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VERORDNUNG (EWG) Nr. 1058/77 DER KOMMISSION
vom 18. Mai 1977

tiber Merkmale von Olivendl und einigen Olivendl enthaltenden Erzeugnissen
sowie zur Anderung des Schemas des Gemeinsamen Zolltarifs in bezug auf
Olivendl

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN
GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europi-
ischen Wirtschaftsgemeinschaft,

gestiitzt auf die Verordnung Nr. 136/66/EWG des Ra-
tes vom 22. September 1966 iiber die Errichtung einer
gemeinsamen Marktorganisation fiir Fette ('), zuletzt
geindert durch die Verordnung (EWG) Nr. 1707/
73 (2), insbesondere auf Artikel 13 Absatz 4 und Arti-
kel 18 Absatz 3,

gestiitzt auf die Verordnung Nr. 162/66/EWG des Ra-
tes vom 27. Oktober 1966 iiber den Handel mit Fet-
ten zwischen der Gemeinschaft und Griechenland (?),
insbesondere auf Artikel 3 Absatz 4 und Artikel 9,

gestiitzt auf die Verordnung (EWG) Nr. 443/72 des
Rates vom 29. Februar 1972 iiber die Abschépfungen
auf raffiniertes Olivend] und einige olivendlhaltige Er-
zeugnisse (%), insbesondere auf Artikel 8,

in Erwagung nachstehender Griinde :

Gegenwartig werden alle naturreinen Olivendle unter
der Tarifstelle 15.07 A II a) des Gemeinsamen Zollta-
rifs eingereiht. Daher wird fiir diese Erzeugnisse eine
einzige Abschopfung festgesetzt. Um den mit der Ein-
fuhrabschopfung verfolgten Zweck zu erreichen, ist
die Abschopfung nach den verschiedenen Sorten von
naturreinem Ol festzusetzen. Zu diesem Zweck sind
die Olivensle nach ihren physikalischen und chemi-
schen Merkmalen zu unterscheiden ; das Schema des
Gemeinsamen Zolltarifs ist entsprechend anzupassen.

Das sich aus der Anwendung der Verordnung Nr.
136/66/EWG ergebende Zolltarifschema ist im Ge-
meinsamen Zolltarif im Anhang zur Verordnung
(EWG) Nr. 950/68 (°), zuletzt gedndert durch die Ver-
ordnung (EWG) Nr. 874/77 (¢), wiedergegeben.

Um ein ordnungsgemifles Funktionieren der Ab-
schépfungsregelung bei der Einfuhr von Olivendltre-
ster sicherzustellen, mufl ein einheitliches Verfahren
zur Bestimmung des Olgehalts dieser Erzeugnisse vor-
gesehen werden.

Die Verordnung (EWG) Nr. 618/72 der Kommission
vom 29. Mirz 1972 iiber die Merkmale von Olivendl
und bestimmten, Olivensl enthaltenden Erzeugnis-

(1) ABL Nr. 172 vom 30. 9. 1966, S. 3025/66.
(*) ABL Nr. L 175 vom 29. 6. 1973, S. 5.

() ABL Nr. 197 vom 29. 10. 1966, S. 3393/66.
(*) ABL. Nr. L 54 vom 3. 3. 1972, S. 3.

() ABL Nr. L 172 vom 22. 7. 1968, S."1.

() ABL Nr. L 106 vom 29. 4. 1977, S. 20.

sen (7) ist mehrfach geindert worden, insbesondere
durch die Verordnung (EWG) Nr. 3366/75 (8). In An-
betracht der neuerlichen Anderungen, die in diese Ver-
ordnung eingearbeitet werden miissen, schien es ange-
zeigt, die Verordnung aufzuheben und samtliche Vor-
schriften in einer neuen Verordnung zusammenzufas-
sen.

Die in dieser Verordnung vorgesehenen Mafinahmen
entsprechen der Stellungnahme des Verwaltungsaus-
schusses fiir Fette —

HAT FOLGENDE VERORDNUNG ERLASSEN :

Artikel 1

(1)  Als Olivendl im Sinne der Tarifstelle 15.07 A
des Gemeinsamen Zolltarifs gilt nur das ausschliefi-
lich aus der Verarbeitung von Oliven gewonnene Ol,
nicht jedoch wiederverestertes Olivensl und Mischun-
gen von Olivendl mit anderen Olen.

Die Feststellung, ob es sich um wiederverestertes Oli-
vendl oder Mischungen mit anderen Olen handelt, er-
folgt nach den in den Anhingen VII und VIII be-
schriebenen Verfahren.

(2)  Zu den Tarifstellen 1507 A I a), 1507 A I b)
und 15.07 A I ¢) des Gemeinsamen Zolltarifs gehéren
die Ole, welche die im Anhang I Punkte 1, 2 und 3
aufgefiihrten Merkmale aufweisen. Die Bestimmung
der obengenannten Merkmale erfolgt nach den in den
Anhingen IV, V und VI beschriebenen Verfahren.

(3)  Zu der Tarifstelle 1507 A 1I a) des Gemeinsa-
men Zolltarifs gehéren die Ole, die die in Anhang I
Punkt 4 beschriebenen Merkmale aufweisen.

(4)  Nicht zur Tarifstelle 15.17 A des Gemeinsamen
Zolltarifs gehoren die Erzeugnisse der Tarifnummer
15.17, die die in Anhang II beschriebenen Merkmale
aufweisen.

Artikel 2

(1) Der Olgehalt von Oliventrester und anderen
Riickstinden aus der Olivenolgewinnung der Tarif-
stelle 23.04 A wird nach dem Verfahren in Anhang IX
festgestellt.

() ABL Nr. L 78 vom 31. 3. 1972, S. S.
(*) ABL Nr. L 333 vom 30. 12. 1975, S. 13.
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(2)  Der Olivenolgehalt gemafl Absatz 1 wird prozen- 1.

tual zu seinem Gewicht in der Trockenmasse ausge-
driickt. 2

Artikel 3

Der Gemeinsame Zolltarif im Anhang zur Verord-

In der zusitzlichen Vorschrift Nr. 1 zu Kapitel 15
wird ,15.07” durch ,Tarifstelle 15.07 D” ersetzt.

. Die zusitzlichen Vorschriften Nr. 2, 3 und 4 zu

Kapitel 15 werden durch die zusitzlichen Vorschrif-
ten Nr. 2, 3 und 4 im Anhang III zu dieser Verord-
nung ersetzt.

nung (EWG) Nr. 950/68 wird wie folgt geindert : 3. Die Tarifstelle 15.07 A erhilt folgende Fassung:
Zollsatz
n:n:::‘rfx-er Warenbezeichnung autonom % e
oder Abschépfung (Ab) vertragsmiflig %
1 2 3 4
15.07 A. Olivensl
L. nicht behandelt :
a) naturreines Olivendl 20 (Ab) —
b) Lampantol 20 (Ab) —
¢) anderes 20 (Ab) —
1I. anderes
a) durch Behandeln von Olen
der Tarifstelle 1507 A 1 a)
oder 15.07 A I b) gewonnen,
auch mit naturreinem Oli-
vendl verschnitten 20 (Ab) —
b) anderes 20 (Ab) —

Artikel 4

In allen gemeinschaftlichen Rechtsakten, in denen auf die Tarifstellen 15.07 A II oder

15.07 A I a) und b) des Gemeinsamen Zolltarifs Bezug genommen wird, sind hierunter je

nach den Merkmalen des betreffenden Erzeugnisses die Tarifstellen 15.07 A I a), b) und c)

beziehungsweise 15.07 A II a) und b) des Gemeinsamen Zolltarifs zu verstehen.
Artikel 5

Die Verordnung (EWG) Nr. 618/72 der Kommission vom 29. Marz 1972 wird aufgeho-

ben.

Artikel 6

Diese Verordnung tritt am 43. Tag nach ihrer Veréffentlichung im Amtsblatt der Europd-
ischen Gemeinschaften in Kraft.

Diese Verordnung ist in allen ihren Teilen verbindlich und gilt unmittelbar in jedem
Mitgliedstaat.

Briissel, den 18. Mai 1977
Fiir die Kommission
Der Vizeprdsident
Finn GUNDELACH
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ANHANG I

MERKMALE VON OLIVENOL

1. Als ,naturreines Olivend!” im Sinne der Tarifstelle 15.07 A I a) des Gemeinsamen Zolltarifs gilt

natiirliches Olivendl, das nur durch mechanische Verfahren, einschliefilich Pressung, gewonnen
wurde — ausgenommen jede Mischung mit Olivensl, das auf andere Weise gewonnen wurde —
und das folgende Merkmale aufweist :

a) Gehalt an freien Fettsiuren, berechnet als Olsiure, hochstens 3 % ;

b) Extinktionskoeffizient K,;o (Extinktion einer auf 100 ml aufgefiillten Lésung von 1 g Ol in
Isooktan (2,2,4-Trimethylpentan) bei einer Schichtdicke von 1 cm im Wellenlingenbereich
von 270 nm) von nicht mehr als 0,25, nach Behandlung der Olprobe mit aktiviertem Alumi-
niumoxid nicht mehr als 0,11 ;

c) Schwankung des Extinktionskoeffizienten im Bereich von 270 nm héchstens 0,01.
Diese Schwankung ist wie folgt definiert :
AK=K,—0,5 K,_s+ + K, .4)
K., bezeichnet den Extinktionskoeffizienten fur die im Bereich von 270 nm liegende Wellen-
lange, die im Maximum der Absorptionskurve liegt.

