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KOMMISSIONENS FORORDNING (EG) nr 796/2002
av den 6 maj 2002

om indring av férordning (EEG) nr 2568/91 om egenskaper hos olivolja och olivolja av pressrester
och om limpliga analysmetoder och de kompletterande anmirkningarna i bilagan till ridets forord-
ning (EEG) nr 2658/87 om tulltaxe- och statistiknomenklaturen och om Gemensamma tulltaxan

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR ANTAGIT
DENNA FORORDNING

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Europeiska
gemenskapen,

med beaktande av radets forordning nr 136/66/EEG av den 22
september 1966 om den gemensamma organisationen av
marknaden for oljor och fetter (), senast dndrad genom forord-
ning (EG) nr 1513/2001 (), sarskilt artikel 35a i denna,

med beaktande av rddets férordning (EEG) nr 2658/87 av den
23 juli 1987 om tulltaxe- och statistiknomenklaturen och om
Gemensamma tulltaxan (?), senast dndrad genom kommissio-
nens foérordning (EG) nr 578/2002 (%), sirskilt artikel 9 i denna,
och

av foljande skal:

(1) I kommissionens férordning (EEG) nr 2568/91 av den
11 juli 1991 om egenskaper hos olivolja och olivolja av
pressrester och om limpliga analysmetoder (°), senast
dndrad genom férordning (EG) nr 20422001 (9), fast-
stélls fysiska, kemiska och organoleptiska egenskaperna
hos olivolja och olivolja av pressrester samt bedom-
ningsmetoder for dessa egenskaper. Enligt den definition
av kategorin rd olivolja av pressrester som faststills i
punkt 4 i bilagan till férordning nr 136/66/EEG skall
vissa olivoljor av pressrester frin och med den 1
november 2001, frénsett vissa faststillda egenskaper,
jamstidllas med bomoljor.

(2)  1brist pd en analytisk parameter som gor det mojligt att
skilja mellan de bomoljor och de oljor som framstillts
genom centrifugering av pressrester, bor det for att
sdrskilja dessa oljor och oberoende av framstillnings-
metod faststdllas griansvirden for sammansittningen
betriffande vax, erytrodiol och uvaol eller av total alifa-
tisk alkohol. Det bor dirfor faststillas en metod for
faststillande av total alifatisk alkoholhalt.

(3)  Dessa nya grinsvirden kriver en dndring av den
kompletterande anmarkningen 2 i kapitel 15 i den
kombinerade nomenklaturen i bilaga I till forordning
(EEG) nr 2658/87. Samtidigt bor artikel 5 och bilaga 14
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till forordning (EEG) nr 2568/91 utgd och vissa fel
atgirdas som insmugit sig i den férordningen.

En harmonisering bor goras ndr det giller de bered-
ningsmetoder for prov av fettsyrametylestrar som
anvinds vid analys av oljornas fettsyrasammansittning.
Den tekniska utvecklingen av analysmetoderna, och
sarskilt av dem som giller bestimning av fria fettsyror,
gor det mojligt att minska antalet metoder enligt
gillande bilaga 10 B till tva.

Mot bakgrund av de erfarenheter som samlats har Inter-
nationella olivoljerddet utarbetat en ny metod for
bedomning av organoleptiska egenskaper hos jung-
fruolja. Denna metod dr enklare och mer tillforlitlig 4n
den som foreskrivs i bilaga 12 till férordning (EEG)
nr 2568/91. Metoden enligt bilaga 12 bor alltsd ersittas
med den nya metoden for bedémning av organoleptiska
egenskaper hos jungfruolja.

For tillimpning av den nya metoden for organoleptisk
bedémning bor ett beslutsforfarande foreskrivas for de
fall dd den angivna kategorin inte dverensstimmer med
den kategori som faststillts av den panel som gjort
bedomningen.

For att sdkerstdlla att analyserna kan goras och med
hansyn till vissa regioners spridning bor olika tidsfrister
foreskrivas for ndr prover efter provtagning skall skickas
till laboratorium och som beaktar respektive arstids olika
klimatforhéllanden. For klassificeringen av oljor bor det
anges att analysresultaten skall jimforas med de i forord-
ning (EEG) nr 2568/91 foreskrivna grinserna, som redan
tar hdnsyn till de anvinda analysmetodernas marginaler
for repeterbarhet och reproducerbarhet.

Dagen for denna forordnings ikrafttradande bor skjutas
upp till den 1 september 2002, sd att det under en
overgdngsperiod blir mojligt att gd over till de nya stan-
darderna och infora de medel som kravs for att de skall
kunna tillimpas och att det inte uppstdr ndgra stor-
ningar i handeln. Dessutom bor ett undantag medges for
olivolja och olivolja av pressrester som fore detta datum
forpackats for detaljhandeln.

De atgirder inom respektive kompetensomrdde som
foreskrivs 1 denna férordning ar forenliga med yttrandet
frin Forvaltningskommittén for oljor och fetter samt
frain Tullkodexkommittén.



15.5.2002

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

L 128/9

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Forordning (EEG) nr 2568/91 indras pa foljande sitt:
1. T artikel 2.1 skall:
a) tredje strecksatsen ersittas med foljande:

"— For bestimning av vaxinnehéllet, den metod som
anges i bilaga 4.,

b) foljande strecksats laggas till:

"— For bestimning av alifatisk alkohol, den metod som
anges i bilaga 19.”.

2. Artikel 2.2 skall ersittas med foljande:

2. Den granskning eller de kontrollunders6kningar som
nationella myndigheter eller representanter for dessa utfor
av de organoleptiska egenskaperna hos jungfruolja skall
genomforas av paneler som godkints av medlemsstaterna.

De organoleptiska egenskaperna hos en olivolja skall anses
overensstimma med den angivna kategorin, om en panel
som godkdnts av den ber6érda medlemsstaten bekriftar
denna Klassificering.

Om den godkinda panelen betriffande de organoleptiska
egenskaperna inte bekriftar den kategori som angivits for
olivoljan, skall de nationella myndigheterna eller deras f6re-
tradare, pd begiran frin den berorda parten, lita andra
godkinda paneler gora tvd kontrollundersokningar, varav
minst en skall utféras av en panel som godkints av den
berorda producentmedlemsstaten. Egenskaperna skall anses
overensstimma med de angivna, om bigge kontrollunder-
sokningarna bekriftar den angivna klassificeringen. I annat
fall skall olivoljedeklaranten std for kostnader for kontrol-
lundersokningar, utan att det paverkar tillimpningen av
sanktioner.”.

3. Artikel 2.3 andra stycket skall ersittas med foljande:

”Utan att det paverkar tillimpningen av standarden EN ISO
5555 och kapitel 6 i standarden EN ISO 661, skall proven
skyndsamt skyddas mot ljus och hdga temperaturer och
skickas till laboratorieanalys senast

— tio arbetsdagar efter provtagning under perioden
oktober—maj, och

— fem arbetsdagar efter provtagning under perioden
juni-september.”.

4. T artikel 2 skall foljande laggas till som punkt 5:

”5.  For olivoljeegenskaper som faststills med metoderna i
punkt 1, skall analysresultaten direkt jimforas med de
granser som foreskrivs i den hdr férordningen.”.

5. Artiklarna 3 och 3a skall utga.
6. Artikel 3b skall bli ny artikel 3.
7. Artikel 4.1 skall ersittas med foljande:

"1.  Medlemsstaterna kan godkdnna provsmakningspa-
neler for de nationella myndigheternas eller deras foretra-
dares beddomning och kontroll av de organoleptiska egen-
skaperna.

Villkoren for godkdnnande skall faststillas av medlemssta-
terna, pd ett sddant sitt att
— de motsvarar villkoren i bilaga 12.4,

— det sikerstills att panelens ordférande har utbildats vid
en inrittning, och under forhallanden, som godkints av
medlemsstaten,

— godkinnandets giltighet dr avhingig av de resultat som
erhills genom ett system for arliga kontroller som
medlemsstaten upprittat.

