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KOMMISSIONENS FORORDNING (EEG) nr 2568/91
av den 11 juli 1991

om egenskaper hos olivolja och olivolja av pressrester och om
limpliga analysmetoder

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR ANTAGIT
DENNA FORORDNING

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Europeiska ekono-
miska 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 forordning (EEG) nr 3577/
90 (?), sarskilt artikel 35a i denna, och

med beaktande av foljande:

Bilagan till forordning nr 136/66/EEG innehéller beskrivningar och
definitioner av olivolja och olivolja av pressrester som salufors inom
varje medlemsstat, inom gemenskapen och i handeln med tredje ldander.

For att kunna skilja mellan de olika typerna av olja bor de fysiska och
kemiska egenskaperna hos var och en av dem och de organoleptiska
egenskaperna hos jungfruolja definieras sa att renheten och kvaliteten
for de berdrda varorna kan sékerstillas med beaktande av andra befint-
liga bestimmelser.

Egenskaperna hos de olika typerna av olja bor bestimmas enhetligt
inom hela gemenskapen. For detta dndamal bor gemenskapsmetoder
for kemisk analys och organoleptisk virdering upprittas. Under en
overgéngsperiod bor anvindningen av andra analysmetoder som tilld-
mpas i medlemsstaterna tillatas, under forutsittning att de resultat som
erhalls med gemenskapsmetoden skall vara avgorande vid en skillnad i
resultaten.

Definitionen av de fysiska och kemiska egenskaperna hos olivolja och
av analysmetoderna medfor dndringar av tilliggsanméirkningarna i
kapitel 15 i Kombinerade nomenklaturen.

Metoden for utvérdering av de organoleptiska egenskaperna hos jung-
fruolja innefattar uppréttandet av paneler med utvalda och utbildade
provsmakare. Den tid som krévs for att uppritta en sadan struktur bor
darfor faststdllas. Med hénsyn till de svérigheter som ndgra medlems-
stater kommer att mota ndr det giller att uppritta paneler med
provsmakare, bor anvindning av paneler i andra medlemsstater tillatas.

For att sikerstilla att det system med avgifter som tillimpas pé import
av olivpressrester fungerar pa avsett sétt bor en gemensam metod for
bestdmning av oljehalten i dessa varor faststéllas.

For att inte skapa handelshinder bor atgérder vidtas for att olja som &r
forpackad innan denna forordning trdder i kraft skall kunna avyttras
under en begréinsad tid.

Det dr nddvédndigt att upphdva kommissionens férordning (EEG)
nr 1058/77 (°), senast dndrad genom forordning (EEG) nr 1858/88 (*).

Forvaltningskommittén for oljor och fetter har inte yttrat sig inom den
tid som dess ordforande har bestdmt.

() EGT nr 172, 30.9.1966, s. 3025/66.
(®» EGT nr L 353, 17.12.1990, s. 23.
() EGT nr L 128, 24.5.1977, s. 6.

(*) EGT nr L 166, 1.7.1988, s. 10.
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HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE

Artikel 1

1. Oljor vars egenskaper &verensstimmer med dem som anges i
punkterna 1, 2 och 3 i bilaga 1 till denna férordning skall anses vara
jungfruolja enligt inneborden i punkterna 1 a, b och c i bilagan till
forordning nr 136/66/EEG.

2. Olja vars egenskaper Overensstimmer med dem som anges i
punkt 4 1 bilaga 1 till denna forordning skall anses vara bomolja i den
mening som avses i punkt 1 d i bilagan till forordning nr 136/66/EEG.

3.  Olja vars egenskaper Overensstimmer med dem som anges i
punkt 5 i bilaga 1 till denna forordning skall anses vara raffinerad
olivolja i den mening som avses i punkt 2 i bilagan till férordning
nr 136/66/EEG.

4. Olja vars egenskaper Overensstimmer med dem som anges i
punkt 6 i bilaga 1 till denna férordning skall anses vara ren olivolja i
den mening som avses i punkt 3 i bilagan till forordning nr 136/66/
EEG.

5. Olja vars egenskaper Overensstimmer med dem som anges i
punkt 7 i bilaga 1 till denna férordning skall anses vara olivolja av
pressrester i den mening som avses i punkt 4 i bilagan till férordning
nr 136/66/EEG.

6. Olja vars egenskaper Overensstimmer med dem som anges i
punkt 8 i bilaga 1 till denna forordning skall anses vara raffinerad
olivolja av pressrester i den mening som avses i punkt 5 i bilagan till
forordning nr 136/66/EEG.

7. Olja vars egenskaper Overensstimmer med dem som anges i
punkt 9 i bilaga 1 till denna férordning skall anses vara olivolja av
pressrester i den mening som avses i punkt 6 i bilagan till férordning
nr 136/66/EEG.

Artikel 2

1. Egenskaperna hos de oljor som faststdllts i bilaga 1 skall
bestimmas i enlighet med de analysmetoder som anges nedan.

— For bestimning av de fria fettsyrorna uttryckta som procent olje-
syra, den metod som anges i bilaga 2.

— For bestimning av peroxidindex, den metod som anges i bilaga 3.

— For bestdmning av alifatiska alkoholer, den metod som anges i
bilaga 4.

— For bestimning av sterolhalten, den metod som anges i bilaga 5.

— For bestdimning av erytrodiol och uvaol, den metod som anges i
bilaga 6.

— For bestdimning av mittade fettsyror i stdllning 2 hos triglycerider,
den metod som anges i bilaga 7.

— For bestdimning av trilinolenhalten, den metod som anges i bilaga 8.

— For spektrofotometri, den metod som anges i bilaga 9.

— For bestdmning av fettsyresammanséittningen, den metod som anges
i bilaga 10 A och 10 B.

— For bestdimning av de flyktiga, halogenerade l6sningsmedlen, den
metod som anges i bilaga 11.

— For utvérdering av de organoleptiska egenskaperna for jungfruolja,
den metod som anges i bilaga 12, tillampad enligt punkt 2.

— For bevis pa att raffinering har genomforts, den metod som anges i
bilaga 13.

2. Utvardering av de organoleptiska egenskaperna skall genomforas
av M3 en analytiker som &r specialicerad pa sensorisk analys eller
som bistds av specialister <« enligt det férfarande som beskrivs i de
smakanmirkningar som anges i bilaga 12. Om analysen visar andra
egenskaper dn dem som erhallits genom beskrivning av produkten skall
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provet undersdkas av en provsmakarpanel enligt bestimmelserna i
bilaga 12.

Varje ytterligare analys skall genomféras av panelen enligt dessa
bestdmmelser.

For att sdkerstdlla de organoleptiska egenskaperna i samband med
atgirder avseende interventionssystemet, skall panelen av provsmakare
genomfOra denna utvérdering enligt bestimmelserna i bilaga 12.

Artikel 3

Fram till »M6 28 februari 1993 <« skall inférandet av de analysme-
toder som anges i artikel 2 inte forhindra att medlemsstaterna anvéander
andra beprovade och vetenskapligt giltiga metoder, under forutsittning
att produkter som anses uppfylla gillande regler for gemenskapsme-
toder skall tillatas fri rorlighet. Innan andra metoder anvénds skall de
berérda medlemsstaterna meddela dessa till kommissionen.

Om nédgon av de andra metoderna ger ett resultat som skiljer sig fran
dem som erhélls genom gemenskapsmetoden, skall det resultat som
erhalls genom den senare metoden vara avgorande.

Artikel 3a

Om tvist uppstar om de organoleptiska egenskaperna hos en olja som
har sléppts ut pd marknaden, far de berdrda parterna hénskjuta drendet
till en av dem sjdlva vald, godkdnd smakpanel.

Artikel 3b

Om det faststélls att de organoleptiska egenskaperna hos en olja inte
overensstimmer med beskrivningen, skall den berérda medlemsstaten,
utan att det paverkar ovriga pafoljder, tillimpa administrativa ekono-
miska sanktioner som skall bestimmas mot bakgrund av hur allvarlig
den upptéckta dvertridelsen ar.

Vid bedomningen av dvertrddelsen skall sérskild vikt 1dggas vid natur-
liga fordndringar av oljans egenskaper vid forvaring under normala
forhallanden.

I borjan av varje halvar skall medlemsstaterna underritta kommissionen
om antal och typ av Overtrddelser som har upptickts samt om de
péafdljder som har tillimpats under det gangna halvéret.

Artikel 4

1.  For att beddma organoleptiska egenskaper skall medlemsstaterna
inrdtta smakpaneler som dr ansvariga for officiella kontroller av dessa
egenskaper. Panelerna skall uppfylla foljande villkor:

— De skall bestd av utvalda och utbildade provsmakare enligt de
bestimmelser som har faststéllts for den metod som anges i bilaga
12.

— De skall ha tillgang till de lokaler och den utrustning som fordras
for att genomfdra organoleptiska bedomningar enligt de
bestimmelser som har faststéllts for den metoden.

— De skall anvidnda den sédrskilda vokabuldr som anvinds vid senso-
risk analys av olivolja, profilformulédret och den beddmningstabell
som har faststéllts for denna metod.

— De skall éta sig att genomfora de organoleptiska beddmningar som
kravs pad gemenskapsnivé eller pd internationell niva vid tiden for
de regelbundna proven och vid sammantriden om harmonisering-
skriterier.

— De skall ata sig att arligen forse kommissionen med alla upplys-
ningar om fordndringar bland panelernas medlemmar och om det
antal bedomningar som de har genomfort som godkénda paneler.

Varje medlemsstat skall godkdnna paneler som uppfyller ovanstdende
kdnnetecken och som inréttas pa deras territorium. Medlemsstaten skall
utse en av dessa paneler for att utféra granskningar av analyser.
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Paneler som upprittats av medlemsstaterna fore den 1 november 1992
enligt de bestdmmelser som faststillts fér den metod som anges i
bilaga 12, skall anses vara godkinda enligt denna artikel.

Varje medlemsstat skall sinda kommissionen och de andra medlems-
staterna en forteckning 6ver godkdnda paneler.

2. Om medlemsstaterna har svarigheter att uppritta smakpaneler
inom sitt territorium, fir de anlita en smakpanel som dr godkind i en
annan medlemsstat.

3. Varje medlemsstat skall uppritta en forteckning éver smakpaneler
som har upprittats av yrkes- eller branschorganisationer enligt de
villkor som faststélls i punkt 1 och skall sékerstélla att dessa villkor

uppfylls.

Artikel 5

Tillaggsanmarkningarna 2 4 till kapitel 15 i Kombinerade nomenkla-
turen, vilka faststdlls i bilaga 1 till radets forordning (EEG) nr 2658/
87 (M), skall ersittas med texten i bilaga 14 till den hdr forordningen.

Artikel 6

1. Oljehalten i oljekakor och andra rester som erhéllits vid extrak-
tion av olivolja (KN-nr 2306 90 11 och 2306 90 19) skall bestimmas
med anvindning av den metod som anges i bilaga 15.

2. Den oljehalt som anges i punkt 1 skall uttryckas som viktprocent
olja i forhéllande till torrsubstans.

Artikel 7
De gemenskapsbestimmelser som ror nédrvaron av andra odnskade
amnen dn de som anges i bilaga 11 skall tillimpas.

Artikel 8

1.  Medlemsstaterna skall meddela kommissionen vilka &tgérder de
har vidtagit for att genomfora denna férordning.

2. Medlemsstaterna skall till kommissionen i bdrjan av varje halvér
overlimna en redogorelse av de analysdata som hinfor sig till prover
som genomforts under det gangna halvaret.

Resultaten skall provas av Forvaltningskommittén for oljor och fetter i

enlighet med forfarandet i artikel 39 i forordning nr 136/66/EEG.
Artikel 9

Forordning (EEG) nr 1058/77 skall upphora att gilla.

Artikel 10

1. Denna forordning trdder i kraft den tredje dagen efter det att den
har offentliggjorts i Europeiska gemenskapernas officiella tidning. Den
metod som anges i bilaga 12 skall emellertid tillimpas fran » M1 den
1 november 1992 <, utom da det géller atgdrder i samband med inter-
ventionssystemet.

Den metoden skall inte tillimpas for jungfruolja som iordningstills for
marknaden fore den 1 november 1992

2. Denna forordning skall inte tillimpas pa olivolja och olivolja av
pressrester som &r forpackad fore denna forordnings ikrafttridande och
salufors fram till och med den 31 oktober 1992.

() EGT nr L 256, 7. 9. 1987, s. 1.
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Denna f6rordning ér till alla delar bindande och direkt tilldimplig i alla
medlemsstater.
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Bilaga 1
Bilaga 2
Bilaga 3
Bilaga 4

Bilaga 5

Bilaga 6
Bilaga 7
Bilaga 8
Bilaga 9
Bilaga 10 A
Bilaga 10 B

Bilaga 11

Bilaga 12
Bilaga 13

Bilaga 14

Bilaga 15
Bilaga 16

BILAGOR

Sammanfattning

Egenskaper hos olivolja ...
Bestamning av fria fettsyror ...
Bestimning av peroxidvérdet ...

» M6 Bestimning av vaxinnehdll genom gaskromatografi med
kapillirkolonn « ...

Bestdmning av sammanséttningen och halten av steroler genom
gaskromatografi med kapilldrkolonn ...

Bestamning av erytrodiol och uvaol ...

Bestdmning av fettsyror i 2-stillning i triglycerider ...
Bestdmning av sammansittningen av trilinolein ...
Spektrofotometrisk undersdkning ...

Analys av metylestrar av fettsyror med gaskromatografi ...

Preparering av metylestrar av fettsyror i enlighet med rubrikerna
1 och 2 i bilaga 6 till forordning (EEG) nr 72/77 eller till den
metod som beskrivs nedan ...

Bestdmning av halten flyktiga halogenerade l6sningsmedel i
olivolja ...

Organoleptisk virdering av jungfruolja ...

» M6 Neutralisering och blekning av olivolja i laboratoriet <«

Tillaggsanmarkningar 2, 3 och 4 till kapitel 15 i kombinerade
nomenklaturen ...

Oljehalt i pressrester av oliver ...

Bestdmning av jodtal ...
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1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.3

13

1.3.1
1.32
1.33

1.4
1.4.1

1.4.2

BILAGA 2

BESTAMNING AV FRIA FETTSYROR

BESTAMNING AV SYRAHALT

Bestdmning av fria fettsyror i olivoljor. Halten fria fettsyror uttrycks som
syrahalt berdknad pa konventionellt sitt.

Princip

Ett prov 16ses i en blandning av 16sningsmedel och de nérvarande fria
fettsyrorna titreras med en etanollgsning av kaliumhydroxid.

Reagenser

Alla reagenser bor vara av analyskvalitet och det vatten som anvénds skall
vara destillerat eller ha motsvarande renhet.

Dietyleter. 95 % etanol (v/v), blandning av lika volymdelar.

Anm: Dietyleter dr en mycket ldttantéindlig vétska och kan bilda explosiva
peroxider. Speciell forsiktighet bor iakttas vid anvéndning.

Neutralisera exakt vid anvandningstillféllet med kaliumhydroxidlésningen
(1.2.2) med tillsats av 0,3 ml av fenolftaleinlosningen (1.2.3) per 100 ml
blandning.

Anm: Om det inte dr mojligt att anvinda dietyleter kan en blandning av
16sningsmedel som innehdller etanol och toluen anvdndas. Om sa
erfordras kan etanolen ersittas av propanol-2.

Kaliumhydroxid, filtrerad etanollosning, ¢(KOH) ca 0,1 mol/l eller, om
nddvindigt ¢(KOH), ca 0,5 mol/l.

Den exakta koncentrationen hos etanollosningen av kaliumhydroxid maste
vara kdnd och kontrollerad omedelbart fore anvindning. Anvidnd en
16sning som gjorts minst fem dagar fore anvindning och dekanterats i en
brun glasflaska med gummipropp. Ldsningen bor vara firglos eller
halmfargad.

Anm: En stabil farglos 16sning av kaliumhydroxid kan framstdllas pa
foljande sitt: Koka upp 1000 ml etanol med 8 g kaliumhydroxid
och 0,5 g aluminiumspan och fortstt att koka under aterflode under
1 timme. Destillera 16sningen omedelbart. Los den behovliga
mingden kaliumhydroxid i destillatet. L&t 16sningen sta i flera
dagar och dekantera den klara vitskan fran fallningen av kaliumkar-
bonat.

Losningen kan ocksé framstillas utan destillation pa foljande sitt:
Tillsdtt 4 ml aluminiumbutylat till 1 000 ml etanol och lat bland-
ningen st i flera dagar. Dekantera den klara vitskan och 16s den
behdvliga midngden kaliumhydroxid i den. Losningen ar klar for
anvindning.

Fenolftalein, 10 g/l 16sning i 95 till 96 %-ig etanol (v/v) eller alkaliskt
blatt (da det géller starkt fargade fetter) 20 g/l 16sning i 95 till 96 %-ig
etanol (V/v).

Utrustning

Vanlig laboratorieutrustning som innefattar:

Analysvag

250 ml E-kolv

10 ml byrett graderad i 0,05 ml

Utforande
Preparering av provet for analys

Genomfor analysen pa ett filtrerat prov. Om fukt och féroreningar tillsam-
mans dr mindre dn 1 % anvéind provet utan vidare behandling.

Provtagning

Ta ut ett prov beroende pa det antagna syratalet i enlighet med foljande
tabell:
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1.43

1.5

Férvintat syratal Mingd prov Invdgningsnoggrannhet
(2 (®
<1 20 0,05
1 till 4 10 0,02
4 till 15 2,5 0,01
15 till 75 0,5 0,001
> 175 0,1 0,0002

Vig in provet i E-kolven (1.3.2).
Bestdmning

Los provet (1.4.2) 1 50 till 150 ml av den neutraliserade blandningen av
dietyleter och etanol (1.2.1).

Titrera under omrérning med 0,1 mol/l 16sning av kaliumhydroxid (1.2.2)
(se anmérkning 2) tills indikatorn dndrar farg (den roda fenolftaleinfargen
skall besta under minst 10 sekunder).

Anm 1: Den stillda etanollosningen av kaliumhydroxid (1.2.2) kan
ersittas av en vattenlosning av kalium- eller natriumhydroxid
under forutsittning att vattenvolymen inte medfor fasseparation.

Anm 2: Om den nddvéindiga midngden 0,1 molar kaliumhydroxidldsning
overstiger 10 ml, anvind 0,5-molar 16sning.

Anm 3: Om 16sningen blir ogenomskinlig under titreringen, tillsétt
tillrackligt med 16sningsmedel (1.2.1) for att det skall bli en klar
16sning.

Syraméngd uttryckt som procent oleinsyra

Syraméngden som massprocent motsvaras av:

100 VxcxM

VXX T000  m T 10xm

dar:

V = Volymen kaliumhydroxid i ml som anvinds vid titreringen.

¢ = Exakta koncentrationen i mol/l av den stéllda kaliumhydroxidlos-
ning som anvénds.

M = Molvikt i gram per mol av syran som anvénds for att ange resul-
tatet (= 282).

m = Provets vikt i gram.

Det aritmetiska medelvirdet »M6 av tvd berdkningar <« bor bedomas
som resultatet.



1991R2568 — SV — 20.02.1993 — 006.001 — 12

5.1

52

5.3

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

BILAGA 3

BESTAMNING AV PEROXIDVARDET

SYFTE

Denna standard beskriver en metod for bestdmning av peroxidvérdet i oljor
och fetter.

TILLAMPNINGSOMRADE

Denna standard ar tillimplig pa animaliska och vegetabiliska oljor och
fetter.

DEFINITION

Peroxidvirdet dr den kvantitet av de substanser i provet uttryckta i milliek-
vivalenter aktivt O /kg som oxiderar kaliumjodid under de forhallanden som
beskrivs.

PRINCIP
Behandling av provet i 16sning i éttiksyra och kloroform med en 16sning av

kaliumjodid. Titrering av den frigjorda joden med stélld natriumtiosulfatlés-
ning.

UTRUSTNING

All utrustning som skall anvéndas skall vara fri fran reducerande eller
oxiderande dmnen.

Anm: Smoérj inte slipade ytor.
3 ml glassked.

Kolvar med slipade halsar och proppar pa ca 250 ml, torkade i férvdg och
fyllda med en torr, ren, inert gas (kvdve eller foretradesvis koldioxid).

25 eller 50 ml byrett graderad i 0,1 ml.

REAGENSER

Kloroform, P. A. som befriats fran syre genom att en strém av ren, torr inert
gas bubblats igenom den.

Attiksyra, P. A. befriad frin syre genom att en strém av torr, ren gas bubb-
lats igenom den.

Kaliumjodid, mittad vattenlosning, nyligen framstilld, fri fran jod och
jodater.

Natriumtiosulfat 0,01 eller 0,002 N exakt stilld vattenlosning, stilld
omedelbart fore anvindning.

Stirkelselosning, 10 g per liter vattenlosning nyligen framstilld av naturlig
16slig stirkelse.

PROV

Se till att provet tas och bevaras kallt och morkt i glasbehéllare som skall
vara helt fyllda, hermetiskt tillslutna med slipade glasproppar eller kork.

UTFORANDE

Analysen skall genomforas i diffust dagsljus eller artificiellt ljus. Vég in i
ett vigglas (5.1) eller om inte detta gér i en kolv (5.2) pa 0,001 g nir, en
méngd av provet som O&verensstimmer medfoljande tabell enligt det
forvantade peroxidvirdet:
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Forvintat peroxidvarde Provets vikt
(mekv) (®

0 till 12 5,0 till 2,0

12 till 20 2,0 till 1,2

20 till 30 1,2 till 0,8

30 till 50 0,8 till 0,5

50 till 90 0,5 till 0,3

Ta bort proppen fran en kolv (5.2) och for in vigglaset som innehéaller
provet. Tillsdtt 10 ml kloroform (6.1). Ls provet snabbt under omrérning.
Tillsatt 15 ml attiksyra (6.2) och sedan 1 ml kaliumjodidlosning (6.3). Satt
snabbt i proppen, skaka om under en minut och lat std i morker exakt 5
minuter vid en temperatur mellan 15 och 25 °C.

Tillsdtt ca 75 ml destillerat vatten. Titrera den frigjorda joden med natrium-
tiosulfatlosning (6.4) (0,002 N 16sning for forvintade virden som dr mindre
12 och 0,01 N 16sning for forvdntade virden 6ver 12) under omskakning
och anvind stirkelselosning (6.5) som indikator.

Genomfor tva bestimningar pa samma prov.

Genomfor samtidigt ett blindprov. Om resultatet av blindprovet dverstiger
0,05 ml av 0,01 N natriumtiosulfatldsning (6.4) ersitt de orena reagenserna.
RESULTATANGIVELSE

Peroxidvirdet (PV), uttryckt som milliekvivalenter av aktivt O,/kg erhalls
genom foljande formel:

PV — V xTx 1000
m
dar:
V = antalet ml av den stéllda tiosulfatlosningen (6.4) som anvinds i
provet korrigerad for resultatet av blindprovet.
T = den exakta normaliteten hos natriumtiosulfatlosningen (6.4) som
anvinds.
m = vikten i gram av provet.

Som resultat tas det aritmetiska medelvérdet av de tva bestdmningarna som
genomforts.
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BILAGA 4

BESTAMNING AV HALTEN ALIFATISKA ALKOHOLER MED

3.1
32
33
34

3.5

3.6

3.7

3.8

39
3.10

3.10.1

3.10.2
3.10.3
3.10.4

3.11

3.12

42
43
44

4.5

4.6

KAPILLARGASKROMATOGRAFI

SYFTE

Forfarandet beskriver en metod for bestimning av halten alifatiska alko-
holer i oljor och fetter.

METODENS PRINCIP

Fettimnet med 1-eicosanol tillsatt som standard, fortvdlas med kalium-
hydroxid i metanol varefter de ofortvalbara dmnena extraheras med
etyleter. Alkoholfraktionen separeras fran de of6rtvdlbara dmnena
genom kromatografi pa ett lager kiselgel impregnerat med kaliumhydr-
oxid. Alkoholerna som atervunnits fran kiselgelen Overfors till
trimetylsilyletrar och analyseras genom kapilldr gaskromatografi.
UTRUSTNING

250 ml rundkolv med é&terflodeskylare och slipningar.

Separertratt 500 ml.

Kolvar 250 ml.

Kromatografitank for tunnskiktskromatografi, for glasplattor med matten
20 x 20 cm.

Ultraviolett ljus med en vagliangd 366 eller 254 nm.
Mikrosprutor som kan ge 100 pl och 500 pl.

Glasfiltertratt med porositeten G 3 (porositeten 15—40 p) dr med ca
2 cm diameter och ca 5 cm hojd lamplig for vakuumfiltrering och med
12/21 hanslipning.

Vakuumkolv 50 ml med 12/21 honslipning for anvéndning med filtrer-
tratt (3.7).

Provror 10 ml med konisk botten och propp.

Gaskromatograf for anvdndning med kapillarkolonn och forsedd med
spaltningssystem som bestéar av:

Termostatstyrd kammare for kolonner (kolonnugn) som kan halla
onskad temperatur med en noggrannhet av + 1°C.

Termostatforsedd injektordel med silaniserat septum.
Flamjoniseringsdetektor och omformarforstérkare.

Integrerad registreringsenhet for anvindning med omformarforstirkaren
med svarstider som inte verstiger 1 sekund och med variabel pappers-
hastighet.

Kapilldrkolonn av glas eller kvarts, langd 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 pum.

Mikrosprutor for gaskromatografi, 10 pul med hérdad nal.

REAGENSER

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

Etyleter, P. A.
Vattenfritt natriumsulfat, P. A.

TLC-glasplattor med silikagel, utan fluorescensindikator, med en
tjocklek pa 0,25 mm (kan kopas fardigstillda).

Kaliumhydroxid, ca 0,2 N etanollosning. 13 g kaliumhydroxid l6ses i
20 ml destillerat vatten och spades till en liter med etanol.

Bensen, for kromatografi (se 5.2.2).
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Aceton, for kromatografi (se 5.2.2).
Hexan, for kromatografi (se 5.2.2).

Etyleter, for kromatografi (se 5.2.2).
Kloroform, for kromatografi.

Referenslosning for tunnskiktskromatografi: blandning av 5 % C, till
C,, alkoholer i kloroform.

0,2 % losning av 2,7-dikloroflourescein i etanol. Denna gors latt alkalisk
genom att tillsitta nagra droppar 2 N kaliumhydroxidlosning.

Vattenfri pyridin for kromatografi.
Hexametyldisilasan.
Trimetylklorosilan.

Stéillda 18sningar av trimetylsilyletrar av alifatiska alkoholer frdn C, till
C,,- De kan framstillas av blandningar av rena alkoholer omedelbart
innan de skall anvéindas.

En 0,1 % (m/v) 16sning av 1-eicosanol i CHCI, (inre standard).
Birargaser: Vite eller helium, ren for gaskromatografi.

Supplementerande gaser: vite eller helium, ren for gaskromatografi.