K,_s und K, 4 bezeichnen die Extinktionskoeffizienten fiir eine um 4 nm niedriger bzw. ho-
her liegende Wellenlinge als K, ;

d) negative Reaktionen bei Anwendung der in Anhang V, Buchstaben A und B beschriebenen

Bellier-Methode und der modifizierten Vizern-Methode ;

~

e) Nachweis von Seife bei Anwendung der in Anhang VI beschriebenen Methode negativ.

. Als ,Lampantol” im Sinne der Tarifstelle 15.07 A I b) des Gemeinsamen Zolltarifs gilt unabhingig

von seinem Gehalt an freien Fettsiuren Olivendl, das folgende Merkmale aufweist :

a) Extinktionskoeffizient K;70 mehr als 0,25 ; nach Behandlung der Olprobe mit aktiviertem Alu-
miniumoxid nicht mehr als 0,11.

Ole mit einem Gehalt an freien Fettsiuren, berechnet als Olsaure, von mehr als 3 % kénnen
nach Behandlung mit aktiviertem Aluminiumoxid einen Extinktionskoeffizienten K,;, von
mehr als 0,11 haben. In diesem Fall muf} das Ol, nach Neutralisieren und Bleichen im Labora-
torium unter Anwendung der in Anhang IV beschrichenen Methoden

— einen Extinktionskoeffizienten K;;, von nicht mehr als 1,10,

— eine Schwankung des Extinktionskoeffizienten im Bereich von 270 nm von mehr als 0,01,
jedoch nicht mehr als 0,16

aufweisen ;

=2

negative Reaktionen bei Anwendung der in Anhang V, Buchstaben A und B beschriebenen
Bellier-Methode und der modifizierten Vizern-Methode ;

¢) Nachweis von Seife bei Anwendung der in Anhang VI beschriebenen Methode negativ.

3. Als Ol im Sinne der Tarifstelle 15.07 A I ¢) des Gemeinsamen Zolltarifs gilt Ol, insbesondere ,Oli-

ventresterol”, das folgende Merkmale aufweist :

a) Gehalt an freien Fettsiuren, berechnet als Olsiure, mehr als 3 % ;

b) positive Reaktion bei Anwendung der in Anhang V, Buchstabe A bzw. B beschriebenen Bellier--
Mecthode und/oder der modifizierten Vizern-Methode ;

¢) Nachweis von Seife bei Anwendung der in Anhang VI beschriebenen Methode negativ.

4. Als Olivendl im Sinne der Tarifstelle 15.07 A 11 a) des Gemeinsamen Zolltarifs gilt Olivendl, das

durch Behandlung von Olen der Tarifstellen 15.07 A I a) oder 15.07 A I b) gewonnen wurde, auch
mit naturreinem Olivendl verschnitten, und das folgende Merkmale aufweist :

a) Gehalt an freien Fettsiuren, berechnet als Olsiure, hochstens 3 % ;

b) Nachweis von Seife bei Anwendung der in Anhang VI beschriebenen Methode positiv oder
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— Extinktionskoeffizient K,;0 mehr als 0,25, jedoch nicht mehr als 1,10 ; nach Behandlung

der Olprobe mit aktiviertem Aluminiumoxid mehr als 0,11 ;
und

Schwankung des Extinktionskoeffizienten im Bereich von 270 nm mehr als 0,01, jedoch
nicht mehr als 0,16.

Diese Schwankung ist wie folgt definiert :

AK=K, —0,5 (K, s+ K,,4)
K., bezeichnet den Extinktionskoeffizienten fiir die im Bereich von 270 nm liegende Wel-
lenlange, die im Maximum der Absorptionskurve liegt.

K._s und K, .4 bezeichnen die Extinktionskoeffizienten fir eine um 4 nm niedriger bzw.
hoéher liegende Wellenlinge als K, ;

) negative Reaktionen bei Anwendung der in Anhang V, Buchstaben' A und B beschriebenen

Bellier-Methode und der modifizierten Vizern-Methode.

ANHANG 11

ERZEUGNISSE DER TARIFSTELLE 15.17 A

Nicht zur Tarifstelle 15.17 A gehoren

a) Riickstinde aus der Verarbeitung von Fettstoffen, die Ol enthalten, dessen Jodzahl nach der Me-
thode Wijs ohne Katalysator kleiner als 70 oder grofler als 100 ist;

b) Riickstinde aus der Verarbeitung von Fettstoffen, die Ol enthalten, dessen Jodzahl zwischen 70
und 100 liegt, bei dem jedoch die Fliche des Peaks, der dem Retentionsvolumen des B-Sitosterins
entspricht und der gemifl Anhang VIII bestimmt wurde, weniger als 93 % der Gesamtfliache der
Sterinpeaks betrigt.

ANHANG 111

ZUSATZLICHE VORSCHRIFTEN 2, 3 UND 4 ZU KAPITEL 15 DES GEMEINSAMEN

ZOLLTARIFS

2. A. Als Olivendl im Sinne der Tarifstelle 15.07 A gilt nur das ausschliefllich aus der Verarbeitung
von Oliven gewonnene Ol, nicht jedoch wiederverestertes Olivensl und Mischungen von Oli-
vendl mit anderen Olen.

B. Als nicht behandeltes Olivend! gilt Ol mit den nachstehend unter-I, I1 und III beschriebenen
Merkmalen.

L

Als ,naturreines Olivendl” im Sinne der Tarifstelle 15.07 A 1 a) gilt natiirliches Olivendl,
das nur durch mechanische Verfahren, einschliefflich Pressung, gewonnen wurde — ausge-
nommen jede Mischung mit Olivendl, das auf andere Weise gewonnen wurde — und das
folgende Merkmale aufweist :

a) Gehalt an freien Fettsiuren, berechnet als Olsiure, héchstens 3 % ;

b) Extinktionskoeffizient K,70 (Extinktion einer auf 100 ml aufgefiillten Losung von 1 g
Ol in Isooktan (2,2,4-Trimethylpentan) bei einer Schichtdicke von 1 cm im Wellenlan-
genbereich von 270 nm) von nicht mehr als 0,25, nach Behandlung der Olprobe mit
aktiviertem Aluminiumoxid nicht mehr als 0,11 ;
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c) Schwankung des Extinktionskoeffizienten im Bereich von 270 nm héchstens 0,01.

Diese Schwankung ist wie folgt definiert :

AK = K, —0,5 (K4 + Ky 14)
K., bezeichnet den Extinktionskoeffizienten fiir die im Bereich von 270 nm liegende
Wellenlange, die im Maximum der Absorptionskurve liegt.

K,._+ und K, .4 bezeichnen die Extinktionskoeffizienten fiir eine um 4 nm niedriger
bzw. héher liegende Wellenlinge als K, ;

d) negative Reaktionen bei Anwendung der Bellier-Methode und der modifizierten Vizern-
Methode ;

e) Nachweis von Seife negativ.

II. Als ,Lampantdl” im Sinne der Tarifstelle 15.07 A I b) gilt unabhingig von seinem Gehalt
an freien Fettsauren Olivendl, das folgende Merkmale aufweist :

a) Extinktionskoeffizient K70 mehr als 0,25 ; nach Behandlung der Olprobe mit aktivier-
tem Aluminiumoxid nicht mehr als 0,11.

‘Ole mit einem Gehalt an freien Fettsiuren, berechnet als Olsaure, von mehr als 3 %
konnen nach Behandlung mit aktiviertem Aluminiumoxid einen Extinktionskoeffizien-
ten K370 von mehr als 0,11 haben. In diesem Fall muf} das Ol, nach Neutralisieren und
Bleichen im Laboratorium,

— einen Extinktionskoeffizienten K;70 von nicht mehr als 1,10,

— eine Schwankung des Extinktionskoeffizienten im Bereich von 270 nm von mehr
als 0,01, jedoch nicht mehr als 0,16,

aufweisen ;

b) negative Reaktionen bei Anwendung der Bellier-Methode und der modifizierten Vizern-
Methode ;

¢) Nachweis von Seife negativ.

III. Als Ol im Sinne der Tarifstelle 1507 A I ¢) gilt Ol, insbesondere ,Tresterél”, das folgende
Merkmale aufweist :
a) Gehalt an freien Fettsiuren, berechnet als Olsiure, mehr als 3 % ;

b) positive Reaktion bei Anwendung der Bellier-Methode und/oder der modifzierten Vi-
zern-Methode ;

¢) Nachweis von Seife negativ.

C. Als Olivenél im Sinne der Tarifstelle 15.07 A I a) gilt Olivendl, das durch Behandlung von
Olen der Tarifstelle 15.07 A I a) oder 15.07 A I b) gewonnen wurde, auch mit naturreinem Oli-
venol verschnitten, und das folgende Merkmale aufweist :

a) Gehalt an freien Fettsiuren, berechnet als Olsaure, hochstens 3 % ;

b) Nachweis von Seife positiv
oder

— Extinktionskoeffizient K,;, mehr als 0,25, iedoch nicht mehr als 1,10 ; nach Behand-
lung der Olprobe mit aktiviertem Aluminiumoxid mehr als 0,11,

und

— Schwankung des Extinktionskoeffizienten im Bereich von 270 nm mehr als 0,01, je-
doch nicht mehr als 0,16.

Diese Schwankung ist wie folgt definiert :
AK=K,—0,5 (K4 + K, ,q).

K, bezeichnet den Extinktionskoeffizienten fiir die im Bereich von 270 nm liegende
Wellenlinge, die im Maximum der Absorptionskurve liegt.

