvd termostatica (50-60 °C).
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ANEXA XIV

NOTELE ADITIONALE 2, 3 $I 4 LA CAPITOLUL 15 DIN NOMENCLATURA COMBINATA

1. ,Nota 2 A:

Nota 2 B:

Se considerd «ulei de misline» in sensul numerelor de cod NC 1509 si 1510 numai uleiul ce provine
exclusiv din tratarea mislinelor, cu exceptia uleiului de mdsline reesterificat i a oricirui amestec
de ulei de misline cu uleiuri de altd natura.

Prezenta uleiului de misline reesterificat sau a ulejurilor de altd naturd se stabileste cu ajutorul
metodelor indicate in anexele VII, IX si XII. Caracteristicile analitice referitoare la continutul de
steroli si de acizi al tuturor uleiurilor de masline de la numerele de cod NC 1509 si 1510 figureazi
in tabelul mentionat in continuare.

Tabelul 1 - Continutul de acizi in Tabelul II -
procente Continutul de steroli in procente
Acid miristic M 0,1 Colesterol M 0,5
Acid linolenic M 0,9 Brassicasterol M 0,2
Acid arahidic M 0,7 Campesterol M 4,0
Acid eicosenic M 0,5 Stigmasterol < Campesterol
Acid behenic M 0,3 Betasitosterol (1) m 93,0
Acid lignoceric M 0,5 A 7-Stigmasterol M 0,5

m = minimum

M = maximum

(") Delta-5-23 Stigmasterol + Colesterol + Betasitosterol + Sitostanol + Delta-5-Avenasterol + Delta-5-24-
Stigmastadienol

Sunt considerate «uleiuri de masline virgine» uleiurile obtinute din mdsline numai prin procedee
mecanice sau prin alte procedee fizice, in conditii, in special termice, care nu altereazd uleiul, care
nu au fost supuse altui tratament decat spdlarea, decantarea, centrifugarea si filtrarea, cu exceptia
uleiurilor obtinute din masline cu ajutorul solventilor (1510) si definite la punctele I si II de mai
jos.

. Se considerd «ulei de misline virgin lampant», in sensul subpozitiei 1509 10 10, uleiul care
prezintd, indiferent de aciditatea lui:

(a) un continut de alcooli alifatici mai mic sau egal cu 400 mg pe kilogram;

(b) un continut de eritrodiol si uvaol mai mic sau egal cu 4,5 %,

(c) un continut de acizi grasi saturati in pozitia 2 a trigliceridelor mai mic sau egal cu 1,3 %;
(d) sifsau una dintre caracteristicile urmatoare:

— (d1) un numdr de peroxid mai mare de 20 miliechivalenti de 0, pe kilogram;

— (d2) un continut de solventi halogenati volatili totali mai mare de 0,2 mg pe kilogram
si in orice caz mai mare de 0,1 mg pe kilogram pentru fiecare dintre ei;

— (d3)un coeficient de extinctie K,,, mai mare de 0,25, si, dupd tratarea uleiului pe
alumind activatd, mai mic de 0,11. Uleiurile cu un continut de acizi grasi liberi,
exprimat in acid oleic, mai mare de 3,3 g pe 100 g pot avea, dupd trecerea pe
alumina activatd, in conformitate cu metoda indicatd in anexa XV, un coeficient de
extinctie K,,, mai mare de 0,11. In acest caz, dupi neutralizarea si decolorarea
efectuate in laborator, ele trebuie sd aibd urmadtoarele caracteristici:
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— un coeficient de extinctie K,,, mai mic sau egal cu 1,20;

— o variatie (AK) () a coeficientului de extinctie aproape de 270 nm mai mare de
0,01 si mai micd sau egalé cu 0,16,

— (d4) caracteristici organoleptice ce determind aparitia defectelor perceptibile cu o
intensitate mai mare decat limita de acceptabilitate, cu un rezultat de analizd

senzoriald mai mic de 3,5.

