01991R2568 — SV —04.12.2016 — 031.005 — 1

Den hir texten ir endast avsedd som ett dokumentationshjilpmedel och har ingen rittslig verkan. EU-institutionerna tar
inget ansvar for innehallet. De autentiska versionerna av motsvarande rittsakter, inklusive ingresserna, publiceras i
Europeiska unionens officiella tidning och finns i EUR-Lex. De officiella texterna ir direkt tillgiingliga via linkarna i det hir

dokumentet

KOMMISSIONENS FORORDNING (EEG) nr 2568/91

av den 11 juli 1991

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

(EGT L 248, 5.9.1991, s. 1)

Andrad genom:

Kommissionens forordning (EEG) nr 3682/91 av den 17 december
1991

Kommissionens forordning (EEG) nr 1429/92 av den 26 maj 1992
Kommissionens forordning (EEG) nr 1683/92 av den 29 juni 1992
Kommissionens forordning (EEG) nr 1996/92 av den 15 juli 1992

Kommissionens forordning (EEG) nr 3288/92 av den 12 november
1992

Kommissionens forordning (EEG) nr 183/93 av den 29 januari 1993

dndrad genom commission Regulation (EEC) No 826/93 of 6 April
1993 (¥)

Kommissionens forordning (EEG) nr 620/93 av den 17 mars 1993
Kommissionens forordning (EG) nr 177/94 av den 28 januari 1994
Kommissionens forordning (EG) nr 2632/94 av den 28 oktober 1994
Kommissionens foérordning (EG) nr 656/95 av den 28 mars 1995
Kommissionens forordning (EG) nr 2527/95 av den 27 oktober 1995
Kommissionens forordning (EG) nr 2472/97 av den 11 december 1997
Kommissionens forordning (EG) nr 282/98 av den 3 februari 1998
Kommissionens férordning (EG) nr 2248/98 av den 19 oktober 1998
Kommissionens forordning (EG) nr 379/1999 av den 19 februari 1999
Kommissionens forordning (EG) nr 455/2001 av den 6 mars 2001
Kommissionens forordning (EG) nr 2042/2001 av den 18 oktober 2001
Kommissionens forordning (EG) nr 796/2002 av den 6 maj 2002

Kommissionens forordning (EG) nr 1989/2003 av den 6 november
2003

Kommissionens forordning (EG) nr 702/2007 av den 21 juni 2007
Kommissionens forordning (EG) nr 640/2008 av den 4 juli 2008
Kommissionens forordning (EU) nr 61/2011 av den 24 januari 2011

Kommissionens genomforandeférordning (EU) nr 661/2012 av den 19
juli 2012

(*) Denna rittsakt finns inte publicerad pa svenska.

Officiella tidningen

nr

L 349

L 150
L 176
L 199
L 327

L 22
L 87

L 66
L 24
L 280
L 69
L 258
L 341
L 28
L 282
L 46
L 65
L 276
L 128
L 295

L 161
L 178
L 23
L 192

sida

36

17
27
18
28

58
6

29
33
43

1
49
25

5
55

57

11
11
1
3

datum

18.12.1991

2.6.1992
30.6.1992
18.7.1992

13.11.1992

30.1.1993
7.4.1993

18.3.1993
29.1.1994
29.10.1994
29.3.1995
28.10.1995
12.12.1997
4.2.1998
20.10.1998
20.2.1999
7.3.2001
19.10.2001
15.5.2002
13.11.2003

22.6.2007

5.7.2008
27.1.2011
20.7.2012


http://data.europa.eu/eli/reg/1991/2568/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/2568/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/2568/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/2568/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/3682/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/3682/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/3682/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/3682/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/3682/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/3682/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/3682/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1429/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1429/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1429/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1429/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1429/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1429/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1683/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1683/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1683/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1683/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1683/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1683/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1996/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1996/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1996/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1996/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1996/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1996/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/3288/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/3288/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/3288/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/3288/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/3288/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/3288/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/3288/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/183/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/183/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/183/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/183/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/183/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/183/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/826/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/826/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/826/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/826/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/826/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/826/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/826/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/620/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/620/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/620/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/620/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/620/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/620/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/177/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/177/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/177/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/177/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/177/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/177/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/2632/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/2632/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/2632/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/2632/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/2632/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/2632/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/656/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/656/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/656/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/656/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/656/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/656/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/2527/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/2527/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/2527/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/2527/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/2527/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/2527/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1997/2472/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1997/2472/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1997/2472/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1997/2472/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1997/2472/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1997/2472/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/282/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/282/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/282/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/282/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/282/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/282/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/2248/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/2248/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/2248/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/2248/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/2248/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/2248/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1999/379/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1999/379/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1999/379/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1999/379/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1999/379/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/1999/379/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/455/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/455/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/455/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/455/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/455/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/455/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/2042/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/2042/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/2042/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/2042/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/2042/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/2042/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2002/796/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2002/796/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2002/796/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2002/796/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2002/796/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2002/796/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2003/1989/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2003/1989/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2003/1989/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2003/1989/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2003/1989/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2003/1989/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2003/1989/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2007/702/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2007/702/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2007/702/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2007/702/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2007/702/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2007/702/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2008/640/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2008/640/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2008/640/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2008/640/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2008/640/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2008/640/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2012/661/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2012/661/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2012/661/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2012/661/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2012/661/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2012/661/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2012/661/oj/swe

01991R2568 — SV — 04.12.2016 — 031.005 — 2

> M25
> M26
> M27
> M28
> M29
> M30

> M31

Kommissionens genomforandeforordning (EU) nr 299/2013 av den 26
mars 2013

Kommissionens genomforandeforordning (EU) nr 1348/2013 av den 16
december 2013

Kommissionens delegerade forordning (EU) 2015/1830 av den 8 juli
2015

Kommissionens genomférandeférordning (EU) 2015/1833 av den 12
oktober 2015

Kommissionens genomforandeforordning (EU) 2016/1227 av den 27
juli 2016

Kommissionens genomforandeforordning (EU) 2016/1784 av den 30
september 2016

Kommissionens delegerade forordning (EU) 2016/2095 av den 26 sep-
tember 2016

Rittad genom:

>Cl

Rittelse, EUT L 211, 17.8.2017, s. 58 (2016/2095)

L 90

L 338

L 266

L 266

L 202

L 273

L 326

52

31

29

28.3.2013

17.12.2013

13.10.2015

13.10.2015

28.7.2016

8.10.2016

1.12.2016


http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/299/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/299/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/299/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/299/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/299/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/299/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/299/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/1348/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/1348/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/1348/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/1348/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/1348/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/1348/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/1348/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2015/1833/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2015/1833/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2015/1833/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2015/1833/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2015/1833/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2015/1833/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2015/1833/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1227/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1227/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1227/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1227/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1227/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1227/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1227/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1784/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1784/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1784/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1784/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1784/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1784/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1784/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/corrigendum/2017-08-17/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/corrigendum/2017-08-17/oj/swe
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/corrigendum/2017-08-17/oj/swe

01991R2568 — SV — 04.12.2016 — 031.005 — 3

VB
KOMMISSIONENS FORORDNING (EEG) nr 2568/91
av den 11 juli 1991
om egenskaper hos olivolja och olivolja av pressrester och om
limpliga analysmetoder
v M20
Artikel 1
1. Oljor vars egenskaper Overensstimmer med dem som anges i

punkterna 1 och 2 i bilaga I till denna forordning skall anses vara
jungfruolja i den mening som avses i punkt 1 a och 1 b i bilagan till
forordning nr 136/66/EEG.

2. Olja vars egenskaper dverensstimmer med dem som anges i punkt
3 i bilaga I till denna forordning skall anses vara bomolja i den mening
som avses i punkt 1 c¢ i bilagan till férordning nr 136/66/EEG.

3.  Olja vars egenskaper &verensstimmer med dem som anges i
punkt 4 i bilaga I 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 dverensstimmer med dem som anges i punkt
5 1 bilaga I till denna férordning skall anses vara olivolja sammansatt av
raffinerad olivolja och jungfruolja 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
6 i bilaga I till denna forordning skall anses vara oraffinerad olja av
olivrestprodukter i den mening som avses i punkt 4 i bilagan till for-
ordning nr 136/66/EEG.

6.  Olja vars egenskaper overensstimmer med dem som anges i punkt
7 1 bilaga I till denna férordning skall anses vara raffinerad olja av
olivrestprodukter i den mening som avses i punkt 5 i bilagan till for-
ordning nr 136/66/EEG.

7. Olja vars egenskaper overensstimmer med dem som anges i punkt
8 i bilaga I till denna forordning skall anses vara olivolja av olivrest-
produkter i den mening som avses i punkt 6 i bilagan till forordning
nr 136/66/EEG.
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VY M26
Artikel 2

1. De egenskaper hos oljor som faststills i bilaga I ska bestimmas
med foljande analysmetoder:

a) For bestdimning av fria fettsyror, uttryckta som procent oljesyra, den
metod som anges i bilaga II.

b) For bestimning av peroxidtal, den metod som anges i bilaga III.

c) For bestimning av vaxhalt, den metod som anges i bilaga IV.

d) For bestimning av sammanséttningen och halten av steroler och
triterpendialkoholer med kapillargaskromatografi, den metod som
anges i bilaga V.

e) For bestimning av andelen 2-glycerylmonopalmitat, den metod som
anges i bilaga VII.

f) For spektrofotometri, den metod som anges i bilaga IX.

Vv M28
g) For bestdmning av fettsyrasammansittning, den metod som anges i
bilaga X.

VY M26
h) For bestimning av flyktiga, halogenerade 10sningsmedel, den metod
som anges i bilaga XI.

i) For utvirdering av organoleptiska egenskaper hos jungfruolja, den
metod som anges i bilaga XII.

j) For bestdmning av stigmastadiener, den metod som anges i bilaga
XVIIL

k) For bestdimning av triglyceridhalt enligt ECN 42, den metod som
anges i bilaga XVIII.

Vv M28
1) For bestimning av halten av alifatiska alkoholer och triterpenalko-
holer, den metod som anges i bilaga XIX.

VY M26
m) For bestimning av halterna av vaxer, fettsyrametylestrar och fett-
syraetylestrar, den metod som anges i bilaga XX.

VM28

VY M26
2. Den granskning som nationella myndigheter eller deras foretrddare
utfor av organoleptiska egenskaper hos jungfruolja ska genomforas av
paneler som godkénts av medlemsstaterna.
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VY M26

De organoleptiska egenskaper hos en olivolja som avses i forsta stycket
ska anses Overensstimma med den angivna kategorin om en panel som
godkénts av den berdrda medlemsstaten bekrdftar denna klassificering.

Om panelen betrdffande de organoleptiska egenskaperna inte bekréftar
den kategori som angivits for olivoljan, ska de nationella myndigheterna
eller deras foretriddare, pa begidran av den berorda parten, utan drdjsmal
lata andra godkénda paneler gora tva kontrollbedomningar, varav minst
en ska utféras av en panel som godkints av den berdrda producent-
medlemsstaten. Egenskaperna ska anses dverensstimma med de angivna
egenskaperna om béada kontrollbeddmningarna bekréftar den angivna
klassificeringen. Om si inte &r fallet ska den berdrda parten std for
kostnaden for kontrollbeddmningarna.

3. Naér det giller de nationella myndigheternas eller deras foretréddares
granskningar av att oljorna har de egenskaper som foreskrivs i punkt 1,
ska proverna tas i enlighet med de internationella standarderna EN ISO
661 betraffande provberedning och EN ISO 5555 betraffande provtag-
ning. Utan hinder av vad som ségs i punkt 6.8 i standard EN ISO 5555
ska emellertid proverna fran partier av ndmnda oljor i detaljhandelsfor-
packningar tas i enlighet med bilaga Ia till denna forordning. Nér det
giéller oljor i bulk for vilka provtagningen inte kan utféras i enlighet
med EN ISO 5555, ska provtagningen utforas i enlighet med anvis-
ningar som faststillts av den behoériga myndigheten i medlemsstaten.

Utan att det paverkar tillimpningen av standarden EN ISO 5555 och
kapitel 6 i standarden EN ISO 661, ska proverna si snabbt som mojligt
skyddas mot ljus och hoga temperaturer och skickas till laboratorieana-
lys senast fem arbetsdagar efter provtagning, eller bevaras pa ett sadant
sdtt att de inte bryts ner eller skadas under transport eller lagring innan
de skickas till laboratorium.

4. For utforandet av den kontroll som foreskrivs i punkt 3 ska de
analyser som avses i bilagorna II, III, IX, XII och XX, samt de even-
tuella kontrollanalyser som foreskrivs i de nationella lagstiftningarna,
utforas fore bistféredatum om det ror sig om forpackade produkter.
Nér det géller provtagning av oljor i bulk ska analyserna utforas senast
sex manader efter den manad da provet togs.

Ingen tidsfrist ska tillimpas for de Ovriga analyser som foreskrivs i
denna forordning.

Om resultatet av analyserna inte stimmer dverens med egenskaperna for
den kategori olivolja eller olivolja av pressrester som uppgetts, utom om
provtagningen gjorts mindre dn tvd manader fore minsta héllbarhets-
datum, ska den berorda parten underrdttas om detta minst en manad
fore utgdngen av den tidsfrist som avses i forsta stycket.
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VY M26

5. For olivoljeegenskaper som faststills med metoderna i punkt 1
forsta stycket ska analysresultaten direkt jamforas med de grdnser som
foreskrivs i den hér forordningen.

VY M25
Artikel 2a

1. Vid tillimpningen av denna artikel ska med saluférd olivolja avses
den totala kvantitet olivolja och olivolja av pressrester fran en viss
medlemsstat som konsumeras i den medlemsstaten eller exporteras
fran den medlemsstaten.

2. Medlemsstaterna ska se till att kontroller av Overensstimmelse
utfors selektivt, baserat pd en riskanalys, och med ldmplig intervall,
sd att man sdkrar att den olivolja som salufors dverensstimmer med
den deklarerade kategorin.

3. Riskanalysen kan omfatta f6ljande kriterier:

a) Kategori av olja, produktionsperiod, priset pa oljor i forhéllande till
andra vegetabiliska oljor, blandning och forpackning, lagringsanldgg-
ningar och lagringsforhéllanden, ursprungsland, destinationsland,
transportmedel och partiets volym.

b) Aktorernas position i saluféringskedjan, den volym och/eller det
viarde som de salufor, de olika kategorier av oljor de salufér, den
typ av verksamhet som utfors, t.ex. pressning, lagring, raffinering,
blandning, forpackning eller aterforsdljning.

c) Resultaten fran tidigare kontroller, inklusive antal och typ av kon-
staterade brister, gdngse kvalitet pa de saluforda oljorna eller niva pa
den tekniska utrustning som anvinds.

d) Tillforlitligheten hos aktdrernas kvalitetssdkringssystem eller system
for egenkontroll vad avser verensstimmelsen med handelsnormer-
na.

e) Den plats diar kontrollen utfors, i synnerhet om det dr den forsta
inforselplatsen till unionen, sista utforselplatsen frén unionen eller
den plats dir oljorna produceras, forpackas, lastas eller siljs till slut-
konsumenten.

f) Varje annan uppgift som kan utgéra tecken pé att det finns en risk
for bristande dverensstimmelse.

4.  Medlemsstaterna ska i forvig faststélla

a) kriterier for bedomning av risken for att partier inte dverensstimmer
med normerna,

b) pa grundval av en riskanalys for varje kategori, det minsta antalet
aktorer eller partier och/eller kvantiteter som ska omfattas av en
kontroll av dverensstimmelse.
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VY M25

Minst en kontroll av dverensstimmelse ska utforas per ar och per tusen
ton saluford olivolja i medlemsstaten.

5. Medlemsstaten ska kontrollera dverensstimmelsen genom att
a) 1 valfri ordning genomfora de analyser som foreskrivs i bilaga I, eller

b) folja den ordning som anges i beslutsschemat i bilaga Ib till dess att
man nar fram till ett av de beslut som anges i beslutsschemat.

YM19

VY M25
Artikel 3

Om det faststélls att en olja inte Overensstimmer med kategoribeskriv-
ningen, ska den berdrda medlemsstaten, utan att det paverkar eventuella
andra sanktioner, tilldimpa effektiva, proportionella och avskrickande
sanktioner som ska bestimmas mot bakgrund av hur allvarlig den kon-
staterade Overtrddelsen é&r.

Om det vid kontrollerna konstateras betydande oegentligheter ska med-
lemsstaterna dka antalet kontroller avseende forsiljningsled, kategori av
olja, ursprung eller andra kriterier.

Artikel 4

vYM19
1. Medlemsstaterna kan godkénna provsmakningspaneler for de na-
tionella myndigheternas eller deras foretrddares bedomning och kontroll
av de organoleptiska egenskaperna.

Villkoren for godkénnande skall faststillas av medlemsstaterna, pa ett
sadant satt att

— de motsvarar villkoren i bilaga 12.4,

— det sédkerstills att panelens ordférande har utbildats vid en inrdttning,
och under forhéllanden, som godkénts av medlemsstaten,

— godkédnnandets giltighet dr avhingig av de resultat som erhalls ge-
nom ett system for arliga kontroller som medlemsstaten uppréttat.

Varje medlemsstat skall delge kommissionen en forteckning over de
godkinda panelerna samt meddela vilka atgirder som vidtagits i enlig-
het med denna punkt.

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

3. Varje medlemsstat skall uppritta en forteckning 6ver smakpaneler
som har upprittats av yrkes- eller branschorganisationer enligt de villkor
som faststélls i punkt 1 och skall sékerstélla att dessa villkor uppfylls.

VYM19

Artikel 6

1. Oljehalten i oljekakor och andra rester som erhallits vid extraktion
av olivolja (KN-nr 2306 90 11 och 2306 90 19) skall bestimmas med
anviandning av den metod som anges i bilaga 15.
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2. Den oljehalt som anges i punkt 1 skall uttryckas som viktprocent
olja i forhallande till torrsubstans.

VY M20
Artikel 7

Gemenskapens bestimmelser om forekomst av fororeningar skall till-
lampas.

Betriffande halten av halogenerade 10sningsmedel giller f6ljande grin-
sviarden for samtliga kategorier av olivolja:

— Hogsta tillatna halt av varje pévisat halogenerat 16sningsmedel: 0,1
mg/kg

— Hogsta tillatna total halt av pévisade halogenerade 16sningsmedel:
0,2 mg/kg.

VY M25
Artikel 7a

Fysiska eller juridiska personer och grupper av personer som av nagon
form av professionella eller kommersiella skél innehar olivolja eller
olivolja av pressrester fran utvinningen vid olivpressen fram till och
med buteljeringsstadiet, ska vara skyldiga att fora register dver inkom-
mande eller utgédende varor for varje kategori av sédan olja.

Medlemsstaterna ska se till att skyldigheten enligt forsta stycket uppfylls
pa vederborligt sétt.

Artikel 8

1. Medlemsstaterna ska meddela kommissionen de dtgérder som ge-
nomfor denna forordning. De ska informera kommissionen om alla
efterfoljande éndringar.

2. Medlemsstaterna ska senast den 31 maj varje ar Gverldmna en
rapport till kommissionen om genomforandet av denna forordning under
det foregdende kalenderaret. Rapporten ska minst innehélla resultaten av
de kontroller av dverensstimmelse som utforts avseende olivoljor enligt
de mallar som faststélls i bilaga XXI.

3. De meddelanden som avses i denna forordning ska limnas i en-
lighet med kommissionens forordning (EG) nr 792/2009 (V).

Artikel 9

Férordning (EEG) nr 1058/77 skall upphoéra att gilla.

Artikel 10

1. Denna forordning trider 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 giller atgirder i samband med inter-
ventionssystemet.

(M) EUT L 228, 1.9.2009, s. 3.
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Den metoden skall inte tillimpas for jungfruolja som iordningstélls for
marknaden fore den 1 november 1992

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

Denna forordning é&r till alla delar bindande och direkt tillamplig i alla
medlemsstater.
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Provtagning av olivolja och olivolja av pressrester som
levereras i detaljhandelsforpackningar

Beslutsschema for kontroll av att ett prov av olivolja
Overensstimmer med den kategori som uppgetts

Bestaimning av fria fettsyror, metod vid lag temperatur
Bestdmning av peroxidvérdet
Bestamning av vaxhalt med kapillargaskromatografi

Bestaimning av sammansittningen och halten av steroler
och triterpendialkoholer genom gaskromatografi med ka-
pillarkolonn

»M21 Bestimning av procentandelen 2-glycerylmono-
palmitat <«

Spektrofotometrisk undersokning i ultraviolett ljus

Bestamning av fettsyrametylestrar med gaskromatografi

Bestdmning av halten flyktiga halogenerade 16snings-
medel i olivolja

Internationella olivoljeradets metod for organoleptisk be-
domning av jungfruolja

Oljehalt i pressrester av oliver
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Metod for bestdimning av stigmastadiener i vegetabiliska
oljor

Bestdmning av skillnaden mellan faktiskt och teoretiskt
innehall av triglycerider meD ECN 42

»M28 Bestimning av halten alifatiska alkoholer och
triterpenalkoholer med kapilldrgaskromatografi <

Metod for bestimning av halter av vaxer, fettsyreetyle-
strar och fettsyremetylestrar med kapillargaskromatografi

Resultat av kontroller av §verensstimmelse som utfors pa
olivolja enligt artikel 8.2
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EGENSKAPER HOS OLIVOLJA

BILAGA 1

Kvalitetsegenskaper
. Syrahalt Peroxidtal Organoleptisk bedomning Fettsyraetylestrar
Kategor %) () mEq Oy/kg (*) Ko © Kagy cller Kano C) [ DelaK () I roktornas median- | Medianvarde for mg/kg ()
virde (Md) (*) fruktighet (Mf) (*)
1. Extra jungfruolja <0,8 <20 <2,50 <0,22 < 0,01 Md =0 Mf>0 <35
2. Jungfruolja <20 <20 < 2,60 < 0,25 < 0,01 Md <35 Mf>0 —
3. Bomolja > 2,0 — — — — Md > 3,5(Y) — —
4. Raffinerad olivolja <0,3 <5 — < 1,25 < 0,16 — — —
5. Olivolja bestdende av raffinerad <1,0 <15 — <115 <0,15 — — —
olivolja och jungfruolja

6. Oraffinerad olivolja av pressrester — — — — — — — —
7. Raffinerad olivolja av pressrester <0,3 <5 — < 2,00 < 0,20 — — —
8. Olivolja av pressrester <10 <15 — < 1,70 <0,18 — — —

(") Medianvirdet for defekter kan vara lagre dn eller lika med 3,5 ndr medianvérdet for fruktighet lika med 0.
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Renhetsegenskaper
Fettsyrahalt (') Totalt isome-
Totalt t rer av trans- » C1 Skillnader:
ot ans= 1y olsyra + | Stigmastadie- | ECN 42 (HPLC) . .
Kategori . . Eikosansyra . Lignocerin- olein-isome- isomerer av ner och ECN 42 Z-glycerilmonopalmitat
Myrl(soﬁu)lsyra LIHO(I;I;syra (arakinsyra) ElkO(S(;I;Syra Beh(i/n)syra syra (rozr) translinolen- | mg/kg (%) | (tcoretisk berdk- 8)
A A %) o o %) syra ning) 4
(%)
1. Extra jungfruolja < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 »C1 <[0,2] €| <0,9 om totalhalten palmitin-
syra < 14 %
< 1,0 om totalhalten palmitin-
syra > 14 %
2. Jungfruolja < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 »C1 <10,2| €4 | <0,9 om totalhalten palmitin-
syra < 14 %
< 1,0 om totalhalten palmitin-
syra > 14 %
3. Bomolja < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 <0,10 <0,10 < 0,50 »C1 <103 €4 | < 0,9 om totalhalten palmitin-
syra < 14 %
< 1,1 om totalhalten palmitin-
syra > 14 %
4. Raffinerad olivolja < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — »C1 <103 € | <0,9 om totalhalten palmitin-
syra < 14 %
< 1,1 om totalhalten palmitin-
syra > 14 %
5. Olivolja bestaende av < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — »C1 <103 €4 | <09 om totalhalten palmitin-

raffinerad olivolja och
jungfruolja

syra < 14 %

< 1,0 om totalhalten palmitin-
syra > 14 %
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Fettsyrahalt (1) Totalt isome-
Totalt trans- | " 2V trans- » C1 Skillnader:
olein-isome- linolsyra + | Stigmastadie- | ECN 42 (HPLC) 2-glycerilmonopalmitat
Kategori . . Eikosansyra . Lignocerin- isomerer av ner och ECN 42 Y
Myrli;msyra Lmo{;nsyra (arekinsyra) ElkO?;nsyra Behi/nsyra syra (1;;3 translinolen- mg/kg (%) (teoretisk berik- (%)
%) %) o %) %) o syra ning) <
(%)
6. Oraffinerad olivolja av < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 <0,10 — »C1 <|0,6] « <14
pressrester
7. Raffinerad olivolja av < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — »C1 <10,5] « <14
pressrester
8. Olivolja av pressrester < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — »C1 <|0,5] « <12
Sterolsammanséttning
Erytrodiol och
Kategori " - Delta7sti Summa steroler uvaol Vaxer mg/kg
€ Kolesterol Brassikasterol | Kampesterol () | Stigmasterol pp. psitoste- clta-7-stig- (mg/kg) 0/ (*% (**)
%) %) %) %) rol mastenol (%) (%) (**)
(%) () (%)

1. Extra jungfruolja <05 <0,1 <40 < Kamp. >93,0 <05 > 1000 <45 Cyp + Cyy + Cyg < 150
2. Jungfruolja <05 <0,1 <40 < Kamp. > 93,0 <0,5 > 1000 <45 Cyp + Cyy + Cyg < 150
3. Bomolja <05 <0,1 <40 — > 93,0 <0,5 > 1000 <4,50) Cyo t Cyp + Cyy + Cyg <300 ()
4. Raffinerad olivolja <0,5 <0,1 <40 < Kamp. >93.0 <0,5 > 1000 <45 Cyp + Cyp + Cyy + Cye < 350

S00°T€0
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Sterolsammansittning

Summa steroler

Erytrodiol och

Vaxer mg/kg

K i i - _7-stig- 1
ategort Kolesterol Brassikasterol | Kampesterol () | Stigmasterol App- E;lmosw azlst:lerz;tzg) (mg/kg) (O;:;/a((;*) (**)
% % % %
( ) ( ) ( ) ( ) (%) (4) (%)
5. Olivolja bestdende av raffinerad <0,5 <0,1 <40 < Kamp. > 93,0 <0,5 > 1000 <45 Cyo 1+ Cyp + Cyy + Cyg < 350
olivolja och jungfruolja
6. Oraftinerad olivolja av pressrester <05 <0,2 <40 — >93,0 <05 > 2500 > 4,5 (% Cyo T Cyp + Cyq + Cyg > 350 ()
7. Raffinerad olivolja av pressrester <0,5 <0,2 <40 < Kamp. > 93,0 <0,5 > 1800 > 4.5 Cyp + Cyp + Cyy + Cyg > 350
8. Olivolja av pressrester <0,5 <0,2 <40 < Kamp. > 93,0 <0,5 > 1600 > 45 Cyg + Cyp + Cyy + Cyg > 350

(') Halt av dvriga fettsyror (%): palmitinsyra: 7,50-20,00; palmitoleinsyra: 0,30-3,50; heptadekansyra: < 0,40; heptadekensyra: < 0,60; stearinsyra: 0,50-5,00; oljesyra: 55,00-83,00; linolsyra: 2,50-21,00.
(?) Totalvirde for isomerer som kan (eller inte kan) separeras pa kapilldrkolonn.

(3

~

Se tillagget till denna bilaga.

(*) App. B-sitosterol: Delta-5,23-stigmastadienol+klerosterol+beta-sitosterol+sitostanol+delta-5-avenasterol+delta-5,24-stigmastadienol.
(°) Olja med en vaxhalt mellan 300 och 350 mg/kg betraktas som bomolja om totalhalten alifatiska alkoholer &r ligre dn eller lika med 350 mg/kg eller om halten erytrodiol och uvaol ar ligre &n eller lika med 3,5 %.

(6

<

Olja med en vaxhalt mellan 300 och 350 mg/kg betraktas som oraffinerad olivolja av pressrester om totalhalten alifatiska alkoholer &r hogre dn 350 mg/kg och om halten erytrodiol och uvaol dr hogre én 3,5 %.

Anm.:

a) Analysresultaten ska anges med samma antal decimaler som anges for varje egenskap. Den sista siffran ska avrundas uppat om efterfoljande siffra dr hogre én 4.

b) Det racker med att en enda av egenskaperna inte motsvarar det angivna virdet for att en olja ska klassas i en annan kategori eller forklaras ej uppfylla renhetskraven enligt denna forordning.

c) Egenskaper markerade med asterisk (*) och som avser oljans kvalitet anger — for bomolja, att bada gransvéirdena samtidigt far skilja sig fran de angivna vdrdena, — for jungfruoljor, att oljan méste
byta kategori om ett eller flera av dessa gransvirden inte ar uppfyllt, men att den forblir klassad inom en kategori for jungfruolja.

d) Egenskaper markerade med tva asterisker (**) anger, for all olivolja av pressrester, att bada gransvdrdena samtidigt far skilja sig fran de angivna vérdena.
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YM31
Tilligg

BESLUTSSCHEMA

Beslutsschema avseende kampesterol for jungfruolja och extra jungfruolja:

[ 4,0 % < kampesterol < 4,5 % ]
i 1
[ stigmasterol < 1,4 % ] [ A-7-stigmastenol < 0,3 % ]

Ovriga parametrar ska uppfylla de grénsvirden som faststills i denna forordning.
Beslutsschema avseende delta-7-stigmastenol for

— Extra jungfruolja och jungfruolja

[ 0.5 % < A-7-stigmastenol < 0,8 % ]

|

n N App. B-sitosterol/ . o
{ kampesterol < 3,3 % } [(kampest. +A7stig) > 25 stigmasterol < 1,4 % AECN42<10,1]

Ovriga parametrar ska uppfylla de grinsvirden som faststills i denna forordning.

— Olivolja av pressrester (oraffinerad och raffinerad)

q 0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,7 % ]

l AECN42 < [0,40] ] (stigmasterols 1,4% J [ Ovriga parametrar ]
mom gransva l‘den
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VY M26

BILAGA Ia

PROVTAGNING AV OLIVOLJA OCH OLIVOLJA AV PRESSRESTER
SOM LEVERERAS I DETALJHANDELSFORPACKNINGAR

Denna metod for provtagning tillimpas pé partier av olivolja och olivolja av
pressrester i detaljhandelsforpackningar. Olika provtagningsmetoder tillimpas be-
roende pa om detaljhandelsforpackningen innehaller mer 4n 5 liter eller inte.

Med parti avses ett antal forsédljningsenheter som producerats, framstillts och
forpackats under sadana forhéllanden att oljan i var och en av dessa enheter
kan anses vara homogen med avseende pa samtliga analysegenskaper. Identifi-
kationen av ett parti ska ske i enlighet med Europaparlamentets och radets
direktiv 2011/91/EU (1).

Med delprov avses den volym olja som ingar i en detaljhandelsférpackning och
tas fran ett slumpvis utvalt stdlle i partiet.

