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REGULAMENTO (CEE) N° 1058/77 DA COMISSAO
de 18 de Maio de 1977 '

relativo s caracteristicas dos azeites e de certos produtos que contém azeite e que altera a
nomenclatura da pauta aduaneira comum no que diz respeito ao azeite

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,

Tendo em conta o tratado que institui a Comunidade
Econémica Europeia,

Tendo em conta o Regulamento n°® 136/66/CEE do
Conselho, de 22 de Setembro de 1966, que estabelece a
organizag¢io comum de mercado no sector das matérias
gordas (*), com a Gltima redacgio que lhe foi dada pelo
Regulamento (CEE) n° 1707/73 (*), e, nomeadamente, o
n® 4 do seu artigo 13% e 0 n° 3 do seu artigo 189,

Tendo em conta o Regulamento n°® 162/66/CEE do

Conselho, de 27 de Outubro de 1966, relativo as trocas -

de matérias gordas entre a Comunidade e a Grécia (°), e,
nomeadamente, os n® 4 e 9 do seu artigo 39,

Tendo em conta o Regulamento (CEE) n° 443/72-do
Conselho, de 29 de Fevereiro de 1972, relativo aos direi-
tos niveladores apliciveis ao azeite que foi submetido a
um processo de refinagio, bem como a certos produtos
que contém azeite (*) e, nomeadamente, o seu artigo 8%,

Considerando que, actualmente, todos os azeites virgens
estdo incluidos na subposi¢io 15.07 A II a) da pauta
aduaneira comum; que, em consequéncia, esti fixado
para esses produtos um Gnico direito nivelador; que, a
fim de permitir que o direito nivelador sobre a importa-
¢30 atinja o seu objectivo, convém fixa-lo de acordo com
os diferentes tipos de azeite virgem e, com este fim, dis-
tinguir os azeites de acordo com as suas caracteristicas
fisioquimicas; que, em consequéncia, é oportuno adaptar
a nomenclatura da pauta aduaneira comum;

Considerando que a nomenclatura aduaneira resultante
da aplicagio do Regulamento n? 136/66/CEE é reto-
mada na pauta aduaneira comum em anexo ao Regula-
mento (CEE) n® 950/68 (*), com a ultima redac¢do que
lhe foi dada pelo Regulamento (CEE) n® 874/77 (%);

Considerando que, para assegurar o funcionamento cor-
recto do sistema de direitos niveladores aplicaveis 4 im-
portagio de bagacos de azeitona, convém prever um mé-
todo Gnico para a determinagio do teor em 6leo desse
produtos;

Considerando que o Regulamento (CEE) n° 618/72 da
Comissio, de 29 de Margo de 1972, relativo as caracte-

(*) JO n®172 de 30. 9. 1966, p. 3025/66.
() JO n°L 175 de 29. 6. 1975, p. 5.

¢) JO n® 197 de 29. 10. 1966, p. 3393/66.
(*) JO n°L 54 de 3. 3. 1972, p. 3.

() JO n°L 172 de 22.7. 1968, p. 1.

() JO n°L 106 de 29. 4. 1977, p. 20.

risticas dos azeites bem como de certos produtos que
contém azeite (*), fol alterado varias vezes, nomeada-
mente pelo Regulamento (CEE) n® 3366/75 (*); que,
tendo em conta as novas alteragdes a fazer ao referido
regulamento, considerou-se oportuno revogi-lo e reto-
mar num novo regulamento o conjunto das disposiges;

Considerando que as medidas previstas no presente regu-
lamento estio em conformidade com o parecer do Co-
mité de Gestio das Matérias Gordas,

ADOPTOU O PRESENTE REGULAMENTO:

Artigo 1°

1.  Sé se considera como azeite, na acepgio da subpo-
sigdo 15.07 A da pauta aduaneira comum, o 6leo prove-
niente exclusivamente do tratamento das azeitonas, com
exclusio do azeite reesterificado e de qualquer mistura
de azeite com 6leos de outra natureza.

A verificagio da presenga de azeite reesterificado ou de
6leos de outra natureza efectua-se através dos métodos
retomados respectivamente nos Anexos VII e VIIL

2. Pertencem as subposi¢des 15.07 A1 a), 15.07 A1Db)
€ 15.07 A I ¢) da pauta aduaneira comum os éleos que -
tém as caracteristicas indicadas nos pontos 1, 2 e 3 do
Anexo 1. Para a determinagio das caracteristicas acima
referidas, utilizam-se os métodos descritos nos Anexos

IV,VeVL

3.  Pertencem i subposi¢io 15.07 A II a) da pauta
aduaneira comum os 6leos que tém as caracteristicas re-
tomadas no ponto 4 do Anexo I.

4. Nzo pertencem i subposi¢gio 15.17 A da pauta
aduaneira comum os produtos da subposi¢io 15.17 que
tenham as caracteristicas indicadas no Anexo II.

Artigo 2°

1. O teor em azeite dos bagacos e outros residuos da
extrac¢do de azeite da subposigio 23.04 A é determinada
em conformidade com o método que consta do
Anexo IX.

() JO n2L 78 de 31. 3. 1972, p. 5.
(*) JO n®L 333 de 30. 12. 1975, p. 13.
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2. O teor em azeite referido no n% 1 exprime-se em 1. Os termos «do n® 15.07» da nota complementar 1 do-
percentagem do seu peso relacionado com o da matéria capitulo 15 sio substituidos por «da subposicio
seca. 15.07 D».

e 2. As notas complementares 2, 3 e 4 do capitulo 15 s3o
Artigo 3¢ substituidas pelas notas complementares 2, 3 e 4 que

) constam do Anexo III do presente regulamento.
A pauta aduaneira comum em anexo ao Regulamento -

(CEE) n® 950/68 passa a ter a seguinte redac¢io: 3. A subposigio 15.07 A passa a ter a seguinte redacgio:
Taxa dos direitos
Namero da Descrigdo auténomos
pauta : % convencionais
’ ou direito nivelador %
1 2 3 4
15.07 A. Azeite:
I. Nio tratado:
a) Azeite virgem 20 (P) —
b) Azeite virgem iluminante - 20 (P) —
c) Outro 20 (P) - —
II. Outro:
a) Obtido por tratamento dos &leos das
subposiges 15.07 A I a) ou 15.07 A Ib),
mesmo tragado com azeite virgem 20 (P) —
b) Nio especificado 20 (P) _

Artigo 4°

Em todos os actos comunitirios em que se faz referéncia s subposigdes 15.07 A Il ou 15.07 A
I a) e b) da pauta aduaneira comum, essas referéncias devem considerar-se como dizendo
respeito, de acordo com as caracteristicas do produto em causa, rcspcctlvamente as subposi¢oes
15.07 Al a),b) ec) e 15.07 A1l a) e b) da pauta aduaneira comum.

Artigo 5°
E revogado o Regulamento (CEE) n° 618/72 da Comisszo.
Artigo 6°
O presente regulamento entra em vigor no quadragésimo terceiro dia seguinte ao da sua publi-

cagdo no Jornal Oficial das Comunidades Europeias.

O presente regulamento é obrigatério em todos os seus elementos e directamente aplicavel em
todos os Estados-membros.

Feito em Bruxelas em 18 de Maio de 1977.

Pela Comissdo
Finn GUNDELACH

Vice-Presidente
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ANEXO 1

CARACTERISTICAS DOS AZEITES

1. Considera-se como azeite virgem, na acep¢do da subposi¢ao 15.07 A I a) da pauta aduaneira comum, o

azeite natural obtido unicamente por processos mecanicos, incluindo a pressio, com exclusio de qual-
quer mistura com azeite obtido de forma diferente, e que apresente as seguintes caracteristicas:

a) Um teor em é4cidos gordos livres, expresso em 4cido oleico, no superior a 3 %);

b) Um coeficiente de extingio K, (absorvéncia sob uma espessura de 1 cm de uma solucio a 1 g de
6leo para 100 ml no isooctano (2.2.4 trimetilpentano) para o comprimento de onda de 270 nm) nio
superior a 0,25 e, ap6s tratamento da amostra de 6leo sobre alumina activada nzo superior a 0,11;

¢) Uma variaggo do coeficiente de extingdo préxima de 270 nm nio superior a 0,01.