II. Se considerd «ulei de misline virgin», in sensul codului NC 1509 10 90, uleiul de misline care
prezintd urmdtoarele caracteristici:

(a) o aciditate, exprimatd in acid oleic, mai mici sau egald cu 3,3 g pe 100 grame;
(b) un numadr de peroxid mai mic sau egal cu 20 miliechivalenti 0, pe kilogram;
(c) un continut de alcooli alifatici mai mic sau egal cu 300 mg pe kilogram;

(d) un continut de solventi halogenati volatili totali mai mic sau egal cu 0,2 mg pe kilogram
si in orice caz mai mic sau egal cu 0,1 mg pe kilogram pentru fiecare dintre ei;

(e) un coeficient de extinctie K 270 mai mic sau egal cu 0,250 si, dupd trecerea uleiului pe
alumind activatd, mai mic sau egal cu 0,10 () ;

(f) o variatie a coeficientului de extinctie (AK) de aproximativ 270 nm mai micd sau egald
cu 0,010;

(g) caracteristici organoleptice ce determind aparitia chiar a defectelor perceptibile cu o
intensitate mai mica decat limita de acceptabilitate, cu un rezultat de analizd senzoriald mai
mare de 3,5;

(h) un continut de eritrodiol + uvaol mai mic de 4,5 %;

(i) un continut de acizi grasi saturati in pozitia 2 a trigliceridelor mai mic sau egal cu 1,3 %.

Nota 2 C:  Se considerd ca incadrat la codul NC 1509 90 00 uleiul de mdsline obtinut prin tratarea uleiurilor

incadrate la codurile NC 1509 10 10 sifsau 1509 10 90, chiar indoit cu ulei de masline virgin, care
prezintd caracteristicile urmatoare:

(a) o aciditate, exprimati in acid oleic, mai micd sau egald cu 3,3 g pe 100 de grame;
(b) un continut de alcooli alifatici mai mic sau egal cu 350 mg pe kilogram;

() un coeficient de extinctie K,,, mai mare de 0,25 si mai mic sau egal cu 1,20 si, dupd trecerea mostrei
pe alumind activatd, mai mare de 0,10 ;

(d) o variatie a coeficientului de extinctie (AK) de aproximativ 270 nm mai mare de 0, 01si mai micd
sau egald cu 0,16;

() un continut de eritrodiol si uvaol mai mic sau egal cu 4,5 %;

(f) un continut de acizi grasi saturati in pozitia 2 mai mic sau egal cu 1,5 %.

Nota 2 D:  Se considerd «ulejuri brute» incadrate la codul NC 1510 00 10 uleiurile, in special uleiurile din resturi

de masline, care prezintd caracteristicile urmatoare:

(a) o aciditate, exprimatd in acid oleic, mai mare de 2 g pe 100 de grame;
(b) un continut de eritrodiol si uvaol mai mare de 12 %;

(c) un continut de acizi grasi saturati in pozitia 2 a trigliceridelor mai mic sau egal cu 1,8 %.

Nota 2 E:  Se considerd uleiuri incadrate la codul NC 1510 00 90 uleiurile obtinute prin tratarea uleiurilor incadrate

la codul NC 1510 00 10, chiar indoite cu ulei de madsline virgin, care nu prezintd caracteristicile
mentionate in punctele I si II, cu conditia ca ele sd prezinte un continut de acizi grasi saturati in pozitia 2
a trigliceridelor mai mic sau egal cu 2 %.

(1) adica:

AK =K, —05 K, ,+K, .2

K,, desemneazd coeficientul de extinctie la lungimea de undd din punctul maxim al curbei de absorbtie in
apropiere de 270 nm,

K., _4siK,, . 4 desemneazi coeficienti de extinctie la lungimi de undd mai mici si mai mari de 4 nm decat
aceea in Km;

In cazul in care K, este mai mare de 0,25, trebuie s se realizeze o altd determinare dup4 trecerea pe alumin;
K, nu trebuie sd fie mai mare de 0,10.”
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2. ,Nota 3: Sunt excluse de la codurile NC 1522 00 31 si 1522 00 39:

(a) reziduurile provenite din tratarea substantelor grase ce contin ulei cu un indice de iod, determinat
conform metodei indicate in anexa XVI, mai mic de 70 sau mai mare de 100;

(b) reziduurile provenite din tratarea substantelor grase ce contin ulei cu un indice de iod intre 70 si
100, dar a cdrui suprafatd a valorii de varf cu un volum de retentie a beta-sitosterolului, determinat
conform dispozitiilor din anexa V la regulamentul in cauzi la nota complementard 4 mentionat
in continuare, reprezintd mai putin de 93 % din suprafata totald a valorilor de varf ale sterolilor.”