1.  PARTIDELPROVETS INNEHALL
1.1. Detaljhandelsforpackningar om hdogst S liter

Med partidelprov for detaljhandelsforpackningar om hogst 5 liter avses
antalet delprov som tagits fran ett parti i enlighet med tabell 1.

Tabell 1

Ett partidelprov ska dtminstone omfatta féljande

Om detaljhandelsforpackningen rymmer Ska partidelprovet omfatta olja fran

a) minst 1 liter a) 1 detaljhandelsforpackning

b) mindre &n 1 liter b) det ldgsta antal forpackningar
som krévs for att uppna en total
volym pa minst 1,0 liter

Det antal forpackningar som avses i tabell 1 och som ska utgéra ett par-
tidelprov kan okas av varje medlemsstat i enlighet med dess egna behov
(t.ex. om en organoleptisk beddmning utfors av ett annat laboratorium &n
det som gjorde de kemiska analyserna, kontrollanalysen, osv.).

1.2. Detaljhandelsforpackningar som overstiger 5 liter

Med partidelprov for detaljhandelsforpackningar som Gverstiger 5 liter avses
en representativ del av det totala delprovet, vilken erhalls genom ett reduk-
tionsforfarande och i enlighet med tabell 2. Partidelprovet maste besta av
flera exempel.

Med exempel av ett partidelprov avses var och en av de férpackningar som
utgor partidelprovet.

Tabell 2

Minsta antalet delprover som ska viljas ut

Antal forpackningar i varje parti Minsta antal delprover som ska viljas ut
Upp till 10 1
Froom. ... 11 to.m. 150 2

(") Europaparlamentets och radets direktiv 2011/91/EU av den 13 december 2011 om iden-

tifikationsméarkning av livsmedelspartier (EUT L 334, 16.12.2011, s. 1).
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v M26
Antal forpackningar i varje parti Minsta antal delprover som ska viljas ut
Fr.om. ... 151 t.o.m. 500 3
Fr.om. ... 501 t.o.m. 1500 4
Fr.om. ... 1501 t.o.m. 2500 5
> 2500 per 1000 forpackningar 1 extra delprov

For att minska volymen av fOrpackningar homogeniseras innehéllet i del-
proverna for beredningen av partidelprovet. De olika delproven hills i en
gemensam behéllare for homogenisering genom omrorning, sa att de bést
skyddas fran luften.

Innehallet i partidelprovet ska héllas i flera forpackningar med en kapacitet
pa minst 1,0 liter som var och en utgér ett exempel av partidelprovet.

Antalet partidelprover kan okas av varje medlemsstat i enlighet med dess
egna behov (t.ex. om en organoleptisk bedémning utfors av ett annat labo-
ratorium &n det som gjorde de kemiska analyserna, kontrollanalysen, osv.).

Varje forpackning maste fyllas pé ett sdtt som minimerar luftlagret langst
upp och sedan lampligt forslutas och forseglas for att sikerstdlla att pro-
dukten &r skyddad mot averkan.

Dessa exempel ska mérkas for att sékerstélla en korrekt identifiering.

2. ANALYSER OCH RESULTAT

2.1. Varje partidelprov ska delas upp i laboratorieprover enligt punkt 2.5 i stan-
darden EN ISO 5555 och analyseras enligt ordningsfoljden i det besluts-
schema som anges i bilaga Ib eller i ndgon annan slumpmaissig ordning.

2.2. Om samtliga analysresultat verensstimmer med egenskaperna for den ka-
tegori olja som uppgetts, ska hela partiet forklaras Gverensstimma med
géllande krav.

Om ett enskilt analysresultat inte Gverensstimmer med egenskaperna for
den kategori olja som uppgetts, ska hela partiet forklaras inte &verens-
stimma med géllande krav.

3. KONTROLL AV VILKEN KATEGORI PARTIET TILLHOR

3.1. For att kontrollera vilken kategori ett parti tillhdr far den behdriga myndig-
heten 6ka det antal partidelprover som tas i olika delar av partiet i enlighet
med f6ljande tabell:

Tabell 3

Antal partidelprov beroende pa partiets storlek

Partiets storlek (liter) Antal partidelprover

Férre dn 7 500 2

Fran 7 500 till 25 000 3

Fran 25 000 till 75 000 4

Fran 75 000 till 125 000 5

Fran 125 000 och uppat 6+ 1 for varjci.ytteligare 50 000
iter
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Varje delprov som utgér ett partidelprov ska tas fran ett sammanhéngande
stille i partiet. Det &r nddvéndigt att notera platsen for varje partidelprov
och mirka det pa ett entydigt sétt.

Framstillningen av varje partidelprov ska utforas enligt de forfaranden som
anges 1 punkterna 1.1 och 1.2.

Varje partidelprov ska sedan underkastas de analyser som avses i
artikel 2.1.

3.2. Nar ett av resultaten av de analyser som avses i artikel 2.1 pad minst ett
partidelprov inte Gverensstimmer med egenskaperna for den kategori olja
som uppgetts, ska hela partiet forklaras inte Gverensstimma med géllande
krav.
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BILAGA Ib

BESLUTSSCHEMA FOR KONTROLL AV ATT ETT PROV AV OLIVOLJA
OVERENSSTAMMER MED DEN KATEGORI SOM UPPGETTS

Tabell 1

EXTRA JUNGFRUOLJA %
(kvalitetskriterier) T

Syrahalt % Oljan 6verensstimmer
i  inte med den kategori
10’8 | =0;8 A g som uppgetts.
a
Peroxidtal value mEq O,/kg -, ®
<20 | >20
UV-spektrofotometri
K270 < 0,22 K270 > 0,22 >
v
UV-spektrofotometri
AK < 0,01 AK > 0,01 >
UV-spektrofotometri
k232250 | K232>250 > 1 e
v :
Organoleptisk bedomning 7 Oljan verensstimmer
medianvirde fruktighet ] i ¢ inte med den kategori
>0 g medianv. frukt. = 0 V> som uppgetts.
och medianv. frukt. >0 " (b)
dianvirde defekter= ol i ", :
medianvirde defekter=0 medianv. defekter > 0
Etylestrar* | . e
ja | nej

*< 40 mglkg 2013/2014
< 35 mglkg 2014/2015
= < 30 mglkg frin skordedret 2015/2016

Kvalitetskriterierna motsvarar den kategori som uppgetts.

G4 till tabell 3. (renhetskriterier)
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Tabell 2

-
(kvalitetskriterier)

Syrahalt %
<20 ‘ >20 >
Peroxidtal mEq O,/kg
<20 ‘L > 20 >
UV-spektrofotometri
Ky70 0,25 ‘ Ky70 > 0,25 > “"_.-l“l-.-n.....
¢ .0
\w :'. Oljan ’
UV-spektrofotometri r Overensstimmer inte '-'
>+-->+ med den kategori  }
AK 0,01 ‘ AKX >0,01 H som uppgetts H
% N
& "0' (a) ,0'
. d
UV-spektrofotometri ‘o, S o
K232 < 2,60 ‘ K232 = 2,60 >
Organoleptisk bedomning
Medianv. fruktigh, > 0 | Medianv. fruktigh. = 0 >
eller
och medianv. fruktigh. >0
medianv. defekter < 3,5 | medianv. defekter > 3,5
4 ()
;f‘ ()Han .%;
Uppfyller virdena for ovanstiende parametrar + Overensstimmer inte %
kvalitetskriterierna for extra jungfruolja? ____>:' med den kategori 1}
. som uppgetts .
(tabell 1) ‘,‘ 2
% (b) .:

NEJ JA

v

Kvalitetskriterierna motsvarar den kategori
som uppgetts.
Ga till tabell 3 (renhetskriterier)

@
.0
&~
&

o
“

¥ .
ALLTTTTTT Lide
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Tabell 3

Extra jungfruolja och jungfruolja
(renhetskriterier)

““‘||llllll......
Kvalitetskriterier (tabellerna 1 och 2) .“" o,
¢ Oljan 6verensstimmer ',
JA NEJ he--m-> & inte med den kategori %
% "‘. som uppgetts R
* 5
3,5-Stigmastadiener mg/kg ' L L *
< 0,05 > 0,05 > ““IIIII.ll...
% 0”’ Oljan .'0‘
---># Overensstimmer inte
Transiomerer av fettsyror (%) i med den kategori %
(€181 <005 tC18:1 > 0,05 > ‘." som uppgetts ::
£(C18:2 + C18:3) < 0,05 t(C18:2 + C18:3) > 0,05 *, (@) o
Fettsyrahalt
~
JA NEJ -
““I .....
% 0.’ ..0
R Oljan %,
A ECN42 ¢ Overensstimmer inte %
<10.2] >10,2] \"">:_ med den kategori  :
i s, som uppgetts ¢
% ‘..'. t".
Steroler: sammansittning och totalhalt “ReEgasnE
JA NEJ >
Erytrodiol + uvaol (%) o N v,
’o’ Ol]an ’.‘
<20 ‘ 2,0 >E+U < 4,5 ‘ > 4,5 > s Overensstimmer inte °
JL : med den kategori %
> som uppgetts i
Vaxer! mg/k %, &
glkg . (b) o
<150 >150 - et
P unmss

Olivoljan overensstimmer med den kategori
som uppgetts

1C42+C44+C46
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Tilldgg 1

Jimforelsetabell mellan bilagorna till denna férordning och de analyser som avses i

beslutsschemat

— Syrahalt Bilaga II Bestamning av fria fettsyror, metod vid
lag temperatur

— Peroxidtal Bilaga III Bestdmning av peroxidtalet

— UV-spektrofotometri Bilaga IX Spektrofotometrisk analys

— Organoleptisk beddmning Bilaga XII Organoleptisk beddmning av jungfru-
olja

— Etylestrar Bilaga XX Metod for bestdimning av halten av

vaxer, fettsyrametylestrar och fettsyrae-
tylestrar med kapilldrgaskromatografi

3,5-stigmastadiener

Bilaga XVII

Metod for bestdmning av stigmastadie-
ner i vegetabiliska oljor

VvV M28
— Transisomerer av fettsyror | Bilaga X Bestaimning av fettsyrametylestrar med
gaskromatografi
— Fettsyrahalt Bilaga X Bestaimning av fettsyrametylestrar med
gaskromatografi
VY M26
— AECN42 Bilaga XVIII Bestamning av triglyceridsammansatt-
ningen i ECN 42 (skillnad mellan
HPLC-data och teoretisk halt)
— Steroler:  sammansittning | Bilaga V Bestdmning av sammanséttningen och
och totalhalt halten av steroler och triterpendialkoho-
— Erytrodiol och uvaol I?r genom gaskromatografi med kapil-
larkolonn
— Vaxer Bilaga IV Bestdmning av vaxhalten genom gas-
kromatografi med kapilldrkolonn
VvV M28
— Alifatiska alkoholer och tri- | Bilaga XIX Bestamning av halten alifatiska alkoho-
terpenalkoholer ler och triterpenalkoholer med kapilldr-
gaskromatografi
VY M26
— Mittade fettsyror i 2-stdll- | Bilaga VII Bestamning av procentandelen 2-glyce-

ning

rylmonopalmitat
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BILAGA 11

BESTAMNING AV FRIA FETTSYROR, METOD VID LAG

3.1

32

TEMPERATUR

SYFTE OCH TILLAMPNINGSOMRADE

Metoden avser bestimning av fria fettsyror i olivolja och olivolja av
pressrester. Halten av fria fettsyror uttrycks som procentandel oljesyra.

PRINCIP

Ett prov loses i en blandning av 16sningsmedel och de nérvarande fria
fettsyrorna  titreras med en 10sning av  kaliumhydroxid eller
natriumhydroxid.

REAGENSER

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

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

Neutralisera exakt vid anvindningstillfdllet med kaliumhydroxidlésningen
(3.2) med tillsats av 0,3 ml av fenolftaleinlosningen (3.3) per 100 ml
blandning.

Anmdrkning 1: Dietyleter 4r en mycket lattantidndlig vétska och kan bilda
explosiva peroxider. Sarskild forsiktighet bor iakttas vid
anvindning.

Anmdrkning 2: Om det inte d&r mojligt att anvinda dietyleter kan en
blandning av ldsningsmedel som innehaller etanol och
toluen anvindas. Vid behov kan etanolen ersittas av
propanol-2.

Kaliumhydroxid eller natriumhydroxid, titrerad etanol- eller vattenldsning,
¢(KOH) [eller ¢(NaOH)] cirka 0,1 mol/l eller, vid behov, c(KOH) [eller
c¢(NaOH)] cirka 0,5 mol/l. Losningar finns i handeln.

Den exakta koncentrationen av kaliumhydroxidlosning (eller natriumhyd-
roxidlosning) ska vara kdnd och kontrolleras fore anvdndning. Anvind en
16sning som gjorts minst fem dagar fore anvandning och dekanterats i en
brun glasflaska med gummipropp. Losningen bor vara firglos eller halm-
fargad.

Om fasseparation iakttas vid anvidndning av vattenhaltig 16sning av kali-
umhydroxid eller natriumhydroxid ska vattenlosningen erséttas med en
etanollosning.

Anmdrkning 3: En stabil farglos 16sning av kaliumhydroxid (eller natri-
umhydroxid) kan framstdllas pa foljande satt: Koka upp
1000 ml etanol eller vatten med 8 g kaliumhydroxid
(eller natriumhydroxid) och 0,5 g aluminiumspan och
fortsitt att koka under aterflode under 1 timme. Destillera
16sningen omedelbart. Los den behdvliga mangden kali-
umhydroxid (eller natriumhydroxid) i destillatet. Lat 16s-
ningen sta i flera dagar och dekantera supernatanten fran
fillningen av kaliumkarbonat (eller natriumkarbonat).

Losningen kan ocksa framstéllas utan destillation pa foljande sétt: Tillsatt
4 ml aluminiumbutylat till 1 000 ml etanol (eller vatten) och lat bland-
ningen sta i flera dagar. Dekantera supernatanten och 16s den behovliga
mingden kaliumhydroxid (eller natriumhydroxid) i den. Lésningen ar klar
for anvindning.
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3.3  Fenolftalein, 10 g/l 16sning i 95-96 procentig etanol (v/v) eller alkaliskt

bltt 6B eller tymolftalein, 20 g/l 16sning i 95-96 procentig etanol (v/v).
Vid starkt firgade oljor ska alkaliskt blatt eller tymolftalein anvéndas.

4. UTRUSTNING

Vanlig laboratorieutrustning som innefattar:

4.1 Analysvag

42 250 ml E-kolv

43 10 ml-byrett klass A, graderad i 0,05 ml, eller motsvarande automatisk
byrett.

5. METOD
5.1 Provberedning

Om provet dr grumligt ska det filtreras.

5.2 Provmingd

Ta ut ett prov beroende péd den forvintade aciditeten i enlighet med
foljande tabell:

l:((:)lij\/;r;c:;i;(ilg(lg)t Provmassa (g) Invﬁgningig())ggrannhet
0 till 2 10 0,02
> 2 till 7,5 2,5 0,01
>7,5 0,5 0,001

Vig in provet i E-kolven (4.2).

53 Bestimning

Los provet (5.2) 1 50 till 100 ml av den neutraliserade blandningen av
dietyleter och etanol (3.1).

Titrera under omrérning med 0,1 mol/l 16sning av kaliumhydroxid (eller
natriumhydroxid) (3.2) (se anmirkning 4) tills indikatorn &ndrar férg
(férgindikatorns farg ska bestd under minst 10 sekunder).

Anmdirkning 4: Om den nddvéndiga mangden kaliumhydroxidlosning pa
0,1 mol/l (eller natriumhydroxidlosning pa 0,1 mol/l)
overstiger 10 ml, anvdnd en losning pa 0,5 mol/l eller
andra pa provets massa utifran den forvéintade fria acid-
iteten och tabellen Gver forvéantad aciditet.

Anmdrkning 5: Om 16sningen blir ogenomskinlig under titreringen, till-
satt tillrackligt med 16sningsmedel (3.1) for att det ska bli
en klar 16sning.

Gor en andra bestdimning om det forsta resultatet dr hogre &n det angivna
gransvérdet for den aktuella oljekategorin.
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6. RESULTATANGIVELSER

Aciditeten som massprocent av oljesyran motsvaras av foljande:

100 VxexM

X =
1000 m 10 x m

V xecx

dar:

V = volymen kaliumhydroxid (eller natriumhydroxid) i ml som anvands
vid titreringen,

den exakta koncentrationen i mol/l av den titrerade kaliumhydrox-
idlosning (eller natriumhydroxidldsning) som anvénds,

o
Il

M = 282 g/mol, dvs. molvikten i gram per mol oljesyra,
m = provets massa i gram.

Oljesyran ska anges enligt foljande:

a) med tva decimaler for viarden frén O till och med 1.

b) med en decimal for virden stdrre &n 1 till och med 100.
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BILAGA 11

BESTAMNING AV PEROXIDVARDET

1. Tillimpningsomrade

Denna bilaga beskriver en metod for bestimning av peroxidvirdet i anima-
liska och vegetabiliska oljor och fetter.

2. Definition

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

3. Princip

Behandling av provet i 16sning i &ttiksyra och kloroform med en 16sning av
kaliumjodid. Titrering av den frigjorda joden med stélld natriumtiosulfatlos-
ning.

4. Utrustning

All utrustning som ska anvéndas maste vara fri frdn reducerande eller ox-
iderande dmnen.

Anmdirkning 1: Smorj inte slipade ytor.

4.1 3 ml glassked.

4.2 Kolvar med slipade halsar och proppar pa ca 250 ml, torkade i forvig
och fyllda med en torr, ren, inert gas (kvdve eller foretrddesvis kol-
dioxid).

4.3 Byrett med 5 ml, 10 ml eller 25 ml, graderade i 0,05 ml, helst med
automatisk nollpunktsinstéllning eller motsvarande automatisk byrett.

4.4 Analysvag.

5. Reagens

5.1 Kloroform, p.a. som befriats fran syre genom att en strdom av ren, torr
inert gas bubblats igenom den.

5.2 Isittika, p.a. som befriats frdn syre genom att en strdm av ren, torr gas
bubblats igenom den.

5.3 Kaliumjodid, mittad vattenlosning, nyligen framstilld, fri frdn jod och
jodater. Los cirka 14 g kaliumjodid i cirka 10 ml wvatten i
rumstemperatur.

5.4 Natriumtiosulfatlosning, 0,01 mol/l (motsvarande 0,01 N) exakt stilld
vattenlosning, stdlld omedelbart fére anvandning.

Forbered dagligen 0,01 mol/l natriumtiosulfatldsningen férskt fran en 0,1
mol/l standardlésning av natriumtiosulfat fére anvindning, eller faststill
den exakta molariteten. Erfarenheten visar att stabiliteten &r begrinsad
och beror pa pH-virdet och volymen av fri koldioxid. Anvind endast
nykokt vatten for utspidning, eventuellt renat med kvéve.

Foljande forfarande rekommenderas for att faststdlla den exakta molari-
teten av natriumtiosulfatlosningen:
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Vig, pa 0,001 g nér, 0,27-0,33 g kaliumjodid (mg;o3) i en métkolv (250
ml eller 500 ml) och spdd sedan till mérket med nykokt vatten (V,),
nedkylt till rumstemperatur. Med hjdlp av en pipett dverfors 5 ml eller
10 ml av denna kaliumjodatlésning (V) till en 250 ml E-kolv. Tillsétt
60 ml nykokt vatten, 5 ml saltsyra pa 4 mol/l och 25 mg till 50 mg
kaliumjodid eller 0,5 ml av den méttade kaliumjodidlosningen. Titrera
16sningen med natriumtiosulfatlosningen (V3) for att faststilla den exakta
molariteten for natriumtiosulfatlosningen.
T_mK103 X Vi x6x10 X wgos
Mygos X Vy X V3

dér
Mgjo3 4r massan av kaliumjodat, i gram
V, dr volymen av kaliumjodatlosningen, i milliliter (5 ml eller 10 ml)
V, dr den totala volymen av kaliumjodatldsningen, i milliliter (250 ml
eller 500 ml)
V3 dr volymen av natriumtiosulfatlosningen, i milliliter
W03 ar renheten av kaliumjodat i g/100 g
Mkio3 dr molekylmassan av kaliumjodat (214 g/mol)
T &r den exakta molariteten hos natriumtiosulfatlosningen (mol/l).

5.5 Stirkelselosning, 10 g per liter vattenlosning nyligen framstélld av na-
turlig 16slig stérkelse. Motsvarande reagens kan ocksa anvéndas.

6. Prov

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

7. Forfarande

Analysen maste genomforas i diffust dagsljus eller artificiellt ljus. Vég in i ett
vigglas (4.1) eller om inte detta gar i en kolv (4.2) pa 0,001 g nir, en mingd
av provet som oOverensstimmer med foljande tabell enligt det forvéntade

peroxidvirdet:
Férvéntat peroxidvirde Provets vikt
(meq) (8

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 (4.2) och for in vigglaset som innehéller provet.
Tillsédtt 10 ml kloroform (5.1). Lds provet snabbt under omrorning. Tillsdtt 15
ml attiksyra (5.2) och sedan 1 ml kaliumjodidlsning (5.3). Sétt snabbt i
proppen, skaka om under en minut och lat std i morker exakt 5 minuter
vid en temperatur mellan 15 och 25 °C.
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Tillsdtt ca 75 ml destillerat vatten. Titrera den frigjorda joden med natrium-
tiosulfatlosning (5.4) under omskakning och anvénd stéirkelselosning (5.5)
som indikator.

Genomfor tva bestimningar pd samma prov.

Genomfor samtidigt ett blindprov. Om resultatet av blindprovet dverstiger
0,05 ml av 0,01 N natriumtiosulfatlosning (5.4) ersitt de orena reagenserna.

8. Redovisning av resultaten

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

V' xT %1000
- m

PV

dar

V = antalet ml av den stéllda tiosulfatlosningen (5.4) som anvénds i provet
korrigerad for resultatet av blindprovet.

T = den exakta molariteten hos natriumtiosulfatlosningen (5.4) som an-
véands, i mol/l.

m = vikten i gram av provet.

Som resultat tas det aritmetiska medelvéirdet av de tva bestimningarna som
genomforts.

Rapportera resultatet uttryckt en decimal.
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BILAGA IV

BESTAMNING AV VAXHALT MED KAPILLARGASKROMATOGRAFI

1. SYFTE

Metoden avser bestdimning av vaxhalten i olivolja. Vaxerna separeras efter
antalet kolatomer. Metoden anvénds sérskilt for att skilja mellan olivolja
som framstillts genom pressning och olivolja som framstéllts genom ex-
traktion.

2. PRINCIP

Oljan blandas med ldmplig intern standard och fraktioneras sedan genom
kromatografi pa kiselgelkolonn. Den fraktion som forst elueras under test-
forhallanden (och som har ldgre polaritet dn triglyceriderna) samlas upp
och analyseras dédrefter direkt med hjalp av gaskromatografi pa kapillér-
kolonn.

3. UTRUSTNING
3.1 E-kolv 25 ml.

3.2 Gaskromatografikolonn av glas, innerdiameter 15,0 mm, lingd 30-40 cm,
med kran.

3.3 Gaskromatograf som ar anpassad till kapillirkolonn, utrustad med ett
system for direktinjektion i kolonnen och bestaende av foljande:

3.3.1 Termostatstyrd, programmerbar kolonnugn.
3.3.2 ”On column” -injektor for direktinjektion i kolonnen.
3.3.3 En flamjonisationsdetektor och forstarkare.

3.3.4 Skrivare/integrator som ar anpassad till forstarkaren (3.3.3), med respons-
tid pa hogst 1 sekund och med variabel pappershastighet. (Det gar ocksé
att anvdnda datasystem for insamling av gaskromatografidata via PC.)

3.3.5 Kapillarkolonn av glas eller kvarts, ldngd 8-12 m, innerdiameter 0,25—
0,32 mm, vars vitskefas har en filmtjocklek pd 0,10-0,30 pm. (Vitskefas
anpassad efter anviandning, av typen SES2 eller SE 54 som finns i han-
deln.)

3.4  Sprutor pa 10 pl med hirdad nal for direktinjektion i kolonnen.
3.5  Elektrisk vibrator.

3.6  Rotationsindunstare.

3.7  Muffelugn.

3.8  Analysvdg med en noggrannhet pa + 0,1 mg.

3.9  Standarduppsittning av laboratorieglas.

4. REAGENS
4.1  Kiselgel med en kornstorlek pad 60-200 pm.
Placera kiselgelen i ugnen vid 500 °C i minst fyra timmar. Efter kylning,

tillsétt 2 % wvatten till kiselgelen. Skaka ordentligt for att homogenisera
blandningen. Forvara morkt i minst 12 timmar fore anvindning.
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4.2 n-hexan for kromatografi.

4.3  Etyleter for kromatografi.

4.4  n-heptan for kromatografi.

4.5  Standardlosning av 0,1 % (m/V) laurylarakinat i hexan (intern standard).
(Aven palmitylpalmitat eller myristylstearat kan anvéndas.)

4.5.1 Sudan-1-(1-fenyl-azo-2-naftol)

4.6  Birgas: vitgas eller helium, ren, for gaskromatografi.

47  ”Make-up” -gas:

— ren vitgas for gaskromatografi.

— ren luft for gaskromatografi.

5. METOD
5.1  Preparering av kromatografikolonnen

Slamma upp 15 g kiselgel (4.1.) i n-hexan (4.2.) och héll det i kolonnen
(3.2.). Lat kiselgelen sedimentera. Slutfér sedimenteringen med hjélp av
en elektrisk vibrator (3.5.) for att f& den kromatografiska stationdra fasen
mer homogent packad. Skdlj med 30 ml n-hexan for att avldgsna even-
tuella orenheter. Véig upp (3.8.) 500 mg av provet i en E-kolv pa 25 ml
(3.1.), tillsatt lamplig méngd intern standard (4.5.) beroende pa uppskattad
vaxhalt. Tillsitt 0,1 mg laurylarakinat for olivolja och 0,25-0,5 mg for
olja av olivrestprodukter. Provet &verfors sedan till kromatografikolonnen
tillsammans med tva portioner n-hexan (4.2) pa 2 ml vardera.

Lat 16sningen rinna till 1 mm ovanfor adsorbentlagret, tillsétt sedan ytter-
ligare 70 ml n-hexan for att eliminera de naturligt forekommande n-alka-
nerna. Borja sedan den kromatografiska elueringen genom att samla upp
180 ml av n-hexan/etyleterblandningen (99:1), med en hastighet pa cirka
15 droppar/10 s. Elueringen av provet skall ske vid en temperatur pa
22 + 4 °C.

Anmdrkningar: — Blandningen n-hexan/etyleter (99:1) skall beredas
varje dag.

— For en visuell kontroll av att elueringen av vaxerna
sker korrekt kan 100 upl sudan (1 %) tillséttas
elueringsblandningen. Eftersom fargdmnet har en re-
tentionstid som ligger mellan den for vaxerna och
triglyceriderna bor elueringen avslutas nér fargningen
natt botten av kolonnen, eftersom alla vaxer da har
eluerats.

Torka den erhallna fraktionen i en rotationsindunstare (3.6.) tills néstan
allt 16sningsmedel forsvunnit. Avldgsna de sista 2 ml av 19sningsmedlet
med hjdlp av en svag kvdvgasstrom, tillsdtt sedan 2—4 ml n-heptan.

5.2 Analys med gaskromatografi
5.2.1 Forberedelser

Montera kolonnen i gaskromatografen (3.3.) genom att ansluta inloppet till
injektionssystemet och utloppet till detektorn. Kontrollera gaskromatogra-
fen (att gasanslutningarna &r tita, detektorns och skrivarens effektivitet,
etc.).
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Om kolonnen anvinds for forsta gangen bor den forst konditioneras. Lat
en liten méngd gas stromma genom kolonnen och sitt sedan pa
gaskromatografen. Varm upp den gradvis under ca 4 timmar till en tem-
peratur pa 350 °C. Behall denna temperatur i minst 2 timmar och still
dérefter in ldmpliga analysparametrar (stdll in gasflodet, tind flamman,
anslut skrivaren/integratorn (3.3.4.), stéll in injektor-, kolonn- och detek-
tortemperaturen). Se till att signalen har en kédnslighet som &r minst tva
ganger hogre dn den niva som krivs for att utfora analysen. Baslinjen
skall vara rak och stabil, utan toppar.

Om baslinjen driver nedat tyder det pa att kolonnen inte ar korrekt
ansluten. Om den driver uppét tyder det pa att kolonnen inte har blivit
ordentligt konditionerad.

5.2.2 Val av analysparametrar

Analysparametrarna viljs normalt enligt f6ljande:

— kolonntemperatur:
20 °C/ 5°C/ 20 °C/
minut minut minut
Starttem- — 240 °C — 325 °C — 340 °C
peratur 6" (107
80 °C
)

— Detektortemperatur: 350 °C;

— Injicerad méngd: 1 pl 16sning (2—4 ml) n-heptan

— Birgas: helium eller vitgas med en linjar hastighet som &r optimal for
den gas som valts (se tilldgget)

— Instrumentets kénslighet: anpassad efter betingelserna nedan:

Beroende pa kolonnens och gaskromatografens egenskaper kan beting-
elserna behdva dndras for att man skall f en separation av samtliga vaxer,
en tillfredsstdllande upplosning av toppar (se figur) och en retentionstid
for den interna standarden C;, pa 18 + 3 minuter. Vaxernas mest repre-
sentativa topp skall motsvara minst 60 % av fullt skalutslag.

Bestdm parametrarna for integration av topparna pa ett sadant sétt att en
korrekt uppskattning av toppareorna erhalls.

Anm.: Med tanke pa den hoga sluttemperaturen tillats en positiv drift pa
hogst 10 % av fullt skalutslag.

5.3  Analysforfarande

Sug med hjilp av en 10 pl spruta upp 1 pl av 16sningen. Dra tillbaka
kolven tills nalen ar tom. For in nalen i injektorn och injicera snabbt efter
1-2 sekunder. Efter cirka 5 sekunder dras nalen forsiktigt ut.

Utfor registreringen tills alla vaxer &r helt eluerade.
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Baslinjen maste alltid uppfylla de faststillda villkoren.
5.4  Identifiering av toppar

Identifiera topparna utifrdn retentionstiderna genom att jamféra dem med
blandningar av vaxer med kénda retentionstider analyserade under samma
betingelser.

Figuren visar ett kromatogram for vaxer av jungfruolja.

5.5  Kovantitativ analys
Bestam toppareorna for den interna standarden och de alifatiska estrarna
frin Cy till C4¢ med hjélp av integratorn.

Berdkna vaxhalten i var och en av estrarna (uttryckt som mg/kg fettimne)
med hjdlp av foljande formel:

A, x mg x 1000

ester, mg/kg = T
m
S

dér:

A, = topparean for varje ester, i kvadratmillimeter

Ay = topparean for den interna standarden, i kvadratmillimeter

mg = mangden tillsatt intern standard, i milligram

m = den mingd av provet som tagits ut for analys, i gram.
6. REDOVISNING AV RESULTAT

Ange totalhalten av de olika vaxerna fran Cyq till Cyq, i mg/kg fettdimne
(ppm).