Esta variagio € definida por:
AK= K,"'——O,S (Km—l + Km+4)

K. designa o coeficiente de extinggo ao comprimento de onda do miximo da curva de
absor¢do proxima de 270 nm,

K.« € K, .+, designam os coeficientes de extingao aos comprimentos de onda inferior e superior em
4nmaode K, ;

d) Reacgoes de Bellier e de Vizern modificada negativas, efectuadas em conformidade com os métodos
retomados nas partes A € B do Anexo V;

e) Uma pesquisa de sabdes negativa, efectuada em conformidade com o método descrito no Anexo V1.

. Considera-se como azeite vii‘gem iluminante, na acep¢io®da subposicio 15.07 A I b) da pauta aduaneira

comum, seja qual for a sua acidez, o azeite que apresenta as seguintes caracteristicas:

a) Um coeficiente de extingio K,,, superior a 0,25 e, apds tratamento da amostra sobre alumina acti-
vada nio superior a 0,11.

Oleos que tenham um teor em 4cidos gordos livres, expresso em 4cido oleico, superior a 3 % podem
ter, apds passagem sobre alumina activada, um coeficiente de extingdo Ky, superior a 0,11. Nesse
caso, ap6s neutralizagio e descoloragao efectuadas em laboratério, em conformidade com o método
retomado no Anexo IV, devem ter as seguintes caracteristicas:

— um coeficiente de extin¢ao K,;, nao superior a 1,10,

— uma variagio do coeficiente de extingio proximo de 270 nm superior a 0,01 e nao superior a
0,16;

b) Reacgoes de Bellier e de Vizern modificada negativas, efectuadas em conformidade com os métodos
retomados nas partes A e B do Anexo V;

¢) Um pesquisa dos saboes negativa, efectuada em conformidade com o método descrito no Anexo VI.

. Consideram-se como pertencendo i subposi¢io 15.07 A I ¢) da pauta aduaneira comum os 6leos, no-

meadamente os 6leos de «bagago de azeitona», que apresentem as seguintes caracteristicas:
a) Um teor em 4cidos gordos livres, expresso em 4cido oleico, superior a 3 %;

b) Reacgdes de Bellier e de Vizern modificada positivas, efectuadas em conformidade com os métodos
retomados nas partes A e B do Anexo V;

¢) Uma pesquisa dos sabdes negativa, efectuada em conformidade com o método retomado no Anexo
VL

. Considera-se como pertencente a subposigao 15.07 A II a) da pauta aduaneira comum o azeite obtido

por tratamento dos dleos das subposi¢oes 15.07 A I a) e 15.07 A I b), mesmo tracado com azeite
virgem, que apresente as seguintes caracteristicas:

a) Um teor em 4cidos gordos livres, expresso em acido oleico, de 3 % no maximo;

b) Uma pesquisa dos sabdes positiva, efectuada em conformidade com o método descrito no Anexo VI,
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ou:

— um coeficiente de extingao K,,, superior a 0,25 e n3o superior a 1,10 e, ap6s tratamento da
amostra de 6leo sobre alumina activada, superior a 0,11,

€

— uma variagio do coeficiente de extingio préoxima de 270 nm superior a 0,01 e nio superior
a 0,16.

Esta variagio é definida por:

AK= :Km_o)s (Km-4 + I{m+4)

Ka designa o coeficiente de extingio ao comprimento de onda do miximo da curva de
absorgao proxima de 270 nm,

K. € K., designam os coeficientes de extingdo aos comprimentos de onda inferior e superior de
4 nm ao de K,,;;

¢) Reacgdes de Bellier e de Vizern modificada negativas, efectuadas em conformidade com os métodos
retomados nas partes A e B do Anexo V.

ANEXO II
PRODUTOS DA SUBPOSIQRO 15.17 A

Sao excluidos da subposigio 15.17 A:

a) Os residuos provenientes do tratamento das matérias gordas contendo 6leo cujo indice de iodo, deter-
minado pelo método de Wijs sem catalisador, seja inferior a 70 ou superior a 100;

b) Os residuos provenientes do tratamento das matérias gordas contendo 6leo cujo indice de iodo esteja
compreendido em 70 e 100, mas cuja superficie do vértice, representando o volume de retengio do
beta-sitosterol, determinada de harmonia com as disposigdes indicadas no Anexo VIII, seja menos de
93 % da superficie total dos vértices dos esteréis. ‘ )

ANEXO Il
NOTAS COMPLEMENTARES 2, 3 E 4 DO CAPITULO 15 DA PAUTA ADUANEIRA COMUM

2. A. S6 se considera como azeite, na acepgio da subposi¢io 15.07 A, o 6leo proveniente exclusivamente-
do tratamento das azeitonas, com exclusio do azeite reesterificado e de qualquer mistura de azeite
com 6leos de outra natureza.

B. Consideram-se como azeites nio tratados os 6leos definidos nos pontos I, II e III seguintes.

I. S6 se considera como azeite virgem, na acep¢io da subposigao 15.07 A I a), o azeite natural
obtido exclusivamente por processos mecanicos, incluindo a pressio, com exclusio de qualquer
mistura com azeite obtido de forma diferente, e que apresente as seguintes caracteristicas:

a) Um teor em 4acidos gordos livres, expresso em 4cido oleico, de 3 % no maximo;

b) Um coeficiente de extingao Kj;, (absorvéncia sob uma espessura de 1 cm de uma solugio a
"1 g de 6leo para 100 ml no isooctano (2.2.4 trimetilpentano) para o comprimento de onda de
270 nandmetros) n3o superior a 0,25 e, ap6s tratamento da amostra de 6leo sobre alumina
activada, nio superior a 0,11;
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IIL.

c) Uma varia¢io do coeficiente de extingao préxima de 270 nanémetros nio superior a 0,01.
Esta variagio € definida por:

AK = Km—0»5 (Km4 + Km+4)

K. designa o coeficiente de extingdo ao comprimento de onda do miximo da
curva de absorgzo proxima de 270 nanémetros,

K, e K., designam os coeficientes de extingio aos comprimentos de onda inferior e
superior em 4 nanémetros ao de K, ;

d) Reaccoes de Bellier € de Vizern modificada negativas;

€) Uma pesquisa de sabdes negativa.

Considera-se como azeite virgem iluminante, na acep¢ao da subposi¢io 15.07 A I b), seja qual -
for a sua acidez, o azeite que apresente as caracteristicas seguintes:

a) Um coeficiente de extingio Ky, superior a 0,25 e, apés tratamento da amostra sobre aluminio
activado, nio superior a 0,11. Oleos que tenham um teor em 4cidos gordos livres, expresso
em 4cido oleico, superior a 3 % podem ter, apds passagem sobre alumina activada, um coefi-
ciente de extingio K,;, superior a 0,11. Nesse caso, ap6s neutralizagio e descoloragio efe-
ctuadas em laboratério, em conformidade com o método retomado no Anexo IV, devem ter
as seguintes caracteristicas:

— um coeficiente de extingio Ky, ndo superior a 1,10,

— uma variagio do coeficiente de extingao préoximo de 270 nm superior a 0,01 e n3io supe-
rior a 0,16;

b) Reacgdes de Bellier e de Vizern modificada negativas;

¢) Uma pesquisa de sabdes negativa.

Consideram-se como produtos da subposi¢ao 15.07 A I ¢) os 6leos, nomeadamente os 6leos de
«bagagos de azeitona», que apresentem as seguintes caracteristicas:

a) Um teor em acidos gordos livres, expresso em acido oleico, superior a 3 %;
b) Reacgdes de Bellier e de Vizern modificada positivas;

¢) Uma pesquisa de sabdes negativa.

C. Pertence 3 subposigao 15.07 A II a) o azeite obtido por tratamento dos 6leos das subposi¢des
15.

07 A1 a) e/ou 15.07 A I b), mesmo tragados com azeite virgem, que apresente as seguintes

caracteristicas:

2)
b)

)

Um teor em acidos gordos livres, expresso em acido oleico, de 3 % no méximo;

Uma pesquisa de sabdes positiva
ou:

— um coeficiente de extingdo K, superior a 0,25 e nio superior a 1,10 e, apés tratamento da
amostra de 6leo sobre alumina activada, superior a 0,11,

€

— uma variagio do coeficiente de extingdo préxima de 270 nanémetros superior a 0,01 e nio
superior a 0,16.