K,._s und K, .4 bezeichnen die Extinktionskoeffizienten fiir eine um 4 nm niedriger
bzw. hoher liegende Wellenlidnge als K,

m s

c) negative Reaktionen bei Anwendung der Bellier-Methode und der modifizierten Vizern-Me-
thode.
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3. Nicht zur Tarifstelle 15.17 A gehoren :

a) Riickstinde aus der Verarbeitung von Fettstoffen, die Ol enthalten, dessen Jodzahl nach der
Methode Wijs ohne Katalysator kleiner als 70 oder grofler als 100 ist;

b) Riickstinde aus der Verarbeitung von Fettstoffen, die Ol enthalten, dessen Jodzahl zwischen 70
und 100 liegt, bei dem jedoch die Fliche des Peaks, der dem Retentionsvolumen des beta-Sito-
sterins entspricht und der gemafl Anhang VIII der in der nachstehenden Zusitzlichen Vor-
schrift 4 genannten Verordnung bestimmt worden ist, weniger als 93 % der Gesamtflache des
Sterinpeaks ausmacht.

4. Fiir die Bestimmung der Merkmale der obengenannten Waren sind die in den Anhingen der Ver-
ordnung (EWG) Nr. 1058/77 beschriebenen Analysemethoden anzuwenden.

ANHANG 1V

1. BEHANDLUNG DER OLPROBE MIT AKTIVIERTEM ALUMINIUMOXID

1. Man gibt 30 g basisches Aluminiumoxid, das nach dem in Absatz 2 beschriebenen Verfahren
hergestellt wurde, in eine chromatographische Siule von etwa 35 mm Durchmesser und 450
mm Linge mit einem Abfluirohr von etwa 10 mm Durchmesser.

Das Aluminiumoxid wird durch mehrmaliges leichtes Aufstoflen der Siule auf einer Holz-
unterlage fest geschichtet, wobei die Siule vertikal gehalten wird. In die so vorbereitete Saule
gibt man 100 ml einer Losung von 10 % Ol in Hexan. Das Eluat wird aufgefangen und das
Losungsmittel im Vakuum bei einer Temperatur unterhalb 25 °C verdampft.

Von dem so gewonnenen Ol wird unverziiglich der Extinktionskoeffizient bei 270 nm be-
stimmt.

2. Man gewinnt basisches Aluminiumoxid mit der Brockmannschen Aktivititsstufe I (0 % Was-
ser), indem man basisches Aluminiumoxid (fiir Chromatographie) mit einer Korngréfle zwi-
schen 30 pm und 130 pm (Mittelwert 80 um) 3 Stunden bei 380 — 400 °C erhitzt. Zu 100 g
dieses Produkts gibt man 5 ml destilliertes Wasser, rithrt kraftig um und lafit es iiber Nacht in
einem gut verschlossenen Gefif stehen. Man erhilt so basisches Aluminiumoxid mit einer
Brockmannschen Aktivititsstufe zwischen II und IIL

Priifung der Aktivitit des Aluminiumoxids

Man gibt 30 g basisches Aluminiumoxid (das nach dem vorstehend beschriebenen Verfahren
hergestellt wurde) in eine chromatographische Saule von etwa 35 mm Durchmesser und 450
mm Linge ; durch diese Saule lifit, man unter den in der Methode angegebenen Bedingungen
ein Gemisch aus 95 % .naturreinem Olivendl” und 5 % Erdnufl6l laufen. Das ,naturreine Oli-
vendl” soll einen Extinktionskoeffizienten K70 von weniger als 0,18 und das beim Raffinieren
mit Bleicherde behandelte Erdnuflél einen Extinktionskoeffizienten von nicht weniger als 4
aufweisen. Ergibt diese Mischung einen Extinktionskoeffizienten von mehr als 0,11, so ist das
Aluminiumoxid verwendbar. Erfolgt mit diesem Aluminiumoxid keine Elution der konjugier-
ten Triene, so mufl starker hydratisiertes Aluminiumoxid verwendet werden, nachdem iber-
priift wurde, ob es den Anforderungen des Tests geniigt.

II. NEUTRALISIEREN UND BLEICHEN DES OLIVENOLS IM LABORATORIUM
A. NEUTRALISIEREN DES OLS

1. Geriite

— hohes 300-ml-Becherglas,

— Laborzentrifuge mit 100-ml-Glasern,
— 250-ml-Becherglas,

— 100-ml-Rundkolben,

— 1-Liter-Scheidetrichter.
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2. Reagenzien

— 12 %ige wiflrige Natriumhydroxidlésung,

— 1 %ige Lésung von Phenolphthalein in Athylalkohol,
— Hexan analysenrein,

— Isopropylalkohol, analysenrein.

3. Verfahren

a) Ole mit einem Gebalt an freien Fettsiuren, berechnet als Olsdure, von weniger als
30 %

Man gibt S0 g rohes Ol in ein hohes 300-ml-Becherglas und erwirmt im Wasserbad auf
65 °C. Unter langsamem Riihren gibt man — mit einem Uberschufl von 5% — so
viel 12 %ige Natriumhydroxidlésung hinzu, wie dem Gehalt des Ols an freien Fettsiu-
ren entspricht. Unter Aufrechterhaltung der Temperatur von 65 °C wird § Minuten
weitergeriihrt.

Das Ganze wird in 100-ml-Zentrifugengliser iiberfiihrt und die Seifenmasse durch Zen-
trifugieren abgetrennt. Das dekantierte Ol wird in ein 250-ml-Becherglas gegeben und
mit 50 bis 60 ml kochendem destilliertem Wasser gewaschen. Die wifirige Phase wird
mit Hilfe eines Saughebers entfernt. Die Waschungen werden wiederholt, bis auch Spu-
ren von Seifenresten entfernt sind (Verschwinden der Rosafirbung des Phenolphtha-
leins).

Zur Entfernung der geringen Restwassermengen wird das Ol zentrifugiert.

b) Ole mit einem Gebalt an freien Fettsduren, berechnet als Olsdure, von mebr als 30 %

In einen 1-Liter-Scheidetrichter gibt man S0 g rohes Ol, 200 ml Hexan, 100 ml Isopro-
pylalkohol und — mit einem Uberschufl von 0,3 % - so viel 12 %ige Natriumhydro-
xidlésung, wie dem Gehalt des Ols an freien Fettsiuren entspricht.

Eine Minute lang kriftig riihren. 100 ml destilliertes Wasser hinzugeben, erneut rijhren
und stehen lassen. Nach der Phasentrennung wird die untere seifenhaltige Schicht abge-
lassen. In vielen Fillen bildet sich zwischen den beiden Phasen (6lhaltige obere und
wiflrige untere Schicht) eine Zwischenschicht, die Schleimstoffe und unlésliche Sub-
stanzen enthalt und die ebenfalls entfernt werden muf.

AnschlieBiend wird die Hexanlosung des neutralen Ols mit Portionen von jeweils SO bis
60 ml einer Losung aus Isopropylalkohol und destilliertem Wasser im Verhiltnis 1 : 1
(Volumenteile) bis zum Verschwinden der Rosafirbung des Phenolphthaleins gewa-
schen. Darauf wird das Hexan durch Abdestillieren im Vakuum (z.B. mit Hilfe eines
Rotationsverdampfers) vollstindig entfernt.

B. BLEICHEN DES NEUTRALISIERTEN OLS

1. Gerite
— 250-ml-Dreihalskolben mit Schliffansitzen fiir:

a) Thermometer mit Unterteilung in 1 °C fir Messungen bis 90 °C,

b) mechanisches Rithrwerk, 250 bis 300 Umdrehungen/min., geeignet zum Betrieb im
Vakuum,

¢) Anschlufl fir die Vakuumpumpe ;

— Vakuumpumpe fiir 15 bis 30 Millibar Endvakuum, mit Manometer.

2. Verfahren

In den Dreihalskolben werden etwa 100 g neutralisiertes Ol eingewogen. Thermometer
und Riihrwerk einfiihren ; Vakuumpumpe anschlieflen und auf 90 °C unter Umriihren er-
wirmen ; die Temperatur wird unter stindigem Rihren so lange aufrechterhalten, bis das
zu untersuchende Ol vollstindig vom Wasser befreit ist (etwa 30 Minuten).

Danach wird das Vakuum unterbrochen und 2 bis 3 g aktivierte Bleicherde zugegeben.

Dann wird wieder ein Vakuum mit einem Druck von 15 bis 30 Millibar hergestellt, wobei
iber eine Zeit von 30 Minuten die Temperatur auf 90 °C und die Drehzahl des Rihrwerks
bei etwa 250 Umdrehungen/min. gehalten werden. Danach wird in einem thermostatisch
regulierten Trockenschrank warm filtriert (50—60 C).
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ANHANG V

NACHWEIS VON TRESTEROL IN OLIVENOL

A. DIE SOGENANNTE BELLIER-METHODE

1.

Gerite

— 100-ml-Rundkolben mit Rickflulkiihler,
— S-ml-Mef3pipette mit 0,1 ml Graduierung,
— Heizvorrichtung, die ein Erwarmen des Kolbens auf etwa 80 °C ermdglicht,

— Thermometer von 15 bis 60 °C.

. Reagenzien

— wiflrig-alkoholische Kalilauge (42,5 g KOH in 72 ml destilliertem Wasser auflosen und
mit 95 vol.%igem Athylalkohol auf 500 ml auffiillen),

— 70 vol.%iger Athylalkohol,

— wiflrige Losung von Essigsiure 1 + 2 (Volumenteile); 1,5 ml miissen genau § ml der
wiflrig-alkoholischen Kalilauge unter Verwendung von Phenolphthalein als Indikator neu-
tralisieren.

