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KOMMISSIONENS GENNEMF@RELSESFORORDNING (EU) 2019/1604
af 27. september 2019

om endring af forordning (EOF) nr. 2568/91 om kendetegnene for olivenolie og olie af
olivenpresserester og de i den forbindelse anvendte metoder

EUROPA-KOMMISSIONEN HAR —
under henvisning til traktaten om Den Europziske Unions funktionsmade,

under henvisning til Europa-Parlamentets og Radets forordning (EU) nr. 1308/2013 af 17. december 2013 om en felles
markedsordning for landbrugsprodukter og om ophavelse af Ridets forordning (E@F) nr. 92272, (EQF) nr. 234/79, (EF)
nr. 1037/2001 og (EF) nr. 1234/2007 (), sarlig artikel 91, stk. 1, litra d), og

ud fra felgende betragtninger:

(1) I Kommissionens forordning (E@F) nr. 2568/91 () er der fastsat fysisk-kemiske og organoleptiske kendetegn for
olivenolie og olie af olivenpresserester samt metoder til bedemmelse af disse kendetegn.

(2)  Metoderne og graensevardierne for oliernes kendetegn opdateres regelmessigt pd grundlag af udtalelser fra
sagkyndige pd det kemiske omrdde og i overensstemmelse med det arbejde, der udferes i Det Internationale
Olivenolierad (I0C)

(3)  For at sikre gennemforelsen pd EU-plan af de seneste internationale standarder, der er fastsat af IOC, ber visse
analysemetoder, der er fastsat i forordning (EQF) nr. 2568/91, ajourferes.

(4)  IOC-varestandarden er blevet andret for angivelsen af grensevardien for frie syrer, peroxidtal, organoleptisk
vurdering (median for mangler og median for egenskaben frugtagtig) og forskellen mellem ECN42 (HPLC) og
ECN42 (teoretisk beregning) for at sikre overensstemmelse med analysemetodens ngjagtighedsvzardier.

(5) 1 henhold til artikel 2a, stk. 5, i forordning (EQF) nr. 2568/91 skal medlemsstaterne kontrollere, om en
olivenolieprove svarer til den anmeldte kategori ved at kontrollere de kendetegn, der er anfert i bilag I til nevnte
forordning, i en hvilken som helst rakkefolge eller i den rackkefolge, der er fastsat i det beslutningsskema, der er
angivet i dens bilag Ib.

(6)  Ilyset af den seneste udvikling ber tabellerne i bilag Ib til forordning (EQF) nr. 2568/91 og i givet fald tilleggene
hertil ajourfores. I lyset af indholdet i bilag Ib er »flowdiagram« et mere passende udtryk end »beslutningsskemac.

(7) I punkt 9.4 i bilag XII til forordning (EQF) nr. 2568/91 defineres medianen for mangler som medianen for den
mangel, der opfattes med den sterste intensitet. I forbindelse med kontrolanalyser og under hensyn til, at
forskellige paneler skal vurdere, om olien er i overensstemmelse med normerne, ber det praciseres, at
beslutningen om, hvorvidt oliens kendetegn er i overensstemmelse med den anmeldte kategori, udelukkende
vedrarer verdien for medianen for den vaesentligste mangel, uanset dens art.

(8)  Forordning (EQF) nr. 256891 ber derfor sndres.

(9)  Foranstaltningerne i denne forordning er i overensstemmelse med udtalelse fra Komitéen for den Felles
Markedsordning for Landbrugsprodukter —

VEDTAGET DENNE FORORDNING:

Artikel 1

I forordning (EQF) nr. 2568/91 foretages folgende andringer:
1) Iartikel 2 foretages folgende aendringer:
a) Stk. 1, litra 1), affattes saledes:

»]) til bestemmelse af sammensatningen og indholdet af steroler og til bestemmelse af alkoholforbindelser ved
gaskromatografi pé kapillarsejle, metoden i bilag XIX«

(") EUTL 347 af 20.12.2013,s. 671.
(*) Kommissionens forordning (E@F) nr. 2568/91 af 11. juli 1991 om kendetegnene for olivenolie og olie af olivenpresserester og de i den
forbindelse anvendte metoder (EFT L 248 af 5.9.1991, s. 1).
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b) Stk. 2, tredje afsnit, affattes sdledes:

»Hvis panelet ikke bekrafter den anmeldte kategori med hensyn til de organoleptiske kendetegn, lader de
nationale myndigheder eller deres reprasentanter pd den bererte parts anmodning straks foretage to
kontrolanalyser, som foretages af andre godkendte paneler. Mindst et af panelerne skal vare et panel, der er
godkendt af den pagezldende producentmedlemsstat. De pagaldende kendetegn anses for at stemme overens med
dem, der er anmeldt, hvis de to kontrolanalyser bekrafter den anmeldte klassifikation. Er dette ikke tilfaeldet
udstedes der, uanset hvilken type mangler, der er konstateret ved kontrolanalyserne, en erklering om, at klassifi-
kationen ikke svarer til egenskaberne, og den berorte part atholder omkostningerne til kontrolanalyserne.c

2) Artikel 2a, stk. 5, litra b), affattes sdledes:

»b) at analyserne udferes i den rakkefolge, der er fastlagt i flowdiagrammet i bilag Ib, indtil en af beslutningerne
i flowdiagrammet treeffes.«

3) Tabellen »BILAG Resumé erstattes af tabellen i bilag I til naerverende forordning
4) Bilag I erstattes af teksten i bilag II til naervaerende forordning.
5) Punkt 2.1 i bilag Ia affattes saledes:

»2.1. Hver basisprove opdeles i laboratoriepraver, jf. punkt 2.5 i standard EN ISO 5555, og analyseres i den
rekkefolge, der fremgér af flowdiagrammet i bilag Ib, eller i en anden vilkarlig raeekkefolge.«

6) Bilag Ib erstattes af teksten i bilag III til narverende forordning.
7) Bilag V udgar
8) Punkt 4.2 i bilag VII affattes sdledes:

»4.2. n-hexan (til kromatografering). Hexan kan erstattes af isooctan (2,2,4-trimethylpentan til kromatografering),
safremt der opnds sammenlignelige ngjagtighedsverdier.«

9) Bilag XII @ndres i overensstemmelse med bilag IV til nervarende forordning.
10) Bilag XVII @ndres i overensstemmelse med bilag V til naervarende forordning.
11) Bilag XVIII @ndres i overensstemmelse med bilag VI til narverende forordning.
12) Bilag XIX erstattes af teksten i bilag VII til nervaerende forordning.