Esta variagao é definida por:

AK =K, —0,5 (Kps + Kinss)

K. designa o coeficiente de extingao a0 comprimento de onda do méaximo da curva de
absorgao préxima de 270,

K.« € K44 designam os coeficientes de extingdo aos comprimentos de onda inferior e superior
em 4 nanémetros ao de K;; :

Reacgdes de Bellier e de Vizern modificada negativas.
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3. Sao excluidos da subposi¢io 15.17 A:

a) Os residuos provenientes do tratamento das matérias gordas contendo 6leo cujo indice de iodo,

determinado pelo método de Wijs sem catalisador, seja inferior a 70 ou superior a 100;

b) Os residuos provenientes do tratamento das matérias gordas contendo 6leo cujo indice de iodo esteja

compreendido entre 70 e 100, mas cuja superficie do vértice, representando o volume de retengio do
beta-sitosterol, determinada de harmonia com as disposigdes indicadas no Anexo VIII, seja menos de
93 % da superficie total dos vértices dos esterois.

4. Os métodos de anilise para a determinagdo das caracteristicas dos produtos acima referidos sio os
previstos respectivamente nos anexos do Regulamento (CEE) n° 1058/77.

ANEXO IV

I. TRATAMENTO DA AMOSTRA PELA ALUMINA ACTIVADA

1. Introduzir 30 g de alumina bésica, obtida de acordo com o processo descrito no n 2, numa coluna

de cromatografia com cerca de 35 mm de diametro € de 450 mm de comprimento, munida de um
tubo de escoamento com cerca de 10 mm de didmetro.

Comprimir mecanicamente a alumina, deixando cair lentamente a coluna mantida na vertical, de
forma repetida, sobre uma superficie de madeira. Introduzir, na coluna preparada deste modo,
100 ml de uma soluggo a 10 % de 6leo no hexano.

Recolher o eluato e evaporar o solvente no vicuo a uma temperatura inferior a 25 °C.

Sobre o 6leo obtido desta forma, deve fazer-se imediatamente a determinagio do coeficiente de
extingdo a 270 nm.

. Obtém-se a alumina basica de actividade Brockmann I (0 % de agua) aquecendo durante trés horas’

a 380-400 °C alumina basica (para cromatografia) com uma granulometria compreendida entre
30 pm e 130 pm (80 pum de média). A 100 g deste produto, adicionar 5 ml de dgua destilada para
obter alumina bisica de uma actividade Brockmann compreendida entre II e III. Agitar frequente-
mente e deixar repousar durante uma noite num recipiente hermeticamente fechado.

Verificagio da actividade da alumina

Introduzir 30 g de alumina basica (obtida da forma acima indicada) numa coluna para cromatografia
com cerca de 35 mm de didmetro ¢ 450 mm de comprimento, fazer passar nessa coluna, nas condi-
¢oes especificadas pelo método, uma mistura de 95 % de azeite virgem com um coeficiente de extin-
¢io K, inferior a 0,18 e de 5 % de um 6leo de amendoim tratado aquando da refinagio pelas terras
descolorantes ¢ com um coeficiente de extingao K,;, nio inferior a 4. Se a mistura apresentar um
coeficiente de extin¢ao superior a 0,11, a alumina é aceitavel. Se a elui¢Zo dos treines conjugados
sobre essa alumina nio se produzir, é necessario utilizar uma alumina mais hidratada, apos se ter
verificado se satisfaz as exigéncias do teste anterior.

1. NEUTRALIZACAO E DESCOLORAGCAO DO AZEITE EM LABORATORIO

A. NEUTRALIZACAO DO OLEO

1. Aparelhagem

— copo de 300 ml de forma alta, )

— centrifugadora de laboratério com tubos de 100 ml,
— copo de 250 ml,

— baloes de 100 ml,

— frasco para decantar de 1 litro.
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. Reagentes

— solugdo aquosa de hidréxido de sédio a 12 %,
— solugdo etandlica a 1 % de fenolftaleina,

— hexano puro para anilise,

— 4alcool isopropilico puro para analise.

. Modo operatério

a) Oleos de acidez expressa em dcido oleico inferior a 30 %

Introduzir, num copo de 300 ml de forma alta, 50 g de 6leo bruto e aquecer a 65°C em
banho-maria. Agitando lentamente, acrescentar uma quantidade de solugdo de hidréxido de
sodio a 12 % correspondente 4 acidez livre do 6leo, com um excesso de 5 %. Continuar a
agitar durante cinco minutos, mantendo a temperatura a 65 °C.

Transferir o conjunto para tubos centrifugadores de 100 ml, separar a pasta saponiria por
centrifugagem. Verter o 6leo decantado para um copo de 250 ml e lavar com 50-60 ml de
agua destilada a ferver eliminando a camada aquosa com a ajuda de um sifso. Repetir as
lavagens até a eliminagdo completa dos vestigios do sabzo residual (desaparecimento da colo-
ragio rosa com fenolftaleina).

Centrifugar o 6leo para eliminar as pequenas quantidades de 4gua residual.

b) Oleos com acidez expressa em dcido oleico superior a 30 %

~

Introduzir, num frasco de decantar de 1 litro, 50 g de 6leo bruto, 200 ml de hexano, 100 ml
de 4lcool isopropilico e uma quantidade de solu¢go de hidroxido de sédio a 12 % correspon-
dente i acidez livre do 6leo, com um excesso de 0,3 %. Agitar energicamente durante um
minuto. Acrescentar 100 ml de 4gua destilada, agitar de novo e deixar repousar.

Apb6s separagio das camadas, deixar escoar a camada inferior que contém os sabdes. Entre as
duas camadas (oleosa por cima e aquosa por baixo) forma-se muitas vezes uma camada inter-
média constituida por mucilagens e substincias insolaveis que deve ser, igualmente eliminada.

Proceder em seguida 2 lavagem da solugio hex4nica de 6leo neutro com porgdes de 50-60 ml
de uma solugio de 4lcool isopropilico/agua destilada 1/1 (v/v) até ao desaparecimento da
coloragio rosa com fenolftaleina. Proceder em seguida 3 eliminagio completa do hexano por
destilagio no vacuo (por exemplo, pelo evaporador rotativo).

B. DESCOLORACAO DO OLEO NEUTRALIZADO

1. Aparelhagem

— baldo de 250 ml com 3 bocas polidas que permita inserir:
a) um termémetro graduado em graus e que permita fazer leituras até 90 °C;

b) um agitador mecanico que gire a 250-300 voltas por minuto equipado para o funciona-
mento no vicuo;

¢) uma ligagdo com a bomba de v4cuo,

— bomba de vicuo, munida de um manémetro, capaz de dar pressdes residuais de 15-30 miliba-
res.

. Modo operatério

Pesar no balao de 3 bocas cerca de 100 g de 6leo neutralizado. Inserir o termémetro e o agita-
dor, ligar 2 bomba de vacuo e aquecer até 90 °C agitando.

Manter esta temperatura, continuando a agitar, até que o 6leo a analisar esteja totalmente livre
de humidade (cerca de trinta minutos).

Interromper entdo a vicuo e acrescentar 2 a 3 g de terra activada. Restabelecer o vacuo até a
obteng¢do de uma pressio residual de 15-30 milibares e, ainda a uma temperatura de 90 °C, agitar
durante trinta minutos a cerca de 250 voltas por minuto.

Em seguida, filtrar a quente numa estufa termostitica (50-60 °C)
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ANEXOV

PESQUISA DA PRESENCA DE OLEO DE BAGAGCOS DE AZEITONA NOS AZEITES

A. METODO DITO DE BELLIER

1. Material
— balao de 100 ml, munido de um refrigerante com refluxo,
— pipeta de 5 ml graduada em décimos,
— sistema de aquecimento que permita atingir a temperatura de cerca de 80 °C,

— termémetro de 15 2 60 °C.

2. Reagentes

— solugdo hidro-alcodlica de potassio (42,5 g de KOH dissolvidos em 72 ml de 4gua destilada,
sendo o volume completado até 500 ml com 4lcool etilico a 95 °),

— soluggo de 4lcool etilico com uma graduagio de 70 °,

— solugdo aquosa de 4cido acético 1 + 2 (em volume), ajustada de forma a que 1,5 ml neutralizem
exactamente 5 ml da soluggo hidro-alcoélica de hidréxido de potassio em presenga de fenolfta-
leina.