Varje medlemsstat skall delge kommissionen en forteckning
over de godkinda panelerna samt meddela vilka tgarder
som vidtagits i enlighet med denna punkt.”.

8. Artikel 5 skall utgd.

9. Bilagorna skall dndras i enlighet med bilagan till den hair
forordningen.

Artikel 2

I kapitel 15 i Kombinerade nomenklaturen i bilaga I till forord-
ning (EEG) nr 2658/87 skall kompletterande anmirkning 2
dndras pa foljande sitt:

1. T B.I skall a ersittas med foljande:
"a) ett innehdll av vax av hogst 300 mg/kg.”.
2. I BI g skall punkt 4 ersittas med foljande:

"4, Organoleptiska egenskaper som innefattar pavisbara
defekter vars medianvirde ar storre dn 6,0 enligt bilaga
12 till férordning (EEG) nr 2568/91.".

3. I BII skall g ersittas med foljande:

”g) Organoleptiska egenskaper som innefattar pavisbara
defekter vars medianvirde 4r mindre dn eller lika med
6,0 enligt bilaga 12 till forordning (EEG) nr 2568/91.”.

4. 1 D skall b ersittas med foljande:

"b) Ett innehdll av erytrodiol och uvaol som overskrider
4,5.”.

Artikel 3

Denna férordning trdder i kraft den sjunde dagen efter det att
den har offentliggjorts i Europeiska gemenskapernas officiella
tidning.

For olivolja och olivolja av pressrester som forpackats for
detaljhandeln skall den tillimpas frin och med den 1
september 2002.
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Denna forordning dr till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfirdad i Bryssel den 6 maj 2002.

Pd kommissionens vignar
Franz FISCHLER

Ledamot av kommissionen
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BILAGA

1. I sammanfattningen av bilagorna till forordning (EEG) nr 256891 skall foljande laggas till:

a) Bilaga XIV: De kompletterande anmirkningarna 2, 3 och 4 i kapitel 15 i den kombinerade nomenklaturen skall
utgd.

b) Foljande rubrik skall liggas till: "Bilaga XIX: Metod for bestimning av halten alifatiska alkoholer.”.

2. Bilaga I skall ersittas med foljande tabeller och text:



"BILAGA 1

EGENSKAPER HOS OLIVOLJA

Miittade fett- Skillnad Organoleptisk | Organoleptisk
Halogenerade syror i 2-still- | Stigmasta- mellan Koy efter bedomnin; bedomnin;
) Syra Peroxidtal 408 Vaxer yrort = 8 ECN42 HPLC % % behandling omning omning
Kategori o % | 1osningsmedel x ning i trigly- diener K, () Ky () .o Delta-K (*) | Medianvirde | Medianvirde
(%) () mqv 02/kg (*) mgfkg (**) . och ECN42 med alumini- o . .
mglkg (*) () cerider mglkg () sk beri d o for defekt | for fruktighet
%) teoretisk berd- umoxid () Md) (%) MB) ()
kning
1. Extra jungfruolja <10 <20 <0,20 <250 <13 <0,15 <0,2 < 2,50 < 0,20 < 0,10 < 0,01 Md=0 Mf>0
2. Jungfruolja <20 <20 < 0,20 <250 <13 <0,15 <0,2 < 2,60 <0,25 < 0,10 < 0,01 Md < 2,5 Mf>0
3. Ordinir jungfruolja <33 <20 <0,20 <250 <1,3 <0,15 <0,2 < 2,60 <0,25 <0,10 < 0,01 Md < 6,0 (%) —
4. Bomolja >33 >20 >0,20 <300 (%) <13 < 0,50 <03 < 3,70 >0,25 <0,11 — Md>6 —
5. Raffinerad olivolja <0,5 <5 <0,20 <350 <1,5 — <0,3 < 3,40 < 1,20 — <0,16 — —
6. Olivolja <15 <15 < 0,20 < 350 <15 — <03 < 3,30 < 1,00 — <0,13 — —
7. Ra olivolja av [ >0,5(* — — >350 (%) <18 — <0,6 — — — — — —
pressrester
8. Raffinerad olivolja av <0,5 <5 < 0,20 > 350 <20 — <05 < 5,50 < 2,50 — <0,25 — —
pressresten
9. Olivolja av pressrester <15 <15 < 0,20 > 350 <20 — <0,5 < 5,30 < 2,00 — < 0,20 — —

(1

(
(
(4
(

For enskilda komponenter som pdavisats dr den Gvre grinsen 0,10 mg/kg.

)
)
)
)

med 3,5 %.

%) Summa isomerer som kan (eller inte kan) separeras i kapillirkolonn.
%) 1 syfte att faststilla forekomst av raffinerad olja faststills K,

70

efter passage genom aluminiumoxid, om K
Nir medianvérdet for fruktighet 4r lika med O skall medianvirdet for defekt vara ligre dn eller lika med 2,5.
°) Olja med en sammanlagd vaxhalt pd mellan 300 mg/kg och 350 mg/kg betraktas som bomolja om den sammanlagda halten alifatiska alkoholer 4r ligre dn eller lika med 350 mg/kg eller om andelen erytrodiol och uvaol ir lagre dn eller lika

Ovre grins for totalhalten av halogenerade foreningar som pavisats med hjilp av elektroninfirgningsdetektor.

270

overstiger grinsen for den ifrdgavarande kategorin.

(®) Olja med en sammanlagd vaxhalt pa mellan 300 mg/kg och 350 mg/kg betraktas som ré olivolja av pressrester om den sammanlagda halten alifatiska alkoholer ar hogre dn 350 mg/kg och om andelen erytrodiol och uvaol dr hégre 4n

3,5 %.
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Summa
Fettsyrasammansdttning translinol
triﬁ:(;rlrc}?n— isomerer | | ol Brassika- Kampe- Stigma- Betasito- Isjtjlgts;;— I;F‘izflagl;i Erytrodiol
Kategori isomerer och transli- %) sterol sterol sterol sterol stenol steroler och uvaol
Myristin- Linolensyra Arakidin- Eikosen- Behensyra Lignocerin- %) noleniso- (%) (%) (%) (%) (1) %) (mgfke) (%) (%)
syra %) syra syra %) syra merer
(%) (%) (%) (%) (%)
1. Extra jungfruolja < 0,05 <09 <0,6 <04 <0,2 <0,2 < 0,05 < 0,05 <0,5 <0,1 <40 < Camp. >93,0 <0,5 >1000 <45
2. Jungfruolja < 0,05 <09 <0,6 <0,4 <0,2 <0,2 < 0,05 < 0,05 <0,5 <0, <40 < Camp. > 93,0 <0,5 >1 000 <45
3. Ordindr jungfruolja < 0,05 <0,9 <0,6 <0,4 <0,2 <0,2 < 0,05 < 0,05 <0,5 <0,1 < 4,0 < Camp. >93,0 <0,5 >1000 <45
4. Bomolja < 0,05 <0,9 <0,6 <0,4 <0,2 <0,2 <0,10 <0,10 <0,5 <0,1 < 4,0 — > 93,0 <0,5 21000 | <450
5. Raffinerad olivolja <0,05 <0,9 <0,6 <0,4 <0,2 <0,2 <0,20 < 0,30 <0,5 <0,1 <40 < Camp. >93,0 <0,5 >1000 <45
6. Olivolja < 0,05 <0,9 <0,6 <04 <0,2 <0,2 < 0,20 <0,30 <0,5 <0,1 <40 < Camp. >93,0 <0,5 >1000 <45
7. R&  olivolja av < 0,05 <09 <0,6 <0,4 <0,3 <0,2 <0,20 <0,10 <0,5 <0,2 <40 — >93,0 <0,5 >2500 | >4,5()
pressrester
8. Raffinerad olivolja < 0,05 <0,9 <0,6 <04 <0,3 <0,2 < 0,40 <0,35 <0,5 <0,2 <40 < Camp. >93,0 <0,5 >1 800 > 4,5
av pressrester
9. Olivolja av < 0,05 <09 <0,6 <0,4 <0,3 <0,2 < 0,40 <0,35 <0,5 <0,2 <40 < Camp. > 93,0 <0,5 >1 600 > 45
pressrester

(') Summan av: delta-5,23-stigmastadienol + chlerosterol + betasitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol + delta-5,24-stigmastadienol.