Anm.: De komponenter som skall kvantifieras med hjélp av motsvarande
toppar i kromatogrammet (se figur nedan) ar estrar med ett jamnt
antal kolatomer (Cyq till Cy). Om estertoppen Cyg dr svar att
identifiera (dubbeltopp) bér man analysera vaxfraktionen for en
olja av olivrestprodukter dir Cye-toppen ar léttidentifierad eftersom
den &r klart storst.

Resultaten uttrycks med en decimal.
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Figur
Kromatogram for vaxer i olivolja (')
30 .ooﬂ 1 M
LS.
25.00 ]
20 .00
15.00
4
3
10 .00
2
2' 1 d
5.00-] 3'
' %
0 .00 " ] |
1 6
T T T T T T T
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Forklaringar:
LS. = Laurylarakinat
1. = Diterpenestrar

2 + 2" = Cyg-estrar

3 + 3" = Cyy-estrar

4+4 = C44-estrar

5. = Cyg-estrar

6. = Sterolestrar och triterpenestrar

(") Efter eluering av sterolestrarna far kromatogrammet inte uppvisa nagra signifikanta toppar (triglycerider).
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Tilligg

Bestimning av gasens linjira hastighet

Stéll in normala giangse analysparametrar och injicera darefter 1-3 pl metan eller
propan i gaskromatografen. Mat den tid det tar for gasen att ga igenom kolonnen,
fran det att den injiceras tills toppen passerat (tyy).

Den linjira hastigheten i cm/sekund erhélls genom formeln L/ty; ddr L &r kolon-
nens lingd i cm och ty dr den uppmitta tiden i sekunder.
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BILAGA V

BESTAMNING AV SAMMANSATTNINGEN OCH HALTEN AV

STEROLER OCH TRITERPENDIALKOHOLER GENOM
GASKROMATOGRAFI MED KAPILLARKOLONN
1. SYFTE

Metoden avser bestdmning av de enskilda och totala sterol- och triter-
pendialkoholhalterna hos olivolja och olivolja av pressrester.

2. PRINCIP

Olja med tillsats av a-kolestanol som intern standard, fortvalas med
kaliumhydroxid i etanollésning och de ofortvalbara &mnena extraheras
sedan med etyleter.

Sterol- och triterpendialkoholfraktionen separeras fran de ofortvéalbara
amnena genom tunnskiktskromatografi pa en basisk kiselgelplatta. De
fraktioner som atervunnits fran kiselgelen dverfors till trimetylsilyletrar
och analyseras genom gaskromatografi med kapillarkolonn.

3. UTRUSTNING

Sedvanlig laboratorieutrustning, i synnerhet foljande:

3.1. 250 ml kolv forsedd med aterflodeskylare med slipade anslutnings-
fogar.

3.2. 500 ml separertratt.

3.3. 250 ml kolvar.

3.4. Komplett apparatur for tunnskiktskromatografi med 20 x 20 cm
glasplattor.

3.5. UV-lampa: 254 eller 366 nm.

3.6. Mikrosprutor, 100 och 500 pl.

3.7. En cylindrisk filtrertratt med pordést membran G 3 (porositet 1540

pm) och med en diameter pa ca 2 cm, ett djup pa 5 cm som passar for
vakuumfiltrering, med hanslipning.

3.8. 50 ml vakuum-E-kolv med slipad glashals som kan anvindas for fil-
trertratten (punkt 3.7).

3.9. 10 ml provrér med konisk botten och glaspropp.

3.10. Gaskromatograf ldmpad for anvéndning med kapillirkolonn med spli-
tinjektion, bestaende av

3.10.1.  termostatstyrd kolonnugn som kan hélla den Onskade temperaturen
med en noggrannhet av £ 1°C,

3.10.2.  injektor med instdllbar temperatur och forsedd med ett forangnings-
element av glas med silaniserad yta och splitsystem,

3.10.3.  Flamjoniseringsdetektor.

3.10.4. System for datainsamling lampligt for anvindning tillsammans med
flamjoniseringsdetektorn (punkt 3.10.3.) som kan stillas in pd manuell
integration.

3.11. Kapillarkolonn med kiseldioxid med en ldngd pa 20 till 30 meter,
innerdiameter 0,25 till 0,32 mm, belagd med 5 % difenyl - 95 %
dimetylpolysiloxan (SE-52 eller SE-54 stationir fas eller motsvarande),
med en enhetlig filmtjocklek mellan 0,10 och 0,30 pum.
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3.12. Mikrospruta pa 10 pl, for gaskromatografi, med hérdad nal ldmplig for
splitinjektion.
3.13. Exsickator med kalciumklorid.
4. REAGENS
4.1. Kaliumhydroxid, minst 85 %.
4.2. Kaliumhydroxid, circa 2 N, i etanol.

Los 130 g kaliumhydroxid (punkt 4.1) under kylning i 200 ml des-
tillerat vatten och spidd sedan till 1 liter med etanol (punkt 4.10).
Forvara 16sningen i vél tillslutna, morka flaskor som lagras i hogst

tva dagar.
4.3. Etyleter, av analyskvalitet.
4.4. Kaliumhydroxid, circa 0,2 N, i etanol.

Los 13 g kaliumhydroxid (punkt 4.1) i 20 ml destillerat vatten och
spad till 1 liter med etanol (punkt 4.10).

4.5. Vattenfritt natriumsulfat, av analyskvalitet.

4.6. Glasplattor (20 x 20 cm) tickta med kiselgel utan flouresceinsindika-
tor, tjocklek 0,25 mm (finns i handeln firdiga for anvéndning).

4.7. Toluen, av kromatografisk kvalitet.

4.8. Aceton, av kromatografisk kvalitet.

4.9. n-Hexan, av kromatografisk kvalitet.

4.10. Etyleter, av kromatografisk kvalitet.

4.11. Etanol av analytisk kvalitet.

4.12. Etylacetat av analytisk kvalitet.

4.13. Referenslosning for tunnskiktskromatografi: kolesterol eller fytosterol,

och Erytrodiol 5 % 16sning i etylacetat (punkt 4.11).

4.14. 2,7-diklorflourecein, 0,2 %, i etanollosning. Denna gors ldtt basisk
genom att tillsétta ett par droppar 2 N alkoholisk kaliumhydroxidlos-
ning (punkt 4.2).

4.15. Vattenfri pyridin, av kromatografisk kvalitet (se Anméarkning 5).
4.16. Hexametyldisilasan av analyskvalitet.

4.17. Trimetylklorosilan av analyskvalitet.

4.18. Provldsningar av steroltrimetylsilyletrar.

Bereds omedelbart fore anvindning av steroler och erytrodiol som
erhéllits fran oljor som innehéller dem.

4.19. a-Kolestanol, renhet 6ver 99 % (renheten méste kontrolleras genom
analys med gaskromatografi)

4.20. a-kolestanol som intern standard, 0,2 % losning (m/V) i etylacetat
(punkt 4.11).

4.21. Fenolftaleinlosning, 10 g/l i etanol (punkt 4.10).
4.22. Birgas: vite eller helium, av gaskromatografisk kvalitet.
4.23. Hjalpgaser: vite, helium, kvdve och luft, av gaskromatografisk kva-

litet.
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4.24. n-Hexan (punkt 4.9)/etyleter (punkt 4.10): blandning 65:35 (V/V).

4.25. Silyleringsreagens, bestdende av en blandning 9:3:1 (V/V/V) av pyri-
din/hexametyldisilasan/trimetylklorosilan.

5. UTFORANDE

5.1. Beredning av ofbrtvalbara damnen

S5.1.1. Med hjélp av en 500 pl mikrospruta (punkt 3.6) infors i 250 ml kolven
(punkt 3.1) en volym o-kolestanol som intern standard (punkt 4.20)
innehallande en méingd kolestanol motsvarande ca 10 % av sterolhal-
ten 1 provet. Exempelvis tillsdtts 500 pl o-kolestanolldsning (punkt
4.20) per 5 g prov ndr det giller olivolja och 1500 pl for olivolja
av pressrester. Indunsta till torrhet under en forsiktig strém av kvéve i
ett varmt vattenbad. Kyl kolven. Vig upp 5+0,01 g torrt filtrerat prov i
kolven.

Anmdrkning 1: Animaliska eller vegetabiliska oljor och fetter som
innehéller betydande kvantiteter av kolesterol kan
visa en topp med en retentionstid som &r ndra den
for kolestanol. Om detta intraffar maste sterolfraktio-
nen analyseras dubbelt med och utan intern standard.

5.1.2. Tillsétt 50 ml 2 N kaliumhydroxid i etanollosning (punkt 4.2) och lite
pimpsten. Sitt pa aterflodeskylaren och vdrm till svag kokning tills
fortvélning intrdder (16sningen blir klar). Fortsétt upphettningen under
ytterligare 20 minuter, och tillsitt sedan 50 ml destillerat vatten fran
toppen av aterflodeskylaren. Ta bort kylaren och kyl kolven till ca
30 °C.

5.1.3. Overfor kolvens innehall kvantitativt till en 500 ml separertratt (punkt
3.2) genom att anvinda flera portioner destillerat vatten (50 ml). Till-
sdtt cirka 80 ml etyleter (punkt 4.10). Skaka omsorgsfullt i ungefir 60
sekunder och frigor regelbundet trycket genom att véinda upp och ned
pa separertratten och Oppna avstdngningsventilen. Lat sta tills de tva
faserna har separerats fullstindigt (Anméarkning 2).

Overfor direfter tvallosningen si fullstindigt som mojligt i en annan
separertratt. ~ GenomfGr  ytterligare  tvd  extraheringar  av
vatten-alkoholfasen pa samma sétt med anvindande av 60-70 ml ety-
leter (punkt 4.10).

Anmdrkning 2: Eventuell emulsion kan forstoras genom tillsats av sma
kvantiteter etanol (punkt 4.11).

5.1.4. Samla de tre eterextrakten i en separertratt som innehaller 50 ml vat-
ten. Fortsitt att tvdtta med vatten (50 ml) till dess att tvéttvattnet inte
langre ger en rosa farg vid tillsdttning av en droppe fenolftaleinlosning
(punkt 4.21).

Nar tvéttvattnet har avldgsnats, filtrera pa vattenfritt natirumsulfat
(punkt 4.5) ner i en i forvdg vigd 250 ml kolv, och tvitta dérefter
tratten och filtret med sma méngder etyleter (punkt 4.10).

5.1.5. Lat 16sningsmedlet avdunsta genom destillation i rotationsindunstare
vid 30 °C under vakuum. Tillsdtt 5 ml aceton och avlagsna det flyk-
tiga 16sningsmedlet helt i en svag luftstrom. Torka aterstoden i torks-
kap vid 103 £ 2 °C i 15 minuter. Kyl i exsickator och vig med 0,1 mg
noggrannhet.
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5.2. Separation av sterol- och triterpendialkoholfraktionen (erytrodiol +
uvaol)
5.2.1. Beredning av de basiska plattorna for tunnskiktskromatografi. Sank ner

kiselgelplattorna (punkt 4.6) circa 4 cm i 0,2 N kaliumhydroxidetanol-
16sning (punkt 4.5) i 10 sekunder och lat sedan torka i dragskap i tva
timmar varefter de placeras i ett torkskap vid 100 °C i en timme.

Ta ut plattorna fran torksképet och forvara dem i en exsickator (punkt
3.13) med kalciumklorid tills de ska anvéndas (plattor som behandlas
pa detta sétt méste anvéndas inom 15 dagar).

Anmdrkning 3: Om kiselelplattor anvinds for att separera sterolfrak-
tionen behdver inte de ofortvalbara fraktionerna be-
handlas med aluminumoxid. P& det hir sittet kan
alla sura foreningar (fettsyror och andra) behallas pa
identifieringslinjen och sterolbandet separeras klart
fran de alifatiska alkoholernas och triterpenalkoholer-
nas band.

5.2.2. Fyll p& n-hexan/etyleterblandningen (punkt 4.24) (Anmérkning 4) i
framkallningskammaren till ett djup av circa 1 cm. Sting kammaren
med tillhdrande lock och lat sta svalt ca en halvtimme sé att jaimn-
vikten vitska/gas instiller sig. Remsor av filtrerpapper som doppas ner
i eluenten kan placeras pa insidorna av kammaren. Detta minskar
framkallningstiden med ca en tredjedel och astadkommer en jimnare
eluering av komponenterna.

Anmdrkning 4: Framkallningsblandningen ska bytas for varje test for
att fa exakt reproducerbara elueringsforhallanden. En
blandning av 50:50 (V/V) av n-hexan/etyleter kan
ocksa anvindas.

5.2.3. Forbered en circa 5 % l6sning av de ofortvalbara amnena (punkt 5.1.5)
i etylacetat (punkt 4.12) och stryk ut med 100 pl mikrosprutan 0,3 ml
av losningen smalt och jamnt pa den nedre delen (2 cm) av kromato-
grafiplattan. Placera i linje med strykningen 2 till 3 pl av referens-
l16sningen (4.13) sa att sterol- och triterpendialkoholbandet kan identi-
fieras efter framkallning.

5.2.4. Placera plattan i framkallningskammaren som iordningstillts enligt
punkt 5.2.2. Rumstemperaturen ska héllas mellan 15 och 20 °C (An-
mérkning 5). Sting kammaren omedelbart med locket och péborja
elueringen tills 16sningsmedlets framre kant nér till ca 1 cm fran
ovre dnden av plattan. Ta ut plattan ur framkallningskammaren och
lat 16sningsmedlet avdunsta i en strom av varmluft eller genom att
plattan far ligga en kort stund i dragskép.

Anmdrkning 5: Hogre temperatur kan forsdmra separationen.

5.2.5. Spraya plattan l4tt och jamnt med 2,7-diklorfloureceinldsningen (punkt
4.14) och lat torka. Nar plattan betraktas i ultraviolett ljus kan sterol-
och triterpendialkoholbanden identifieras genom att de ligger i hojd
med fliackarna som erhallits frén referenslosningen (punkt 4.13). Mar-
kera dnden av banden lings kanterna av flouroscensen med svart
blyerts (se TLC-platta, figur 3).

5.2.6. Skrapa med hjilp av en metallspatel bort kiselgelen fran det markerade
omradet. Placera det finférdelade materialet som tagits bort i filtrert-
ratten (punkt 3.7). Tillsiatt 10 ml het etylacetat (punkt 4.12), blanda
omsorgsfullt med metallspateln under vakuum och filtrera i E-kolven
(punkt 3.8) som &r ansluten till filtrertratten.
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Tvitta dterstoden i kolven tre gdnger med etyleter (punkt 4.3) (circa 10
ml varje gang) och samla upp filtratet i samma kolv som &r ansluten
till filtrertratten, Indunsta filtratet till en volym pa 4-5 ml och 6verfor
resterande 16sning till det tidigare vdgda 10 ml provréret (punkt 3.9),
lat indunsta fullstdndigt under latt uppvarmning, i svagt kviveflode,
fyll p& nytt genom att anvinda nagra droppar aceton (punkt 4.8) och
indunsta till torrhet.

Aterstoden i provroret bestir av sterol- och triterpendialkoholfraktio-
nerna.

5.3. Preparering av trimetylsilyletrarna

5.3.1. Tillsatt silyleringsreagensen (punkt 4.25) (Anmérkning 6), i forhallan-
det 50 pl for varje mg steroler och triterpendialkoholer, i provroret
som innehéller sterol- och triterpenfraktionen. Undvik upptag av fuk-
tighet (Anmérkning 7).

Anmdrkning 6: Losningar som ér klara for anvéndning finns i handeln.
Andra silyleringsreagensen, sasom bistrimethylsilyltri-
fluoracetamid + 1 % trimetylklorosilan, som maste
spiddas med lika stor volym vattenfri pyridin finns
ocksa i handeln.

Pyridinet kan ersittas med samma méngd acetonitril.

5.3.2. Sétt proppen i provroret, skaka forsiktigt (utan att vinda pa det) tills
foreningarna &r helt 16sta. Lat std i minst 15 minuter i rumstemperatur
och centrifugera sedan i ett par minuter. Den klara 10sningen ar nu
fardig for analys med gaskromatografi.

Anmdrkning 7: Eventuell bildning av en svag opalescens dr normal
och inverkar inte. Bildandet av en vit flockning eller
rosafdrgning &r tecken pa ndrvaro av fukt och sonder-
fall hos reagensen. Om detta intréffar ska testet upp-
repas (endast om hexametyldisilazan/trimetylklorsilan

anvinds).
5.4. Analys med gaskromatografi
54.1. Forberedelser, iordningstillande av kapillarkolonn.

5.4.1.1.  Montera kolonnen (punkt 3.11) i gaskromatografen genom att kolon-
nens inlopp ansluts till splitinjektorn och kolonnens utlopp till detek-
torn.

En allmén kontroll av gaskromatografen genomfors (gasanslutningarna
ska vara tdta, detektorn i fullgott skick, splitsystem och registrerings-
system fungerarande etc).

5.4.1.2.  Om kolonnen anvinds for forsta gangen rekommenderas det att den
forst prepareras: En liten méngd gas far flyta genom kolonnen och
sedan kopplas gaskromatografen pa och en gradvis upphettning ge-
nomfors tills temperaturen dr minst 20 °C 6ver drifttemperaturen (An-
mérkning 8). Denna temperatur bibehalls i minst tva timmar och sedan
stills kromatografen iordning for driftforhallanden (instdllning av gas-
flode och splittning, tdndning av flamman, anslutning till databehand-
lingssystemet, instéllning av temperaturen i kolonnen, detektorn och
injektorn), och registrera signalen med en kéanslighet som &r minst tva
ganger hogre 4n den som berdknas for analysen. Baslinjen ska vara
linjér, utan nagra toppar av nagot slag, och fér inte visa tecken pa drift.
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Negativ rak drift av linjen &r tecken pé otdta kolonnanslutningar, me-

dan en positivt drift tyder pa otillricklig preparering av kolonnen.

Anmdirkning 8: Temperaturen vid prepareringen ska vara minst 20 °C
lagre 4n den maximitemperatur som specificeras for
den stationira fas som anvénds.

54.2. 5.4.2 Val av analysparametrar.

5.4.2.1. Analysparametrarna viljs enligt foljande:
— Kolonntemperatur: 260 + 5 °C.
— Injektortemperatur: 280-300 °C.
— Detektortemperatur: 280-300 °C.

— Linjar hastighet for bargasen: helium 20-35 cm/s, vite 30-50
cm/s.

— Splitférhallande 1:50—1:100.

— Instrumentets kénslighet: 4-16 ganger hogre 4n minimikénsligheten.
— Registreringskénslighet: 1-2 mV fullt skalutslag.

— Kovantitet av det injicerade dmnet: 0,5-1 pl TMSE-16sning.

Dessa parametrar kan éndras beroende pa egenskaperna hos kolonnen
och gaskromatografen for att fa kromatogram som uppfyller foljande
krav:

— Retentionstiden for B-sitosteroltoppen bor vara 20 £ 5 minuter.

— Kampesteroltoppen bor vara foljande: for olivolja (medelhalt 3 %)
20 + 5 % av fullt utslag, for sojaolja (medelhalt 20 %) 80 + 10 %
av fullt utslag.

— Alla ndrvarande steroler maste separeras. Forutom att separeras
maste alla toppar vara helt och hallet synliga, dvs varje toppkurva
ska atervdnda till baslinjen innan nista topp ritas. Ofullstindig
upplosning kan emellertid tolereras under forutséttning att toppen
vid RRT 1,02 (sitostanol) kan kvantifieras med hjélp av topphoj-
den.

5.4.3. Analysforfarande

5.4.3.1.  Sug med hjélp av en 10 pl mikrospruta upp 1 pl hexan, sug in 0,5 pl
luft och sedan 0,5-1 pl av provldsningen. Dra ut kolven ur sprutan
ytterligare sd att kanylen toms. Stick in kanylen genom membranet i
injektorn och spruta snabbt efter en till tvd sekunder in innehallet och
drag sedan sakta ut kanylen efter ca fem sekunder.

En automatisk injektor kan dven anvéndas.

5.43.2. Genomfor registreringen tills de nérvarande triterpendialkoholernas
TMSE har eluerats fullstindigt. Baslinjen maste fortsdtta att uppfylla
kraven (punkt 5.4.1.2).

5.4.4. Identifiering av toppar

Identifiera individuella toppar p& grundval av retentionstiderna och
genom  jimforelse med  blandningen av  sterol-  och
triterpendialkohol-TMSE, som analyseras med samma parametrar (se
tillagget).
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Sterolerna och triterpendialkoholerna elueras i foljande ordning: kole-
sterol, brassikasterol, ergosterol, 24-metylenkolesterol, kampesterol,
kampestanol, stigmasterol, A7-kampesterol, A5,23-stigmastadienol,
klerosterol, B-sistosterol, sitostanol, AS5-avenasterol, AS5,24-stigmas-
tadienol, A7-stigmastenol, A7-avenasterol, erytrodiol och uvaol.

Retentionstiderna for sitosterol f6r SE-52- och SE-54-kolonner framgar
av tabell 1.

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

5.4.5.1. Berdkna arcorna for a-kolestanol- och sterol- och triterpendialkohol-
topparna med hjilp av databehandlingssystemet. Bortse fran toppar for
foreningar som inte finns med (ergosterol ska inte berdknas) bland de
som &r upptagna i tabell 1. Responsen for a-kolestanol ska vara lika
med 1.

5.4.5.2. Beridkna koncentrationen for varje sterol i mg/100 g fett enligt foljande:

A, xmg x 1000

sterol x =
Ay Xxm

dar

A, = arean av sterol x, enligt berdkning av databehandlingssystemet

>
I

s = arean av toppen for a-kolestanol, enligt berdkning av databe-
handlingssystemet

mg = massan av tillsatt a-kolestanol i milligram

m = massan av det prov som anvints for bestimningen, i gram.
6. RESULTAT
6.1. Ange de enskilda sterolkoncentrationerna i milligram per 100 g fett

och summan av dem som "summan av sterolerna".

Sammansittningen av var och en av de enskilda sterolerna och av
erytrodiol och uvaol bor uttryckas med en decimals noggrannhet.

Sammansittningen av summan av sterolerna ska anges utan decimal.

Vv M28
6.2. Berdkna procentandelen av varje enskild sterol som forhallandet mel-
lan den aktuella topparean och den totala topparean for steroler:

A
sterol, = Z—XA x 100
dar
A, = topparea for x,
YA = total topparea for steroler.

VY M26
6.3. Apparent B-sitosterol: A5-23-stigmastadienol + klerosterol + f-sitoste-
rol + sitostanol + A5-avenasterol + A5-24-stigmastadienol.
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6.4. Berdkna den procentuella andelen erytrodiol och uvaol:

Er+ U
Erythrodiol 4 uvaol = _ ety x 100
Er+ Uv+ XA

dér
YA = summan av areorna for sterol enligt berdkning av databehand-

lingssystemet
Er = arean for erytrodiol enligt berdkning av databehandlingssyste-

met

Uv

arean for uvaol enligt berdkning av databehandlingssystemet
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Tilligg

Bestimning av den linjira hastigheten hos gasen

Spruta in 1-3 pl metan (eller propan) i gaskromatografen under vanliga ???ana-
lysparametrar??? och maét den tid det tar for gasen att passera kolonnen fran
insprutningsogonblicket till den tidpunkt da toppen framtrader (tM).

Den linjéra hastigheten i cm/s erhalls genom L/tM déar L &r kolonnens ldngd i cm

och tM &r den uppmétta tiden i sekunder.

Tabell 1

Relativa retentionstiden for steroler

Relativ retentionstid

Topp Identifiering —— —
kolumn kolumn
1 Kolesterol A-5-kolesten-3/3-ol 0,67 0,63
2 Kolestanol Sa-kolestan-3/3-ol 0,68 0,64
3 Brassikasterol [24S]-24-metyl-A-5,22-kolestadien-3/3-ol 0,73 0,71
* Ergosterol [24S] 24 metyl A5-7-22 kolestatrien 3B-ol 0,78 0,76
4 24-metylenkolesterol 24-metylen-A-5,24-kolestadien-3/3-01 0,82 0,80
5 Kampesterol [24R]-24-metyl-A-5-kolesten-3/3-ol 0,83 0,81
6 Kampestanol [24R]-24-metylkolestan-3/3-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol [24S]-24-etyl-A-5,22-kolestadien-3/3-ol 0,88 0,87
8 A-7-kampesterol [24R]-24-metyl-A-7-kolesten-3/3-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol [24R,S]-24-etyl-A-5,23-kolestadien-3/3-0l 0,95 0,95
10 Klerosterol [24S]-24-etyl-A-5,25-kolestadien-3/3-ol 0,96 0,96
11 3-sitosterol [24R]-24-etyl-A-5-kolesten-3/3-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-etyl-kolestan-3/3-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol [24Z]-24-etyliden-A-5-kolesten-3/3-ol 1,03 1,03
14 A-5-24-stigmastadienol [24R,S]-24-etyl-A-5,24-kolestadien-3/3-ol 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol [24R,S]-24-etyl-A-7-kolesten-3/3-ol 1,12 1,12
16 A-T-avenasterol [24Z]-24-etyliden-A-7-kolesten-3/3-ol 1,16 1,16
17 Erytrodiol Sa olean-12en-3328-diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-ursen-3328-diol 1,52 1,52
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Figur 1

Gaskromatogram for sterol- och triterpendialkoholfranktionen av raffinerad olivolja (som
tillsatts intern standard)
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Figur 2

Gaskromatogram for sterol- och triterpendialkoholfranktionen av en bomolja (som tillsatts
intern standard)
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Figur 3

TLC-platta av olivolja av pressrester med det omride som maste skrapas for att bestimma
forekomsten av steroler och triterpendialkoholer

1 — Skvalen
2 — Triterpenalkoholer och alifatiska alkoholer
3 — Steroler och triterpendialkoholer

4 — ?77?Start??? och fria fettsyror
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BILAGA VII

BESTAMNING AV PROCENTANDELEN 2-GLYCERYLMONOPALMITAT

1. SYFTE OCH TILLAMPNINGSOMRADE

Metoden avser bestdimning av procentandelen palmitinsyra i 2-stéllning
for triglycerider genom bestimning av 2-glycerylmonopalmitat.

Metoden kan tillimpas pa flytande vegetabiliska oljor vid en temperatur
pa 20 °C.

2. PRINCIP

Efter beredning av oljeprovet tillsdtts pankreaslipas. Detta leder till par-
tiell och specifik hydrolys i 1- och 3-stillning for triglyceridmolekylen
varigenom monoglycerider i 2-stéllning uppkommer. Procentandelen
2-glycerylmonopalmitat i monoglyceridfraktionen bestdms, efter silyle-
ring, med kapilldrgaskromatografi.

3. UTRUSTNING
3.1 E-kolv 25 ml

32 Glasbagare, 100, 250 och 300 ml

33 Kromatografikolonn av glas, innerdiameter 21-23 mm, langd 400 mm,
med por6s glasskiva och kran

34 Graderade provror 10, 50, 100 och 200 ml

3.5 Kolvar 100 och 250 ml

3.6 Rotationsindunstare

3.7 Centrifugrér 10 ml, med konformad botten och slipad propp
3.8 Centrifug for rér 10 och 100 ml

3.9 Termostat som haller temperaturen pa 40 + 0,5 °C

3.10  Matpipetter, 1 och 2 ml

3.11  Injektionsspruta 1 ml

3.12  Spruta 100 pl

3.13  Tratt, 1 000 ml

3.14  Kapillargaskromatograf med on column” -injektor for direktinjektion av
provet i kolonnen och en ugn som kan hélla vald temperatur med en
noggrannhet pa + 1 °C

3.15  ”On column” -injektor for direktinjektion av provet i kolonnen
3.16  En flamjonisationsdetektor och elektrometer

3.17  Skrivare/integrator som ar anpassad till elektrometern, med responstid pa
hogst 1 sekund och med variabel pappershastighet

3.18  Kapillarkolonn av glas eller kvarts, lingd 8—12 meter, innerdiameter
0,25-0,32 mm, belagd med 5-procentig metylpolysiloxan eller fenylme-
tylpolysiloxan (tjocklek 0,10-0,30 pm) som kan anvindas vid 370 °C
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3.19  Spruta 10 pl med hérdad nél, minst 7,5 cm, for direktinjektion i kolon-
nen
4. REAGENS

4.1 Kiselgel med en kornstorlek pa 0,063—0,200 mm (70/280 mesh), beredd
enligt foljande: placera kiselgelen i en porslinskapsel, torka i ugnen vid
160 °C i 4 timmar, lat svalna i exsickator. Tillsdtt en mangd vatten som
motsvarar 5 % av kiselgelens vikt, enligt foljande: mat upp 152 g kisel-
gel i en E-kolv pad 500 ml och tillsdtt 8 g destillerat vatten, sétt pa
proppen och skaka ldtt s& att vattnet blir jimnt fordelat. Lat std i minst
12 timmar fore anvandning.

4.2 n-hexan for kromatografi

43 Isopropanol

4.4 Isopropanol, vattenlsning 1:1 (v/v)

4.5 Pankreaslipas. Lipaset skall ha en aktivitet pa 2,0-10 lipasenheter/mg (i
handeln finns det pankreaslipas med en aktivitet pd 2—10 enheter per mg
enzym).

4.6 Buffertlosning av tris(hydroximetyl)aminometan: vattenlosning 1 M déar
pH justeras till 8 (kontrolleras med potentiometer) genom tillsats av
koncentrerad HCI (1:1 v/v)

4.7 Natriumkolat, enzymkvalitet, 1-procentig vattenlosning (losningen bor
anvindas inom 15 dagar efter det att den beretts

4.8 Kalciumklorid, 22-procentig vattenldsning

4.9 Dietyleter for kromatografi

4.10  Elueringsmedel: blandning n-hexan/dietyleter (87:13) (v/v)

4.11  Natriumhydroxid, 16sning pa 12 viktprocent

4.12  Fenolftalein, 1-procentig 16sning i etanol

4.13  Birgas: vitgas eller helium, for gaskromatografi

4.14  ”Make-up” -gas: vitgas, minst 99 %, fri fran fukt och organiska dmnen —
och luft for gaskromatografi, av samma renhetsgrad

4.15  Silyleringsreagens: blandning pyridin/hexametyldisilazan, trimetylklorsi-
lan 9:3:1 (v/v/v). (Det finns fardiga 16sningar i handeln. Andra silyle-
ringsreagenser kan anvéndas, t.ex. bis-trimetylsilyltrifluoracetamid + 1 %
trimetylklorsilan, utspatt med lika méngd vattenfritt pyridin.)

4.16  Referensprover: rena monoglycerider eller blandningar av monoglyceri-
der med en liknande procentuell sammanséttning som provet

5. FORFARANDE
5.1 Provberedning

5.1.1  Oljor med en halt av fria syror ldgre &n 3 % behover inte neutraliseras
fore kromatografi pa kolonn med kiselgel. Oljor med en halt av fria syror
over 3 % skall neutraliseras i enlighet med punkt 5.1.1.1.
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5.1.1.1 Hall 50 g olja och 200 ml n-hexan i en tratt pa 1 000 ml (3.13). Tillsatt
100 ml isopropanol och en mingd 1l-procentig natriumhydroxidlésning
(4.11) som motsvarar oljans fria syrahalt 6kat med 5 %. Skaka kraftigt i
1 minut. Tillsdtt 100 ml destillerat vatten, skaka igen och 1at sta.