3. ,Nota 4: Metodele de analizd care trebuie folosite pentru determinarea caracteristicilor produselor in cauzi
mentionate anterior sunt cele previzute in anexele la Regulamentul (CEE) nr. 2568/91.”
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1.1.

1.2.

2.1.

2.2.

2.3.

2.4,

2.5.

2.6.

ANEXA XV

CONTINUTUL DE ULEI AL RESTURILOR DE MASLINE

Material

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

— baie cu incilzire electricd (baie de nisip, baie de apd etc.) sau placd de incilzire;
— balantd analitic3;

— ectuvd reglatd la maxim 80 °C;

— ectuvd cu incdlzire electricd echipatd cu un dispozitiv de termoreglare reglat la 103 °C £ 2 °C care permite
realizarea unei insuflari de aer sau a unei presiuni reduse;

— concasor mecanic usor de curdtat care permite concasarea fard incilzire si fird diminuarea sensibild a
continutului lor de apd si de ulei;

— cartus de extractie si vatd hidrofild sau hartie de filtru, fird produse care se extrag cu hexan;
— exsicator;
— sitd cu gduri cu diametru de 1 mm;

— piatrd ponce cu granule mici, uscatd in prealabil.

Reactiv

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

MOD DE LUCRU

Prepararea mostrei

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

Se foloseste aproximativ a doudzecea parte din mostrd pentru a finaliza curitarea concasorului, se aruncd
mostra macinatd, se macind restul, se colecteazd, se amestecd cu grijd si se analizeazd imediat.

Mostra

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

Prepararea cartusului de extractie

Se plaseazd mostra in cartus si se astupd cu tamponul de vatd hidrofild. In cazul in care se foloseste hartie de
filtru, se ambaleazd mostra micinati in aceastd hartie.

Uscarea prealabild

fn cazul in care resturile sunt foarte umede (continutul de apa 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 apa si de materii volatile
la mai putin de 10 %.

Prepararea balonului

Se cantdreste, cu o precizie de 1 miligram, balonul ce contine 1 sau 2 granule de piatrd ponce, uscat in prealabil
in etuvd la 103 °C £ 2 °C, apoi se rdceste 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 plaseazd totul pe baia cu incalzire electrica.
Incilzirea se efectueazd in asa fel incat debitul refluxului s3 fie de cel putin trei picituri pe secundd (fierbere
moderatd, fard clocote). Dupd 4 ore de extractie, se lasa sd se raceascd. Se scoate cartusul aparatului de extractie
si se plaseazd intr-un curent de aer astfel incat sd se elimine cea mai mare parte a solventului impregnat.
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2.7.

2.8.

3.1.

3.2

A doua extractie

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

Se incepe din nou extractia timp de incd 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 §i cintarirea extractului

Se inldturd, prin distilare pe baia cu incilzire electricd, cea mai mare parte a solventului. Se elimind ultimele urme
de solvent prin incilzirea balonului in etuvd la 103 °C + 2 °C timp de 20 de minute. Se faciliteazd aceastd
eliminare fie prin insuflarea de aer, din cand in cand, sau, de preferintd, a unui gaz inert, fie operand sub presiune
redusd.

Se lasd sd se rdceascd balonul intr-un exsicator timp de cel putin o ord, si se cantdreste cu o precizie de 1 mg.
Se incdlzeste din nou 10 minute in aceleasi conditii, se rdceste in exsicator si se cintdreste.