UTFORANDE
Preparering av ofortvédlbara dmnen

Infér med hjélp av en 500 pl spruta i en 250 ml rundkolv en volym av
0,1 % 1-eicosanollgsning (4.17) som innehéller en kvantitet av 1-eico-
sanol som ungefarligen motsvarar 10 % av halten alifatiska alkohol i
den del av provet som tagits ut for analys. Tillsétt t.ex. 5 gram av provet
250 pl av den 0,1 % 1-eicosanollosningen om det géller olivolja
»M6 ———— « och 1500 pl om det géller 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 kaliumhydroxidlosning i etanol tillsétts, sétt pa aterflodesky-
lare och vdrm upp apparaten till sakta kokning pa é&ngbad under
kontinuerlig omrérning under hela uppvarmningsprocessen tills
fortvalning har intrdtt (l6sningen blir klar). Fortsétt uppvdrmningen i
ytterligare 20 minuter och tillsdtt sedan 50 ml destillerat vatten genom
kylaren. Ta sedan bort kylaren och kyl kolven till ca 30 °C.

Innehallet 1 kolven &verfors kvantitativt till en separertratt pa 500 ml
och skoljs upprepade ginger med destillerat vatten av en midngd som
totalt far uppgd till 50 ml. Ca 80 ml etyleter tillsitts, innehallet
omskakas kraftigt i 30 sekunder och ldmnas sedan att separera (anm 1).

Den undre vattenfasen dverfors sedan till en ny separertratt. Ytterligare
tva extraktioner gors pa vattenfasen pa samma sitt, varje gang med
anvindning av 60 till 70 ml etyleter.

Anm 1: Emulsioner kan undvikas genom att sma kvantiteter etanol eller
metanol tillsétts i sprayform.

Etyleterextrakten samlas i en separertratt och tvittas med destillerat
vatten (50 ml at gangen) tills tvdttvattnet 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
sma kvantiteter etyleter som ldggs till etyleterfasen.

Etern indunstas under forsiktig uppvdrmning till ndgra ml och torkas
under létt undertryck eller under strom av kvive. Torkningen avslutas i
torkskap vid 100 °C i ca 15 minuter och aterstoden vigs sedan den
svalnat i exsickator.

Separering av alkoholfraktionerna

Preparering av TLC-plattor (4.4) sker genom att de nedsénks helt i en
0,2 N kaliumhydroxidetanollosning (4.5) i 10 sekunder och sedan far
torka i dragskép i tva timmar, varefter de placeras i ett torkskdp vid
100 °C i en timme.
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Plattorna tas ut fran torkskapet och forvaras i exsickatorn med kalcium-
klorid tills de skall anvéndas. Plattor som behandlas pa detta sitt maste
anvindas inom tva veckor.

Anm 2: Nir silicagelplattor anvéinds for separation av alkoholfraktionen
behover inte ofortvalbara dmnen behandlas med aluminium.
Dirav foljer att alla syraforeningar (fettsyror och andra)
bibehélls i ursprungligt skick, varvid man far bade alifatiska
alkoholer och terpenalkoholers band som #&nda &r klart atskilda
fran sterolbandet.

» M6 En 16sning av 65:35, rdknat i volym, med hexan-etyleterbland-
ning infors i utvecklingskammaren till ett djup av ca 1 cm('). <«
Tanken stidngs och far st minst en halvtimme for att tilldta att jimvikt
intrdder mellan gas och vitska. Remsor av filtrerpapper som doppas ner
i eluanten kan placeras pé insidan av tankens ytor for att minska fram-
kallningstiden med ungefar en tredjedel och fi en jamnare eluering av
komponenterna.

Anm 3: Framkallningslosningen méste ersittas for varje analys for att fa
reproducerbara framkallningsforhallanden.

En ca 5 % losning av ofortvdlbara dmnen (5.1.5) i kloroform iord-
ningsstills och 0,3 ml av 16sningen stryks ut jimnt till minsta mdojliga
tjocklek med hjilp av en mikrospruta pa 100 pl pa en TLC-platta ca
2 cm frén dess nederkant. I jimnhdjd med ursprungsprovet placeras
2—3 ul av referenslosningen med alifatiska alkoholer (4.11) for att
man skall kunna kénna igen de alifatiska alkoholernas band efter det
att framkallningen har genomforts.

Plattan placeras i framkallningstanken som anges i 5.2.2. Temperaturen
skall hallas mellan 15 och 20 °C. Tanken stings omedelbart och provet
far eluera tills 16sningen har natt ett avstdnd av 1 cm frén plattans
overkant. Plattan tas sedan bort fran framkallningstanken och 16snings-
medlet fir avdunsta i varmluftstrom eller ocksa placeras plattan en
stund i dragskap.

Plattan sprayas latt och jamnt med en 16sning av 2,7-diklorflourescein.
Medan plattan belyses med ultraviolett ljus kan de alifatiska alkohol-
ernas band identifieras genom att de lidggs i linje med den flick som
uppstar vid referensuppldsningen, och alla de alifatiska alkoholernas
band, liksom bandet omedelbart ovanfor, som svarar mot triterpenalal-
koholerna, markeras med blyerts.

Anm 4: Kravet for grupperingen av de alifatiska alkholernas band och
triterpenalkoholernas band tillsammans bestdms av den mgjliga
Overgangen av en del alifatiska alkoholer i triterpenalkohol-
bandet.

Silicagelen i omrddet som dr definierat skrapas av med en metallspatel.
Det borttagna materialet finfordelas och dverfors till en filtrertratt (3.7),
10 ml varm kloroform tillsdtts och innehéllet blandas vél med hjdlp av
metallspateln och vakuumfiltreras. Filtratet samlas upp i kolven (3.8)
som dr ansluten till filtrertratten.

Aterstoden i filtrertratten tvittas med 3 x 10 ml etyleter s att filtratet
uppsamlas i samma kolv som finns finns pa filtrertratten. Filtratet indun-
stas till en volym pé ungefar 4 till 5 ml och den aterstdende 16sningen
overfors till ett provror pd 10 ml (3.9) som har végts i forvidg. Provroret
torkas genom litt uppvirmning under en forsiktig kvivgasstrom. Ater-
stoden 16ses igen med ett par droppar aceton, torkas igen och placeras
sedan i torkskdp vid 105 °C i 10 minuter, tas ut och far svalna i
exsickator varefter den végs.

Aterstoden i provroret bestar av alkoholfraktionen.
Framstillning av trimetylsilyletrar

Reagensen for silyleringen, som bestar av en blandning av 9:3:1 riknat
per volym (anm 5) av pyridinhexametyldisalazen-trimetylklorosilan i
forhallandet 50 pl for varje mg alkoholer tillsétts till provroret som
innehéller alkoholfraktionen, varvid ingen fukt far absorberas (anm 6).

Anm 5: Losningar som dr klara for anvandning kan kopas fardiga. Sily-
neringsreagenser som t.ex. bis-trimetylsilyltriflour-acetamid
+ 1 % trimetylklorosilan som blandas med samma volym av
vattenfri pyridin.

(") T dessa speciella fall maste en eluerad 16sning av 95:5, riknat i volym, med bensen-

acetonblandning anvéndas for att fi en bra bandseparation
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Provroret forses med propp och skakas om forsiktigt utan att det vénds,
tills alkholerna har blivit 16sliga. De far sedan sta minst 15 minuter vid
rumstemperatur och centrifugeras sedan i nagra minuter. Den klara
16sningen dr ddrmed férdig for analys med gaskromatografi.

Anm 6: Eventuell bildning av en svag opalescens ar normalt och inve-
rkar inte. Bildandet av en vit flockig fyllning eller rosafargning
ar tecken pa ndrvaro av fukt och sonderfall hos reagensen. Om
detta intraffar skall provet upprepas.

Analys med gaskromatografi
Forberedelser och preparering av kapillirkolonnen.

Kapillarkolonnen placeras inuti gaskromatografen genom att kolonnens
inlopp ansluts till injektorblocket som ar ansluten till spaltningssystemet
och andra &nden av kolonnen till detektorn.

En allmin kontroll av gaskromatografen genomfors (gasanslutningarna
skall vara tita, detektorn i fullgott skick, fungerarande spaltningssystem
och registreringssystem etc).

Kapillarkolonner som anvinds for forsta gangen skall prepareras. En
liten méingd barargas far flyta igenom kapilldrkolonnen och sedan
kopplas gaskromatografen pa och en gradvis upphettning genomfors tills
temperaturen dr minst 20 °C over drifttemperaturen (se anm 7). Tempe-
raturen bibehélls i minst tvd timmar och sedan stills kromatografen
iordning for driftférhéllanden (instillning av gasflode, tdndning av
delningsflamma, anslutning till den elektroniska registreringen, instll-
ning av temperaturen i kapilldrkolonnens ugn, detektorn och injektorn)
signalen stills in pa en kénslighet som &r minst tvad ganger den hogsta
nivdn som berdknas for genomférande av analysen. Baslinjens streck
skall vara linjirt, inte ha ndgra spikar oavsett ursprung och inte visa
tecken pd att driva.

Negativ drift av linjen dr tecken pd otdta kolonnanslutningar medan en
positivt drift tyder pa otillrdcklig preparering av kolonnen.

Anm 7: Temperaturen vid prepareringen skall vara minst 20 °C lagre &n
maximitemperaturen som berdknas for den vitskefas som
anvéinds.

Val av driftforhédllanden.

Allménna driftforhéllanden &r foljande:

— kolonntemperatur: startisotermen stills in vid 180 °C i 8 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,

— linjér hastighet for barargasen: helium 20 till 35 cm/s, vite 30 till
50 cm/s,

— delningsforhéallande 1:50 vid 1:100,

— instrumentets kénslighet: 4 till 16 ginger hogre d4n minimikéanslig-
heten,

— registreringskénslighet: 1 till 2 mV,

— pappershastighet: 30 till 60 cm/timme,

— kvantitet av det injicerade dmnet: 0,5 till 1 ul av TMSE-10sning.
Ovanstdende forhallanden kan dndras med hénsyn till kolonnkaraktéri-
stiken och gaskromatografen for att kromatogrammen som erhalls skall
uppfylla f6ljande:

— 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 skalvidrdet for froolja.

Att de tidigare nimnda kraven &r uppfyllda kontrolleras genom en
upprepad injicering av den stidllda TMSE-blandningen av alkoholer,
och driftférhédllandena justeras for att ge bésta resultat.

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

Uf6rande av analysen
Sug med hjilp av en mikrospruta pa 10 pl upp 1 pl hexan foljt av 0,5 pl

luft och direfter 0,5 till 1 pl av provldsningen varefter sprutans kolv
dras upp for att suga in det som finns i nalen. Nélen fors in genom



1991R2568 — SV — 20.02.1993 — 006.001 — 18

5432

5.4.4

5.4.5
5.4.5.1

5452

membranet i insprutningsdelen och efter en till tvd sekunder sprutas
l6sningen in snabbt varefter ndlen sakta dras ut efter ca 5 sekunder.

Registreringen genomfors tills de ndrvarande alkoholernas TMSE har
eluerats totalt. Baslinjen skall alltid motsvara kraven i 5.4.1.2.

Identifiering av toppar

Identifieringen av enstaka toppar genomfors med ledning av retentions-
tiderna och genom jamforelse med den stillda TMSE-16sningen som
analyseras under samma forhallanden.

Ett kromatogram av alkoholifraktionen av en jungfruolja visas i figur 1.
Kvantitativ uppskattning.

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

Halten av varje alkohol uttryckt i mg/ »M6 1000 « g fettimne
berdknas péa foljande satt:

A_-m_ - »M6 1000 <

alkohol x =
A -m

dar:
A = arean av alkoholtoppen x PM6 —— «,
A = arean av l-eicosanol PM6 —  «
m_ = massan av l-eicosanol i milligram
m = massan av provet som tagits ut for undersékning i gram
RESULTATANGIVELSE

Innehéllet av de enskilda alifatiska alkoholerna i mg/100 g fettimne och
summan av de totala alifatiska alkoholerna antecknas.
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TILLAGG

Bestdmning av den linjdra hastigheten hos gasen

1 till 3 pl metan (eller propan) sprutas in i gaskromatografen under vanliga
driftférhéllanden, och den tid det tar for metanet eller propanet att passera
kolonnen fran insprutningsdgonblicket till det dgonblick toppen eluerar (t,,)
mits med stoppur.

Den linjéra hastigheten i cm/s erhalls genom L/t dér L dr kolonnens ldngd i cm
och t, ér tiden i sekunder som uppmits med stoppur.

,deL T Jd_plu e

Figur 1 Kromatogram &ver alkoholfraktionen av en jungfruolja

1 = Eicosalol), 5 = Pentacosanol
2 = Docosanol 6 = Hexacosanol
3 = Tricosanol 7 = Heptacosariol

4 = Tetracosanol 8 = Octacosanol
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BILAGA 5

BESTAMNING AV SAMMANSATTNINGEN OCH HALTEN AV
STEROLER GENOM GASKROMATOGRAFI MED KAPILLARKO-
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42
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LONN

SYFTE

Forfarandet beskriver en metod for att bestimma de enskilda och totala
sterolhalterna hos fettdmen.

METODENS PRINCIP

Fettimnet med tillsats av a-kolestanol som en inre standard, fortvéalas
med kaliumhydroxid i etanollésning och de oftrtvalbara dmnena extra-
heras sedan med etyleter. Sterolfraktionen separeras frén det
ofortvalbara extraktet genom kromatografi pa en basisk kiselgelplatta.
Sterolerna som &tervunnits fran kiselgelen overfors till trimetylsilyletrar
och analyseras genom gaskromatografi med kapillarkolonn.
UTRUSTNING

250 ml kolv férsedd med éterflodeskylare med slipningar.

500 ml separertrattar.

250 ml kolvar.

Komplett apparatur for analys med tunnskiktskromatografi som
anvinder glasplattor 20 x 20 cm.

Ultraviolett lampa med en vagliangd av 366 eller 254 nm.
Mikrosprutor 100 pl och 500 pl.

En cylindrisk filtrertratt med porositeten G 3 (porositet 15 till 40 pm)
och med en diameter pa ca 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 filt-
rertratten (3.7).

10 ml provror med konisk botten och propp.

Gaskromatograf lampad for anvindning med kapillarkolonn forsedd med
splitsystem bestdende av:

En termostatkammare for kolonner som kan bibehalla dnskad temperatur
med en noggrannhet av + 1 °C.

En forangningsenhet med instdllbar temperatur och forsedd med ett
forangningselement av glas med forsiliniserad yta.

En flamjoniseringsdetektor och omformarforstérkare.

En integrerad skrivare som ar liamplig for anvdndning med omfor-
marforstirkare (3.10.3).

En kapillarkolonn av glas eller kvarts med en ldngd pa 20 till 30 meter,
innerdiameter 0,25 till 0,32 mm och helt tickt med SE-52 eller SE-54-
vitska eller motsvarande i ett jamnt lager med en tjocklek av mellan
0,10 och 0,30 pm.

En 10 pl mikrospruta for gaskromatografi med hérdad kanyl.

REAGENSER

Kaliumhydroxid ungefdr 2 N i etanollosning. Los 130 g kaliumhydroxid
(minimihalt 85 %) under kylning i 200 ml destillerat vatten och spad
sedan till 1 liter med etanol. Forvara 16sningen i vél tillslutna, morka
flaskor (etanol 95 % v/v).

Etyleter, P. A.
Vattenfritt natriumsulfat, P. A.

Glasplattor tdckta med kiselgel utan flouresceinsindikator, tjocklek
0,25 mm (finns i handeln firdiga for anvindning).

Kaliumhydroxid, 0,2 N i etanollosning. Los 13 g kaliumhydroxid i 20 ml
destillerat vatten och spad till 1 liter med etanol.
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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. (se 5.2.2).

Referenslosning for tunnskiktskromatografi: kolesterol eller fytosterol,
»M6 2 % < lésning i kloroform.

2.7-diklorflourecein, 0,2 % etanollosning. Denna gors latt alkalisk
genom att tillsdtta ett par droppar 2 N alkoholisk kaliumhydroxidlds-
ning.

Vattenfri pyridin, for kromatografi.
Hexametyldisilasan.
Trimetylklorosilan.

Referenslosning av steroltrimetylsilyletrar. Framstills omedelbart fore
anviandning av rena steroler eller blandningar av steroler som erhallits
fran oljor som innehaller dem.

a-kolestanol, 0,2 % 16sning (m/v) i kloroform (inre standard).
Birargas: vite eller helium, ren for gaskromatografi.

Supplementerande gaser: vite eller helium, ren for gaskromatografi.

UTFORANDE
Preparering av ofortvalbara dmnen

Med hjélp av en 500 pl mikrospruta infors en volym av 0,2 % a-kole-
stanollosning i kloroform (4.17) som innehéller en mingd a-kolestanol
motsvarande ca 10 % sterolhalten i provet som tagits ut for analysen i
250 ml kolv. Exempelvis tillsédtts 500 pl av den 0,2 % a-kolestanollos-
ningen per 5 g prov ndr det giller olivolja och 1500 pl for
» M6 ——  — < olivoljor av pressrester.

Indunsta till torrhet under en strom av kvdve och vig noggrannt upp 5 g
av det torra filtrerade provet i samma kolv.

» M6 Oljor <« och fetter som innehéller uppskattningsbara kvantiteter
av kolesterol kan visa en topp med en retentionstid som &r samma for
kolestanol. Om detta intrdffar maste sterolfraktionen analyseras dubbelt
med och utan inre standard »M6 eller si maste betulinol anvindas
istdllet for kolestanol <.

Tillsdtt 50 ml 2 N kaliumhydroxid i etanollosning, sétt pa aterflodesky-
laren och vdrm till svag kokning pa vattenbad under kontinuerlig
omrdrning tills fortvélning intrdder (16sningen blir klar). Fortsétt upphet-
tningen under ytterligare 20 minuter, och tillsdtt sedan 50 ml destillerat
vatten genom aterflodeskylaren, ta bort kylaren och kyl kolven till ca
30 °C.

Overfor kvantitativt innehallet i kolven till en 500 ml separertratt och
skolj upprepade ganger med destillerat vatten av en midngd som totalt
far uppga till 50 ml. Tillsdtt ca 80 ml etyleter, skaka omsorgsfullt i
ungefér 30 sekunder och lat sedan innehallet separera (anm 1).

Separera av den lagre vattenfasen i en ny separertratt. Genomfor ytterli-
gare tvd extraheringar pa vattenfasen pa samma sitt med anvindande av
60—70 ml etyleter vid varje tillfdlle.

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

Samla eterextrakten i en separertratt och tvitta med destillerat vatten
(50 ml at gangen) tills tvittvattnet ger neutral reaktion.

Nir tvittvattnet har avldgsnats, torka med vattenfritt natriumsulfat och
filtrera pa vattenfritt natriumsulfat ner i en i forvidg vigd 250 ml kolv,
och tvitta ddrefter tratten och filtret med sma méangder etyleter.

Destillera av etern tills endast ett par ml aterstar, torka sedan under latt
vakuum eller i en strém av kvdvegas och torka sedan helt i ett torkskap
vid 100 °C i ungefédr en kvart och vdg dérefter provet som fétt svalna i
exsickator.

Separering av sterolfraktionen



1991R2568 — SV — 20.02.1993 — 006.001 — 22

5.2.1

522

523

524

525

5.2.6

53
5.3.1

532

Preparering av plattorna. Sank ner kiselgelplattorna (4.4) helt i 0,2 N
kaliumhydroxidetanollosning (4.5) i 10 sekunder och 1at sedan torka i
dragskédp i tvd timmar varefter den placeras i torkskap vid 100 °C i en
timme.

Ta ut plattorna fran torkskapet och forvara dem i en exsickator med
kalciumklorid tills de skall anvdndas (plattor som behandlas pa detta
sitt méste anvindas inom 15 dagar).

Anm 2: Om kiselelplatta anvdnds for att separera serolfraktionen
behover inte de ofortvdlbara dmnena behandlas med aluminum-
oxid. Pa det hir sittet kan alla sura foreningar (fettsyror och
andra) behéllas péd identifieringslinjen och sterolbanden sepa-
reras klart fran de alifatiska och triterpena alkoholernas band.

Fyll pa en 95:5 (v/v) benzen/acetonblandning i framkallningskammaren
till ett djup av ca 1 cm. En blandning av 65:35 (v/v) av hexan/etyleter
kan ocksa anvindas. Sting kammaren med tillhérande lock och lat sta
ca en halvtimme for att jamnvikten vitska/gas instiller sig. Remsor av
filtrerpapper som doppas ner i eluenten kan placeras péa insidorna av
kammaren. Detta minskar framkallningstiden med ca en tredjedel och
astadkommer en jimnare eluering av komponenterna.

Anm 3: Framkallningsblandningen skall bytas for varje prov for att fa
exakt reproducerbara elueringsforhallanden.

Preparera en ca 5 % losning av ofortvalbara &mnen (5.1.5) i kloroform
och stryk ut med hjélp av en 100 pl spruta pa en kromatografiplatta
(5.2.1) 0,3 ml ca 2 cm fran ena dnden i en strykning som ar sd tunn
och jimn som mojligt. Placera i linje med strykningen 2 till 3 pl av
sterolreferenslosningen (4.11) i enda dnden av plattan sé att sterolbandet
kan identifieras efter framkallning.

Placera plattan i framkallningskammaren som preparerats enligt 5.2.2.
Genomsnittstemperaturen skall hallas mellan 15 och 20 °C. Sting
kammaren omedelbart med locket och paborja elueringen tills 16snings-
medlets frimre kant nér till ca 1 cm fran dvre dnden av plattan. Ta bort
plattan frén framkallningskammaren och lat 16sningsmedlet avdunsta i
en strom av varmluft eller genom att plattan ligger en kort stund i
dragskap.

Spraya plattan latt och jamnt med 2,7-diklorofluorosceinlosning. Nar
plattan betraktas i ultraviolett ljus kan sterolbandet identifieras genom
att det ligger i hojd med flicken som har erhéllits fran referenslos-
ningen. Markera dnden av bandet ldngs kanterna av flouroscensen med
svart blyerts.

Skrapa med hjidlp av en metallspatel bort silikagelen pa det markerade
omradet. Placera det finfordelade materialet som tagits bort i filtrer-
tratten (3.7). Tillsdtt 10 ml het kloroform, ror forsiktigt med
metallspateln och filtrera i vakuum-E-kolven (3.8) som &r ansluten till
filtrertratten.

Tvitta aterstoden i kolven tre ganger med etyleter (ca 10 ml varje gang)
och samla filtratet i samma kolv som é&r ansluten till filtrertratten.
Indunsta filtratet till en volym pé 4 till 5 ml, overfor 16sningen till ett
vagt 10 ml provror (3.9), indunsta till torrhet genom létt uppvarmning i
ett forsiktigt flode av kvdvgas, 16s igen med hjilp av ett par droppar
aceton, indunsta igen till torrhet, placera i ett virmeskap vid 105 °C i
ca 10 minuter och lat sedan provet svalna i exsickator och vig det.

Aterstoden som finns i provroret bestar av sterolfraktionen.
Preparering av trimetylsilyletrar

Tillsdtt silyleringsreagensen, som bestar av 9:3:1 (v/v/v) blandning av
pyridin/hexametyldisdilasan/trimetylklorosilan (anm 4) i médngden 50 pl
for varje milligram steroler som finns i provréret som innehaller sterol-
fraktionen, varvid fukt ska undvikas (anm 5).

Anm 4: Losningar klara for anvdndning finns att kopa i handeln. Andra
silaniseringsreagenser som t ex bis-trimetylsilyl, triflourace-
tamid + 1 % trimetylklorosilan, som maste spddas med lika
stor médngd vattenfri pyridin finns ocksé tillgéngliga.

Satt proppen i provroret, skaka forsiktigt (utan att vidnda péa det) tills
sterolerna dr helt 16sta. Lat std i minst 15 minuter i rumstemperatur
och centrifugera sedan i ett par minuter. Den klara 16sningen ar nu
fardig for analys med gaskromatografi.

Anm 5: Eventuell bildning av en svag opalescens dr normal och inve-
rkar inte. Bildandet av en vit flockig fyllning eller rosafdrgning
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ar tecken pd nérvaro av fukt och sonderfall hos reagensen. Om
detta intraffar skall provet upprepas.

Analys med gaskromatografi
Forberedelser och iordningsstéllande av kapilldrkolonnen.

Kapilldrkolonnen placeras inuti gaskromatografen genom att kolonnens
inlopp ansluts till injektorblocket som &r ansluten till splitsystemet och
andra dnden av kolonnen till detektorn.

En allmin kontroll av gaskromatografen genomfors (gasanslutningarna
skall vara tita, detektorn i fullgott skick, fungerarande splitsystem och
registreringssystem etc).

Kapilldrkolonner som anvinds for forsta gangen skall prepareras. En
liten mingd bdrargas far flyta igenom kapilldrkolonnen och sedan
kopplas gaskromatografen pa och en gradvis upphettning genomfors tills
temperaturen dr minst 20 °C dver drifttemperaturen (se anm 6). Tempe-
raturen bibehdlls i minst tvd timmar och sedan stdlls kromatografen
iordning for driftférhallanden (instdllning av gasflode, tdndning av
delningsflamma, anslutning till den elektroniska registreringen, install-
ning av temperaturen i kapillarkolonnens ugn, detektorn och injektorn)
signalen stills in pa en kénslighet som dr minst tvd ganger den hogsta
nivan som berdknas for genomforande av analysen. Baslinjens streck
skall vara linjdrt, inte ha ndgra spikar oavsett ursprung och inte visa
tecken pa att driva.

Negativ drift av linjen dr tecken pé otita kolonnanslutningar medan en
positivt drift tyder pa otillracklig preparering av kolonnen.

Anm 6: Temperaturen vid prepareringen skall vara minst 20 °C lagre &n
maximitemperaturen som specificeras for den anvidnda fasen.

Val av driftforhallanden

Allménna driftférhéllanden ar f6ljande:

— kolonntemperatur: 260 + 5°C

— injektorblockets temperatur: 280 °C,

— detektorns temperatur: 290 °C,

— linjér hastighet for bérargasen: helium 20 till 35 cm/s, vite 30 till
50 cm/s,

— delningsforhéllande 1:50 vid 1:100,

— instrumentets kénslighet: 4 till 16 ganger hogre dn minimikénslig-
heten,

— registreringskénslighet: 1 till 2 mV,

— pappershastighet: 30 till 60 cm/timme,

— kvantitet av det injicerade dmnet: 0,5 till 1 ul av TMSE-10sning.

Dessa forhallanden kan varieras beroende pa egenskaper hos kolonn och
gaskromatograf for att f4 kromatogram som uppfyller f6ljande krav:

— retentionstiden for B-sitosterol bor vara 20 + 5 minuter,

— kampesteroltoppen bor vara: olivolja (medelinnehéll 3 %) 15 + 5 %
av fullt utslag, for sojaolja (medelinnehall 20 %) 80 + 10 % av fullt
utslag,

— alla nédrvarande steroler maste separeras. Forutom att topparna maste
separeras maste de ocksd &tergd helt, dvs varje toppkurva skall
atervinda till baslinjen innan nésta topp ritas. Ofullstindig upplos-
ning kan emellertid tolereras under fOrutsittning att toppen vid
TRR 1,02 kan kvantifieras med hjilp av topphdjden.

Analysforfarande

Sug med hjélp 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 ytterli-
gare sa att kanylen toms. Kor in kanylen genom membranet i
insprutningsenheten och spruta snabbt efter en till tvd sekunder in
innehéllet och drag sedan sakta ut kanylen efter ca fem sekunder.

Fortsitt registreringen tills TMSE f6r de nérvarande sterolerna dr helt
eluerade.