Efter dekantering, avldgsna det nedre skiktet som innehéller tval. Av-
lagsna eventuella mellanliggande skikt (slem och oldsliga &mnen). Tvitta
den neutraliserade hexanlosningen av oljan flera ganger med 50-60 ml
16sning av isopropanol och vatten 1:1 (v/v) (4.4) till dess den rosafirgade
tonen pé fenolftaleinet férsvunnit.

Avlédgsna det mesta av hexanet genom vakuumdestillation (t.ex. med en
rotationsindunstare) och for 6ver oljan till en kolv pa 100 ml (3.5). Torka
oljan i vakuum till dess att l6sningsmedlet har forsvunnit helt.

Nar sa skett bor oljans syrahalt ligga under 0,5 %.

5.1.2  Hall 1,0 g olja som beretts enligt ovan i en 25 ml E-kolv (3.1) och 16s
upp i 10 ml 16sningsmedel (4.10). Lat 16sningen sta i minst 15 minuter
fore kromatografi pa kolonn med kiselgel.

Om l6sningen dr grumlig, centrifugera den for att uppna optimala for-
hallanden for kromatografi. (Till detta anvénds t.ex. SPE-kolonner pa
500 g med kiselgel, fardiga for anvidndning).

5.1.3  Preparering av kromatografikolonnen

Hall i ca 30 ml l6sningsmedel (4.10) i kolonnen (3.3), placera en bom-
ullstuss i den nedre delen av kolonnen med hjélp av en glasstav och
pressa ut luften.

Slamma upp 25 g kiselgel (4.1) i ca 80 ml 19sningsmedel i en glasbédgare
och héll i den i kolonnen med hjélp av en tratt.

Kontrollera att all kiselgel har hamnat i kolonnen. Tvétta med 16snings-
medlet (4.10), oppna kranen och lat vitskenivan sjunka till ca 2 mm
ovanfor kiselgelens 6vre niva.

5.1.4  Kromatografi

Vig upp exakt 1,0 g av provet som beretts enligt punkt 5.1 i en E-kolv
pé 25 ml (3.1).

Los upp provet i 10 ml elueringsmedel (4.10). Héll 16sningen i kromato-
grafikolonnen som forberetts enligt punkt 5.1.3. Rubba inte kolonnytan.

Oppna kranen och fyll pd med provlésning upp till kiselgelen. Eluera
med 150 ml elueringsmedel. Stéll in flodeshastigheten pa 2 ml/min (s&
att 150 ml rinner igenom kolonnen pa ca 60—70 minuter).

Samla upp eluatet i en 250 ml rundkolv som tarerats i forvdg. Foranga
l6sningsmedlet i vakuum och avldgsna 16sningsmedelsresterna med en
strom av kvévgas.

Vig kolven och berdkna méngden extrakt som erhallits.
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(Vid anvéindning av SPE-kolonn med kiselgel som ar fardig for anvéind-
ning, forfar enligt foljande: Fyll pd 1 ml 16sning (5.1.2.) i kolonnerna,
som dessforinnan forberetts med 3 ml n-hexan.

Nir losningen passerat genom kolonnen, eluera med 4 ml n-hexan/-
dietyleter 9:1 (v/v).

Samla upp eluatet i ett 10 ml ror och foranga med en strom av kvivgas
tills all vétska forsvunnit.

Tillsdtt pankreaslipas till torrsubstansen (5.2.). Det &r absolut nddvandigt
att kontrollera fettsyresammansittningen bade fore och efter passagen
genom SPE-kolonnen).

52 Hydrolys med pankreaslipas

5.2.1 Viag upp 0,1 g olja som beretts enligt punkt 5.1. i centrifugroret. Tillsétt
2 ml buffertlosning (4.6.), 0,5 ml natriumkolatlosning (4.7.) och 0,2 ml
kalciumkloridlosning och skaka vil efter varje tillsats. Forslut roret med
den slipade proppen och placera det i termostaten vid en temperatur pa
40 + 0,5 °C.

5.2.2 Tillsitt 20 mg lipas, blanda vil (undvik att bléta ner proppen) och
placera roret i termostaten under exakt 2 minuter, ta ut det, skaka vél
under exakt 1 minut och lat svalna.

5.2.3 Tillsatt 1 ml dietyleter, sdtt i proppen och skaka vil, centrifugera och
overfor dérefter eterlosningen till ett rent och torrt rér med hjélp av en
spruta.

53 Beredning av silylerade derivat och forberedelser for gaskromato-
grafi

5.3.1  For 6ver 100 pl 16sning (5.2.3.) till ett 10 ml provrér med konisk botten
med hjélp av en spruta.

5.3.2  Avlédgsna losningsmedlet med svag kvavgasstrom, tillsdtt 200 pl silyle-
ringsreagens (4.15.), sétt i proppen i provroret och 14t std i 20 minuter.

5.3.3  Tillsétt efter 20 minuter 1-5 ml n-hexan (beroende pd de kromatogra-
fiska betingelserna): den 16sning som erhalls 4r firdig att anvéndas for
gaskromatografi.

54 Gaskromatografi

Foljande analysparametrarna anvénds:

— Injektortemperatur (“on column” -injektor) under 18sningens kok-
punkt (68 °C)

— Detektortemperatur: 350 °C

— Kolonntemperatur: programmering av ugnstemperatur: 60 °C under 1
minut, 6ka med 15 °C per minut upp till 180 °C, sedan med 5 °C per
minut upp till 340 °C, denna temperatur bibehdlls sedan under 13
minuter.

— Birgas: vitgas eller helium, reglerad till lamplig linjar hastighet for
den uppldsning som visas i figur 1. Retentionstiden for triglyceriden
Cs4 bor vara 40 + 5 minuter (se figur 2). (Analysparametrarna ovan
ar vigledande. De bor optimeras av den som utfor analysen si att
onskad upplosning erhalls. Toppen for 2-glycerylmonopalmitat skall
ha en minsta hojd pa 10 % av skrivarens skala.)
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— Kovantitet av det injicerade d&mnet: 0,5-1 pl av 16sningen (5 ml) med
n-hexan (5.3.3.).

5.4.1  Identifiering av toppar

De enskilda monoglyceriderna bor identifieras genom att retentions-
tiderna jimfors med dem som erhéllits for standardblandningar med
monoglycerider under samma forhéllanden.

5.4.2  Kvantitativ analys

Arean for varje topp berdknas med hjilp av en elektronisk integrerings-
enhet.

6. BERAKNING AV RESULTAT

Andelen glycerilmonopalmitat beriknas genom en jamforelse mellan
arean for motsvarande topp och summan av toppareorna for samtliga
monoglycerider (se figur 2), enligt formeln:

X

A
Glycéril monopalmitate (%): A x 100

dar:
A, = topparean for glycerilmonopalmitat
YA = summan av toppareorna for alla monoglycerider
Resultatet skall anges med en decimal.
7. ANALYSRAPPORT
Foljande skall anges i analysrapporten:
— Haénvisning till denna metod
— Alla uppgifter som behdvs for att fullstdndigt identifiera provet
— Analysresultat

— Alla avvikelser fran metoden, vare sig de hanfor sig till ett beslut av
de berdrda parterna eller ndgot annat skél

— Uppgifter om laboratoriet, analysdag och underskrift av de ansvariga
pé laboratoriet
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Figur 1

Kromatogram over reaktionsprodukter frin silylering som erhallits genom att lipas fatt verka
pa en raffinerad olivolja med tillsats av 20 % esterifierad olja (100 %).
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Forklaringar: ”Acides gras libres” = fria fettsyror; “Huile d’olive raffinée + 20 % huile estérifi¢e” =
raffinerad olivolja + 20 % esterifierad olja; ”1-2 monopalmitine” = 1-2 monopalmitin; ”1-2 mono
C,g insat.” = omittat 1-2-mono-C;g
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Figur 2
Kromatogram over:
A) Olja som inte esterifierats efter lipas; efter silylering; under dessa betingelser (kapillir-
kolonn 8-12 m), elueras vaxfraktionen samtidigt som diglyceridfraktionen eller kort dir-
efter.
Efter lipaset skall triglyceridhalten inte dverstiga 15 %.
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Kromatogram éver:
B) Olja som esterifierats efter lipas; efter silylering; under dessa betingelser (kapilléirkolonn
8-12 m), elueras vaxfraktionen samtidigt som diglyceridfraktionen eller kort direfter.
Efter lipaset skall triglyceridhalten inte dverstiga 15 %.
B
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8. ANMARKNINGAR
Anmdrkning 1: BEREDNING AV LIPAS

I handeln finns det lipaser med ldmplig aktivitet. Det gar
ocksé att bereda lipas i laboratorium enligt f6ljande:

Kyl 5 kg farsk bukspottskortel fran svin till 0 °C. Ta bort
omgivande fett och bindvdv och kor aterstoden i mixer sé att
en tunn massa erhélles. R6r massan i 4-6 timmar med 2,5
liter vattenfritt aceton och centrifugera sedan. Extrahera &ter-
stoden tre génger till med samma mingd vattenfritt aceton,
och sedan tva ganger med en blandning av aceton/dietyleter
(1:1) (v/v) och dérefter tva ganger med dietyleter.

Torka aterstoden i vakuum i 48 timmar sa att ett stabilt pulver
erhélls. Detta skall lagras i kylskdp och skyddas fran fukt.

Anmdrkning 2: KONTROLL AV LIPASAKTIVITETEN
Bered en olivoljeemulsion enligt f6ljande:

Bered i mixer i 10 minuter en blandning av 165 ml 16sning av
gummi arabicum 100 g/l, 15 g krossad is och 20 ml av en
neutraliserad olivolja.

Hall 10 ml av 16sningen i en 50 ml glasbégare, tillsitt sedan
0,3 ml natriumkolatlosning pa 0,2 g/ml och 20 ml destillerat
vatten.

Placera bédgaren i en termostat instdlld pd 37 °C. Sénk ned
pH-elektroderna i bagaren och ldgg i omréraren.

Tillsétt med hjélp av en byrett droppvis 0,1 N natriumhydrox-
idlosning tills pH gar upp till 8,3.

Tillsétt en méngd lipassuspension i pulverform till vattnet (0,1
g/ml lipas). Nar pH-vérdet uppmiits till 8,3, starta kronome-
tern och tillsatt natriumhydroxidlésningen droppvis i den takt
som krévs for att pH-véardet skall ligga kvar pa 8,3. Anteckna
varje minut miangden anvand 16sning.

Plotta métvérdena i ett koordinatsystem med tiden pa x-axeln
och antal ml 0,1 N alkalilosning som gatt &t for att bibehélla
konstant pH pé y-axeln. Resultatet skall bli en rét linje.

Lipasaktiviteten matt i lipasenheter per mg erhalls genom
foljande formel:

V. x N x 100
o m

A

dar:
A ér aktiviteten i lipasenheter/mg

V dr antalet ml 0,1 N natriumhydroxidlosning per minut
(grafisk berdkning)

N é&r normaliteten hos natriumhydroxidlésningen
m &r massan i mg av forsokslipaset

Lipasenheten definieras som den mingd enzym som frigoér 10
mikroekvivalenter syra per minut.

VY M20
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BILAGA IX

SPEKTROFOTOMETRISK UNDERSOKNING I ULTRAVIOLETT LJUS
INLEDNING

Spektrofotometrisk undersokning i ultraviolett ljus kan ge information om kva-
liteten pa ett fett, dess grad av konservering och forandringar i fettet till foljd av
tekniska processer. Absorptionen vid de vagliangder som anges i metoden beror
pa nérvaron av konjugerade dien- och triensystem som erhalls vid oxiderings-
processer och/eller rafﬁnermgsprocesser Absorptionen uttrycks som den speci-
fika absorptionen £ C/,,, (absorptionen i en 1 % w/v 19sning av fettet i ett angivet
16sningsmedel, i en 10 mm kyvett) som konventionellt betecknas K (dven kallad
absorptionskoefficient).

1. SYFTE

Denna bilaga beskriver processen for att utféra en spektrofotometrisk
undersdkning av olivolja i det ultravioletta omrédet.

2. PRINCIP

Ett prov 16ses i lampligt 16sningsmedel och 16sningens absorbans miits
sedan vid de angivna vaglangderna med rent 16sningsmedel som referens.

Den specifika absorptionen vid 232 nm och 268 nm i isooktan eller 232
nm och 270 nm i cyklohexan berdknas for en koncentration av 1 % w/v i
en 10 mm kyvett.

3. UTRUSTNING

3.1  En spektrofotometer for métning av absorption pa ultravioletta vaglangder
(220-360 nm), med en noggrannhet pa 1 nm. En regelbunden kontroll
rekommenderas av spektrofotometerns vaglangds- och absorbansskalor
samt av stroljus.

3.1.1 Vaglingdsskala: Denna kan kontrolleras med hjélp av ett referensmaterial
bestdende av ett optiskt glasfilter innehéallande holmiumoxid eller en hol-
miumoxidlosning (férseglade eller inte) som har distinkta absorptionsband.
Referensmaterialen &r utformade for kontroll och kalibrering av vaglangds-
skalor hos spektrofotometrar for synligt och ultraviolett ljus med nomi-
nella spektrala bandbredder pd 5 nm eller mindre. Métningarna sker i
forhallande till luft i vaglangdsomradet 640-240 nm, enligt instruktionerna
i referensmaterialen. For varje dndring av spaltbredden gors en grundka-
librering med tom stralvdg. Standardens vaglangder anges i certifikatet for
referensmaterialet.

3.1.2 Absorbansskala: Denna kan kontrolleras med hjdlp av kommersiellt till-
géngliga forseglade referensmaterial bestaende av sura losningar av kali-
umdikromat i vissa koncentrationer och med certifierade absorbansvirden
vid Amax (i form av fyra 16sningar av kaliumdikromat i perklorsyra som &r
forseglade i fyra UV-kvartskyvetter for métning av linjaritet och fotomet-
risk noggrannhet som referens i UV-ljus). Kaliumdikromatlosningarna
mits mot ett blankprov med den anvéinda syran, efter grundkalibrering,
enligt instruktionerna i referensmaterialen. Absorbansviardena anges i cer-
tifikatet for referensmaterialet.

En annan mgjlighet att kontrollera svaret fran fotocellen och fotomulti-
plikatorn ar att gora pa foljande satt: vdag in 0,2000 g rent kaliumkromat
for spektrofotometri och 16s detta i 0,05N kaliumhydroxidlosning i en
1 000 ml méatkolv och spéd till méarket. Ta ut exakt 25 ml av 16sningen,
overfor till en 500 ml mitkolv och spad upp till mérket med samma
kaliumhydroxidlosning.
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Mit absorptionen hos 16sningen vid 275 nm med anvéindning av kalium-
hydroxidlosningen som referens. Den uppmadtta absorptionen med anvén-
dande av 1 cm kyvett bor vara 0,200 + 0,005.

3.2  Rektanguldra kvartskyvetter med lock for métning av absorption pa ultra-
violetta vaglangder (220-360 nm) och med en optisk vaglangd av 10 mm.
Niér de ar fyllda med vatten eller annat ldmpligt 16sningsmedel bor kyvet-
terna inte skiljas at mer dn 0,01 enheter.

3.3  Mitkolvar med ett graderingsmirke, kapacitet 25 ml, klass A.

3.4  Analysvag med en noggrannhet av 0,0001 g.

4. REAGENSER

Om inget annat anges, anvind vid analysen endast reagenser som &r sir-
skilt avsedda for analysandamal och destillerat eller avmineraliserat vatten
eller vatten av motsvarande renhetsgrad.

Losningsmedel: Isooktan (2,2,4-trimetylpentan) for métningar vid 232 nm
och 268 nm och cyklohexan for métningar vid 232 nm och 270 nm, med
en absorbans pa mindre &n 0,12 vid 232 nm och mindre 4n 0,05 vid 270
nm mot destillerat vatten, métt i en 10 mm kyvett.

5. UTFORANDE

5.1  Provet méste vara helt homogent och far inte innehélla nagra suspenderade
fororeningar. Om det inte dr det, méste det filtreras genom filtrerpapper
vid ca 30 °C.

5.2 Vig upp ca 0,25 g (med en noggrannhet av 1 mg) av det beredda provet
och overfor till en 25 ml métkolv, spéad till mérket med det angivna 16s-
ningsmedlet och homogenisera. Den erhallna 16sningen méste vara helt
klar. Vid opalescens eller grumlighet filtreras 16sningen genom
filtrerpapper.

Anm.: 1 allminhet &r en massa pa 0,25-0,30 g tillracklig for absorbans-
matningar for jungfruolja och extra jungfruolja vid 268 nm och 270 nm.
For médtningar vid 232 nm behdvs vanligen ett prov pa 0,05 g, varfor tva
skilda 16sningar vanligen bereds. For absorbansmitningar av olivoljor av
pressrester, raffinerade olivoljor och blandade olivoljor, behdvs normalt ett
mindre prov, t.ex. 0,1 g, pa grund av deras hogre absorbans.

5.3 Om nddvéndigt, korrigera baslinjen (220-290 nm) med 16sningsmedel i
béada kvartskyvetterna (prov och referens), fyll dédrefter kvartskyvetten med
provlosningen och mét absorptionen vid 232, 268 eller 270 nm, med
16sningsmedlet som referens.

De uppmitta absorptionsvirdena maste ligga inom omradet 0,1-0,8 eller
inom spektrofotometerns linjéritetsintervall, som bor kontrolleras. I annat
fall méste métningarna goéras om med mer koncentrerad eller mer utspadd
16sning.

5.4  Efter métning av absorbansen vid 268 eller 270 nm, mit absorbansen vid
Amax, Amax + 4 och Amax — 4. Dessa absorbansvirden anvinds for att
bestdmma variationen hos den specifika absorptionen (AK).

Anm.: Amax anses vara 268 nm for isooktan som anvédnds som 16snings-
medel och 270 nm for cyklohexan.
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6. REDOVISNING AV RESULTAT

6.1  Registrera specifik absorption (absorptionskoefficient) vid de olika vég-
langderna, berdknat enligt formeln

E
Ki=—

cXxs
dar:
KA = specifik absorption vid vaglingden 2,
EL = absorption uppmétt vid vaglangden A,
¢ = losningens koncentration i g/100 ml,
s = viglangd for kvartskyvetten i cm

anges med tva decimaler.
6.2 Variation i specifik absorption (AK)

Variationen hos den specifika absorptionens absolutviarde (AK) bestdms
med hjilp av formeln:

AK — ‘Kmi (Kimf4+Kim+4)’

2

dar Km &r den specifika absorptionen vid végliangden for maximal absorp-
tion vid 270 nm och 268 nm beroende pd vilket 16sningsmedel som
anvénds.

Resultaten bor anges med tva decimaler.
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BILAGA X

BESTAMNING AV FETTSYRAMETYLESTRAR MED GASKROMATO-
GRAFI

1. SYFTE

I denna bilaga ges végledning om bestimning med gaskromatografi av fria
och bundna fettsyror i vegetabiliska fetter och oljor efter deras omvandling
till fettsyrametylestrar (Fame).

De bundna fettsyrorna av triglycerider och, beroende pa esterifieringsmetod,
de fria fettsyrorna, omvandlas till fettsyrametylestrar, som bestims genom
kapilldrgaskromatografi.

Den metod som beskrivs i denna bilaga mdojliggdr bestimning av fettsyra-
metylestrar fran C, till C,4, inbegripet mittade, cis- och trans-enkelomittade
och cis- och trans-flerométtade fettsyrametylestrar.

2. PRINCIP

Gaskromatografi (GC) anvénds for kvantitativ analys av fettsyrametylestrar.
Fettsyrametylestrar bereds enligt del A. De injiceras sedan i injektorn och
fordngas i denna. Separation av fettsyrametylestrar utférs pa analyskolonner
av bestdmd polaritet och ldngd. En flamjoniseringsdetektor anviands for de-
tektion av fettsyrametylestrar. Analysfoérhéallandena anges i del B.

Vite eller helium kan anvdndas som bargas (mobil fas) i gaskromatografi av
fettsyrametylestrar med flamjoniseringsdetektor. Vite paskyndar separation
och ger skarpare toppar. Den stationdra fasen ar ett mikroskopiskt skikt
som bestar av en tunn vatskefilm pa en inert fast yta av kvartsglas.

Nar de forangade foreningar som analyseras passerar genom kapilldrkolonnen
interagerar de med den stationdra fasen som tdcker kolonnens inneryta. Pa
grund av att olika foreningar interagerar pa olika sétt eluerar de vid olika
tidpunkter; detta kallas foreningens retentionstid for en given uppséttning
analysparametrar. JamfGrelsen av de olika retentionstiderna anvénds for att
identifiera de olika foreningarna.

DEL A

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

1. SYFTE

Denna del beskriver framstillningen av metylestrar av fettsyror. Den
innefattar metoder for beredning av metylestrar av fettsyror fran olivolja
och olivolja av pressrester.

2. TILLAMPNINGSOMRADE

Beredning av metylestrar av fettsyror fran olivolja och olivolja av press-
rester utfors genom transesterifiering i en metanollosning av kaliumhyd-
roxid vid rumstemperatur. Behovet av rening av provet fore transesteri-
fieringen beror pé provets innehéll av fria fettsyror och pé vilken analys-
parameter som ska bestimmas; den kan viljas enligt foljande tabell:
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3.1.2
3.1.2.1

3.1.2.2

3.1.23

3.1.24

3.1.2.5

3.1.2.6

3.1.2.7

3.1.2.8

3.13
3.1.3.1

3.13.2

Kategori av olja

Metod

Jungfruolja med en halt av fria
fettsyror pa < 2,0 %

Raffinerad olivolja

Olivolja bestdende av raffinerad
olivolja och jungfruolja

Raffinerad olivolja av pressrester

Olivolja av pressrester

. Fettsyror
. Transfettsyror

. AECN42 (efter rening med ki-

selgel fastfasextraktion — SPE)

Jungfruolja med en halt av fria
fettsyror > 2,0 %
Oraffinerad olivolja av pressrester

. Transfettsyror

. Fettsyror (efter rening med ki-

selgel SPE)

(efter
med kiselgel SPE)

rening

. AECN42 (efter rening med ki-

selgel SPE)

METOD

Transesterifiering i en metanollosning av kaliumhydroxid i rums-

temperatur

Princip

Metylestrar bildas genom transesterifiering i en metanollosning av kali-
umhydroxid som en mellanprodukt fore fortvéalning.

Reagenser

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

Hexan for kromatografi.

Heptan for kromatografi.

Dietyleter, stabiliserad for analys.

Aceton, for kromatografi.

Elueringslosning for rening av oljan genom kolonnkromatografi/SPE-
kromatografi, blandning hexan/dietyleter (87:13 v/v).

Kaliumhydroxid i metanollsning, ca 2 M: 16s 11,2 g kaliumhydroxid i

100 ml metanol.

Kiselgelpatroner, 1 g (6 ml), for fastfasextraktion.

Utrustning

Provrér (volym 5 ml) med skruvkork forsedd med teflonpackning.

Mitpipetter eller automatpipetter, 2 ml och 0,2 ml.
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3.1.4  Rening av oljeprov

Vid behov renas proven genom att oljan far passera en kiselgelpatron for
fastfasextraktion. Placera en kiselgelpatron (3.1.2.8) i en apparat for
eluering i vakuum och skolj med 6 ml hexan (3.1.2.2); skoljningen
utfors utan vakuum. Tillfor olja (ca 0,12 g) 16st i 0,5 ml hexan (3.1.2.2)
i kolonnen. Lat 1dsningen trdnga in i kiselgelen och eluera sedan med 10
ml hexan/dietyleter (87:13 v/v) (3.1.2.6). Homogenisera hela méngden
eluat och dela upp det i tva lika stora volymer. Lat den ena volymen
avdunsta till uttorkning i en roterande evaporator under undertryck och i
rumstemperatur. Los dterstoden i 1 ml heptan. Den erhéllna 16sningen &r
fardig for analys av fettsyror med gaskromatografi. Lat den andra voly-
men avdunsta och 18s upp aterstoden i 1 ml aceton for analys av trig-
lycerider med vétskekromatografi (HPLC) om nddvéndigt.

3.1.5  Utforande

Mait upp ca 0,1 g av oljeprovet i ett 5 ml provror med skruvkork
(3.1.3.1). Tillsatt 2 ml heptan (3.1.2.2) och skaka. Tillsétt 0,2 ml 2 M
metanolldsning av kaliumhydroxid (3.1.2.7), tillslut vdl med en kork
forsedd med teflonpackning och skaka kraftigt i 30 sekunder. Lat pro-
vroret st tills 10sningens dvre skikt har klarnat. Héll av det ovre skiktet,
som innehaller metylestrarna. Heptanldsningen 4r fardig att injiceras i
kromatografen. Det &r ldmpligt att forvara losningen i kylskdp fram till
dess att analysen med kromatografi ska ske. Losningen bor ej std langre
tid &n tolv timmar.

DEL B
ANALYS AV FETTSYRAMETYLESTRAR MED GASKROMATOGRAFI
1. SYFTE

Denna del ger allménna riktlinjer for tillimpning av gaskromatografi pa
kapilldarkolonn for att bestimma den kvalitativa och kvantitativa sam-
mansittning av en blandning av fettsyrametylestrar som erhallits i enlig-
het med den metod som anges i del A.

Delen ar inte tillimplig pa polymeriserade fettsyror.

2. REAGENSER
2.1 Birgas

Inert gas (helium eller véte) som &r omsorgsfullt torkad och med en
syrehalt som dr mindre &n 10 mg/kg.

Anm. 1: Vite kan fordubbla analyshastigheten men ér farlig. Sakerhets-
anordningar finns att tillga.

2.2 Supplementerande gaser

2.2.1  Vite (renhet > 99,9 %) utan organiska fororeningar.
2.2.2  Luft eller syre utan organiska fororeningar.
2.2.3  Kvéve (renhet > 99 %)

2.3 Standard for referens

Blandning av metylestrar av rena fettsyror eller metylestrar av ett fett av
kiand sammansittning, foretrddesvis liknande det fett som ska analyseras.
Cis- och transisomerer av metylestrar av oktadekensyra, oktadekadien-
syra och oktadekatriensyra kan anvéndas for att identifiera transisomerer
av omittade fettsyror.

Forsiktighet bor iakttas for att forhindra oxidation av fleromaéttade
fettsyror.
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3. UTRUSTNING

De anvisningar som ges hér avser vanlig utrustning som anvéinds for
gaskromatografi, = som  anvinder  kapillarkolonner  och  en
flamjoniseringsdetektor.

3.1 Gaskromatograf

Gaskromatografen ska bestd av foljande enheter:

3.1.1  Injektionssystem

Anvind ett injektionssystem med kapilldrkolonner, varvid injektions-
systemet bor vara speciellt konstruerat for anvidndning med sddana ko-
lonner. Injektorn kan vara med eller utan split.

312 Ugn

Ugnen ska kunna vdrma kapilldrkolonnen till en temperatur av minst
260 °C och uppritthélla den 6nskade temperaturen inom 0,1 °C. Det
senaste kravet &r sdrskilt viktigt nér kvartsror anvénds.

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

3.1.3  Kapilldrkolonn

3.1.3.1 Ror som ér tillverkade av ett material som ar inert for &mnen som ska
analyseras (vanligen glas eller kvarts). Innerdiametern ska vara mellan
0,20 och 0,32 mm. Den inre ytan ska genomgé en ldmplig behandling (t
ex ytpreparering, inaktivering) innan den far tickning av den stationdra
fasen. En ldngd av 60 m racker for fettsyror och cis- och transisomerer
av fettsyror.

3.1.3.2 Stationdr fas, poldr polysiloxan (cyanopropylsilikon) tvarbundna kolonn-
fyllningar ar lampliga.

Anm. 2: Det finns en risk att poldra polysiloxaner kan ge upphov till
svarighet att identifiera och separera linolensyra och C,y-syror.

Beldggningen ska vara tunn, dvs 0,1 till 0,2 pm.

3.1.3.3 Sammansittning och konditionering av kolonnen

F6lj de normala forsiktighetsatgiarderna for att sitta ihop kapilldrkolon-
nerna, dvs. placeringen av kolonnen i ugnen (bdrare) val och samman-
sittning av skarvar (lickaget) placering av kolonnens in- och utlopp i
injektorn och detektorn (minskning av dodutrymmen). Placera kolonnen
i en strom av bérgas (t.ex. 0,3 bar [30 kPa] for en kolonn med léngden
25 m och en innerdiameter pa 0,3 mm).

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

Anm. 3: Lampliga forbehandlade kolonner finns tillgédngliga i handeln.

3.1.4  Flamjonisationsdetektor och omformarforstirkare
32 Sprutor

Sprutorna ska ha en maximivolym av 10 ul med 0,1 pl gradering.

33 System for datainsamling

System for datainsamling, som &r uppkopplade online med detektorer
och anvénds med en programvara som lampar sig for integrering av
toppar och normalisering.
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4. UTFORANDE
De arbeten som beskrivs i 4.1 till 4.3 avser anvédndning av en
flamjoniseringsdetektor.
4.1 Provningsforhallanden

4.1.1  Val av optimala provningsforhdllanden for kapilldrkolonner

Pa grund av effektivitets- och permeabilitetsegenskaperna hos kapillér-
kolonnen &r separationen mellan komponenterna och tiden for analysen i
hog grad beroende av flodeshastigheten pa bargasen i kolonnen. Det &r
déarfor nodvindigt att optimera driftforhdllandena genom att anpassa
denna parameter (eller, enklare, tryckfallet i kolonnen) beroende pa
om man Onskar forbattra separationen eller paskynda analysen.

Féljande villkor har visat sig vara lampliga for separation av fettsyra-
metylestrar (C4—Cys). Exempel pa kromatogram visas i tilligg B:

Injektortemperatur: 250 °C

Detektortemperatur: 250 °C

Ugnstemperatur: 165 °C (8 minuter) till 210 °C
med 2 °C/min.

Birgas vite: tryck i kolonninloppet 179 kPa

Totalt flode: 154,0 ml/min

Delningsforhéllande: 1:100

Injektionsvolym: 1 pl

4.1.2  Bestdmning av upplosningen (se tillidgg A)

Beriikna upplosningen R for tva angrdnsande toppar I och II med hjilp
av formeln

R =2 x ((dyy — dp)og) + oqy) eller R = 2 % ((Lqy —
tray)/(oqy + o)) (USP) (Forenta Staternas farmakopé),

eller

R = 1L18 x ((tym — ta)loosm + @osan)) (EP, BP, JP, DAB),
(JP [Japanska farmakopén], EP [Europeiska farmakopén], BP [Brittiska
farmakopén])

dar:

dyp) &r retentionsavstindet for topp I,

dy(y dr retentionsavstandet for topp I,

Ly dr retentionstiden for topp I,

tyan dr retentionstiden for topp II,

o) &r bredden av basen av topp I,

oy dr bredden av basen av topp I,

®( 5 dr toppbredden av den angivna foreningen, vid mitten av toppen,
Om o) = o), berdkna R med hjilp av foljande formler:
R = (dyqpy — dq)/o = (dpqpy — dipy)/40

dar:

o dr standardavvikelsen (se tilligg A, figur 1).
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Om avstindet dr mellan de tvd toppama dy) — dyp) dr lika med 4o, ir
upplosningsfaktorn R = 1.