Diferenta dintre rezultatele celor doud cantiriri trebuie sd fie mai mica sau egald cu 10 mg. In caz contrar, se
incdlzeste din nou timp de cate 10 minute, perioade urmate de riciri si de cantdriri, pAnd cand diferenta de masa

este cel mult egald cu 10 mg. Se retine ultima cantdrire a balonului.

Se efectueazd doud determindri pe aceeasi mostrd pentru testare.

EXPRIMAREA REZULTATELOR

Mod de calcul si formula

(a) Extractul exprimat in procente de masi a produsului ca atare, este egal cu:

100
S =myx ,
m,
in care: S este procentul de masi 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 aritmeticd a celor doud determindri, in cazul in care sunt indeplinite conditiile lor
de repetabilitate.

Rezultatul se exprimd cu o singurd zecimald.

(b) Extractul este raportat la materia uscatd folosind-se urmatoarea formuli:

100
x———— = extract In % gras/uscat,
100- U

in care:
S = este procentul de masd al extractului produsului ca atare [a se vedea litera (a)],

U = continutul acestuia de apd si de materii volatile.

Repetabilitatea

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

In caz contrar, se repetd analiza pe alte doui mostre pentru test. In cazul in care si de aceastd dati diferenta
depdseste 0,2 grame, se ia ca rezultat media aritmeticd a celor patru determindri efectuate.
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2.1.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

5.2.

7.1.

ANEXA XVI

DETERMINAREA INDICELUI DE 10D

OBIECT

Prezenta normd internationald descrie o metoda destinatd determindrii indicele de iod in substantele grase de
origine animald si vegetald.

DEFINITIE

in sensul prezentei norme internationale, se aplicd urmdtoarele definitii.

Indice de iod: masa de iod absorbitd de mostrd in conditii de operare specificate de prezenta norma
internationald.

Indicele de iod se exprimd in numar de grame de iod pe 100 g de mostrd.

PRINCIPIU

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

REACTIVI

Toti reactivii sunt de calitate analiticd recunoscutd.
Apa, care sd conformd cu cerintele 1SO 3696, categoria a 3-a.
lodurd de potasiu, solutie de 100 g/l, fird iod sau iodat.

Solutie de amidon. Se amestecd 5 g de amidon solubil in 30 ml de apd, se adaugd acestui amestec 1 000 ml
de apd fiartd, se fierbe 3 minute si se lasa sd se riceascd.

Solutie volumetrici etalon de tiosulfat de sodiu.

¢(Na,S$;03.5H,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 monoclorurd de iod in acid acetic. Se utilizeaza reactivul de Wijs care se gdseste 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, previzute cu capace de sticld si complet uscate.

PREPARAREA MOSTREI DE ANALIZAT

Mostra omogenizatd este uscatd pe sulfat de sodiu si filtrata.

MOD DE LUCRU

Mostra

Masa mostrei variazd conform indicelui de iod presupus, asa cum indicd 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 cantdreste mostra cu o precizie de 0,1 mg intr-o naceld de sticld pentru cantarit (5.1).
Determinare

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

Se prepard o mostra etalon cu solventul si cu reactivul, dar fird mostra pentru testare.

Pentru mostrele care au un indice de iod mai mic de 150, se lasd 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 masurd considerabild, se lasd timp de doud ore.

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

Se titreazd cu solutia de tiosulfat de sodiu volumetrici etalon (4.3) pana cand dispare culoarea galbend datoratd
iodului. Se adauga cateva picdturi din solutia de amidon (4.2) si se continud titrarea pand in momentul in care
dispare culoarea albastrd, dupd ce s-a agitat energic continutul.

Notd: Determinarea potentiometricd a punctului final este toleratd.
Numdrul de determindri

Se efectueazd doud determindri pe aceeasi mostrd.

EXPRIMAREA REZULTATELOR

Indicele de iod este egal cu:

12,69¢ (V, = V,)

in care:

¢ =valoarea numericd a concentratiei exacte, in moli pe litru, a solutiei etalon de tiosulfat de sodiu
volumetric (4.3) utilizate;

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

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

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

Se ia ca rezultat media aritmeticd a celor doud determindri, cu conditia si fie indeplinit criteriul repetabilitatii.