3. Preparagio da amostra

O 6leo ¢ privado de agua por decantagio e filtragem sobre papel efectuadas a uma temperatura
ligeiramente superior ao ponto de fusio de certos constituintes concretos que se tenham separado da
matéria gorda fluida.

4. Modo operatério

Introduzir no balio cerca de 1 ml de 6leo preparado como se indica no n® 3. Acrescentar 5 ml de
solugio hidro-alcodlica de potassio. Adaptar o refrigerante com refluxo e levar 4 ebuligio durante
dez minutos agitando de vez em quando. Deixar arrefecer até i temperatura ambiente. Acrescentar
1,5 ml de soluggo aquosa de 4cido acético e 50 ml de solugio de 4lcool etilico previamente levada 2
temperatura de 50 °C. Misturar por agitagdo, introduzir o termémetro e deixar arrefecer, obser-
vando o aspecto da solugdo assim que ela atingir a temperatura de 45 °C. Se se formar um precipi-
tado flocoso a uma temperatura superior a 40 °C, a reacgdo é positiva. Na auséncia de um precipi-
tado flocoso caracterizado, manter o liquido & temperatura ambiente, que deve estar compreendida
entre 20 e 22 °C durante pelo menos vinte e quatro horas, e se necessirio durante quarenta e oito
horas. Observar de novo a solugao: a formagao de um precipitado flocoso em suspensio no meio do
liquido indica igualmente que a reacgio é positiva.

Expressdo dos resultados

Pesquisa do 6leo de bagagos (método de Bellier) positiva ou negativa.

B. METODO DITO DE VIZERN MODIFICADO

O insaponificavel do 6leo a analisar € isolado e o seu comportamento em solugio no alcool a 85° &
estudado em certas condigdes.

1. Material
— baldes de 300 m! de vidro resistente aos alcalinos e munido de um refrigerante de refluxo,
— frascos de decantag¢ao de 500 ml ou de 1 000 ml,
— copos de 300 ml e de 250 ml,

— proveta de vidro.
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2. Reagentes

— solugao alcodlica de hidréxido de potassio 2N,
— éter de petréleo,

— alcool etilico a 50 %,

— 4lcool etilico a 96 % medido com o alcoémetro,
— 4gua oxigenada a 10 volumes,

— 4lcool etilico a 85 % medido com o alcoémetro.

. Modo operatério

Pesar cerca de 5 g da amostra a analisar num balzo de 300 ml. Acrescentar 50 ml da solugao alcob-

_lica de hidréxido de potassio 2N. Instalar o refrigerante de refluxo e levar a uma ligeira ebuligao.

Agitar ap6s uma hora de aquecimento, arrefecer a 30-35 °C e verter para um frasco de decantagio
utilizando 50 ml de 4gua destilada.

Lavar cuidadosamente o baldo com 50 ml de éter de petréleo, repetir a operagio varias vezes. Verter
o éter de petroleo para um frasco de decantagdo. Agitar energicamente o conteddo pouco mais de
um minuto. Apés decantagio, eliminar a fase aquosa vertendo-a para outro frasco de decantagio.
Acrescentar mais 50 ml de éter de petrdleo, agitar energicamente o contetdo durante pouco mais de
um minuto e deixar decantar. A fase aquosa é vertida para um terceiro frasco de decantagdo 4 qual
se acrescentam mais 50 ml de éter de petroleo. Agitar em seguida energicamente e deixar decantar.

Recolher num frasco de decantagio os extractos etéreos provenientes das diferentes extracgdes do
insaponificavel e lavar pelo menos trés vezes com ilcool a 50 % (50 ml de cada vez) até que o

- liquido de lavagem ja n3o dé reacgdo alcalina a fenolftaleina.

Filtrar a solugio do insaponificavel para um copo de 300 ml, lavar o filtro com éter de petréleo e
eliminar o solvente por destilagio. Acrescentar 10 ml de alcoo! a 96 ° e apds aquecimento moderado
(cerca de 40 °C), filtrar para um copo de 100 ml. Lavar o copo de 300 ml com 10 ml de ilcool a
96 ° e em seguida filtrar para o segundo copo.

No copo de 100 ml que contém os extractos alcodlicos do insaponificavel, acrescentar 5 ml de 4gua
oxigenada a 10 volumes, aquecer em banho-maria até i evaporagio completa. Acrescentar ainda
20 ml de dlcool 2 96 ° e 5 ml de alcool a 96 ° e 5 ml de 4gua axigenada; deixar evaporar de novo

completamente.

Retirar o copo do banho-maria e acrescentar 20 ml de &lcool a 85 °. Aquecer prudentemente em
banho-maria tendo muito cuidado em nio provocar perdas de 4lcool para ndo diminuir a concentra-
¢do. Trata-se de um elemento muito importante que nio se deve negligenciar.

Filtrar em papel, arrefecer e axaminar o comportamento da solugao ao fim de uma hora, e depois de
quatro horas. Se, ao fim de uma hora, a solugio estiver absolutamente transparente, a anélise &
negativa, o que.quer dizer que nao h4 6leo de bagacos.

Se, ao fim de uma hora, a solugio estiver turva, repetir a observagio quatro horas depois.
Se, ao fim de quatro horas, a solugio ainda estiver turva, mas nio apresentar flocos, a anilise conti-

nua a ser negativa. Em contrapartida, se se observar a formagio de flocos, a anilise é positiva e
encontramo-nos em presenca de 6leo de bagagos.

Expressdo dos resultados

Pesquisa de 6leo de bagagos (método de Vizern modificado): positiva ou negativa.

,

Observagies

v

Os azeites ddo uma solugdo transparente ou no maximo ligeiramente opalina durante todo o ensaio. Os
6leos de bagagos puros ou misturados apresentam flocos caracteristicos que ficam em suspensio como
pequenas nuvens e que acabam por se depositar ao fim de varias horas de repouso.
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ANEXO VI

PESQUISA DOS SABOES PELA EVIDENCIACAO DA ALCALINIDADE

Principio do método

Evidenciagdo dos saboes alcalinos pela ac¢ao sobre o azul de bromofenol.

Reagentes

— soluggo a 0,1 % de azul de bromofenol no etanol a 96 % (v/v),

— acetona acabada de destilar, adicionada de 2 % agua (v/v).

A acetona a 2 % de agua deve apresentar uma coloragio amarela ou amarelo esverdeado em presenca de
algumas gotas da solugdo de azul de bromofenol.

Material

Tubo de ensaio de 150 mm X 15 mm.

Modo operatério

Introduzir no tubo de ensaio 10 ml de acetona e 1 gota de solu¢do de bromofenol. A solugao deveria ficar
amarela. Senio, enxaguar o tubo e a rolha com acetona até ao desaparecimento da coloragio azul. Intro-
duzir 10 g de 6leo no tubo, obturar com uma rolha limpa, agitar e deixar repousar. Se a camada superior
de acetona ficar azulada, significa a presenga de sabzo.

Expressio dos resultados

Os resultados sd3o expressos como positivos ou negativos.

ANEXO VII

PESQUISA DA PRESENCA DE OLEOS REESTERIFICADOS

Este método tem por finalidade determinar, nos 6leos e nas gorduras, a composigio da frac¢io dos acidos
gordos que sdo esterificados na posigao 2 (posigao B, ou posigdo interna) do glicerol, contendo os azeites
reesterificados mais icido palmitico na posi¢ao B do que os azeites nao reesterificados.

Principio

Este método baseia-se na hidrolise parcial e especifica dos triglicéridos pela lipase pancreatica com forma-
¢do preferencial de mono-2 glicéridos. Esta hidrélise leva a uma mistura composta, para além de triglicéri-
dos nio hidrolisados, dos diglicéridos, dos mono-2 glicéridos e dos 4cidos gordos livres. Essa mistura é
fraccionada por cromatografia numa camada fina e os monoglicéridos sao isolados. Esses monoglicéridos
s3o metanolizados, € os esteres metilicos obtidos s3o analisados por cromatografia em fase gasosa.

O produto analisado deve ser considerado como tendo-lhe sido acrescentado 6leo reesterificado quando a
percentagem de icido palmitico verificado na posigdo 2 dos triglicéridos é superior a 2 %.