. Vorbereitung der Probe

Das Ol wird durch Dekantieren und Filtrieren durch ein Papierfilter vom Wasser befreit bei
einer Temperatur, die geringfiigig iiber dem Schmelzpunkt einiger fester Bestandteile liegt, die
sich maglicherweise aus dem flissigen Ol abgesetzt haben.

. Arbeitsvorschrift

In den Kolben etwa |1 ml des nach Absatz 3 vorbereiteten Ols geben. S ml wafirig-alkoholi-
sche Kalilauge hinzufiigen. Den Rickflukiihler anschlieBen und 10 Minuten unter gelegentli-
chem Schiitteln kochen. Auf Raumtemperatur abkiihlen lassen. 1,5 ml der wéfirigen Essigsaure-
l6sung und 50 ml des zuvor auf S0 °C erwirmten Athylalkohols zugeben. Durch Umriihren
mischen, das Thermometer einfithren und abkiihlen lassen, wobei das Aussehen der Lésung
beobachtet wird, sobald sie die Temperatur 45 °C erreicht hat. Bildet sich bei mehr als 40 °C
ein flockiger Niederschlag, so ist die Reaktion positiv. Bildet sich kein flockiger Niederschlag,
so wird die Losung bei Raumtemperatur, d.h. zwischen 20 und 22 °C, mindestens 24 Stunden,
erforderlichenfalls 48 Stunden, stehengelassen und erneut beobachtet. Bildet sich ein in der
Mitte der Losung suspendierter flockiger Niederschlag, so ist die Reaktion ebenfalls positiv.

Formulierung der Ergebnisse

Nachweis von Tresterdl (Bellier-Methode) : positiv oder negativ.

B. DIE SOGENANNTE MODIFIZIERTE VIZERN-METHODE

Das Unverseifbare des zu analysierenden Ols wird isoliert und sein Verhalten in einer Lésung
von 85 vol.%igem Alkohol unter bestimmten Bedingungen gepriift.

1.

Geriite

— 300-ml-Kolben aus alkaliresistentem Glas mit Rickfluflkiihler,
— 500-ml- oder I 000-ml-Scheidetrichter,
— 300-ml- und 250-ml-Kolben,

— Reagenzglas.
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2. Reagenzien

— 2N alkoholische Kaliumhydroxidldsung,
— Petrolither,

— 50%iger Athylalkohol,

— 96 vol.%iger Alkohol,

— 10%iges Wasserstoffperoxid,

— 85 vol.%iger Alkohol.

3. Arbeitsvorschrift

Man wiegt etwa 5 g der zu analysierenden Probe in einen 300-ml-Kolben. 50 ml 2N alkoholi-
sche Kaliumhydroxidlosung werden zugegeben. Der Rickfluflkihler wird aufgesetzt und es
wird vorsichtig zum Sieden erhitzt. Nach einstindiger Erhitzung wird umgerihrt, auf 30 -
35 °C abgekiihlt und unter Verwendung von 50 ml Wasser in einen Scheidetrichter iiberfiihrt.

Der Kolben wird sorgfaltig mit 50 ml Petrolather ausgesptlt und dieser Vorgang mehrmals
wiederholt. Der Petrolather wird in den Scheidetrichter gegeben. Der Inhalt wird eine Minute
kraftig geschittelt. Nach dem Absetzen wird die wifirige Phase abgetrennt, indem sie in einen
zweiten Scheidetrichter Gberfihrt wird. Man gibt nochmals 50 ml Petrolather zu, schiittelt kraf-
tig etwas mehr als eine Minute und lifit absetzen. Die wifirige Phase wird in einen dritten
Scheidetrichter iberfiihrt, in den man wieder 50 ml Petrolather gibt. Danach wird kriftig ge-
schiittelt und man laf8t absetzen.

Die Petrolatherextrakte der einzelnen Extraktionen des Unverseifbaren werden in einem Schei-
detrichter gesammelt und wenigstens drei mal mit 50%igem Alkohol (jeweils S0 ml) gewa-
schen, bis das Waschwasser gegen Phenolphthalein nicht mehr alkalisch reagiert.

Die Losung des Unverseifbaren wird in einen 300-ml-Kolben filtriert, das Filter mit Petrol-
ather gewaschen und das Losungsmittel abdestilliert. Es werden 10 ml 96%igen Alkohols zuge-
geben und nach vorsichtigem Erwirmen (auf etwa 40 °C) in ein 100-ml-Kolbchen filtriert.
Der 300-ml-Kolben wird mit 10 ml 96%igem Alkohol gewaschen, anschlieflend wird in den
zweiten Kolben filtriert.

In den 100-ml-Kolben, der die alkoholischen Extrakte des Unverseifbaren enthilt, werden §
ml 10%iges Wasserstoffperoxid gegeben ; auf dem Wasserbad wird bis zur Trockene einge-
dampft. Es werden nochmals 20 ml 96%igen Alkohols und § ml Wasserstoffperoxid zugege-
ben, es wird wieder zur Trockene eingedampft.

Der Kolben wird vom Wasserbad genommen und 20 ml 85%igen Alkohols zugegeben. Es
wird vorsichtig auf dem Wasserbad erhitzt, wobei Alkoholverluste sorgfaltig vermieden werden
missen, um die Konzentration nicht zu verringern. Das ist sehr wichtig und sollte nicht aufler
Acht gelassen werden.

Man filtriert durch ein Papierfilter in ein Reagenzglas, lafit abkithlen und priift das Verhalten
der Losung nach einer Stunde und nach 4 Stunden. Ist die Lésung nach einer Stunde vollig
transparent, so ist das Analysenergebnis negativ, das heiflt, dafl das Ol kein Trestersl enthalt.

Wenn die Lésung nach einer Stunde triibe ist, wird nach 4 Stunden erneut beobachtet.

Wenn die Losung nach 4 Stunden noch triibe ist, aber keine Flockchen vorhanden sind, ist
das Analysenergebnis wieder negativ. Wenn andererseits die Bildung von Fléckchen beobach-
tet wird, so ist das Analysenergebnis positiv und Tresterél vorhanden.

Formuliecrung der Ergebnisse
Nachweis von Tresterdl (modifizierte Vizern-Methode) : positiv oder negativ.
Anmerkung :

Olivendle ergeben wihrend des Tests eine transparente oder hochstens schwach opaleszie-
rende Losung. Tresterdle oder Mischungen von Tresterdlen zeigen charakteristische Flock-
chen, die wic kleine Wolkchen suspendiert bleiben und die sich erst nach mehreren Stunden
ruhigen Stehens absetzen.
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ANHANG VI

NACHWEIS VON SEIFE DURCH NACHWEIS DER ALKALITAT

Prinzip der Methode

Nachweis alkalischer Seifen durch Bromphenolblau.

Reagenzien
— 0,1%ige Lésung von Bromphenolblau in 96 vol.%igem Alkohol,
— Aceton, frisch destilliert, dem 2 Vol.% Wasser zugesetzt wurden.

Das 2 % Wasser enthaltende Aceton soll nach Zusatz von einigen Tropfen der Bromphenolblau-Lé-
sung eine gelbliche oder gelb-griinliche Farbe besitzen.

Gerite

Reagenzglas 150 mm x 15 mm.

Arbeitsvorschrift

Man gibt in das Reagenzglas 10 ml Aceton und einen Tropfen Bromphenolblau-Losung ; die Losung
muf} gelblich werden. Wenn nicht, sind Reagenzglas und Stopfen mit Aceton zu spiilen, bis die Blau-
farbung verschwindet. Es werden 10 g Ol in das Reagenzglas gegeben, das dann mit einem sauberen
Stopfen verschlossen wird. Man schiittelt und 14}t stehen. Ein Farbumschlag der oberen Aceton-
schicht nach blau zeigt das Vorhandensein von Seife an.

Formulierung der Ergebnisse

Die Ergebnisse werden als positiv oder als negativ bezeichnet.

ANHANG vII

NACHWEIS VON WIEDERVERESTERTEM OL

Zweck der Methode ist die Bestimmung der Zusammensetzung der Fraktion der Fettsiuren, die in
Olen und Fetten in 2-Stellung (B-Stellung oder innerer Stellung) des Glycerins verestert sind.

Wiederveresterte Olivendle enthalten in B-Stellung mehr Palmitinsiure als Olivenéle, die nicht
wiederverestert wurden.

Prinzip :

Die Methode beruht auf der partiellen und selektiven Hydrolyse der Triglyceride durch Pankreasli-
pase, wobei vorwiegend 2-Monoglyceride entstehen. Durch die Hydrolyse entsteht ein Gemisch, das
neben nichthydrolysierten Triglyceriden noch Diglyceride, 2-Monoglyceride und freie Fettsiuren ent-
halt. Das Gemisch wird mit Hilfe der Dinnschicht-Chromatographie fraktioniert und die Monoglyce-
ride werden isoliert. Die Monoglyceride werden mit Methanol umgeestert und die gewonnenen Me-
thylester gaschromatographisch analysiert.

Wenn der Palmitinsauregehalt in 2-Stellung der Triglyceride 2 % iberschreitet, mufl man davon aus-
gehen, dafl dem analysierten Erzeugnis wiederverestertes Ol zugesetzt wurde.