Baslinjen maste fortsitta att uppfylla kraven i 5.4.1.2.
Identifiering av toppar.

Identifiera individuella toppar pad grundval av retentionstiderna och
genom jamforelse med blandningar av sterol-TMSE som é&r analyserade
under samma forhallanden.
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Sterolerna elueras i foljande f6ljd: kolesterol, brassikasterol, 24-metylen-
kolesterol, kampesterol, kampestanol, stigmasterol, A 7-kampesterol, A
5,23-stigmastadienol, klerosterol, P-sistosterol, sitostanol, A 5-avenas-
terol, 5,24-stigmastadienol, A 7-sigmastenol, A 7-avenasterol.

Retentionstiderna for sitosterol for SE-52 och SE-54 kolonner framgér
av tabell 1.

Figurerna 1 och 2 visar typiska kromatogram for en del oljor.

Kvantitativ utvirdering
Berikna omrddena for a-kolestanol och steroltopparna med hjilp av
integratorn. Bortse frédn toppar for foreningar som inte finns med bland
de som &r upptagna i tabell 1. Svarskoefficienten for a-kolestanol skall
vara lika med 1.
Berikna koncentrationen for varje sterol i mg/100 g fettimne som foljer:
A _-m_- 100
sterol x = ———
A m

dar:
A~ = arean av toppen for sterol x M6 ———— «,
A = arean av toppen for a-kolestanol » M6 ———— <«
m_ = massan av tillsatt a-kolestanol i milligram
m = massan av provet som anvints for bestimningen i gram
RESULTATANGIVELSE
Registrera enstaka sterolkoncentrationer som milligram per 100 g av
fettimne och deras summa som totala steroler.

Beridkna procenttalet for varje enskild sterol ur férhallandet mellan arean
av den aktuella toppen till summan av areorna av topparna for steroler.
% av sterol x = — - 100

YA
dar:
A = arean av toppen for x,

YA = summan av areorna av topparna for steroler
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TILLAGG

Bestdmning av den linjdra hastigheten for gasen

1 till 3 pl metan (eller propan) sprutas in i gaskromatografen under vanliga
driftférhéllanden och den tid det tar for metanet (eller propanet) att passera
kolonnen fran insprutningsdgonblicket till det dgonblick toppen eluerar (t,,)
mits med stoppur.

Den linjéra hastigheten i cm/s erhalls genom L/t dér L dr kolonnens ldngd i cm
och t, ér tiden i sekunder som uppmits med stoppur.

Tabell 1

Relativa retentionstiden for steroler

T Relativ retentionstid
1 kolesterol A-5-kolesten-33-ol 0,67 0,63
2 kolestanol Sa-kolestan-33-ol 0,68 0,64
3 brassikasterol [24S]-24-metyl-A-5,22-kolestadien-3 3-ol 0,73 0,71
4 24-metylenkolesterol 24-metylen-A-5,24-kolesten-3-ol 0,82 0,80
5 kampesterol [24R]-24-metyl-A-5-kolesten-33-ol 0,83 0,81
6 kampestanol [24R]-24-metyl-kolestan-3 3-ol 0,85 0,82
7 stigmasterol [24R]-24-etyl-A-5,22-kolestadien-3 -ol 0,88 0,87
8 A-7-kampeterol [24R]-24-metyl-A-7-kolesten-33-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol [24R,S]-24-etyl-A-5,23-kolestadien-3 3-ol 0,95 0,95
10 klerosterol [24R]-24-etyl-A-5,25-kolestadien-3 f-ol 0,96 0,96
11 [-sitosterol [24R]-24-etyl-A-5-kolestan-3 -ol 1,00 1,00
12 sitostanol 24-etyl-kolestan-3-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol [24Z]-24-etyliden-5-kolesten-3 -0l 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmasteadienol  [24R,S]-24-etyl-A-5,24-kolestadien-33-ol 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol [24R,S]-24-etyl-A-7,24-kolestadien-3 3-ol 1,12 1,12
16 A-T7-avenasterol [24Z]-24-etyliden-A-7-kolesten-33-ol 1,16 1,16
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Figur 1

Gaskromatogram for sterolfraktionen hos en oraffinerad olivolja
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Figur 2

Gaskromatogram for sterolfraktionen hos en raffinerad olivolja
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BILAGA 6

BESTAMNING AV ERYTRODIOL OCH UVAOL

INLEDNING

Erytrodiol (som vanligen forstds som glykolerna i erytrodiol och uvaol
tillsammans) dr en del av den ofortvalbara reaktionen, som tillhér en del
typer av fettimnens karaktéristiska. Den kan péavisas i patagligt hogre
koncentration i olivolja som extraherats med 16sningsmedel adn i andra
oljor t. ex. pressad olivolja och druvolja som ocksa innehéller den och
ndrvaron av den kan visa ndrvaron av olivolja som extraherats med
16sningsmedel.

SYFTE

Forfarandet beskriver en metod for att pavisa erytrodiol i fettimnen.

METODENS PRINCIP

Fettdmnet fortvalas med en kaliumhydroxid i metanol-etanol-16sning. Den
ofortvilbara fraktionen extraheras sedan med etyleter och renas genom
passage Over en kolonn med aluminumoxid. De of6rtvalbara d&mnen far
sedan genomgd tunnskiktskromatografi pa kiselgelplattor till banden som
motsvarar sterol- och erytrodiolfraktionerna &r separerade.

Sterolerna och erytrodiolerna atervinns fran plattan och Gverfors till trime-
tylsilyletrar och blandningarna analyseras senare med gaskromatografi.

Resultatet uttrycks som procent erytrodiol i blandningen av erytrodiol och
steroler.
UTRUSTNING

Utrustningen som beskrivs i bilaga 5 (bestdimning av halten av sterol).

REAGENSER
De reagenser som beskrivs i bilaga 5 (bestimning av halten sterol).

Referenslosning av erytrodiol, 0,5 % 16sning i kloroform.
UTFORANDE

Preparering av ofortvilbara dmnen

Som beskrivits i punkt 5.1.2 i bilaga 5.

Separering av erytrodiol och sterolerna.

Se punkt 5.2.1 i bilaga 5.

Se punkt 5.2.2 i bilaga 5.

Gor iordning en 5 % l6sning av de ofortvalbara dmnena i kloroform.

Med hjélp av en 0,1 ml mikrospruta stryks 0,3 ml av l6sningen ut pa en
kromatografiplatta ca 1,5 cm frdn nedre dnden i en strykning som &r sa
tunn och jamn som mgjligt. I ena dnden av plattan placeras ett par mikro-
liter av l6sningarna av kolesterol och erytrodiol som tjdnar som referens.

Placera plattan i framkallningskammaren som iordningsstillts enligt 5.2.1.
Omgivningstemperaturen bor vara omkring 20 °C. Sting kammaren
omedelbart med locket och lat elueringen fortga tills 16sningsmedlets front
nar ca 1 cm fran 6vre kanten av plattan. Ta bort plattan fran framkall-
ningskammaren och 14t 16sningsmedlet avdunsta i ett varmt luftflode.

Spraya plattan liatt och jamnt med den alkoholiska 2,7-dikloroflouro-
sceinlosningen. Nér plattan betraktas under ultraviolett ljus kan sterol-
och erytrodiolbanden identifieras genom att de ligger mitt for sina refe-
renspunkter. Markera med en punkt utanfor granserna for flouroscensen.

Skrapa med hjédlp av en metallspatel bort silikagelen pa de markerade
omradena. Placera materialet fran plattan i en 50 ml kolv. Tillsdtt 15 ml
varm kloroform. Skaka om vil och filtrera genom en glasfiltertratt sa att
silikagelen Overfors till filtret. Tvitta tre ganger med varm kloroform
(10 ml varje gang) och samla upp filtratet i en 100 ml kolv. Indunsta filt-
ratet till en volym av 4—5 ml, dverfor till en kalibrerat 10 ml centrifugrér
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med konisk botten, torka i en forsiktig uppvarmning i kvdvestrom och
vig.

Framstillning av trimetylsilylestrar

Som beskrivits i punkt 5.3 i bilaga 5.

Gaskromatografianalys
Som beskrivits i punkt 5.4 om ovanstdende metod.

Driftforhallandena for gaskromatografen i analys maste vara sddana att de
gar att genomfora sterolanalyser och separera TMSE frén erytrodiol och
uvaol.

Nér provets sprutats in, fortsdtt registreringen tills de ndrvarande stero-
lerna, erytrodiolen och uvaolen har eluerats. Identifiera sedan topparna
(retentionstiderna for ertytrodiol och uvaol relativt till B-sitosterol ir ca
1,45 respektive 1,55) och berdkna omraddena pd samma sitt som for
steroler.

RESULTATANGIVELSE
A+ A,
erytrodiol i % = ————— x 100
Al + AZ + 2:As(emler
dér:
A = arean av toppen for erytrodiol M6 ——— «,
A, = arean av toppen for uvaol PMé ——— «
eroler = arean av toppen for steroler > M6 ———  «

Resultatet uttrycks med en decimal.
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BILAGA 7

BESTAMNING AV FETTSYROR I 2-STALLNING I TRIGLYCERIDER

4,
4.1
42
43
44
45
4.6
4.7

4.8

4.9

4.10
4.11
4.12
4.13
4.14

4.15
4.16
4.17

4.18
4.19
4.20

SYFTE

Den hir standarden beskriver en metod for sammanséttningen av den frak-
tion av fettsyror hos en olja eller ett fettimen som forestras i 2-stillning
(eller inre stdllning) hos glycerolen.

TILLAMPNINGSOMRADE

Denna standard kan tillimpas pd oljor och fetter som har en smiltpunkt
under 45 °C beroende pa de sirskilda omstindigheterna som foljer av inve-
rkan av pankreatiskt lipas.

Den kan inte tillimpas oreserverat pa oljor och fetter som innehéller patag-
liga mingder av: fettsyror med 12 eller firre kolatomer (kokosndt- och
palmkérneoljor, smorfett) eller mycket omittade fettsyror (med mer &n
fyra dubbelbindningar) som innehéller 20 eller flera kolatomer (fiskoljor
och andra marina animaliska oljor) eller fettsyror som innehdller andra
oxygenerade grupper dn syragruppen.

PRINCIP

Mojlig neutralisering av sura oljor och fetter i ett 16sningsmedel. Rening
genom passage Over en aluminumoxidkolonn. Delvis hydrolys av triglyce-
rider med pankreatiskt lipas under en bestdmd tid. Separation av de bildade
monoglyceriderna med tunnskiktskromatografi och metanolys av dessa
monoglycerider. Analys av dessa metylestrar genom gas-vitskekromato-
grafi.

UTRUSTNING

100 ml rundkolv.

25 ml rundkolv med slipning.

1 m lang luftkylare, som passar i kolven 4.2.

250 ml E-kolv.

50 ml béagare.

500 ml separertratt.

Glaskolonn for kromatografi, 13 mm innerdiameter, 400 mm léng, forsedd
med pords glasskiva och kran.

10 ml centrifugrér med slipad glaspropp.

5 ml byrett graderad i 0,05 ml.

1 ml injektionsspruta forsedd med en tunn kanyl.
Mikrospruta som kan ge droppar pé 3 till 4 pl.
Utstrykare for tunnskiktskromatografi.

Glasplattor for tunnskiktskromatografi, 20 x 20 cm.

Framkallningstank av glas for tunnskiktskromatografi, med slipat glaslock,
lamplig for plattor, med matten 20 x 20 cm.

Spray for tunnskiktskromatografi.
Torkskédp for 103 + 2°C.

Termostat som kan stéllas in mellan 30 och 45 °C med en noggrannhet pa
0,5 °C.

Rotationsforgéngare.
Elektrisk skakapparat som tillater kraftig omskakning av centrifugroret.

Ultraviolett lampa for undersdkning av tunnskiktsplattorna.

For kontroll av lipasaktiviteten:

421
422

pH-meter.

Spiralomrorare.



1991R2568 — SV — 20.02.1993 — 006.001 — 31

4.23 5 ml byrett.
4.24 Stoppur.

For eventuell framstdillning av lipas:

4.25 Laboratoricomrdrare, ldmplig for dispergering och blandning av hetero-
gena material.

5.  REAGENSER

5.1 N-hexan, eller om detta inte finns, lattbensin (kokpunkt 30 till 50 °C)
kromatografikvalitet.

5.2 2-propanol, eller etanol, 95 % (v/v) P. A.
5.3 2-propanol, eller etanol, 1/1 vattenlosning.
5.4 Dietyleter fri fran peroxider.

5.5 Aceton.

5.6 Myrsyra, minst 98 % (m/m).

5.7 Losningsmedel for framkallning: blandning av n-hexan (5.1), dietyleter
(5.4) och myrsyra (5.6) i proportionerna 70/30/1 (v/v/v).

5.8 Aktiverad aluminumoxid for kromatografi, neutral, enligt Brockmann 1.

5.9 Kiselpulver, med bindemedel, av lamplig kvalitet for tunnskiktskromato-
grafi.

5.10 Pankreatiskt lipas av lamplig kvalitet (anm 1 och 2).
5.11 Natriumhydroxid, 120 g/l vattenlsning.

5.12 Saltsyra, vattenlosning 6 N.

5.13 Kalciumklorid (CaCl)), 220 g/l vattenldsning.

5.14 Natriumkolat (enzymkvalitet) 1 g/l vattenlosning.

5.15 Buffertlosning: 1 M vattenlosning av tri-hydroxymetylaminometan som
stélls till pH 8 genom tillsats av saltsyra (5.12) (kontrolleras med potentio-
meter).

5.16 Fenolftalin, 10 g/l 16sning i 95 % (v/v) etanol.

5.17 2,7-dikloroflourescein, 2 g/l 16sning i 95 % (v/v) etanol, som gjorts latt
alkalisk genom tillsats av en droppe 1 N natriumhydroxidlésning per
100 ml.

For kontroll av lipasaktiviteten:

5.18 Neutraliserad olja.

5.19 Natriumhydroxid, 0,1 N vattenldsning.

5.20 Natriumkolat (enzymkvalitet), 200 g/l vattenldsning.

5.21 Gummi arabicum, 100 g/l vattenldsning.

6. PREPARERING AV PROVET

Om provet har en syrahalt under 3 %, bestdmd enligt bilaga 2, kan det
renas direkt over aluminumoxid enligt 6.2.

Om provet har en syrahalt 6ver 3 %, bestimd enligt bilaga 2, neutraliseras
med alkali vid nédrvaro av l6sningsmedel enligt 6.1 for passagen Over
aluminumoxid enligt 6.2.

6.1 Neutralisering med alkali vid nérvaro av losningsmedel

Hall 10 g av den rda oljan i en separertratt (4.6) och tillsdtt 100 ml hexan
(5.1), 50 ml av 2-propanol (5.2), ett par droppar fenolftalinlosning (5.16)
och en mingd av natriumhydroxidlosningen (5.11) som motsvarar de fria
syrorna i oljan plus 0,3 % i Gverskott.

Skaka ordentligt i en minut, tillsitt 50 ml destillerat vatten, skaka igen och
1at sta.

Efter separering, tappa av saplagret i botten. Ta ockséd bort andra mellan-
lager (t ex oldsliga dmnen). Tvitta hexanlosningen som innehéller den
neutraliserade oljan med 25 till 30 ml portioner av 2-propanolldsningen
(5.3) tills den rosa fargen fréan fenolftalin forsvinner.
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6.2

8.1

8.2

8.3

Ta bort det mesta av hexanen genom destillation under vakuum i den rote-
rande injektorblocket (4.18). Torka oljan vid 30 till 40 °C under vakuum
med hjélp av en strom av rent kvéve tills hexanet avligsnats helt och
hallet.

Rening genom aluminumoxid

Gor iordning en suspension av 15 g aktiverat aluminumoxid (5.8) i 50 ml
hexan (5.1) och héll den under omrérning i kromatografikolonnen (4.7).

Léat aluminumoxidet sétta sig jamnt och 14t 16sningsmedelsnivan falla till
mellan 1 och 2 mm ovanfor absorbentlagret. Hill forsiktigt 16sningen av
5 g olja i 25 ml hexan (5.1) i kolonnen och samla sedan ihop allt fran
kolonnen i rundkolv (4.1).

PREPARERING AV KROMATOGRAFIPLATTOR

Rengdr omsorgsfullt glasplattorna (4.13) med etanol, lattbensin och aceton
for att ta bort varje spar av fettimnen.

Hall upp 30 g kiselpulver (5.9) i en E-kolv (4.4). Tillsitt 60 ml destillerat
vatten. Sitt i proppen och skaka omsorgsfullt i en minut. Overfér omedel-
bart suspensionen till utstrykaren (4.12) och tick de rena plattorna med ett
lager som &r 0,25 mm tjockt.

Lufttorka plattorna i 15 minuter och sedan i en timme i torksképet (4.16)
vid 103 + 2°C.

Lat plattorna svalna i exsickator till rumstemperatur for anvéndning.

Fardigstéllda plattor finns tillgdngliga i handeln.
UTFORANDE

Hydrolys med pankreatiskt lipas

Vig upp ca 0,1 g av det fardigstillda provet i ett centrifugror (4.8). Om
provet dr fett i fast form 16s upp i 0,2 ml hexan, under latt uppvirmning
om s behdvs.

Tillsatt 20 ml lipas (5.10) och 2 ml av buffertlosningen (5.15). Skaka om
ordentligt men forsiktigt och tillsétt 0,5 ml av natriumkolatlosningen (5.14)
och 0,2 ml av kalciumkloridlosningen (5.13). Forslut provroret med den
slipade proppen, skaka forsiktigt (se till att proppen inte bléts) och placera
sedan roret omedelbart i termostaten (4.17) som halls vid 40 + 0,5 °C och
skaka for hand under exakt en minut. Ta bort roret frdn termostaten och
blanda omsorgsfullt med hjdlp av en elektrisk skakapparat (4.19) i exakt
tvd minuter. Kyl omedelbart i rinnande vatten. Tillsdtt 1 ml saltsyra
(5.12) och 1 ml dietyleter (5.4). Satt i proppen och blanda omsorgsfullt
med hjilp av en elektrisk skakapparat. Lat std och ta bort det organiska
lagret med hjdlp av en spruta (4.10) om sa behdvs efter centrifugering.

Separering av monoglyceriderna genom tunnskiktskromatografi

Placera extraktet pd kromatografiplattan med hjélp av mikrosprutan (4.11)
ca 1,5 cm fran nedre kanten i en tunn jamn strdng, sd smal som mgjligt.
Placera plattan i den vil mattade framkallningstanken (4.14) och framkalla
med framkallningslosningsmedel (5.7) vid 20 °C upp till ca 1 cm fran 6vre
dnden av plattan.

Lufttorka plattan i samma temperatur som tanken har och spraya den 2,7-
dikloroflourosceinldsning (5.17). Identifiera monoglyceridernas band (R, ca
0,035) under ultraviolett ljus (4.20).

Analys av monoglyceriderna genom gas- vitskekromatografi

Ta bort bandet som erhillits 1 8.2 med hjalp av en spatel (undvik att ta bort
komponenter som stannat pa baslinjen) och 6verfor till metyleringskolven
(4.2).

Behandla den uppsamlade kiseln direkt med de metoder som beskrivits i
punkt 4.2 i bilaga 10 B for att 6verfora monoglyceriderna till metylestrar,
och undersok sedan estrarna med gaskromatografi som beskrivits i bilaga
10 A.

RESULTATANGIVELSE

Berikna fettsyresammanséttningen i 2-stéllning med en decimal (anm 3).
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10. ANMARKNINGAR

Anm 1:

Anm 2:

Anm 3:

Anm 4:

Kontroll av lipasets aktivitet.

Preparera en oljeemulsion genom att skaka en blandning av 165 ml
av l6sningen av gummi arabicum (5.21), 15 g krossad is och 20 ml
av en neutraliserad olja (5.18) i en lamplig skakapparat.

Placera 10 ml av denna emulsion i en béigare (4.5) foljt av 0,3 ml
av natriumkolatlgsningen (5.20) och sedan 20 ml destillerat vatten.
Sétt bagaren pa en termostat vid 37 + 0,5 °C (anm 4). Sénk ner
elektroderna till en pH-meter (4.21) och en spiralomrorare (4.22).
Tillsdtt med hjdlp av en byrett (4.23) droppvis natriumhydro-
xidlosning (5.19) tills pH gér upp till 8,5.

Tillsétt en tillricklig mingd av vattensuspensionen med lipas (se
nedan). S& snart pH-metern visar ett pH pa 8,3 startas stoppuret
(4.24) och droppa i natriumhydroxidlosningen (5.19) i en saddan
takt att pH bibehalls vid 8,3. Lds av volymen forbrukad alkali
varje minut.

Rita upp avldsningarna i form av en kurva med anvidndande av
tiden som abskissa och antal ml alkalilosning som gétt at for att
bibehalla konstant pH som ordinata.

En rit linje bor erhallas.

Lipassuspensionen som angivits ovan &dr en 1:1 000 (m/m) suspen-
sion i vatten. For varje prov bor tillrdckligt med denna suspension
anvindas sa att ca 1 ml av alkalilosningen forbrukas pé fyra till
fem minuter.

Vanligen behdvs 1 till 5 mg av pulvret.

Lipasenheten definieras som mingden enzym som kommer att
frigora 10 mikroequivalenter syra per minut. Da erhalls aktiviteten
A av det pulver som anvints, mitt i lipasenheter per mg genom
formeln:

V x 10
A=
m
dar:
V = mingden natriumhydroxidlosning (5.19) som anvénts per
minut och som tagits ur den uppritade kurvan,
m = mingden i mg av provdelen av pulvret.

Preparering av lipasen

Lipaser som har tillrdcklig lipasaktivitet finns tillgéngliga i
handeln. Det &r ocksd mdjligt att framstdlla dem i laboratoriet pa
foljande sitt:

Kyl 5 kg farsk svinpankreas till 0 °C. Ta bort det omgivande fettet
och anslutande vdvnad och kor det i en mixer sd att en pasta
erhalles. Ror pastan med omréraren (4.25) i 4 till 6 timmar med
2,5 1 av vattenfri aceton och centrifugera sedan. Extrahera
aterstoden tre ganger till med samma mingd aceton, och sedan
tva ganger med 1:1 (v/v) blandning av aceton och dietyleter och
dérefter tva ganger med dietyleter.

Torka aterstoden i vakuum i 48 timmar si att ett stabilt pulver
erhalls. Detta skall lagras i kylskap.

I samtliga fall ar det tillrddligt att bestimma sammanséttningen av
de totala fettsyrorna i samma prov, eftersom jaimforelse med dessa
i syror i 2-stdllning kommer att vara till hjélp vid tolkningen av de
kurvor som erhalls.

Temperaturen f6r hydrolysen stills in vid 37 °C om en olja i
vitskeform anvénds. Den stélls emellertid pa 40 °C fér provet for
att tilldta undersokning av fetter med smaéltpunkter upp till 45 °C.
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4.2
43

44

4.5

5.1
52
53
5.4

5.5

5.6

BILAGA 8

BESTAMNING AV SAMMANSATTNINGEN AV TRILINOLEIN

SYFTE

Bestdmning av sammanséttning av triglycerider i olivoljor i forhéllande till
deras motsvarande antal kolatomer genom hogeffektiv vitskekromatografi
(HPLC).

I denna standard beskrivs en metod for separering och kvantitativ
bestimning av triglyceridsammansittningen 1 vegetabiliska oljor i
forhallande till deras molekylvikter och hur ométtade de &r, som en funktion
av deras motsvarande antal kolatomer (se anm 1).

TILLAMPNINGSOMRADE

Denna standard ér tillimplig pé alla vegetabiliska oljor som innehaller trig-
lycerider av fettsyror med langa kedjor. Metoden &r speciellt lampad for
bestimning av ndrvaron av sma kvantiteter av halvtorkande oljor (med hog
halt av linolsyra) i vegetabiliska oljor som innehaller oljesyra som den
overviagande omaittade fettsyran, t. ex. olivolja.

PRINCIP

Separation av triglycerider enligt deras antal kolatomer genom HPLC
(omviénd faspolaritet) och tolkning av kromatogrammen.

UTRUSTNING

HPLC-kromatograf, med mojlighet till termostatkontroll av kolonntempera-
turen.

Insprutningsenhet for 10 pl.

Detektor: Differentialrefraktometer. Kénslighet vid fullt skalutslag bor vara
minst 10 enheter av refraktionsindex.

Kolonn: Rostfritt ror 250 mm langt och med innerdiametern 4,5 mm, fyllt
med kiselkorn med 5 um diamter med 22 till 23 % kol i form av oktadekyl-
silan (anm 2).

Registreringsenhet och/eller integreringsenhet.

REAGENSER

Reagenserna bor vara av analysren kvalitet. Elueringslosningsmedlen bor
vara avgasade, och kan atervinnas flera ganger utan inverkan pa separering-
arna.

Kloroform.
Aceton.
Acetonitril.

Elueringslosningsmedel: Acetontitril + aceton (proportionerna mellan dessa
kan justeras for att fa 6nskad separering, borja med blandningen 50:50).

Losningsgorande 16sningsmedel: Aceton eller en blandning av 1:1 aceton-
kloroform.

Referenstriglycerider: Antingen kan triglycerider som finns i handeln
anvindas (tripalmitin, triolein, osv) och retentionstiderna plottas i enlighet
med motsvarande antal kolatomer, eller alternativt ett referenskromatogram
som erhdllits ur sojaolja (se anm 3 och 4 och fig 1 och 2).

PREPARERING AV PROVEN

En 5 % 16sning av proven som skall analyseras iordningstills genom att
viga in 0,5 = 0,001 g av provet i en 10 ml médtkolv och spida till 10 ml
med det 16sningsgorande 16sningsmedlet (5.5).

UTFORANDE

Satt upp kromatografisystemet. Pumpa elueringslosningsmedel (5.4) med en
hastighet av 1,5 ml/min sa att hela systemet rengdrs. Vinta tills en stabil
baslinje erhalls.
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Injicera 10 pl av provet som preparerats enligt punkt 6.

RESULTATANGIVELSE

Anvind den interna standardiseringsmetoden, dvs antag att summan av
areorna av topparna som motsvarar de olika triglyceriderna ar lika med
100 %.

Berikna den relativa procenten av varje glycerid enligt formeln:
toppens area

% triglycerid = x 100
summan av areorna av topparna

Resultatet anges med en decimal.

Anm 1: Elueringsordningen kan bestimmas genom att berdkna motsvarande
antal kolatomer som ofta definieras av forhillandet ECN = CN —
2n, dir CN ér antalet kolatomer och n dr antalet dubbelbindningar.

Den kan beridknas mera exakt genom att hinsyn tas till dubbelbind-
ningarnas ursprung.

Om n, n, och n_dr antalet dubbelbindningar som dverfors till olin-
syra, linolsyra och linolensyra kan motsvarande antal kolatomer
berdknas som ett forhdllanden genom formeln:

ECN=CN-dn —dn —dn_
dér koefficienterna d ,d, och d, kan berdknas med hjélp av referen-
striglycerider. Under de forhallanden som anges i denna metod
kommer det forhéllandet som erhélls att vara néra:

ECN = CN - [2,60n] — [2,35n] — [2,17n, ]
Anm 2: Exempel: Lichrosorb (Merck) RP 18, artikel 50333.