13) Punkt 4.2 i bilag XX affattes sdledes:

»4.2. n-hexan, til kromatografering eller bestemmelse af restkoncentrationer. Hexan kan erstattes af isooctan (2,2,4-
trimethylpentan  til kromatografering), sifremt der opnds sammenlignelige ngjagtighedsvardier.
Oplesningsmidler med et hgjere kogepunkt end n-hexan fordamper langsommere. De foretraekkes imidlertid
grund af hexans toksicitet. Renheden kontrolleres; f.eks. kan restproduktet efter fordampningen af 100 ml
oplesningsmiddel kontrolleres.

ADVARSEL — Dampe kan antendes. Holdes vak fra varme, gnister og dben ild. Serg for, at flasker altid er
rigtigt lukket. Serg for god udluftning under brugen. Undgad akkumulering af dampe, og fjern alle antendel-
seskilder sdsom elvarmeapparater og elektrisk udstyr, der ikke er lavet af ikkebreendbare materialer. Farligt ved
inddnding, da det kan fordrsage skader pa nerveceller. Undgd inddnding af dampe. Brug om nedvendigt egnet
andedraetsvaern. Undgd kontakt med gjne og hud.

Isooctan er en antendelig vaske, der udger en brandfare. Eksplosionsgranser i luften ligger mellem 1,1 % og
6,0 % (volumenandel). Stoffet er toksisk ved indtagelse og indinding. Anvend et fuldt funktionsdygtigt
stinkskab med god ventilation ved hindtering af dette oplasningsmiddel.«
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Artikel 2

Denne forordning trader i kraft pa tyvendedagen efter offentliggerelsen i Den Europeiske Unions Tidende.

Denne forordning er bindende i alle enkeltheder og gealder umiddelbart i hver
medlemsstat.

Udfeerdiget i Bruxelles, den 27. september 2019.

Pa Kommissionens vegne
Jean-Claude JUNCKER

Formand
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BILAG I
»BILAG
RESUME
Bilag I Kendetegn for olivenolie
Bilag Ta Udtagning af prever af partier af olivenolie eller olie af olivenpresserester leveret i umiddel-
bare emballager
Bilag Ib Flowdiagram til kontrol af, om en olivenolieprgve svarer til den anmeldte kategori
Bilag II Bestemmelse af indholdet af frie fedtsyrer, kold metode
Bilag III Bestemmelse af peroxidtal
Bilag IV Bestemmelse af voksindholdet ved gaskromatografi pd kapillarkolonne
Bilag VII Bestemmelse af indholdet af 2-glycerylmonopalmitat i procent
Bilag IX Spektrofotometrisk undersogelse ved ultraviolet lys
Bilag X Bestemmelse af fedtsyremethylestere ved gaskromatografi
Bilag XI Bestemmelse af indholdet af flygtige halogenerede oplesningsmidler i olivenolie
Bilag XII Det Internationale Olivenrdds metode til organoleptisk bedemmelse af jomfruolier
Bilag XV Olieindhold i presserester af oliven
Bilag XVI Bestemmelse af jodtal
Bilag XVII Metode til bestemmelse af stigmastadiener i vegetabilske olier

Bilag XVIII
Bilag XIX
Bilag XX

Bilag XXI

Bestemmelse af forskellen mellem det faktiske og det teoretiske indhold af ECN 42-triacylgly-
ceroler

Bestemmelse af sammensatningen og indholdet af steroler og alkoholforbindelser ved gas-
kromatografi pa kapillarkolonne

Metode til bestemmelse af indholdet af voks, fedtsyremethylestere og fedtsyreethylestere ved
gaskromatografi pé kapillarkolonne

Resultaterne af overensstemmelseskontroller, der er udfert pa olivenolie, jf. artikel 8, stk. 2«



BILAG II

»ANNEX |

KENDETEGN FOR OLIVENOLIE

Kvalitetsegenskaber
Organoleptisk vurdering
Kategori Syr(e"/ior)lci’}*l)Old (I:;Er(;))g(jﬁlg) Koz Ky eller Ky Delta-K Median for Median for egen- Fedtsg’fgfghyle‘
mangler (Md) (%) | skaben frugtagtig (mg/kg)
(Mf)
1. Ekstra jomfruolie < 0,80 < 20,0 < 2,50 < 0,22 < 0,01 Md = 0,0 Mf > 0,0 <35
2. Jomfruolie <20 <20,0 < 2,60 < 0,25 < 0,01 Md < 3,5 Mf > 0,0 —
3. Bomolie >2,0 — — — — Md > 3,5 (Y) — —
4. Raffineret olivenolie < 0,30 <50 — < 1,25 <0,16 — —
5. Olivenolie bestdende af raffineret oliven- < 1,00 < 15,0 — <1,15 < 0,15 — —
olie og jomfruolie
6. R olie af olivenpresserester — — — — — — —
7. Raffineret olie af olivenpresserester < 0,30 <50 — < 2,00 < 0,20 — —
8. Olie af olivenpresserester < 1,00 < 15,0 — < 1,70 <0,18 — —

Medianen for mangler kan vaere 3,5 eller derunder, hvis medianen for frugtagtig er 0,0.
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Renhedsegenskaber

Fedtsyresammensatning (') Summen af Forskel
Summen af | translinol- mellem
Myristin- | Linolensyre | Arachin- | Eicosensyre | Behenin- syre isomerer af | syre og iso- | Stigmasta- ECN42 9-glveervimonopalmitat
Kategori syre (%) syre (%) syre (%) transolie- merer af diener (HPLC) og glycery %) P
(%) (%) (%) syre translino- | (mg/kg) () ECN42 °
(%) lensyre (teoretisk
(%) beregnet)
. Ekstra jomfruolie <0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20] | < 0,9, hvis palmitinsyre
ialt < 14,00 %
< 1,0 hvis palmitinsyre
ialt > 14,00 %
. Jomfruolie < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20] | < 0,9, hvis palmitinsyre
ialt < 14,00 %
< 1,0 hvis palmitinsyre
ialt > 14,00 %

. Bomolie < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,10 <0,10 < 0,50 <10,30] | = 0,9 hvis palmitinsyre

ialt < 14,00 %
< 1,1 hvis palmitinsyre
ialt > 14,00 %

. Raffineret olivenolie < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — < (0,30] < 0,9, hvis palmitinsyre

ialt < 14,00 %
< 1,1 hvis palmitinsyre
ialt > 14,00 %

. Olivenolie bestdende af raf- < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — < 0,30| < 0,9 hvis palmitinsyre
fineret olivenolie og jom- ialt < 14,00 %
fruolie