Om tvé toppar inte dr helt atskilda skér tangenterna till de tvd topparnas
inflexionspunkter varandra i punkt C. For att de tva topparna ska vara
helt atskilda, maste avstandet mellan de tva topparna vara lika med:

diary — dyry = 6 o som ger R = 1,5 (se tilligg A, figur 3).

5. RESULTATANGIVELSER
5.1 Kvalitativ analys

Identifiera provets metylestertoppar fran kromatogrammet i tilligg B,
figur 1, om s behdvs genom interpolering eller genom en jamfGrelse
med dessa blandningar av metylestrar (som anges i punkt 2.3).

52 Kvantitativ analys
5.2.1  Bestdmning av sammansdttningen

Berdkna massfraktionen w; av de enskilda fettsyrametylestrarna, uttryckt
som massprocent av metylestrar, enligt foljande:

5.2.2  Berdkningssitt
5.2.2.1 Allmént fall

Beriikna halten av en given komponent i, uttryckt som massprocent av
metylestrar, genom att bestimma hur stor procentandel den motsvarande
toppens area utgor i forhallande till summan av areorna for alla toppar-
na, med anvindning av formeln:

w; = (A/ZA) x 100

dar:

A,; dr arean under toppen for den enskilda fettsyrametylestern i,

YA dr summan av areorna under alla topparna for samtliga enskilda
fettsyrametylestrar.

Resultaten uttrycks med tva decimaler.

Anm. 4: For fetter och oljor dr massfraktionen av fettsyrametylestrar lika
med massfraktionen av triglyceriderna i gram per 100 g. For de
fall dér detta antagande inte ar tillatet, se 5.2.2.2.

5.2.2.2 Anvindning av korrektionsfaktorer

I vissa fall, t.ex. i ndrvaro av fettsyror med farre &n &tta kolatomer eller
fettsyror med sekundéra grupper, ska areorna korrigeras med specifika
korrektionsfaktorer (Fci). Dessa faktorer ska faststéllas for varje enskilt
instrument. For detta dndamal ska lampliga referensmaterial med certi-
fierad fettsyrasammansittning i motsvarande intervall anvindas.

Anm. 5: Dessa korrektionsfaktorer ar inte identiska med de teoretiska
FID-korrektionsfaktorer som anges i tilligg A, eftersom de
ockséd innefattar injektionssystemets prestanda etc. Nar det gil-
ler storre skillnader, bor dock hela systemet kontrolleras med
avseende pa resultat.
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For denna referensblandning erhalls massprocenten av Fame i genom
formeln
w; = (m/Zm) x 100
dar

m; dr massan hos Fame i i referensblandningen,

¥m dr den totala massan av de olika komponenterna som Fame i
referensblandningen.

Berdkna ur kromatogrammet for referensblandningen procenten per area
for komponent Fame i pa foljande sitt:

w; = (A/ZA) x 100
dar:
A; dr arean for Fame i i referensblandningen,

YA 4ar summan av areorna for alla fettsyrametylestrarna i
referensblandningen.

Korrektionsfaktorn F, dr sedan
F. = (m; x ZA)/(A/Zm)
For provet dr massprocenten av varje fettsyrametylester i:
w; = (F; < A)Z (F; x A)
Resultaten uttrycks med tva decimaler.

Anm. 6: Det berdknade virdet motsvarar massprocenten av den enskilda
fettsyran beriknad som triglycerider per 100 g fett.

5.2.2.3 Anvindning av intern standard

I vissa analyser (t.ex. dér inte alla fettsyrorna &r kvantifierade, sésom nér
syror med 4 och 6 kolatomer &r ndrvarande tillsammans med syror med
16 och 18 kolatomer, eller nar det &r nodvéindigt att bestimma den
absoluta méingden fettsyror i ett prov) dr det nodvindigt att anvdnda
en intern standard. Fettsyror med 5, 15 eller 17 kolatomer anvinds ofta.
Korrektionsfaktorn (om sadan finns) for den interna standarden bor be-
stimmas.

Massprocenten av komponenten i, uttryckt som metylestrar, erhélls ge-
nom formeln:

w; = (myg x F; < A)/(m x Fig x Ajg)
dér:
A; dr arean for Fame i,
Ay dr arean for den interna standarden,
F; dr korrektionsfaktorn for fettsyran i, uttryckt som Fame,
Fjs &r korrektionsfaktorn for den interna standarden,
m dr massan av provet, i milligram,
myg dr massan av den interna standarden, i milligram.

Resultaten uttrycks med tva decimaler.
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6. PROVRAPPORT
Provrapporten ska ange de metoder som anvénds for framstillning av
metylestrarna och for gaskromatografanalysen. Den ska ocksa ange alla
driftsdetaljer som inte anges i denna standardmetod eller som betraktas
som tilldgg tillsammans med enskildheter om varje incident som kan ha
paverkat resultaten.
Provrapporten ska innehélla all information som behévs for en komplett
identifiering av provet.

7. PRECISION

7.1 Resultat av provningsjimforelse

Uppgifter om en jamforelse mellan laboratorier avseende metodens pre-
cision anges i bilaga C till standard IOC/T.20/Doc. Nr 33. De vérden
som hérrér frin denna provningsjémforelse behover inte vara tillimpbara
for andra koncentrationsintervall- och koncentrationsmatriser &n dem
som anges.

7.2 Repeterbarhet

Den absoluta skillnaden mellan tva oberoende enskilda provresultat, som
har erhéllits med samma metod pa identiskt provmaterial i samma labo-
ratorium av samma person som anvinder samma utrustning inom en kort
tidsintervall, kommer i hogst 5 % av fallen att vara storre dn r som anges
i tabellerna 1-14 i bilaga C till standard I0C/T.20/Doc. Nr 33.

7.3 Reproducerbarhet

Den absoluta skillnaden mellan tvd enskilda provresultat som har erhal-
lits med samma metod pé identiskt provmaterial i olika laboratorier av
olika personer som anvénder olika utrustning, kommer i hogst 5 % av
fallen att vara storre dn R som anges i tabellerna 1-14 i bilaga C till
standard 10C/T.20/Doc. Nr 33.
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Tilligg A

Figur 1

=0,48L

2me

Med g5 bredd pé halva hojden av triangeln (ABC) och b bredd pé halva hjden av triangeln (NPM).

Figur 2 Figur 3

(R=1)
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Tilligg B

Figur 1

Kromatografisk profil for en olivolja av pressrester, erhillen genom metoden for metylering vid lag
temperatur

De kromatografiska topparna motsvarar metyl- och etylestrarna om inget annat anges.
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BILAGA XI

BESTAMNING AV  HALTEN FLYKTIGA HALOGENERADE

2.1
2.2
2.3

2.4

2.5

2.6
2.7

4.2

43

44

LOSNINGSMEDEL 1 OLIVOLJA

METOD

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

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

Gaskromatografikolonn, av glas, 2 meter ldng och 2 mm i diameter, statio-
nér fas.

OV101 10 % eller motsvarande uppsugen i kalcinerad diatomijord, syramét-
tad och silaniserad med en partikelstorlek p& 80 till 100 mesh.

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

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

Foérslutningskldmmor.
Gassprutor 0,5 till 2 ml.
REAGENSER

Standard: halogenerat 16sningsmedel med en renhet som 4r lamplig for gas-
kromatografi.

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 pa gaskromatografen som har foljande
instéllningar:

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

Andra temperaturer kan ocksa anvéindas under forutsdttning att resultaten
blir de motsvarande.

Referenslosningar: Gor i ordning standardlsningar av raffinerad olivolja
som inte innehaller spar av 19sningsmedel med koncentrationer som strécker
sig frén 0,05 till 1 ppm (mg/kg) och motsvarande for det antagna innehallet
i provet. De halogenerade 16sningsmedlen kan spédas ut med anviandning av
pentan.

Kvantitativ uppskattning: Korrelera omradena eller hdjderna pa topparna pa
provet och pa standardlosningar hos den koncentration som ligger ndrmast.
Om avvikelsen &r storre 4n 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). Registreringsgransen
for metoden &r 0,01 mg/kg.
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BILAGA XII

INTERNATIONELLA OLIVOLJERADETS METOD FOR
ORGANOLEPTISK BEDOMNING AV JUNGFRUOLJA

1. SYFTE OCH TILLAMPNINGSOMRADE

Avsikten med den internationella metod som beskrivs i denna bilaga ar att
faststdlla ett forfarande for att beddma organoleptiska egenskaper hos
jungfruolja i enlighet med del VIII punkt 1 i bilaga VII till Europaparla-
mentets och radets forordning (EU) nr 1308/2013 (') och metoden for att
klassificera jungfruolja pa grundval av dessa egenskaper. Metoden inne-
héller dessutom anvisningar for en frivillig mérkning.

Den angivna metoden dr bara tillimplig pa jungfruoljor och deras klas-
sificering eller mérkning med avseende pa hur intensiva de uppfattade
defekterna 4r och med avseende pd fruktighet och &vriga positiva egen-
skaper, vilket faststills av en utvald grupp utbildade provsmakare, som
utgdr en panel.

Det ar den senast tillgéngliga versionen av Olivoljeradets standarder, som
ndmns i denna bilaga.

2. ALLMAN GRUNDLAGGANDE TERMINOLOGI FOR SENSORISK
ANALYS

Se standard IOC/T.20/Doc. Nr 4 ”Sensorisk analys: Allmén grundlag-
gande terminologi”

3. SARSKILD TERMINOLOGI
3.1.  Negativa egenskaper

Unken/Gyttjig fillning Karakteristisk doft och smak hos olja fran oliver
som lagts pa hog eller lagrats under sadana forhallanden att de &r i langt
framskriden anaerob jasning, eller hos olja som varit i kontakt med “gytt-
jig” féllning i fat eller tankar och som ocksd har genomgétt en process av
anaerob jdsning.

Moglig - fuktig - jordig Karaktdristisk doft och smak hos oljor som fram-
stillts av frukt dar svamp och jést har utvecklats, beroende pa att de
lagrats under fuktiga forhallanden i flera dagar eller av olja som fram-
stéllts av oliver som har samlats in utan att jord eller gyttja tvéttats bort.

Vin—vindger—sur—syrlig Karaktéristisk doft och smak hos vissa oljor som
paminner om vin eller vindger. Detta beror i forsta hand pé en process av
anaerob jdsning i oliverna eller i rester av olivmassa i mattor som inte har
rengjorts ordentligt, som leder till att det bildas attiksyra, etylacetat och
etanol.

Hdrsken Doft och smak hos oljor som har genomgatt en intensiv oxide-
ringsprocess.

Frostskadade oliver (fuktigt trd) Karaktaristisk doft och smak hos oljor
som framstillts av oliver som har utsatts for frost pa tradet.

(*) Europaparlamentets och rddets forordning (EU) nr 1308/2013 av den 17 december 2013

om upprittande av en samlad marknadsordning for jordbruksprodukter och om upp-
hdvande av radets forordningar (EEG) nr 922/72, (EEG) nr 234/79, (EG)
nr 1037/2001 och (EG) nr 1234/2007 (EUT L 347, 20.12.2013, s. 671).
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3.1.1

32

33

Andra negativa egenskaper

Virmd eller Karakteristisk doft och smak hos oljor, som orsakats

brind av alltfor hog och/eller langvarig uppvarmning under
bearbetningen, i synnerhet ndr massan blandas ter-
miskt, om detta sker under oldmpliga forhéllanden.

Ho—trd Karaktaristisk doft och smak hos vissa oljor som
framstillts av oliver som har torkats.

Ra En tjock, degliknande fornimmelse i munnen som
vissa gamla oljor kan ge.

Fet Doft och smak av olja som paminner om dieselolja,
fett eller mineralolja.

Viixtvatten Doft och smak som uppstatt pa grund av liangre kon-
takt med véxtvatten som har genomgitt en jdsnings-
process.

Saltlake Doft och smak av olja som framstillts av oliver som

konserverats i saltlosning.

Metallisk Doft och smak som paminner om metall. Den ar ka-
raktdristisk for oljor som har varit i lingre kontakt
med metalliska ytor under krossning, blandning,
pressning eller forvaring.

Esparto Karakteristisk doft och smak hos olja som framstillts
av oliver som pressats i nya espartomattor. Doften och
smaken kan variera beroende pa om mattorna ar till-
verkade av férskt eller torkat espartogris.

Maskig Doft och smak av olja som framstillts av oliver som
har varit utsatta for kraftiga attacker av larver frén
olivflugan (Bactrocera oleae).

Gurka Doft och smak som uppstar nér en olja &r hermetiskt
forpackad under alltfor lang tid, sérskilt i bleckbehél-
lare, och som anses bero pa att 2,6-nonadienal bildats.

Positiva egenskaper

Fruktig Uppsittning olfaktoriska sensationer karakteristisk for
olja, som beror pa sorten och kommer fran friska,
farska oliver, antingen mogna eller omogna. Den for-
nims direkt och/eller via nésans bakre gangar.

Bitter Karaktéristisk primidr smak hos oljor som framstillts
av grona oliver eller oliver som borjar dndra farg. Den
uppfattas med vallgravspapillerna som ligger i V-form
pé tungan.

Skarp Stickande intryck karakteristiskt for olja som fram-
stillts i borjan av sdsongen, i huvudsak av oliver
som fortfarande &r omogna. Det kan fornimmas i
hela munhalan, i synnerhet i halsen.

Frivillig terminologi for mirkning

Den som leder panelen far pa begiran intyga att de oljor som bedomts
Overensstimmer med definitioner och intervall som endast motsvarar fol-
jande termer med avseende pa egenskapernas intensitet och fornimmelsen
av dem.
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Positiva egenskaper (fruktig, bitter och skarp): Enligt fornimmelsens
intensitet:

— Stark, om medianvérdet for egenskapen 4r dver 6.

— Medelstark, om medianvirdet for egenskapen dr mellan 3 och 6.

— Svag, om medianvérdet for egenskapen ar under 3.

Fruktighet En uppséttning olfaktoriska fornimmelser som é&r
kénnetecknande for oljan och som beror pa sorten
och kommer fran friska, farska oliver i vilka varken
gron eller mogen fruktighet dominerar. Den fornims
direkt och/eller via nésans bakre géngar.

Omogen fruktighet En uppsittning olfaktoriska fornimmelser som ar
kénnetecknande for oljan och som paminner om
omogna frukter och som beror pé sorten och kommer
fran omogna, friska, farska oliver. Den fornims direkt
och/eller via ndsans bakre gangar.

Mogen fruktighet En uppséttning olfaktoriska fornimmelser som é&r
kénnetecknande for oljan och som paminner om
mogna frukter och som beror pé sorten och kommer
fran friska, farska oliver. Den fornims direkt och/eller
via nésans bakre gangar.

Vilbalanserad Olja som inte é&r obalanserad i frdga om de
olfaktoriska-smakmaissiga och taktila intrycken dér
medianvirdet for egenskaperna bitter och/eller skarp
inte dr tvd podng hogre &n medianvardet for
fruktighet.

Mild olja Olja for vilken medianvardet for egenskaperna bitter
och skarp ar 2 eller lagre.

Forteckning Gver termer som avser fornimmelsens intensitet:

Termer som far anvidndas om ett intyg frén en

organoleptisk provning kan visas upp Medianvérde for egenskapen

Fruktighet _

Mogen fruktighet —

Omogen fruktighet —

Mild fruktighet Lagre an 3
Medelfruktighet Mellan 3 och 6
Kraftig fruktighet Mer én 6
Svagt mogen fruktighet Léagre an 3
Medelmogen fruktighet Mellan 3 och 6
Kraftig mogen fruktighet Mer én 6

Svag omogen fruktighet Lagre 4n 3
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Termer som fé? anvéindgs om ett i.ntyg fran en Medianviirde for egenskapen
organoleptisk provning kan visas upp
Medelomogen fruktighet Mellan 3 och 6
Kraftig omogen fruktighet Mer dn 6
Svag bitterhet Lagre an 3
Medelbitter Mellan 3 och 6
Kraftig bitterhet Mer 4n 6
Kraftigt stark Légre &n 3
Medelstark Mellan 3 och 6
Kraftigt stark Mer 4n 6
Vilbalanserad olja Medianvirdet for egenska-
perna bitter och skarp ar inte
mer &n tva podng hogre dn
medianvirdet for fruktighet.
Mild olja Medianvirdet for egenska-
perna bitter och skarp ar inte
hogre 4n 2.
VY M26

4. GLAS FOR PROVSMAKNING AV OLJA
Se standard IOC/T.20/Doc. Nr 5, ”Glas for provsmakning olja”.

5. PROVNINGSRUM

Se standard I0C/T.20/Doc. Nr 6, ”Anvisningar for installation av ett
provningsrum”.

6. TILLBEHOR

Foljande tillbehor, som krdvs for att provsmakare ska kunna utfora sina
uppgifter pd ett tillfredsstdllande sitt, ska tillhandahéllas i varje bds och
maste ligga inom rickhall:

— Glas (standardiserade) innehallande proverna, numrerade med en kod,
tickta med ett urglas och forvarade vid 28 °C + 2 °C.

— Profilformulér (se figur 1) i pappersformat eller i digital form under
forutsittning att villkoren for profilformuldret &r uppfyllda, samt an-
visningar for anvindningen vid behov.

— Kaulspetspenna eller outplénligt blick.

— Brickor med &ppelskivor och/eller vatten, kolsyrehaltigt vatten och/
eller skorpor.

— Glas med rumstempererat vatten.

— Ett formuldr med de allmédnna reglerna enligt avsnitt 8.4 och 9.1.1.

— Spottkoppar.
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7. PANELLEDARE OCH PROVSMAKARE
7.1.  Panelledare

Panelledaren maste vara en person med ldmplig utbildning och expert-
kunskaper om de typer av oljor som han eller hon kommer att stota pa i
samband med sitt arbete. Panelledaren &r en nyckelfigur i panelen och
ansvarar for dess organisation och drift.

Panelledarens arbete kriver grundliggande utbildning om verktyg for
sensorisk analys, sensorisk skicklighet, noggrannhet vid forberedelse, or-
ganisation och utférande av proven, samt skicklighet och tdlamod da det
giller att planera och utfora proverna pa ett vetenskapligt sétt.

Panelledaren ar den enda ansvariga personen for urval, utbildning och
Overvakning av provsmakarna for att faststilla deras niva av skicklighet.
Panelledarna ar séledes ansvariga for bedomningen av provsmakarna, som
alltid maste vara objektiva och for vilka de maste utarbeta sarskilda for-
faranden som bygger pa provningar och solida kriterier for godkadnnande
och avvisande. Se standard IOC/T.20/Doc. Nr 14, ”Anvisningar for urval,
utbildning och kontroll av kvalificerade provsmakare av jungfruolja”.

Panelledaren ansvarar for panelens resultat och dédrmed dven for utvir-
deringen av den, ddr de maste presentera tillforlitliga, objektiva bevis. De
maste hur som helst visa att metoden och provsmakarna star under kont-
roll. Periodisk kalibrering av panelen rekommenderas (I0C/T.20/Doc.
nr 14, § 5).

Panelledarna har det yttersta ansvaret for att fora panelens protokoll.
Dessa protokoll maste alltid vara spérbara. De maste Overensstimma
med de revisionsforklaringar och kvalitetskrav som faststdlls i internatio-
nella standarder for sensorisk analys och sdkerstilla anonymitet hos ex-
emplaren vid alla tidpunkter.

De ska ansvara for inventering och se till att den utrustning och det
material som krdvs for att uppfylla specifikationerna fér denna metod &r
ordentligt rengjorda och underhélls och ska bevara skriftliga bevis pa
detta, samt ansvara for 6verensstimmelsen med testvillkoren.

De ska ansvara for att ta emot och forvara proverna vid ankomsten till
laboratoriet samt ansvara for deras forvaring efter proven. De ska da vid
varje tidpunkt sékerstélla att proverna forblir anonyma och ar forvarade pa
ratt sitt, och de maste for detta syfte utarbeta skriftliga férfaranden for att
sakerstilla att hela processen dr sparbar och ger garantier.

Vidare ansvarar de for att forbereda, koda och presentera proverna for
provsmakarna i enlighet med en ldmplig forsoksplan i enlighet med pa
forhand faststéllda protokoll samt fér sammanstillning och statistisk be-
arbetning av de uppgifter som erhéllits av provsmakarna.

De ska ansvara for utveckling och utarbetande av alla andra forfaranden
som kan kridvas for att komplettera denna standard och att se till att
panelen fungerar val.

De maste hitta metoder for att jamfora resultaten fran panelen med resul-
taten fran andra paneler som analyserar jungfruolja, for att ta reda pd om
panelen fungerar val.
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Det aligger panelledaren att motivera panelmedlemmarna genom att upp-
muntra deras intresse, nyfikenhet och tdvlingslust. Darfor rekommenderas
de starkt att sikerstélla en smidig tvdvigskommunikation med panelmed-
lemmarna genom att hélla dem informerade om alla uppgifter som de
utfor och de resultat som erhélls. De ska ocksé se till att deras yttrande
inte dr kdnt och ska forhindra eventuella ledare frén att hdvda sina krite-
rier framfor Gvriga provsmakare.

De ska kalla provsmakarna i tillrickligt god tid och besvara alla fragor
om utforandet av proven, men avstd frdn att antyda nagra asikter om
provet.

VY M28
7.1.1 Stdllféretridande panelledare

Panelledaren far, av vdl motiverade skail, ersittas av en stillforetradande
panelledare som far trida i dennes stille vid uppgifter som ror utforandet
av proverna. Stillforetrddaren maste ha de nodvéndiga fardigheter som
krévs av panelledaren.

7.2. Provsmakare

De personer som fungerar som provsmakare i organoleptiska analyser av
olivoljor maste gora detta frivilligt. Det ar darfor tillradligt att den som
onskar delta inkommer med en skriftlig ansokan. Kandidaterna ska viljas
ut, utbildas och kontrolleras av panelledaren i enlighet med deras skick-
lighet nér det géller att skilja mellan likartade prov. Det bor hallas i
minnet att deras tillforlitlighet 6kar med utbildning.

Provsmakare maste fungera som verkliga sensoriska observatorer och
asidosdtta sin personliga smak och endast rapportera om sina sinnes-
intryck. Dérfér maste de alltid arbeta under tystnad, pa ett avslappnat
och ostressat sitt, med storsta mojliga sensoriska uppmérksamhet riktad
mot det prov som de provsmakar.

Mellan 8 och 12 provsmakare krivs for varje provning, men det dr klokt
att ha ndgra reservprovsmakare for att ticka eventuell franvaro.

VY M26
8. PROVNINGSFORHALLANDEN

8.1.  Presentation av provet

Det oljeprov som ska analyseras ska presenteras i standardiserade prov-
smakningsglas som 6verensstimmer med standarden I0C/T.20/Doc. Nr 5,
”Glas for provsmakning olja”.

Glaset ska innehélla 14-16 ml olja, eller mellan 12,8 och 14,6 g om
proverna ska vidgas, och det ska vara tackt med ett urglas.

Varje glas ska mérkas med en kod bestdende av siffror eller en kom-
bination av bokstdver och siffror som slumpmassigt valts ut. Koden kom-
mer att médrkas med hjélp av ett luktldst system.

8.2.  Provtagningstemperatur och oljeprovets temperatur

Oljeprover for provsmakning ska forvaras i glas vid 28 °C + 2 °C under
hela provningen. Denna temperatur har valts eftersom den gor det léttare
att folja organoleptiska skillnader dn vid rumstemperatur och eftersom de
aromatiska foreningar som é&r typiska for dessa oljor forangas déligt vid
lagre temperaturer, medan hogre temperaturer leder till att det bildas
flyktiga foreningar som &r typiska fér uppvarmda oljor. Se standard I0C/
T.20/Doc. nr 5 ”Glas for provsmakning av olja” for den metod som maste
anvindas for uppvarmning av proven i glaset.
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Provningsrummet maste ha en temperatur pa mellan 20 ° och 25 °C
(se IOC/T.20/Doc. nr 6.

8.3.  Provningstid

Morgonen ir bésta tiden provsmakning oljor. Det har bevisats att det
finns optimala perioder under dagen nir det géller perceptionen av
smak och lukt. Maltider foregds av en period under vilken den
olfaktoriska-gustatoriska kénsligheten 6kar, medan perceptionen dérefter
minskar.

Detta kriterium bor dock inte overdrivas sa att hunger distraherar prov-
smakarna och ddrmed minskar deras forméga till urskiljning. Darfor re-
kommenderas att provsmakningssessionerna hélls mellan 10.00 p& mor-
gonen och 12 péd dagen.

8.4. Provsmakare: allminna forhallningsregler

Foljande rekommendationer géller for provsmakarnas uppforande under
arbetet.

Nar panelledaren kallar provsmakarna till att delta i en organoleptisk
provning bor de kunna delta vid den i forvég faststdllda tidpunkten och
de ska iaktta foljande:

— De far inte roka eller dricka kaffe minst 30 minuter fore den tidpunkt
som dr faststdlld for provningen.

— De fér inte ha anvént nagra dofter, ndgon kosmetika eller nagon tval
vars lukt kan droja sig kvar till tidpunkten for provningen. De maste
anvéinda en oparfymerad tval for att tvitta hdnderna, som ska skolja
och torka s& ofta som &r nddvéndigt for att eliminera alla lukter.

— De ska fasta i minst en timme innan provsmakningen genomfors.

— Om de kénner sig fysiskt opassliga, och i synnerhet om deras lukt-
eller smaksinne dr paverkat, eller om de ar under nagon psykologisk
verkan som hindrar dem fran att koncentrera sig pa sitt arbete, ska
provsmakarna avstd frén att provsmaka och ska vederborligen under-
ritta panelledaren.

— Naér de har uppfyllt ovanstdende ska de provsmakarna tyst och under
ordnade former inta sin plats i det bés som de tilldelats.

— De ska noggrant ldsa anvisningarna pa profilformuldret och inte borja
undersdka provet forrdn de dr fullstindigt forberedda pd de uppgifter
de ska utfora (avslappnade och ostressade). Vid eventuellt tvivel ska
de radfraga panelledaren i enrum.

— De maste vara tysta nir de utfor sina uppgifter.

— De maste hela tiden ha sina mobiltelefoner avstingda for att inte
inkriakta pa sina kollegors koncentration och arbete.

9. FORFARANDE FOR ORGANOLEPTISK BEDOMNING OCH KLAS-
SIFICERING AV JUNGFRUOLJA

9.1.  Provsmakningsteknik

VY M29

T 9.1.1 Provsmakaren ska ta upp glaset och halla det tdckt med urglaset, luta det
forsiktigt och sedan rotera glaset i detta ldge for att vita insidan s& mycket
som mojligt. Nar denna fas dr genomford ska provsmakaren ta bort urg-
laset och lukta pa provet med djupa, ldngsamma andetag for att bedoma
oljan. Luktandet far inte pagd under mer dn 30 sekunder. Om ingen
slutsats dras under den tiden ska de ta en kort paus innan de forsoker
igen.
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Nar det olfaktoriska provet har utforts ska provsmakarna bedéma fornim-
melserna som framkallas i gommen (totala, retronasala, gustatoriska och
taktila fornimmelser). For att gora detta ska de ta en liten klunk pé ca 3
ml olja. Det dr mycket viktigt att fordela oljan 6ver hela munhélan fran
frimre delen av munnen och tungan ldngs sidorna till bakre delen och
gomfistet, eftersom det &r ett kdnt faktum att uppfattningen av smaker
och taktila fornimmelser varierar i intensitet beroende pa omradet pa
tungan och gommen.

Det bor sirskilt papekas att det ar viktigt att en tillracklig mangd olja
sprids mycket sakta 6ver bakre delen av tungan mot strupen medan prov-
smakaren koncentrerar sig pa i vilken ordning de bittra och skarpa upp-
levelserna fornims. Om inte detta sker kan bada dessa upplevelser missas
i en del oljor eller ocksé kan upplevelsen av den bittra smaken doljas av
den skarpa.

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

Obs! Om provsmakarna inte fornimmer nagon fruktighet i ett prov och
intensiteten i den negativa egenskapen uppfattas som 3,5 eller lagre far
panelen besluta att det ska goras en ny bedéomning av provet vid rums-
temperatur (COI/T.20/Doc. No 6/Rev. 1, September 2007, section 3 —
General specifications for installation of a test room), varvid det ska
anges i vilket sammanhang den nya bedomningen gors och definieras
vad som avses med rumstemperatur. Nar provet har uppnétt rumstempe-
ratur ska provsmakarna gora en ny bedomning av fornimmelsen av fruk-
tighet. Om de fornimmer fruktighet ska den anges pa skalan.

Den taktila fornimmelsen av skarphet bor beaktas. Darfor dr det lampligt
att svélja oljan.

VY M26
T 9.1.2. Néren jungfruolja ska bedomas organoleptiskt rekommenderas att hogst
FYRA PROV utvérderas vid samma tillfalle och att hogst tre provnings-
sessioner genomfors per dag, for att undvika de kontraster som kan uppsté
vid en omedelbar provning 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 foregdende provningen.

Anvindning av en liten bit dpple rekommenderas, som efter tuggning kan
spottas ut i spottkoppen. Sedan skdljs munnen med litet vatten vid rums-
temperatur. Minst 15 minuter ska ga mellan slutet av en provning och
borjan av nésta.

9.2. Provsmakarnas anvindande av profilformuliret.

Det profilformuldr som &r avsett att anvéndas av provsmakarna redovisas
ndrmare 1 figur 1 i denna bilaga.

Varje provsmakare i panelen ska forst lukta pa och ddrefter provsmaka (1)
den berérda oljan. De ska sedan ange med vilken intensitet som de upp-
fattar var och en av de negativa och positiva egenskaperna pa 10
cm-skalan i det profilformuldr som tillhandahélls.

(") De fér avsta frén att provsmaka en olja om de noterar nigon extremt negativ och direkt
olfaktoriskt fornimbar egenskap och ska dd anteckna detta exceptionella forhallande i
profilformuléret.
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Om provsmakaren upplever negativa egenskaper som inte aterfinns i
avsnitt 4 ska de anteckna dessa under rubriken "Ovrigt" och anvédnda
det eller de begrepp som bist beskriver dessa egenskaper.

VY M28

9.3. Panelledarnas anviindning av data

Panelledarna ska samla in de profilformuldr som fyllts i av varje prov-
smakare och kontrollera de intensiteter som angivits for de olika egen-
skaperna. Om panelledarna péatraffar nagon avvikelse ska de uppmana
provsmakaren att se Over sitt profilformuldr, och vid behov upprepa
provet.

Panelledaren ska fora in varje panelmedlems bedomningsdata i ett dator-
program som motsvarar standarden I0C/T.20/Doc. nr 15 for statistisk
berdkning av resultaten av analysen, pd grundval av en berdkning av
deras medianvdrde. Se avsnitt 9.4 och tilldgget till denna bilaga. Upp-
gifterna for ett visst prov ska registreras med hjdlp av en matris som
bestar av nio kolumner vilka motsvarar nio sensoriska egenskaper och
av n rader som motsvarar de n panelmedlemmar som anvénts.

Niér en defekt uppfattas och fors in under rubriken ”Gvrigt” av minst 50 %
av panelen ska panelledaren berdkna medianvérdet for defekten for att fa
fram motsvarande klassificering.

Virdet av den robusta variationskoefficient som definierar klassificeringen
(defekt med storsta intensitet och fruktig egenskap) far inte Gverstiga
20 %.