1. Gerite

— 500-ml-Scheidetrichter,

— chromatographische Siule aus Glas, innerer Durchmesser 13 mm, Linge 400 mm, ausgestat-
tet mit Hahn und gliasernem Frittenboden,

— 250-ml-Weithalskolben,

— 100-ml-Kolben,

— 10-ml-Zentrifugenréhrchen, mit Schliffstopfen,
— I-ml-Injektionsspritze, mit feiner Kaniile,
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— 25-ml-Kolben mit Luftkithler von etwa 1 Meter Linge und Schliffansatz,

—_ 50-ml-Becherglas,

~— 5-ml-Biirette mit 1/20 ml Graduierung,

— Beschichtungsgerit fiir die Diinnschicht-Chromatographie mit 20 x 20 cm Glasplatten,
~ Mikrospritze zur Abgabe von 3-4 ul-Tropfen,

— Rotationsverdampfer,

— Trockenschrank, einstellbar auf 103°C + 2°C,

— Thermostat, einstellbar auf Temperaturen zwischen 30 und 45°C * 0,5°C,

— elektrisches Schiittel- und Vibriergerat zum kriftigen Schiitteln der ZentrifugenrShrchen,
— Spriiher fiir die Diinnschicht-Chromatographie,

— UV-Lampe zur Betrachtung der Diinnschichtplatten,

— Laborrithrwerk zum Zerkleinern und Mischen von heterogenem Material,

— pH-Meter,

— Propellerriihrer,

— Stoppuhr.

2. Reagenzien

— 12%ige (Gew./Vol)) wifirige Natriumhydroxidlosung,

— 1%ige (Gew./Vol.) Lésung von Phenolphthalein in 95 vol.%igem Athanol,

— Diithyléther, peroxidfrei,

— Isopropylalkohol oder 95 vol.%iger Athylalkohol, p.a, .

— aktiviertes Aluminiumoxid zur Chromatographie, neutral, Aktivitatsstufe I nach Brockmann,
unmittelbar vorher 2 Stunden bei 260 °C aktiviert urid im Exsikkator aufbewahrt,

— Hexan oder — falls nicht verfiigbar — Petrolather (Siedepunkt 30-50 °C), zur Chromatogra-
phie,

— Ameisensiure, mindestens 98 gew.%ig,

~— Pankreaslipase mit ausreichender Aktivitit (Anmerkungen 1 und 2),

— Pufferlosung : wiflrige 1 M Tris(hydroxymethyljaminomethan-Losung mit 6 N Salzsiure auf
pH 8 eingestellt (potentiometrische Kontrolle), .

— 0,1%ige (Gew./Vol)) wifirige Natriumcholatlosung (enzymatische Qualitat),

— 6 N Salzsiure,

— FlieBmittel : Hexan oder — falls nicht verfiigbar — Petrolither/Diathylither/Ameisensaure :
70/30/1 (Vol./Vol./Vol.),

— 10%ige (Gew./Vol) wifirige Gummiarabicumldsung,

— 22%ige (gew./Vol.) wafirige Kalziumchloridlésung (CaCl,),

— 0,2%ige (Gew./Vol) alkoholische 2",7-Dichlorfluoresceinldsung, durch Zusatz von einem
Tropfen 1 N Natriumhydroxid je 100 ml schwach alkalisch gemacht,

— Kieselgel in Pulverform, mit Bindemittel, Diinnschicht-Qualitat,

— 20%ige (Gew./Vol) wifirige Natriumcholatlésung,

— 0,1 N wiflrige Natriumhydroxidl6sung,

~— neutralisiertes pflanzliches OL.

3. Vorbereitung der Probe

Probe mit weniger als 3 % freien Fettsiuren : Neutralisation direkt auf dem Aluminiumoxid wie
unter 3.2 beschrieben.

Probe mit mehr als 3 % freien Fettsiuren : Alkalineutralisation in Gegenwart eines Losungsmit-
tels gemafl 3.1, anschliefend Durchlauf iiber Aluminiumoxid wie unter 3.2 beschrieben.

3.1. Neutralisation durch Alkali in Gegenwart eines Losungsmittels

In einen 500-mli-Scheidetrichter gibt man etwa 10 g rohes Ol, 100 ml Hexan oder — wenn
nicht vorhanden — Petrolither, 50 ml Isopropylalkohol oder 95%igen Athylalkohol, einige
Tropfen Phenolphthaleinlésung und mit einem Uberschufl von 0,3 % soviel 12%ige Natrium-
hydroxidlésung, wie dem Gehalt des Oles an freien Fettsduren entspricht. Es wird eine Minute
kriftig geriihrt, dann werden 50 ml destilliertes Wasser zugegeben, nochmals geriihrt und dann
stehen gelassen.

Nach dem Absetzen wird die untere, die Seifen enthaltende Schicht entfernt. Entfernt werden
auch eventuelle Zwischenschichten (Schleim und Unlésliches). Die neutralisierte Hexanlosung
des Oles wird nacheinander mit 25 oder 30 m! einer Lésung von Isopropylalkohol oder Athylal-
koho! und destilliertem Wasser im Verhaltnis 1 : 1 (Vol./Vol.) bis zum Verschwinden der Rosafar-
bung des Phenolphthaleins gewaschen.

Man entfernt den grofiten Teil des Hexans durch Vakuumdestillation und trocknet das Ol bis
zum volligen Verschwinden des Losungsmittels bei 30-40 °C unter Vakuum im Stickstoffstrom.
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3.2

S.1.

S.2.

Durchlauf iiber Aluminiumoxid

15 g aktiviertes Aluminiumoxid werden in 50 ml Hexan oder —wenn nicht vorhanden— in Pe-
trolather suspendiert und unter Rithren in eine chromatographische Glassiule gegossen. Das
Aluminiumoxid wird gleichmaflig verteilt, und man Jafit das Losungsmittel bis auf 1-2 mm ober-
halb des Absorptionsmittels ablaufen. Dann wird eine etwa 15 Minuten zuvor hergestellte Lo-
sung aus § g Ol in 25 ml Hexan oder — wenn nicht vorhanden — in Petrolather vorsichtig auf
die Siule gegeben und die gesamte aus der Siule ablaufende Flissigkeit in einem 100-mi-Kol-
ben gesammelt.

Der grofite Teil des Losungsmittels wird durch Vakuumdestillation entfernt ; dann wird das Ol
bei 30-40 °C unter Vakuum mit Hilfe eines Stickstoffstromes bis zum vélligen Verschwinden
des Losungsmittels getrocknet.

Herstellung der Diinnschicht-Platten

Man gibt in einen 250-ml-Weithalskolben 30 g Kieselgel in Pulverform mit Bindemittel und 60
ml destilliertes Wasser und schiittelt, bis sich ein homogener Brei bildet. Dieser wird eine Mi-
nute durch Absaugen mit der Wasserstrahlpumpe entgast.

Der Brei wird wie iiblich mit dem Beschichtungsgerit in einer 0,25 mm dicken Schicht auf die
Platten aufgetragen.

Die Menge gentgt zur Herstellung von fiinf Platten vom Format 20 x 20 cm. Man laft die Plat-
ten etwa 15 Minuten an der Luft, anschlieflend zwei Stunden im Trockenschrank bei 103°C +
2 °C trocknen. Die so hergestellten Platten werden im Exsikkator aufbewahrt.

Verfahren

Hydrolyse durch Pankreaslipase
In ein 10-ml-Zentrifugenrdhrchen werden etwa 0,1 g der Probe eingewogen.

Man setzt 20 mg Lipase und 2 ml Pufferlosung zu. Es wird sorgfaltig und vorsichtig geschiittelt.
Anschlieflend werden 0,5 ml der 0,1 %igen Natriumcholatlosung und 0,2 ml der Kalziumchlo-
ridlosung zugesetzt. Das Rohrchen wird mit einem Schliffstopfen verschlossen, vorsichtig ge-
schiittelt (ohne den Stopfen zu befeuchten) und sofort in den auf 40 °C + 0,5 °C eingestellten
Thermostaten gesetzt, wobei genau ecine Minute geschiittelt wird.

Das Rohrchen wird aus dem Thermostaten genommen und genau zwei Minuten kraftig geschiit-
telt. :

Danach wird sofort unter flieBendem Wasser gekiihlt ; es werden I ml 6 N Salzsaure und 1 ml
Diathylather zugesetzt. Das Rohrchen wird verschlossen, kriftig geschiittelt und dann stehen ge-
lassen. Anschlieflend wird die obere organische Phase mit Hilfe der Spritze abgenommen.

Abtrennung der Monoglyceride durch Diinnschicht-Chromatographie

Der Extrakt wird im Abstand von ctwa 1,S ¢cm vom unteren Rand der Platte als durchgehender
einheitlicher Strich aufgetragen, wobci eine maoglichst feine Startlinie entstehen sollte.

Die Platte wird in eine gut gesattigte Entwicklungskammer gestellt und mit dem Fliemittel bis
zu etwa 1 ¢cm Abstand vom oberen Rand entwickelt. Die Entwicklung der Platte erfolgt bei etwa
20°C.

Die Platte wird an der Luft bei der gleichen Temperatur, wie sie in der Entwicklungskammer
herrscht, getrocknet und mit 2",7"-Dichlorfluorescein-Losung bespriiht. Die Monoglyceridbande
(Rf etwa 0,035) wird unter UV-Licht markiert, mit cinem Metallspatel abgekratzt (wobei zu ver-
meiden ist, dafl auch die auf der Startlinie verbliebenen Bestandteile entfernt werden) und das
Kieselgel in dem 25-ml-Methylierungskolbchen gesammelt.