< 1,0 hvis palmitinsyre
ialt > 14,00 %

. R4 olie af olivenpresserester | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 < 0,10 — <10,60] <14

. Raffineret olie af olivenpres- < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — < 0,50| <14
serester

. Olie af olivenpresserester < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <12

Indhold af andre fedtsyrer (%): palmitinsyre: 7,50-20,00; palmitolsyre: 0,30-3,50; heptadecansyre: < 0,40; heptadecensyre < 0,60; stearinsyre: 0,50-5,00;

Summen af isomerer, der eventuelt kan adskilles pd kapillarkolonne.

oliesyre: 55,00-83,00; linolsyre: 2,50-21,00.
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Sterolsammenszatning
. Erytrodiol og
Kategori Cholesterol Brassicasterol | Campesterol (') | Stigmasterol | App p-sitoste- | Delta-7-stigma- Ste(;(l);f;{{é)alt uvaol Voks (Sg; )
(%) (%) (%) (%) rol () stenol (1) (%) (%)
(%) (%)
. Ekstra jomfruolie <05 <01 < 4,0 < Camp. = 93,0 <0,5 =1 000 <45 C,, +C,, +Cyy =150
. Jomfruolie <0,5 <01 < 4,0 < Camp. > 93,0 <0,5 > 1 000 <45 C,y+ Cpy + Cy 150
. Bomolie <0,5 <01 <40 - > 93,0 <05 >1 000 <45(0) | Cut+C,H+C,ytC, s
300 ()
. Raffineret olivenolie <0,5 <0,1 <4,0 < Camp. > 93,0 <0,5 >1 000 4,5 CptC,tC+Cys
. Olivenolie bestdende af raf- <0,5 <01 < 4,0 < Camp. = 93,0 <05 =1 000 <45 CptCp+C+Cys
fineret olivenolie og jom- 350
fruolie
. Ré olie af olivenpresserester <05 <0,2 < 4,0 - > 93,0 <05 =2 500 > 4,5 (% CptCpu+C+Cy>
350 (%)
. Raffineret olie af olivenpres- <0,5 <02 < 4,0 < Camp. > 93,0 <0,5 > 1 800 4,5 CptC,+C,+Cy>
serester
. Olie af olivenpresserester <0,5 <0,2 < 4,0 < Camp. > 93,0 <0,5 >1 600 > 45 CptC,+C+Cp>

—_—

—

Se tilleegget til dette bilag.

App P-sitosterol: delta-5,23-stigmastadienol + clerosterol + beta-sitosterol + sitostanol + delta-5 —avenasterol + delta - 5,24-stigmastadienol.

Olier med et voksindhold pa mellem 300 mg/kg og 350 mg/kg betragtes som bomolie, hvis det samlede indhold af alifatiske alkoholer er pd 350 mg/kg eller derunder, eller hvis indholdet af erytrodiol og

uvaol er pd 3,5 % eller derunder.

Olier med et voksindhold pd mellem 300 mg/kg og 350 mg/kg betragtes som ré olie af olivenpresserester, hvis det samlede indhold af alifatiske alkoholer er pd over 350 mg/kg, og hvis indholdet af erytro-

diol og uvaol er pa over 3,5 %.
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Noter:

a) Analyseresultaterne skal anferes med lige s& mange decimaler som dem, der er angivet for hvert kendetegn. Sidste
ciffer skal forhgjes med en enhed, hvis det folgende ciffer er storre end 4.

b) Hvis de fastsatte greensevardier overskrides for blot ét kendetegn, klassificeres olien i en anden kategori eller erklares
for ikke-overensstemmende med henblik p& denne forordning.

¢) Ved bomolie kan begge kvalitetskendetegn med en asterisk (*) samtidig afvige fra de greenseveerdier, der er fastlagt for
denne kategori.

d) Hvis et kvalitetskendetegn er merket med to asterisker (**), betyder det for rd olie af olivenpresserester, at alle
grensevardier ikke behover vare opfyldt samtidig. Ved olie af olivenpresserester og raffineret olie af olivenpres-
serester kan en af de geldende greenseverdier afvige fra de pigeldende veerdier.

Tilleg
Beslutningsskemaer

Campesterol-beslutningsskema for jomfruolie og ekstra jomfruolie:

[ 4.0 % < Campesterol 4.5 % ]
[ 1
[ Stigmasterol 1,4 % ] [ A\ -T-stigmastenol €03 % J

De gvrige parametre skal overholde de grenseveerdier, der er fastsat i denne forordning.
Delta-7-stigmastenol-beslutningsskema for:

— Ekstra jomfruolie og jomfruolie

[ 0.5 = A-T-stigmastenol = 0.7 ]

7 Resten a.fpara.metrepe
AEBCN42< | 0,40] Stigmasterol < 1,4 % mden for: praEnsevasdicrn

De gvrige parametre skal overholde de grenseveerdier, der er fastsat i denne forordning.

— Olie af olivenpresserester (rd og raffineret)

{ 0.5 < A-T-stigmastenol = 0.7 ]

) Resten af parametrene
A ECN42< | 0.40] Stigmasterol < 1,4 % inden for gramsevardiem

De gvrige parametre skal overholde de granseverdier, der er fastsat i denne forordning.«
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FLOWDIAGRAM TIL KONTROL AF, OM EN OLIVENOLIEPROVE SVARER TIL DEN ANMELDTE KATEGORI

Generel tabel

BILAG III

»ANNEX Ib
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Tabel 1 — Ekstra jomfruolie — Kvalitetskriterier

1 Syreindhold %4 =080 =080 I
1 Peroxidial (mEq 20,0 =200 I——
0y/Lleg)
3 | UV-speltrofotometri =027 > 022 - —— -
{E: a'.‘?ﬂfjfl]
4 | U¥W-spekirofotometri =001 =001 E———
(AK)
§ | UV-spekirofotometri =250 =130 -—————
(K 222
] Orzanoleptisk Madian for fogtagtig | Mledian for fugragtiz = - ——
bedemmelse =00 0,0
og
i Mladian for Sragtaghiz
madiom for mamglar = =00 og
() ————
madzan for meanglar
= 0,0
T | Fedisyreethylestere =33 =33 —
wz ks

F

Olistype :om mmelds
bt kvalitetskriterier
32 til tabel 3
(Plerhedskritariar)

Clie swarer ikke il den anmeldte kategori

Se VOO (Tabel 1)

Se LOO0 (Tabel 4)

3 VOO (Tabel 7y

Se LOO (Tabel 4)

S VOO (Tabel 7

Se D00 (Tabel 4)