Lichrosphere (Merck) 100 CHIS, artikel 50377, eller
liknande.

Anm 3: Med flera referenstriglycerider dr det ocksa mojligt att berdkna
upplosningen i frdga om triolein,
o = RT/RT’

olein®
Genom anvéndning av den recuderade retentionstiden RT’ = RT —
Igsningsmedel "

Kurvan av log o mot f (antal dubbelbindningar) gor det mojligt att
bestimma &tergdngsvdrdena for alla triglycerider i fettsyror som
innehaller referenstriglyceriderna — se figur 2.

Anm 4: Effektiviteten hos kolonnen bér tilldta klar separering av trilinolen-
toppen (LLL) fran topparna hos de triglycerider som har en
ndraliggande RT.

Anm. 5: For att medge en klar separering av trilinoleintoppen fran de
nérliggande topparna, skall rd olivolja av pressrester renas i
forvag enligt punkt 6.2 i bilaga 7 eller bearbetas enligt foljande
metod: 200 pl outspadd olja absorberas i en silicakolonn for extra-
hering (typ SEP PAC silica cartridge-waters port. nr 51900).

Triglyceriderna elueras med 20 ml vattenfri hexan for HPLC.

Eluatet torkas i kvivgasstrom och ateruppldses i isopropanol eller
aceton (5 ml). 10-20 pl sprutas in i HPLC. Vid dessa tva renings-
metoder skall fettsyrasammansittningen hos oljan kontrolleras for
att sékerstilla att den &r densamma fore och efter reningen. Om
den inte 4r densamma bor absorbermedlets kvalitet gradvis
minskas.
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Figur 1

Kromatogram av ett prov pd sojaolja

m Monoglycerider
Q och diglycerider
8 LLnln
LLLn
8
LLL
- OlLin
» PLLn
——

= . oLL

t /i’/ PLL
o0oL
&
POL + StLL

? PPL

& 000
StoL

P = Palmitinsyra St = Stearinsyra O = Oljesyra L = Linolsyra Ln = Linolen-
syra
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Figur 2
Kurva for log a mot f (antal dubbelbindningar)
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4 POL
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Antal dubbelbindningar (n)

La = Laurinsyra My = Myristinsyra P = Palmitinsyra St = Stearinsyra O =
Oljesyra L = Linolsyra Ln = Linolensyra
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3.2

33

34

4.2

43

5.1

52

BILAGA 9

SPEKTROFOTOMETRISK UNDERSOKNING

INLEDNING

Spektrofotometrisk undersdkning i ultraviolett ljus kan ge information om
kvalitet pa fett, dess grad av konservering och fordndringar som intréffar i
dem beroende pé tekniska processer.

Absorptionen vid véglingderna som anges i metoden beror pa nirvaron av
konjugerade dien- och triensystem. Dessa absorptioner uttrycks som speci-
fika extinktioner E 1 % 1 cm (extinktionen av 1 % losning av fettet i ett
givet 10sningsmedel med en tjocklek av 1 cm som konventionellt anges
genom K (dven kallad extinktionskoefficienten).

SYFTE

Forfarandet beskriver en metod for genomférande av spektrofotometrisk
undersokning av fetter i ultraviolett ljus.

PRINCIP

Fettet i fraga 16ses i den behovliga méngden 16sningsmedel och extinktionen
hos l6sningen bestims sedan vid de angivna véglingderna med rent
16sningsmedel som referens. Specifika extinktioner berdknas ur spektrofoto-
metervirdena.

UTRUSTNING

En spektrofotometer for mitning av extinktion vid ultraviolettomradet
mellan 220 och 360 nm med mdjlighet till att avldsa enstaka nanometriska
enheter.

Rektanguldra quartzkuvetter med lock och med en optisk lingd av 1 cm.
Nér de ar fyllda med vatten eller annat lampligt 16sningsmedel bor kuvet-
terna inte skiljas at mer dn 0,01 extinktionsenheter.

25 ml mitkolvar.

En kromatografikolonn vars 6versta del dr 270 mm lang med en diameter av
35 mm, och vars nedersta del dr 270 mm lang med en diameter av cirka 10
mm.

REAGENSER

Spektrografren iso-oktan (2,2,4-trimetylpentan). Med destillerat vatten som
referens skall denna ha en genomslipplighet av minst 60 % vid 220 nm
och minst 95 % vid 250 nm, eller

— spektrografren cyklohexan. Med destillerat vatten som referens bor
denna ha en genomsldpplighet av minst 40 % vid 220 nm och minst
95 % vid 250 nm, eller.

Aluminumoxid for kolonnkromatografi som ar iordningsstélld och kontrol-
lerad som beskrivits i bilaga 1.

N-hexan for kromatografi.

UTFORANDE

Provet i fridga maste vara helt homogent och utan misstdnkta fororeningar.
Oljor som iér flytande vid den omgivande temperaturen skall filtreras genom
papper vid en temperatur av ca 30 °C, hardare fetter skall homogeniseras
och filtreras vid en temperatur pa hogst 10 °C &ver sméltpunkten.

Vig exakt in ungefér 0,25 g av provet som iordningsstillts pa detta sitt i en
25 ml mitkolv, spad till mérket med det angivna 16sningsmedlet och homo-
genisera. Den resulterande 19sningen maste vara helt klar. Vid opalesens
filtreras 16sningen genom papper.



1991R2568 — SV — 20.02.1993 — 006.001 — 39

5.3

5.4

6.2

Fyll en kuvett med den erhallna 16sningen och mdt extinktionen vid en
lamplig vaglingd mellan 232 och 276 nm, med anvindande av l6snings-
medlet som referens.

Extinktionsviardena som antecknas maste ligga inom omréadet 0,1 till 0,8.
Om de inte gor detta méaste mitningarna goras om och mera koncentrerad
eller mera utspadd 16sning méste anvéndas.

Nar en bestimning av den specifika extinktionen krévs efter passage over
aluminiumoxid, gors det pa foljande sitt. Placera 30 g aluminumoxid i
suspension i hexan i kromatografikolonnen. Sedan adsorbenten har satt sig,
ta bort dverskottet av hexan ned till ca 1 cm ovanfor aluminumoxidets dvre
yta.

L6s 10 g av fettet, homogeniserat och filtrerat som beskrivits i 5.1, 1 100 ml
hexan och héll 16sningen i kolonnen. Samla upp eluatet och indunsta allt
16sningsmedel i vakuum vid en temperatur under 25 °C.

Fortsétt darefter omdelbart som angivits i 5.2 med anvidndande av det fett
som erhallits.
RESULTATANGIVELSE

Anteckna de specifika extinktionerna (extinktionskoefficienterna) vid de
olika vaglingderna och berdkna péa foljande sitt:

Y
c-s
dar:
. = pecifika extinktionen vid viglingden A
E, = extinktionen uppmitt vid vigldngden A
c = koncentrationen hos 16sningen i g/100 ml

»
Il

tjockleken hos kuvetten i cm
Resultaten uttrycks med tva decimaler.

Spektrofotometrisk analys av olivolja enligt den officiella metoden i EEG:s
forordningar anges bestdimning av den specifika extinktionen i iso-oktanlds-
ning vid végliangderna 232 och 270 nm och bestimning av A K som ges
genom:

I<m—4 + Km+4

AK =Ky — 5

didr K ér den specifika extinktionen vid véglingden m, véglingden for
maximal absorbtion runt 270 mm.
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Al12

TILLAGG I

Preparering av aluminumoxid och provning av dess aktivitet

Preparering av aluminumoxid

Placera aluminumoxidet som har torkats i en ugn vid 380 till 400 °C i tre
timmar i en hermetiskt sluten behéllare, sdtt till destillerat vatten i
forhédllandet 5 ml per 100 g aluminumoxid, sting behallaren omedelbart,
skaka flera ganger och 1at sta i minst 12 timmar fore anvindning.

Kontroll av aluminumoxidets aktivitet

Gor 1 ordning en kromatografikolonn med 30 g aluminumoxid. Gor pa
samma sitt som beskrivits i punkt 5.4 och 1at en blandning som bestar av

— 95 % jungfruolja med en specifik extinktion pd mindre dn 0,18 vid
268 nm

— 5 % jordnotsolja som behandlats med jord i raffineringsprocessen och
som har en specifik extinktion av minst 4 vid 268 nm

passera genom kolonnen.

Om blandningen sedan den passerat kolonnen har en specifik extinktion
av mer dn 0,11 vid 268 nm kan aluminumoxidet accepteras, om inte
maste dehydreringsnivan okas.
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A2

A2.1

A22

TILLAGG II

Kalibrering av fotospektrometer

Utrustningen mdste kontrolleras med jimna mellanrum (minst var sjitte
ménad) bade betriffande vagliangderna och noggrannheten hos svaret.

Vagliangden kan kontrolleras med anvédndning av kvicksilvergaslampa
eller med hjdlp av lampliga filter.

For att kontrollera svaret fran fotocellen och fotomultiplikatorn gor péa
foljande sitt: Vdg in 0,2 g ren kaliumkromat for spektrofotometri och
16s detta i 0,05 N kaliumhydroxidlosning i en 1000 ml métkolv och
spad till mérket. Ta ut exakt 25 ml av l6sningen, &verfor det till en
500 ml métkolv och spdd upp till mirket med samma kaliumhydroxidlos-
ning.

Mit extinktionen hos 18sningen vid 275 nm med anvidndning av kalium-
hydroxidlosningen som referens. Den uppmitta extinktionen med
anvindande av 1 cm kuvett bor vara 0,200 + 0,005.
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BILAGA 10 A

ANALYS AV METYLESTRAR AV FETTSYROR MED GASKROMATO-

2.1

2.2
221
222

2.3

3.1

GRAFI

SYFTE

Denna metod ger allménna riktlinjer for tillimpning av gaskromatografi
med anvindning av packade kolonner eller kapillirkolonner for att
bestimma den kvalitativa och kvantitativa sammanséttning av en bland-
ning av fettsyremetylestrar som erhéllits i enlighet med den metod som
anges i bilaga 10 B.

Metoden 4r inte tillimplig pd polymeriserade fettsyror.
REAGENSER

Birargas

Inert gas (kvéve, helium, argon, vite osv) som &dr omsorgsfullt torkad
och med en syrehalt som &dr mindre dn 10 mg/kg.

Anm 1: Vite, som endast anviands som bérargas i kapilldrkolonner, kan
fordubbla analyshastigheten men ar farlig. Sdkerhetsanordningar
finns att tillga.

Supplementerande gaser

Vite (renhet = 99,9 %) fri fran organiska fororeningar.

Luft eller syre fri fran organiska fororeningar.

Standard for referens

En blandning av metylestrar av rena fettsyror eller metylestrar av ett fett
av kidnd sammansittning, foretradesvis liknande det fett som skall analy-
seras.

Forsiktighet skall iakttas for att forhindra oxidation av flerométtade fett-
Syror.

UTRUSTNING

De anvisningar som ges hir avser vanlig utrustning som anvinds for
gaskromatografi, som anvénder packade kolonner eller kapillirkolonner
och en flamjoniseringsdetektor. Vilken apparatur som helst som ger
effektiviteten och upplosningen som anges i 4.1.2 ér lamplig.

Gaskromatograf
Gaskromatografen skall bestd av foljande enheter.
Insprutningssystem

Anvind ett insprutningssystem

a) med packade kolonner med minsta mojliga dodutrymme (i det hér
fallet skall insprutningssystemet kunna upphettas till en temperatur
som dr 20 till 50 °C hogre &n kolonnens, eller

b) med kapilldrkolonner, varvid insprutningssystemet skall vara speciellt
konstruerat for anvdndning med sadana kolonner. Injektorn kan vara
med eller utan split.

Anm 2: Vid franvaro av fettsyror med minst 16 kolatomer kan ett
insprutningssystem med rorlig ndl anvéndas.

Ugn

Ugnen skall kunna virma kolonnen till en temperatur av minst 260 °C
och uppritthdlla den Onskade temperaturen inom 1 °C med packad
kolonn och inom 0,1 °C med kapillirkolonn. Det senaste kravet &r
sérskilt viktigt ndr kvartsror anvénds.

Anvindning av temperaturprogrammerad uppvarmning rekommenderas i
alla fall och sérskilt for fettsyror med mindre &n 16 kolatomer.

Packad kolonn
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3.1.3.1

3.13.2

3133

3.14

3.1.4.1

3.1.4.2

3.143

32

33

En kolonn som ér tillverkad av ett material som &r inert mot de dmnen
som skall analyseras (dvs glas eller rostfritt stall och som har foljande
dimensioner:

a) langd: 1 till 3 m. En relativt kort kolonn bor anvindas om fettsyror
med ldnga kedjor (ldngre &n C,)) finns ndrvarande. I analys av fett-
syror med 4 eller 6 kolatomer rekommenderas att en kolonn pd 2 m i
langd anvénds.

b) innerdiameter: 2 till 4 mm.

Anm 3: Om fleromidttade komponenter med fler &n 3 dubbelbindningar
finns nérvarande kan de sdnderdelas i en kolonn av rostfritt stal.

Anm 4: Ett system med dubbla packade kolonner kan anvéndas.
Fyllning, sammansatt av foljande element

a) bérare: syratvittad och silaniserad kiselgur, eller annan lamplig inert
bdrare med en kornstorlek med liten avvikelse (25 pm inom
granserna 125 till 200 um) varvid genomsnittskornstorleken skall
avpassas efter innerdiametern och ldngden pé kolonnen.

b

~

stationdr fas: polyestertyp av polar vitska (t.ex. dietylenglykolpoly-
succinat,  butandiolpolysuccinat,  etylenglykolpolyadipat,  osv)
cyanosilikoner eller ndgon annan vitska som tillater den behovliga
kromatografiska separationen (se punkt 4). Den stationdra fasen bor
uppgé till 5 till 20 % (m/m) av fyllningen. En ickepolar stationir
fas kan anvindas for vissa separationer.

Preparering av kolonnen

Om mojligt tas kolonnen bort fran detektorn, ugnen upphettas stegvis till
185 °C och en strom av inert gas blases igenom den nybehandlade
kolonnen med en hastighet av 20 till 60 ml per minut i dtminstone 16
timmar vid denna temperatur och under ytterligare tva timmar vid
195 °C.

Kapilldrkolonn

Ror som ér tillverkade av ett material som ar inert for &mnen som skall
analyseras (vanligen glas eller kvarts). Innerdiametern skall vara mellan
0,2 och 0,8 mm. Den inre ytan skall genomga en lamplig behandling (t
ex ytpreparering, inaktivering) innan den far tickning av den stationdra
fasen. En ldngd pa 25 mm ar tillrdcklig i de flesta fall.

Stationdr fas, vanligen av typen polyglykol [poly(etylenglykol) 20 000],
polyester (butandiol polysuccinat) eller poldrpolysiloxan (cyanosili-
koner). Tvirbundna kolonnfyllningar dr lampliga.

Anm 5: Det finns en risk att poldra polysiloxaner ger upphov till
svarighet att identifiera och separera linolensyra och C,-syror.

Beldggningen skall vara tunn, dvs 0,1 till 0,2 um.
Sammanséttning och konditionering av kolonnen

Folj de normala forsiktighetsdtgdrderna for att sétta ihop kapilldrkolon-
nerna, dvs placeringen av kolonnen i ugnen (bdrare) val och
sammansittning av skarvar (lickaget) placering av kolonnens in- och
utlopp i injektorn och detektorn (minskning av dodutrymmen). Placera
kolonnen i en strdm av bérargas [t.ex. 0,3 bar (30 kPa) for en kolonn
med ldngden 25 mm och en innerdiameter pa 0,3 mm].

Behandla kolonnen genom temperaturprogrammering av ugnen till 3 °C/
minut frdn omgivningstemperaturen till en temperatur som &r 10 °C
under sonderfallsgransen for den stationdra fasen. Héll ugnen vid denna
temperatur i en timme, tills baslinjen har stabiliserats. Ga tillbaka till
180 °C for att arbeta under isoterma forhéllanden.

Anm 6: Lampliga forbehandlade kolonner finns tillgdngliga i handeln.
Detektor som lampligen skall kunna vdrmas upp till en temperatur som
ligger ovanfor kolonntemperaturen.

Sprutor

Sprutorna skall ha en maximivolym av 10 pl och vara graderade i 0,1 pl
delning.

Registering

Om registreringskurvan skall anvidndas for att berikna sammansitt-
ningen av den blandning som analyseras, krdvs en elektronisk
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3.4

4.1
4.1.1
4.1.1.1

registreringsapparat med hog precision och som dr kompatibel med
apparaturen som anvinds. Registreringsenheten skall ha foljande
karaktéristika:

a) svarstid, under 1,5 sekunder, foretrddesvis 1 sekund (svarshastigheten
ar tiden det tar for pennan att g fran 0 till 90 % vid en plotslig
ingangssignal pa 100 %),

b) pappersbredd minimum 20 cm,

c) pappershastighet instillbar pa varden mellan 0,4 och 2,5 cm/minut.

Integreringsenhet

Snabb och exakt berdkning kan genomforas med hjélp av en elektronisk
integreringsenhet. Den skall ge ett linjart svar med tillracklig kanslighet
och korrektionen for avvikelser fran baslinjen skall vara tillfredsstal-
lande.

UTFORANDE

De arbeten som beskrivs i 4.1 till 4.3 &r relaterade till anvéindning av en
flamjoniseringsdetektor.

Som alternativ kan en gaskromatograf som anvinder sig av en kataro-
meterdetektor anvindas (som arbetar enligt principen om forandringar i
virmeledning). Driftférhallandena modifieras som beskrivs i punkt 6.

Provningsforhallanden

Val av optimala provningsforhallanden.

Packad kolonn

Vid val av provningsforhéllanden skall hansyn tas till foljande variabler:

a) langden och diametern hos kolonnen,

b) sorten och mingden av den stationdra fasen,
¢) temperaturen hos kolonnen,

d) bdrargasen flode,

e) den upplosning som krévs,

f) storleken pa det uttagna provet som har valts pa ett sddant sitt att
detektorn och elektrometer ger ett linjért utslag,

g) analysens tidslangd.

I allménhet ger de vdrden som anges i tabell 1 och tabell 2 de 6nskade
resultatet, dvs minst 2 000 teoretiska bottnar per meter kolonnlédngd for
metylstearat och en elueringstid pa ca 15 minuter.

Om utrustningen tillater skall injektorn hallas vid en temperatur av ca
200 °C och detektorn vid en temperatur som &r lika med eller hogre &dn
den i kolonnen.

Som regel giller att forhallandet mellan flodet hos vitet som tillfors till
flamjoniseringsdetektorn och bérargasen varierar fran 1:2 till 1:1
beroende pa diametern pa kolonnen. Syreflodet ar ca 5 till 10 ganger
vitets flode.

Tabell 1
Inre diameter hos kolonnen Birargasflode
mm ml/min
2 15 till 25
20 till 40
4 40 till 60
Tabell 2
Koncentration av den stationédra fasen Kolonntemperatur
% (m/m) °C
5 175
10 180
15 185
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Koncentration av den stationédra fasen Kolonntemperatur
% (m/m) °C
20 185

4.1.1.2 Kapilldrkolonn

Effektivitets- och permeabilitetsegenskaperna hos kapilldrkolonnen
medfor att separationen mellan komponenterna och tiden for analysen i
hog grad ar beroende av flodeshastigheten pa bérargasen i kolonnen. Det
ar darfor nodvandigt att optimera driftférhdllandena genom att paverka
denna parameter (eller enklare tryckfall i kolonnen) beroende pad om
man Onskar forbéttra separationen eller gora en snabb analys.

Bestaimning av antalet teoretiska bottnar (effektivt) och upplosning (se
figur 1).

Genomfor analys av en blandning av metylstearat och metyloleat i
ungefdr lika proportioner (t.ex. metylestrar av kakaosmor).

Vilj temperaturen for kolonnen och bérargasens flode sd att maximum
pé metylstearattoppen registreras ca 15 minuter efter l6sningsmedels-
toppen. Anvénd en tillricklig méngd av blandningen av metylestrar sa
att metylstearattoppen upptar ungefar 3/4 av hela skalan.

Beridkna antalet teoretiska bottnar, n, med hjélp av formeln

dr1 2
=16 |—
n 6 |:Wl }

och uppldsningen R, med hjélp av formeln

R — 2A
W W,

dar:
dr, &r retentionsavstdndet i mm fran borjan av kromatogrammet
till maximitoppen for metylstearat,

w, och w, dr bredderna i mm av topparna for metylstearat respektive
metyloleat mitt mellan punkterna for tangeternas skérnings-
punkt vid de punkter dir kurvorna skér baslinjen, och

A dr avstandet i mm mellan toppmaxima for metylstearat och
metyloleat,

och uppldsningsindex, Ir, med hjilp av formeln
a
b

dér:

héjden av den minsta toppen, métt fran baslinjen,

[on
Il

hojden av den ldgsta punkten pa botten mellan de tva angrinsande
topparna, métt fran baslinjen.
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Figur 1
Kromatogram for bestimning av antalet teoretiska bottnar (effektivitet) och

upplosning

Losningsmedel

fw

Metyolcat

Mectylstcarat

ﬂ

Luft ]

W)

da )

Y

Start

Driftforhallandena som skall viéljas dr sidana som kan ge atminstone
2 000 teoretiska bottnar per meter av kolonnlingden for metylstearat
och en upplosning som &r minst 1,25.

4.2 Prov

Anviénd sprutan (3.2) och sug upp 0,1 till 2 pl av l6sningen av mety-
lestrar som preparerats enligt bilaga 10 B och spruta in dem i kolonnen.

Nér det géller estrar som inte &r i 16sning, preparera en 16sning av ca
100 mg/ml av kromatografiskt ren heptan och spruta in 0,1 till 1 pl av
denna 16sning.

Om analysen giller &mnen i spadrméingder, kan méngden av provet 6kas
(upp till 10 ganger).

43 Analys
I allménhet skall driftforhdllandena vara de som angetts i 4.1.1.

Det géar emellertid att arbeta med en lidgre kolonntemperatur nér det
krivs bestimning av fettsyror med mindre dn 12 kolatomer eller vid
hogre temperaturer vid bestdmning av fettsyror med mera dn 20 kola-
tomer.

Ibland kan det vara mojligt att anvinda temperaturprogrammering i bada
dessa fall. Om provet t ex innehéller metylestrar av fettsyror med
mindre &n 12 kolatomer, sprutas provet in vid 100 °C (eller vid 50 till
60 °C om smorsyra finns nédrvarande) och sedan hdjs temperaturen
omedelbart med en hastighet av 4 till 8 °C per minut till optimal tempe-
ratur. I vissa fall kan de tvd forfarandena kombineras.

Efter den programmerade uppvirmningen fortsitts elueringen vid en
konstant temperatur tills alla komponenterna eluerats. Om inte instru-
mentet har programmerad uppvdrmning, anvind det vid tvd bestimda
temperaturer mellan 100 och 195 °C.
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5.1

52
521

522
5221

5222

Om sa dr nddvindigt rekommenderas att analysen genomfors pa tva
fasta faser med olika polaritet for att pavisa frdnvaron av maskerade
toppar t ex nir det géller samtidig nérvaro av C , och C, . eller C .
och C ..

1 20:0°

Beredning av referenskromatogrammet och referensgraferna

Analysera referensstandardblandningen (2.3) med anvidndande av samma
driftférhéllande som de som anvints for provet och mét retentionsti-
derna eller retentionsavstanden for de nérvarande fettsyrorna. Rita pa
halvlogaritmiskt papper for varje grad av ométtnad de kurvor som visar
den logaritmiska retentionstiden eller avstdndet som en funktion av
antalet kolatomer. Under isoterma forhéllanden skall kurvorna fér syror
med raka kolkedjor med samma grad av ométtnad vara rita linjer. Dessa
linjer skall vara ungefér parallella.

Det 4r nodvéndigt att undvika forhallanden som gor att “maskerade
toppar” existerar, dvs dir upplosningen &r otillricklig for att separera
tvd av de ingdende dmnena.

RESULTATANGIVELSER

Kvalitativ analys

Identifiera topparna for metylestrarna fran provet fran de kurvor som
iordningstillts enligt 4.4 om s& behdvs genom interpolering.

Kvantitativ analys
Bestamning av sammansittningen

Bortsett fran extrema fall anvéndes den inre normaliseringsmetoden, dvs
antag att alla ingdende komponenter i provet finns representerade pa
kromatogrammet s& att den totala ytan under topparna representerar
100 % av de ingdende dmnena (total eluering).

Om utrustningen innefattar en integreringsenhet, anvind de kurvor som
erhallits fran denna. Om inte, bestdm arean under varje topp genom att
multiplicera hojden pa toppen med dess bredd pad mitten och dir sa
behovs med hénsyn till de olika avvikelserna som anvinds under regi-
streringen.

Berdkningssitt
Allmaént fall

Berédkna halten av en given komponent i, uttryckt som massprocent av
metylestrar, genom att bestimma den procent som representeras av
omradet hos motsvarande toppar relativt summan av omradena for alla
toppar med anvindning av formeln:

A
SA x 100

dar:
A, dr arean under toppen som motsvarar komponent i,

ZA dr summan av areorna under alla toppar,
Ange resultatet med en decimal.

Anm 7: 1 det hidr allmidnna fallet anses resultatet av berdkningen som
baseras pa relativa omraden representera massprocent. For de
fall ddr inte detta antagande dr tillatet, se 5.2.2.2.

Anvidndning av korrektionsfaktorer

I vissa fall, t.ex. i ndrvaro av fettsyror med firre &n 8 kolatomer eller
fettsyror med sekunddra grupper, nidr termiska ledningsdetektorer
anvinds eller dir hogsta graden av noggrannhet sdrskilt krévs, skall
korrektionsfaktorer anvindas for att omvandla procenten for toppareorna
till massprocent hos komponenterna.

Bestdm korrektionsfaktorerna med hjélp av ett kromatogram som erhél-
lits genom analys av en referensblandning med metylestrar av kénd
sammansittning genomforda under identiskt samma forhdllanden som
de som anvinds vid analys av provet.

For denna referensblandning erhélls massprocenten av komponenten i
genom formeln
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5223

mj
— x 100
Zm
dar:
m, &r massan hos komponenten i i referensblandningen.
Zm &r den totala massan av de olika komponenterna i referensbland-
ningen.
Berikna ur kromatogrammet for referensblandningen (4.4) procenten
(area/area) for komponent i pa foljande sétt:

Al
SA x 100

dar:
A, dr arean under toppen som motsvarar komponenten 7,

ZA dr summan av areorna under alla topparna,

Korrektionsfaktorn beriknas sedan som:

vfmiXZA
liAiXEm

Vanligen édr korrektionsfaktorerna uttryckta relativt till K sd att de
relativa faktorerna blir:

K =K
' Kcis

For provet ér innehallet av varje komponent 7 uttryckt som massprocent
av metylestrar:

! .
K XA 00
Z(K! x A)

Ange resultatet med en decimal.
Anviéndning av inre standard

I vissa analyser (t ex dér inte alla fettsyrorna &dr kvantifierade, sdsom nar
syror med fyra och sex kolatomer ar nirvarande tillsammans med syror
med 16 och 18 kolatomer, eller nér det dr nddvindigt att bestimma den
absoluta méngden fettsyror i ett prov) dr det nddvéndigt att anvénda en
inre standard. Fettsyror med 5, 15 eller 17 kolatomer anvénds ofta.
Korrektionsfaktorn (om sédan finns) for den inre standarden bor
bestdmmas.