(3 Olja med en sammanlagd vaxhalt pd mellan 300 mg/kg och 350 mg/kg betraktas som bomolja om den sammanlagda halten alifatiska alkoholer ar ldgre én eller lika med 350 mg/kg eller om andelen erytrodiol och uvaol ar lagre én eller lika

(*) Olja med en sammanlagd vaxhalt pd mellan 300 mg/kg och 350 mg/kg betraktas som réd olivolja av pressrester om den sammanlagda halten alifatiska alkoholer dr hogre in 350 mg/kg och om andelen erytrodiol och uvaol 4r hogre dn

med 3,5 %.

3,5 %.

Anm.:

Analysresultaten skall anges med samma antal signifikanta siffror som anges for varje egenskap.
Den sista signifikanta siffran skall avrundas uppit om efterfoljande ej signifikant siffra 4r hogre an 4.

Det ricker med att en enda av egenskaperna avviker frin de faststillda kriterierna for att en olja skall klassas i en annan kategori eller forklaras ej uppfylla kraven nir det giller renhet.
Egenskaper markerade med asterisk (*) och som avser oljans kvalitet anger

— for bomolja, att samtliga grinsvirden (med undantag av K
— for 6vriga jungfruoljor, att om minst ett av dessa grinsvirden inte dr uppfyllt méste oljan byta kategori, men forblir dock klassad inom en kategori inom en kategori for jungfruolja.

232)

inte behdver vara samtidigt uppfyllda,

Egenskaper markerade med tvd asterisker (**) anger, for all olivolja av pressrester, att samtliga grinsvirden inte behéver vara samtidigt uppfyllda.”

¢00T°s'ST
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3. Bilaga X.B skall ersittas med foljande bilaga:

"BILAGA X B

BEREDNING AV METYLESTRAR AV FETTSYROR FRAN OLIVOLJA OCH FRAN OLIVOLJA AV
PRESSRESTER

Foljande tvd metoder rekommenderas for beredning av metylestrar av fettsyror fran olivolja och olivolja av pressrester.
Metod A: Transesterifiering vid 1dg temperatur i en metanollosning av kaliumhydroxid.

Metod B: Metylering vid hog temperatur i en metanollosning av natriummetylat foljd av esterifiering i sur milj6.

Valet av metod beror pé vilken analytisk parameter som skall bestimmas och pé kategori av olja, som anges nedan:

a) Bestimning av skillnaden mellan faktisk och teoretisk halt av triglycerider med ECN42 (AECN42):

— Metod A tillimpas pd prov av oljor av alla kategorier efter det att oljan renats genom att passera en
kiselgelkolonn.

b) Bestimning av fettsyresammansittning:
— Metod A tillimpas direkt pd prov av olja av foljande kategorier:
— Jungfruoljor med en halt av fria fettsyror ligre dn 3,3 %.
— Raffinerad olivolja.
— Olivolja (blandning av jungfruoljor och raffinerad olivolja).
— Raffinerad olivolja av pressrester.
— Olivolja av pressrester (blandning av jungfruoljor och raffinerad olivolja av pressrester).
— Metod B tillimpas direkt pd prov av olja av foljande kategorier:
— Jungfruolja med en halt av fria fettsyror hogre dn 3,3 %.

— Oraffinerad olivolja av pressrester.

¢) Bestimning av transisomerer av fettsyror:
— Metod A tillimpas direkt pa prov av olja av foljande kategorier:
— Jungfruoljor med en halt av fria fettsyror ligre an 3,3 %.
— Raffinerad olivolja.
— Olivolja (blandning av jungfruoljor och raffinerad olivolja).
— Raffinerad olivolja av pressrester.
— Olivolja av pressrester (blandning av jungfruoljor och raffinerad olivolja av pressrester).

— Metod A tillimpas pd prov av oljor av foljande kategorier efter det att oljan renats genom att passera en
kiselgelkolonn:

— Jungfruolja med en halt av fria fettsyror hogre dn 3,3 %.
— Oraffinerad olivolja av pressrester.

RENING AV OLJEPROV

Vid behov renas proven genom att oljan fir passera en kiselgelkolonn, i en 16sning av hexan och dietyleter (87:13 v/v)
enligt metod IUPAC 2.507.

Alternativt gors en extraktion med fast fas i kiselgelpatron. Placera en kiselgelpatron (1 g, 6 ml) i en apparat for
eluering i vakuum och skolj med 6 ml hexan. Bryt vakuumet for att undvika att kolonnen torkar. Tillfér olja (circa
0,12 g) 16st i 0,5 ml hexan i kolonnen, sitt den under vakuum sa att 16sningen tringer in i kiselgelen och eluera
sedan med 10 ml hexan/dietyleter (87:13 v/v) under vakuum. Homogenisera hela méingden eluat och dela upp det i
tvé lika stora volymer. Lit den ena volymen avdunsta till uttorkning i en roterande evaporator under undertryck och i
rumstemperatur. Los dterstoden i 1 ml heptan. Den erhdllna losningen ar firdig for analys av fettsyror med
gaskromatografi. Lat den andra volymen avdunsta och 16s upp éterstoden i 1 ml aceton for analys av triglycerider med
vitskekromatografi (HPLC) om nddvindigt.

METODER FOR BEREDNING AV METYLESTRAR AV FETTSYROR

1. Metod A: Transesterifiering vid lig temperatur i en metanollosning av kaliumhydroxid

1.1 Tillimpning

Denna snabba metod tillimpas pa olivolja och olivolja av pressrester med en halt av fria fettsyror som ar
lagre 4n 3,3 %. De fria fettsyrorna esterifieras inte av kaliumhydroxid. Etylestrar av fettsyror transesterifieras
inte lika snabbt som glyceridestrar och det dr mojligt att de metyleras endast delvis.
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1.2

1.3

1.4

1.5

2.1

2.2

23

2.4

2.5

Princip

Metylestrar bildas genom transesterifiering i en metanollosning av kaliumhydroxid som en mellanprodukt
fore fortvalning (punkt 5 i metod ISO 5509:2000, punkt 5 i metod IUPAC 2.301).

Reagens
Metanol med en vattenhalt som inte overstiger 0,5 % (m/m).
Heptan for kromatografi.

Kaliumhydroxid i metanollosning, cirka 2 N: 16s 11,2 g kaliumhydroxid i 100 ml metanol.

Utrustning
Provror (volym 5 ml) med skruvkork forsedd med teflonpackning.

Mitpipetter eller automatpipetter, 2 ml och 0,2 ml

Utférande

Mt upp cirka 0,1 g av oljeprovet i ett 5 ml provror med skruvkork. Tillsatt 2 ml heptan och skaka. Tillsdtt
0,2 ml 2 N metanollosning av kaliumhydroxid, tillslut vil med en kork forsedd med teflonpackning och
skaka kraftigt i 30 sekunder. Lit provroret st tills 16sningens 6vre skikt har klarnat. Hall av det ovre skiktet,
som innehdller metylestrarna. Heptanlosningen ar firdig att injiceras i kromatografen. Det dr limpligt att
forvara 16sningen i kylskdp fram till dess att analysen med kromatografi skall ske. Losningen bor e¢j sté lingre
tid 4n tolv timmar.

Metod B: Metylering vid hig temperatur i en metanollésning av natriummetylat foljd av esterifiering i sur
miljé

Tillimpning

Denna metod tillimpas pé olivolja och olivolja av pressrester med en halt av fria fettsyror som ér hogre 4n
3,3 %.

Princip

Neutralisering av fria fettsyror och alkalisk metanolys av glycerider, foljt av esterifiering av fria fettsyror i sur
miljo (punkt 4.2 i metod IUPAC 2.301).