I annat fall maste panelledaren gora om bedomningen av detta specifika
prov vid ett annat provsmakningstillfélle.

Om denna situation uppkommer ofta rekommenderas panelledaren att ge
provsmakarna sérskild kompletterande utbildning (IOC/T.20/Doc. nr 14, §
5) och att anvénda repeterbarhetsindex och avvikelseindex for att kont-
rollera panelens resultat (IOC/T.20/Doc. nr 14, § 6).

VY M29
9.4 Klassificering av oljan

Oljan ska klassificeras enligt foljande kategorier, med defekternas medi-
anvédrde och fruktighetens medianvdrde som utgéngspunkt. Defekternas
medianviarde definieras som medianvérdet for den defekt som upplevs
mest intensivt. Defekternas medianviarde och medianvérdet for egenska-
pen fruktighet anges med en decimal.

Klassificeringen av oljan sker genom att defekternas medianvérde och
medianvirdet for egenskapen fruktighet jamfors med de referensintervall
som anges nedan. D& grinsvirdena for dessa intervall har faststillts med
beaktande av metodens felmarginal anses de vara absoluta. Genom pro-
gramvaran kan klassificeringen visas grafiskt eller i en tabell med sta-
tistiska uppgifter.

a) Extrajungfruolja: defekternas medianvirde &r lika med 0 och median-
vérdet for egenskapen fruktighet &r storre 4n 0.

b) Jungfruolja: defekternas medianviarde &r storre &n 0 men inte storre &n
3,5 och medianvirdet for egenskapen fruktighet ar storre &n 0.

c¢) Bomolja: defekternas medianvirde &r stérre dn 3,5 eller defektens
medianvirde ar 3,5 eller mindre och medianvardet for fruktighet ar 0.
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9.5

Anmdrkning 1: Nér medianvirdet for egenskapen bitter och/eller skarp ar
storre dn 5,0 ska panelledaren ange detta pa
provningsintyget.

For bedomningar som syftar till att kontrollera dverens-
stimmelse ska en provning utforas. Vid kontrollbedom-
ningar, ska beddmningen utforas dubbelt i olika sessio-
ner. Analysresultaten fran kontrollbedomningen ska vara
statistiskt homogena. (Se punkt 9.5) Om inte maste tva
nya kontrollbedéomningar goéras. Det slutgiltiga median-
vérdet for klassificeringsegenskaperna ska berdknas som
ett medelviarde av bdda medianerna.

Kriterier for godkidnnande och avvisande av dubbelprov

Det normaliserade felvirdet enligt definitionen nedan ska anvindas for att
avgora om resultaten fran de bada kontrollbedomningarna dr homogena
eller statistiskt godtagbara.

g - |Me, — Me,|

Om Me,; och Me, dr medianvérdena for de bada kontrollbedomningarna
(den forsta respektive den andra kontrollbedémningen) och U; och U, ér
vérdena for den utvidgade mitosdkerheten, berdknade enligt foljande en-
ligt specifikationerna nedan, géller f6ljande:

(CV, x Me,)
100

For den utvidgade maitosakerheten géller att ¢ = 1,96, varfor

Uy =c x s* and s* =

U; = 0,0196 x CV, x M,
dar CVr dr den robusta variationskoefficienten.

For att de tva erhéllna virdena ska kunna anses som statistiskt homogena
maste En vara lika med 1,0 eller ldgre.
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Tilligg
Metod for berikning av medianvirde och konfidensintervall

Medianvirde

Me =[p (X <x,) <%"p (X <x,)2"%]

Medianen definieras som det reella talet X, som kdnnetecknas av att sannolik-
heten (p) att virdena inom fordelningen (X) ar ldgre dn talet (X,,,), 4 mindre 4n
eller lika med 0,5, samtidigt som sannolikheten (p) att virdena inom
fordelningen (X) dr mindre &n eller lika med X, dr storre &n eller lika med
0,5. En mer praktisk definition ar att medianvérdet dr den 50:e percentilen av en
uppséttning tal som ordnats i stigande ordning. Enkelt uttryckt &r det mittpunkten
i en ordnad serie om antalet tal dr ojamnt, eller medelvirdet av de tva mitt-
punkterna i en ordnad serie om antalet tal ar jamnt.

Robust standardavvikelse

For att f4 en tillforlitlig uppskattning av spridningen kring medianen anvénds
Stuarts och Kendalls metod for uppskattning av robust standardavvikelse (4).
Med foljande formel berdknas den robusta asymptotiska standardavvikelsen,
dvs. den robusta uppskattningen av spridningen hos uppgifterna i fraga, varvid
N ér antalet observationer och IQR é&r kvartilavstandet, som omfattar exakt 50 %
av elementen i en given sannolikhetsfordelning.

. 1,25 xIQR
S =—
1,35 x VN

Kvartilavstidndet berdknas genom berdkning av skillnaden mellan den 75:e och
den 25:e percentilen.

IQR = 75 : epercentilen — 25 : epercentilen

Om percentilen dr virdet Xm, som kénnetecknas av att sannolikheten (p) att
virdena inom fordelningen &r lagre dn X, &r mindre &n eller lika med ett
specifikt hundradelsvdrde, samtidigt som sannolikheten (p) att vdrdena inom
fordelningen &r mindre én eller lika med X, dr storre én eller lika detta specifika
hundradelsviarde. Hundradelsvérdet anger vilken fraktil det ror sig om. Nér det
giller medianen ar detta vérde lika med 50/100.

n

percentil = [p (X < x,) < <25 "p (X < x,) =20

100 ]

Percentilen ar i praktiken det vérde i1 fordelningen som motsvarar ett givet om-
rdde som avgrinsas av fordelningskurvan eller frekvenskurvan. Den 25:e percen-
tilen utgdr exempelvis det vérde i fordelningen som motsvarar ett omrade lika
med 0,25 eller 25/100.

I denna metod berdknas percentilen pa grundval av de verkliga virden som
forekommer i datamatrisen (berdkningsmetod for percentiler).

Robust variationskoefficient (%)

CVr% motsvarar ett rent tal som utgdr ett matt pd den analyserade talseriens
spridning. Denna koefficient ar darfor mycket anvandbar som ett matt pa panel-
medlemmarnas tillforlitlighet.

S*
Me

CV, =-—x 100
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Konfidensintervall pa 95 % kring medianvirdet

Konfidensintervall (KI) pa 95 % (risken for fel av forsta slaget uppgar till 0,05

eller 5 %) utgdr det intervall inom vilket medianvérdet skulle kunna variera, om

det vore mojligt att upprepa forsoket ett odndligt antal génger. I praktiken anger
konfidensintervallet hur stor forsokets variabilitet 4r under radande forhéallanden,
om man antar att forsdket kan upprepas ett flertal ganger. I likhet med CVr% ger

konfidensintervallet ett matt pa hur tillforlitligt forsoket &r.

C.1.ypper = Me + (¢ x 57)
C'I'Iower = Me — (C X S*)

dir C = 1,96 for konfidensintervall pa 95 %.

Ett exempel pd berdkningsbladet finns i bilaga I till standard IOC/T 20/Doc.

No 15.
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BILAGA XV

OLJEHALT I PRESSRESTER AV OLIVER
Utrustning

— lampligt extraktionsapparatur som ar utrustad med en 200 till 250 ml
rundkolv,

— elektriskt uppvéarmt bad (t.ex. sandbad, vattenbad) och vdrmeplatta,

— analysvag,

— vérmeskdp som kan stillas in pd max 80 °C,

— elektriskt uppvdrmt varmeskap som dr utrustat med en termostatanord-
ning som skall stdllas in pd 103 £ 2 °C och som kan tdla en genom-
stromning av luft eller som kan arbeta under minskat tryck,

— mekanisk kvarn som &r létt att rengora och som tillater att olivrester kan
malas utan temperaturforhdjning eller nagon fordndring i deras fuktig-
hetsinnehall, flyktiga dmnen eller &mnen som gar att extrahera med
hexan,

— extraktionsskal och bomull eller filtrerpapper varifrdn dmnen som é&r
extraherbara med hexan redan har blivit borttagna,

— exsickator,

— sil med hal av 1 mm diammeter,

— sma partiklar av fortorkad pimpsten.

Reagenser

N-hexan, teknisk kvalitet som inte far lamna storre aterstod an 0,002 g/100 ml
vid total forangning.

UTFORANDE

Preparering av provet

Om sd behdvs anvdnds den mekaniska kvarnen, som skall vara vil regjord
till malning av laboratorieprovet for att minska partikelstorleken sa att pro-
vet kan passera silen helt och hallet.

Anvind ungefir en tjugondel av provet for att fullfélja rengdringen av
kvarnen, kasta det malda materialet, mal resten och samla upp, blanda
omsorgsfullt och analysera utan drojsmal.

Provmiingd

Sa fort malningen ar fardig, vag upp ca 10 g av provet pa 0,01 g nér, for
undersokning.

Preparering av extraktionsskilen

Placera provet i skélen och tick 6ver med bomull. Om filtrerpapper an-
vénds, sld in provet i detta.

Fortorkning

Om olivresterna dr mycket fuktiga (dvs innehaller fukt och flyktiga &mnen
till storre andel dn 10 %) genomfors fortorkning genom att den fyllda fil-
trerskélen (eller filtrerpappret) placeras i ett virmeskap under en lamplig tid
vid hogst 80 °C for att minska fukthalten och halten av flyktiga 4mnen sé att
de understiger 10 %.
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2.5

2.6

2.7

2.8

Preparering av rundkolven

Vig pa 1 mg nér kolven som innehaller en eller tva bitar pimpsten, som
tidigare torkats i vdrmeskap vid 103 + 2 °C och sedan svalnat i en exsic-
kator i minst en timme.

Forsta extraktionen

Séatt in extraktionsskalen (eller filtrerpappret) som innehéller provet i
apparaten. Hall en tillricklig méngd hexan i kolven. Sitt fast kolven pa
extraktionsapparaten och placera den sedan pa ett elektriskt uppvarmt bad.
Justera uppvarmningen pa s sitt att dterflodeshastigheten inte dr mindre dn
tre droppar per sekund (lugn, inte vildsam kokning).

Efter fyra timmars extraktion far apparaten svalna. Ta bort extraktionsskalen
fran extraktionsapparaten och placera den i ett luftrum for att ta bort ater-
stoden av ldsningsmedlet.

Andra extraktionen

Hall innehéllet i extraktionsskélen i mikrokvarnen och mal sé fint som
mojligt. Overfor den malda blandningen till skédlen kvantitativt och sétt
den sedan tillbaka i extraktionsapparaten.

Fortsdtt extraktionen under ytterligare tvd timmar med anvéndning av
samma rundkolv som innehaller extraktet fran forsta extraktionen.

Losningen i extraktionskolven méste vara klar. Om det inte ar det, filtrera
genom ett filtrerpapper och tvitta den ursprungliga kolven och filtrerpappret
flera gédnger med hexan. Samla upp filtratet och tvittlosningen i en ny
rundkolv som har torkats och végts pd 1 mg nér.

Borttagning av lésningsmedel och vigning av extraktet

Ta bort storre delen av l19sningsmedlet genom destillation pa ett elektriskt
uppviarmt bad. Ta bort de sista resterna av losningsmedlet genom att upp-
hetta kolven i ett varmeskép till 103 £ 2 °C i 20 minuter. Paskynda pro-
cessen antingen genom att blasa in luft eller foretrddesvis en inert gas i
intervaller eller anvind undertryck.

Lét kolven kallna i en exsickator i minst en timme och vdg pa 1 mg nér.

Upphetta igen 10 minuter under samma forhéllanden, 14t svalna i exsickator
och vég igen.

Skillnaden mellan vdgningarna far inte overstiga 10 mg. Om den gor det,
upprepa upphettningen i 10 minuters perioder foljt av avkylning och vig-
ning tills viktskillnaden &r 10 mg eller mindre. Anteckna den sista vig-
ningen av kolven.

Genomfor dubbelprov pa provet.

RESULTATANGIVELSE
Metod for berikning och formel

a) Extraktet uttryckt som massprocent av provet som erhallits dr lika med:




01991R2568 — SV — 04.12.2016 — 031.005 — 84

dar: S massprocenten av extraktet frdn produkten,

m, = massan i gram av provet,
m; = massan i gram av extraktet efter torkning.

Som resultat tas det aritmetiska medelvardet av dubbelproven under for-
utsdttning att repeterbara forhallanden har uppnatts.

Uttryck resultaten med en decimal.

b) Extraktet uttrycks som torrsubstans genom formeln:

100
S x 100 - U — oljeprocenten i extraktet berdknat som torrsubstans
ddar: S = procenten av extraktet fran provet som erhallits [se a)].
U = innehéllet av fukt och flyktiga dmen.

3.2 Repeterbarhet

Skillnaden mellan dubbelproven som utforts samtidigt eller i snabb
foljd av samma analytiker skall inte overstiga 0,2 g hexanextrakt per 100

g prov.
Om detta forhallande inte dr uppfyllt upprepas analysen pa tva andra prover.

Om det dven i det hér fallet uppstér en skillnad som &verstiger 0,2 g tas
resultatet genom att medelvdrdet av de fyra bestimningarna tas.
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BILAGA XVI
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 f6ljande 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 1osningsmedel och tillsats av Wijs reagens. Efter en
angiven tid tillsats av kaliumjodidlésning och vatten, titrering av den fri-
gjorda joden med natriumtiosulfat.

REAGENSER

Alla reagenser skall vara av analyskvalitet.

Kaliumjodid, 100 g/l 16sning, som inte innehaller jodat eller fri jod.

Stirkelse, 16sning.

Los 5 g vattenloslig starkelse 1 30 ml vatten, tillsdtt denna blandning till
1 000 ml kokande vatten, koka i tre minuter och 1t svalna.

Natriumtiosulfat, stilld standardldsning c(Na,S,05. SH,0) = 0,1 mol/l, som
stillts hogst sju dagar fore anvéndning.

Lésningsmedel, erhéllet genom blandning av lika volymer av cyklohexan
och ittiksyra.

Wijs reagens, som innehaller jodmonoklorid i attiksyra. Den Wijs reagens
som finns i handeln skall anvéndas.

Anm: Reagensen innehdller 9 g ICl; och 9 g I i éttiksyra.
UTRUSTNING

Vanlig laboratorieutrustning och sarskilt foljande:

Vigglas som ir lampliga for provet och for att kunna séttas in i kolvarna
(5.2).

E-kolvar, 500 ml, utrustade med slipade glasproppar och helt torra.

PREPARERING AV PROVET

Det homogeniserade provet torkas Gver natriumsulfat och filtreras.

UTFORANDE

Prov

Mingden av det prov som tas ut varierar enligt det forvintade jodtalet enligt
tabell 1.
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7.2.

7.3.

Tabell 1

Férvéntat jodtal Mingd prov (gram)
mindre dn 5 3,00

5 till 20 1,00

21 till 50 0,40

51 till 100 0,20
101 till 150 0,13
151 till 200 0,10

Vig provet pa 0,1 mg nér i ett vagglas (5.1).
Bestdmning

Placera provet i en 500 ml kolv (5.2). Tillsdtt 20 ml av 16sningsmedlet (4.5)
for att 16sa fettet. Tillsétt exakt 25 ml av Wijs reagens (4.6), sétt i proppen,
skaka om innehéllet och placera kolven i morker. Anvédnd inte en vanlig
munpipett for Wijs reagens.

Gor i ordning ett blindprov pa samma sétt med 16sningsmedlet och reagen-
sen 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 dver 150 och for polymerizerade produkter eller
produkter som har oxiderats patagligt far st i tvd timmar.

Nir 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 ndstan har forsvunnit. Tillsétt ett par droppar av stirkelseldsningen
(4.3) och fortsitt titreringen tills den bla férgen forsvinner efter omsorgsfull
skakning.

Anm: Potentiometrisk bestdimning av slutpunkten &r tillaten.

Antal bestaimningar
Genomfor tva bestimningar pd samma prov.

RESULTATANGIVELSE

Jodtalet erhalles genom uttrycket

12,69 ¢ (V; — V)

m

dér:

¢ = det numeriska virdet av den exakta koncentrationen i mol per liter av
den stdllda natriumtiosulfatlosningen (4.4) som anvinds;

V= det numeriska virdet pa volymen i milliliter pd den stillda natrium-
tiosulfatlosningen (4.4) som anvénds for blindprov;
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V, = det numeriska virdet pa volymen i milliliter pa den stéllda natriumtiosul-
fatlosningen (4.4) som anvénds vid bestdmningen;

m = det numeriska virdet pd massan i gram hos provet (7.1).

Som resultat tas det aritmetiska medelvérdet av tva bestimningar under forutsatt-
ning att kravet for repeterbarhet dr uppfyllt.
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BILAGA XVII
METOD FOR  BESTAMNING AV STIGMASTADIENER I
VEGETABILISKA OLJOR

1. SYFTE

Bestdmning av stigmastadiener i vegetabiliska oljor som innehéller laga
halter av dessa kolviten, sdrskilt jungfruolivolja och r olivolja av press-
rester.

2. TILLAMPNINGSOMRADE

Metoden kan anvéndas for alla vegetabiliska oljor 4&ven om métningarna
endast &r tillforlitliga nér halten av dessa kolvdten ar mellan 0,01 och
4,0 mg/kg. Metoden ar sarskilt lampad for att pavisa forekomst av raffi-
nerade vegetabiliska oljor (oliv, olivpressrester,solros, palm etc.) i jung-
fruolivolja eftersom raffinerade oljor innehaller stigmastadiener medan
jungfruolivolja inte gor det.

3. PRINCIP

Separering av ofortvalbara dmnen. Separering av den steroida kolvétef-
raktionen genom kolonnkromatografi pa kiselgel och analys med kapilldr-
gaskromatografi.

4. UTRUSTNING
4.1 250 ml lampliga kolvar med &terflodeskylare.

4.2 Separertrattar 500 ml.

4.3 Rundkolvar 100 ml.

4.4 Rotationsindunstare.

4.5 Kromatografikolonn av glas (innerdiameter: 1,5—2,0 cm, langd: 50 cm)
med teflonpropp och en tuss glasull eller en sinterglasskiva i botten. For
beredning av kiselgelkolonnen, héll hexan pd kromatografikolonnen till
ett djup av ca 5 cm och fyll déarefter pd med en l6sning av kiselgel i
hexan (15 g i 40 ml) med hjélp av sma portioner hexan. Léat std och
avsluta med en latt omskakning. Tillsdtt vattenfritt natriumsulfat till en
hojd av cirka 0,5 cm och eluera slutligen 6verflodigt hexan.

4.6 Gaskromatograf med flamjoniseringsdetektor, separat injektor eller injek-
tor som dr kallintegrerad i kolonnen och en ugn som kan programmeras
med en noggrannhet av + 1 °C.

4.7 Kapilliarkolonn av kvarts for gaskromatografi (innerdiameter: 0,25 eller
0,32 mm, ldngd: 25 m) tickta med 5 % fenylmetylsilikonfas med en
filmtjocklek av 0,25 pm.

Anm. 1:

Andra kolonner av samma eller lagre polaritet kan anvéndas.

4.8  Integrerad registreringsenhet som ger mojlighet till integrering Gver varje
enskild topp.

4.9 5—10 pl mikrospruta for gaskromatografi med hérdad nal.

4.10  Eluppvarmd mantel eller uppvarmningsplatta.
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5. REAGENSER

Alla reagenser skall vara av analytisk renhet om inte annat anges. Det
vatten som anvinds skall vara destillerat vatten eller vatten av minst
motsvarande renhetsgrad.

5.1 Hexan eller blandning av alkaner med ett kokpunktsintervall pa 65—70 °C,
destillerat med rektifieringskolonn.

Anm. 2:

Losningen skall destilleras for att avldgsna orenheter.

52 96 % etanol (volymprocent).

5.3 Vattenfritt natriumsulfat.

5.4 10-procentig alkoholkaliumhydroxidlosning. Tillsatt 10 ml vatten till 50 g
kaliumhydroxid, rér om och 16s ddrefter upp blandningen i etanol till
500 ml.

Anm. 3:

Alkoholkaliumhydroxid blir brun nér den fér sta. Den bor goras i ordning
varje dag och forvaras i vl tillslutna morka glasflaskor.

5.5 Kiselgel 60 for kolonnkromatografi, 70—230 mesh (Merck ref. 7734 eller
liknande).

Anm. 4:

Kiselgel kan normalt anvédndas direkt fran behdllaren utan foregaende
behandling. Vissa partier kisel kan emellertid uppvisa lag aktivitet vilket
ger daliga kromatografiska separeringar. I sddana fall bor kiselgelen be-
handlas pé foljande sdtt: Aktivera kiselgelen genom uppvéarmning under
minst fyra timmar vid 550 °C. Efter uppvarmningen placeras kiselgelen i
en exsickator dir den far svalna och fors dérefter over till en kolv med
tillslutningsanordning. Tillsétt 2 % vatten och skaka om tills inga klumpar
langre kan ses och pulvret flyter fritt.

Om partier av kiselgel ger kromatogram med interfererande toppar bor
kiselgelen behandlas pa det sitt som beskrivs ovan. Alternativt kan extra
ren kiselgel 60 (Merck ref. 7754) anviandas.

5.6 Stamldsning (200 ppm) av kolesta-3,5-dien (Sigma, 99 % renhet) i hexan
(10 mg 1 50 ml).

5.7 Standardlosning av kolesta-3,5-dien i hexan med en koncentration av 20
ppm erhallen genom utspidning av ovanstdende 19sning.

Anm. 5:

Om de l6sningar som avses i 5.6 och 5.7 forvaras under 4 °C s& kommer
de inte att forfaras under atminstone de forsta fyra méanaderna.

5.8 Losning av n-nonacosan i hexan med en koncentration av cirka 100 ppm.

5.9 Bérargas for kromatografi: helium eller vite med en renhetsgrad péa
99,9990 %.

5.10 Hjélpgaser for flamjoniseringsdetektor: véite med en renhetsgrad pa
99,9990 % och ren luft.
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6. UTFORANDE
6.1 Preparering av ofortvilbara imnen

6.1.1 Vig 20 + 0,1 g olja i en 250 ml kolv (4.1), tillsdtt 1 ml standardldsning
av kolesta-3,5-dien (20ng) och 75 ml 10-procentig alkoholkaliumhydrox-
id, sétt pd aterflodeskylare och vdrm upp till sakta kokning i 30 minuter.
Ta bort kolven som innehdller provet frdn vdrmen och 14t ldsningen
svalna nagot (lat den inte kallna helt eftersom provet da tjocknar). Tillsétt
100 ml vatten och Overfor 18sningen till en separertratt (4.2) genom att
anvidnda 100 ml hexan. Omskaka blandningen kraftigt i 30 sekunder och
lamna sedan att separera.

Anm. 6:

Om en emulsion produceras och inte snabbt forsvinner tillsitt sma méng-
der av etanol.

6.1.2  Overfér den undre vattenfasen till en annan separertratt och gor ytterligare
en extraktion med anvéndning av 100 ml hexan. Héll ur den undre fasen
en géng till och tvitta hexanextrakten (samlade i en annan separertratt) tre
ganger med 100 ml var gang med en blandning av etanol och vatten (1:
1) tills neutralt pH-vdrde uppnas.

6.1.3 L&t hexanlosningen flyta genom vattenfritt natriumsulfat (50 g), tvitta
med 20 ml hexan och indunsta i en rotationsindunstare vid 30 °C och
under ldtt tryck till torrhet.

6.2 Separering av den steroida kolviitefraktionen

6.2.1 Overfor aterstoden till fraktioneringskolonnen med anvindning av tva
1 ml portioner hexan, hdll provet pd kolonnen genom att lata 16sningens
nivé sjunka till toppen av natriumsulfatet och borja kromografisk eluering
med hexan med en hastighet av ca 1 ml/minut. Hall bort de forsta 25—30 ml
av elueringen och samla in den fdljande 40 ml fraktionen. Efter
uppsamlingen &verfor denna fraktion till en 100 ml rundbottnad cylinder

4.3).

Anm. 7:

Den forsta fraktionen innehaller mittade kolvéten (fig. 1a) och den andra
fraktionen de steroida kolvitena. Ytterligare eluering ger skvalen och
relaterade foreningar. For att uppnd en god separering mellan méttade
och steroida kolvidten, krdvs en optimering av fraktionernas volymer. [
detta syfte bor den forsta fraktionens volym justeras sa att de toppar som
representerar mittade kolvéten &r 1dga nér den andra fraktionen analyseras
(se fig. 1c). Om de inte formas, utan standardtoppens intensitet ar 14g, bor
volymen minskas. En fullstindig separering mellan den forsta och den
andra fraktionens komponenter &r hur som helst inte nédvéndig eftersom
det inte forekommer ndgon Gverlappning av topparna under analysen med
gaskromatografi om gaskromatografiska villkor dndras i enlighet med
6.3.1. En optimering av den andra fraktionens volym é&r i allménhet
inte nédvandig eftersom en god separering erhalls med de foljande kom-
ponenterna. En hog topp med omkring 1,5 minuter kortare retentionstid &r
standarden beror emellertid pad skvalen och é&r ett tecken pa en dalig
separering.

6.2.2 Indunsta den andra fraktionen i en indunstare vid 30 °C och under ldtt
tryck till torrhet och 16s omedelbart upp é&terstoden i 0,2 ml
hexan. Forvara losningen i kylskdp fram till analysen.

Anm. 8:

De aterstoder som anges i 6.1.3 och 6.2.2 bor inte forvaras torrt eller i
rumstemperatur. S& snart de har erhallits, bor 16sningsmedel tillséttas och
16sningarna bor forvaras i kylskap.
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6.3 Gaskromatografi

6.3.1 Driftférhallanden for separerad injektion:
— Injektorns temperatur: 300 °C.
— Detektorns temperatur: 320 °C.

— Integrerad registreringsenhet: parametrarna for integrering bor stillas
in s att en korrekt uppskattning av ytorna erhélls. Integration dver de
enskilda topparna rekommenderas.

— Kanslighet: omkring 16 ganger hogre d4n minimikéansligheten.
— Kuvantitet av det injicerade dmnet: 1 pl.

— Instéllning av ugnstemperaturen: starttemperaturen skall vara 235 °C i
6 minuter, darefter 6kas temperaturen med 2 °C/min upp till 285 °C.

— Injektor med delningsférhallandet 1: 15.
— Birargas: helium eller vite vid ett tryck av ungefar 120 kPa.

Dessa forhallande kan dndras i enlighet med kromatograf- och kolonn-
karaktdristiken for att erhalla kromatogram som uppfyller f6ljande krav:
intern standardtopp inom ca 5 minuter av den tid som anges i 6.3.2. Den
interna standardtoppen bor vara minst 80 % av hela skalvérdet.

Det gaskromatografiska systemet méste kontrolleras genom att en bland-
ning av stamldsningen av kolestadien (5.6) och n-nonacosanlosning (5.8)
sprutas in. Kolesta-3,5-dientoppen maste formas n-nonacosanet (fig. 1c).
Om den inte framtrader kan tva atgédrder vidtas: att sinka ugnstempera-
turen eller att anvidnda kolonner som inte &r lika polara.

6.3.2 Identifiering av toppar

Den inre standardtoppen formas vid omkring 19 minuter och stigmasta-
3,5-dien med en relativ retentionstid pa cirka 1,29 (se fig. 1b). Med
stigmasta-3,5-dien forekommer sma méngder av en isomer och vanligtvis
formar de bdda en enda kromatografisk topp. Om kolonnen ir for polér
eller uppvisar for stor upplosningsformaga, kan isomeren emellertid fram-
trdda som en liten topp fore och mycket nira stigmasta-3,5-dientoppen
(fig. 2). For att forsékra sig om att stigmastadienerna elueras till en topp
ar det tillrddligt att ersétta kolonnen med en kolonn som inte ar lika polér
eller en kolonn med stdrre innerdiameter.

Anm. 9:

Stigmastadiener for kromatografisk referens kan erhdllas genom analys av
en raffinerad vegetabilisk olja med anvéndning av en mindre provmingd
(1—2 g). Stigmastadiener producerar en mycket tydlig och létt identifi-
erbar topp.

6.3.3 Kvantitativ analys

Stigmastadienhalten bestdms enligt formeln

A,

M,
A, x M

mg/kg stigmastadien =

X | X

C 0
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dar: Ay = arean av stigmastadientoppen (om toppen uppldses i tvd
isomer, summan av de tva topparnas areor)

A, = arean av inre standard (kolestadien)
M, = massan av tillsatt standard i mikrogram

M, = massan av oljan som tagits ut for undersékning i gram

Gréns for pavisbarhet: ca 0,01 mg/kg.
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Figur 1

Gaskromatogram erhéllna genom analys av prover av olivolja pa en kapillarko-
lonn av kvarts (0,25 mm innerdiameter pa en lingd av 25 m) tickt med 5-
procentig fenylmetylsilikon med en filmtjocklek av 0,25 pum.
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a) Forsta fraktionen (30 ml) frén en jungfruolja med tillsatt standard.

b) Andra fraktionen (40 ml) fran en olivolja innehallande 0,10 mg stigmastadien
per kg.

c) Andra fraktionen (40 ml) innehéllande en liten del av den forsta fraktionen.

STIG-3,5

isomer

FL“- : s

{ N , T
0 ul) 20 min

Figur 2

Gaskromatogram som erhallits frén ett prov av raffinerad olivolja analyserad pa
en DB-5 kolonn och som visar stigmasta-3,5-diens isomer.



01991R2568 — SV — 04.12.2016 — 031.005 — 95

VY M25

BILAGA XVIII

BESTAMNING AV SKILLNADEN MELLAN FAKTISKT OCH
TEORETISKT INNEHALL AV TRIGLYCERIDER MED ECN 42

1. SYFTE

Bestdmning av den absoluta skillnaden mellan & ena sidan de experi-
mentella vardena for triglycerider med ekvivalent koltal 42 (equivalent
carbon number, ECN42yp; ) erhdllna genom att oljan analyseras med
vitskekromatografi (HPLC) och & andra sidan de teoretiska virdena for
triglycerider med ekvivalent koltal 42 (ECN 42,.0reticar) berdknade ut-
ifrdn fettsyrasammansittning.

2. TILLAMPNINGSOMRADE
Denna standard géller for olivoljor. Metoden anvénds for att detektera
smad méngder frooljor (som é&r rika péd linolsyra) i alla olivoljeklasser.

3. PRINCIP

Det genom HPLC-analys faststdllda innehallet av triglycerider med ECN
42 och det teoretiska innehéllet av triglycerider med ECN 42 (berdknat
pé grundval av fettsyrasammansittning bestdmd genom gaskromatografi)
Overensstimmer inom vissa grianser for dkta olivoljor. Skillnader som ar
storre dn de vidrden som beslutats for varje typ av olja visar att oljan
innehéller fréoljor.

4. METOD

Berdkningen av det teoretiska innehéllet av triglycerider med ECN 42
och av skillnaden jamfért med HPLC-data gors i huvudsak genom sam-
ordning av analysresultat som erhallits med hjilp av andra metoder. Tre
faser kan urskiljas: bestimning av fettsyrasammanséttningen genom ka-
pilldrgaskromatografi, berdkning av den teoretiska sammansittningen av
triglycerider med ECN 42 samt HPLC-bestdmning av triglycerider med
ECN 42.