Massprocenten av komponenten i, uttryckt som metylestrar, erhalls
genom formeln:

mg x Ki X A;

100
m><K;><AS><

A dr arean under toppen som motsvarar komponenten i,

A_ ir arean under toppen som motsvarar den inre standarden,
K, ér korrektionsfaktorn for komponent i (relativ till K. )

K, dr korrektionsfaktorn for den inre standarden (relativt till K, )

m 4r massan i milligram av provet, och

m_ dr massan i milligram av den inre standarden.

Ange resultatet med en decimal.

SPECIALFALL - BESTAMNING AV TRANSISOMERER

Det ar mgjligt att bestdimma innehallet av transisomerer i fettsyror med
ett antal kolatomer mellan 10 och 24 genom separering av metylestrar
med anvindning av gaskromatografiska kapilldrkolonner med en
bestdmd polaritet.
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6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

—> SOLVENTE

En kapilldrkolonn tillverkad av kiseldioxid med en innerdiameter av
mellan 0,25 och 0,32 mm och en lingd av 50 m, belagd med cyanpro-
pylkiseldioxid, dir beldggningen dr mellan 0,1 och 0,3 um (typ SP 2380,
C. P. sil 88, silor 10 och likartade sorter).

Metylestrarna dr beredda genom det forfarande som anges i bilaga 10 B.
For sdkerhets skull skall fetthaltiga &mnen med en fri syrahalt 6ver 3 %,
neutraliseras enligt 6.1 i bilaga 7.

Gaskromatografens driftsforhallanden ar i allménhet foljande:

— Kolonntemperaturen instilld mellan 150 och 230° C (t. ex. 165° C i
15 minuter, och sedan 6kad med 5° C per minut till 200° C).

— Insprutningstemperatur: 250° C om splitsystemet anvénds eller
kolonnens ingangstemperatur om kolonnsystemet anvinds.

— Detektortemperatur: 260° C.

— Genomstromningshastighet for bérargas (helium och vite): 1,2 ml
per minut.

Den insprutade méngden skall vara séddan att h6jden hos den topp som
under de sensoriska forhallanden som réder Overensstimmer med
arachinsyras metylester, dr lika stor som eller storre dn 20 % av fullt
utslag.

Identifieringen av de olika metylestrarna genomfors pa grundval av
retentionstiderna som jamfors med referensblandningarnas retentions-
tider (som anges i punkt 2.3).

Estrarna fran transfettsyrorna elueras fore motsvarande cis-isomerer.
Exempel pa ett kromatogram finns i figur 2.

Figur 2:
Gaskromatogram for transisomerer fran fettsyror vid anvindning av kapilldrko-
lonner.
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6.5.

6.6.

Kolonnen enligt punkt 4.1.2 skall vara sa effektiv att den medger sepa-
ration av vissa kritiska par, till exempel det par som bestdr av
transoljesyra och oljesyra, trans C18:1/cis C18:1, med ett resolutionstal
hogre 4n 2.

Procenten av de olika transfettsyrorna berdknas pa grundval av
forhallandet mellan den tillimpliga toppens area och summan av alla
de forekommande topparnas areor.

Dirvid beaktas de procentuella andelarna av

— transoktadekensyra (T 18:1) som anges i bilaga 1 till denna f6rord-
ning som summan av isomererna av transoljesyra,

— cis-trans- och trans-cis-oktadekadiensyra (CT/TC) 18:2 som anges i
bilaga 1 till denna forordning som summan av isomererna av transli-
nolsyra,

ok
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— trans-cis-trans-, cis-cis-trans-, cis-trans-cis-, trans-cis-cis- oktadeka-
triensyra [TCT + CCT + CTC + TCC)]18:3, angivna i bilaga 1 till
denna forordning som summan av isomererna av translinolensyra.

Anmdrkning 8: Ange resultaten med 2 decimaler vid beaktande av de
sérskilda kdnnetecknen for denna metod.

> M2 7. € SPECIALFALL ANVANDNING AV KATAROMETERDE-
TEKTOR  (SOM  REGISTRERAR  FORANDRINGAR AV
VARMELEDNINGSFORMAGAN)

En gaskromatograf med en detektor som registrerar fordndringar av
viarmeledningsformagan (en katorometer) kan ocksd anvindas for
bestdmning av den kvalitativa och kvantitativa sammanséttningen av en
blandning av fettsyror metylestrar. Om en sddan anvdnds bor det
forhdllande som anges i punkt 3 och punkt 4 modifieras enligt tabell 3.

For kvantitativ analys anvinds korrektionsfaktorerna som definieras i

5.2.2.2.
Tabell 3
Variabel Virde/forhallande
Kolonn Langd: 2 till 4 m
Innerdiameter: 4 mm
Birare Kornstorlek mellan 160 och

Koncentration hos den stationira
fasen

Bérargas
Supplementerande gaser
Insprutningstemperatur

Kolonntemperatur

Flode hos bérargasen

Storleken hos méngden prov som
sprutas in

200 pm
15 till 25 % (m/m)

Helium eller, om detta saknas,
vite, med sa 1ag halt av syre som
mojligt

Ingen

Fran 40 till 60 °C 6ver kolonn-
temperaturen

180 till 200 °C

Vanligen mellan 60 och 80 ml/
min

Vanligen mellan 0,5 och 2 pl

»>M2 8. € PROVRAPPORT

Provrapporten skall ange de metoder som anvinds for framstéllning av
metylestrarna och for gaskromatografanalysen och vilka resultat som
erhallits. Den skall ocksé ange alla driftsdetaljer som inte anges i denna
internationella standard eller som betraktas som tilligg tillsammans med
enskildheter om varje incident som kan ha paverkat resultaten.

Provrapporten skall innehédlla all information som behdvs for en
komplett identifiering av provet.
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BILAGA 10 B

PREPARERING AV METYLESTRAR AV FETTSYROR I ENLIGHET
MED RUBRIKERNA 1 OCH 2 I BILAGA 6 TILL FORORDNING (EEG)

3.1

32
33
3.4
3.5

4.1
4.2

43
4.4
45

NR 72/77 ELLER TILL DEN METOD SOM BESKRIVS NEDAN

INLEDNING

Valet av forfarande bestdms av fettsyresammanséttningen och surhetsgraden
for fettet som skall undersdkas och den gaskromatografianalys som skall
genomforas.

Mer specificerat:

— endast processer med slutna ampuller eller processer som anvinder
dimetylsulfat kan anvindas for fettimnen som innehaller fettsyror med
mindre dn 12 kolatomer,

— endast metanol-saltsyre eller metanol-sulfatprocesser kan anvindas for
fettimnen med en surhetsgrad over 3 %,

— endast processer som anvinder natriummetylat eller dimetylsulfat kan
anvindas for gaskromatografimétningar av transisomerer,

— metanol-hexan-svavelsyraprocessen skall anvdndas for iordningstillande
av metylestrarna i smé kvantiteter av fettimnen fran separationen genom
tunnskiktskromatografi.

Nérvaron av ofortvalbara dmnen kan forsummas under forutséttning att de

inte overskrider 3 %, i annat fall maste metylestrarna framstéllas fran fettsy-
rorna.

SYFTE OCH TILLAMPNINGSOMRADE

Hir ges en beskrivning for fem metoder for framstéllning av metylestrar ur
fettdimnen:

a) med natriummetylat,

b) med natriummetylat i en sluten ampull,
¢) med metanol-saltsyra i en sluten ampull,
d) med dimetylsulfat,

e) med metanol-hexan-svavelsyra.
Metod A

PRINCIP

Fettdmnet som skall underkastas analys uppvdrms under aterflode med
metanol och natriummetylat. De metylestrar som erhélles extraheras med
etyleter.

UTRUSTNING

100 ml kolv med aterflddeskylare som ar forsedd med natriumkalciumhyd-
roxidfyllt ror i toppen och normalslipningar.

50 ml mitglas.
5 ml métpipett som &r graderad i 0,1 ml.
250 ml separertrattar.

200 ml kolv.

REAGENSER
Vattenfri metanol.

Losning av ca 1 % natriummetylat i metanol. Denna iordningstills genom
att 0,34 g av metalliskt natrium 16ses i 100 ml vattenfri metanol.

Dietyleter.
10 % natriumkloridlsning.

40 till 60 °C petroleumeter.
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52

5.3

52

53

42

UTFORANDE

2 g av fettimnet som tidigare har torkats over natriumsulftat och filtrerats,
overfors till 100 ml kolven. Tillséatt 35 ml metanol, sitt pa aterflodeskylaren
och koka under aterflode nagra minuter.

Stoppa uppvarmningsprocessen, ta bort kylaren och tillsdtt snabbt 3,5 ml
natriummetylatlosning. Sétt tillbaka kylaren och koka under aterflode i
minst tre timmar. Metyliseringen &r fardig nér alla fettimnena har overgatt
till vétskeform och blandningen &r helt klar vid rumstemperatur.

Kyl och hill reagensblandningen i 250 ml separertratt, tillsétt 35 till 40 ml
etyleter, 100 ml vatten och 5 till 6 ml av 10 % natriumkloridlésning. Skaka
och 14t sedan faserna separera. Overfor vattenfasen till en ny separertratt
och extrahera ytterligare en gdng med 25 ml dietyleter.

Tillsdtt 50 ml 40 till 60 °C petroleumeter till de sammanslagna eterex-
trakten. Vatten kommer att avskiljas och kan tas bort.

Tvétta eterfasen tre ganger med 10 till 15 ml vatten, 1at torka 6ver natrium-
sulfat och filtrera genom papper varvid filtratet samlas upp i en 200 ml
kolv.

Indunsta 16sningsmedlet till 20 ml och fullfolj indunstningen pa vattenbad i
en strom av ren kvéve.

Metod B

PRINCIP

Fettdmnet som skall underkastas analys behandlas med natriummetylat i en
metanolldsning i en sluten ampull vid 85 till 90 °C.

UTRUSTNING

Kraftig glasampull med en kapacitet pa ca 5 ml (hojd 40 till 45 mm,
diameter 14 till 16 mm).

1 ml mitpipett som &r graderad i 0,1 ml.

REAGENSER

Losning av ca 1,5 % natriummetylat i metanol. Denna framstélls genom att
0,50 g metalliskt natrium 16ses i 100 ml vattenfri metanol.

UTFORANDE

2 g av fettdmnet som tidigare har torkats over natriumsulfat och filtrerats
fors in i1 glasampullen. Tillsdtt 0,3 g (ca 0,4 ml) natriummetylatldsning och
smélt sedan igen ampullen.

Sank ner ampullen i 2 timmar i ett bad vid 85 till 90 °C och skaka om da
och da. Forestringen ar fardig nér innehéllet i ampullen &r klart efter sedi-
mentering av glycerin och aterstoden av reagenserna.

Kyl till rumstemperatur. Oppna ampullen nér metylestrarna skall anvindas.
Dessa behdver inte ndgon vidare behandling innan de placeras i glaskroma-
tografen.

Metod C

PRINCIP

Fettdmnet som skall underkastas analys behandlas med metanol-saltsyra i en
sluten ampull vid 100 °C.

UTRUSTNING

Kraftig glasampull med en rymd av ca 5 ml (h&jd 40 till 45 mm, diameter
14 till 16 mm).

1 ml och 2 ml kalibrerade pipetter.

REAGENSER

Losning av saltsyra i 2 % metanol. Denna framstills ur klorvite och
vattenfri metanol (anm 1).

Hexan for gaskromatografi.
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5.3

UTFORANDE

2 g av fettimnet som tidigare har torkats dver natriumsulfat och filtrerats
fors in i glasampullen och 2 ml av saltsyra-metanollosningen tillsitts.
Smalt igen glasampullen.

Sank ner glasampullen i 40 minuter i ett bad vid 100 °C.

Kyl ampullen under rinnande vatten, oppna den, tillsitt 2 ml destillerat
vatten och 1 ml hexan. Centrifugera och ta bort hexanfasen som &r klar for
anvindning.

Metod D

PRINCIP

Fettimnet som skall underkastas analys fortvalas med en metanollosning av
kaliumhydroxid och behandlas sedan med dimetylsulfat. Nér saltsyra
tillsdtts separareras automatiskt de bildade metylestrarna. Mycket rena mety-
lestrar framstdlls genom efterfoljande behandling med aluminumoxid.

UTRUSTNING

Kraftigt provrér med en rymd av ca 20 ml, med 10/19 slipad propp och
sakerhetsfjadrar.

Aterflodeskylare med normalslipningar 10/19.
Glasfilter med sintrad skiva, G 2 storlek, 20 mm diameter.
Provrér i glas med en rymd av ca 10 ml och konisk botten.

1 ml och 5 ml sprutor.

REAGENSER

Kaliumhydroxid 10 % 16sning i metanol for gaskromatografi.
Grén bromkresolindikator: 0,05 % 16sning i metanol.
Dimetylsulfat (d = 1,335 vid 15 °C).

Koncentrerad saltsyra (d = 1,19) spédd till lika delar med metanol for gask-
romatografi.

Brockmanns aluminiumoxid for adsorptionskromatografi.

UTFORANDE

2,2 ml av fettimnet som i forvédg har torkats dver natriumsulfat och filtrerats
fors over till ett 20 ml provror. Tillsdtt 5 ml av kaliumhydroxidldsningen
och nagra kvartsbitar som kokstenar. Anslut aterflodeskylaren och virm
roret Over en lag flamma i 5 minuter, skaka om. Fortvalningen &r helt
genomford ndr l6sningen blir klar. Kyl slutligen med rinnande vatten och
ta bort aterflodeskylaren.

Tillsdtt 2 droppar av indikatorn och 1 ml dimetylsulfat med hjidlp av en
spruta sa att det sakta kan sprutas in. Forslut provroret hermetiskt och skaka
i 2 till 3 minuter och doppa ner botten av provréret i kokande vattenbad
med jamna mellanrum. Reaktionen dr fardig nér indikatorn &ndrar firg fran
blatt till gult. Kyl slutligen provroret i rinnande vatten, 6ppna det och sitt
till 5 ml av saltsyra-metanolldsningen.

Skaka om négra sekunder, luta provroret at sidan och knacka litt pa det.
Detta underlattar for metylestrarna att stiga till ytan i form av en oljig massa
(anm A).

Ta bort metylestrarna med hjélp av en spruta, 6verfor dem till ett provror
med konisk botten, tillsdtt en mingd aluminumoxid som motsvarar ca 1/4
av volymen av metylestrarna, skaka och filtrera med filtrerpapper.

Anm A: Om inte metylestrarna separeras spontant, tillsidtt 5 ml vatten till
provroret och skaka om.

Metod E

PRINCIP

Fettimnena som skall underkastas analys upphettas under aterflode med
metanol-hexan-svavelsyra. Metylestrarna som erhélles extraheras med petro-
leumeter.
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UTRUSTNING

Provrér med en rymd av ca 20 ml forsedd med en luftaterflodeskylare ca 1
meter 1dng, med slipningar.

5 ml kalibrerad pipett.
50 ml separertratt.
10 ml och 25 ml mitglas.

15 ml provrér med konisk botten.

REAGENSER

Metyleringsreagens: vattenfri metanol-hexan-koncentrerad svavelsyra (d
= 1,84) i forhéllandet 75:25:1 (v/v/v).

Petroleumeter 40 till 60 °C.

Vattenfritt natriumsulfat.

UTFORANDE

For over dmnet som tagits frdn plattan i ett 20 ml provrdr och tillsétt 5 ml
metyleringsreagens.

Sétt pa aterflodeskylaren och virm i 30 minuter i ett kokande vattenbad
(anm 2).

Overfor kvantitativt blandningen i en 50 ml separertratt med tillsats av 10 ml
destillerat vatten och 10 ml petroleumeter. Skaka kraftigt och lat sedan
faserna separera, ta bort vattenfasen och tvitta eterfasen 2 ganger med
20 ml destillerat vatten. Tillsdtt en liten méngd vattenfritt natriumsulfat i
separertratten, skaka om och 14t det sétta sig under nagra minuter och filt-
rera. Samla upp filtratet i ett 15 ml provror med konisk botten.

Indunsta 16sningsmedlet pé ett vattenbad i en strom av kvéve.

Anm 1: Sma méangder klorvite i gasform kan latt framstéllas i laboratoriet
ur den 16sning som finns i handeln (d = 1,18) genom att koncen-
trerad svavelsyra (d = 1,84) doppas i den. Den frigjorda gasen
torkas litt genom att den far bubbla genom koncentrerad svavel-
syra. Eftersom klorvite mycket snabbt absorberas av metanol &r
det tillradligt att vidta de vanliga forsiktighetsdtgérderna niar man
l6ser det, t.ex. infora gasen genom en liten upp- och nervind tratt
s att kanten pa tratten precis nér ytan pa vétskan. Stora kvantiteter
metanol-klorvitelosning kan iordningstéllas 1 forviag eftersom det
haller sig utmarkt i ett provror med glaspropp som forvaras morkt.

Anm 2: For att styra kokpunkten sdtt in en glasstav 1 provroret och still in
temperaturen pa vattenbadet pa 90 °C.
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BILAGA 11

BESTAMNING AV~ HALTEN FLYKTIGA HALOGENERADE

2.1
22
23

24

2.5

2.6
2.7

42

43

44

LOSNINGSMEDEL I OLIVOLJA

METOD

Analys med gaskromatografi med anvéndning av joniseringsteknik (head
space).

UTRUSTNING
Gaskromatografiapparatur utrustad med elektronabsorbtionsdetektor (ECD).
Huvudutrymmesapparat (head space).

Gaskromatografikolonn, av glas, 2 meter lang och 2 mm i diameter,
stationdr fas.

OV101 10 % eller motsvarande uppsugen i kalcinerad diatomijord,
syramittad och silaniserad med en partikelstorlek pa 80 till 100 mesh.

Birar- och supplementerande gaser: Kvdve for gaskromatografi, lamplig for
elektrondetektor.

Glaskolvar, 10 till 15 ml, med teflonskikt och aluminiumpropp med
membran for sprutor (septum).

Forslutningsklammor.

Gassprutor 0,5 till 2 ml.

REAGENSER

Standard: halogenerat 16sningsmedel med en renhet som é&r liamplig for
gaskromatografi.

UTFORANDE

Vig exakt in ca 3 g olja i en glaskolv (som inte skall ateranvéndas) och
forslut den hermetiskt. Placera med en termostat vid 70 °C i en timme.
Med hjélp av en spruta, ta forsiktigt bort 0,2 till 0,5 ml av gasutrymmet
(head space). Injicera detta i kolonnen pd gaskromatografen som har
foljande instéllningar:

— injektortemperatur 150 °C
— kolonntemperatur 70 till 80 °C
— detektortemperatur 200 till 250 °C

Andra temperaturer kan ocksd anvindas under forutsittning att resultaten
blir de motsvarande.

Referenslosningar: Gor i ordning standardlosningar av raffinerad olivolja
som inte innehaller spar av 16sningsmedel med koncentrationer som stracker
sig fran 0,05 till 1 ppm (mg/kg) och motsvarande for det antagna innehéllet
i provet. De halogenerade 16sningsmedlen kan spddas ut med anvéndning av
pentan.

Kvantitativ uppskattning: Korrelera omradena eller hojderna pa topparna pa
provet och pé standardlésningar hos den koncentration som ligger nidrmast.
Om avvikelsen ar storre dn 10 % maste analysen upprepas i jamforelse med
en annan standardlosning tills avvikelsen ligger inom 10 %. Halten bestdms
pé grundval av genomsnittet av de ursprungliga insprutningarna.

Resultatangivelse: Resultaten uttrycks i ppm (mg/kg). Registreringsgriansen
for metoden ar 0,01 mg/kg.
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4.2.

43.

BILAGA 12

ORGANOLEPTISK VARDERING AV JUNGFRUOLJA

SYFTE

Avsikten med denna metod &r att bestimma de kriterier som krévs for att
véirdera smakegenskaper hos jungfruolja och for att utveckla den metod
som krévs for att gora detta.

TILLAMPNINGSOMRADE

Forfarandet som beskrivs dr bara tillimpligt for organoleptisk vdrdering
och klassificering av jungfruolja som kan anvindas for direkt konsum-
tion. Den inskrinker sig till att gradera jungfruolja i numerisk skala som
star 1 relation till dess doft och smakdmnen enligt bedomningen fran en
grupp utvalda provsmakare som arbetar som en panel.

ALLMAN GRUNDLAGGANDE TERMINOLOGI FOR SENSORISK
ANALYS

Se kapitlet med titeln ”Sensorisk analys: allmin grundliggande termino-
logi”.

SPECIELL TERMINOLOGI FOR OLIVOLJA

Behagliga fornimmelser som framkallas av olivoljans egenskaper och
kvalitetsegenskaper.

Fruktig: arom som paminner bdde om lukten och smaken hos frisk, farsk
frukt plockad da den dr perfekt mogen.

Moget fruktig: arom hos olivolja som erhéllits fran mogna frukter vilken
vanligen har en nigot fadd doft och st smak.

Gront fruktig: arom hos olja som erhéllits fran frukter som fortfarande ar
omogna.

Fornimmelser som i varierande grad kan vara behagliga, beroende pa
med vilken styrka de féornimms och som inte kan anses vara brister trots
att de paverkar oljans fruktighet i stort:

Apple: arom av olivolja som padminner om denna frukt.

Sot: behaglig smak, inte exakt som socker, men som forekommer i olja i
vilken bittra, kirva och frina egenskaper inte dominerar.

Grds: karakteristisk arom hos vissa oljor som padminner om nyslaget grés.

Grona blad (bitter): arom hos olja som erhallits frdn extremt grona oliver
eller oliver som har blivit krossade tillsammans med 16v och kvistar.

Bitter: karakteristisk smak hos oljor som erhallits frdn grona oliver eller
oliver som haller pa att dndra farg. Smaken kan vara mer eller mindre
tilltalande, beroende pa intensiteten.

Strdv: typisk fornimmelse hos vissa oljor som nir de provas ger en kénsla
av stravhet i munnen.

Skarp: skarp stickande smakférnimmelse, karakteristisk for oljor som
framstélls 1 borjan av skordeéret, framfor allt av oliver som fortfarande
dr omogna. Denna framkallas genom fenolhaltiga d@mnens inverkan pa
trigenimusnervens dndar som r spridda dver hela munhélan.

Mandel: denna smak kan upptrdda i tva former, den form som é&r typisk
for firska mandlar och den form som &ar speciell for torkade, friska
mandlar och som kan forvixlas med en begynnande hérsken smak. En
utpriaglad smak uppfattas som en eftersmak nir oljan forblir i kontakt
med tungan och gommen. Forbinds med sota oljor som har en fadd doft.

Svag eller fadd: arom hos olivolja vars organoleptiska egenskaper ar
mycket svaga beroende pa forlust av de aromatiska komponenterna.

Ho: karakteristisk arom av vissa oljor som paminner om mer eller mindre
torkat gris.

Fornimmelser som alltid &r obehagliga dven om deras intensitet nétt och
jamnt kan uppfattas och som skall anses vara organoleptiska brister:
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Esparto: karakteristisk arom hos olja som erhallits av oliver som pressats
i nya mattor av espartogrds. Aromen kan vara olika, beroende pa om
mattorna ar tillverkade av férskt eller torkat espartogris.

Jordig: karakteristisk arom hos olja som erhallits av oliver som har
insamlats med jord eller gyttja pa oliverna och inte tvittats. Denna arom
kan ibland &tf6ljas av en unken, fuktig lukt.

Gammal: karakteristisk arom hos olja som har forvarats for lidnge i
lagringsbehallare. Kan ocksa forekomma hos oljor som har varit
forpackade under for lang tid.

Larvsmak: karakteristisk arom hos olja som erhallits av oliver som har
varit utsatta for kraftiga angrepp av larver av oljeflugan (Dacus oleae).

Metallisk: arom som paminner om metall. Karakteristisk for oljor som
under oldmpliga forhallanden har varit i langvarig kontakt med
fododmnen eller metalliska ytor under krossning, blandning, pressning
eller lagring.

Unken-fuktig: karakteristisk arom hos oljor som erhallits fran frukter, i
vilka stora mingder av svampar och jasimnen har utvecklats beroende
pa att de lagrats under fuktiga forhallanden i flera dagar.

Hirsken: karakteristisk arom som dr vanlig hos alla oljor och fetter som
har genomgatt en oxidationsprocess som orsakats av forlangd kontakt
med luft. Denna arom &r obehaglig och kan inte atgérdas.

"Atrojado” (mdgelaktig): karakteristisk arom hos olja som erhallits av
oliver som forvarats i hogar och som har nétt ett framskridet stadium av
jdsning.

Saltlake: arom av olja som utvunnits fran oliver som har varit konserve-
rade i saltlosningar.

Pressrester: karakteristisk arom som pdminner om aromen hos pressrester
av oliver.

Tvdlig: en arom som skapar en lukt- och smaksensation som paminner
om den som framkallas av gronsapa.

Gronsaksvatten: Karakteristisk arom som olja fatt till foljd av dalig
dekantering och langvarig kontakt med gronsaksvatten.

Vinaktig-vindigeraktig: karakteristisk arom hos vissa oljor som paminner
om vin eller vindger. Beror huvudsakligen pé att &ttiksyra, etylacetat och
etanol bildats i stérre mingder 4n vanligt i olivoljans arom.

Gurka: arom som uppstar nér en olja dr hermetiskt férpackad under allfor
lang tid, sdrskilt 1 bleckbehéllare, och som anses bero pa att 2,6 nonadi-
enal bildats.

Upphettad eller brind: karakteristisk arom hos oljor som orsakas av
allfor kraftig eller langvarig upphettning under bearbetningen, i synnerhet
ndr massan blandas termiskt om detta sker under oldmpliga forhallanden.

Grumligt sediment: karakteristisk arom hos olja som &tervunnits ur
dekanterat sediment i fat eller underjordiska tankar.

Pressmatta: karakteristisk arom hos olja som erhallits frdn oliver som har
pressats 1 smutsiga pressmattor, i vilka jésta pressrester har ldmnats kvar.

Fet: arom av olivolja som utvunnits i en fabrik dér rester av petroleum,
fett eller mineralolja inte har avlagsnats pa rétt sitt fran maskinerna.

Ra: karakteristisk fornimmelse hos vissa oljor som nir de provsmakas ger
en tjock, degliknande fornimmelse i munnen.

GLAS FOR PROVSMAKNING AV OLJA

Se kapitlet som har rubriken ”Glas for provsmakning av olja”.

PROVNINGSRUM

Se kapitlet med rubriken ”Anvisningar for installation av ett provning-
srum”.
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8.1

8.2
8.2.1

822

823

UTRUSTNING

Foljande utrustning, som krdvs for att provsmakaren skall kunna utféra
sin uppgift ordentligt, skall finnas i varje bas och vara litt tillgdnglig:

— glas (standardiserade) som innehaller proven och som &r méirkta med
tvd slumpvis utvalda siffror eller tva siffror och bokstiver. Mérkena
skall vara gjorda med en permanent penna utan doft och smak,

— urglas med identisk mérkning, att ticka glasen med,

— betygsark (se figur 2) som ocksd innehaller instruktioner for dess
anvindning,

— penna,
— sma fat med dppelskivor,
— glas med vatten vid omgivningstemperatur.