Reagens

— Heptan for kromatografi.
— Metanol med en vattenhalt som inte &verstiger 0,05 % (m/m).

— Natriummetylat i metanollosning, 0,2 N: 16s 5 g natrium i 1000 ml metanol (kan beredas av 16sningar
som finns i handeln).

— Fenolftalein, 0,2-procentig losning i metanol.
— Svavelsyra, 1 N metanollosning: tillsitt 3 ml 96-procentig svavelsyra i 100 ml metanol.
— Mittad vattenlosning av natriumklorid.

Utrustning

— 50 ml flatbottnad maitkolv med lang, smal och slipad hals.

— Aterflodeskylare. Luftkylare (1 m lang) med slipad anslutningsfog.
— Kokstenar.

— Glastratt.

Utférande

For over 0,25 g av oljeprovet i en 50 ml mitkolv med slipad hals. Tillsitt med hjilp av tratten
10 ml 0,2 N metanollosning av natriummetylat och kokstenar. Anslut aterflodeskylaren, skaka och varm till
kokning. Losningen bor klarna efter cirka tio minuter. Reaktionen dr praktiskt taget avslutad efter 15
minuter. Ta bort kolven frén vdrmen, vénta tills aterflodet har avstannat, ta bort kylaren och tillsitt tvd
droppar fenolftaleinlosning. Tillsitt ndgra milliliter 1 N svavelsyra i metanollosningen tills den blir farglds,
och tillsdtt sedan ytterligare 1 ml. Anslut kylaren och lat pé nytt koka i cirka 20 minuter. Ta bort kolven frin
viarmen och kyl den under rinnande vatten. Ta bort kylaren, tillsitt 20 ml mattad natriumkloridlésning och
skaka. Tillsatt 5 ml heptan, tillslut kolven och skaka kraftigt i 15 sekunder.
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2.6

2.6.1

2.6.1.1

2.6.1.2

2.6.1.3

2.6.1.4

2.6.2

2.6.2.1

2.6.2.2

2.6.2.3

Lét innehéllet klarna tills de tva faserna ar fullstindigt separerade. Tillsdtt pd nytt méttad natriumkloridlos-
ning till dess att vattenfasen ndr nedre delen av kolvens hals. Det 6vre skiktet som innehdller metylestrar
befinner sig i kolvens hals. Den erhdllna 16sningen &r firdig att injiceras i gaskromatografen.

Varning: Metylering med metod B skall goras i dragskdp.

Alternativ till metylering enligt metod B

Metod C

Princip

Det fett som skall analyseras behandlas med en metanollosning av viteklorid i en sluten behallare vid 100 C.

Utrustning

— Stark glasbehéllare med cirka 5 ml volym (hojd 40-45 mm, diameter 14-16 mm).
— Mtpipetter, 1 och 2 ml.

Reagens
Saltsyralosning i 2-procentig metanol, bereds av gasformig viteklorid och vattenfri metanol (anm. 1).

Hexan for kromatografi.

Anm.: [ handeln finns firdigberedda losningar av viteklorid i metanol som kan anvindas. [ laboratoriet 4r det litt att bereda
smd kvantiteter av gasformig viteklorid genom att den kopta l6sningen (d=1,18) forsitts med ndgra droppar
koncentrerad svavelsyra. Eftersom viteklorid 16ses mycket snabbt i metanol, dr det limpligt att vidta brukliga
forsiktighetsatgarder nar den skall 16sas (exempelvis att tillféra gasen med hjalp av liten omvind tratt som nar just till
metanolens yta. Storre mangder viteklorid i metanollésning kan beredas i forvig och haller sig bra om 16sningen
forvaras morkt i kolvar med glaspropp. Detta reagens kan ocksd beredas genom att acetylklorid loses i vattenfri
metanol.

Utférande

— Till glasbehéllaren overfors 0,2 g fett som torkats pd natriumsulfat och filtrerats och direfter 2 ml
metanollosning av saltsyra. Tillslut behéllaren.

— Lt behdllaren std i vattenbad (100 °C) i 40 minuter.
— Kyl behéllaren under rinnande vatten, 6ppna den och tillsitt 2 ml destillerat vatten och 1 ml hexan.
— Centrifugera och isolera hexanfasen, som ar firdig att anvinda.

Metod D

Princip

Det fett som skall analyseras virms under aterflode med metanol, hexan och svavelsyra. De erhdllna
metylestrarna extraheras med petroleumeter.

Utrustning

— Provror med cirka 20 ml volym anslutet till en cirka 1 m lang &terflodeskylare for luft med slipad
anslutningsfog.

— Mitpipett, 5 ml.

— Separertratt, 50 ml.

— Bagare, 10 ml och 25 ml

— Provror med konisk botten, 15 ml.

Reagens

— Metyleringsreagens: vattenfri metanol, hexan och koncentrerad svavelsyra (d = 1,84) i forhéllandet
75:25:1 (v[v[v).
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2.6.2.4

— Petroleumeter 40-60 C.
— Vattenfritt natriumsulfat.

Utférande

Hall 0,1 g olja i ett 20 ml provror och tillsitt 5 ml metyleringsreagens.

Anslut aterflodeskylaren och virm i vattenbad till kokning i 30 minuter (not 2).

Overfér blandningen kvantitativt till en 50 ml separertratt med 10 ml destillerat vatten och 10 ml petroleu-
meter. Skaka kraftigt och 13t faserna separera. Skilj av vattenfasen och skolj eterskiktet tvd génger med 20 ml
destillerat vatten. Tillsdtt i separertratten en liten méngd vattenfritt natriumsulfat, skaka, 14t std ndgra minuter,
filtrera sedan och samla upp filtratet i ett 15 ml provrér med konisk botten.

Indunsta 16sningsmedlet pa ett vattenbad i en strom av kvive.

Anm. For att styra kokningen, sitt in en glasstav i provroret och still in temperaturen pa vattenbadet pa 90 C.

Precisionsparametrar

En statistisk utvirdering av noggrannheten hos metod A och B har publicerats av Internationella olivoljeradet
i metod COI/T.20/Doc. nr 24.

REKOMMENDATIONER FOR ANALYS MED GASKROMATOGRAFI AV FETTSYREESTRAR AV OLIVOLJA OCH

2.1

2.2

OLIVOLJA AV PRESSRESTER

Utforande

Analys med gaskromatografi av losningar av fettestrar i hexan skall goras i enlighet med norm ISO 5508,
med hjélp av en kapillirkolonn (50 m ldng och med en inre diameter pa 0,25 eller 0,30 mm) tickt med
cyanopropylsilikon, som anges for bestimning av transisomerer av fettsyror (COI/T.20/Doc. nr 17).

I figur 1 visas en typisk kromatografisk profil av en olivolja av pressrester som innehéller metyl- och
etylestrar av fettsyror och transisomerer av metylestrar.

Berikningar

Vid berdkning av fettsyresammansittning och AECN42 skall foljande fettsyror beaktas:

Myristinsyra (C14:0).

Palmitinsyra (C16:0). Total area av de toppar som motsvarar metyl- och etylestrar.

Palmitinoljesyra (C16:1). Total area av de toppar som motsvarar isomererna ©9 och w7 av metylester.
Heptadekansyra (C17:0).

Heptadekensyra (C17:1).

Stearinsyra (C18:0).

Oljesyra (C18:1). Total area av de toppar som motsvarar isomererna ©9 och 07 av metylester, etylester och
transisomerer av metylester.

Linolsyra (C18:2). Total area av de toppar som motsvarar isomererna ©9 och ©7 av metyl- och etylestrar
samt transisomerer av metylester.

Arakidinsyra (C20:0).

Linolensyra (C18:3). Total area av topparna for metylester och transisomerer av metylester.
Gadoljesyra (C20:1).

Behensyra (C22:0).

Lignocerinsyra (C24:0).

Skvalen beaktas inte vid berdkning av den totala arean.