52 VOO (Tabed )

5e VOO (Taked )
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Tabel 2 — Jomfruolie — Kvalitetskriterier

1 Syreindbold ¥ <10 =10 [I——
y
4 Peroxidial (mEq 2300 =300
= DIL'L-E] =Ll = 20 I
TV-spelctrofotometri i
3 i ‘ =015 =02 | . g
(K 17eeex) o
| £
+ 5
UV-spelrofotometri - 32 LOO (Tabel 4)
4 L <001 = 0,01 IR R s
(AK) =
| 5
' E
UV -spelctrofotometr
8 = _ < LD »>2.60 Q
L I I I "N 8
Madian for fregtagtiz= [ ==~ =M
0,0
Mpdian for Sugtagtig =00
Organclepiisk . .
. bedemmels: o2 "r'd'm:_r,:-x::::"?‘" I
median for mamgler < 3.5 Rl
median for manglar
=35

Olistype som anmelds
mbt. kvalitetsbriterier
32 1il tabel 3
(Flerhedskritariar)
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Tabel 3 — Ekstra jomfruolie og jomfruolie — Renhedskriterier

Tasn pd
i i I tilzedevzrelse af
Fmaztadizner _ R o i
1 E'u",u ke) =003 =002 raffineret oliz
tg (olnvenolie eller
andre olisr)
4
Tegnpd
18 005 alla #1 e c &
Transizomerer af H18:1 = 0,05 og Wl =005 el | . JJ:._:.I:’iEI’Eh.E af
2 fedmyrer (%3) R+ CE - t{C18:1 +C15:3) raffineret oliz
3 BC18:2 + 0153 < 0,05 — 0% (olmreralie eller
mndre olier)
L
e et I Teznpd
3 h::ﬂr i Svarertil bilag] | Svarer ikke til bilag I tilstedevarelse af
S e [ ™ fremmeds olisr
L 4 hE:I
&
) i Tegnpd
4 AECH4Z < | 020 =020 N tilstedevaralse af
u fremmeds olier
B
&
A 4 =
o
Sammenzzmi . e o Tegnpd
-l Wi Svarertil bilag] | Svarer ikke til bilag I e tilstedevaralse af
| i R SEpp——— - - -
" af steruler i - fremmeds olier
[
5
h 4 5
eEn [
& Erythrodsel + Uvaol 43 45 tilstedevaralse af
(%) e R A - olie af
olivenpreszerester
L 4
Tegnpd
- Viks (mg/kg) <150 =150 tilstedevaralze af
CA2-C44+CA6 =" - —————1 alie af
alivenpres:erester
i
Svarar til bdlag I: eEn pd
= 0,5 % hvis tilstedevaralse af
) Iglvoervimonopalmitar | paleitingyre= 14,00 3% . e e esterificerads olier
ki 5) il Svarer ikee il bilaz I aller stmrke
= 1,10 % bosis == — pa]m_tnhn.ige
palreitingyre =- 14,00 %4 olier
v

Olien svarer il den anmeldte kategori
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Tabel 4 — Bomolie — Renhedskriterier

Srigmarcadiensr e .
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Olien svarer til den anmeldte kategori
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Tabel 5 — Raffineret olivenolie — Kvalitetskriterier
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Tabel 6 — Olivenolie — (bestiende af raffineret olivenolie og jomfruolie) — Kvalitetskriterier
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Tabel 7 — Raffineret olivenolie og olivenolie bestiende af raffineret olivenolie og jomfruolie —
Renhedskriterier
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Olien svarer til den anmeldee kategori
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Tabel 8 — Ré olie af olivenpresserester — Renhedskriterier
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Ofizn svarer til den anmeldte kategori
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Tabel 9 — Raffineret olie af olivenpresserester — Kvalitetskriterier
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Tabel 11 — Raffineret olie af olivenpresserester og olie af olivenpresserester — Renhedskriterier
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BILAG IV

I bilag XII foretages folgende aendringer:

1) Punkt 3.3 affattes siledes:

»3.3. Frivillig anvendelse af ord og udtryk pa etiketter

Panellederen kan pd anmodning attestere, at de bedemte olier overholder de definitioner og intervaller, der
udelukkende svarer til folgende udtryk i forhold til intensiteten og opfattelsen af egenskaberne.

Positive egenskaber (frugtagtig, bitter og skarp): I forhold til intensiteten af opfattelsen benyttes udtrykket:

— Intens, hvis medianen for den pagaldende egenskab er pé over 6,0

— Middel, hvis medianen for den pdgzldende egenskab er pa over 3,0 og 6,0 eller derunder

— Let, hvis medianen for den pagaldende egenskab er pd 3,0 eller derunder.

Frugtagtig

Umoden frugt

Moden frugt

Afbalanceret

Mild olie

En rakke olfaktoriske fornemmelser, der ath@nger af olivensorten, og som kendetegner olie, som er
udvundet af sunde og friske frugter, der hverken er domineret af gronne eller modne frugter. De
opfattes direkte ogfeller via den bageste del af naesen.

En rakke olfaktoriske fornemmelser, der athanger af olivensorten og minder om umoden frugt, og
som kendetegner olie, som er udvundet af umodne, sunde og friske frugter. De opfattes direkte
ogleller via den bageste del af nesen.

En rekke olfaktoriske fornemmelser, der athanger af olivensorten og minder om moden frugt, og
som kendetegner olie, som er udvundet af sunde, friske frugter. De opfattes direkte og/eller via den
bageste del af nasen.

Olie, der ikke viser tegn pd mangel pd balance. Ved afbalanceret forstds den lugt-, smags- og berg-
ringsfornemmelse, hvor medianen for egenskaben bitter og medianen for egenskaben skarp ikke er
mere end 2,0 point sterre end medianen for egenskaben frugtagtig.

Olie, hvor medianen for egenskaben bitter og medianen for egenskaben skarp er 2,0 eller derunder.