METODIK

Detta avsnitt forutsétter sddana forkunskaper som krivs for att utfora
sensorisk analys av jungfruoljor och syftar till att standardisera
upptridande och tillvigagangssitt for de provsmakare som deltar i sadana
prov och som maste vara medvetna om bade de allmédnna och speciella
rekommendationerna for olivoljeprovning.

Uppgifter for den som organiserar eller 6vervakar panelen (eller
panelen)

Den som organiserar panelen skall vara en ldmpligt utbildad, kunnig
person som &r expert pa den typen av oljor som han kommer att mota
under sitt arbete. Han &r nyckelfiguren i panelen och ansvarig for organi-
sation och genomférande. Han skall kalla provsmakarna i tillrdckligt god
tid och skall klargdra varje tvivel som de kan ha betriffande genom-
forandet av proven men skall avstd fran att foresla nagon uppfattning for
dem om provet.

Han skall vara ansvarig for att kontrollera apparaturen och for att
sakerstilla att den dr ordentligt rengjord, for iordningstillande och
kodning av proverna och for att de fors fram till provsmakaren i enlighet
med vad som &r ldmpligt for experimentet samt for sammanstillning och
statistisk analys av de data som erhallits sa att de bésta resultaten erhalls
med minsta mdjliga anstringning.

Ett arbete som organisator av panelen kridver sensorisk skicklighet,
noggrannhet vid preparering av proven och de rigorésa arrangemangen,
samt skicklighet och tdlamod da det giller planering och utférande av
proverna. Det dr panelorganisatrens uppgift att stimulera moralen hos
medlemmarna i panelen genom att uppmuntra intresse, nyfikenhet och
tavlingsanda bland dem. Han skall sdkerstélla att hans egen uppfattning
inte dr kdnd och skall forhindra att eventuella ledare sitter sina kriterier
over de andra provsmakarnas. Han skall ocksd vara ansvarig for utbild-
ning, val och dvervakning av provsmakarna for att kunna sikerstélla att
de bibehaller en adekvat begavning pa omradet.

Provningsforhallanden

Provstorlek

Varje glas skall innehélla 15 ml olja.
Provningstemperatur

Proverna pé olja som skall provas skall héllas vid 28 °C + 2 °C i glasen.
Denna temperatur har valts eftersom den dr den bista for att l4tt kunna
observera organoleptiska skillnader vid normal temperatur nir oljor
anvinds som smaktillsats. En annan faktor som talar for detta dr att vid
hogre eller lagre temperaturer kan de aromatiska komponenterna bli
svarflyktiga eller ocksd kan det bildas flyktiga komponenter som &r speci-
fika for upphettade oljor.

Provningstider

Morgonen dr bésta tiden for att prova oljor. Det har pavisats att de opti-
mala perceptionsperioderna nér det géller smak och lukt infaller under
den tiden pa dagen.

Maltider foregds av en period di lukt- och smakkénslan okar medan
denna uppfattning minskar efterat.

Detta kriterium skall emellertid inte vara extremt sd att hunger kan distra-
hera provsmakarna och dirmed minska deras urskiljningsférmaga och
sarskilt deras kriterier for godkdnnande och hdga betyg.
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9.1

9.1.3
9.1.4

PROVSMAKARE

Personer som fungerar som provsmakare i de organoleptiska prov som
utfors pa étbara olivoljor skall utbildas och viljas ut i enlighet med deras
begdvning ndr det giller att skilja mellan liknande prov. Det bor erinras
om att deras exakthet kommer att 6ka med utbildningen.

Atta till tolv provsmakare behovs for provningen, men det ar alltid
forstandigt att halla nagra extra provsmakare i reserv for att ticka even-
tuell frénvaro.

Allminna rekommendationer for provsmakningskandidater och
provsmakare

Dessa rekommendationer ar tillimpliga pad provsmakarkandidater och
provsmakare under deras arbete.

Nér organisatdren av panelen skickar ut kallelse for deltagande i ett orga-
noleptiskt prov, bér provsmakaren ha mdjlighet att nérvara vid den tid
som anges och skall iaktta foljande:

Han fér inte roka under en tidsrymd av minst 30 minuter fore provning-
stiden.

Han far inte anvdnda ndgon parfym, kosmetika eller tval vars doft kan
droja kvar tills tiden for provningen. Han skall anvénda en oparfymerad
eller latt parfymerad tval att tvétta hinderna med och sedan skall han
skolja hdnderna och torka dem sa ofta det behdvs for att undvika varje
doft.

Han skall fasta minst en timma fore provningens genomforande.

Om han skulle kidnna fysisk ohélsa och sérskilt om detta paverkar hans
sinnen for lukt och smak eller om han ar paverkad av nagra psykologiska
effekter som hindrar att han koncentrerar sig pa arbetet, skall provsma-
karen informera panelorganisatdren om detta for att tas bort fran
provningen eller vara avstingd tills korrekt beslut har fattats med hiansyn
till mojliga avvikelser i medelvérdet for resten av panelen.

Nér provsmakaren har foljt ovanstaende skall han inta sin plats i det bas
som tilldelats honom s lugnt och tyst som mojligt.

Nir provsmakaren satt sig, skall han kontrollera att korrekt utrustning
finns tillgénglig och &r rétt arrangerad, och han skall forsékra sig om att
koden pa glaset motsvarar koden pa urglaset.

Han skall omsorgsfullt ldsa igenom instruktionerna som anges pa proto-
kollet och skall inte borja undersdka provet forrdn han &r absolut sidker
pa den uppgift han har att genomfora. Om négra tvivel om detta skulle
uppstd bor han diskutera svérigheterna i enrum med panelorganisatéren.

Provsmakaren skall ta upp glaset och halla det tickt med urglaset, luta
det forsiktigt och sedan rotera glaset i detta lige for att vita insidan sa
mycket som mojligt. Nar denna fas dr genomford skall han ta bort
urglaset och lukta pa provet med jamna, langsamma andetag tills han
har bildat sig en uppfattning omoljan som provas. Luktandet far inte
overskrida 30 sekunder. Om han inte kommit till nidgon slutsats under
denna tid skall han ta en kort paus innan han forsdker igen. Nér
luktformégan provats skall provsmakaren avgoéra aromen (den Overgri-
pande uppfattningen hos smak, lukt och kénsel). For att gora detta skall
han ta en liten klunk pd ca 3 ml av oljan i munnen. Det &r mycket viktigt
att fordela oljan 6ver hela munhalan fran framdelen av munnen och
tungan ldngs sidorna till bakre delen och gomfistet, eftersom det dr ett
ként faktum att uppfattningen av de fyra primédra smakerna, sott, salt,
surt och bittert, varierar i intensitet beroende pad omradet pa tungan och
gommen.

Det bor sarskilt papekas att det dr viktigt att en tillricklig méngd olja
sprids mycket sakta over bakre delen av tungan mot strupen medan prov-
smakaren koncentrerar sig pad i vilken ordning de bittra och beska
upplevelserna férnimms. Om inte detta sker kan bada dessa upplevelser
gora att upptackter undgés 1 en del oljor eller ocksa kan den bittra upple-
velsen ddljas av den beska.

Genom att ta korta, upprepade andetag och dra in luften genom munnen
kan provsmakaren inte bara sprida provet ordentligt 6ver hela munhélan
utan ocksd uppleva de flyktiga, aromatiska komponenterna via nésans
bakre géngar.

Kiénselupplevelsen skall ocksa tas med i bedomningen. Foljaktligen skall
graden av lattflutenhet, klibbighet och skirpa eller udd noteras nir de
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uppticks, och om s& behovs for provet skall intensiteten hos dessa
faktorer kvantifieras.

Nir en jungfruolja skall bedémas organoleptiskt skall endast ett prov
utvdrderas vid samma tillfille for att undvika de kontraster som kan
uppsta vid ett omedelbart prov av andra prover.

Eftersom efterfoljande provningar skapar trotthet eller brist pa kénslighet
ar det viktigt att anvdnda en produkt som kan ta bort resterna av oljan i
munnen fran den féregdende provningen.

Anvindningen av en liten bit dpple (ca 15 g) rekommenderas. Sedan den
tuggats kan den spottas ut i spottkoppen. Sedan skdljs munnen med litet
vatten vid rumstemperatur. Minst 15 minuter skall gd mellan slutet av en
provning och bdrjan av nésta.

Gallring av kandidater

Detta steg skall genomforas av panelorganisatren som personligen skall
intervjua kandidaterna for att ldra kdnna deras personlighet och omgi-
vande milj6. De fysio-psykologiska forhallanden som krdvs dr inte
speciellt stringa, teoretiskt kan varje normal person delta. Faktorer som
kon, alder, speciella vanor (rokning) etc anses numera mindre betydelse-
fulla 4n sddana som hilsa, personliga intressen och tillgénglig tid for
arbetet.

Under intervjun skall panelorganisatéren forklara detaljerna i uppgiften
for kandidaten och ungefdr hur mycket tid det kommer att ta. Han skall
sedan fa information fran kandidaten som gor att han kan uppskatta
dennes intresse och motivation och hur mycket tid vederborande har
tillgdnglig. Foljande frageformulédr kan vara till hjilp.

FRAGEFORMULAR
Var vinlig besvara f8ljande frigor:
Ja Nej
1. Skulle Du tycka om att arbeta med det hér? O O
Ja Nej
2. Tror Du att det hir arbetet kan bidra till att hoja kvalitet pd mat hemma och O 0O
internationellt?
3. Omja, VArfOr(1) couneeun it e
Ja Nej
4. Du bér vara medveten om att Du méste prova oljor nir Du fir kallelse. Ar Du beredd O 0O
att gora detta?
Ja Nej
5. Vill Du jamféra Din smakskicklighet med Dina kollegors? O d

(*) Beskriv vad man kan tjina p4 organoleptisk beddmning av fédoimnen, eller om Du s 6nskar av olivolja.
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Ja Nej
6. Har Du tid 6ver? Ar Du tillrickligt oberoende for att organisera Ditt dagliga arbete o O
som Du 6nskar?
Ja Nej
7. Om Du ir beroende av en 6verordnad, tror Du att om Du skulle vara tvungen att vara O O
franvarande frin Ditt vanliga arbete upp till en halvtimma vid flera tillfillen under ett
antal dagar i f6ljd, att Du skulle fa lov till detta?
Ja  Ng
8. Skulle Du kunna gottgéra den tid som Du férlorat pd Ditt vanliga arbete beroende pi O O
att Du deltagit i sensorisk analys?
Ja Nej
9. Tycker Du att Du bor fa ersittning for detta arbete? O 0
Ja Ngj
10.P8 vILKet STEE2. .ottt e O O

Organisatoren av panelen skall anvdnda denna information for att gallra
kandidaterna och skall forkasta sidana som visar lite intresse for den hér
typen av arbete, som inte dr tillgéngliga, eller som inte kan uttrycka sig
Kklart.

Bestimning av ”medeltroskeln” i gruppen for “karaktiristiska drag”

Vilj omsorgsfullt ut fyra oljor som var och en anses vara representativ
for ett av foljande drag: “atrojado” (unken), vinig, hérsken och bitter
och har sa stor och klar intensitet som mdjligt.

Ta en lika stor del av varje olja och iordningstéll prov vars koncentra-
tioner skiljer sig & med en faktor 2, som ger successiv utspddning med
ett lampligt spddningsmedel tills ingen skillnad kan upptickas mellan
glaset som innehaller enbart spiddningsmedel och de tva sista utspddning-
arna. Det sista paret skall vara tva glas med spiddningsmedlet.

Komplettera serien med glas som innehéller hogre koncentrationer tills
totalt atta stycken har uppnétts.

Gor 1 ordning tillrickliga méngder av proven med de olika koncentratio-
nerna sé att hela serien med egenskaper kan ges till varje kandidat.

For att uppritta "medeltroskeln” hos kandidaterna for varje egenskap far
var och en av dem ett glas som innehédller 15 ml av nigon av de
fardigstdllda koncentrationerna och ett glas som innehaller 15 ml av
utspadningsmedlet rent. Sedan provet genomforts skall kandidaterna
avgora om de dr samma eller olika.

Upprepa samma provning med de &terstiende koncentrationerna av de
egenskaper som skall tas hénsyn till.

Anteckna antalet korrekta svar som erhéllits for varje koncentration av
alla provsmakarna och ange detta tal som ett procenttal av antalet prov
som &dr genomforda.

Rita i ett koordinatsystem som x-koordinat i fallande ordning koncentra-
tionerna som provas och som y-koordinat procenten korrekta
identifieringar for varje koncentration.

Figur 1 ar ett praktiskt exempel pa dessa instruktioner. Kénslighetstros-
keln bestdims genom extrapolering av den punkt pa y-koordinaten som
representerar 75 % korrekta uppskattningar fran kurvan pa x-koordinaten.

Denna troskelkoncentration, som kan vara olika for varje enskild olja
eftersom den beror péd intensiteten hos den egenskap som finns nirva-
rande, bor vara lika for de olika grupperna av kandidater till olika
paneler. Den kan inte hidnforas till ndgon vana eller till ndgon tendens
att foredra nagot. I konsekvens hdrmed dr det en referenspunkt som &r
gemensam for varje normal grupp personer och som kan anvindas for
att homogenisera de olika panelerna enbart genom deras smak/luktkéns-
lighet.

Pa grundval av troskelkoncentrationen som erhallits for gruppen fortsétts
som foljer:
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9.4

% korrekta svar

lordningstill en serie dkande och minskande koncentrationer pé ett sadant
satt att troskelkoncentrationen hamnar pa 10:e platsen pa denna skala.
Naturligtvis kommer den 11:e och den 12:e koncentrationen att vara
mera utspadd, varfor det kommer att vara svérare att uppticka nérvaron
av den olja som har de utvalda egenskaperna.

Genom att ta C, -koncentrationen som grundval kan de 4terstdende
proven iordningstillas i enlighet med f6ljande formel:

C,, x a', dir "a” dr en konstant, utspddningsfaktorn, som motsvarar 1,5

och ”n” dr exponenten som varierar mellan 9 och —2.

Exempel: Antag att troskeln som erhéllits for hirsken olja dr 0,32. C |
= 0,32 och pé grundval av detta eftersom ”a” = 1,5 skall serien med
prover ha f6ljande koncentrationer.

Exempel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11
Koncentration |12,3018,20(5,473,652,43(1,62|1,08{0,72|0,48{0,32|0,21

0,14

Om ovanstdende procedur upprepas for de tre dterstdende egenskaperna
pé grundval av deras respektive trosklar som berdknas pa samma sitt
som visats ovan, erhdlls skalor med likanande aromatiska intensiteter for
varje stimulus i alla laboratorier, &ven om felen i den ursprungliga oljan
kan uppfattas som varande av olika intensitet.

Val av provsmakare genom intensitetssmakmetoden

I urvalsproceduren bor det finnas tva till tre ganger flera kandidater dn
som behovs for panelen, sé att de personer som har bast kinslighet eller
bast formaga att skilja proverna at, kan plockas ut. Det ar alltid tillradligt
att anvinda samma produkt som den som sedan skall analyseras (som
konsekvens hérav skall alltid olivolja anvéndas).

Figur 1
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Nir man viéljer metod bor man inte forbise att bortsett frén att vara
effektiv skall metoden som anvinds &ven vara sd ekonomisk som mgjligt
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9.4.1

9.4.2

nér det giller kvantiteter av olja, antal prover och den tid som anvinds pa
urval. Effektiviteten hos urvalsproceduren ligger i valet av att optimera
nivaerna for foljande tre variabler som dr beroende av: a) “kostnad” som
bestdms av antalet prover, b) andelen potentiellt lampliga kandidater som
av en slump har haft otur och blivit eliminerade under gallringen, och c)
andelen kandidater som av en slump har gétt igenom urvalsprocessen
trots att de dr olampliga.

Fyra punkter av den valda urvalsproceduren, intensitetsuppskattnings-
provet, som beskrive ASTM (American Society for Testing and
Materials), STP (Special Technical Publication) nr 440, 53, har modifie-
rats genom

1. minskning av antalet prover i serien,

2. breddning av omradet av stimuli for att 6ka antalet smak-, luktnoter-
ingar pa vilket urvalet grundas for att anpassa dem till de vanligaste
defekterna som finns i olivolja,

3. variation av koncentrationsgraden i serierna, och
4. statistisk hantering av resultatet.
Utrustning som krdvs

— 1500 ml flaskor eller glaskolvar,
— morkfargade provningsglas,
— 10, 15, 1 000 och 1 500 ml graderade provror.

Produkter som behovs

— Mercks paraffin (referens 7.160, DAB 8, USP XX) eller ett oljigt
utspadningsmedel utan smak eller lukt (nyligen raffinerad olivolja
eller annan liknande olja),

— oljor: “atrojado” (unken), vinig, hédrsken och bitter.
Utférande

Sedan utspddningarna preparerats borjar urvalssteget med 25 kandidater i
enlighet med den metodik som beskrivs nedan for varje stimulus:

1. Tordningstdll serier med 12 provglas markerade med en kod (en serie
per kandidat). Hall 15 ml av var och en av de olika koncentrationerna
som iordningsstillts enligt formeln: C ) x a" i respektive provglas.

2. Nér provglasen har fyllts pa skall de ldmnas stdende, tickta med ett
urglas i provningsrummet vid en temperatur av 20 till 22 °C i &tmin-
stone en timme innan proven startar, si att deras temperatur kommer
att anta rumstemperatur.

3. Panelorganisatoren skall sedan stilla upp de 12 provglasen i varje
serie i en rad med koncentrationer i fallande ordning.

Nista steg dr att be varje kandidat att genomfbra provet sjilv enligt
foljande instruktioner:

Instruktioner for kandidater

De 12 provglasen som radats upp framfor varje kandidat innehaller
utspadningar av nadgon av “atrojado” (unken), vinig, hérsken eller bitter
stimulans. Den étskiljande faktorn mellan innehallen i provglasen &r
aromens intensitet. Glaset med den mest intensiva lukten dr det som &r
langst till véinster och resten av glasen ér placerade i fallande ordning av
intensitet at hoger till. Det sista provglaset till hoger kan ha en sa svag
arom att det kan vara omojligt att uppfatta den.

Gor pa foljande sitt: Liar kdnna de olika lukterna i vart och ett av provgl-
asen i serien. Borja pa hoger sida med nummer 12 och forsok att komma
ihag intensiteten hos alla lukterna utan att bli for trott.

Nér Du kédnner att Du har vant Dig vid skalan av koncentration av lukter,
lamna rummet.

Under tiden skall organisatoren ta bort ett av provglasen fran serien och
placera det i niva med det sista pa hoger sida och flytta alla de andra s&
att det tomma utrymmet fylls igen. Atervénd till rummet och fortsitt med
provet.

Provet innefattar f6ljande:

Det provglas som tagits ut ur serien skall séttas tillbaks pa exakt den plats
dér det fanns tidigare. Lukta pa det och jamfor det med de andra sé ofta
som Onskas, men kom ihag att det maste sittas tillbaka korrekt, vilket
innebdr att det maste ha en starkare lukt &n proverna omedelbart till
hoger om det och en svagare lukt dn proverna till vinster om det. Detta
prov kommer att upprepas med tre andra glas.
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Varje kandidat skall tilldelas en blankett, forutom de instruktioner som
just beskrivits, for att underlétta provet och insamlingen av svaren.

URVAL AV KANDIDATER

9.4.3. Framtagning av resultat

Panelorganisatdren skall registrera data for var och en av kandidaterna pa
foljande sitt, for att underldtta deras inordning:

Namn pa kandidaten

Egenskap som
studerats

Ordningsnummer
som tilldelats det
(K)

Exakt nummer-
ordning
(K)

Gradering
(K-K)?

9.4.4. Statistisk graderingsprocedur

I det hdr speciella urvalsfallet skall de provglas som skall aterforas till
sina exakta positioner vara samma for alla kandidater. Enligt de statis-
tiska berdkningar som gjorts for detta dndamal, skall de motsvara
foljande positioner i den ordning i serierna som ror varje egenskap:

5 S 1 Vinig Hirsken Bitter
Atrojado V) H) (B)
— Unken (U)
Glas nr Glas nr Glas nr Glas nr

10, 5,7, 2) (11, 3,8, 06) (7, 4,10, 2) (6,3, 11,9)

Det nummer som motsvarar glasets position i ordningen i serien far inte
variera eftersom de statistiska berdkningarna for detta prov har gjorts med
tanke pa sannolikheten for att glasen slumpvis skall kunna séttas tillbaka
pa sina exakta positioner.

For att i mojligaste mén undvika att nagon information skickas fran den
ena kandidaten till den andra, skall panelorganisatdren sikerstélla
foljande:

1. Det far inte finns ndgra som helst mdjligheter till kontakt mellan
kandidaterna. Olika koder skall anvidndas for varje kandidat.

2. Det far inte finnas nigot sitt pa vilket kandidaterna kan lista ut posi-
tionen pa det glas som har tagits bort.

3. Kandidaterna skall forses med samma glas som angivits tidigare, men
ordningen i vilket det ges till kandidaterna skall variera.

Varje kandidat skall sedan betygsittas beroende pd hans prestation, pa
foljande satt:

Lite', e, ... ¢, vara de 12 glasen med de 12 motsvarande koncentratio-
nerna av kdnnetecknet ”i” (i kan vara nagon av de fyra egenskaperna
“atrojado” — unken, vinig, hdrsken och bitter) som stéllts upp i fallande
ordning efter intensitet.

Lét ¢ vara ett av glasen som tagits ut och K’ den position dér det
placeras av kandidaten nidr det &ter stélls in i serien. Darfor dr virdena
pa K och K’ heltal fran och med 1 till och med 12 som motsvarar det
verkliga platsnumret for det glas som valts respektive det dér det place-
rats av kandidaten.
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Lat T (maximalt tillaten avvikelse) vara ett virde som sétts pa forhand,
vilket i det hér fallet motsvarar 3, sd att om K'— K dr T forkastas kandi-
daten automatiskt (*).

Om motsatsen, K'— K < T, accepteras kandidaten teoretiskt och kan fort-
satta med provet eftersom han eller hon har formaga att placera stimulus
pa exakt ritt position, eller atminstone mycket néra den.

I det hér fallet skall betyget som ges till kandidaten som har bedémt ett
antal stimulus (koncentrationer) i t ex “atrojado” — unkna serien (U),
vara lika med kvadraten pd skillnaden mellan det exakta antalet glas i
ordningen i serien och den position dir kandidaten har satt tillbaka det.
Det vill séga:

PV = (K'— K)

Eftersom detta forfarande kommer att genomforas av varje kandidat for
fyra olika stimuli (koncentrationer) av varje egenskap, bor den partiella
betygsittningen for kidnnetecknet (t.ex. U) vara:

ZV=PY + P + P+ P

Négra exempel ges nedan for att underlétta forstaelsen for detta forfa-
rande.

Exempel 1:

Lat oss anta att svaren som har avgivits av kandidat A for de fyra olika
egenskaperna dragna ur serien for kdnnetecknet (i) dr foljande:

Den position dér det
Glasets exakta posi- sattes in av kandi- Avvikelse fran exakta positionen
tion i serien (K) daten (K- K)
(K')
7 7 7-7=0
4 5 4-5=-1
10 6 10-6=4()
2 4 2-4=-2

(") Den hir kandidaten forkastas eftersom han har erhallit T > 3 i provet.

Exempel 2:

L&t oss anta att en kandidat placerar om glasen for en bestimd egenskap

enligt foljande:

Den position dér det
Glasets exakta posi- sattes in av kandi- | Avvikelse fran exakta positionen
tion i serien (K) daten (K'= K)
(K
7 7 7-7=0
4 4 4-4=0
10 7 10-7=3
2 3 2-3=-1

Den hir kandidaten forkastas inte. Han har fatt foljande betyg:

Zi=0"+ 02+ 32+ (-1)*=10

Kandidatens slutliga betyg som avgor om han skall godtas eller forkastas
i urvalet till provsmakare beror pa hans svar pa de fyra egenskaper som
ar under Overvigande, vilka blir som foljer:

PhU + PjU + PlU + PmU =Z"
th + Pjv + Plv + va Al
PhH + PjH + PIH + PmH = zH

(') Panelorganisatoren bor uppfordra kandidaten att fortsdtta vettigt, dvs utan att forlora
nagon kénslighet genom lukttrotthet.
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P}.B + P]B + P|B + PmB — ZB

Z slutlig =Z", + ... + Z*

dér:

U = "atrojado” — unken
V = vinig

H = hérsken

B = bitter

Det 4r nu en frdga att bestdimma upp till vilket maximivérde for Z som
kandidaten kan anses ha goda nivder for uppfattningsformégan, lukt-
minnet och intellektuell férmaga att ge korrekta svar for de fyra stimuli
som avses. Det framgar att Z alltid har ett icke-negativt virde och att Z
= 0 betyder att kandidaten har ként igen och korrekt kvantifierat alla de
16 intensiteterna som givits honom (fyra for varje egenskap). Andra
viarden pd Z dn 0 anger att kandidaten har upptickt skalomradet fran
vilket de utvalda intensiteterna har valts, men inom dessa omrdden har
han inte kunnat lokalisera den exakta positionen eftersom hans forméga
att skilja de intensitetsskalor som getts honom for ett eller flera av stimuli
inte ar tillfredsstéllande.

Dirfor méste ett kritiskt vérde (Z,) bestimmas sé att, for den hindelse
kandidaten slumpartat skulle terstélla alla glasen inom de omraden han
hade ként igen innan, sannolikheten for ett slutbetyg Z, som &r mindre dn
Z, ir tillrickligt liten (o) som kan faststéllas pd forhand. Med andra ord
maste det sikerstdllas att sannolikheten med hjdlp av detta forfarande vid
val av en provsmakare for panelen som inte visar tillrdcklig urskilj-
ningsforméaga for intensiteterna hos de stimuli som anvinds i
urvalsprocessen dr mindre én o.

Nir viérdet for o sitts (i vart fall vid 0,05), erhdlls Z_frdn den sannolika
fordelningen av variablen Z, som i sin tur dr beroende av sannolikhets-
fordelningarna av p-variablerna (K').

Enligt de relevanta statistiska berdkningarna blir vérdet for Z_ 34.

Nér Z-graderingen for alla kandidaterna har erhéllits, skall alla kandidater
vars betyg ligger over 34 forkastas.

Betrakta graderingarna for kandidaterna A och B som exempel:

Egenskaper Kandidat A Kandidat B
”Atrojado” — unken (U) Z" =10 Z' =12
Vinig (V) ZV=10 zZV =11
Harsken (H) Z%" =10 Z" =15
Bitter (B) 78 =4 Z2=0

=34 X =38

Under forutséttning att de tvd kandidaterna under Overvdgande har Z-
virden pa 34 respektive 38, kommer kandidat A att behéllas medan
kandidat B forkastas. Nér alla kandidater med en gradering over 34 har
sallats bort, skall aterstoden klassificeras enligt deras Z-vdrden tills de
12 bésta kandidaterna har valts.