Vid berdkning av procenttalet for trans-C18:1 anvinds den topp som motsvarar metylestrarna av denna
fettsyra.Vid berikning av summan (trans-C18:2 + trans-C18:3) adderas alla toppar som motsvarar transiso-
mererna av dessa bida fettsyror.Vid berikning av den totala arean beaktas alla de toppar som nidmns i punkt
2.1(se COIJT.20/Doc. Nr 17).

Procenttalet for varje enskild fettsyra beriknas enligt foljande formel:

%X = (area X x 100)/(total area)
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Figur 1: Kromatografisk profil for en olivolja av pressrester, erhdllen genom metoden for metylering vid 1ag
temperatur. De kromatografiska topparna motsvarar metylestrar om inget annat anges.
4. Bilaga XII skall ersittas med f6ljande bilaga:
"BILAGA XII
ORGANOLEPTISK VARDERING AV JUNGFRUOLJA
1. SYFTE OCH TILLAMPNINGSOMRADE
Avsikten med denna metod ér att bestimma de kriterier som krévs for att virdera organoleptiska egenskaper
hos jungfruolja i enlighet med punkt 1 i bilagan till forordning nr 136/66/EEG och att beskriva hur de skall
klassificeras i detta avseende.
Det angivna forfarandet 4r bara tillimpligt for klassificering av jungfruolja med avseende pd férekomsten av
fruktighet och pa hur intensiva defekterna dr, vilket faststillts av en utvald grupp utbildade provsmakare, som
utgdr en panel i enlighet med punkt 4.
2. ALLMANT
For allmin grundliggande terminologi, lokal, allmdn metodik och glas for provsmakning av olivolja rekom-
menderas anvindning av Internationella olivoljerddets foreskrifter.
3. SPECIELL TERMINOLOGI
3.1 Positiva egenskaper

Fruktig: Total doftupplevelse, beroende pa olivsort och egenskaper hos oljan fran frisk, firsk frukt, gron eller
mogen, som upplevs direkt eller retronasalt.

Bitter: Karaktaristisk smak hos oljor som erhdllits av grona oliver eller oliver som borjar dndra firg.

Stark: Stickande intryck, karaktiristisk for olja som framstillts i borjan sdsongen, frimst fran dnnu grona
oliver.
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3.2

5.1

Negativa egenskaper
Unken: Karaktdristisk doft och smak hos olja frin ihopsamlade oliver i ldngt framskriden anaerob jdsning.

Moglig-fuktig: Karaktaristisk doft och smak hos oljor som framstillts av oliver dir svamp och jdst har
utvecklats, beroende pa att de lagrats under fuktiga forhéllanden i flera dagar.

Gyttjig fallning: Karaktaristisk doft och smak hos oljor som varit i kontakt med dekanterad féllning i fat och
underjordiska tankar.

Vin-vindger: Karaktdristisk doft och smak hos vissa oljor som paminner om vin eller viniger. Beror i
allmidnhet pa bildningen av dttikssyra, etylacetat och etanol vid olivernas jisning.

Metallisk: Doft och smak som pdminner om metall. Karaktiristisk for oljor som har varit i lingre kontakt
med metalliska ytor under krossning, blandning, pressning eller forvaring.

Harsken: Doft och smak hos oljor som har genomgatt en oxideringsprocess.

Virmt eller brant: Karaktaristisk doft och smak hos oljor som orsakas av for hog och/eller for lingvarig
uppvarmning under framstillningen, i synnerhet nir massan blandas termiskt om detta sker under olimpliga
forhallanden.

Ho-trd: Karaktiristisk doft och smak hos vissa oljor frin torkade oliver.

Réd: Tjock och mosig smakupplevelse hos vissa oljor.

Fett: Doft och smak som pdminner om diesel, fett eller mineralolja.

Gronsaksvatten: Doft och smak som uppsttt pd grund av lingre kontakt med gronsaksvatten.

Saltlake: Doft och smak av olja som framstillts av oliver som konserverats i saltlosning.

Esparto: Karaktiristisk doft och smak hos olja som framstillts av oliver som pressats i nya espartomattor.
Doften och smaken kan variera beroende pd om mattorna ar tillverkade av farskt espartogris eller torkat

espartogras.

Jordig: Karaktiristisk doft och smak hos oljor som framstillts av oliver som har insamlats med jord eller gyttja
pd dem och inte tvittats.

Maskig: Karaktaristisk doft och smak hos oljor fran oliver som har varit utsatta for kraftiga attacker av larver
fran olivflugan (Bactrocera Oleae).

Gurka: Karaktdristisk doft och smak som uppstar ndr en olja 4r hermetiskt forpackad alltfor linge, sarskilt i
platbehallare, och som anses bero pd bildningen av 2,6 nonadienal.
PANEL

Panelen skall utses av medlemsstaten och bestd av en ordférande och dtta till tolv provsmakare. For
regleringsdret 2001/2002 kan dock antalet provsmakare vara firre 4n &tta.

Panelens ordférande maéste vara en vilutbildad expert pa olika typer av olivolja. Han ansvarar for panelen,
dess organisation och funktion, for forberedande, kodning och presentation av proverna for provsmakarna
samt for insamling av data och statistisk bearbetning.

Panelens ordforande skall vilja ut provsmakarna och ansvara for deras utbildning samt for kontroll av deras
arbete for att sikerstilla att de motsvarar de krav som stalls.

De provsmakare som skall utfora de organoleptiska kontrollerna av olivolja skall viljas ut och utbildas med
avseende pd sin formdga att skilja mellan liknande prov, i enlighet med vigledningen frén Internationella
olivoljerddet betriffande urval, utbildning och kontroll av kvalificerade provsmakare av jungfruolja.

Panelerna skall dta sig att delta i organoleptiska beddomningar som féreskrivs pa nationell nivd, gemenskaps-
niva eller internationell nivd for aterkommande kontroll och samordning av bedomningskriterier. De skall

dessutom 4&rligen underritta medlemsstaten om panelens sammansittning och om hur manga bedémningar
den godkinda panelen har gjort.

FORFARANDE FOR ORGANOLEPTISK UTVARDERING OCH KLASSIFICERING

Provsmakarnas anvindande av profilformuliret

Det profilformuldr som provsmakarna skall anvidnda aterfinns i tilligg A till denna metodredogorelse.
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5.2

5.3

5.4

Varje provsmakare som ingdr i panelen skall forst lukta pa och darefter provsmaka (') den aktuella oljan i ett
provsmakningsglas for att analysera smak- och luktintryck samt taktila och kinestetiska intryck. Han skall i
profilformuldret ange hur intensivt han upplever de olika negativa och positiva egenskaperna.

Om provsmakaren upplever negativa egenskaper som inte dterfinns i profilformuldret, skall dessa anges
under rubriken '6vrigt’, med anvindande av den eller de termer i punkt 3.2 i denna metodredogorelse som sa
exakt som mojligt beskriver dem.

Panelordforandens anvindande av data

Panelens ordforande skall samla in provsmakarnas ifyllda formulir och kontrollera de intensiteter som
angivits. Om en avvikelse foreligger, skall han anmoda provsmakaren att se over sitt profilformuldr, och vid
behov gora om testet.

Panelens ordforande kan fora in uppgifterna fran varje provsmakare i ett datorprogram i enlighet med den i
tilligg B angivna metoden for statistisk berdkning av medianvirdet. Uppgifterna for varje prov skall foras in i
en matris bestdende av tio kolumner som motsvarar de tio egenskaperna och av n rader som motsvarar
panelens n provsmakare.

Om minst 50 % av panelen anger en negativ egenskap under rubriken 'ovrigt, skall panelens ordférande
berikna medianvirdet for denna egenskap och fér den motsvarande klassificeringen.

Nir det giller de analyser som gjorts vid kontrollen av att normerna ir uppfyllda, eller vid kontrollundersok-
ningar, skall panelens ordférande lita genomféra en trefaldig organoleptisk bedomning av oljan, med
intervaller pd minst en dag. Medianvirdet for egenskaperna skall beriknas utifrdn samtliga uppgifter i
profilformuliren for de tre undersokningarna.