Liste over udtryk, der benyttes athaengigt af intensiteten af opfattelsen:

30.9.2019

Udtryk il brug ved udformning af et orga- Median for egenskaber:
noleptisk testbevis

Frugtagtig —

Moden frugt —

Umoden frugt —

Let frugtagtig <30

Middel frugtagtig 3,0<Me<6,0

Intensivt frugtagtig > 6,0

Let moden frugt <30

Middel moden frugt 3,0<Me < 6,0

Intensiv moden frugt > 6,0

Let umoden frugt <30

Middel umoden frugt 3,0<Me<6,0

Intensiv umoden frugt >6,0
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Udtryk til brug veq udformni'ng af et orga- Median for egenskaben:
noleptisk testbevis

Let bitterhed <30

Middel bitterhed 3,0 < Me < 6,0

Intensiv bitterhed >6,0

Let skarphed <30

Middel skarphed 3,0<Me<6,0

Intensiv skarphed >6,0

Afbalanceret olie Medianen for egenskaben bitter og medianen for egenskaben skarp er ikke
over 2,0 point over medianen for frugtagtighed

Mild olie Medianen for egenskaben bitter og medianen for egenskaben skarp er 2,0
eller derunder«

Punkt 9.4 affattes sdledes:

>

»9.4. Klassifikation af olien

Olien klassificeres pé folgende mdde i forhold til medianen for mangler og medianen for egenskaben frugtagtig. Ved
medianen for manglerne forstds medianen for den mangel, der opfattes med den sterste intensitet. Medianen for
mangler og medianen for egenskaben frugtagtig udtrykkes med én decimal.

Olien klassificeres ved at sammenligne vaerdien af medianen for mangler og medianen for egenskaben frugtagtig med
de referenceintervaller, der er anfert nedenfor. Da grenseveerdien for disse intervaller er fastlagt under hensyn til
metodens fejlmargen, anses de for at vare absolutte. Med computerprogrammer er det muligt at vise klassifikationen
i en tabel med statistiske data eller som grafik.

a) Ekstra jomfruolie: Medianen for mangler er lig med 0,0, og medianen for egenskaben frugtagtig er storre end 0,0.

b) Jomfruolie: Medianen for mangler er sterre end 0,0, men ikke sterre end 3,5, og medianen for egenskaben
frugtagtig er storre end 0,0.

¢) Bomolie: Medianen for manglerne er storre end 3,5, eller medianen for manglerne er 3,5 eller derunder, og
medianen for egenskaben frugtagtig er lig med 0,0.

Note 1: Nir medianen for egenskaben bitter ogfeller skarp er storre end 5,0, skal panellederen angive det pa
testbeviset.

Hvis der foretages analyser i forbindelse med kontrol af overensstemmelse, gennemfores der et forseg. Hvis der
foretages kontrolanalyser, skal der gennemferes en dobbelt analyse ved forskellige smagninger. Resultaterne af den
dobbelte analyse skal vere statistisk homogene. (jif. punkt 9.5). Er de ikke det, skal proven analyseres pd ny to gange.
Den endelige verdi af medianen for klassifikationsegenskaberne beregnes ud fra gennemsnittet af begge medianer.«
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BILAG V

I bilag XVII foretages folgende aendringer:
1) Punkt 5.1 affattes sdledes:

»5.1. Hexan eller blanding af alkaner med kogepunktsinterval pd 65-70 °C, destilleret med rektifikationskolonne.
Hexan kan erstattes af isooctan (2,2,4-trimethylpentan til kromatografering), sifremt der opnés
sammenlignelige nejagtighedsvaerdier. Restproduktet efter fordampningen af 100 ml oplesningsmiddel kan
kontrolleres. Oplasningsmidler med et hgjere kogepunkt end n-hexan fordamper langsommere. De foretrakkes
imidlertid grund af hexans toksicitet.c

2) 1 punkt 6.3.3 tilfgjes folgende tekst:

»Note 10. Forekommer der stigmastadiener i koncentrationer pd over 4 mglkg, og er en kvantificering nedvendig,
skal Det Internationale Olivenrdds metoder til bestemmelse af sterener i raffineret olie anvendes.«
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BILAG VI

I bilag XVIII foretages folgende @ndringer:
1) Punkt 4.2.1 affattes sdledes:

»4.2.1. Petroleumsether (40-60 °C) til kromatografering eller hexan. Hexan kan erstattes af isooctan (2,2,4-
trimethylpentan til kromatograferingen), sifremt der opnds sammenlignelige ngjagtighedsverdier.
Oplesningsmidler med et hgjere kogepunkt end n-hexan fordamper langsommere. De foretrackkes imidlertid
grund af hexans toksicitet.«

2) Folgende indsettes som punkt 4.2.12:

»4.2.12. Heptan, til kromatografi. Heptan kan erstattes af isooctan (2,2,4-trimethylpentan til kromatograferingen).«
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BILAG VII
»BILAG XIX

3.1.
3.2
3.3.
3.4.
3.5.

3.6.
3.7.
3.8.

4.1.

BESTEMMELSE AF SAMMENS ATNINGEN OG INDHOLDET AF STEROLER OG ALKOHOLFORBINDELSER
VED GASKROMATOGRAFI PA KAPILLARKOLONNE

GENSTAND

Metoden beskriver fremgangsmaden til bestemmelse af indholdet af hver alkoholforbindelse og det totale indhold
af alkoholforbindelser i sével olivenolier og olie af olivenpresserester som i blandinger af disse to olier.

Alkoholforbindelserne i olivenolier og olie af olivenpresserester omfatter alifatiske alkoholer, steroler og triterpen-
dialkoholer.

PRINCIP

Olierne, med a-cholestanol og 1-eicosanol tilsat som interne standarder, forsabes med kaliumhydroxid i ethanolo-
plosning, og de bestanddele, der ikke kan forsabes, ekstraheres derefter med ethylether.

De forskellige fraktioner af alkoholforbindelserne adskilles fra de uforsabelige stoffer ved enten tyndtlagskro-
matografi pd en basisk kiselgelplade (referencemetode) eller gennem HPLC ved hjalp af silicagelkolonne. Den
isolerede fraktion, der er indvundet fra kiselgelen, omdannes til trimethylsilylethere og analyseres derefter ved
hjelp af gaskromatografi pa kapillarkolonne.

DEL 1

FREMSTILLING AF UFORS_ABELIGT STOF:
GENSTAND

I denne del beskrives fremstillingen og ekstraktionen af de uforsabelige stoffer. Det omfatter fremstillingen og
ekstraktionen af de uforsabelige stoffer fra olivenolie og olie af olivenpresserester.

PRINCIP

En prevemangde forsebes ved, at en oplesning af kaliumhydroxid i ethanol koges med tilbagesvaling. De
uforsabelige stoffer ekstraheres med diethylether.

APPARATUR

Sadvanligt laboratorieudstyr, herunder iser folgende:
Rundkolbe med tilbagelgbssvaler med glasslib, 250 ml.
Skilletragt, 500 ml.

Kolber, 250 ml.

Mikrosprejter, 100 pl og 500 pl.