Utbildning
De huvudsakliga malen for utbildningen é&r:

a) att lata provsmakarna ldra kdnna de manga lukt-, smak- och kénselva-
rianter som finns i jungfruoljor,

b) att lata provsmakarna liara kdnna den speciella sensorikmetodiken,

c) att oka den individuella skickligheten nir det géller att kdnna igen,
identifiera och kvantifiera de sensoriska egenskaperna, och

d) att oka kénsligheten och forbéttra minnet nér det géller de olika egen-
skaperna som avses si att slutresultatet dr exakta och konsekventa
omdomen.
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10.1

Utbildningsstadiet innehaller normalt ett antal sessioner, beroende pa
vilka mojligheter panelen har, och diskussioner under vilka provsma-
karna, sedan de individuellt har analyserat oljorna, diskuterar
svarigheterna de mott med panelorganisatéren och ger kommentarer om
de betyg de satt, sd att kriterier och uppfattningar kan forenas.

Den standard som uppnatts under utbildningen efter ett antal sessioner
bedoms med hédnsyn till Okningsprocenten i exakta svar — om
urvalsforsok anvdnds — eller genom analys av variationen i de genom-
snittliga individuella betygen hos panelen nér proven anvinder sig av en
skala.

Den praktiska anvdndningen av den hér utbildningsperioden har diskute-
rats ldnge, men for ndrvarande anses den vara effektiv och till och med
viktig om exakta, noggranna sensoriska data skall erhallas.

Prestandakontroller

Paneler med erfarna provsmakare utfor normalt provningar kontinuerligt
som innefattar sensorikprov som krdver stor anstringning fran deras
sida. Beslut av stor teknisk och kommersiell vikt beror i de flesta fall pa
deras bedomning. Av detta skdl bor provarens arbete efter urval och
utbildning kontrolleras for att sékerstdlla att resultatet ar exakt.

Sedan panelen sammanstillts och har gatt igenom rutinforsoken dr det
nodviandigt att kontrollera dess arbete med lampliga mellanrum.

FORFARANDE FOR ORGANOLEPTISK BEDOMNING AV JUNG-
FRUOLJA

Nér de forhallanden som anges i ovanstdende standarder uppnatts, de
nodvindiga hjilpmedlen finns tillgdngliga och panelen har valts ut, skall
varje provsmakare lukta och smaka(') pd provet av den olja som skall
analyseras och som finns i provningsglaset. Han skall analysera lukt,
smak, kéinsel och kinastiska fornimmelser med hjdlp av den blankett
som visas i figur 2, dér han skall anteckna anmérkningarna som finns
och deras grad av intensitet. I nésta steg skall han gradera kvaliteten pa
oljan.

Anvindning av blanketten i figur 2 (arombeskrivning och kvalitetsgra-
dering)

Nagra av de mest Kkaraktiristiska, sensoriska fornimmelserna som
vanligen erhélls frdn olivoljor och som beskriver deras arom finns beteck-
nade pad vinster sida av blanketten. Om provsmakaren skulle stota pa
andra stimuli som inte motsvarar dessa beskrivningar, skall han notera
dem under “andra” och anvidnda den beskrivning som definierar dem sa
exakt eller som mojligt.

Uppfattningsbara stimuli skall beddmas i proportion till deras intensitet
som skall anges genom ett kryss (x) i tillimplig ruta enligt foljande
kriteria:

1:  knappast fornimbar,

svag,

2

3: medelstark,
4: stark,

5

extrem.

Pa hoger sida av blanketten visas en skala fran 1 till 9 (9 for utomor-
dentlig kvalitet, 1 for den sdmsta) som provsmakaren skall anvidnda for
att ge en enda Overgripande gradering av egenskaperna for oljan som
undersoks. Denna gradering skall dverensstimma med de positiva punk-
terna och med defekterna i oljan som redan antecknats pa vénster sida av
blanketten.

Den forsta spalten (felaktigheter) pa graderingsblanketten ar uppdelade i
fem avdelningar. I konsekvens hdrmed skall klassificeringen av oljorna
primdrt baseras pd den frdnvaron eller ndrvaron av felaktiga aromer,
samt av hur allvarliga eller intensiva sddana aromer &r. Eftersom grader-
ingsskalan gar upp till 9 podng, bor emellertid vissa nyanser eller
aspekter tas med i berdkningen, som kan hjdlpa till att nd ett sammanfat-

(") Provsmakaren kan avstd nér han finner extrema eller intensivt obehagliga egenskaper i
aromen, och anteckna detta pa formuldret som en exceptionell forekomst.
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tande beslut om hela kvalitetsgraderingen och som beskrivs i den andra
spalten med rubriken “egenskaper”.

Slutgradering

Panelorganisatoren skall samla in de ifyllda blanketterna fran varje
provare och skall kontrollera att de sensoriska egenskaperna och de inten-
siteter med vilka de har uppfattats och noterats i profilblanketten
6verensstimmer med uppskattningen av oljan som angetts pa gradering-
sblanketten. Om det finns en pétaglig skillnad skall panelorganisatdren
be provsmakaren att kontrollera sin graderingsblankett.

Om sé dr nodvéndigt skall provsmakaren upprepa provet.

Slutligen skall panelorganisatoren gora upp en tabell med graderingarna
for hela gruppen och rikna fram det aritmetiska medelvérdet och standar-
davvikelse (av medelvirdet).

Om standardavvikelsen dr hogre dn det metodiska felet skall provet goras
om av hela panelen.

Endast vid revisionsanalyser skall gruppen upprepa proven for att fi en
uppskattning i triplikat av provet, och slutgraderingen med en decimal
skall vara medelvérdet av de tre graderingarna som man kommit fram till.

Om medelintensitetsuppfattningen for bitterhet och/eller unkenhet é&r
storre dn 2,5, skall oljan markeras enligt detta och det bor noteras att
den dr bitter och/eller unken.

Resultatangivelse: Pa grundval av den genomsnittliga bedomningen, skall
panelens kontrollant bestimma enligt vilken kategori provet skall klassi-
ficeras enligt de granser som faststills i bilaga 1. I detta syfte och om inte
annat foreskrivs i ndst sista stycket, skall kontrollanten om genomsnitts-
betyget dr 5 poidng eller hogre, godkénna

— en tolerans pa + 1,5 under regleringséaret 1992/93,
— en tolerans pa + 1 under regleringsaret 1993/94,
— en tolerans pa + 0,5 under regleringsaret 1994/95.

I frdga om olja som &r foremal for interventionsitgérder, skall den hogsta
toleransen under dessa regleringsar emellertid vara + 0,5.

Den statistiska skillnaden i repeterbarhet mellan analysresultaten och den
tolerans som lagligen har faststillts skall ligga inom de toleranser som
anges i foregdende stycken.

Om den berdrda parten under de regleringsdr som anges ovan klassifi-
cerar olja utan att tillimpa den faststillda toleransen, fir han pa
detaljhandelsforpackningen ange den ldgsta kontrollerade organoleptiska
bedomningen av varan under regleringsperioden.

Panelens kontrollant skall i analysrapporten ange endast den kategori
enligt vilken provet har klassificerats. En analytiker som genomfér en
undersokning enligt forsta stycket i artikel 2.2 skall tillimpa samma
metod for bestdimning av kategorin.

Anm: Proven bor forvaras forslutna i kylskap tills de analyseras och bor
stillas in i kylskép igen efter analysen tills provet har utforts tre
ganger.
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Figur 2

Jungfruolja

Profilblankett .
Anteckningar om lukt, smak, kinsel Graderingstabell
Formni Ise(* . Samman-
Srnimme se() Felaktigheter Egenskaper fattande
1234 betyg (poing)
Fruktig oliv (mogen och grén)(?) Olivfruktig .
Apple Inga Ollvf.ruktlg och 8
fraktighet av andra 7
Annan mogen frukt ......cconeirnsecirenes farska frokter
Grén (16v, gris) Knappt forrnimbar Svag fruktighet av 6
. ndgon typ
Bitter
Skarp Ganska bristfillig
P fruktighet,
S6t Lict fdrnimbar oregelbundna  lukter 3
och smak
Andra tillitna egenskaper
Specifi
(pecificera) Formimbar med Klart  briscfillig,
genomsnittlig styrka obehaglig lukt och 4
smak
Sur/vinaktig/vinigersmak/syra(®) .....occ..
. - Helt otillitna lukter 3
Ri :‘tonixkxambar med extrem och  smaker  for 2
Metallisk ¥ konsumtion 1

Unken - fuktig(?) c.ecommmsesseossermmscesssessesenes
Gyttjigt sediment ......oeeeevcrreceserssscronseses

Mogelaktig (“Atrojado”) .ceersissiseens

Hirsken
Andra icke tillitna egenskaper Provets mirkning:
(Specificera)

Datum:

(*) Férnimmelse
0. = ¢j fornimbar(®)
1. = knappt férnimbar

2.=lin

3. = genomsnittlig
4. =stor

5. = extrem

() Stryk det som ej ir tillimpligt.

(%) Franvaro av sensorisk fdrnimmelse skall markeras med ett kryss

i motsvarande ruta.

Anmirkningar:

Provarens namn:

SENSORISK ANALYS: ALLMANT GRUNDVOKABULAR

1. SYFTE

Avsikten med denna standard dr att samla de allminna termer som

anvinds inom sensorisk analys och ge definitioner f6r dem.

2. VOKABULAR

2.1  Allmén terminologi

Sensorisk analys (substantiv):

Verksamhet for bestimning av sensoriskt iakttagbara egenskaper med
hjélp av véra sinnen.

Perception (substantiv):
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Sinnesintryck av yttre ting eller skeenden.
Organoleptisk (adjektiv) (attribut):

Beskriver de egenskaper hos en produkt som kan uppfattas med véra
sinnen.

Expert (substanstiv):
(med hénsyn till undersékning av organoleptiska egenskaper)

Provsmakare som dr specialiserad pa sensorisk analys av en speciell
produkt och har en grundliggande kinnedom om framstéllning av
produkten och dess marknadsforetriden.

Provsmakare (substantiv):

Bedomare som begagnar sig av smaksinnet samt i regel dven av andra
sinnen for att bedoma de organoleptiska attributen hos livsmedel.

Panel:

Grupp av personer som speciellt har utvalts och utbildats och som samlas
for att genomfora sensorisk analys av produkten i fraga under kontrolle-
rade forhéllanden.

Fornimmelse (substantiv):

Subjektivt fenomen som orsakas av stimulering av sinnessystemet. Detta
fenomen kan bedomas subjektivt eller definieras objektivt av de sinne-
sorgan som anvinds, beroende pa arten eller typen av stimulus och dess
intensitet.

Kdnslighet (substantiv):

Forméga att uppfatta kvantitativt och kvalitativt svaga stimuli eller sma
skillnader mellan stimuli med hjdlp av sinnesorganen.

Provning (substantiv):

Verksamhet som innefattar varseblivning, analys och bedomning av de
organoleptiska attributen hos en produkt, i synnerhet lukt, smak, kénsel
och textur hos livsmedelsprodukter.

Acceptans (substantiv):
Dé en individ eller en befolkning godtar en produkt.
Harmoni (substantiv):

Egenskaper for en produkt som ger upphov till en 6vergripande behaglig
fornimmelse. Fornimmelsen astadkommes genom uppfattningen av
produktkomponenterna som lukt, smak, kénsel och konsistensstimuli
eftersom de finns nérvarande i ldmpliga koncentrationer.

Godtagbarhet (substantiv):

Tillstdnd hos en produkt som mottagits positivt av en individ eller befolk-
ning i friga om dess organoleptiska egenskaper.

Atskillnad (substantiv):

Verksamhet som innebér kvalitativ och/eller kvantitativ atskillnad mellan
tva eller flera stimuli.

Kompensering (substantiv):

Resultatet av samverkan av en kombination av stimuli pé ett sddant sitt
att vart och ett uppfattas med mindre intensitet 4n om det hade funnits
ensamt.

Aspekt (substantiv):

Kombination av organoleptiska egenskaper som uppfattas visuellt:
storlek, form, férg, struktur, grumlighet, renhet, viskositet, skum och
bubbling. Denna term &r att foredra framfor termen utseende.

Attribut (substantiv):

En fornimbar egenskap.

Fysiologiska termer
Stimulus (substantiv):

Fysiskt eller kemiskt medel som specifikt skapar ett svar fran de externa
eller interna receptorerna.
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Smak (substantiv):
(Smaksinne)

Sinne vars receptorer ér placerade i munnen, i synnerhet pa tungan, och
som aktiveras av olika fGreningar i 16sning.

Smaklig (adjektiv):

Beskriver attributen hos en produkt som kan stimulera smaksinnet genom
att fa det att reagera for sensationer som hénfor sig till en eller flera av de
fyra primdrsmakerna: sot, salt, sur och bitter.

Receptor (substantiv):

En speciell struktur hos ett sinnesorgan som kan retas och kan mottaga ett
stimulus och forvandla det till en nervimpuls.

Anm: Receptorer klassificeras med hédnsyn till den typ av energi som
forknippas med stimulus (ljus, virme, ljud, etc).

Lukt (substantiv):

En funktion hos luktsinnet for att kdnna av och skilja mellan de mole-
kyler som néar dem i gasform frdn en yttre miljo, direkt eller indirekt via
nasan.

Intensitet (substantiv):

Storleken av den energi i ett attribut, som kan maitas efter en kvantitativ
vérdeskala over troskelvirdet.

Anpassning (substantiv):

Tillfallig dndring av uppfattningsférmagan av kinselretningar pa grund av
fortlopande, upprepad utsittning for en viss retning eller en som liknar
den.

Inhibering (substantiv):

Brist pa reaktion fran ett sinnesorgan eller en del av det, 4&ven om det har
utsatts for paverkan av en ldmplig retning som ar starkare dn organets
troskel.

Reaktion (substantiv):

En reaktion varigenom kénselcellen svarar pa retning fran en eller flera
stimuli i fraga om ett bestdimt sinesorgan.

Kropp (substantiv):

En fornimbar kdnsla i munnen som ger en produkt olika grader av
densitet, viskositet, konsistens eller fasthet.

Doft (substantiv):

Frisk, behaglig, god lukt.

Att lukta (verb):

(aktivt form av substantivet lukt)
Beskriver hur en lukt uppfattas.
Objektiv (adjektiv):

a) beskriver det som ger en riktig, bevisbar framstillning av objektet
genom att undvika den ménskliga faktorn i vérderingen (t. ex. tycke,
vana, bojelse).

b) beskriver den teknik som med hjélp av antingen sinnesintryck eller
mekaniska eller elektroniska hjélpmedel reducerar sjélvframkallade
fel.

Anm: Det dr inte lampligt att anvdnda uttrycket instrumentell som
synonym.

Subjektiv (adjektiv):

Beskriver det som framkallar ett sinnesintryck som é&r inte bara dr fram-
kallat av retningen utan dven av vart sétt att tdnka och kinna.

Kinestesi:

Kénslor som uppstar fran tryck pa provet genom en rorelse i munhalan
eller med fingrarna (t. ex. att pressa en ostbit mellan fingrarna).

Troskel (substantiv):
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Absolut tréskel:

Minsta styrkan av en sinnesretning som ger upphov till

— en kiénsla (retningstroskel eller varseblivningstroskel), eller
— 1identifieringen av kénslan (igenkdnningstroskeln).

Differenstriskel:

Minsta styrkan av en sinnesretning som ger upphov till uppfattningsbara
skillnader i kédnslans styrka.

Maximal troskel:
Den hogsta styrkan av en retning varvid en 6kning i styrka inte uppfattas.
Preferenstroskel:

Minsta midngd av en retning eller det kritiska Gvertroskelviardet av den
retningen, vid vilken ett positiv eller negativ reaktion uppstar i
forhallande till en neutral retning, t. ex. i valet mellan vatten och en sock-
erhaltig 16sning.

Anm: En skillnad bor géras mellan en absolut preferenstroskel och en
differentierad preferenstroskel.

Undertroskel (adjektiv):
Under den absoluta troskeln.
Overtriskel (adjektiv):

Over den absoluta troskeln.
Sinnesutmattning:

Sarskild form av sinnesanpassning dd en minskning i mottaglighet
intréffar.

Kompensering (substantiv):

Resultatet av Omsesidig paverkan fran en kombination av retningar,
varvid var och en uppfattas med mindre styrka &n om den var ensam att
paverka.

Synergistisk (adjektiv):

Samverkan fran bestimda dmnen varvid styrkan av de organoleptiska
egenskaperna som uppstar genom att blandningen &r stdrre d4n summan
av varje enskild egenskaps styrka.

Kontrastverkan:

Okning i reaktion pd skillnaderna mellan tva samtidiga eller pa varandra
foljande retningar.

Motsatsen till konvergensverkan.
Konvergensverkan:

Minskning i reaktion pa skillnaderna mellan tvad samtidiga eller pa
varandra f6ljande retningar.

Motsats till kontrastverkan.

Terminologi avseende organoleptiska egenskaper
Syrlig (adjektiv):

a) beskriver den primédra smak som erhélls av utspddda vattenldsningar
av de flesta sura dmnena (t.ex. citronsyra, mjolksyra, vinsyra),

b) beskriver egenskapen hos rena d@mnen eller blandningar som fram-
kallar denna smak.

Det motsvarande substantivet dr syrlighet.
Sur (adjektiv):

Beskriver den fornimmelse av lukt och smak diar de syror som
uppkommer genom jésning dverviger samt dven de livsmedel som fram-
kallar denna fornimmelse.

Nagra faktorer som medverkar till denna fornimmelse har samband med
jasning, t.ex. mjolksyra eller attiksyrajasning i en livsmedelsprodukt.

Bitter (adjektiv):
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a) beskriver den primdra smak som uppstéar frén utspddda vattenlosningar
av olika dmnen t.ex. kinin, koffein och vissa andra alkaloider,

b) beskriver egenskapen hos de dmnen eller blandningar som framkallar
denna smak.

Det motsvarande substantivet ar bitterhet.
Salt (adjektiv):

a) karakteristiska fornimmelser som uppfattas av smaksinnet av vilka det
mest typiska exemplet framkallas av 16sningar av natriumklorid,

b) beskriver egenskapen for de dmnen eller blandningar som framkallar
denna smak.

Det mostvarande substantivet ar sélta.
Sot (adjektiv):

a) beskriver den primira smak som uppstér frén utspddda vattenlosningar
av olika dgmnen, t. ex. sukros,

b) beskriver egenskapen hos de dmnen eller blandningar som framkallar
denna smak.

Det motsvarande substantivet dr sGtma.
Strdv (adjektiv):

a) beskriver den primira smak som uppstéar frén utspidda vattenlosningar
av olika dmnen, sdsom garvdmnen (t.ex. av kakitanning och sléntan-
ning),

b) beskriver egenskapen hos de d&mnen eller blandningar som framkallar
denna smak.

Det motsvarande substantivet ar striavhet.
Bougquet (substantiv):

Bouquet innebdr en blandning av férnimmelser av smak, lukt och kines-
tesi som gor det mojligt for en bedomare att identifiera och faststélla
positiva eller negativa férnimmelser pé flera nivaer.

Smak (substantiv):

a) fornimmelser som uppfattas nir smaklokarna stimuleras av lattlosliga
amnen,

b) egenskap hos de sérskilda fornimmelserna som framkallas av dessa
amnen.

Primdr smak (substantiv):

Vilken som helst av de som anses vara de utpriglade smakerna: sot, salt,
sur, besk.

Lukt (substantiv):

a) en blandning av fornimmelser som uppfattas av luktorganet nir man
luktar pa bestimda flyktiga dmnen,

b) egenskap hos den sdrskilda fornimmelsen som framkallas av ndgon av
de ndmnda &mnena.

Arom (substantiv):

a) behagliga fornimmelser som uppfattas indirekt av luktorganet ndr man
smakar pa mat,

b) inom parfymeri och i icke facksprak tillimpas denna term &ven for
samma fornimmelser nir den uppfattas direkt genom nisan.

Eftersmak, kvardréjande smak (substantiv):

En kombination av fornimmelser som uppfattas efter att retningen har
forsvunnit frin munnen och som skiljer sig frin dem som uppfattades
innan.

Aromatisk (adjektiv):

a) beskriver egenskaper hos rena dmnen eller blandningar som nir de
avsmakas framkallar de fornimmelser som kallas arom,

b) beskriver de produkter som ndr de undersoks direkt genom nésan
framkallar fornimmelser av doft och friskhet.

Textur (substantiv):
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En produkts egenskaper i fraiga om fasthet och motstand som kan stimu-
lera de mekaniska receptorerna vid fortdring, sdrskilt dem som finns i
munnen.

Anm: Denna term avser endast de objektiva egenskaperna och inte de
framkallade fornimmelser som betecknas med allménna uttryck,
t.ex. konsistens, struktur, fetthalt, m.m.

Munskéljning (substantiv):

En handling varigenom mat som finns i munnen berdr alla munnens
kénsliga delar s att fornimmelserna som framkallas i gommen kan
uppfattas.

Anm: Denna ordlista kan utdkas med anvindning av ISO-normerna 5492,
del I—V och andra utgavor som t.ex. den av J. L. Magnen med
titeln Les cahiers techniques du Centre national de coordination
des études et recherches sur la nutrition et l'alimentation, m.m.

GLAS FOR ANVANDNING VID PROVSMAKNING AV OLJOR

SYFTE

Andamalet med denna standard #r att beskriva egenskaperna hos det glas
som skall anvindas vid organoleptisk analys av dtbara oljor (lukt, smak,
bouquet).

Den beskriver dessutom en limplig virmeenhet som behdvs for att uppnd
och bibehalla den ritta temperaturen vid denna analys.

BESKRIVNING AV GLASET

I ritningen pa bild 1 anges de bdsta egenskaper som behdvs hos ett glas
av denna typ, vilket kan specificeras pa foljande sitt:

a) Det skall vara absolut stadigt for att forhindra att glaset vélter och
oljan rinner ut.

b) Det skall ha en botten som litt passar in i virmeenhetens fésten sa att
glasets botten blir jamnt uppvarmt.

c) Glasets form skall vara bredast i botten sa att de flyktiga dmnena i
oljan litt utlgses, men avsmalnande vid mynningen sd att samma
komponenter l4tt samlas ddr och péd sd sitt lattare kan uppfattas och
identifieras av nésan.

d) Det skall vara tillverkat av morkfargat glas for att forhindra att avsma-
karen uppfattar oljans firg. Darmed undviks alla omdoémen pé férhand
och eventuella subjektiva uppfattningar eller bojelser.

Glasets matt

En skiss av glaset finns pa bild 1 och har f6ljande matt:

— total kapacitet ...l 130 ml £+ 10 ml,
— total hojd ..o 60 mm £ 1 mm,
— mynningens diameter ................. ... 50 mm + 1 mm,
— diameter vid bredaste punkten .................. 70 mm £ 1 mm,
— bottendiameter ............... ... .0 35 mm £+ 1 mm,
— glasets tjocklek pa sidorna ..................... 1,5 mm £ 0,2 mm,
— glasets tjocklek i botten ................. ... ... 5 mm + 1 mm.

Varje glas skall vara utrustat med ett urglas, vars diameter skall vara
10 mm storre &n glasets mynning. Detta urglas skall anvdndas som ett
skydd for att forhindra forlust av arom och intrangande av damm.

Tillverkning

Glaset skall vara tillverkat av motstandskraftigt glas, vara morkféargat sa
att fargen pa innehéllet inte kan urskiljas samt vara utan rispor och
bubblor.

Glaskanten skall vara jamn, sldt och flanskantad.

Glaset skall vara hérdat sa att det motstar temperaturférandringarna under
analysen.
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Bruksanvisning

Glaset skall diskas med oparfymerad tval eller diskmedel och skall sedan
skoljas upprepade génger tills diskmedlet har forsvunnit helt och hallet.
Sista skoljningen skall goras med destillerat vatten varefter glaset far
droppa av och sedan torkas i torkskap.

Varken koncentrerade syror eller kromsyreblandningar skall anvéndas.

Glasen skall forvaras i torkskép till de skall anvéndas eller i ett skap dar
de dr skyddade frén kontaminering fran alla yttre luktdmnen.

Fore anvindning skall varje glas provluktas for att sikerstdlla att ingen
frimmande lukt finns nérvarande. Nar provet iordningstillts skall
mirkningen pa glaset och oljan det innehaller, noggrant registreras.
Provorganisatoren skall vara den enda person som kénner till forhallandet
mellan mérkning och olja.

ANORDNING FOR UPPVARMNING AV PROVER

Proverna skall undersokas organoleptiskt vid en viss temperatur, som i
fraiga om oljor skall vara 28 + 2°C. For detta dndamél skall en
uppvarmningsanordning (se figur 2) installeras i varje bas inom rackhall
for provaren. Det bestdr av ett aluminiumblock som &r nedsdnkt i ett
termostatstyrt vattenbad for att hélla konstant temperatur. Blocket har en
rad inbuktningar som passar bottnarna pa glasen. Temperaturskillnaden
mellan uppviarmningsanordningen och oljan som finns i glasen som dr
placerade i inbuktningarna pa de olika blocken far inte vara mera &n
+ 2°C.

Figur 1 — Provningsglas
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Figur 2 — Anordning for uppvirmning av prover (dimensioner i
mm)
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ANVISNINGAR FOR INSTALLATION AV ETT PROVNINGSRUM

1. INLEDNING

Provningsrummet ar konstruerat for att tillhandahalla panelen som deltar i
sensoriska prov en ldmplig, bekvdm, standardiserad miljo som underléttar
arbetet och hjdlper till att forbéttra repeterbarheten och reproducerbar-
heten hos resultaten.

2. SYFTE

Avsikten med denna standard ar att specificera de grundférhallanden som
maste uppfyllas ndr man installerar ett provningsrum.

3. ALLMANNA SPECIFIKATIONER FOR INSTALLATION

Lokalerna skall, oavsett deras storlek (se 3.1), uppfylla foljande specifika-
tioner:



1991R2568 — SV — 20.02.1993 — 006.001 — 77

De skall vara angendmt och lampligt upplysta (se 3.2) men neutrala i
stilen. For detta dndamél rekommenderas en lugn, enkel, ljus firg pa
viggarna sd att en avslappad atmosfér skapas (*).

Lokalerna skall vara sddana att de dr ldtta att halla rena och de skall vara
avskilda fran varje ljudkélla och bor dérfor vara ljudisolerade. De skall
ocksd hallas fria frén yttre lukter och for detta dandamal om mojligt vara
utrustade med en effektiv ventilationsanordning. Om variationerna i
omgivningstemperaturen krdver detta skall provningsrummet forses med
luftkonditionering for att halla lufttemperaturen ndra 20 till 22 °C.

3.1  Matt

Matten pé lokalerna beror ofta pa laboratoriernas eller foretagens mojlig-
heter. I allméinhet bor de vara tillrdackligt rymliga for att tillata installation
av 10 bas och ett omrade dér proverna kan iordningstéllas.

Det dr emellertid uppenbart att ju stdrre yta som reserveras for installa-
tionen desto bittre, eftersom biytor da kan tillhandahéllas for att t ex
rengéra apparater, gora kulinariska forberedelser och samla Oppna
paneler.

3.2  Beslysning

Allménbelysningen, vare sig den kommer fran solljus eller armaturer (t
ex lysrorsarmaturer) skall vara jimn, kontrollerbar och diffus.

3.3  Temperatur- och fuktforhallanden

Lokalerna skall konstant hallas vid en angendm temperatur och behagliga
fuktforhallanden. Forutom under speciella omstéindigheter rekommen-
deras en temperatur pa 20 till 22 °C och fuktférhéllanden till 60—70 %
relativ fuktighet.