Klassificering av oljor

Oljan skall klassificeras enligt foljande bendmningar, med defekternas och fruktighetens medianvirde som
utgdngspunkt. Med defekternas medianvirde avses medianvirdet for den mest intensiva negativa egenskapen.
En robust variationskoefficient for den negativa egenskapen skall vara hogst 20 %.

a) Extrajungfruolja: Defekternas medianvirde ér lika med 0 och medianvirdet for fruktighet ar storre dn 0.

b) Jungfruolja: Defekternas medianvirde 4r storre an 0 och mindre én eller lika med 2,5 och medianvirdet for
fruktighet 4r storre 4n 0.

¢) Ordindr jungfruolja: Defekternas medianvirde ar storre dn 2,5 och mindre &n eller lika med 6,0. Alternativt:
medianvirdet dr mindre dn eller lika med 2,5, och medianvirdet for fruktighet dr lika med O.

d) Jungfrubomolja: Defekternas medianvirde ar storre dn 6,0.

Fr.om. den 1 november 2003 skall dock kategorierna ¢ och d ersittas med foljande kategori:

¢) Bomolja: Defekternas medianvirde dr storre dn 2,5. Alternativt: defekternas medianvirde 4r mindre 4n eller
lika med 2,5 och medianvirdet for fruktighet dr lika med 0.

Sirskilda fall

Om medianvirdet overstiger 5,0 for en annan positiv egenskap dn fruktig, skall panelens ordférande ange
detta pd analysintyget for oljan.

(') Han fir avstd frdn att provsmaka, om han noterar extremt intensiva negativa egenskaper och han skall da anteckna detta exceptio-
nella forhdllande i profiltabellen.
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TILLAGG A

Profilformulir

(skall anvandas av provsmakaren)

BEDOMNING AV DEFEKTERNA INTENSITET

: »

Unken I
: »

Moglig-fuktig I
»

o l

Vin-vindger I
: »

Gyttjig fallning I
| »

Metallisk I
: »

Harsken I
| »

Ovrigt, skall specificeras I

BEDOMNING AV POSITIVA EGENSKAPER

| »
Fruktig I

: »
Bitter I

: »
Stark I
Provsmakarens namn Provets kod

datum
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TILLAGG B

METOD FOR BERAKNING AV MEDIANVARDE OCH KONFIDENSINTERVALL

Medianvirde

Me=[P(X<Xm) <12 AP XsXm)z1/2]

Medianvirdet ar det reella tal, Xm, som kdnnetecknas av att sannolikheten (P) att virdena inom fordelningen (X) ar
ldgre 4n (Xm) dr mindre én eller lika med 0,5, samtidigt som sannolikheten (P) att virdena inom fordelningen (X) ar
mindre 4n eller lika med Xm ar storre dn eller lika med 0,5. Enligt en annan definition utgor medianvirdet den 50:e
percentilen av en uppsittning tal som ordnats i stigande ordning. Medianvirdet 4r med andra ord centralvirdet i en
ordnad serie om antalet tal dr ojamnt, eller medelvirdet av de tvd centralvirdena i en ordnad serie om antalet tal ar
jamnt.

Robust standardavvikelse

1,25 IQR
1,35 VN

For att fd en tillforlitlig uppskattning av spridningen kring medianvirdet anvinds Stuarts och Kendalls metod for
uppskattning av robust standardavvikelse. I formeln 4r den asymptotiska standardavvikelsen S beroende av N och IQR.
N ér antalet observationer och IQR ar kvartilavstdndet, dvs. en robust uppskattning av spridningen hos uppgifterna i
friga (kvartilavstdndet omfattar exakt 50 % av elementen i en given sannolikhetsfordelning). Kvartilavstandet erhalls
genom berdkning av skillnaden mellan den 75: och den 25: percentilen.

IQR = 75:e percentilen — 25:e percentilen

Percentilen ér det virde Xpc for vilket sannolikheten (P) att fordelningens virden ar ligre dn Xpc ér lagre 4n eller lika
med ett visst decimalvirde, samtidigt som sannolikheten (P) att fordelningens vérden ér storre 4n eller lika med Xpc ar
storre 4n eller lika med detta decimalvirde. Decimalvirdet anger vilken del av fordelningen det ror sig om. Nar det
giller medianen &r detta virde lika med 50/100.

n n
Percentil = [P (X < Xpc) s — AP (X < Xpc) 2 —
il = [P( po) 00" { pe) 100J

Percentilen 4r med andra ord det virde i fordelningen som motsvarar ett givet omrade som avgransas av fordelnings-
kurvan eller frekvenskurvan. Den 25:e percentilen utgér exempelvis det varde i fordelningen som motsvarar ett omrade
lika med 0,25 eller 25/100.

Robust variationskoefficient %

S
CVR=—100
Me

CVR dr ett rent tal, dvs. det anger inte enheter utan utgor ett métt pd talseriens spridning som procentandel av
medianvirdet Me. Denna koefficient dr mycket anvdndbar som ett métt pd panelmedlemmarnas tillforlitlighet.
Konfidensintervall pd 95 % kring medianvirdet

Konfidensintervall (KI) pd 95 % (risken for fel av forsta slaget uppgér till 0,05 eller 5 %) utgor det intervall inom vilket
medianvirdet skulle ligga, om det vore majligt att upprepa forsoket ett odndligt antal ganger. I praktiken anger
konfidensintervallet hur stor forsokets variabilitet dr under rddande forhillanden, om man antar att forsoket kan
upprepas ett flertal ganger. I likhet med CVR ger konfidensintervallet ett métt pa hur tillforlitligt forsoket ar.

I C. (0vre) = Me + (c.5)
I. C. (nedre) = Me — (c.9)
Dir ¢ dr lika med 1,96 for konfidensintervall pa 0,95.

Klassificeringen gérs genom att medianvirdena jamfors med de referensintervall som faststills i punkt 5.3 i metodre-
dogorelsen. Genom programvaran kan klassificeringen visas grafiskt eller i en tabell Gver statistiska uppgifter.”.
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5. Bilaga XIV skall utga.

6. Foljande skall laggas till som bilaga XIX:

"BILAGA XIX

BESTAMNING AV HALTEN ALIFATISKA ALKOHOLER MED KAPILLARGASKROMATOGRAFI

3.1

3.2

33

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

SYFTE

Forfarandet beskriver en metod for bestimning av halten alifatiska alkoholer, enskilt eller totalt, i oljor och
fetter.

PRINCIP

Fettimnet med 1-eicosanol tillsatt som standard, fortvilas med kaliumhydroxid i metanol varefter de
ofortvalbara dmnena extraheras med etyleter. Alkoholfraktionen separeras frin de ofértvilbara dmnena
genom kromatografi pa ett lager kiselgel impregnerat med kaliumhydroxid. Alkoholerna som dtervunnits fran
kiselgelen overfors till trimetylsilyletrar och analyseras genom gaskromatografi med kapillirkolonn.
UTRUSTNING

250 ml kolv forsedd med éterflodeskylare med slipningar.

500 ml separertratt.

250 ml kolvar.

Komplett apparatur for analys med tunnskiktskromatografi som anvinder glasplattor 20 x 20 cm.
Ultraviolett lampa med en vaglingd av 366 eller 254 nm.

Mikrolitersprutor 100 pl och 500 pl.

En cylindrisk filtrertratt med porositeten G3 (porositet 15 till 40 pm) och med en diameter pé cirka 2 cm,
ett djup pd 5 cm och forsedd med en hanslipning 12/21 som passar pa en vakuumkolv.

50 ml vakuum-E-kolv med honslipning 12/21 som kan anvindas for filtrertratten (3.7).
10 ml provrér med konisk botten och propp.

Gaskromatograf for anvindning med kapillirkolonn och forsedd med spaltningssystem som bestar av:

En termostatkammare for kolonner som kan bibehalla 6nskad temperatur med en noggrannhet av + 1 °C.
En injektor med instillbar temperatur och forsedd med ett férangningselement av glas med silaniserad yta.
En flamjoniseringsdetektor och omformarforstirkare.