4.1 Utrustning
4.1.1  Rundkolvar, 250 och 500 ml.

4.1.2  Bagare, 100 ml.

4.1.3  Glaskolonn for kromatografi, inre diameter 21 mm, lingd 450 mm, med
kran och mattslipad 6vre mynning (hona).

4.1.4  Separertrattar, 250 ml, med mattslipad smal mynning som passar in i
kolonnens 6verdel.

4.1.5  Glasstav, langd 600 mm.
4.1.6  Glastratt, diameter 80 mm.
4.1.7  Mitkolvar, 50 ml.

4.1.8  Mitkolvar, 20 ml.

4.1.9  Rotationsindunstare.

4.1.10 Vitskekromatograf (HPLC) med termostatstyrning av kolonnens tempe-
ratur.

4.1.11 Injektorer for provvolymer pa 10 pl.

4.1.12  Detektor: differentialrefraktometer. Kénsligheten 6ver hela skalan bor
inte vara simre &n 10~ brytningsindexenheter.
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4.1.13 Kolonn: ror i rostfritt stal, laingd 250 mm och innerdiameter 4,5 mm,
packad med partiklar av kiseldioxid med en diameter pd 5 pm och med
22-23 % kol i form av oktadecylsilan.

4.1.14 Datorprogram.
4.1.15 Provbehallare, ca 2 ml, med teflonsepta och skruvlock.

4.2 Reagens

Reagensen ska vara av analytisk renhetsgrad. Elueringslosningarna ska
vara avgasade och kan dteranvindas flera ganger utan att det inverkar pa
separeringarna.

4.2.1  Petroleumeter 40—-60 °C, av kromatografisk renhet, eller hexan.
4.2.2  Etyleter, peroxidfri, nydestillerad.

4.2.3  Elueringslosning for rening av oljan genom kolonnkromatografi, bland-
ning petroleumeter/etyleter 87/13 (v/v).

424 Kiselgel, 70-230 mesh, av typen Merck 7734, standardiserad till ett
vatteninnehall pa 5 viktprocent.

4.2.5  Glasull.
42.6  Aceton for HPLC.
4.2.7  Acetonitril eller propionitril for HPLC.

4.2.8  Elueringslosning for HPLC: acetonitril + aceton (proportionerna justeras
sd att man far den Onskade separeringen, borja med blandning 50:50)
eller propionitril.

4.2.9  Losningsmedel: aceton.

4.2.10 Referenstriglycerider: antingen anvénds kommersiellt tillgéngliga trigly-
cerider (tripalmitin, triolein etc.), varvid retentionstiderna ska redovisas i
forhallande till ekvivalent koltal, eller ocksd anvinds referenskromato-
gram frdn sojaolja, blandning 30:70 sojaolja—olivolja samt ren olivolja
(se noterna 1 och 2 samt figurerna 1-4).

4.2.11 Kolonn for fastfasextraktion med kiseldioxid, 1 g, 6 ml.

43 Beredning av prover

Eftersom interfererande dmnen kan ge upphov till felaktiga positiva
resultat maste provet alltid renas i enlighet med IUPAC-metod 2.507
for bestdimning av poldra &mnen i oxiderade oljor.

4.3.1  Forberedelse av kromatografikolonn

Fyll kolonnen (4.1.3) med cirka 30 ml elueringslosning (4.2.3). For ned
en propp av glasull (4.2.5) till botten av kolonnen med hjélp av glas-
staven (4.1.5).

Slamma upp 25 g kiselgel (4.2.4) i 80 ml elueringsblandning (4.2.3) i en
100 ml glasbagare. For 6ver uppslamningen till kolonnen med hjilp av
en glastratt (4.1.6).

For att vara sdker pa att all kiselgel forts over till kolonnen, skolj glas-
bégaren med elueringsblandningen och for dver skoljvétskan till kolon-
nen.

Oppna kolonnens kran och 1t 16sningen rinna genom kolonnen tills
vitskenivan ér cirka 1 cm ovanfor kiselgelen.
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432  Kolonnkromatografi

Vig med en noggrannhet av 0,001 g upp 2,5 £ 0,1 g filtrerad, homo-
geniserad och — om nddvéndigt — avvattnad olja i en 50 ml métkolv
4.1.7).

Los oljan i ca 20 ml elueringslosning (4.2.3). Varm forsiktigt vid behov
for att underlétta upplosningen. Lét svalna till rumstemperatur och spid
till mérket med elueringslosningen.

Tillsatt med matpipett 20 ml 16sning i den enligt 4.3.1 iordningstdllda
kolonnen. Oppna kranen och 14t 16sningen eluera tills den stir i nivi
med kiselgelen.

Eluera med 150 ml elueringslosning (4.2.3) i en takt av cirka 2 ml/minut
(det tar d& 60—70 min for 150 ml att passera genom kolonnen).

Samla upp eluatet i en 250 ml rundkolv (4.1.1) som i forvdg kalibrerats i
ugn och noggrant vigts. Avldgsna 10sningsmedlet vid reducerat tryck i
en rotationsindunstare (4.1.9) och vdg den erhallna aterstoden. Denna
ska sedan anvéndas vid beredning av 16sningen for HPLC-analys och for
beredningen av metylestrar.

Vad giller kategorierna extra jungfruolja, jungfruolja, raffinerad olivolja
och olivolja maste minst 90 % av provet passera genom kolonnen. For
bomolja och olivolja av pressrester maste minst 80 % passera.

4.3.3  Rening genom fastfasextraktion
Fastfaskolonnen med kiseldioxid aktiveras genom att man later 6 ml

hexan (4.2.3) passera under vakuum, varvid kolonnen inte tillats torka.

Vig med en noggrannhet av 0,001 g upp 0,12 g i en 2 ml provbehéllare
(4.1.15) och 16s i 0,5 ml hexan (4.2.3).

Tillfor 16sningen till fastfaskolonnen och eluera med 10 ml hexandiety-
leter (87:13 v/v) (4.2.3) under vakuum.

Lat den uppsamlade fraktionen indunsta till torrhet i en rotationsinduns-
tare (4.1.9) under reducerat tryck vid rumstemperatur. Aterstoden 16ses
upp 1 2 ml aceton (4.2.6) for bestdmning av triglycerider.

4.4 HPLC-analys

4.4.1  Beredning av proverna for kromatografisk analys

Bered en 5 % 10sning av det prov som ska analyseras genom att viga
upp 0,5 £ 0,001 g av provet i en 10 ml métkolv och spad med 16snings-
medlet (4.2.9) till 10 ml.

442  Forfarande

Gor i ordning kromatografisystemet. Pumpa elueringslgsningen (4.2.8)
genom kolonnen med en hastighet av 1,5 ml/min for att rensa hela
systemet. Vénta tills baslinjen stabiliserats.

Injicera 10 pl av det prov som beretts enligt punkt 4.3.

4.4.3  Berdkning och redovisning av resultat

Anvind metoden med inre standard, dvs. antag att den sammanlagda
arean av de toppar som motsvarar triglyceriderna frén ECN 42 till ECN
52 &r lika med 100 %.

Berdkna den relativa andelen for varje triglycerid med hjilp av formeln
% triglycerid = topparea x 100/sammanlagd topparea.
Resultaten ska anges med minst tva decimaler.

Se noterna 1-4.
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4.5 Beriikning av triglyceridsammansittning (molprocent) fran data om
fettsyrasammansittning (areaprocent)

4.5.1  Bestdmning av fettsyrasammansdttning

Fettsyrasammansittningen bestdms enligt ISO 5508 med hjélp av en
kapilldrkolonn. Metylestrarna bereds enligt COI/T.20/Doc. No 24.

4.5.2  Fettsyror for berdkning

Glycerider grupperas efter sina ekvivalenta koltal (ECN), varvid hansyn
tas till foljande ekvivalensforhallanden mellan ECN och fettsyror. Enbart
fettsyror med 16 och 18 kolatomer beaktas, eftersom endast dessa ar av
betydelse for olivolja. Fettsyrorna bor normaliseras till 100 %.

Fettsyra Forkortning Moleklvike ECN
MW)

Palmitinsyra P 256.,4 16
Palmitoleinsyra Po 254.4 14
Stearinsyra S 284.5 18
Oljesyra (¢} 282,5 16
Linolsyra L 280,4 14
Linolensyra Ln 278,4 12

4.53  Omvandling av areaprocent till mol for alla fettsyror (1)

1P area % P s area % S 1P area % Po

m = — me - me —

¢ MW P © MW S o T MW o

mol 0 — A% 0 mol L — Area% L ol Ly — 2rea%Ln
MW O MW L MW Ln

4.54  Normalisering av mol fettsyror till 100 % (2)

mol P x 100

Iprocent P (1,2,3) =
molprocent P (1.2.3) = S+ po + 0 + L & Ln)

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

molprocent S (1,2,3) =

mol Po * 100

I t Po (1,2,3) =
molprocent Po (1,2,3) mol(P +S + Po + O + L + Ln)

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

molprocent O (1,2,3) =

molL * 100
mol (P + S + Po + O + L + Ln)

molprocent L (1,2,3) =

mol Ln x 100
mol (P + S + Po + O + L + Ln)

molprocent Ln (1,2,3) =
Resultatet visar andelen av varje fettsyra i molprocent av triglyceridernas
samtliga stillningar (1, 2, 3).

Sedan berdknas summan av de mittade fettsyrorna P och S (SFA) och
de omittade fettsyrorna Po, O, L och Ln (UFA) (3)

molprocent SFA = molprocent P + molprocent S

molprocent UFA = 100 — molprocent SFA
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4551

4552

4553

4.5.6
4.5.6.1

4.5.6.2

Berdkning av fettsyrasammansdttning i triglyceridernas 2- och 1,3-stdll-
ningar

Fettsyrorna fordelas i tre grupper enligt foljande: en for 2-stillning och
tva identiska for 1- och 3-stéllning, med olika koefficienter for de mat-
tade (P och S) och omittade fettsyrorna (Po, O, L och Ln).

Miittade fettsyror i 2-stillning [P(2) och S(2)] (4)
molprocent P(2) = molprocent P (1,2,3) * 0,06

molprocent S(2) = molprocent S (1,2,3) * 0,06

Omittade fettsyror i 2-stdllning [Po(2), O(2), L(2) och Ln(2)] (5)

mol % Po(1,2,3)

molprocent Po(2) = 1% UFA
mol 7o

* (100 — mol % P(2) — mol % S(2))

mol % O(1,2,3)

molprocent O(2) = —ol % UFA

% (100 — mol % P(2) — mol % S(2))

mol % L(1,2,3)

molprocent L(2) = ol % UFA

* (100 — mol % P(2) — mol % S(2))

mol % Ln(1,2,3)

molprocent Ln(2) = ol % UFA
o

% (100 — mol % P(2) — mol % S(2))

Fettsyror i 1,3-stillning [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3), L(1,3) och
Ln(1,3)] (6)

mol % P(1,2,3) — mol % P(2)

molprocent P(1,3) = 5 + mol % P(1,2,3)
molprocent S(1,3) = mol % S(1’2’3; —mol % S(2) + mol % S(1,2,3)
molprocent Po(1,3) = mol % P0(1’2’3; —mol % Po(2) + mol % Po(1,2,3)
molprocent O(1,3) = mol % 0(1’2’3; —mol % 0(2) + mol % O(1,2,3)

mol % L(1,2,3) — mol % L(2)
2

molprocent L(1,3) = + mol % L(1,2,3)

1% Ln(1,2,3) — mol % Ln(2
molprocent Ln(1,3) = mol % La(l, ’; mol % Ln(2) + mol % Ln(1,2,3)

Berdkning av triglycerider
Triglycerider med en fettsyra (AAA, hiar LLL, PoPoPo) (7)

mol % A(1,3) * mol % A(2) * mol % A(1,3)

1 AAA =
molprocent 10000

Triglycerider med tva fettsyror (AAB, hidr PoPoL, PoLL) (8)

mol % A(1,3) * mol % A(2) * mol % B(1,3) * 2

1 AAB =
molprocent 10000

mol % A(1,3) * mol % B(2) * mol % A(1,3)

1 t ABA =
molprocen 10 000
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4.5.6.3 Triglycerider med tre olika fettsyror (ABC, hdr OLLn, PLLn, PoOLn,
PPoLn) (9)

mol % A(1,3) % mol % B(2) * mol % C(1,3) * 2

molprocent ABC =

10 000
mol % B(1,3) * mol % C(2) * mol % A(1,3) * 2
1 t BCA =
molprocen 10 000
mol % C(1,3 mol % A(2 mol % B(1,3 2
molprocent CAB = ol % C(1,3) * mol % A(2) * mol % B(1.3)

10 000

4.5.6.4 Triglycerider med ECN 42

Triglycerider med ECN 42 beriknas i enlighet med formlerna 7, 8 och 9
och anges alltefter deras forvédntade eluering i HPLC (vanligtvis endast
tre toppar).

LLL

PoLL och stillningsisomeren LPoL

OLLn och stillningsisomererna OLnL och LnOL

PoPoL och stéllningsisomeren PoLPo

PoOLn och stillningsisomererna OPoLn och OLnPo

PLLn och stéllningsisomererna LLnP och LnPL

PoPoPo

SLnLn och stéillningsisomeren LnSLn

PPoLn och stillningsisomererna PLnPo och PoPLn

Triglyceriderna med ECN 42 erhalls som summan av de nio triglyceri-
derna, inklusive deras stéllningsisomerer. Resultaten ska anges med
minst tvd decimaler.

5. UTVARDERING AV RESULTATEN

Det beréknade teoretiska innehallet jamfors med innehéllet enligt
HPLC-bestdimningen. Om  skillnaden i absolutvirde mellan
HPLC-virdet och det teoretiska vardet ar storre &n det virde som anges
i standarden for motsvarande kategori olivolja, innehaller provet froolja.

Resultaten ska anges med tva decimaler.

6. EXEMPEL (SIFFRORNA AVSER PUNKTER I METODDELEN)

— 4.5.1  Berdkning av molprocent fettsyror fran gaskromatografiska
data (areaprocent)

Foljande uppgifter erhélls for fettsyrornas sammansattning
genom gaskromatografi:

FA P S Po (6] L Ln

MW 256,4 284,5 254,4 282,5 280,4 278,4

Area % 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0
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— 4.53  Omvandling av areaprocent till mol for alla fettsyror (se
formel [1])
10
mol P = 3564 0,03900 mol P
1S -3 0,01054 mol S
me 2845 oMo
1
1 P = = 0,00393 mol P
mol Po 3544 ,00393 mol Po
mol O - B 0,26549 mol O
2825 7
1L =10 = 0,03566 mol L
me 2804 oo me
1
mol Ln = m = 0,00359 mol Ln
Total = 0,35821 mol TAGs

— 4.54  Normalisering av mol fettsyror till 100 % (se formel [2])

0,03900 mol P % 100
molprocent P(123) = —— 35?; 1 *1 — 10,887 %
, mo

0,01054 mol S * 100

molprocent S(1,2,3) = 0.35821 mol = 2942 %
molprocent Po(1,2,3) = 0’0033’33;1;;111?10;( 100 = 1,097 %
molprocent O(1,2,3) = 0’265(:‘251;1; Cr)noji 100 = 74,116 %
molprocent (12,3 = 203366molL « 100,00

0,35821 mol

0,00359 moles Ln # 100
molprocent Ln(1,23) = — 03?8(;8 1;* — 1,002 %
R moles

Summa molprocent = 100 %

Summa mittade och omittade fettsyror i 1, 2, 3-stillning
hos triglyceriderna (se formel [3]):

molprocent SFA = 10,887 % + 2,942 % = 13,829 %
molprocent UFA = 100,000 % — 13,829 % = 86,171 %

— 4.5.5  Berdkning av fettsyrasammansdttning i 2- och 1,3-stdllning i
triglyceriderna

— 4.5.5.1 Mittade fettsyror i 2-stéllning [P(2) och S(2)] (se formel [4])
molprocent P(2) = 10,887 % * 0,06 = 0,653 molprocent

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

— 4.5.5.2 Omiittade fettsyror i 2-stillning [Po(1,3), O(1,3), L(1,3) och
Ln(1,3)] (se formel [5])

1,097 %

= 86171 % * (100 - 0,653 - 0,177) = 1,262 molprocent
] 0

molprocent Po(2)

74,116 %
molprocent O(2) = m x (100 — 0,653 — 0,177) = 85,296 molprocent
9,955 9
molprocent L(2) = 86,,177112; x (100 - 0,653 — 0,177) = 11,457 molprocent
1,002 %

molprocent Ln(2) % (100 - 0,653 - 0,177) = 1,153 molprocent

= 86,171 %
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— 4.5.53

— 4.5.6

— 4.5.6.1

Fettsyror i 1,3-stdllning [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3),
L(1,3) och Ln(1,3)] (se formel [6])

10,887 — 0,653
molprocent P(1,3) = % + 10,887 = 16,004 molprocent
2,942 - 0,177
molprocent S(1,3) = % + 2,942 = 4,325 molprocent
1,097 — 1,262
molprocent Po(1,3) = % + 1,097 = 1,015 molprocent

74,116 — 85,296

molprocent O(1,3) = + 74,116 = 68,526 molprocent

2
9,955 — 11,457
molprocent L(1,3) = s * 9,955 = 9,204 molprocent
1,002 — 1,153
molprocent Ln(1,3) = ’f + 1,002 = 0,927 molprocent

Berdkning av triglycerider

Frén den berdknade sammanséttningen av fettsyror i sn-2-
och sn-1,3-stdllning

Fettsyra i 1,3-stéllning 2-stéllning
P 16,004 % 0,653 %
S 4,325 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,262 %
(0] 68,526 % 85,296 %
L 9,204 % 11,457 %
Ln 0,927 % 1,153 %
Totalt 100,0 % 100,0 %

berdknas foljande triglycerider:

LLL

PoPoPo

PoLL med 1 stillningsisomer
SLnLn med 1 stillningsisomer
PoPoL med 1 stéllningsisomer
PPoLn med 2 stéllningsisomerer
OLLn med 2 stéllningsisomerer
PLLn med 2 stéillningsisomerer
PoOLn med 2 stéllningsisomerer

Triglycerider med en fettsyra (LLL, PoPoPo) (se formel [7])

9,204 9 11,457 9 9,204 9
molprocent LLL = = il 1’0 OOOA) * 9,204 % _ 0,09706 mol LLL

1,015 9 1,262 9 1,015 9
molprocent PoPoPo = 015 % » 1’0600(? * LOIS% _ 0,00013 mol PoPoPo
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— 4.5.6.2 Triglycerider med tvé fettsyror (PoLL, SLnLn, PoPoL) (Se formel [8])

1,015 % = 11,457 % * 9,204 % * 2
10 000

molprocent PoOLL + LLPo = = 0,02141

9,204 9 1,262 9 9,204 9
molprocent LPoL = = % 1’0 00: * 9,204 % _ 0,01069

0,03210 mol PoLL

4,325 % * 1,153 % * 0,927 % * 2
10 000

molprocent SLnLn + LnLnS = = 0,00092

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

= 0,00002
10 000 ’

molprocent LnSLn

0,00094 mol SLnLn

1,015 9 1,262 9 9,204 9 2
molprocent PoPoL + LPoPo = - o L 10 (f())O* 208% * 2 _ 0,00236

1,015 % * 11,457 % = 1,015 %
10 000

molprocent PoLPo = = 0,00118

0,00354 mol PoPoL
— 4.5.6.3 Triglycerider med tre olika fettsyror (PoPLn, OLLn, PLLn, PoOLn) (se formel

[°D
16,004 9 1,262 9 0,927 9 2
molprocent PPoLn = — % x 1, o Of))O* D927 % * 2 _ 0,00374

0,927 % x 0,653 % x 1,015 % x 2

molprocent LnPPo 10000 = 0,00012
molprocent PoLnP = 1015 % « 1’15]30?;0:; 16004% + 2 _ 0,00375
0,00761 mol PPoLn
molprocent OLLn — 05220 % * 11’1370?(’) * 0927% * 2 14556
molprocent LnOL = 0927 % * 85’21906(‘;2)0* 2:204% * 2 _ 0,14555

9,204 9 1,153 9 68,526 ¢ 2
molprocent LLnO = = %+ 1, 103)0; S6% +2 0,14544

0,43655 mol OLLn
16,004 % * 11,457 % * 0,927 % * 2

1 t PLLn = = 0,03399
molprocen n 107000 ,
0,927 % x 0,653 % * 9,204 % x 2
1 tLnPL = = ’ ’ = 0,00111
molprocent Ln 107000 X
9,204 ¢ 1,153 9 16,004 ¢ 2
molprocent LLnP = = % * 1 % * 16, fx2 0,03397

10 000

0,06907 mol PLLn
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1,015 9 85,296 9 0,927 % * 2
molprocent PoOLn = - % * 85, T O{;O* > °r s 0,01605

0,927 9 1,262 9 68,526 % * 2
molprocent LnPoO = - %+ 1, 10{;)0; 2 °r s 0,01603

68,526 9 1,153 9 1,015 % * 2
molprocent OLnPo = — %+ 1, 10 O{;O* > °r s 0,01604

0,04812 mol PoOLn
ECN42 = 0,69512 mol triglycerider

Anm.: I: Elueringsordningen kan bestimmas genom att man beréknar de ekvi-
valenta koltalen, som ofta definieras genom formeln ECN = CN —2n, dir CN
ar koltalet och n antalet dubbelbindningar. Koltalet kan berdknas mer exakt
genom att hdnsyn tas till dubbelbindningens ursprung. Om n,, n; och nj, &r
antalet dubbelbindningar i olje-, linol- respektive linolensyra kan det ekvivalenta
koltalet berdknas med hjdlp av formeln

EN = CN - dol'l0 - dIIl] - d]nn]n

dér koefficienterna d,, d; och dj, kan berdknas med hjilp av referenstriglyceri-
derna. Under de forutsattningar som anges for denna metod kan det forhdllande
som erhélls approximeras av formeln

ECN = CN - (2,60 n,) — (2,35 n)) — (2,17 ny,)

Anm.: 2: Om man anvénder sig av flera referenstriglycerider dr det ocksd mojligt
att berdkna upplosningen med avseende pa triolein

o = RT'/RT triolein
med hjélp av den reducerade retentionstiden RT' = RT-RT 16sningsmedel

Grafen for log o som funktion av f (antalet dubbelbindningar) mdjliggor bestdm-
ning av retentionsvirdena for alla triglycerider i referenstriglyceriderna — se
figur 1.

Anm.: 3: Kolonnen bor vara sa beskaffad att den mojliggor en tydlig separering
av toppen for trilinolein fran topparna for de triglycerider som har nérliggande
retentionstider. Eluering gors fram till ECN 52-toppen.

Anm.: 4: For att fa ett korrekt matt pa arean av alla de toppar som &r av intresse
for denna undersokning maste den andra toppen, vilken motsvarar ECN 50,
motsvara 50 % av skrivarens fulla skala.
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Figur 1
log a i forhillande till f (antal dubbelbindningar)
StStSt
+05+
o
D
ke)
+0 25+

StStln

-025 -

StStLn

LnLnLn

.
1 t T

Antal dubbelbindningar

La: laurinsyra; My: myristinsyra; P: palmitinsyra; S: stearinsyra; O: oleinsyra; L: linolsyra; Ln:
linolensyra.
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Figur 2

Olivolja med lag halt av linolsyra

13

14415

1
4 16
. L p \_f,_}é_fv%»’xj Ejk@?,l U \«_J.[\ 18 19

Med l6sningsmedel: aceton/acetonitril.

Profil a: Viktigaste komponenter i de kromatografiska topparna: ECN42: (1) LLL + PoLL; (2)
OLLn + PoOLn; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL + PoOL; (5) OOLn + PLL; (6) POLn + PPoPo;
(7) OOL + PoOO; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL +
SOLn + SPoPo; (12) PLP; ECN48: (13) OOO + PoPP; (14 + 15) SOL + POO; (16) POP; ECN50:
(17) SOO; (18) POS + SLS.

b

13
15

,YMJLL:_; _ﬁ‘j\fxug AV IS T

Med 10sningsmedel: propionitril.

Profil b: Viktigaste komponenter i de kromatografiska topparna: ECN42: (1) LLL; (2) OLLn +
PoLL; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo +
PPoL; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPo-
Po; (12) PLP; ECN48: (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO;
(18) POS + SLS
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Figur 3

Olivolja med hog halt av linolsyra

06

1%

03 1"
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Med 16sningsmedel: aceton/acetonitril (50:50).

Profil a: Viktigaste komponenter i de kromatografiska topparna: ECN42: (1’) LLL + PoLL; (2°)
OLLn + PoOLn; (3°) PLLn; ECN44: (4’) OLL + PoOL; (5°) OOLn + PLL; (6’) POLn + PPoPo;
ECN46: (7°) OOL + PoOO; (8’) PLO + SLL + PoOP; (9°) PLP + PoPP; ECN48: (10°) O0O;
(11°) POO + SLL + PPoO; (12°) POP + PLS; ECN50: (13°) SOO; (14°) POS + SLS

b
4 8[| 10 13| 15
0.4
6 16
02 1
5 9 12 17
1
] 1 . 11
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0.0 ‘h-w L T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Med 19sningsmedel: Propionitril.

Profil b: Viktigaste komponenter i de kromatografiska topparna: ECN42: (1) LLL; (2 + 2°) OLLn
+ PoLL; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo
+ PPoL; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn +
SPoPo; ECN48: (12) PLP; (13) OO0 + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO;
(18) POS + SLS; ECN52: (19) AOO.
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BILAGA XIX
VY M28

BESTAMNING AV HALTEN ALIFATISKA ALKOHOLER OCH
TRITERPENALKOHOLER MED KAPILLARGASKROMATOGRAFI

1. SYFTE

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

VYM19
2. PRINCIP

Fettdimnet med 1-eicosanol tillsatt som standard, fortvdlas med kalium-
hydroxid i metanol varefter de ofortvélbara amnena extraheras med ety-
leter. Alkoholfraktionen separeras fran de ofortvalbara dmnena genom
kromatografi pa ett lager kiselgel impregnerat med kaliumhydroxid. Al-
koholerna som atervunnits fran kiselgelen overfors till trimetylsilyletrar
och analyseras genom gaskromatografi med kapilldrkolonn.

3. UTRUSTNING

3.1 250 ml kolv forsedd med aterflodeskylare med slipningar.
32 500 ml separertratt.
33 250 ml kolvar.

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

35 Ultraviolett lampa med en vagliangd av 366 eller 254 nm.
3.6 Mikrolitersprutor 100 pl och 500 pl.

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

3.8 50 ml vakuum-E-kolv med honslipning 12/21 som kan anvéndas for
filtrertratten (3.7).

3.9 10 ml provror med konisk botten och propp.

3.10  Gaskromatograf for anvidndning med kapilldrkolonn och forsedd med
spaltningssystem som bestdr av:

3.10.1 En termostatkammare for kolonner som kan bibehélla 6nskad temperatur
med en noggrannhet av £ 1 °C.

3.10.2 En injektor med instillbar temperatur och forsedd med ett forangnings-
element av glas med silaniserad yta.

3.10.3 En flamjoniseringsdetektor och omformarforstirkare.

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

3.11 Kapilldrkolonn av glas eller kvarts, 1dngd 20 till 30 meter, innerdiameter
0,25 till 0,32 mm, med SE-52 eller SE-54 vitskefas eller motsvarande
och med en filmtjocklek mellan 0,10 och 0,30 pm.

3.12  Mikrolitersprutor for gaskromatografi, 10 pl med héirdad nal.

3.13 Precisionsvadg med en kénslighet av 1 mg (med visning av 0,1 mg).
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4. REAGENSER

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

4.2 Etyleter, P.A.
4.3 Vattenfritt natriumsulfat, P.A.

4.4 Glasplattor tickta med kiselgel utan fluorescensindikator, tjocklek
0,25 mm (finns i handeln fardiga for anvindning).

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

4.6 Bensen, for kromatografi (se 5.2.2).
4.7 Aceton, for kromatografi (se 5.2.2).
4.8 Hexan, for kromatografi (se 5.2.2).

4.9 Etyleter, for kromatografi (se 5.2.2).
4.10 Kloroform, P.A.

VvV M28
T 41 Referenslosning for tunnskiktskromatografi: C,,—C,g alkoholer 0,5 % i
kloroform, eller en fraktion av alkoholer som erhéllits pa det sitt som
anges i punkt 5.2 frdn det ofortvalbara &mnet av en olivolja av
pressrester.

YM19
4.12 2.7-diklorfluorecein, 0,2 % etanollosning. Denna gors latt alkalisk ge-
nom tillsats av ett par droppar 2 N etanollésning av kaliumhydroxid.

4.13 Vattenfri pyridin, for kromatografi.
4.14 Hexametyldisilasan.
4.15  Trimetylklorosilan.

4.16 Standardldsningar av trimetylsilyletrar av alifatiska alkoholer fran C, till
C,g. Framstills av blandningar av rena alkoholer omedelbart innan de
skall anvéndas.

4.17  En 0,1 % (m/v) 18sning av 1-eicosanol i CHCl; (inre standard).
4.18 Birgas: vite eller helium, ren for gaskromatografi.
4.19 Supplementerande gaser: kvéve, ren for gaskromatografi.

5. UTFORANDE
5.1 Preparering av ofértvilbara dmnen

5.1.1  Infor med hjélp av en 500 pl spruta i en 250 ml rundkolv en volym av
0,1 % 1-eicosanollosning (4.17) som innehéller en kvantitet av 1-eico-
sanol som ungefarligen motsvarar 10 % av halten alifatiska alkoholer i
den del av provet som tagits ut for analys. Tillsétt t.ex. 5 gram av provet
250 ul av den 0,1 % 1-eicosanolldsningen om det giller olivolja och
1500 pl om det géller olivolja av pressrester.

Indunsta till torrhet under en strom av kvéve och vég upp exakt 5 g torrt
filtrerat prov i kolven.
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5.1.2 50 ml 2 N etanollosning av kaliumhydroxid i etanol tillsdtts, sitt pa
aterflodeskylare och vdrm upp apparaten till sakta kokning pa dngbad
under kontinuerlig omrérning under hela uppvdrmningsprocessen tills
fortvalning har intrédtt (16sningen blir klar). Fortsétt upphettningen under
ytterligare 20 minuter, och tillsdtt sedan 50 ml destillerat vatten genom
aterflodeskylaren, ta bort kylaren och kyl kolven till cirka 30 C.

5.1.3  Innehéllet i kolven 6verfors kvantitativt till en separertratt pA 500 ml och
skoljs upprepade ganger med destillerat vatten av en mingd som totalt
far uppgé till 50 ml. Tillsatt cirka 80 ml etyleter, skaka omsorgsfullt i
ungefdr 30 sekunder och lat sedan innehéllet separera (anm 1).

Separera av den ldgre vattenfasen i en ny separertratt. Ytterligare tva
extraktioner gors pa vattenfasen pa samma sitt, varje gang med anvéind-
ning av 60 till 70 ml etyleter.

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

5.1.4  Etyleterextrakten samlas i en separertratt och tvéttas med destillerat vat-
ten (50 ml at géngen) tills tvittvattnet ger neutral reaktion.

Kasta bort vattenfasen, torka med vattenfritt natriumsulfat och filtrera i
en kolv pa 250 ml som har viégts innan. Tratten och filtret tvéttas med
smé kvantiteter etyleter som ldggs till etyleterfasen.

