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11.7.67 EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS OFFICIELLA TIDNING Nr L 148/1

RADETS DIREKTIV
av den 27 juni 1967

om anvindning av vissa konserveringsmedel for ytbehandling av citrusfrukter och om kontroll-
atgirder som skall anviindas for den kvalitativa och kvantitativa analysen av konserverings-
medel i och pé citrusfrukter

(67/427/EEG)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS RAD HAR ANTAGIT
DETTA DIREKTIV

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Europeiska
ekonomiska gemenskapen, sérskilt artikel 100 i detta,

med beaktande av kommissionens forslag,

med beaktande av Europaparlamentets yttrande('),

med beaktande av Ekonomiska och sociala kommitténs ytt-
rande(?), och

med beaktande av foljande:

Enligt artikel 5 i rddets direktiv av den 5 november 1963(3)
om tillndrmning av medlemsstaternas lagstiftning om kon-
serveringsmedel som &dr godkidnda for anvindning i livs-
medel, senast dndrat genom artikel 1 i rddets direktiv av den
14 december 1966(*), far medlemsstaterna till och med den
30 juni 1967 tillimpa nationella bestimmelser om ytbehand-
ling av citrusfrukter med bifenyl (difenyl), ortofenylfenol
och natriumortofenylfenat.

Dessa damnen kan utan hélsofara anvéndas for ytbehandling
av citrusfrukter om den kvarvarande méngden per kilogram
hel frukt inte dverstiger 70 milligram bifenyl och 12 milii-
gram ortofenylfenol och natriumortofenylfenat, uttryckta
som ortofenylfenol.

(") EGT nr 63, 3.4.1967, s. 990/67.

() EGT nr 64, 5.4.1967, s. 1005/67.

() EGT nr 12, 27.1.1964, s. 161/64.

() EGT nr 233, 20.12.1966, s. 3947/66.

Den utforda behandlingen bor dessutom anges pa lampligt
sétt 1 samtliga distributionsled.

Om dessa tre Amnen skall kunna godkinnas inom gemenska-
pen, maste gemensamma regler faststillas for den offentliga
kontrollen av behandlad citrusfrukt.

Det krivs en Overgangsperiod innan detta direktiv kan
genomforas i medlemsstaterna. De nationella bestammel-
serna om ytbehandling av citrusfrukter med dessa tre konser-
veringsmedel bor darfor fortsitta gilla till periodens slut.

Ingen medlemsstat skall &ldggas att godkédnna anvindningen
av ett konserveringsmedel i livsmedel som produceras och
konsumeras inom det egna territoriet, om inte teknologiska
sk#l motiverar en sddan anvandning.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Radets direktiv av den 5 november 1963 om tillndrmning av
medlemsstaternas lagstiftning om konserveringsmedel som
ar godkinda for anvindning i livsmedel éndras pé f6ljande
sétt:

1. Tartikel 2.2 skall andra meningen ersittas med foljande:

“En medlemsstats lagstiftning far dock helt utesluta
anvindningen av ett konserveringsmedel som anges i
bilagan bara om det saknas teknologiska skil att
anvinda det i livsmedel som produceras och konsumeras
inom det egna territoriet.”
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2. Ilistan i avsnitt I i bilagan skall foljande konserveringsmedel ldggas till:

EEG-nr Beteckning

Anvindningsvillkor

E 230 Bifenyl (difenyl)
E 231 Ortofenylfenol
E 232 Natriumortofenylfenat

{ a) Uteslutande for ytbehandling av citrus-
frukter.

b) Nir citrusfrukterna sldpps ut pd markna-
den

i) férresterande mzngd per kilo hel frukt
inte Overstiga,

for bifenyl 70 mg, och for ortofenyl-
fenol och natriumortofenylfenat, vart-
dera for sig eller bada tillsammans, 12
mg uttryckt som ortofenylfenol,

ii) méste behandlingen anges

— 1 partihandeln pa fakturor och pa
forpackningens utsida med orden
“Hallbarhetsbehandlad  med...”
foljda av det eller de anvinda
dmnenas namn,

— idetaljhandeln med en tydlig angi-
velse som ger konsumenten enty-

\ diga upplysningar.