4. BESKRIVNING AV BASEN

4.1 Allminna egenskaper

Baésen for den sensoriska analysen skall placeras bredvid varandra i loka-
lerna.

De skall vara identiska och atskiljas av vdggar som skall vara tillrdckligt
hoga och breda for att helt isolera provarna nir de sitter.

Basen kan byggas i varje lampligt material som &r létt att hélla rent och
underhalla (t.ex. trd, hard plywood, lamelltrd, etc). Om fdrg anvénds
méste den vara helt luktfri ndr den torkat.

Stolarna i basen skall vara bekvdma och skall kunna justeras i hojdled.

Varje bas skall ocksd utrustas med individuell belysning, déir ljusstyrka
och riktning kan stillas in.

Det kan kommenderas att basen utrustas med en knapp som &r ansluten
till en yttre signallampa som gor det mdjligt for provaren att annonsera
for vakten utanfor att han ar klar med proven, behdver ytterligare prov,
saknar en del av utrustningen, har observerat nigot ovanligt, eller 6nskar
upplysningar etc, utan att distrahera de andra provarna.

42  Matt

Basen skall vara tillrickligt stora och bekvdma. I allménhet skall de ha
foljande matt:
— bredd:

0,75 m (utan vask)

0,85 m (med vask)
— langd:

0,50 m (bord)

0,20 m (ytterligare for avdelning med vigg)
— viéggens hojd:

0,60 m minimum riknat fran bordet
— bordets hojd:

(') Firgskalan i rummet och dess belysning kan paverka resultaten av den sensoriska
analysen.
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0,75 m

Inredning
Bordsytan skall vara sadan att den &r latt att halla ren.

En del av ytan skall anviandas for en vask som é&r forsedd med rinnande
dricksvatten. Om detta inte ar praktiskt mojligt kan emellertid detta
utrymme anvéands for en skal, spottkopp eller liknande utrustning.

Nér proven maste héllas vid konstant temperatur som ligger 6ver eller
under omgivningstemperaturen vid ett prov dr det tillrddligt att ha en
lamplig anordning for detta dndamal (vattenbad, varmeplatta, etc).

En hylla kan ocksé sittas upp pa en hojd av ca 1,10 meter fran golvet for
placering av olika tillbehor (glas, sma apparater, etc).

Om inredningen i bésen i provningsrummet tilliter det kan det 16na sig
att installera en anordning for att underlétta presentationen av proven.
Denna kan vara i form av en glidlucka (figur 1), en roterande vertikal
anordning (figur 2) som dr lamplig for glas eller koppar (hdga behallare),
eller en lucka som Oppnas horisontellt niar behallarna dér proven forvaras
ar sma (figur 3). Det ar helt enkelt en fraga om att sdkerstilla att
Oppningen &r tillrdckligt stor for skalarna och glasen som innehéller
proven att komma igenom.

BIUTRYMMEN

Om det finns tillrdckligt med utrymme ar det tillrdligt att tillhandahalla
separata utrymmen for att iordningstélla proven (kulinariska eller andra),
stélla upp glas och apparatur och halla diskussioner fore eller efter prov-
ningarna. Om sédana utrymmen finns tillgingliga skall de hallas rena.
Under inga forhédllanden far ndgra lukter, ljud eller samtal fran dessa
utrymmen stora provarnas arbete i provningsrummet.

Se figur 4 for ett exempel pa ett provningsrum med biutrymme.

Anm: De forhillanden som beskrivs hér dr ideala. Om det inte dr mgjligt
att gora en sadan installation enbart for sensorisk analys, kan prov-
ningarna  genomféras 1 lokaler som  uppfyller de
minimiférhéllanden som beskrivs (ljus, temperatur, ljud, lukt)
genom flyttbara bas som stillts upp med hjélp av hopfillbara
byggelement pé ett sddant sitt att de atminstone isolerar provarna
fran varandra.
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ROTERANDE ANORDNING FOR ATT PRESENTERA PROVERNA

Figur 2
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LUCKA FOR ATT PRESENTERA PROVERNA

Figur 3
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LABORATORIUM FOR SENSORISK ANALYS

Figur 4 — Exempel pd provningsrum
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BILAGA 13

NEUTRALISERING OCH BLEKNING AV OLIVOLJA I LABORATO-

1.1.2

1.2
1.2.1

RIET

NEUTRALISERING OCH AVFARGNING AV OLIVOLJA 1 LABORA-
TORIUM

Neutralisering av olja
Utrustning

— biégare, 300 ml, hog,

— laboratoriecentrifug med 100 ml centrifugror,
— biégare, 250 ml,

— rundkolvar, 100 ml,

— separertratt, 1 liter.

Reagenser

— vattenlosning med 12 % natriumhydroxid,
— etanollosning med 1 % fenolftalein,

— ren hexan, P. A.,

— ren propan-2-ol, P. A.

Utférande

a) Oljor med innehdll av fria fettsyror, uttryckta som oljesyra, pd mindre
an 30 %

Placera 50 g ra olja i en hog 300 ml bdgare och virm till 65 °C i
vattenbad. Tillsdtt en mingd 12 % 16sning av natriumhydroxid motsva-
rande de fria syrorna i oljan med ett Gverskott av 5 % under forsiktig
omrdrning. Fortsitt att rora i fem minuter och hall temperaturen vid
65 °C.

Overfor blandningen till 100 ml centrifugrér och separera den tvilak-
tiga krdimen genom centrifugering. Hill den dekanterade oljan i en
250 ml bégare och tvitta med 50 till 60 ml i kokande destillerat vatten,
ta bort tvdttvattnet med hjdlp av en hédvert. Upprepa tvittningen tills
alla spar av kvarvarande tval dr borta (fenolftaleinets rosa farg
forsvinner).

Centrifugera oljan for att avskilja sma méngder av kvarvarande vatten.

b) Oljor med ett innehdll av fria fettsyror uttryckt som oljesyra som
overstiger 30 %

Hall upp 50 g rd olja i en 1 liters separertratt, tillsdtt 200 ml hexan,
100 ml isopropylalkohol och en kvantitet av 12 % natriumhydroxidlds-
ning som motsvarar det fria fettsyreinnehéllet i oljan med ett Gverskott
pa 0,3 %. Ror om kraftigt i en minut. Tillsdtt 100 ml destillerat vatten,
ror igen och 1at sta.

Sedan skikten separerat, tappa det lagre skiktet som innehéller tvalen.
Mellan de tva skikten (oljeskiktet upptill och vattenskiktet nedtill)
bildas ofta ett mellanskikt som bestir av fororeningar och oldsliga
dmnen som ocksd maéste tas bort.

Tvitta hexanlosningen som inrehéller den neutraliserade oljan med 50-
60 ml portioner av en 16sning av destillerat vatten 1/1 (v/v) tills den
rosa fargen fran fenolftalin fOrsvinner. Avldgsna all hexan genom
destillation under vacuum (t.ex. i roterande injektorblock).

Avfirgning av neutraliserad olja
Utrustning

— Trehalsad rundkolv 250 ml med normalslipningar for placering av

a) en termometer graderad i grader som tillater avldsningar att goras vid
90 °C;

b) en mekanisk omrorare som roterar med en hastighet pa 250 till 300
varv per minut, och som kan arbeta under vakuum;

¢) anslutning f6r vakuumpump;
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— Vakuumpump med manometer som kan ge ett tryck pa 15 till 30
millibar.

Utférande

Viég in ca 100 g neutraliserad olja i den trehalsade kolven. Sitt in termo-
metern och omrdraren, anslut vakuumpumpen och virm till 90 °C under
omrdrning.

Bibehall denna temperatur, fortsdtt omrdrningen tills oljan som skall
analyseras dr helt fri fran vatten (ca 30 minuter).

Aterstill sedan normaltryck och tillsitt 2 till 3 gram aktiverad jord.
Uppritta vakuum pa nytt tills trycket dr mellan 15 och 30 millibar och
ror om med 250 varv per minut vid en temperatur av 90 °C.

Filtrera oljan medan den fortfarande dr varm i ett termostatskap (50 till
60 °C).
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BILAGA 14

TILLAGGSANMARKNINGAR 2 4 TILL KAPITEL 15 I KOMBINERADE

NOMENKLATUREN

2. A. KN-nr 1509 och 1510 omfattar endast oljor som uteslutande har

framstillts av oliver vars analytiska egenskaper med hédnsyn till innehéll
av fettsyror och sterol &r enligt f6ljande:

Tabell I: Innehéll av fettsyra i viktprocent av totala Tabell II: Sterolsammansittning i viktprocent av
fettsyror totala steroler
Myristinsyra M 0,1 Kolestorol M 0,5
Linolensyra M 0,9 Brassikasterol M 0,2
Arakinsyra M 0,7 Kampesterol M 4,0
Eicosansyra M 0,5 Stigmasterol (') < Kampesterol
Behensyra M 0,3 Betasitosterol (') m 93,0
Lignocerinsyra M 0,5 —7-stigmasterol M 0,5
M = maximum
m = minimum

(") Villkoret giller inte for bomolja (undernummer 1509 10 10) eller for olivolja av pressrester (under-

nummer 1510 00 10).

(®) -5,23-Stigmastadienol + Kolesterol + Betasitosterol + Sitostanol + -5-Avenasterol + -5,24-Stigmastadi-

enol.

KN-nr1509 och 1510 omfattar inte kemiskt modifierad olivolja (sérskilt
aterestifierad olivolja) eller blandningar av olivolja med andra oljor.
Nérvaron av aterestifierad olivolja eller andra oljor konstateras i enlighet
med metoderna i bilagorna 5, 7, 10 A och X B till forordning (EEG) nr
2568/91.

. Undernummer 1509 10 omfattar endast olivoljor som definieras i avsnitt |
och II nedan och som framstillts uteslutande pd mekanisk vig eller med
andra fysiska metoder under forhallanden, sérskilt vdrmeforhallanden,
som inte leder till sonderdelning av oljan och som inte har genomgatt
nagon annan behandling dn tvittning, dekantering, centrifugering eller
filtrering. Oljor som framstillts av oliver med hjilp av 16sningsmedel
omfattas av KN-nr 1510.

I. I undernummer 1509 10 10 avses med bomolja, oavsett surhetsgrad,
olivolja med

a) ett innehall av alifatiska alkoholer som inte overstiger 400 mg/kg,
b) ett innehall av eritrodiol och uvaol som inte Gverstiger 4,5 %,

c) ett innehall av méttade fettsyror i 2-stillning i triglyceriderna som
inte overstiger 1,3 %

eller

d) summan av transoleinisomerer understiger 0,10 % och summan av
translinolisomerer + translinolenisomerer understiger 0,10 %,

e) ett eller fler av foljande egenskaper:

1) ett peroxidtal som &verstiger 20 mekv aktiv O2/kg,

2) ett innehadll av flyktiga halogenerade 16sningsmedel som
overstiger 0,2 mg/kg eller soverstiger 0,1 mg/kg for minst ett
av dem,

3

~

en extinktionskoefficient K270 (100) som overstiger 0,250 och
som efter det att oljan behandlats med aktiverad aluminumoxid
inte overstiger 0,11. En del oljor som har ett innehall av fria
fettsyror, uttryckta som oljesyra, av mer dn 3,3 g/100 g far efter
behandling med aktiverad aluminiumoxid i enlighet med den
metod som anges i bilaga 15 till forordning (EEG) nr 2568/91,
ha extinktionskoefficienter K270 som o6verstiger 0,10. Om sa ar
fallet skall de efter neutralisering och blekning i laboratoriet, i
enlighet med den metod som anges i bilaga 13 till ovan ndmnda
forordning ha foljande egenskaper:

— en extinktionskoefficient K270 som inte dverstiger 1,20,

— en variation (K) av  extinktionskoefficienten i
vaglingdsomradet omkring 270 nm, som Overstiger 0,01
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men inte overstiger 0,16, t. ex.

Delta K= K_— 0,5 (K

m m -4

+ I(m + 4)

Km = extinktionskoefficienten for de i
omradet omkring 270 nm liggande
véaglingder, som ligger i absorp-
tionskurvans topp.

Km—4 och Km + 4 = extinktionskoefficienterna for
vaglingder som ligger 4 nm ldgre
respektive hogre dn vid Km.

4) organoleptiska egenskaper som inbegriper pavisbara defekter
som Overstiger gransen for det acceptabla och en panelbeddm-
ning som ger under 3,5 podng i enlighet med bilaga 12 till
forordning (EEG) nr 2568/91.

II. T undernummer 1509 1090 avses med jungfiuolja olivolja med
foljande egenskaper:

a) ett syrainnehall, uttryckt som oljesyra, som inte Gverstiger 3,3 g/
100g,

b) ett peroxidtal som inte Gverstiger 20 mekv aktiv O2/kg,
c) ett innehall av alifatiska alkoholer som inte overstiger 300 mg/kg,

d) ett innehall av flyktiga halogenerade 16sningsmedel som tillsam-
mans inte overstiger 0,2 mg/kg och som var och en for sig inte
overstiger 0,1 mg/kg,

e) en extinktionskoefficient K270 som inte &verstiger 0,250, och som
efter oljan behandlats med aktiverad aluminumoxid, inte verstiger
0,10,

f) en variation (K) av extinktionskoefficienten i véglingdsomradet
omkring 270 nm, som inte overstiger 0,01,

g) organoleptiska egenskaper som kan inbegripa pavisbara defekter
inom grinserna for det acceptabla och en panelbeddmning som
ger under 3,5 podng i enlighet med bilaga 12 till forordning
(EEG) nr 2568/91.

h) ett innehdll av erytrodiol och uvaol som inte dverstiger 4,5 %.

i) ett innehall av méttade fettsyror i 2-stdllning i triglyceriderna som
inte overstiger 1,3 %.

j) summan av transoleinisomerer understiger 0,03 % och summan av
translinolisomerer + translinolenisomerer understiger 0,03 %.

C. Undernummer 1509 90 00 omfattar olivoljor som framstillts genom
behandling av olivoljor som omfattas av undernummer 1509 10 10 eller
1509 10 90, vare sig de ar blandade med jungfruolja eller inte, med
foljande egenskaper:

a) ett syrainnehall, uttryckt som oljesyra, som inte overstiger 3,3 g/100 g,
b) ett innehall av alifatiska alkoholer som inte overstiger 350 mg/kg,

¢) en extinktionskoefficient K270 (100) som overstiger 0,250, och som
efter oljan behandlats med aktiverad aluminumoxid overstiger 0,10,

d) en variation (K) av extinktionskoefficienten i vaglangdsomradet
omkring 270 nm, som Gverstiger 0,01 men inte overstiger 0,16,

e) ett innehdll av erytrodiol och uvaol som inte dverstiger 4,5 %,

f) ett innehéll av mittade fettsyror i 2-stdllning i triglyceriderna som inte
overstiger 1,5 %,

g) summan av transoleinisomerer understiger 0,20 % och summan av
translinolisomerer + translinolenisomerer understiger 0,30 %.

D. I undernummer 1510 00 10 avses med rda oljor oljor, sérskilt olivoljor av
pressrester, med foljande egenskaper:

a) ett syrainnehall, uttryckt som oljesyra, som Overstiger 2 g/100 g,
b) ett innehall av erytrodiol och uvaol som 6verstiger 12 %,

c¢) ett innehdll av mittade fettsyror i 2-stéllning i triglyceriderna som inte
Overstiger 1,8 %,

d) summan av transoleinisomerer understiger 0,20 % och summan av
translinolisomerer + translinolenisomerer understiger 0,10 %.

E. Undernummer 1510 00 90 omfattar oljor som framstillts genom behand-
ling av oljor som omfattas av undernummer 1510 00 10, blandade med
jungfruolja eller inte, och oljor som inte har de egenskaper som de oljor
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har som avses 1 tilliggsanmérkningarna 2B, 2C och 2D. De oljor som
omfattas av detta undernummer maste ha ett innehall av mittade fettsyror
i 2-stéllning i triglyceriderna som inte overstiger 2 %, summan av trans-
oleinisomerer understiger 0,4 % och summan av translinolisomerer +
translinolenisomerer understiger 0,35 %.

3. Undernummer 1522 00 31 och 1522 00 39 omfattar inte:

a) restprodukter frdn behandling av fettimnen som innehéller olja med ett
jodtal, bestdmt i enlighet med metoden i bilaga 16 till férordning (EEG)
nr 2568/91, som understiger 70 eller 6verstiger 100.

b) restprodukter fran behandling av fettdmnen som innehdller olja med ett
jodtal som &dr mellan 70 och 100, for vilket arean av den topp som
motsvarar retentionstiden for Betasitosterol ('), bestimd i enlighet med
bilaga 5 i forordning (EEG) nr 2568/91, understiger 93 % av den totala
steroltopparean.

4. De analysmetoder for bestdmning av ovanndmnda produkters egenskaper ar
de som faststills i bilagorna till forordning (EEG) nr 2568/91.

(") -5,23-Stigmastadienol + Kolesterol + Betasitosterol + Sitostanol + -5-Avenasterol + -
5,24- Stigmastadienol
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BILAGA 15

OLJEHALT I PRESSRESTER AV OLIVER

Utrustning

— lampligt extraktionsapparatur som &r utrustad med en 200 till 250 ml
rundkolv,

— elektriskt uppvarmt bad (t.ex. sandbad, vattenbad) och virmeplatta,

— analysvag,

— véirmeskap som kan stéllas in pd max 80 °C,

— elektriskt uppvarmt vdrmeskdp som dr utrustat med en termostatanord-
ning som skall stdllas in pd 103 + 2 °C och som kan tala en
genomstromning av luft eller som kan arbeta under minskat tryck,

— mekanisk kvarn som ar latt att rengora och som tillater att olivrester kan
malas utan temperaturférhdjning eller ndgon fordndring i deras fuktig-
hetsinnehall, flyktiga dmnen eller &mnen som gar att extrahera med
hexan,

— extraktionsskdl och bomull eller filtrerpapper varifrdn &mnen som &r
extraherbara med hexan redan har blivit borttagna,

— exsickator,

— sil med hél av 1 mm diammeter,

— sma partiklar av fortorkad pimpsten.

Reagenser

N-hexan, teknisk kvalitet som inte far ldmna storre aterstod an 0,002 g/
100 ml vid total fordngning.

UTFORANDE

Preparering av provet

Om sd behdvs anvinds den mekaniska kvarnen, som skall vara vl regjord
till malning av laboratorieprovet for att minska partikelstorleken sa att
provet kan passera silen helt och hallet.

Anvind ungefdr en tjugondel av provet for att fullflja rengéringen av
kvarnen, kasta det malda materialet, mal resten och samla upp, blanda
omsorgsfullt och analysera utan dr6jsmal.

Provmingd

Sé& fort malningen ar fardig, vdg upp ca 10 g av provet pa 0,01 g nér, for
undersokning.

Preparering av extraktionsskélen

Placera provet i skalen och tick 6ver med bomull. Om filtrerpapper
anvinds, sld in provet i detta.

Fortorkning

Om olivresterna ar mycket fuktiga (dvs innehéller fukt och flyktiga dmnen
till storre andel dn 10 %) genomfors fortorkning genom att den fyllda filt-
rerskdlen (eller filtrerpappret) placeras i ett virmeskap under en ldmplig tid
vid hogst 80 °C for att minska fukthalten och halten av flyktiga dmnen sa
att de understiger 10 %.

Preparering av rundkolven

Vig pa 1 mg nér kolven som innehéller en eller tva bitar pimpsten, som
tidigare torkats i vdarmeskdp vid 103 + 2 °C och sedan svalnat i en
exsickator i minst en timme.

Forsta extraktionen

Satt in extraktionsskélen (eller filtrerpappret) som innehaller provet i appa-
raten. Hall en tillricklig méngd hexan i kolven. Satt fast kolven pa
extraktionsapparaten och placera den sedan pa ett elektriskt uppvarmt bad.
Justera uppvdrmningen pa sa sitt att aterflodeshastigheten inte dr mindre &n
tre droppar per sekund (lugn, inte valdsam kokning).
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Efter fyra timmars extraktion far apparaten svalna. Ta bort extraktionsskélen
fran extraktionsapparaten och placera den i ett luftrum for att ta bort
aterstoden av 16sningsmedlet.

Andra extraktionen

Hall innehdllet i extraktionssklen i mikrokvarnen och mal si fint som
mojligt. Overfér den malda blandningen till skdlen kvantitativt och sétt den
sedan tillbaka i extraktionsapparaten.

Fortsitt extraktionen under ytterligare tva timmar med anvindning av
samma rundkolv som innehéller extraktet fran forsta extraktionen.

Losningen i extraktionskolven maste vara klar. Om det inte dr det, filtrera
genom ett filtrerpapper och tvitta den ursprungliga kolven och filtrerpappret
flera gdnger med hexan. Samla upp filtratet och tvittldsningen i en ny rund-
kolv som har torkats och végts pd 1 mg nér.

Borttagning av losningsmedel och viigning av extraktet

Ta bort stérre delen av 16sningsmedlet genom destillation pa ett elektriskt
uppvarmt bad. Ta bort de sista resterna av losningsmedlet genom att
upphetta kolven i ett varmeskap till 103 + 2 °C i 20 minuter. Paskynda
processen antingen genom att bldsa in luft eller foretrddesvis en inert gas i
intervaller eller anviand undertryck.

Lat kolven kallna i en exsickator i minst en timme och vdg pad 1 mg nér.

Upphetta igen 10 minuter under samma forhallanden, 1at svalna i exsickator
och vig igen.

Skillnaden mellan vdgningarna far inte overstiga 10 mg. Om den gor det,
upprepa upphettningen i 10 minuters perioder foljt av avkylning och
véigning tills viktskillnaden dr 10 mg eller mindre. Anteckna den sista
végningen av kolven.

Genomfor dubbelprov pé provet.
RESULTATANGIVELSE

Metod for berikning och formel

a) Extraktet uttryckt som massprocent av provet som erhallits dr lika med:

100
S=m x —
m()
dar:
S = massprocenten av extraktet fran produkten,
m, = massan i gram av provet,
m, = massan i gram av extraktet efter torkning.

Som resultat tas det aritmetiska medelvdrdet av dubbelproven under
forutsittning att repeterbara forhallanden har uppnatts.

Uttryck resultaten med en decimal.

b) Extraktet uttrycks som torrsubstans genom formeln:

100
S x m = oljeprocenten i extraktet berdknat som torrsubstans
dar:
S = procenten av extraktet fran provet som erhallits [se a)].

U = innehallet av fukt och flyktiga dmen.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan dubbelproven som utforts samtidigt eller i snabb foljd av
samma analytiker skall inte dverstiga 0,2 g hexanextrakt per 100 g prov.

Om detta forhallande inte dr uppfyllt upprepas analysen pé tva andra prover.
Om det dven i det hdr fallet uppstar en skillnad som overstiger 0,2 g tas
resultatet genom att medelvirdet av de fyra bestimningarna tas.
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7.1

BILAGA 16

BESTAMNING AV JODTAL

SYFTE

Denna internationella standard specificerar en metod for bestimning av
jodtal hos animaliska och vegetabiliska fetter och oljor som nedan kallas
fetter.

DEFINITION
I denna internationella standard anvinds foljande beteckningar:

Jodtal: Massan av jod som absorberas av provet under de driftférhallanden
som anges i denna internationella standard.

Jodtalet uttrycks som gram jod per 100 g prov.

PRINCIP

Upplésning av ett prov i losningsmedel och tillsats av Wijs reagens. Efter
en angiven tid tillsats av kaliumjodidlosning och vatten, titrering av den
frigjorda joden med natriumtiosulfat.

REAGENSER

Alla reagenser skall vara av analyskvalitet.

Kaliumjodid, 100 g/l 16sning, som inte innehaller jodat eller fri jod.
Stdrkelse, 16sning.

Los 5 g vattenloslig stirkelse i 30 ml vatten, tillsdtt denna blandning till
1 000 ml kokande vatten, koka i tre minuter och lat svalna.

Natriumtiosulfat, stilld standardldsning c¢(Na,S,0,. SH,0) = 0,1 mol/l, som
stdllts hogst sju dagar fore anvdandning.

Lésningsmedel, erhéllet genom blandning av lika volymer av cyklohexan
och éttiksyra.

Wijs reagens, som innehaller jodmonoklorid i éttiksyra. Den Wijs reagens
som finns i handeln skall anvindas.

Anm: Reagensen innehéller 9 g ICI, och 9 g 11 ittiksyra.

UTRUSTNING
Vanlig laboratorieutrustning och sarskilt foljande:

Vigglas som &r lampliga for provet och for att kunna sittas in i kolvarna
(5.2).

E-kolvar, 500 ml, utrustade med slipade glasproppar och helt torra.

PREPARERING AV PROVET

Det homogeniserade provet torkas dver natriumsulfat och filtreras.

UTFORANDE
Prov

Mingden av det prov som tas ut varierar enligt det forvéntade jodtalet
enligt tabell 1.

Tabell 1
Forvintat jodtal Mingd prov (gram)
mindre dn 5 3,00
5 till 20 1,00
21 till 50 0,40
51 till 100 0,20
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7.2.

7.3.

Forvintat jodtal Mingd prov (gram)
101 till 150 0,13
151 till 200 0,10

Vig provet pa 0,1 mg nér i ett vigglas (5.1).
Bestdmning

Placera provet i en 500 ml kolv (5.2). Tillsétt 20 ml av 16sningsmedlet (4.5)
for att 16sa fettet. Tillsdtt exakt 25 ml av Wijs reagens (4.6), sétt i proppen,
skaka om innehéllet och placera kolven i morker. Anvénd inte en vanlig
munpipett for Wijs reagens.

Gor i ordning ett blindprov pd samma sitt med 16sningsmedlet och reage-
nsen men utan prov.

For prov som har ett jodtal under 150 far kolven std i morker i en timma,
for de som har ett jodtal 6ver 150 och for polymerizerade produkter eller
produkter som har oxiderats pétagligt far std i tvd timmar.

Nér denna tid gatt ut tillsdtt 20 ml kaliumjodidlosning (4.2) och 150 ml
vatten (4.1) till var och en av kolvarna.

Titrera med den stéllda natriumtiosulfatlosningen (4.4) tills den gula fargen
av joden nistan har forsvunnit. Tillsétt ett par droppar av stérkelselosningen
(4.3) och fortsitt titreringen tills den bla fargen forsvinner efter omsorgsfull
skakning.

Anm: Potentiometrisk bestimning av slutpunkten &r tillaten.
Antal bestimningar

Genomfor tva bestimningar pd samma prov.

RESULTATANGIVELSE

Jodtalet erhélles genom uttrycket

12,69 ¢ (V) — V)

m

dar:

¢ = det numeriska virdet av den exakta koncentrationen i mol per liter
av den stillda natriumtiosulfatlosningen (4.4) som anvinds;

V, = det numeriska virdet pd volymen i milliliter pd den stéllda natrium-
tiosulfatldsningen (4.4) som anvénds for blindprov;

V, = det numeriska virdet pd volymen i milliliter pd den stéllda natrium-
tiosulfatlosningen (4.4) som anvénds vid bestdimningen;

m = det numeriska virdet p4 massan i gram hos provet (7.1).

Som resultat tas det aritmetiska medelvirdet av tva bestdmningar under
forutsdttning att kravet for repeterbarhet dr uppfyllt.