1. Material

— frasco de decantar de 500 ml,
— toluna de vidro para cromatografia de 13 mm de diametro interior e de 400 mm de comprimento,
equipada com uma placa de vidro calcinado e uma torneira,

— baldo de 250 ml de boca larga,

— baldo de 100 ml,

— tubo de centrifugadora de 10 ml, com rolha polida,

— seringa hipodérmica de 1 ml, equipada com uma agulha fina,

— balao de 25 ml, com refrigerante de ar com cerca de 1 m de comprimento com um apel de ligagio
polido,
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— copo de 50 ml,

— boreta de 5 ml, graduada em 1/20 ml,

— expositor para cromatografia em camada fina, com placas de vidro de 20 x 20 cm,

— micro-seringa que deite gotas de 3-4 pl,

— tina de revelagio pata cromatografia em camada fina,

— evaporador rotativo,

— estufa regulavel 2 103 °C + 2 °C,

— termostato regulavel entre 30 °C e 45°Ca % 0,5 °C,

— agitador eléctrico vibrante que permita uma agitagao enérgica do tbo da centrifugadora,
— pulverisador para cromatografia em camada fina,

— lampada ultravioleta para o exame das placas cromatograficas,

— agitador de laboratério, de tipo adequado para a dispersdo e a mistura de materiais heterogéneos,
— pH-metro,

— agitador a hélice

— crondémetro.

2. Reagentes

— solugio aquosa de hidréoxido de sodio a 12 % (m/v),

— solugdo a 1 % (m/v) de fenolftaleina no etanol a 95 % (v/v),
— 6xido dietilico, isento de peréxidos,

— 4lcool isopropilico, ou alcool etilico a 95 % (v/v), para anilises,

— alumina activada para cromatografia neutra, com um grau de actividade Brockmann I, recente-
mente activada durante duas horas a 260 °C e conservada num dessecador,

— hexano ou, na sua auséncia, éter de petréleo (Eb = 30-50 °C), para cromatografia,

— 4acido férmico al 98 % (m/m) no minimo,

— lipase pancreatica com uma actividade conveniente (nota 1, nota 2),

— solugao tamp3o: solugio aquosa 1 M de tris-hydroximetil-aminometano levado a pH 8 pelo acido
cloridrico 6 N (controlo potenciométrico)

— solugio aquosa a 0,1 % (m/v) de colato de s6dio (qualidade enzimatica),

— soluggo de acido cloridrico 6 N,

— solvente de ampliagio: hexano (ou, na sua auséncia, éter de petr6leo)/éxido dietilico/acido fér-
mico 70/30/1 (v/v/v),

— solugio aquosa de goma arabica a 10 % (m/v)

— solugio aquosa de cloreto de calcio (CACl,) a 22 % (m/v),

— soluggo alcodlica a 0,2 % (m/v) de dicloro-2"-7" fluoresceina, ligeiramente alcalinizado por adigao
de uma gota de hidréxido de sédio 1N por 100 ml,

— silica em p6, com aglomerante, com qualidade para cromatografia em camada fina,
— solugio aquosa de colato de colato de sédio a 20 % (m/v),

— solugiio aquosa de hidréxido de sédio 0,1 N,

— oleo vegetal neutralizado.

3. Preparagio da amostra
Amostra com uma acidez inferior a 3 %: neutralizacio directa sobre alumina de acordo com 3.2.

Amostra de actividade superior a 3 %: neutralizagio pelos alcalis em presenga de solvente de acordo
com 3.1, e depois passagem sobre alumina de acordo com 3.2.

3.1. Neutralizagdo pelos alcalis em presenca de solvente

Verter para um frasco de decantar de 500 ml cerca de 10 g de 6leo bruto, 100 ml de hexano ou, na
sua auséncia, de éter de petréleo, 50 ml de alcool isopropilico ou de alcool etilico a 95°, algumas
gotas da solugao de fenolftaleina e uma quantidade da solugio de hidréxido de sédio a 12 % corres-
pondente a acidez livre do 6leo, mais um excedente de 0,3 %. Agitar energicamente durante um
minuto; acrescentar 50 ml de 4gua destilada, agitar de novo e deixar repousar.

Ap6s decantagdo, eliminar a camada inferior que contém os sabdes. Eliminar as eventuais camadas
intermédias (mucilagens e substincias insoltveis), lavar a solugdo hexinica do 6leo neutralizado com
porgdes sucessivas 25 ou 30 ml de uma solugao de 4lcool isopropilico, ou etilico, e de dgua destilada
1-1 (v/v) até ao desaparecimento da coloragio rosada da fenolftaleina.

Eliminar a maior parte do hexano por destilagao no vacuo, e secar o 6leo a 30-40 °C no vicuo com a
ajuda de uma corrente de azoto puro até 2 eliminagao total do solvente.
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3.2,

5.1.

5.2.

Passagem sobre alumina

Preparar uma suspensao de 15 g de alumina activada em 50 ml de hexano ou, na sua auséncia, de éter
de petrdleo, e verter, agitando, para uma coluna de vidro para cromatografia. Regularizar a repartigio
de alumina e deixar correr o selvente até 1-2 mm acima do nivel superior do absorvente. Verter
cuidadosamente para a coluna uma solugzo preparada cerca de quinze minutos antes por dissolugio
de 5 g de 6leo em 25 ml de hexano ou, na sua auséncia, de éter de petréleo, e recolher a totalidade do
liquido que sai da coluna para um baldo de 100 ml.

Eliminar a maior parte do solvente por destilagdo no vacuo, depois secar o 6leo a 30-40 °C no vacuo
com 2 ajuda de uma corrente de azoto puro até i eliminagio total do solvente.

Preparagio das cromatoplacas

Colocar, num balao de 250 ml de boca larga, 30 g de silica em p6 com aglomerante e 60 ml de agua
destilada, e agitar até obter uma papa bastante homogénea. Desgaseificar mantendo sob o vacuo da
bomba injectora de 4gua durante um minuto.

Espalhar nas condi¢des normais a papa sobre as placas com a espitula regulando a espessura da ca-
mada a 0,25 mm.

A quantidade de papa acima referida é suficiente para a preparagio de 5 placas 20 X 20 cm.

Deixar secar as placas ao ar durante cerca de quinze minutos e, em seguida, seci-las numa estufa a
103 °C + 2 °C durante duas horas.

Conservar as placas assim preparadas num dessecador.

Modo operatério

Hidrélise pela lipase pancredtica
Pesar, no tubo da centrifugadora de cerca de 10 ml, 0,1 g da amostra préparada.

Acrescentar 20 mg de lipase e 2 ml de solugio tampio. Agitar cuidadosamente e com precaugio,
depois acrescentar 0,5 ml da solugio de colato de sédio a 0,1 % e 0,2 ml da solugio de cloreto de
cilcio. Fechar o tubo com a rolha polida, agitar com cuidado (evitando molhar a rolha) e por imedia-
tamente o tubo no terméstato, regulado a 40 °C £ 0,5 °C agitando exactamente durante 1 minuto..

Retirar o tubo do termostato e agitar energicamente durante exactamente dois minutos.

Arrefecer imediatamente sob uma corrente de 4gua; acrescentar 1 ml de acido cloridrico 6 N e 1 ml
de o6xido dietilico. Tapar e agitar energicamente. Deixar repousar e retirar a fase orginica superior
com a ajuda de uma seringa.

Separagao dos monoglicéridos por cromatografia em camada fina

Depositar o extracto sobre a placa cromatogrifica a cerca de 1,5 cm da borda inferior em linha
continua e uniforme a fim de obter uma linha de partida o mais fina possivel.

Introduzir a placa na tina de revelagio bem saturada e revelar com o solvente de revelagio até cerca
de 1 cm da borda superior. A revelagio da placa deve fazer-se 4 temperatura de cerca de 20 °C.

Secar a placa ao ar i temperatura da tina e pulverizar a solugio com dicloro-2'-7’ fluoresceina. Delimi-
tar a faixa dos monoglicéridos (Rf = 0,035 mais ou menos) sob uma luz ultravioleta, recupera-los
com a ajuda de uma espitula metilica (evitando retirar os componentes que ficaram na lmha de
partida) e recolher a silica no balao de metilagao de 25 ml.