3. Stycke b i artikel 5 skall utga.

Artikel 2

Medlemsstaterna skall vidta alla atgérder som behovs for att
sékerstilla att provtagningar och den kvalitativa och kvan-
titativa analysen av bifenyl, ortofenylfenol och natriumorto-
fenylfenat i och pa citrusfrukter utfors enligt bestimmelserna
i bilagorna 1-4 till detta direktiv.

Artikel 3

1. Medlemsstaterna skall senast den 1 juli 1968 sitta i kraft
de lagar och andra forfattningar som behovs for att folja detta
direktiv och skall genast underritta kommissionen om detta.

2. Fram till den 1 juli 1968 far medlemsstaterna fortsétta
tillampa sin nationella lagstiftning om ytbehandling av
citrusfrukter med bifenyl, ortofenylfenol och natriumortofe-
nylfenat.

Artikel 4

Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna.

Utfardat i Bryssel den 27 juni 1967.

Pa rddets vignar
R. VAN ELSLANDE
Ordforande

BILAGA 1

PROVTAGNING PA CITRUSFRUKTER VID KONTROLL AV KONSERVERINGSMEDEL

A. Provtagning

I.  Provtagningen skall utforas med vetenskapliga metoder som sikerstiller att proverna 4r representativa for

det parti som skall analyseras.

II. Proverna maste uppfylla foljande minimikrav:
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1. Férpackad frukt (1ador, pappkartonger och liknande behéllare)

Antal lador i partiet 1-20 21-500 15%6 Over 1 000
Minsta antal behéllare fran vilka prov skall tas 1 2 3 4
Antal kg frukt som skall tas som prov fran varje
behallare 2 2 2 2
2. Oférpackad frukt
Partiets vikt i kg 1-20 21-500 QOver 500
Antal kg frukt i varje prov 2 4 8

Med parti avses en sddan del av en sindning dér alla enheter har samma egenskaper i friga om slag, mogenhet
och foérpackning.

B. Forpackning och leverans av prover

Proverna skall placeras i lufttita behallare.

Behallarna skall forseglas.

De pé detta sitt forpackade proverna skall snarast mojligt skickas till testlaboratoriet.

BILAGA 2

KVALITATIV ANALYS AV RESTER AV BIFENYL, ORTOFENYLFENOL OCH NATRIUMORTO-

FENYLFENAT I CITRUSFRUKTERNAS SKAL

Andamal och omfattning

Den hiir beskrivna metoden gor det mojligt att spéra rester av bifenyl, ortofenylfenol (OPP) eller natriumor-
tofenylfenat i skalet pé citrusfrukter. Gransen for metodens kénslighet i absoluta matt ar ungefar 5 pg for
bifenyl och 1 pg for OPP eller natriumortofenylfenat, vilket motsvarar 5 mg bifenyl (5 ppm) respektive
1 mg OPP (1 ppm) i skalen frdn 1 kg citrusfrukter.

Nir citrusfrukter behandlas med dessa produkter aterfinns resterna huvudsakligen i fruktens skal. En kvan-
titativ analys av sddana rester i hela frukten anses dérfor bara nodvindig om de pétriffas i skalen.

Princip

Ett extrakt bereds av skalet med hjilp av diklormetan i ett surt medium. Extraktet koncentreras och separeras
genom tunnskiktskromatografi med kiselgel. Fluorescens- och firgtester visar den eventuella férekomsten
av bifenyl, ortofenylfenol eller natriumortofenylfenat.
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Reagensmedel

Cyklohexan A.R.

Diklormetan A.R.

Saltsyra 25 % (w/v).