Cylindrisk filtertragt med G3-glasfritte (porgsitet 15-40 pm), med en diameter pd ca. 2 cm og en hgjde pd ca. 5
cm, egnet til vakuumfiltrering og med et udvendigt konisk glasslib.

Konisk kolbe med et indvendigt glasslib, 50 ml, som filtertragten kan monteres pd (3.5).
Reagensglas med konisk bund og teetsluttende prop, 10 ml.

Calciumchlorid-ekssikkator.

REAGENSER

Kaliumhydroxid, minimum titer 85 %.
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4.2.  Kaliumhydroxid i ethanoloplesning, ca. 2 M.

130 g kaliumhydroxid (4.1) opleses i 200 ml destilleret vand under afkeling, og der tilsattes ethanol til et samlet
volumen pé 1 liter (4.7). Oplesningen opbevares i veltilproppede, morke glasflasker i hgjst to dage.

4.3.  Ethylether (analysekvalitet).

4.4.  Vandfrit natriumsulfat (analysekvalitet).

4.5.  Acetone (kromatografikvalitet).

4.6.  Ethylether (kromatografikvalitet).

4.7.  Ethanol (analysekvalitet).

4.8.  Ethylacetat (analysekvalitet).

4.9. Intern standard, aa-cholestanol, renhed over 99 % (renhed skal kontrolleres ved hjalp af GC-analyse).
4.10. a-cholestanol-oplgsning, intern standard, 0,2-oplesning (m/V) i ethylacetat (4.8).

4.11. Phenolphthaleinoplesning, 10 g/l i ethanol (4.7).

4.12. 1-eicosanol, 0,1 % (m/v)-oplesning i ethylacetat (intern standard)

5. FREMGANGSMADE

Med en 500 pl-mikrosprejte (3.4) overfores sd meget a-cholestanol-oplesning (intern standard) (4.10) og sé
meget 1-eicosanol (4.12) til 250 ml-kolben (3.1), at mangden af cholestanol og eicosanol er ca. 10 % af provens
sterol- og alkoholindhold. Eksempelvis skal der ved en olivenolieprove pd 5 g tilsettes 500 pl a-cholestanol-
oplesning (4.10) og 250 pl 1-eicosanol-oplesning (4.12). Ved olie fra olivenpresserester tilsattes der 1 500 pl af
savel a-cholestanol-oplesning (4.10) som 1-eicosanol-oplgsning (4.12). Preven inddampes til terhed i en svag
nitrogenstrem i varmt vandbad. Efter nedkeling af kolben afvejes 5,00 + 0,01 g af den terrede filtrede prove til
den samme kolbe.

Note 1: Ved animalske eller vegetabilske olier og fedtstoffer, der indeholder betydelige mangder cholesterol, kan
der optrade en top med samme retentionstid som cholestanol. I dette tilfelde analyseres sterolfraktionen
en gang med og en gang uden intern standard.

Tilseet 50 ml 0,2 M oplesning af kaliumhydroxid i ethanol (4.2) og pimpsten, pasat tilbagelgbssvaleren, og
opvarm til svag kogning, indtil forsebningen sker (oplesningen bliver klar). Opvarmningen fortsettes i endnu 20
minutter. Derefter tilsattes 50 ml destilleret vand fra den everste del af svaleren, svaleren tages af, og kolben
afkeles til ca. 30 °C.

Overfor kolbens indhold kvantitativt til en 500 ml-skilletragt (3.2), idet der skylles flere gange med destilleret
vand (50 ml). Tilset ca. 80 ml ethylether (4.6), og ryst kraftigt i ca. 60 sekunder, idet presset regelmessigt
frigives ved at vende skilletragten pd hovedet og dbne stophanen. Lad skilletragten henstd, indtil fuldsteendig
separation af de to faser er opnéet (note 2). Aftap derefter sd meget af sebeoplesningen som muligt i en anden
skilletragt. Foretag endnu to ekstraktioner pd den vandige/alkoholholdige fase pd samme made, idet der bruges 60
til 70 ml ethylether (4.6).

Note 2: Eventuel emulsion kan edelegges ved tilsatning af smd maengder ethanol (4.7).

De tre etherekstrakter samles i en enkelt skilletragt, der indeholder 50 ml vand. Vask med vand (50 ml), indtil
vaskevandet ikke laengere bliver lyseradt, ndr der tilsettes en dribe af phenolphthaleinoplesningen (4.11). Nér
vaskevandet er haldt af, filtreres pd vandfrit natriumsulfat (4.4) ned i en pé forhdnd vejet 250 ml kolbe, idet tragt
og filter vaskes med sméd mangder ethylether (4.6).

Oplesningen inddampes ved destillation i en rotationsfordamper ved 30 °C under vakuum. Der tilsettes 5 ml
acetone (4.5), og det flygtige oplesningsmiddel fjernes fuldsteendigt i en svag nitrogenstrom. Tor reststoffet
i ovnen ved 103 £ 2 °C i 15 minutter. Afkel i en ekssikkator, og afvej til naermeste 0,1 mg.
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3.1.
3.2.
3.3.
3.4.

4.1.
4.2.

4.3.
4.4.

4.5.

4.6.

DEL 2
SEPARATION AF FRAKTIONEN AF ALKOHOLFORBINDELSEN

GENSTAND

De uforsabelige stoffer, der er tilberedt under del 1, fraktioneres i de forskellige alkoholforbindelser, dvs. alifatiske
alkoholer, steroler og triterpendialkoholer (erythrodiol og uvaol).

PRINCIP

De uforsabelige stoffer kan fraktioneres ved hjelp af basiske plader til tyndtlagskromatografi (referencemetode)
og gores synlige, og de tilhgrende band kan skrabes og ekstraheres. Som alternativ separationsmetode kan
anvendes en HPLC med silicagelkolonne og en UV-detektor og kan de forskellige fraktioner opsamles. De
alifatiske alkoholer og triterpenalkoholerne samt sterol- og triterpendialkoholerne isoleres sammen.

APPARATUR

Sadvanligt laboratorieudstyr, herunder isaer folgende:

Komplet apparatur til analyse ved tyndtlagskromatografi med glasplader (20 x 20 cm).
Ultraviolet lampe med en belgelengde pd 366 eller 254 nm.

Mikrosprajter, 100 pl og 500 pl.

Cylindrisk filtertragt med G3-glasfritte (poresitet 15-40 pum), med en diameter pa ca. 2 cm og en hejde pé ca. 5
cm, egnet til vakuumfiltrering og med et udvendigt konisk glasslib.

Konisk kolbe med et indvendigt glasslib, 50 ml, som filtertragten kan monteres pé (3.4).
Reagensglas med konisk bund og tetsluttende prop, 10 ml.
Calciumchlorid-ekssikkator.