Transformar os monoglicéridos em esteres metilicos, tratando directamente nas condi¢des do método
geral de preparagio dos metiles esteres dos 4cidos ordos indicados no ponto 7.3 a silica anteriormente
recolhida, depois proceder a cromatografia em fase gasosa dos esteres de acordo com o método indi-
cado no ponto 7.4.

Determinar na mesma amostra a composi¢do dos acidos gordos totais, cuja comparagio com a dos
acidos gordos na posi¢ao 2 é atil para a interpretagao dos resultados obtidos.

Expressio dos resultados

Calcular a composigio dos 4cidos gordos na posigio 2 em % com um namero decimal (nota 3).
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

Notas

Controlo da actividade lipdsica

Preparar uma emulsio de 6leo agitando, num misturado adequado durante cerca de 10 minutos, uma
mistura constituida por 165 ml da solugdo de goma aribica a 10 %, 15 g de gelo picado e 20 ml de
um Oleo previamente neutralizado.

Num copo de 50 ml, por sucessivamente 10 ml da emulsZo acima refenda, 0,3 ml de solugio de colato
de s6dio a 20 % e 20 ml de agua destilada.

Colocar o copo num termdstato regulado a 37 °C % 0,5 °C e introduzir no copo os eléctrodos de um

-pH-metro e um agitador de hélice.

Com uma boreta de 5 ml, acrescentar gota a gota uma solugio de hidréxido de sédio 0,1 N até a
obtengio de um pH de 8,5."

Acrescentar um volume adequado de uma suspensio de p6 de lipase na dgua (ver adiante). Quando o
pH-metro indicar um pH de 8,3, pér o cronémetro em funcionamento e acrescentar a solugdo de
hidréxido de sédio 0,1 N ao ritmo necessirio para manter o pH no valor de 8,3. Anotar todos os
minutos o volume de solugzo alcalina consumido.

Registar os dados obtidos num esquema de eixos de coordenadas, indicando em abcissas os tempos €
em ordenadas os ml de solugao alcalina consumida para manter o pH constante. Deve obter-se um
grafico linear.

A suspensio de lipase referida no parigrafo precedente é uma suspensio a 1 % em peso na agua.
Tomar para cada ensaio a quantidade necessaria dessa suspensio para que, em cerca de quatro ou
cinco minutos, seja consumido 1 ml de solugio alcalina. Normalmente, este resultado obtém-se com 1
a 5 mg de po.

A unidade lipase é definida como a quantidade de enzima que liberta 10 micro-equivalentes de acido
por minuto.

Actividade A do p6 utilizado, medida em unidade lipase por mg:

A _Vx10
m
V = ntmero de ml de solugdo de hidréxido de sédio 0,1 N por minuto, calculado a partir do gra-
fico,
m = massa da amostra de p6 tomada para anilise, em mg.

A lipase utilizada deve ter uma actividade compreendida entre 0,8 e 2 unidades lipase por mg.

Preparagao da lipase

Existem no comércio hpases com uma actividade lipasica satisfatoria. E igualmente possivel prepara-la
no laboratério da seguinte forma:

Arrefecer a 0 °C 5 kg de pancreas fresco de porco, limpos da gordura sélida e do tecido conjuntivo
que os envolve, e tritura-los numa trituradora para obter uma pasta fluida. Agitar essa pasta a frio
durante quatro a seis horas com 2,5 | de acetona anidra, depois centrifugar: Extrair o residuo mais trés
vezes com o mesmo volume de acetona, duas vezes com uma mistura acetona-6xido dietilico 1/1
(v/v), e duas vezes com 6xido dietilico.

Secar o residuo durante quarenta e oito horas no vicuo para obter um p6 estavel que deve ser conser-
vado no refrigerador.

Preparagio dos esteres metilicos de dcidos gordos

De acordo com o método descrito no ponto II do Anexo VI do Regulamento (CEE) n° 72/77 da
Comissio, de 13 de Janeiro de 1977, que altera o Regulamento (CEE) n° 1470/68 relativo 4 colheita e
4 redugdo das amostras bem como A determinagio do teor em 6leo, em impurezas e em humidade das
sementes oleaginosas (*).

Cromatografia em fase gasosa dos esteres metilicos de dcidos gordos

De acordo com o método descrito no ponto III do Anexo VI do Regulamento (CEE) n® 72/77.

(“) JOon®L 12de 15.1. 1977, p. 11.
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ANEXO vIll

PESQUISA DA PRESENCA DE OUTROS OLEOS NO AZEITE: ANALISE DA FRACGCAO ESTERO-

LICA DOS CORPOS GORDOS

Principio

Analise por cromatografia em fase gasosa dos esteréis preparados por cromatografia sobre camadas finas a
partir do insaponificivel seco com precaugio. :

Aparelhagem

1.

Aparelhagem para a cromatografia sobre camada fina, compreendendo em particular quatro placas de
vidro de 20 x 20 x 0,4 cm, duas de 20 x 5 x 0,4 cm e uma micro-seringa de 0,1 ml,

. Copo de laboratério de 50 ml,

. Filtros porosos, porosidade 3, didmetro 15 mm,

. Balio de 100 ml,

. Proveta de centrifugadora, de fundo cénico, de 10 ml, munida de uma rolha polida,

. Pipetas graduadas de 1 ml,

. Aparelho de cromatografia em fase gasosa, equipado com um detector de ionizagio de chama com um

injector de prata ou de vidro ou sistema de injecgdo directa na coluna e ligado a um registador,

. Coluna de cromatografia em fase gasosa, de vidro ou ag¢o inoxidével em U ou espiral, de 1 a 2 m de

comprimento € 3 a 4 mm de didmetro interior, fase estacionaria de goma de silicone [tipo metil (*)]
estavel até pelo menos 300 °C, impregnando a uma taxa de 2 a 4 % uma terra de didtomes calcinada,
lavada com 4cidos e silanizada, com granulometria 80/100 ou 100/120 mesh,

Observagao: Como certos tipos de ago inoxidavel podem provocar resultados erréneos por deterioragao
de esteréis, recomenda-se o vidro.

. Micro-seringa que possa fornecer doses que atinjam 5 ou 10 pl.

Reagentes

1
1
1

1

1.
2.

0.
1.
2.

3.

Cloroformo para cromatografia,

Benzeno para cromatografia,

. Heptano,

. Gel de silica (por exemplo Kieselgel G),

. Solugdo de referéncia para a cromatografia sobre placa constituida de colesterol a 5 % no cloroformo,
. Acetona para cromatografia,

. Soluggo a 0,1 % no alcool etilico absoluto de sal sédico de 2’7’ diclorofluoresceina,

. Piridina,

. Hexametildisilazana,

Trimetil clorosilane,
Solugdo para o teste de sensibilidade: 1 mg de colesterol por ml de n-pentano,

Solugao para o teste da resolugdo dos vértices: 0,9 mg de fitosterdis de 6leo de colza e 0,1 mg de
colesterol por ml de n-pentano. Os ester6is devem ser acabados de preparar de acordo com o procedi-
mento descrito na parte B do modo operatorio,

Solugio para o teste de referéncia: 1 mg de fitosterdis de 6leo de girassol por ml de n-pentano, aca-
bado de preparar como se descreve na parte B do modo operatério.

Preparagio das placas para cromatografia

Colocar em ordem, sobre o mostrador, uma placa 20 x 5 x 0,4 cm, quatro placas 20 x 20 x0,4 cm e
uma placa 20 x 5 x 0,4 cm.

(*) Por exemplo SE 30.
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Colocar, num balao de 500 ml de boca larga, 40 g de gel de silica e cerca de 80 ml de 4gua. Agitar com
uma varinha de vidro, eventualmente com um agitador mecinico de vidro até se obter uma suspensio
homogénea. Eliminar os gases eventuais fazendo o vicuo com a ajuda de uma bomba injectora de 4dgua
durante um minuto pelo menos. Colocar em seguida a suspensio sobre o mostrador, regulando a espessura
2 0,5 mm e cobrir uniformemente as placas. Deixar secar as placas ao ar durante cerca de quinze minutos e
secar em seguida numa estufa a 105 °C durante duas horas. Conservar as placas assim preparadas num
dessecador no vicuo.