5.1.5  Etern indunstas under forsiktig uppvdrmning till ndgra ml och torkas
under létt undertryck eller under strém av kvéve. Torkningen avslutas
i torkskdp vid 100 °C i ca 15 minuter och &terstoden vigs sedan den
svalnat i exsickator.

52 Separering av alkoholfraktionerna

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

Ta ut plattorna fran torkskdpet och forvara dem i en exsickator med
kalciumklorid tills de skall anvéndas (plattor som behandlas pé detta
sdtt méste anvéndas inom 15 dagar).

Anm. 2: Nér kiselgelplattor anviands for separation av alkoholfraktionen
behover inte ofortvdlbara dmnen behandlas med aluminium. P4
detta sitt aterfas alla sura komponenter (feta syror och ovriga)
pa ursprungsprovets linje. Man fér ocksd banden for de alifa-
tiska alkoholerna och terpenalkoholerna separerade av sterol-
bandet.

5.2.2  Fyll pa en blandning av 65:35 riknat per volym av hexan och etyleter i
framkallningskammaren till ett djup av circa 1 cm ().

Kammaren forsluts med ett passande lock och far std minst en halv-
timme for att tillata att jamvikt intrdder mellan gas och vitska. Remsor
av filtrerpapper som doppas ner i eluenten kan placeras pa insidan av
tankens ytor for att minska framkallningstiden med ungefér en tredjedel
och fa en jamnare eluering av komponenterna.

(1) T sérskilda fall méaste 95:5 (v/v) bensen/acetonblandning anvindas for att fi en god
separation av banden.
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Anm. 3: Framkallningslosningen maste ersittas for varje analys for att fa
reproducerbara framkallningsférhéllanden.

523  En circa 5% losning av ofortvalbara dmnen (5.1.5) i1 kloroform iord-
ningsstélls och 0,3 ml av 16sningen stryks ut jamnt till minsta mojliga
tjocklek med hjilp av en mikrospruta pa 100 pl pad en TLC-platta cirka
2 cm frén dess nederkant. I jamnhdjd med ursprungsprovet placeras 2—3 pl
av referenslosningen med alifatiska alkoholer (4.11) for att man skall
kunna kédnna igen de alifatiska alkoholernas band efter det att framkall-
ningen har genomforts.

524  Plattan placeras i framkallningskammaren som anges i 5.2.2. Omgiv-
ningstemperaturen skall hallas mellan 15 och 20 °C. Sting kammaren
omedelbart med locket och pabérja elueringen tills 16sningsmedlets
framre kant nér till circa 1 cm fran Gvre dnden av plattan.

Plattan tas sedan bort fran framkallningskammaren och 16sningsmedlet
far avdunsta i varmluftstrom eller ocksa far plattan torka en stund i
dragskap.

v M28
5.2.5  Plattan sprayas létt och jamnt med en l6sning av 2,7-diklorfluorescein.
Bandet for alifatiska alkoholer kan identifieras som det som ligger i hojd
med den flick som erhéllits fran referenslosningen. Markera bandets
grinser med svart blyerts; bandet for alifatiska alkoholer och det band
som dr omedelbart ovanfor detta, dvs. terpenalkoholbandet markeras
tillsammans (anm. 4).

Anm. 4: Bandet for alifatiska alkoholer och terpenalkoholbandet fors
samman eftersom en del alifatiska alkoholer kan ga Gver till
triterpenalkoholbandet. Ett exempel pd TLC-separation i anges
i figur 1 1 tilldgget.

5.2.6  Skrapa med hjilp av en metallspatel bort kiselgelen i den markerade
arean. Placera det finfordelade materialet som tagits bort i filtrertratten
(3.7). Tillsdtt 10 ml het kloroform, rér forsiktigt med metallspateln och
filtrera i vakuum-E-kolven (3.8) som éar ansluten till filtrertratten.

Tvitta kiselgelen i kolven tre gdnger med etyleter (ca 10 ml varje géng)
och samla filtratet i samma kolv som é&r ansluten till filtrertratten. In-
dunsta filtratet till en volym pé& 4-5 ml, verfor 16sningen till ett vigt 10
ml provrér (3.9), indunsta till torrhet genom latt uppvérmning i ett svagt
kvivgasflode, 16s igen med hjdlp av ett par droppar aceton, indunsta
igen till torrhet, placera i ett virmeskap vid 105 °C i cirka 10 minuter
och lat sedan provet svalna i exsickator och vig det.

Aterstoden i provroret bestir av alkoholfraktionen.

VYM19
53 Beredning av trimetylsilyletrar

5.3.1  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 provréret som
innehéller alkoholfraktionen, varvid ingen fukt far absorberas (anm. 6).
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Anm. 5: Losningar som ar klara for anvindning kan kopas férdiga.
Dessutom finns ocksd andra silaniseringsreagenser som t.ex.
bis-trimetylsilyl, trifluoracetamid + 1% trimetylklorosilan,
som maste spiddas med lika stor méngd vattenfri pyridin till-

géngliga.

Anm. 6: Eventuell bildning av en svag opalescens &r normalt och in-
verkar inte. Bildandet av en vit flockig fyllning eller rosafarg-
ning ar tecken pa nidrvaro av fukt och sonderfall hos
reagensen. Om detta intraffar skall provet upprepas.

5.3.2  Provroret forses med propp och skakas om forsiktigt utan att det vénds,
tills alkoholerna har blivit 16sliga. Lat std i minst 15 minuter i rums-
temperatur och centrifugera sedan i ett par minuter. Den klara 16sningen
ar nu fardig for analys med gaskromatografi.

5.4 Analys med gaskromatografi
5.4.1  Forberedelser och iordningsstillande av kapillarkolonnen

5.4.1.1 Kapillarkolonnen placeras inuti gaskromatografen genom att kolonnens
inlopp ansluts till injektorblocket som &r ansluten till spaltningssystemet
och andra @nden av kolonnen till detektorn. En allmén kontroll av gas-
kromatografen genomfors (gasanslutningarna skall vara téta, detektorn i
fullgott skick, fungerande spaltningssystem och registreringssystem etc).

5.4.1.2 Kapillirkolonner som anvinds for forsta gangen skall prepareras. En
liten méngd bérgas fér flyta igenom kapilldrkolonnen och sedan kopplas
gaskromatografen pa och en gradvis upphettning genomfors tills tempe-
raturen dr minst 20 C over drifttemperaturen (se anm. 7). Temperaturen
bibehalls i minst tva timmar och sedan stills kromatografen i ordning for
driftforhallanden (instdllning av gasflode, tdndning av delningsflamma,
anslutning till den elektroniska registreringen, instdllning av tempera-
turen i kapillirkolonnens ugn, detektorn och injektorn) signalen stills
in pa en kénslighet som ar minst tvd génger den hogsta nivdn som
berdknas for genomforande av analysen. Baslinjens streck skall vara
linjart, inte ha ndgra spikar oavsett ursprung och inte visa tecken pa
att driva. Negativ drift av linjen &r tecken pa otita kolonnanslutningar
medan en positiv drift tyder pa otillrdcklig preparering av kolonnen.

Anm. 7: Temperaturen vid prepareringen skall vara minst 20 °C lagre &n
maximitemperaturen som berdknas for den vétskefas som an-
vénds.

5.4.2  Val av driftférhallanden

5.4.2.1 Foljande riktlinjer géller for kromatografins utforande:

— kolonntemperatur: startisotermen stills in vid 180 °C i atta minuter
och programmeras sedan med 5 °C per minut till 260 °C och ytter-
ligare 15 minuter vid 260 °C,

— injektorblockets temperatur: 280 °C,

— detektorns temperatur: 290 °C,

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

— delningsforhallande: 1:50 till 1:100,

— instrumentets kénslighet: 4 till 16 ganger hogre 4n minimikénslighe-
ten,



01991R2568 — SV — 04.12.2016 — 031.005 — 113

vMmI9
— registreringskénslighet: 1 till 2 mV,
— pappershastighet: 30 till 60 cm/tim,
— kvantitet av det injicerade dmnet: 0,5 till 1 pl av TMSE-I6sning.

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

— alkoholretentionstiden C,4 skall vara 18 + 5 minuter,

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

5.4.2.2 Att de tidigare namnda kraven dr uppfyllda kontrolleras genom en upp-
repad injicering av den stdllda TMSE-blandningen av alkoholer, och
driftforhallandena justeras for att ge bésta resultat.

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

5.4.3  Analysforfarande

5.4.3.1 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 provldsningen. Drag ut kolven ur sprutan ytterli-
gare sa att kanylen toms. Kor in kanylen genom membranet i injektions-
enheten och spruta snabbt efter en till tvd sekunder in innehéllet och
drag sedan sakta ut kanylen efter cirka fem sekunder.

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

VY M28
5.4.4  Identifiering av toppar
Identifieringen av enskilda toppar genomfors med ledning av retentions-

tiderna och genom jamforelse med den stillda TMSE-16sningen som
analyseras under samma forhéllanden.

Exempel pa kromatogram av alkoholfraktionen av en jungfruolja visas i
figurerna 2 och 3 i tillagget.

VYM19
5.4.5  Kvantitativ utvirdering

5.4.5.1 Toppomrddena for 1-eicosanol och de alifatiska alkoholerna C,,, Cyy,
Cy6 och Cyg berdknas genom elektronisk integrering.

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

A -m 1000
Alkohol x = ——
A -m
dér:
A, = toppomrade for alkohol x
A, = toppomréde for 1-eicosanol
mg = vikt for 1-eicosanol, i mg
m = vikt for provet som tagits ut for analys, i gram
6. RESULTATANGIVELSE

Innehéllet av de enskilda alifatiska alkoholerna i mg/1 000 g fettimne
och summan av de totala alifatiska alkoholerna antecknas.
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Exempel pa TLC-separation och exempel pa kromatogram

Figur 1

Tunnskiktskromatografiplatta av de ofdrtvilbara fraktionerna frin olivolja
eluerad med hexan/dietyleter (65/35)

‘ A

¥ z a3 E T
1 Alkohol Cyg A Steroler
2 Alkohol Cy B Alifatiska alkoholer
3 Alkohol Cy C Triterpenalkoholer
4 Blandning av alkoholer C,y. D Skvalen

26-30

5 Extra jungfruolja ofortvélbar
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Figur 2

Kromatogram for alkoholfraktionen av en raffinerad olivolja

10

e N JBEW

1 = Fytol 5 = Alkohol Cyy 9 = 24-Metylen-cykloartenol
2 = Geranylgeraniol 6 = Alkohol Cyg4 10 = Citrostadienol
3 = Alkohol C, (IS) 7 = Alkohol Cyg 11 = Cyklobranol

4 = Alkohol C,, 8 = Cykloartenol
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Figur 3

Alifatiska alkoholer och triterpenalkoholer hos en raffinerad olivolja och en olivolja efter
andra centrifugeringen
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1 = Fytol 5 = Alkohol Cyy 9 = 24-Metylen-cykloartenol
(24MeCA)
2 = Geranylgeraniol 6 = Alkohol Cyg4 10 = Citrostadienol
3 = Alkohol Cy; (IS) 7 = Alkohol Cyg 11 = Cyklobranol

4 = Alkohol C,, 8 = Cykloartenol
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BILAGA XX
Metod for bestimning av halter av vaxer, fettsyreetylestrar och
fettsyremetylestrar med kapillirgaskromatografi

1. SYFTE

Denna metod dr avsedd for bestimning av halterna av vaxer, fettsyree-
tylestrar och fettsyremetylestrar i olivolja. De enskilda vaxerna och alky-
lestrarna separeras efter antalet kolatomer. Metoden rekommenderas som
ett redskap for att skilja olivolja frén olivolja av olivrestprodukter (press-
rester) och som en kvalitetsparameter for extrajungfruolivolja dd metoden
gor det mojligt att spara otillatna tillsatser av olja av lagre kvalitet (oavsett
om det ror sig om tillsatser av jungfruolja, bomolja eller vissa doftfria
oljor).

2. PRINCIP
En lamplig intern standard tillsdtts oljan som dérefter fraktioneras genom
kromatografi pa kiselgelkolonn. Den fraktion som forst elueras under

testforhallandena (och som har ldgre polaritet dn triglyceriderna) samlas
upp och analyseras dédrefter direkt med hjélp av kapillargaskromatografi.

3. UTRUSTNING
3.1.  E-kolv, 25 ml

3.2.  Vitskekromatografikolonn av glas, innerdiameter 15 mm, langd
30-40 cm, med kran.

3.3.  Gaskromatograf som &r anpassad till kapillarkolonn, utrustad med ett
system for direktinjektion i kolonnen och bestdende av foljande:

3.3.1. Termostatstyrd ugn med mdjlighet att programmera temperaturen.
3.3.2. Kallinjektor for direktinjektion av provet i kolonnen
3.3.3. En flamjonisationsdetektor och forstirkare.

3.3.4. Skrivare/integrator (se not 1) som &r anpassad till forstirkaren (punkt
3.3.3), med responstid pa hogst en sekund och med variabel pappershas-
tighet.

Not 1: Datoriserade system far ocksd anvidndas om gaskromatografiupp-
gifterna laggs in pa dator.

3.3.5. Kapilldrkolonn av kvarts (for analys av vaxer och metyl- och etyle-
strar), langd 8-12 m, innerdiameter 0,25-0,32 mm, vars vitskefas (se not
2) har en enhetlig filmtjocklek pa 0,10-0,30 pm.

Not 2: Lampliga kommersiella vitskefaser finns tillgdngliga for detta
syfte, t.ex. SE52, SE54 etc.

3.4. Mikrospruta, 10 pl, med hédrdad nél for direkt insprutning i kolonnen
3.5.  Elektrisk skakanordning.

3.6.  Rotationsindunstare.

3.7.  Muffelugn.

3.8. Analysvag for vigning med en noggrannhet pa + 0,1 mg.
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3.9. Laboratorieglas av standardtyp.

4. REAGENSER

4.1.  Kiselgel, 60-200 pm mesh. Placera kiselgelen i mufffelugnen vid 500 °C
under minst fyra timmar. Efter kylning tillsdtt 2 % vatten till kiselgelen.
Skaka ordentligt for att homogenisera uppslamning och lat ligga i exsic-
kator under minst tolv timmar fore anviandning.

4.2.  n-hexan, for kromatografi eller bedomning av éterstoder (renheten maste
kontrolleras).

VARNING — Angorna kan fatta eld. Forvaras avskilt frin virmekillor,
gnistor och Oppna lagor. Se till att flaskorna alltid &r ordentligt forslutna.
Sorj for ordentlig ventilation under anvandningen. Se till att det inte
bildas angor och undanr6j alla eventuella brandrisker, som uppvarmnings-
apparater och elektriska apparater som inte &r tillverkade av brandsdkra
material. Amnet ar farligt vid inandning och kan orsaka skador pi nerv-
celler. Angorna far inte inhaleras. Anvind limplig andningsutrustning vid
behov. Undvik kontakt med huden och dgonen.

4.3.  Etyleter for kromatografi.

VARNING — Mycket ldttantindligt och maéttligt giftigt. Irriterande for
huden. Farligt vid inandning. Kan skada organen. Effekten kan vara for-
dréjd. Kan bilda explosiva peroxider. Angorna kan fatta eld. Forvaras
avskilt fran véarmekéllor, gnistor och Oppna lagor. Se till att flaskorna
alltid &r ordentligt forslutna. Sorj for ordentlig ventilation under anvand-
ningen. Se till att det inte bildas angor och undanrdj alla eventuella
brandrisker, som uppvarmningsapparater och elektriska apparater som
inte &r tillverkade av brandsékra material. Lat inte etyletrarna avdunsta
sé& mycket att de torkar eller néstan torkar. Tillsétt vatten eller en lamplig
reduktionsagent for att motverka peroxidbildning. Fér ej fortiras. Angorna
far inte inhaleras. Undvik langre eller upprepad hudkontakt.

4.4. n-heptan, for kromatografi, eller iso-oktan.

VARNING - Littantdndligt. Farligt vid inandning. Forvaras avskilt frén
varmekdllor, gnistor och 6ppna lagor. Se till att flaskorna alltid &r ordent-
ligt forslutna. Sorj for ordentlig ventilation under anvindningen. Angorna
far inte inhaleras. Undvik ldngre eller upprepad hudkontakt.

4.5.  Standardlésning av 0,05 % (m/v) laurylarakidat (se not 3) i heptan
(intern standard for vaxer).

Not 3: Aven palmitylpalmitat, myristylstearat eller arakidlaureat kan an-
véndas.

4.6.  Standardlésning av 0,02 % (m/V) metylheptadekanoat i heptan
(intern standard metylestrar och etylestrar).

4.7.  Sudan-1-(1-fenylazo-2-naftol)
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4.8.  Birgas: vitgas eller helium, ren, for gaskromatografi.

VARNING

Viite. Under tryck ar vite mycket lattantdndligt. Forvaras avskilt fran
varmekdllor, gnistor och Oppna lagor och elektriska apparater som inte
ar tillverkade av brandsdkra material. Se till att ventilen &r stingd nér
flaskan inte anvdnds. Anvénd alltid en reduceringsventil. Fjddern ska vara
helt 16s innan flaskventilen 6pppnas. Std inte framfor flaskdppningen nér
ventilen Oppnas. Sorj for ordentlig ventilation under anviandningen. For
inte 6ver vite fran en flaska till en annan. Blanda inte gaser i flaskan. Se
till att flaskorna inte kan slas omkull. Héll dem avskdrmade fran solljus
och vdrmekéllor. Forvara dem i korrosionsskyddad milj6. Anvéind inte
skadade eller omarkta flaskor.

Helium. Komprimerad gas under hogt tryck, som minskar andelen syre i
luften. Se till att flaskan &r forsluten. Sorj for ordentlig ventilation under
anvindningen. G& inte in i lagringsutrymmet om det inte dr ordentligt
ventilerat. Anvéand alltid en tryckreduceringsventil. Fjadern ska vara helt
16s innan flaskventilen Oppnas. For inte Gver gas fran en flaska till en
annan. Se till att flaskorna inte kan slas omkull. Sta inte 6ver flaskopp-
ningen ndr ventilen dppnas. Hall dem avskdrmade fran solljus och vér-
mekéllor. Forvara dem i korrosionsskyddad miljo. Anvénd inte skadade
eller omirkta flaskor. Inandas inte gasen. Anvind endast gasen for tek-
niska dndamal.

4.9. Hjilpgaser:

— Viite, rent, till gaskromatografi.

— Luft, ren, till gaskromatografi.

VARNING

Luft. Komprimerad gas vid hogt tryck. Anvidnd med forsiktighet i nérhe-
ten av bridnnbara dmnen eftersom flampunkten for de flesta organiska
foreningar i luften &r betydligt ldgre vid hogt tryck. Se till att ventilen
ar stingd nér flaskan inte anvinds. Anvind alltid en reduceringsventil.
Fjadern ska vara helt 16s innan flaskventilen opppnas. Sta inte framfor
flaskdppningen ndr ventilen 6ppnas. For inte 6ver gas fran en flaska till
en annan. Blanda inte gaser i flaskan. Se till att flaskorna inte kan slés
omkull. Hall dem avskdrmade fran solljus och varmekéllor. Forvara dem i
korrosionsskyddande miljo. Anvind inte skadade eller omérkta flaskor.
Luft avsedd for teknisk anvindning far inte anvéndas i inhalations- eller
andningsutrustning.

5. METOD
5.1.  Preparering av kromatografikolonnen

Slamma upp 15 g kiselgel (4.1.) i n-hexan (4.2.) och hill det i kolonnen
(3.2.). Lat kiselgelen sedimentera. Slutfor sedimenteringen med hjilp av
en elektrisk vibrator for att gora det kromatografiska stationdra fasen mer
homogent packad. Skolj med 30 ml n-hexan for att avldgsna eventuella
orenheter. Anvénd analysvag (3.8) for att med exakthet viga upp 500 mg
av provet i en 25 ml kolv (3.1) och tillsitt en passande mingd intern
standard (4.5), beroende pa det uppskattade vaxinnehallet, t.ex. tillsatt
0,1 mg laurylarakidat till pressad olivolja, och 0,25-0,5 mg till olivolja
av pressrester samt 0,05 mg metylheptadekanoat for olivoljor (4.6).
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Det preparerade provet dverfors sedan till kromatografikolonnen tillsam-
mans med tva portioner n-hexan (4.2) pa 2 ml vardera.

Lat 16sningsmedlet std 1 mm Over kolonnmaterialet. Tillsétt ytterligare
n-hexan/etyleterblandningen (99:1) och samla upp 220 ml med en has-
tighet pa cirka 15 droppar/10 s. (Denna fraktion innehaller metyl- och
etylestrarna och vaxer). (Not 4) (Not 5).

Not 4: n-hexan/etyleterblandningen (99:1) ska beredas varje dag.

Not 5: For en visuell kontroll av att elueringen av vaxerna sker korrekt
kan 100ul 1-(fenylazo)-2-naftalenol (fargdmnet Sudan 1) tillséttas
elueringsblandningen.

Férgdmnets retentionstid ligger mellan vaxernas och triglyceri-
dernas respektive retentionstid. Ndr fdargdmnet ndar botten av kro-
matografikolonnen mdste elueringen avslutas eftersom alla vaxer
da har eluerats.

Foranga den framtagna fraktionen i en rotationsindunstare tills néstan allt
16sningsmedel forsvunnit. Avldgsna de sista 2 ml av 16sningsmedlet med
hjélp av en svag kvévestrom. Spad den uppsamlade fraktionen innehal-
lande metyl- och etylestrarna med 2-4 ml n-heptan eller iso-oktan.

5.2. Analys med gaskromatografi
5.2.1. Inledande metod

Montera kolonnen i gaskromatografen (3.3) genom att ansluta inloppet till
injektionssystemet och utloppet till detektorn. Kontrollera gaskromatogra-
fen (att gasanslutningarna &r tita, detektorns och skrivarens effektivitet,
etc.).

Om kolonnen anvénds for forsta gangen bor den forst konditioneras. Lat en
liten méngd barargas flyta genom kolonnen och sitt sedan pd gaskromato-
grafen. Upphetta gradvis under ca. 450 °C till en temperatur pa 350 °C.

Behall denna temperatur i minst tvd timmar och still dérefter in appara-
turen enligt analysparametrarna (instéllning av gasflode, tindning av del-
ningsflamma, anslutning till den elektroniska registreringen (3.3.4), in-
stillning av temperaturen i kolonnens ugn, detektorn etc.). Stdll in signa-
len pé en kédnslighet som ar minst tva génger hogre &n den nivd som
kréavs for analysen. Baslinjen ska vara linjdr, inte ha nagra toppar och fér
inte driva.

Om baslinjen driver nedét tyder det pa att kolonnen inte ar korrekt an-
sluten medan en positiv drift tyder pa att kolonnen inte har blivit ordent-
ligt konditionerad.

5.2.2. Val av analysparametrar for vaxer och metyl- och etylestrar (Not 6).

Analysparametrarna viljs normalt enligt foljande:

— Kolonntemperatur:

20 °C/min 5 °C/min

Frin 80 °C (1) — 140 °C — 335 °C (20)

— Detektortemperatur: 350 °C.

— Insprutad méingd: 1 pl 16sning (2—4 ml) n-heptan.
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— Birgas: helium eller vitgas med en linjér hastighet som &r optimal for
den gas som valts (se tilligg A).

— Instrumentets kénslighet: Lamplig for att uppfylla ovanstdende krav.

Not 6: Péa grund av den hoga sluttemperaturen tillats en positiv drift pa
upp till 10 % av fullt skalutslag.

Beroende pa kolonnens och gaskromatografens egenskaper kan beting-
elserna behdva dndras for att man ska fa en separation av samtliga vaxer,
en tillfredsstéllande upplosning av toppar (se figurerna 2, 3 och 4) och en
retentionstid for den interna standarden laurylarakinat pd 18 + 3 minuter
Vaxernas mest representativa topp ska motsvara minst 60 % av fullt
skalutslag, medan den interna standarden for metyl- och etylestrar, me-
tylheptadekanoat, maste ge fullt skalutslag.

Parametrarna for toppens integration bor bestimmas pa ett sadant sitt att
en korrekt uppskattning av de ifrdgavarande toppareorna erhalls.

5.3. Analysforfarande

Sug med hjdlp av en mikrospruta pd 10 pl upp 10 pl av 16sningen. Dra
tillbaka kolven tills nalen &r tom. For in nalen i injektionssystemet och
injicera snabbt efter 1-2 sekunder. Efter ca. 5 sekunder dras nalen for-
siktigt ut.

Utfor registreringen tills alla vaxer eller stigmastadiener ar helt eluerade,
beroende pé vilken fraktion som analyseras.

Baslinjen maste alltid uppfylla de faststdllda villkoren.

5.4. Identifiering av toppar

Identifiera topparna utifrén retentionstiderna genom att jamfora dem med
blandningar av vaxer med kinda retentionstider analyserade under samma
forhallanden. Alkylestrarna identifieras utifrdn blandningar av etyl- och
metylestrar av de viktigaste fettsyrorna i olivoljor (palmitinsyra och olje-

syra).

Figur 1 visar ett kromatogram for vaxer av jungfruolja. Figurerna 2 och 3
visar kromatogram for tva extra jungfruoljor fran detaljhandeln, den ena
med metyl- och etylestrar och den andra utan. Figur 4 visar kromatogram
for extra jungfruolja av bésta kvalitet och samma olja som tillsatts 20 %
doftfri olja.

5.5. Kvantitativ analys av vaxerna

Bestam de av toppareorna som motsvarar den interna standarden lauryla-
rakinat och de alifatiska estrarna fran C4q—Cy med hjdlp av integratorn.

Den totala vaxhalten bestims som summan av de enskilda vaxerna i
mg/kg fettdimne, enligt foljande:

(ZA,)'m, -1000

Vaxer, mg/kg = A
‘m
S
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dar:

A, = area motsvarande toppen for den enskilda estern, enligt elektronisk
berdkning

A, = area motsvarande toppen for den interna standarden laurylarakinat,
enligt elektronisk berdkning

mg = mingden intern standard laurylarakinat, i milligram

m = vikt for provet som tagits ut for analys, i gram.

5.5.1. Kvantitativ analys av metyl- och etylestrar

Bestim med hjédlp av integratorn de av toppareorna som motsvarar den
interna standarden metylheptadekanoat, metylestrarna av C;4 och Cg-fett-
syror och etylestrarna av C;q och jg-fettsyror.

Innehéllet av varje enskild alkylester bestims i mg/kg fettimne enligt

foljande:
A, mg -1000
Est kg =—*"8 "7
ster, mg/kg Am
dér:
A, = area motsvarande toppen for den enskilda Cis- och Cg-estern,

enligt elektronisk berdkning

A, = area motsvarande toppen for den interna standarden laurylarakinat,
enligt elektronisk berdkning

mg = méingden intern standard metylheptadekanoat, i milligram

m = vikt for provet som tagits ut for analys, i gram.

6. RESULTATREDOVISNING

Summan av de olika vaxinnehallen fran Cyq till C44 (Not 7) anges i mg/kg
fettimnen.

Ange summan av innehallet metylestrar och etylestrar fran C¢ till C;g samt
summan av de tva produkterna.

Resultaten bor uttryckas i ndrmaste mg/kg.

Not 7: De komponenter som ska bestdimmas kvantitativt dr de med jamnt
antal kolatomer bland Cyy - Cyg-estrar, jfr. exemplet pa kromato-
gram for vaxer i olivolja i figuren nedan. Om Cyg-estern dr delad
rekommenderas, for identifikationssyften, analys av vaxfraktionen i
olivolja av pressrester dir Csg-toppen tydligt kan urskiljas, da den
ar tydligt dominerande.

Ange forhéllandet mellan etylestrar och metylestrar



01991R2568 — SV — 04.12.2016 — 031.005 — 123

VY M23

Figur 1

Exempel pa ett gaskromatogram o6ver en vaxfraktion i olivolja (!)
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Toppar med en retentionstid pa mellan fem och atta minuter for metyl- och
etylestrar i fettsyror.

Teckenforklaring:
I.S. = (intern standard) Laurylarakinat
1 = Diterpenestrar

242" = Cyp-estrar
3+3" = Cyp-estrar
4+4" = Cyy-estrar
5 = Cyg-estrar

6 = Sterolestrar och triterpenestrar

(") Efter eluering av sterolestrarna far kromatogrammet inte uppvisa nagra signifikanta toppar (triglycerider).
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Figur 2
Metylestrar, etylestrar och vaxer i jungfruolivolja
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Teckenforklaring:
1- Metyl C16
2 — Etyl Cyq

3 — Metylheptadekanoat (intern standard)

4 — Metyl C]g
5 - Etyl C]g
6 — Skvalen

7 — Laurylarakinat (intern standard)
A — Diterpenestrar
B — Vaxer

C — Sterolestrar och triterpenestrar
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Figur 3

Metylestrar, etylestrar och vaxer i extra jungfruolivolja
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Teckenforklaring:

1 — Metylheptadekanoat (intern standard)

2 - Metyl C]g
3 — Etyl Cyg
4 — Skvalen

5 — Laurylarakinat (intern standard)
A - Diterpenestrar
B — Vaxer

C — Sterolestrar och triterpenestrar
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Figur 4
Del av kromatogram over en extra jungfruolivolja och samma olja tillsatt med doftfri olja
23-Mar-2007
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Extra Vergine base
W%
J | L LAAd 3
3800 | 4000 | 4800 | 8000 ' 880 ' 6600 680 ' 7000 ' 780 ' 8000 ' 850 9000 ' 980 10000
Teckenforklaring:

1 — Metylmyristat (intern standard)

2 — Metylpalmitat

3 — Etylpalmitat

4 — Metylheptadekanoat (intern standard)
5 — Metyllinolatt

6 — Metyloleat

7 — Metylstearat

8 — Etyllinolat

9 — Etyloleat

10 — Etylstearat
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Tilligg A
Bestimning av gasens linjira hastighet

Spruta in 1:3 pl metan (eller propan) i gaskromatografen efter att den stillts in till
de normala driftforhdllandena. Mat den tid det tar for gasen att g& igenom
kolonnen, fran det att den sprutas in tills toppen framgar (tM).

Den linjéra hastigheten i cm/s anges som L/tM dar L dr kolonnens ldangd i cm
och tM ér tiden i sekunder.

VM28
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Resultat av kontroller av éverensstimmelse som utfors pa olivolja enligt artikel 8.2

BILAGA XXI

Mirkning Kemiska parametrar Organoleptiska egenskaper (*) Slutsats
. . Parametrar . . .
Ur- L . Ur- Lagrings- | Felaktig . Om ja, Median- | Median- .
Prov Kategori | sprungs- | [nSpek | Officiellt | o o be-| forhallan- | informa- | Laslighet | cNC @) | "B | e’ | onc ey | vide | vide | once) | A | pagiia
tionsort (') namn . . grinser . ) . som krivs
land teckning den tion N vilka (%) defekt fruktighet

(") Inre marknaden (press, tappningsforetag, detaljhandelsled), export, import.
(®) Varje egenskap hos olivolja som anges i bilaga I ska ha en kod.
(®) C/NC = uppfyller kraven/uppfyller inte kraven.
(*) Krivs inte for olivolja och olivolja av pressrester.
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