HPLC-system bestdende af:

. Binar pumpe.
. Manuel eller automatisk injektor med en injektionsslgjfe pa 200 pl.

. Integreret aflufter.

UV-VIS- eller IR-detektor.

HPLC-kolonne (25 cm *x 4 mm i indre diameter) med kiselgel 60 (kornsterrelse 5 um).

. Sprojtefilter, 0,45 pm.
. Konisk kolbe 25 ml.

REAGENSER

Kaliumhydroxid, minimum titer 85 %.
Kaliumhydroxid i ethanoloplesning, ca. 2 M.

130 g kaliumhydroxid (4.1) opleses i 200 ml destilleret vand under afkeling, og der tilsettes ethanol til et samlet
volumen pé 1 liter (4.9). Oplesningen opbevares i veltilproppede, morke glasflasker i hojst to dage.

Ethylether (analysekvalitet).
Kaliumhydroxid i ethanoloplesning, ca. 0,2 M.

13 g kaliumhydroxid (4.1) opleses i 20 ml destilleret vand, og der tilsattes ethanol til et samlet volumen pé 1
liter (4.7).

Glasplader (20 x 20 cm) belagt med kiselgel uden fluorescensindikator, tykkelse 0,25 mm (kan fds brugsferdige
i handelen)

Acetone (kromatografikvalitet).
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4.7. n-Hexan (kromatografikvalitet).
4.8.  Ethylether (kromatografikvalitet).
4.9.  Ethanol (analysekvalitet).

4.10. Ethylacetat (analysekvalitet).

4.11. Referenceoplosning til tyndtlagskromatografi: 5 %-oplesning af cholesterol, phytosteroler, alkoholer og
Erythrodiol i ethylacetat (4.10).

4.12. 0,2 %-oplesning af 2,7-dichlorfluorescein i ethanoloplesning. Geres svagt basisk ved tilsaetning af fd drber
alkoholisk 2 M-kaliumhydroxidoplesning (4.2).

4.13. n-Hexan (4.7)/ethylether (4.8) i forholdet 65:35 (V/V).

4.14. Mobil fase til HPLC, n-hexan (4.7)/ethylether (4.8) (1:1) (V/V).

5. REFERENCEMETODE: SEPARATION AF ALKOHOLFORBINDELSER VED HJALP AF BASISK TYNDTLAGSCHROMATOGRAFI-
PLADE (TLC)

Fremstilling af basiske plader til tyndtlagskromatografi. Kiselgelpladerne (4.5) nedsankes eller neddyppes ca. 4 cm
i 0,2 M oplesningen af kaliumhydroxid i ethanol (4.4) i 10 sekunder, hvorefter de torres i et udsugningsskab i to
timer og derefter anbringes i ovnen ved 100 °C i en time.

Pladerne tages ud af ovnen og opbevares i en calciumchlorid-ekssikkator (3.7), indtil de skal bruges (plader, der er
behandlet pd denne méde, skal anvendes inden 15 dage).

Held en hexan/ethyletherblanding (4.13) (note 3) i kromatografikammeret til en dybde pd ca. 1 cm. Swt ldg pa
kammeret, og lad det hensta saledes et koligt sted i mindst en halv time, s& der opnas ligevaegt mellem vaeske og
damp. Strimler af filtrerpapir, der dypper ned i eluenten, kan anbringes pd kammerets indre overflader. Dette
reducerer elueringstiden med ca. 1/3 og giver en mere ensartet og regelmeassig eluering af komponenterne.

Note 3: Kromatografiblandingen udskiftes for hver test for at opnd fuldsteendig reproducerbare elueringsbe-
tingelser. Alternativt kan en oplesning pd 50:50 (V/V) n-hexan/ethylether anvendes.

Der tilberedes en ca. 5 %-oplesning af de under del 1 tilberedte uforsabelige stoffer i ethylacetat (4.10), og med
100 pl-mikrosprejten (3.3) afsattes 0,3 ml af oplesningen pd en smal og ensartet streg nederst (ca. 2 cm) pé
kromatografipladen (4.5). I forlaengelse af startlinjen afsattes 2-3 pl af referenceoplesningen (4.11), sd sterol-,
triterpendialkohol- og alkoholbdndene kan identificeres efter eluering.

Pladen anbringes i kromatografikammeret (3.1). Omgivelsestemperaturen ber holdes mellem 15 og 20 °C (note
4). Kammeret lukkes straks med laget, og der elueres, indtil oplesningsmiddelfronten er ca. 1 cm fra pladens
gverste kant. Derefter tages pladen ud af kromatografikammeret, og oplesningsmidlet lades fordampe i en strom
af varm luft eller ved at lade pladen std en kort tid i udsugningsskab.

Note 4: En hejere temperatur kan forringe separationen.

Pladen sprojtes let og ensartet med 2,7-dichlorfluorosceinoplesningen (4.12), hvorefter den henstar til torring.
Nér pladen observeres under en lampe med ultraviolet lys (3.2), kan sterol-, triterpendialkohol- og alkoholbandet
identificeres ved, at det er pd linje med de pletter, der er afsat ved hjalp af referenceoplosningen (4.11). Bindets
grenser langs fluorescenckanterne markeres med en sort blyant (se tyndtlagskromatografipladen i figur 1).

Med en metalspatel skrabes kiselgelen i det markerede omrdde af. Det fjernede materiale pulveriseres fint og
placeres i filtertragten (3.4). Tilset 10 ml varm ethylacetat (4.10), bland det omhyggeligt med metalspatelen, og
filtrer (i givet fald under vakuum), hvorefter filtratet opsamles i den koniske kolbe (3.5), der er sat p filtertragten.

Reststoffet i kolben vaskes tre gange med ethylether (4.3) (ca. 10 ml hver gang), idet filtratet opsamles i den
samme kolbe, der er pasat filtertragten. Filtratet inddampes til et rumfang af 4 til 5 ml Den tilbagevarende
oplesning overfores til det pa forhind vejede 10 ml-reagensglas (3.6). Inddamp til terhed ved let opvarmning i en
svag nitrogenstrom, fyld op med et par drdber acetone (4.6), og inddamp igen til terhed. Reststoffet
i reagensglasset bestdr af fraktionen af steroler, triterpendialkoholer eller fraktionen af alkoholer eller triterpe-
nalkoholer.
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6. SEPARATION AF ALKOHOLFRAKTIONEN VED HJALP AF HPLC
De uforsabelige stoffer fra del 1 opleses i 3 ml af den mobile fase (4.14), og oplesningen filtreres gennem et
injektionsfilter (3.10) og stilles til side.