Kiselgel GF 254 Merck eller likvirdigt.

0,5-procentig 2,4,7-trinitrofluorenonlosning i aceton (Fluka, B.D.H. eller likvirdig) (TNF).

0,1-procentig 2,6-dibrom5ensokinon-4-klorimidlésning i etanol (hallbar i kylskap upp till en vecka).

Koncentrerad ammoniaklosning, densitet = 0,9.

1-procentig standardlosning av ren bifenyl i cyklohexan.

1-procentig standardlosning av ren ortofenylfenol i cyklohexan.

Apparatur

Mixer.

250 ml kolv med inslipning och aterloppskylare.

Vakuumindunstare.

Mikropipetter.

Apparat for tunnskiktskromatografi med 20 x 20 cm plétar.

UV-lampa (254 nm) stark nog att synliggora en flick av 5 pg bifenyl.

Utrustning for pulvrisering av reagensmedel.

Ugn.

Metod

a)

b)

Beredning av prov och extraktion

Alla frukterna i provet som skall undersokas delas i tva halvor. Hilften av varje frukt sparas for den kvan-
titativa bestimningen av rester av bifenyl och/eller ortofenylfenol. Fran de 6vriga halvorna tas en del
av skalet till ett prov som véger ca 80 g. Skalen hackas, sonderdelas i mixer och placeras i 250 ml-kolven
tillsammans med 1 ml 25-procentig saltsyra och 100 ml diklormetan. Blandningen viarms upp under ater-
loppskylning i tio minuter. Sedan &terloppskylaren kylts och skéljts med omkring 5 ml diklormetan, fil-
treras blandningen genom ett rifflat filter. Losningen 6verfors till indunstaren och ndgra kokstenar till-
sdtts. Losningen koncentreras under vakuum vid 60 °C tills ca 10 ml &terstir. Om man anvinder en
roterande indunstare bor kolven fixeras i sitt ldge for att undvika att bifenyl gar forlorad genom att det
bildas en film av bifenyl i kolvens ovandel.

Kromatografi

30 g kiselgel och 60 ml vatten placeras i en mixer och blandas under en minut. Blandningen hills direfter
ut pd 5 kromatografiska platar och stryks ut till ett skikt som &r ca 0,250 mm tjockt. Plitarna som har
tickts med detta skikt blases med varmluft i femton minuter och far direfter torka i ugnen i trettio minuter
vid 110°C.

Efter kylningen indelas varje plat i 2 cm breda filt med parallella linjer som tringer igenom tackskiktet
ner till platens yta. 50 pl av det extrakt som skall analyseras ¢verfors som en rad droppar titt intill var-
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andra pé varje filt, ca 1,5 cm frin kanten. For kontrollerna reserveras minst ett filt med en avlagring
pd 1 pl (dvs 10 pg) av standardlosningarna med bifenyl respektive ortofenylfenol.

I skdlar med filterpapper framkallas de kromatografiska plitarna med en blandning av cyklohexan och
diklormetan (25 : 95).

c) Padvisande och identifiering
Forekomsten av bifenyl och ortofenylfenol visar sig i flackar som blir synliga i UV-ljus (254 nm). Natri-

umortofenylfenat har under extraktionen i ett surt medium Svergétt till ortofenylfenol, och dess forekomst
kan dirfor inte sérskiljas frén ortofenylfenol. Produkterna identifieras pa foljande sitt:

i) Bifenyl bildar en gul flick i dagsljus nir den sprejas med TNF-l6sningen.

ii) Ortofenylfenol bildar en blé flack nir den sprejas med blandningen av 2,6-dibrombentokinon-4-klo-
rimid och dérefter snabbt fir passera genom en varm luftstrom och placeras i ammoniakmiéttad
atmosfir.