Integrerad registreringsenhet for anvindning med omformarforstirkaren med svarstider som inte overstiger 1
sekund och med variabel pappershastighet.

Kapillarkolonn av glas eller kvarts, lingd 20 till 30 meter, innerdiameter 0,25 till 0,32 mm, med SE-52 eller
SE-54 vitskefas eller motsvarande och med en filmtjocklek mellan 0,10 och 0,30 pm.

Mikrolitersprutor for gaskromatografi, 10 pul med hirdad nél.

Precisionsvdg med en kinslighet av 1 mg (med visning av 0,1 mg).

REAGENSER

Kaliumhydroxid, circa 2 N etanollosning: 130 g kaliumhydroxid (med en ligsta koncentration av 85 %)
16ses under kylning i 200 ml destillerat vatten som sedan spids till en liter med etanol. Losningen bor
forvaras i en vl tillsluten mork glasflaska.

Etyleter, P.A.

Vattenfritt natriumsulfat, P.A.
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Glasplattor tickta med kiselgel utan fluorescensindikator, tjocklek 0,25 mm (finns i handeln firdiga for
anvindning).

Kaliumhydroxid, circa 0,2 N etanollosning. 13 g kaliumhydroxid 16ses i 20 ml destillerat vatten och spades
till en liter med etanol.

Bensen, for kromatografi (se 5.2.2).

Aceton, for kromatografi (se 5.2.2).

Hexan, for kromatografi (se 5.2.2).

Etyleter, for kromatografi (se 5.2.2).

Kloroform, P.A.

Referenslosning for tunnskiktskromatografi: kolesterol eller fytosterol, 5 % 16sning i kloroform.

2.7-diklorfluorecein, 0,2 % etanollosning. Denna gors ldtt alkalisk genom tillsats av ett par droppar 2 N
etanollosning av kaliumhydroxid.

Vattenfri pyridin, for kromatografi.
Hexametyldisilasan.
Trimetylklorosilan.

Standardlosningar av trimetylsilyletrar av alifatiska alkoholer fran C,, till C,,. Framstills av blandningar av
rena alkoholer omedelbart innan de skall anvindas.

En 0,1 % (m/v) losning av 1-eicosanol i CHCl, (inre standard).
Birgas: vite eller helium, ren for gaskromatografi.

Supplementerande gaser: kvive, ren for gaskromatografi.

UTFORANDE

Preparering av ofértvilbara imnen

Infor med hjilp av en 500 pl spruta i en 250 ml rundkolv en volym av 0,1 % 1-eicosanollosning (4.17)
som innehdller en kvantitet av 1-eicosanol som ungefirligen motsvarar 10 % av halten alifatiska alkoholer i
den del av provet som tagits ut for analys. Tillsitt t.ex. 5 gram av provet 250 pl av den 0,1 % 1-eicosanol-
losningen om det giller olivolja och 1500 pl om det giller olivolja av pressrester.

Indunsta till torrhet under en strom av kvive och vig upp exakt 5 g torrt filtrerat prov i kolven.

50 ml 2 N etanollosning av kaliumhydroxid i etanol tillsitts, sitt p& aterflodeskylare och virm upp
apparaten till sakta kokning pd dngbad under kontinuerlig omrorning under hela uppvarmningsprocessen
tills fortvalning har intrdtt (Iosningen blir klar). Fortsdtt upphettningen under ytterligare 20 minuter, och
tillsatt sedan 50 ml destillerat vatten genom dterflodeskylaren, ta bort kylaren och kyl kolven till cirka 30 C.

Innehéllet i kolven overfors kvantitativt till en separertratt pd 500 ml och skoljs upprepade gdnger med
destillerat vatten av en mangd som totalt far uppgé till 50 ml. Tillsitt cirka 80 ml etyleter, skaka omsorgs-
fullt i ungefir 30 sekunder och 1t sedan innehallet separera (anm 1).

Separera av den lagre vattenfasen i en ny separertratt. Ytterligare tvd extraktioner gors pa vattenfasen pd
samma sitt, varje ging med anvindning av 60 till 70 ml etyleter.

Anm. 1: Eventuell emulsion kan tas bort genom tillsats av sma kvantiteter etanol eller metanol i sprayform.

Etyleterextrakten samlas i en separertratt och tvittas med destillerat vatten (50 ml at gangen) tills tvittvattnet
ger neutral reaktion.

Kasta bort vattenfasen, torka med vattenfritt natriumsulfat och filtrera i en kolv pd 250 ml som har vigts
innan. Tratten och filtret tvittas med smd kvantiteter etyleter som laggs till etyleterfasen.

Etern indunstas under forsiktig uppvarmning till nigra ml och torkas under litt undertryck eller under strém
av kvave. Torkningen avslutas i torkskdp vid 100 °C i ca 15 minuter och dterstoden vigs sedan den svalnat i
exsickator.
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Separering av alkoholfraktionerna

Forberedning av alkaliska plattor: siank ner silicagelplattorna (4.4) helt i 0,2 N kaliumhydroxidlosning i
etanol (4.5) i tio sekunder och lat sedan verka; torka vl i dragskdp i tva timmar och placera slutligen i ett
virmeskdp vid 100 °C i en timme.

Ta ut plattorna fran torkskdpet och forvara dem i en exsickator med kalciumklorid tills de skall anvindas
(plattor som behandlas pd detta sitt mdste anvindas inom 15 dagar).

Anm. 2: Nir kiselgelplattor anvinds for separation av alkoholfraktionen behéver inte ofortvalbara dmnen behandlas med
aluminium. P& detta sitt dterfds alla sura komponenter (feta syror och évriga) pa ursprungsprovets linje. Man fér
ocksd banden for de alifatiska alkoholerna och terpenalkoholerna separerade av sterolbandet.

Fyll pé en blandning av 65:35 rdknat per volym av hexan och etyleter i framkallningskammaren till ett djup
av circa 1 cm (*).

Kammaren forsluts med ett passande lock och fir std minst en halvtimme for att tillita att jamvikt intrader
mellan gas och vitska. Remsor av filtrerpapper som doppas ner i eluenten kan placeras pa insidan av tankens
ytor for att minska framkallningstiden med ungefar en tredjedel och fa en jimnare eluering av komponen-
terna.

Anm. 3: Framkallningslésningen madste ersittas for varje analys for att fo reproducerbara framkallningsforhallanden.

En circa 5% l6sning av ofortvalbara dmnen (5.1.5) i kloroform iordningsstills och 0,3 ml av 16sningen
stryks ut jamnt till minsta mojliga tjocklek med hjilp av en mikrospruta pd 100 pl pd en TLC-platta cirka
2 cm fran dess nederkant. I jimnhojd med ursprungsprovet placeras 2-3 pl av referenslosningen med
alifatiska alkoholer (4.11) for att man skall kunna kinna igen de alifatiska alkoholernas band efter det att
framkallningen har genomforts.

Plattan placeras i framkallningskammaren som anges i 5.2.2. Omgivningstemperaturen skall héllas mellan 15
och 20 °C. Sting kammaren omedelbart med locket och pabérja elueringen tills 16sningsmedlets fraimre kant
ndr till circa 1 cm fran Gvre 4nden av plattan.

Plattan tas sedan bort frn framkallningskammaren och losningsmedlet far avdunsta i varmluftstrom eller
ocksa far plattan torka en stund i dragskép.

Plattan sprayas litt och jamnt med en l6sning av 2,7-diklorflourescein. Nir plattan betraktas i ultraviolett ljus
kan de alifatiska alkoholernas band identifieras genom att det ligger i hojd med flicken som har erhallits fran
referenslosningen. De alifatiska alkoholernas band.

Anm. 4: Kravet for grupperingen av de alifatiska alkoholernas band och triterpenalkoholernas band tillsammans bestims av
den mojliga Gvergangen av en del alifatiska alkoholer i triterpenalkoholbandet.