Die Monoglyceride werden in Methylester umgeestert, indem das zuvor gesammelte Kieselgel
direkt nach der unter Punkt 7.3 beschriebenen allgemeinen Methode zur Herstellung von Fett-
siduremethylestern behandelt wird. Die Ester werden dann nach der unter Punkt 7.4 genannten
Methode gaschromatographisch untersucht.

Von dersclben Probe ist auch die Zusammensetzung der Gesamtfettsduren zu bestimmen. Ein
Vergleich mit der Zusammensetzung der in 2-Stellung veresterten Fettsauren ist zur Interpreta-
tion der Ergebnisse niitzlich.

Formulierung der Ergebnisse

Die Zusammensctzung der Fettsduren in 2-Stellung wird in Prozenten auf eine Dezimale genau
angegeben (Anmerkung 3).
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7.  Anmerkungen

7.1. Kontrolle der Lipaseaktivitdit

Durch etwa 10 Minuten langes Rithren eines Gemisches aus 165 ml 10%iger Gummiarabicum-
lésung, 15 g zerstoflenem Eis und 20 ml des zuvor neutralisierten Oles in einem geeigneten
Mischgerit wird eine Olemulsion hergestellt.

In ein 50-ml-Becherglas werden nacheinander 10 ml der Emulsion, 0,3 ml der 20%igen Natri-
umcholatlésung und 20 ml destilliertes Wasser gegeben.

Das Becherglas wird in den auf 37 °C £ 0,5 °C eingestellten Thermostat gestellt, und es wer-
- den die Elektroden eines pH-Mefigerits und der Propellerrithrer in das Becherglas gefiihrt.

Mit einer S-ml-Birette wird die 0,1-N-Natriumhydroxidlésung Tropfen fiir Tropfen bis zu pH
8,5 zugesetzt.

Dann wird eine entsprechende Menge der wifirigen Suspension des Lipasepulvers (siehe unten)
zugesetzt. Wenn das pH-Mefigerat den pH-Wert 8,3 anzeigt, wird die Stoppuhr angestellt und
laufend so viel 0,1-N-Natriumhydroxidlosung zugesetzt, dafi der pH-Wert auf 8,3 gehalten wird.
Die verbrauchte Menge der Alkalilgsung wird jede Minute notiert. Die erhaltenen Werte werden
in ein Koordinatensystem eingetragen, und zwar mit der Zeit als Abszisse und der zur Konstant-
haltung des pH-Wertes erforderlichen Alkalildsung in ml als Ordinate. Dabei muf} sich eine
Gerade ergeben.

Die im vorigen Absatz erwihnte Lipasesuspension ist eine 1 gew.%ige Suspension in Wasser.
Fiir jeden Versuch wird so viel Suspension eingesetzt, wie erforderlich, damit in 4 oder § Minu-
ten etwa 1 ml Alkalilésung verbraucht wird. Normalerweise wird dies mit 1 bis 5 mg Lipasepul-
ver erreicht.

Als Lipaseeinheit ist die Enzymmenge definiert, die 10 p-Aquiv. Siure pro Minute freisetzt.

Die Aktivitat ,LA” des verwendeten Pulvers, ausgedriickt in Lipaseeinheiten je mg, berechnet sich

wie folgt:
. A = ¥Yx10
m
dabei sind: V = Anzahl ml 0,1-N-Natriumhydroxidlésung, die pro Minute verbraucht wer-

den, berechnet aus der graphischen Darstellung,
m

Gewicht der Lipase-Probe in mg.

Die verwendete Lipase mufl eine Aktivitat zwischen 0,8 und 2 Lipaseeinheiten je mg besitzen.

7.2. Herstellung der Lipase

Im Handel sind Lipasen mit ausreichender Lipaseaktivitat erhaltlich. Sie kénnen aber auch im
Labor wie folgt hergestellt werden :

S kg frisches Schweinepankreas werden auf 0 °C abgekiihlt, von den umhiillenden festen Fetten
und Geweben befreit und mit Hilfe einer Schneidemiihle so zerkleinert, dafl ein fliissiger Brei
entsteht. Dieser wird 4 bis 6 Stunden kalt mit 2,5 1 wasserfreiem Aceton geriithrt und anschlie-
Bend zentrifugiert. Der Riickstand wird noch dreimal mit der gleichen Menge Aceton, zweimal
mit einem Gemisch aus Aceton und Diiathylather 1 :1 (Vol./Vol) und zweimal mit Diithylither
extrahiert.

Um ein haltbares Pulver zu erhalten, wird der Riickstand 48 Stunden im Vakuum getrocknet
und im Kiihlschrank aufbewahrt.
7.3. Herstellung der Fettsdure-Methylester

Nach der Methode, beschrieben unter Punkt II des Anhangs VI der Verordnung (EWG) Nr.
72/77 der Kommission vom 13. Januar 1977 (1), die die Verordnung (EWG) Nr. 1470/68 iber
die Entnahme und Verkleinerung von Proben sowie iiber die Bestimmung des Gehalts der Ol-
saaten an Ol, Fremdbestandteilen und Feuchtigkeit 4ndert.

7.4. Gaschromatographie von Fettsdure-Methylestern

Nach der unter Punkt III des Anhangs VI der Verordnung (EWG) Nr. 72/77 beschriebenen Me-
thode.

(") ABL. Nr. L 12 vom 15. 1. 1977, S. 11.
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ANHANG VIII

NACHWEIS VON ANDEREN OLEN IM OLIVENOL DURCH ANALYSE DER STERIN-

FRAKTION VON FETTSTOFFEN

Prinzip

Gas-chromatographische Analyse der aus dem Unverseifbaren durch Diinnschicht-Chromatographie
abgetrennten Sterine. Das Unverseifbare darf nur vorsichtig getrocknet werden.

Gerite

1.

N v s W

Gerite fiir die Diinnschicht-Chromatographie einschliellich vier Glasplatten 20 x 20 x 0,4 cm,
zwei Platten 20 x § X 0,4 cm sowie eine 0.1-ml-Mikrospritze ;

. 50-m!-Becherglas ;
. Glasfiltertiegel, Durchlassigkeit 3, Durchmesser 15 mm ;
. 100-ml-Rundkolben ;

10-ml-Zentrifugenglas mit konischem Boden und Schliffstopfen ;

. 1-ml-Mefipipette mit Graduierung;
. Gas-Chromatograph, ausgestattet mit einem Flammenionisationsdetektor, einem Silber- oder

Glaseinspritzsystem oder einem System zur direkten Einspritzung auf die Siule sowie einem
Schreiber ; :

. Saule fir die Gas-Chromatographie aus Glas oder nichtrostendem Stahl, U- oder spiralférmig,

Linge 1-2 m, Innendurchmesser 3-4 mm. Die Saulenfiillung enthilt als stationire Phase Methylsi-
licongummi ('), das wenigstens bis 300 °C bestandig ist. Damit wird kalzinierte, mit Saure gewa-
schene und silanisierte Diatomeenerde zu 2-4 % imprigniert ; Korngréfle 80/100 oder 100/200
mesh. .

Anmerkung : Da einige Saulentypen aus rostfreiem Stahl infolge Zersetzung von Sterinen zu feh-
lerhaften Ergebnissen fithren kénnen, wird Glas empfohlen.

. Mikrospritze fiir Mengen von 5 oder 10 pl

Reagenzien

1. Chloroform zur Chromatographie ;
2. Benzol zur Chromatographie ;

3. Heptan;

4. Kieselgel (z.B. Kieselgel G);

S.
6
7
8

Bezugslosung fiir die Diinnschicht-Chromatographie 5%ige Cholesterinlésung in Chloroform ;

. Aceton zur Chromatographie ;
. 0,1%ige Lésung des Natriumsalzes des 2',7'-Dichlorfluoresceins in absolutem Athylalkohol ;
. Pyridin;

9.
10.
11.
12.

Hexamethyldisilazan ;
Trimethylchlorsilan ;
Losung fir den Empfindlichkeitstest : 1 mg Cholesterin pro ml n-Pentan ;

Loésung fiir den Peakauflosungstest : 0,9 mg Riib6l-Phytosterine und 0,1 mg Cholesterin pro ml
n-Pentan. Die Sterine miissen nach dem unter Punkt B der ,Arbeitsvorschrift” beschriebenen
Verfahren frisch hergestellt werden ;

. Losung fir den Referenztest : 1 mg Sonnenblumenél-Phytosterine pro ml n-Pentan, frisch herge-

stellt wie unter Punkt B der . Arbeitsvorschrift” beschrieben.

Herstellung der Diinnschichtplatten

Auf das Beschichtungsgerit werden der Reihe nach eine Platte von 20 x § x 0,4 cm, vier Platten
von 20 x 20 X 0,4 cm und eine Platte von 20 x 5 x 0,4 cm gelegt. .

(') Z.B. SE 30.
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In einen 500-mi-Weithalskolben werden 40 g Kieselgel und etwa 80 ml Wasser gegeben. Mit einem
Glasstab bzw. mit einem mechanischen Glasriihrwerk wird umgeriihrt, bis eine homogene Suspen-
sion entsteht.

Etwa eingeschlossene Gase werden durch mindestens einminiitiges Evakuieren mit einer Wasser-
strahlpumpe entfernt. Danach wird die Suspension in das Streichgerit gegeben, eine Schichtdicke
von 0,5 mm eingestellt und die Platten werden gleichmiflig beschichtet.

Die Platten werden etwa 15 Minuten an der Luft und anschlieflend 2 Stunden im Trockenschrank
bei 105 °C getrocknet. Die so hergestellten Platten werden im Exsikkator unter Vakuum aufbewahrt.