BILAGA 3
KVANTITATIV ANALYS AV BIFENYLRESTER I CITRUSFRUKTER

Andamal och omfattning

Denna metod ger en kvantitativ analys av bifenylresterna i citrusfrukter (hel frukt). Metodens noggrannhet
ir + 10% vid bifenylhalter som dverstiger 10 mg per kg frukt (10 ppm).

Princip

Efter destillation i surt medium och extraktion med cyklohexan kromatograferas extraktet i ett tunt skikt kisel-
gel. Kromatogrammet framkallas och bifenylen elueras och bestims spektrometriskt vid 248 nm.

Reagensmedel

Koncentrerad svavelsyralosning.
Silikonbaserad antiskumemulsion.
Cyklohexan A R.

Hexan A.R.

Etanol A.R.

Vattenfri natriumsulfat.

Kiselgel GF 254 Merck eller likvirdig.

1-procentig standardlosning av ren bifenyl i cyklohexan: spdd med cyklohexan till foljande tre 16sningar:

a) 0,6 pg/pl b) 1 pg/ul c) 14 ug/ul
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Apparatur

1 mixer (1 liters).

2 liters destilleringskolv med modifierad separator av Clevengertyp(') och aterloppskylare.

Kolv med 10 ml-gradering.

50 pl mikropipetter.

Apparat for tunnskiktskromatografi med 20 x 20 cm plétar.

Ugn.

Centrifug med 15 ml koniska ror.

UV-spektrofotometer.

Metod

a)

b)

c)

d)

Beredning av provet och extraktionen

Alla frukterna i provet som skall undersékas delas i tva halvor. Hilften av varje frukt sparas for den kvan-
titativa bestimningen av rester av bifenyl, OPP eller natriumortofenylfenat. De 6vriga halvorna strimlas
tillsammans i en kvarn eller mosas till en homogen blandning. Fran denna tas minst tva delprover om
200 gram att analyseras pé foljande sitt. Varje delprov placeras i en mixer med 100 ml vatten och blandas
vid 14g hastighet under flera sekunder. Vatten tillsitts tills blandningen fyller mixerbehallaren till tre fjir-
dedelar, varefter mixern koérs i fem minuter vid full hastighet. Det mos som da bildas hills ver i en tva
liters destillationskolv. Mixern skoljs med vatten och dven avskdljet hills i kolven. (Den sammanlagda
mingden vatten som anvinds fér mixer och urskéljning &r 1 1). Blandningen tillsitts 2 ml svavelsyra,
1 ml antiskumemulsion och flera kokstenar. Separatorn och aterloppskylaren monteras pé kolven. Destil-
lerat vatten hills i separatorn tills vattennivan 4r gott och vil ovanfor dterloppskylarens undre sidoror
och direfter tillsitts 7 ml cyklohexan. Detta destilleras i omkring tva timmar. Separatorns innehll samlas
darefter upp i den 10 ml-graderade kolven, separatorn skoljs med ca 1,5 ml cyklohexan och dven urskéljet
hills 6ver i kolven, som sedan fylls till full volym med cyklohexan. Slutligen tillsdtts en aning vattenfri
natriumsulfat och blandningen omskakas.

Kromatografi

30 gram kiselgel och 60 ml vatten placeras i en mixer och blandas under en minut. Blandningen hills
darefter ut pd 5 kromatografiska platar och stryks ut till ett skikt som 4r ca 0,250 mm tjockt. Platarna
som har tickts med detta skikt bldses med varmluft i femton minuter och fr dérefter torka i en ugn i
trettio minuter vid 110 °C. Efter kylningen delas varje plat upp i fyra filt av 4,5 cm bredd med parallella
linjer som genomtringer tickskiktet ner till plitens yta. 50 pl av analysextraktet hills ut pé ett av falten
som en rad droppar titt intill varandra, ca 1,5 cm fran platkanten. P4 vart och ett av de tre $vriga appliceras
pa samma sitt 50 ul av standardlosningarna a, b och ¢ med respektive 30, 50 och 70 pg bifenyl.