MODO OPERATORIO

A. Preparagio do insaponificavel

Introducao

Designam-se pelo nome de insaponificivel as substincias solaveis na matéria gorda, que, apds saponifi-
cagio, s3o insolaveis na dgua e soluveis no solvente utilizado para a dosagem. Compreende os consti-
tuintes naturais-das matérias gordas (ester6is, alcoois, hidrocarboretos), bem como as substancias orga-
nicas n3o volateis a 100 °C (6leos minerais) estranhas as matérias gordas que podem eventualmente
conter. Como solvente, utiliza-se o éter de petréleo ou entdo o 6xido de etil. E preciso ter em conside-
ragdo que os resultados com os dois solventes sdo, na maioria dos casos, diferentes e que se encontram
teores em % mais elevadas com o 6xido de etil. Para o azeite, tendo em conta as condigdes climiticas
em que se encontra a maioria dos laboratérios de analises, o éter de petroleo foi reconhecido como o
solvente a empregar.

Método com éter de petréleo
Material

— balao de cerca de 150 ml que possa ser adaptado a um refrigerante de refluxo,
— frascos de decantagio de cerca de 500 ml,
— estufa regulada a 103 °C + 2 °C.

Reagentes

— solugio etanodlica de KOH cerca de 2 N no etanol a 95 % (v/v). O reagente nio devera ser mais
escuro do que a cor amarela da palha nova,

— éter de petrdleo que destile entre 40 e 60 °C, que possua um indice de bromo inferior a 1, isento de
residuo.

Modo operatério

Pesar exactamente com uma diferenga de 0,01 g cerca de 5 g de matéria gorda no baldo. Acrescentar
50 ml da solugio etanélica de KOH cerca de 2 N. Adaptar ao refrigerante de refluxo. Aquecer durante
uma hora por meio de ebuligao ligeira. Parar o aquecimento. Acrescentar pela parte de cima do refrige-
rante cerca de 50 ml de 4gua destilada e agitar.

Verter apos arrefecimento para um frasco de decantagdo e enxaguar o baldo varias vezes, com cerca de
50 ml de éter de petréleo no total.

Agitar energicamente durante um minuto.

Deixar repousar até separagio completa de duas fases e recolher a solu¢io saponaria num outro frasco
de decantaggo. Se se formar, por excep¢io, uma emulsao, destrui-la por adi¢io de pequenas quantida-
des de etanol ou de solugio concentrada de hidréxido de potassio.

Retirar a extracgdo de solugio saponiria mais duas vezes com cerca de 50 ml de éter de petréleo de
cada vez.

Reunir as 3 fracgdes etéreas num mesmo frasco, lava-las trés vezes com cerca de 50 ml de etanol a
50 % (v/v).

Pela parte de cima do frasco, verter, por varias vezes se necessrio, quantitativamente a solugio de éter
de petréleo num balao de 250 ml graduado (efectuando pequenas enxaguadelas do frasco com éter de
petroleo).

O solvente elimina-se aquecendo-se prudentemente no vicuo, os residuos secam-se a uma temperatura
inferior a 50 °C no vacuo, a fim de evitar oxidagdes indesejaveis.



03/Fasc. 12

Jornal Oficial das Comunidades Europeias

137

B. Separagio da fracgio esterélica por cromatografia sobre camada fina

Introduzir na tina de ampli¢do a mistura heptano n/acetona 85/15 ou benzol/acetona 95/5 (v/v) até i
altura de cerca de 1 cm; fechar com a tampa e deixar repousar durante pelo menos trés horas de forma
a que o equilibrio liquido/vapor se estabeleca. Aconselha-se igualmente fixar nas superficies interiores
da cimara tiras de papel filtro que mergulhem no €luente. Esta precaugao oferece a vantagem de redu-
zir de cerca de um tergo a duragio de migragio da face do liquido e de fazer eluir os componentes de
forma mais uniforme.

Preparar entretanto uma solugdo a 5 % de insaponificavel extraido com éter de petréleo no cloroformo.
Recolher aproximadamente 0,3 ml desta solugio e deposita-la com a micro-seringa de 0,1 ml sobre a
placa cromatografica a cerca de 1,5 cm do bordo inferior, em faixa continua e uniforme de forma a
obter uma linha de partida o mais fina possivel. De acordo com a técnica habitual, depositar numa
extremidade da placa alguns ml da solugao de referéncia que contém colesterol a fim de identificar o Rf
da fracgao esterdlica.

Colocar a placa na tina de ampliagio preparada da forma acima indicada. A temperatura ambiente deve
ser de 20 °C aproximadamente. Fechar com a tampa e ampliar até que a face do solvente tenha chegado
a cerca de 1 cm do bordo superior da placa. Retirar a placa da cimera de ampliaggo e deixar evaporar o
solvente numa corrente de azoto quente.

Revelar vaporizando uniformemente e_com cuidado a solugdo alcodlica de sal sédico da 27" dicloro-
fluoresceina sobre a placa. Examinando a placa & ultravioleta, determina-se a posi¢ao dos esterdis gra-
¢as ao alinhamento com a mancha de colesterol proveniente da solugio de referéncia. Recuperar ras-
pando com uma espatula metalica a faixa de esteréis. Introduzir o gel de silica separado num copo de
50 ml com 15 ml de cloroformo quente, agitar e verter a totalidade de gel de silica para um filtro
poroso e filtrar.

Lavar trés vezes o filiro de cada vez com uma por¢do de 15 ml de cloroformo quente, recolhendo o
filtrado num balao de 100 ml. ;

Evaporar a solugio cloroférmica até 4 a 5 ml e verté-la na proveta para centrifugadora munida de uma
rolha polida, previamente pesada. Secar, evaporando o solvente através de um aquecimento ligeiro
numa corrente de azoto e pesar a fracgdo esterdlica assim obtida. :

C. Anilise cromatogrifica em fase gasosa dos esterdis

1. Preparagio dos trimetilsileteres ( TMSE)

Para cada mg de esterol, acrescentar na proveta 0,02 ml de reagente para a silanizagio, composto de
uma mistura de piridina-hexametilazana-trimetilclorosilana 9/3/1 (v/v/v), tendo o cuidado de evitar
qualquer vestigio de humidade. Colocar a proveta num dessecador durante cerca de trinta minutos,
depois fechar, centrifugar durante alguns minutos. Retirar, para a anilise a praticar em seguida, a
solugdo restante.

2. Condigoes da andlise por cromatografia em fase gasosa

Temperatura da coluna: 220 a 250 °C.

Temperatura do sistema de injecgao se for aquecido separadamente: 20 a 40 °C acima da tempera-
tura da coluna. Consumo do azoto: 50 a 60 ml por minuto. Desligar o detector e equilibrar as novas
colunas nestas condigdes durante dezasseis a vinte e quatro horas. Ligar o detector, acender a chama
e regular os consumos de hidrogénio, de oxigénio ou de ar de forma a obter uma altura de chama e
uma sensibilidades adequadas. Pér o registador a funcionar e deixar o papel correr a uma velocidade
adequada; acrescentar o zero e o atenuador. Se a linha de base for estavel, o aparelho esta pronto a
ser utilizado.

3. Teste de sensibilidade

Recolher 5 m!l da solugao do teste de sensibilidade, evaporar o solvente, tratar como indicado. em 1;
injectar 0,1 a 0,2 ul da solugio assim preparada (TMSE). S6 deve surgir no cromatograma um
vértice de colesterol.

Regular o atenuador de forma a utilizar aproximadamente toda a escala do registador.
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4. Teste de resolugdo dos vértices.
Recolher 5 ml da solugio preparada para o teste de resolugao.
Evaporar o solvente, tratar como indicado em 1.
Injectar 0,1 a 0,2 pl da solugio assim preparada (TMSE).

Os vértices de colesterol, de brassicasterol, de campesterol e de 6-sitosterol devem surgir no croma-
tograma. Medir as distancias de retengdo (distincia do ponto de injec¢do ao ponto de altura méxima
do vértice) dos vértices, dcy para o colesterol, dg para o brassicasterol, dc para o campesterol e ds
para o 6-sitosterol e as larguras na base dos vértices (comprimento de reten¢do entre as intersecgoes
com a linha de base das tangentes nos pontos de inflexdo situados nos lados anterior e posterior do
vértice) Ocy para o colesterol e g para o brassicasterol. A resolugio dos vértices expressa pela se-
guinte formula.