ARBEITSVORSCHRIFT
A. Herstellung des Unverseifbaren

Einleitung

Als Unverseifbares werden die fettléslichen Bestandteile bezeichnet, die nach der Verseifung in
Wasser unldslich und in dem zur Bestimmung verwendeten Losungsmittel 16slich sind. Das Un-
verseifbare enthilt natiirliche Fettbestandteile (Sterine, Alkohole, Kohlenwasserstoffe) sowie den
Fettstoffen fremde organische, bei 100 °C nicht fliichtige Stoffe (Mineraléle), die moglicherweise
vorkommen konnen. Als Lésungsmittel wird Petrolither oder Athylather verwendet. Es muf} be-
riicksichtigt werden, daff die mit den beiden Lésungsmitteln erzielten Ergebnisse meistens diffe-
rieren und dafl mit Ather die prozentual hoheren Werte gefunden werden.

Fiir Olivendl wurde im Hinblick auf die klimatischen Verhiltnisse der Orte, an denen sich die
meisten analytischen Laboratorien befinden, Petrolither als das zu verwendende Lésungsmittel
anerkannt.

Petrolither-Methode
Gerdte
— 150-ml-Kolben mit Riickflulkiihler,

— 500-ml-Scheidetrichter,
— Trockenschrank, eingestellt auf 103°C + 2°C.

Reagenzien

— Etwa 2 N alkoholische KOH, in 95 vol.%igem Athanol. Das Reagenz darf nicht dunkler als
strohgelb sein.

— Petrolather, Siedebereich 40 bis 60 °C, Bromzahl niedriger als 1, frei von Riickstinden.
Arbeitsvorschrift

5 g Fett werden auf 0,01 g genau in den Kolben eingewogen. Hinzugefiigt werden 50 ml der etwa
2 N alkoholischen KOH. Der Riickfluflkiihler wird aufgesetzt und es wird eine Stunde unter
leichtem Sieden erhitzt. Die Heizung wird abgestellt und von oben durch den Kiihler werden
etwa 50 ml destilliertes Wasser zugegeben und geschittelt.

Nach der Abkiihlung wird kraftig geschiittelt. Dann lafit man bis zur vollstindigen Trennung der
beiden Phasen stehen und iberfithrt die Seifenlésung in einen zweiten Scheidetrichter. Sollte
sich eine Emulsion bilden, ist sie durch Zusatz kleiner Mengen Athanol oder einer konzentrier-
ten Kaliumhydroxidlésung zu zerstoren.

Die Seifenlosung wird noch zweimal mit je etwa 50 ml Petrolither extrahiert. Die drei Petrolather-
fraktionen werden in einem Scheidetrichter vereinigt und dreimal mit etwa 50 ml 50 vol.%igen
Alkohol gewaschen.

Die Petrolitherlosung wird — gegebenentfalls schrittweise -—— durch den Auslauf des Scheidetrich-
ters in einen gewogenen 250-ml-Kolben umgefiillt (wobei der Scheidetrichter mit kleinen Men-
gen Petrolither gespilt wird).

Das Losungsmittel wird unter vorsichtigem Erwarmen im Vakuum entfernt und der Riickstand
bei Temperaturen unter 50 °C im Vakuum getrocknet, um unerwiinschte oxydative Verinderun-
gen zu vermeiden.
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B. Abtrennung der Sterinfraktion durch Diinnschicht-Chromatographie

In die Entwicklungskammer wird bis zur Hoéhe von ca. 1 cm ein Gemisch aus Benzol/Aceton
95 :5 oder n Heptan/Aceton 85 : 15 (Vol./Vol)) gegeben ; die Kammer wird mit einem Deckel ver-
schlossen und mindestens drei Stunden stehen gelassen, damit sich ein Gleichgewicht zwischen
Flissigkeit und Dampf einstellt. Es wird empfohlen, an der Innenwand der Kammer Filterpapier-
streifen zu befestigen, die in das Flieimittel tauchen. Diese Vorsichtsmafinahme hat den Vorteil,
die Laufzeit des Fliemittels um etwa ein Drittel zu verkiirzen und die Komponenten gleichmifli-
ger zu eluieren.

In der Zwischenzeit wird eine 5%ige Chloroformlésung des mit Petrolather extrahierten Unver-
seifbaren hergestellt. Man entnimmt ca. 0,3 ml dieser Lésung und trigt sie mit der 0,1-mi-Mikro-
spritze in einem gleichmiafligen kontinuierlichen Streifen auf die Diinnschichtplatte in etwa 1,5
cm Abstand vom unteren Plattenrand auf, und zwar so, daf man am Start einen mdéglichst schma-
len Streifen erhilt. Am Rande der Platte werden nach dem iiblichen Verfahren einige ul der cho-
lesterinhaltigen Bezugslésung aufgetragen, um den Rf-Wert der Sterinfraktion zu bestimmen.

Die Platte wird in die nach obiger Vorschrift vorbereitete Entwicklungskammer gestellt. Die Tem-
peratur der Umgebung mufl etwa 20 °C betragen.

Der Deckel wird geschlossen und es wird entwickelt, bis die Losungsmittelfront einen Abstand
von etwa 1 cm vom oberen Rand der Platte erreicht hat. Die Platte wird aus der Entwicklungs-
kammer genommen und das Lésungsmittel im Warmluftstrom verdampft.

" Die Zonen werden sichtbar gemacht, indem man die Platte gleichmaglig und vorsichtig mit der

alkoholischen L&sung des Natriumsalzes des 2',7’-Dichlorfluoresceins bespriiht. Die Platte wird

im UV-Licht betrachtet und die Lage der Sterine mit Hilfe des Cholesterinfleckens der Bezugslo-

sung bestimmt.

Die Sterinzone wird mit Hilfe eines Metallspatels abgekratzt. Das abgetrennte Kieselgel wird in
ein 50-ml-Becherglas mit 15 ml warmem Chloroform gegeben, geriihrt, vollstindig auf den Gas-
filtertiegel gegeben und filtriert. Das Filter wird dreimal mit je 15 ml warmem Chloroform gewa-
schen und das Filtrat in einem 100-ml-Kolben gesammelt.

Die Chloroformlésung wird auf 4-5 ml eingeengt und in ein zuvor gewogenes Zentrifugenglas
mit Schliffstopfen gefillt. Durch vorsichtiges Erwarmen im Stickstoffstrom wird das Losungsmit-
tel bis zur Trockene eingedampft und die so gewonnene Sterinfraktion gewogen.

C. Analyse der Sterine durch Gas-Chromatographie

\. Herstellung der Trimethylsilyldther (TMSA)

Je mg Sterin werden 0,02 ml des Reagens fiir die Silanisierung, bestehend aus einem Gemisch
aus Pyridin-Hexamethyldisilazan-Trimethylchlorsilan 9/3/1 (Vol./Vol./Vol.) in das Zentrifu-
genglas gegeben, wobei jede Spur von Feuchtigkeit zu vermeiden ist. Das Zentrifugenglas wird
etwa 30 Minuten lang in den Exsikkator gestellt, dann geschlossen und einige Minuten zentri-
fugiert. Fir die nachfolgende Analyse wird die iiberstehende Losung benutzt.

2. Arbeitsbedingungen fiir die gaschromatische Analyse
Siulentemperatur : 220 bis 250 °C

Temperatur des Einspritzsystems, wenn es gesondert beheizt werden kann : 20 bis 40 °C hé-
her als die Saulentemperatur.

Stickstoffstrom : 30-60 ml pro Minute.

Den Detektorenanschlufl 16sen und neue Siulen unter den vorgenannten Bedingungen in
16-24 Stunden zur Einstellung eines Gleichgewichts bringen. Detektor anschliefen, Flamme
anziinden und Wasserstoff-, Sauerstoff- oder Luftstrom so einstellen, dafl eine geeignete Flam-
menhdhe und Empfindlichkeit erreicht werden. Den Schreiber einschalten und einen geeigne-
ten Papiervorschub einstellen ; Nullpunkt und Mefibereich einjustieren. Ist die Grundlinie sta-
bil, so ist das Gerit einsatzbereit.

3. Empfindlichkeitstest

Von der Lésung fiir den Empfindlichkeitstest werden 5§ ml entnommen, das Ldsungsmittel ver-
dampft, und es wird dann wie unter 1. beschrieben fortgefahren. Eingespritzt werden 0,1 bis
0,2 ul der Losung. Auf dem Chromatogramm darf nur ein Cholesterin-Peak erscheinen.

Der Mefibereich ist so einzuregulieren, dafl fast die gesamte Breite des Schreibers ausgenutzt
wird.
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4. Von der Testlosung fiir die Peakauflosung werden § ml entnommen, das Losungsmittel ver-
dampft und es wird wie unter 1 beschrieben fortgefahren.

0,1 bis 0,2 pl der so hergestellten Losung (TMSA) werden eingespritzt. Auf dem Chromato-
gramm miissen die Peaks von Cholesterin, Brassicasterin, Campesterin und f-Sitosterin er-
scheinen. Gemessen werden die Retentionsstrecken der Peaks (Abstand vom Einspritzpunkt
bis zum Maximum des Peaks) — d¢y fiir Cholesterin dj fiir Brassicasterin, d fiir Campesterin
und dg fiir B-Sitosterin — sowie die Breite an der Peak-Basis (Abstand zwischen den Schnitt-
punkten der Wendetangenten an der Vorder- und der Riickseite der Peaks mit der Grundlinie)
¢y fiir Cholesterin und wg fiir Brassicasterin.