Om analyserna utfors i f61jd behover standardlosningarna inte appliceras pa varje plat och en standard-
kurva kan framstillas utifrén det genomsnittsvirde som erhalls fran minst fem platar med samma stan-
dardmingd.

Framkallning av kromatogram och eluering

Kromatogrammen framkallas med hexan till en hojd av 17 cm i skdlar som i férvig klatts invindigt med
filterpapper. Pldtarna lufttorkas. Omradena med bifenyl letas fram i UV-ljus (254 nm) och markeras med
lika stora rektanglar.

I dessa rektanglar skrapas beldggningen genast bort till birskiktets fulla tjocklek. Bifenylen extraheras
frin detta med 10 ml etanol under tio minuter under upprepad omskakning. Blandningen Sverfors till
centrifugroren och centrifugeras i fem minuter vid 2 500 r/min.

Ett lika stort blindprov tas med samma metod. Om analyserna sker i foljd, tas detta blindprov fran ett
oanvint filt pa platen, men om analyserna gors var for sig skall det tas fran ett av filten med standard-
losning som ligger nedanfor bifenylzonen.

Spektrofotometrisk bestimning

Det overliggande vattenskiktet hills 6ver i spektrofotometerns celler och extinktionen bestims vid 248
nm och jamférs med ett kontrollextrakt frén en bifenylfri kromatografisk zon.

(") Se figur pa sidan 9.
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Berikning av resultaten

En standardkurva upprittas och i denna ritar man in bifenylvirdena 30, 50 och 70 pg och de motsvarande
virdena som man har fatt fram med spektrofotometern. Man fér da en rét linje som gér rakt igenom noll-
punkten. Diagrammet gor det méjligt att ldsa ut provens bifenylhalt i ppm direkt fran extraktens extinktions-
virden.

BILAGA 4

KVANTITATIV ANALYS AV RESTER AV ORTOFENYLFENOL OCH NATRIUMORTOFENYLFE-

NAT I CITRUSFRUKTER

Andamal och omfattning

Denna metod ger en kvantitativ analys av resterna av ortofenylfenol (OPP) och natriumortofenylfenat i citrus-
frukter (hel frukt). Vid en halt av ca 12 ppm OPP eller natriumfenylfenat ger metoden en genomsnittlig avvi-
kelse nedat pd melian 10 och 20 %.

Princip

Efter destillering i ett surt medium och extraktion med diisopentyleter renas extraktet och behandlas med
en 16sning av 4-amino-2,3-dimetyl-1-fenyl-3-pyrasolin-5-on (=4-aminoantipyrin). Intensiteten hos den resul-
terande roda firgen miits spektrofotometriskt vid 510 nm.

Reagensmgdel

70-procentig ortofosforsyra.
Silikonbaserad antiskumemulsion.
Diisopentyleter A.R.

Renat cyklohexan: Omskakas tre gdnger med 4-procentig natriumhydroxidlosning, tvittas tre génger med
destillerat vatten.

4-proténtig natriumhydroxidlésning.

Buffertlosning, pH 10,4 hill 6,64 g borsyra, 8,00 g kaliumklorid och 93,1 ml 1N-N natriumhydroxidlésning
i en graderad tvéliterskolv, blanda och fyll pa destillerat vatten upp till kalibreringsmirket.

Reagensmedel I: Los 1,0 g 4-amino-2,3-dimetyl-1-fenyl-3-pyrazolin-5-on (= 4-aminoantipyrin) i 100 ml
destillerat vatten.

Reagensmedel IT: Los 2,0 g kaliumferrocyanid i 100 ml destillerat vatten. Bdda reagensmedlen maste forvaras
i bruna glasflaskor och &r héllbara i hogst 14 dagar.

Kiselgel.