PR =2 ﬁé&:ﬂl
®p + Ocy
deve ser pelo menos igual 1.

Calcular os tempos de retengio relativos (colesterol = 1,00) para o brassicasterol, o campesterol e o
6-sitosterol.

5. Teste de referéncia

Recolher 5 ml da solugio do teste de referéncia, evaporar o solvente tratar como indicado em 1,
injectar 0,1 a 0,2 pl da solugdo assim preparada (TMSE). Os vértices de campesterol, de estigmaste-
nol, de 6-sitosterol e A 7 estigmastenol devem surgir no cromatograma.

Medir as distancias de reten¢do dos vértices dc para o compesterol, dgy para o estigmastenol, dg para
6-sitosterol e dsy — 7 para o A 7 estigmastenol.

Calcular os tempos de retengao relativos que sao aproximadamente:

colesterol: 1,0,
brassicasterol: 1,1,
campesterol: 1,3,
estigmasterol: 1,4,
6-sitosterol: 1,6 ().
A 7 estigmastenol 1,8 (®.

6. Andlise

Injectar 0,1 a 0,2 pl da solugio TMSE dos esterdis a analisar e registar o cromatograma.

. Expressio dos resultados

Para a interpretagio da composiao da fraccio esterdlica analisada, nio se devem ter em conta cumes
com tempos de retengio diferentes dos determinados experimentalmente para os 6 esterdis acima referi-
dos.

O teor em % em 6-sitisterol é dado pela férmula:

Area do vértice do 6-sitosterol
Soma das 4reas dos seis vértices de esterois

x 100

O contetdo em 6-sitosterol nio deve ser inferior 2 93 % em relagio i composi¢ao em % dos esterdis
totais. :

Se outros esterdis tiverem, como o A 5 avenasterol, nestas condigdes, o0 mesmo volume de retengio que o 6-sitosterol,
sao contados como 6-sitosterol.

Se outros esterdis tiverem, nestas condig¢Ses, o mesmo volume de retengio que o A 7 estigmastenol, sao contados como
A 7 estigmastenol.
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ANEXO IX

TEOR EM OLEO DOS BAGACOS DE AZEITONA

Material

— aparelho de extrac¢ao adequado munido de um baldo de 200 a 250 ml,

— banho de aquecimento eléctrico (banho de areia, banho de dgua, etc.) ou placa de aquecer,
— balanga analitica,

— estufa regulada a 80 °C no méximo,

— estufa com aquecimento eléctrico munido de um dispositivo de termorregulagio regulado a 103 °C +
2 °C que permita realizar uma insuflagio de ar ou uma pressio reduzida,

— triturador mecanico facil de limpar e que permita a trituragio sem aquecimento e sem diminuigio
sensivel do seu teor em 4gua e em odleo,

— cartucho de extraccio e algodio hidréfilo ou papel filtro, isentos de produtos extraiveis com hexano,
— dessecador,
— peneira com orificios de 1 mm de didmetro,

— pedra-pomos em pequenos grios, previamente seca.

Reagente

n-hexano técnico cujo residuo na evaporagio completa deve ser inferior a 0,002 g por 100 ml.

MODO OPERATORIO

Preparagio da amostra para anélise

Triturar a amostra para laboratério, se necessirio, num triturador mecénico previamente bem limpo a fim
de o reduzir em particulas que possam atravessar completamente a peneira.

Utilizar cerca de um vigésimo da amostra para perfazer a limpeza do triturador, deitar essa parte fora,
triturar o restante, recolhé-lo, mistura-lo com cutdado e analisar sem demora.

Tomada de ensaio

Pesar, com uma margem de 0,01 g, logo ap6s o final da trituragio, aproximadamente 10 g de amostra para
analise.

Preparagio do cartucho de extracgdo

Colocar a tomada de ensaio no cartucho e tapi-lo com o tampio de algodao hidréfilo. No caso de ser ter
utilizado um papel filtro, embalar a moedura nesse papel.

Pré-secagem

Se o bagaco estiver muito himido (teor em agua e em matérias voliteis superior a 10 %), efectuar uma
pré-secagem colocando durante um espago de tempo conveniente o cartucho. cheio (ou o papel filtro) na
estufa aquecida a 8 °C no maximo, para reduzir o teor em 4dgua e em matérias voliteis a2 menos de 10 %.

Preparagio do balio

Pesar, com uma margem de 1 mg, o baldo que contém 1 a 2 grios de pedra-pomos, previamente seco na
estufa a 103 °C =+ 2 °C e depois arrefecido durante pelo menos uma hora num dessecador.

Primeira extracgio

Colocar no aparelho de extracgio o cartucho (ou o papel filtro) que contém a tomada de ensaio. Verter
para o balio a quantidade necessaria de hexano. Adaptar o baldo ao aparelho de extracgdo e colocar o
conjunto sobre um banho com aquecimento eléctrico. Conduzir o aquecimento em condigdes tais que o
consumo do refluxo seja pelo menos de trés gotas por segundo (ebuli¢io moderada, nao tumultuosa).

Apoés quatro horas de extracgio, deixar arrefecer, tirar o cartucho do aparelbo de extracgio e coloci-lo
numa corrente de ar a fim de eliminar a maior parte do solvente que o impregna.
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Segunda extracgio

Despejar o cartucho no microtriturador e triturar o mais fino possivel. Voltar a colocar quantitativamente a
mistura no cartucho e esta no aparelho de extracgao.

Recomecar a extracgio ainda durante duas horas utilizando o mesmo balio que contém a primeira extrac-
¢do.

A soluggo obtida no baldo de extracgdo deve ser limpida. Se o nao for, filtri-la em papel filtro lavando
varias vezes o primeiro baldo e o papel filtro com hexano. Recolher o filtrado € o solvente de lavagem num
segundo baldo previamente seco e pesado com uma margem de 1 mg.

Eliminagio do solvente e pesagem do extracto

Expulsar, por destilagio sobre banho de aquecimento eléctrico, a maior parte do solvente. Eliminar os
altimos vestigios de solvente aquecendo o balzo na estufa a 103 °C + 2 °C duranté 20 minutos. Facilitar
esta eliminagio, quer insuflando ar de vez em quando ou de preferéncia um gés inerte, quer actuando sob
pressio reduzida. - '

Deixar arrefecer o balio num dessecador durante pelo menos uma hora, e pesa-lo com uma margem de 1
mg.

Voltar a aquecer durante 10 minutos nas mesmas condicdes, arrefecer no dessecador e pesar.

A diferenga entre os resultados destas duas pesagens deve ser inferior ou igual a 10 mg. Se nio, voltar a
aquecer durante periodos de dez minutos seguidos do arrefecimento e da pesagem, até que a diferenca de
massa seja no maximo igual a 10 mg. Ter em consideragao a dltima pesagem do balao.

Efectuar duas determinagdes na mesma amostra para analise,

EXPRESSAO DOS RESULTADOS

Modo de cilculo e f6rmula

a) O extracto expresso em percentagem em massa do produto tal como se apresenta é igual a:

100 -

<

S=m; X

em que: S & a percentagem em massa de extracto do produto tal como se apresenta,
m, é a massa, em gramas, da tomada de ensaio,
m, é a massa, em gramas, do extracto apds secagem.

Tomar como resultado a média aritmética das duas determinagbes, se as condigdes de repetibilidade
estiverem preenchidas. !

Exprimir o resultado com uma Gnica decimal.

b) O extracto é reduzido i matéria seca utilizando a seguinte férmula:

100

$ X T06—0

= extracto em % gordo/seco

em que:
S & a percentagem em massa do extracto do produto tal como se apresenta (ver alinea a}),

U é o seu teor em agua e em matérias volateis.

Repetibilidade

A diferenca entre os resultados das duas determinagdes, efectuadas simultaneamente ou rapidamente uma
ap6s a outras pelo mesmo analista, ndo deve ser superior a 0,2 g de extracto com hexano para 100 g de
amostra. -

No caso contrario, repetir a anilise com outras duas tomadas de ensaio. Se ainda desta vez a diferenca
ultrapassar 0,2 g, tomar como resultado a média aritmética das quatro determinagdes efectuadas.