Die Peakauflosung, ausgedriickt durch die Formel

@s— dcu)
PR = 2 '———
Wy + Wcy

mufl mindestens 1 sein.

Es werden dann die relativen Retentionszeiten (Cholesterin = 1,00) fiir Brassicasterin, Campe-
sterin und P-Sitosterin berechnet.

5. Referenatest

S ml der Losung fir den Referenztest werden entnommen, das Lésungsmittel verdampft und
es wird wie unter 1 beschrieben fortgefahren. 0,1 bis 0,2 pl der so hergestellten Losung
(TMSA) werden eingespritzt. Auf dem Chromatogramm miissen die Peaks von Campesterin,
‘Stigmasterin, B-Sitosterin und A 7-Stigmasterin erscheinen. Gemessen werden die Retentions-
strecken der Peaks — und dc fiir Campesterin, dgp fiir Stigmasterin, dg fiir B-Sitosterin und
dgr_; fir A 7-Stigmasterin.

Die relativen Retentionszeiten werden berechnet. Sie betragen etwa fir:

Cholesterin 1,0 (ungefihr 15 Minuten)
Brassicasterin 1,1

Campesterin 1,3

Stigmasterin 1,4

B-Sitosterin 1,6 (1)

A 7-Stigmasterin 1,8 (%)

6. Analyse
0,1-0,2 pl der zu analysierenden TMSA-Lésung werden eingespritzt und das Chromatogramm
aufgezeichnet.
D. Ergebnisse

Bei der Ermittlung der Zusammensetzung der analysierten Sterin-Fraktion brauchen Peaks, deren
Retentionszeiten von der experimentell ermittelten Zeit der sechs obengenannten Sterine abwei-
chen, nicht beriicksichtigt zu werden.

Der prozentuale Gehalt an B-Sitosterin wird durch folgende Formel ermittelt :

Flache des B-Sitosterinpeaks

100
Summe der Flichen der sechs Sterinpeaks

Der Gehalt an B-Sitosterin darf nicht kleiner als 93 %, bezogen auf die prozentuale Zusammen-
setzung der Gesamtsterine, sein.

(') Wenn andere Sterine — wie das A 5-Avenasterin — unter diesen Bedingungen das gleiche Retentionsvolumen besitzen wie das f-Si-
tosterin, so werden sie als [-Sitosterin gewertet.

(3) Wenn andere Sterine unter diesen Bedingungen das gleiche Retentionsvolumen besitzen wie das A 7-Stigmasterin, so werden sie
als A 7-Stigmasterin gewertet.
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ANHANG IX
OLGEHALT DER OLIVENTRESTER

Gerite

— Geeigneter Extraktionsapparat mit 200- bis 250-ml-Kolben,

— Elektrisch beheiztes Bad (Sandbad, Wasserbad usw.) oder Heizplatte,
— Analysenwaage,

— Trockenschrank, eingestellt auf hochstens 80 °C,

— Elektrischer Trockenschrank mit Thermostat, eingestellt auf 103 °C + 2 °C, der unter Einblasen
von Luft oder unter vermindertem Druck betrieben werden kann,

— Mechanische Miihle, leicht zu reinigen, mit der die Trester chne Erwarmung und ohne merkliche
Verringerung ihres Gehalts an Wasser und Ol zerkleinert werden kénnen,

— Extraktionshiilse und Watte oder Filterpapier, frei von mit Hexan extrahierbaren Stoffen,
— Exsikkator, .

— Sieb, Maschendurchmesser 1 mm,

— Siedesteinchen, zuvor getrocknet.

Reagenzien

~— technisches n-Hexan ; Riickstand bei vollstindiger Verdampfung unter 0,002 g/100 ml.

ARBEITSVORSCHRIFT

Vorbereitung der Probe

Die Probe wird, wenn nétig, in der zuvor gut gereinigten mechanischen Miihle so weit gemahlen,
daf} die Teilchen vollstindig das Sieb passieren kénnen.

Etwa ein Zwanzigstel der Probe ist zur Reinigung der Mithle zu benutzen ; dieses Mahlgut ist zu ver-
werfen. Der Rest ist fein zu mahlen, das Mahlgut aufzufangen, sorgfiltig zu mischen und unverziig-
lich zu analysieren.

Untersuchungsprobe

Etwa 10 g der Probe werden nach dem Mahlen auf 0,01 g genau fiir die Untersuchung abgewogen.

Vorbereitung der Extraktionshiilse

Die Probe wird in die Hiilse gegeben und diese mit einem Wattebausch verschlossen. Bei Verwen-
dung von Filterpapier wird das Mahlgut darin eingeschlagen.

Vortrocknung

Wenn die Trester sehr feucht sind (Gehalt an Wasser und fliichtigen Stoffen grofer als 10 %), ist vor-
zutrocknen, wobei die gefiillte Hiilse (bzw. das Filterpapier) so lange wie nétig in den auf hochstens
80 °C geheizten Trockenschrank gestellt wird, um den Gehalt an Wasser und fliichtigen Stoffen auf
unter 10 % zu senken.

Vorbereitung des Kolbens

Der Kolben, der 1 bis 2 Siedesteinchen enthalt und zuvor im Trockenschrank bei 103°C + 2°C
getrocknet und danach mindestens 1 Stunde lang im Exsikkator abgekiihlt wurde, wird auf | mg
genau gewogen.

Erste Extraktion

Die Hiilse (bzw. das Filterpapier) mit der Probe wird in den Extraktionsapparat gestellt, die benétigte
Menge Hexan in den Kolben gegeben, der Kolben an den Extraktionsapparat angeschlossen und das
Ganze auf das elektrische Heizbad gestellt. Die Heizung ist so einzustellen, dafl der Riickflufl minde-
stens 3 Tropfen in der Sekunde betrigt (mafliges, nicht heftiges Sieden).

Nach 4stiindiger Extraktion [48t man abkihlen. Die Hilse wird aus dem Extraktionsapparat genom-
men und in einen Luftstrom gestellt, um den gréBten Teil des Lésungsmittels, mit dem sie durch-
trankt ist, zu entfernen. . .
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Zweite Extraktion

Die Hiilse wird in die Mikrokugelmiihle entleert und es wird so fein wie méglich gemahlen. Das
Mahlgut wird quantitativ in die Hiilse zuriickgegeben und diese wieder in den Extraktionsapparat ge-
stellt.

Es wird nochmals 2 Stunden extrahiert, wobei der die erste Extraktion enthaltende Kolben verwendet
wird.

Die im Extraktionskolben enthaltene Losung muf klar sein: Wenn nicht, ist sie iiber Filterpapier zu
filtrieren, wobei der erste Kolben und das Filterpapier mehrmals mit Hexan gewaschen werden. Das
Filtrat und die Waschflissigkeit werden in einem zweiten, zuvor getrockneten und auf 1 mg abgewo-
genen Kolben aufgefangen.

.

Entfernung des Losungsmittels und Wiegen des Extrakts

Durch Destillieren auf dem elektrischen Heizbad wird der grofite Teil des Losungsmittels entfernt.
Die letzten Losungsmittelspuren werden durch 20miniitiges Erhitzen des Kolbens im Trocken-
schrank bei 103 °C =+ 2 °C beseitigt. Die Beseitigung der Losungsmittelreste wird durch zeitweiliges
Einfuhren eines Luftstromes oder besser eines Inertgasstromes oder durch Arbeiten unter verminder-
tem Druck erleichtert.

Den Kolben lafit man wenigstens 1 Stunde im Exsikkator abkiihlen und wiegt ihn dann auf 1 mg
genau.

Danach wird der Kolben erneut 10 Minuten unter den gleichen Bedingungen erhitzt, im Exsikkator
abgekiihlt und gewogen.

Der Unterschied zwischen den Ergebnissen der zwei Wigungen darf héchstens 10 mg betragen.
Wenn nicht, ist erneut 10 Minuten zu erhitzen, dann wieder abkithlen zu lassen und zu wiegen, bis
der Gewichtsunterschied hochstens 10 mg betriagt. Das letzte Gewicht des Kolbens wird notiert.

Fir jede Untersuchung werden mit der gleichen Probe zwei Bestimmungen durchgefiihrt.

ERGEBNISSE

.

Berechnung und Formel

a) Der Extrakt des Rohproduktes lifit sich in Gewichtsprozenten durch nachstehende Formel berech-

nen:
S = m; x 100
mg
Dabei sind: § = Gewichtsprozente des Extraktes des Rohprodukts,
my = Gewicht der Untersuchungsprobe in g,
m; = Gewicht des Extraktes nach der Trocknung in g.

b) Der Extrakt, bezogen auf den Trockenstoff, 1aflt sich berechnen durch die Formel :

— 190 _ Extrakt in % Fett bezogen auf den Trockenstoff
100—U
Dabei sind: § = Gewichtsprozente des Extraktes des Rohprodukts (vgl. a)),
U = sein Gehalt an Wasser und fliichtigen Stoffen.
Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen von zwei gleichzeitig oder schnell nacheinander von ein
und demselben Analytiker vorgenommenen Bestimmungen darf nicht mehr als 0,2 g Hexan-Extrakt
je 100 g Probe betragen.

Andernfalls ist die Analyse mit zwei weiteren Untersuchungsproben zu wiederholen. Liegt die Diffe-
renz wieder iiber 0,2 g, so ist als Ergebnis das arithmetische Mittel aus allen vier Bestimmungen zu
nehmen.