Skrapa med hjilp av en metallspatel bort silikagelen pd det markerade omradet. Placera det finférdelade
materialet som tagits bort i filtrertratten (3.7). Tillsdtt 10 ml het kloroform, rér forsiktigt med metallspateln
och filtrera i vakuum-E-kolven (3.8) som ir ansluten till filtrertratten.

Tvitta dterstoden i kolven tre gdnger med etyleter (circa 10 ml varje gdng) och samla filtratet i samma kolv
som dar ansluten till filtrertratten. Indunsta filtratet till en voly m pd 4 till 5 ml, 6verfor 16sningen till ett vagt
10 ml provror (3.9), indunsta till torrhet genom ldtt uppvarmning i ett forsiktigt flode av kvivgas, 16s igen
med hjilp av ett par droppar aceton, indunsta igen till torrhet, placera i ett virmeskdp vid 105 °C i cirka 10
minuter och 1at sedan provet svalna i exsickator och vig det.

Aterstoden i provroret bestar av alkoholfraktionen.

Beredning av trimetylsilyletrar

Reagensen for silyleringen, som bestdr av en blandning av 9:3:1 rdknat per volym (anm. 5) av pyridinhexame-
tyldisalazen-trimetylklorosilan i forhallandet 50 pl for varje mg alkoholer tillsitts till provréret som inne-
haller alkoholfraktionen, varvid ingen fukt fir absorberas (anm. 6).

Anm. 5: Losningar som ir klara for anvindning kan kopas fardiga. Dessutom finns ocksd andra silaniseringsreagenser som
tex. bis-trimetylsilyl, trifluoracetamid + 1 % trimetylklorosilan, som méste spidas med lika stor mingd vattenfri
pyridin tillgingliga.

Anm. 6: Eventuell bildning av en svag opalescens dr normalt och inverkar inte. Bildandet av en vit flockig fyllning eller
rosafirgning dr tecken pa nirvaro av fukt och sonderfall hos reagensen. Om detta intriffar skall provet upprepas.

Provroret forses med propp och skakas om forsiktigt utan att det vinds, tills alkoholerna har blivit losliga. Lat
std i minst 15 minuter i rumstemperatur och centrifugera sedan i ett par minuter. Den klara l6sningen dr nu
fardig for analys med gaskromatografi.

(*) I sirskilda fall maste 95:5 (v|v) bensen/acetonblandning anvindas for att fi en god separation av banden.
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Analys med gaskromatografi

Forberedelser och iordningsstillande av kapillirkolonnen

Kapillirkolonnen placeras inuti gaskromatografen genom att kolonnens inlopp ansluts till injektorblocket
som dr ansluten till spaltningssystemet och andra dnden av kolonnen till detektorn. En allméin kontroll av
gaskromatografen genomférs (gasanslutningarna skall vara tita, detektorn i fullgott skick, fungerande spalt-
ningssystem och registreringssystem etc).

Kapillirkolonner som anvinds for forsta gingen skall prepareras. En liten mingd birgas far flyta igenom
kapillirkolonnen och sedan kopplas gaskromatografen pd och en gradvis upphettning genomférs tills
temperaturen dr minst 20 C over drifttemperaturen (se anm. 7). Temperaturen bibehdlls i minst tvd timmar
och sedan stills kromatografen i ordning for driftforhéllanden (instdllning av gasflode, tindning av delnings-
flamma, anslutning till den elektroniska registreringen, instdllning av temperaturen i kapillarkolonnens ugn,
detektorn och injektorn) signalen stills in pd en kanslighet som dr minst tvd gdnger den hogsta nivdn som
berdknas for genomférande av analysen. Baslinjens streck skall vara linjirt, inte ha ndgra spikar oavsett
ursprung och inte visa tecken pa att driva. Negativ drift av linjen dr tecken pa otita kolonnanslutningar
medan en positiv drift tyder pé otillricklig preparering av kolonnen.

Anm. 7: Temperaturen vid prepareringen skall vara minst 20 °C ligre &n maximitemperaturen som beriknas for den vitskefas
som anvinds.

Val av driftférhéllanden

Foljande riktlinjer galler for kromatografins utforande:

— kolonntemperatur: startisotermen stills in vid 180 °C i dtta minuter och programmeras sedan med 5 °C
per minut till 260 °C och ytterligare 15 minuter vid 260 °C,

— injektorblockets temperatur: 280 °C,

— detektorns temperatur: 290 °C,

— linjir hastighet for birgasen: helium 20 till 35 cm/s, vite 30 till 50 cms,
— delningsforhallande: 1:50 till 1:100,

— instrumentets kénslighet: 4 till 16 ginger hogre dn minimikansligheten,

— registreringskanslighet: 1 till 2 mV,

— pappershastighet: 30 till 60 cm/tim,

— kvantitet av det injicerade dmnet: 0,5 till 1 pl av TMSE-l6sning.

Dessa forhdllanden kan varieras beroende pd egenskaper hos kolonn och gaskromatograf for att fa kromato-
gram som uppfyller foljande krav:

— alkoholretentionstiden C,, skall vara 18 + 5 minuter,

— toppen for alkoholen C,, skall vara 80 + 20 % av hela skalvirdet for olivolja och 40 + 20 % av hela
skalvirdet for froolja.

Att de tidigare nimnda kraven ir uppfyllda kontrolleras genom en upprepad injicering av den stillda
TMSE-blandningen av alkoholer, och driftforhdllandena justeras for att ge bista resultat.

Parametrarna for integrering av topparna skall stdllas in sa att en korrekt uppskattning av topparnas ytor
erhalls.

Analysforfarande

Sug med hjilp av en 10 pl spruta upp 1 pl hexan, sug in 0,5 pl luft och sedan 0,5 till 1 pl av
provlosningen. Drag ut kolven ur sprutan ytterligare sd att kanylen toms. Kor in kanylen genom membranet i
injektionsenheten och spruta snabbt efter en till tvd sekunder in innehallet och drag sedan sakta ut kanylen
efter cirka fem sekunder.

Registreringen genomférs tills de ndrvarande alkoholernas TMSE har eluerats totalt. Baslinjen skall alltid
motsvara kraven i 5.4.1.2.
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Identifiering av toppar

Identifieringen av enskilda toppar genomférs med ledning av retentionstiderna och genom jamforelse med
den stdllda TMSE-losningen som analyseras under samma forhdllanden.

Ett kromatogram av alkoholfraktionen av en jungfruolja visas i figur 1.

Kvantitativ utvdrdering

Toppomradena for 1-eicosanol och de alifatiska alkoholerna C,,, C,,, C,, och C,, berdknas genom elektronisk
integrering.

Halten av varje enskild alifatisk alkohol uttryckt i mg/1 000 g fettimne berdknas pa foljande sitt:

A -m 1000

Alkohol x =
Am
dir:
A_= toppomrade for alkohol x
A, = toppomrdde for 1-eicosanol
m_ = vikt for 1-eicosanol, i mg
m = vikt for provet som tagits ut for analys, i gram

RESULTATANGIVELSE

Innehéllet av de enskilda alifatiska alkoholerna i mg/1 000 g fettimne och summan av de totala alifatiska
alkoholerna antecknas.
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TILLAGG

Bestamning av den linjdra hastigheten for gasen

1 till 3 pl metan (eller propan) sprutas in i gaskromatografen under vanliga driftférhallanden, och den tid det tar for
metanet eller propanet att passera kolonnen frn injektionsgonblicket till det 6gonblick toppen eluerar (tM) mats med
stoppur.

Den linjdra hastigheten i cm/s erhalls genom L/tM dir L 4r kolonnens lingd i cm och tM dr tiden i sekunder som
uppmits med stoppur.

f 1 6

3

Figur 1 — Kromatogram Over alkoholfrakturen av jungfruolja

1 = Eicosanol 5 = Pentacosanol
2 = Docosanol 6 = Hexacosanol
3 = Tricosanol 7 = Heptacosanol
4 = Tetracosanol 8 = Octacosanol