Standardlosning: Los 10 mg rent OPPi 1 ml 0,1 N NaOH, spéd till 100 ml med en 0,2 m natriumboratlosning
(1 ml = 100 pg). Standardlésning spads med buffertlosningen 1:10.
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Apparatur

Maskin som hackar eller maler.

Mixer.

Enliters destillationskolv med separator av modifierad Clevengertyp(') samt &terloppskylare.
Infrar6tt bad.

200 ml separeringstratt.

Graderade cylindrar, 25 och 100 ml.

Graderade kolvar, 25 och 100 ml.

Pipetter, 1-10 ml.

Pipetter med gradering, 0,5 ml.

Spektrofotometer med 5 cm celler.

Metod

Alla frukterna i provet som skall undersokas delas i tva halvor. Hilften av varje frukt sparas for den kvan-
titativa bestimningen av rester av bifenyl, OPP eller natriumortofenylfenat. De 6vriga halvorna strimlas till-
sammans i en kvarn eller mosas till en homogen blandning. Frén denna tas minst tvd delprover om 250 gram
att analyseras pa foljande sitt.

Varje delprov placeras i en mixer med 500 ml vatten och blandas till en mycket fin, homogen blandning
dir de oljiga cellerna inte lingre kan upptickas. Beroende pd den férmodade OPP-halten tas ett prov om
150-300 g av moset och placeras i enliterskolven och spéds med vatten till 500 g. 10 ml 70-procentig orto-
fosforsyra, flera kokstenar och 0,5 ml antiskumemulsion tillsitts, och separatorn och aterloppskylaren mon-
teras pa kolven. 10 ml diisopentyleter hills i separatorn och kolven viarms upp forsiktigt i det infraréda badet
sd att moset inte borjar koka eller skumma. Detta destilleras i omkring sex timmar, varefter separatorns inne-
héll hills 6ver i en 200 ml separeringstratt. Separatorn och kylaren skoljs med ca 60 ml cyklohexan och dir-
efter med 60 ml vatten. Aven urskoljet hills Sver i separeringstratten. Blandningen omskakas kraftigt och
nér skikten har separerat hills vattenskiktet bort.

For extraktionen av OPP omskakas det organiska skiktet kraftigt i tre minuter fem génger i foljd med tillsats
av 10 ml 4-procentig natriumhydroxid. De sammanslagna alkaliska 16sningarna neutraliseras till pH 9-10
med ortofosforsyra i nirvaro av fenolftaleinpapper och spads med destillerat vatten till 100 ml. Den litta
slojan i 16sningen avldgsnas med en aning kiselgel. Losningen omskakas dérefter och filtreras genom ett torrt,
finporigt filter. Fargningen framkallas med maximal noggrannhet och precision med OPP-mingder mellan
10 och 70 pg, och med hinsyn tagen till den méngd OPP man vintar finna tas med pipett ett prov i alikvot
méngd mellan 0,5 och 10 ml. Provet placeras i en 25 ml-graderad kolv, och 0,5 ml reagensmedel I, 10 ml
av buffertlosningen och 0,5 ml reagensmedel 11 tillsitts. Blandningen spids upp till kalibreringsmérket med
buffertlosningen och omskakas kraftigt.

Efter fem minuter mits extinktionen av den réda firgen vid 510 nm med spektrofotometern i jimforelse med
ett blindprov utan extrakt. Firgen #ndras inte under de forsta trettio minuterna. Resultatet beddms genom
jamforelse med en standardkurva som framstillts med OPP standardlosning under samma forhéllanden.

(") Se figur pa sidan 9.
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6. Anmirkningar

For varje analys rekommenderas att den spektrofotometriska bestimningen utfors tva ganger med olika
méngder av det neutraliserade alkaliska extraktet.

Obehandlade citrusfrukter ger med denna metod ett blindvirde pa upp till 0,5 ppm for apelsiner och 0,8 ppm
for citroner.

CLEVENGER
(Bilaga 3 kapitel 4,
bilaga 4 kapitel 4)
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