200 pl af den filtrede oplesning af de uforsabelige stoffer indferes i HPLC-systemet (3.8).
HPLC-separationen gennemferes ved 0,8 ml/min, der ses bort fra de forste 5 min., og i 25 ml koniske kolber
(3.11) opfanges der i tidsrummet mellem 5 og 10 min. alifatiske alkoholer og triterpenalkoholer, og i tidsrummet
mellem 11 og 25 min. opfanges steroler, erythrodiol og uvaol (note 5).
Separationen kan overvages ved hjelp af en UV-detektor ved en belgelengde pa 210 nm eller ved hjelp af en RI-
detektor (refractive index) (jf. figur 6).
Fraktionerne afdampes indtil terhed, hvorefter de tilberedes med henblik pé kromatografisk analyse.
Note 5: HPLC-pumpens tryk kontrolleres omhyggeligt, da ethylether kan f& trykket til at stige, og
gennemstremningen skal tilpasses, s trykket holdes under kontrol.
DEL 3
GASKROMATOGRAFISK ANALYSE AF FRAKTIONEN AF ALKOHOLFORBINDELSERNE

1. GENSTAND
Denne del indeholder generelle retningslinjer for anvendelse af gaskromatografi pd kapillarkolonne til
bestemmelse af den kvalitative og kvantitative sammensatning af de alkoholforbindelser, der isoleres
i overensstemmelse med den i del 2 beskrevne metode.

2. PRINCIP
De fraktioner, der opsamles fra de uforsabelige stoffer ved hjelp af TLC eller HPLC, derivatiseres i trimethylsi-
lylethere og analyseres ved hjalp af gaskromatografi pa kapillarkolonne med splitinjektion og flammeionisations-
detektor.

3. APPARATUR
Sadvanligt laboratorieudstyr, herunder iser folgende:

3.1. Reagensglas med konisk bund og tatsluttende prop, 10 ml.

3.2.  Gaskromatograf, som kan bruges med kapillarkolonne (med splitningssystem), og som bestér af:

3.2.1. et termostatkammer til kolonner, som kan opretholde den gnskede temperatur med en nejagtighed pa + 1 °C

3.2.2. en injektionsenhed med temperaturindstilling, et fordampningselement af silanglas og splitningssystem

3.2.3. en flammeioniseringsdetektor (FID)

3.2.4. et dataopsamlingssystem, som kan bruges med FID-detektoren (3.10.3), og som kan integreres manuelt.

3.3.  En kapillarkolonne af kvartsglas med en leengde pa 20 til 30 m, en indre diameter pd 0,25 til 0,32 mm, helt
overtrukket med en blanding af 5 % diphenyl og 95 % dimethylpolysiloxan (SE 52- eller SE 54-vaske eller
tilsvarende) i en ensartet tykkelse pd mellem 0,10 og 0,30 pm.

3.4. 10 pl-mikrosprejte til gaskromatografi med cementeret ndl, der kan bruges til splitinjektion.

4. REAGENSER

4.1.  Vandfri pyridin (kromatografikvalitet).

4.2, Hexamethyl-disilazan (analysekvalitet).

4.3, Trimethylchlorsilan (analysekvalitet).
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4.4.  Proveoplesninger af sterol-trimethylsilylethere. Tilberedes pd anvendelsestidspunktet fra steroler og erytrodiol
udvundet af sterol- og erytrodiolholdige olier.

4.5.  Standardoplesninger af trimethylsilylethere af alifatiske alkoholer fra C20 til C28. De tilberedes pd anvendelses-
tidspunktet ud fra rene alkoholer.

4.6.  Baregas: hydrogen eller helium, gaskromatografikvalitet.
4.7.  Hijalpegasser: hydrogen, helium, nitrogen og luft, gaskromatografikvalitet.

4.8.  Silyleringsreagens bestdende af en blanding i forholdet 9:3:1 (V/V[V) af pyridin/hexamethyl-disilazan/trimethyl-
chlorsilan.

49. n-Hexan (kromatografikvalitet).

5. FREMSTILLING AF TRIMETHYLSILYLETHERE (TMSE)

Tilsat silyleringsreagenset (4.8) (note 6), i forholdet 50 pl for hvert milligram alkoholforbindelse, til reagensglasset
(3.1) med fraktionen af alkoholforbindelsen, idet enhver optagelse af fugt undgas (note 7).

Note 6: Oplosninger klar til brug fis i handelen. Derudover findes der ogsd andre silyleringsreagenser, som f.
eks. bis-trimethylsilyltrifluoracetamid + 1 % trimethylchlorsilan, som skal fortyndes med samme
volumen vandfri pyridin. Pyridin kan erstattes med samme mangde acetonitril.

Note 7: Den lette opalisering, som kan fremkomme, er normal og giver ikke anledning til interferens. Hvis der
dannes hvide fnug eller fremkommer en lysered farve, er det tegn pé tilstedevaerelsen af fugt eller
svakkelse af reagenset. I disse tilfalde skal testen gentages (kun ved anvendelse af hexamethyldisila-
zan(trimethylchlorsilan).

Reagensglasset tilproppes (3.1) og rystes omhyggeligt (uden at vende bunden i vejret pé det), indtil forbindelserne
er fuldstendig oplest. Lad henstd i mindst 15 minutter ved omgivelsestemperatur, og centrifuger derefter i et par
minutter. Den klare oplesning er parat til gaskromatografisk analyse.

6. GASKROMATOGRAFISK ANALYSE.

6.1.  Forberedelse, konditionering af kapillarkolonnen.

Kolonnen (3.3) monteres i gaskromatografen, idet indlgbsenden forbindes med splitinjektoren, og udlebsenden
forbindes med detektoren.

Der foretages en generel kontrol af gaskromatografen (leekager fra gaskredslebene, detektorens effektivitet, splitter-
systemets og registreringssystemets effektivitet osv.)

Anvendes kolonnen for forste gang, anbefales det, at den underkastes en konditionering: Man lader en svag
gasstrom passere gennem kolonnen, hvorefter der tendes for gaskromatografienheden. Derefter begynder man
gradvis at varme op til en temperatur pd mindst 20 °C over driftstemperaturen (note 8). Denne temperatur
opretholdes i mindst to timer. Derefter sattes hele enheden i driftstilstand (justering af gasstromme og
splittersystem, antendelse af flammen, forbindelse til computeren, justering af kolonnekammerets, detektorens og
injektorens temperatur osv.), og dernzst registreres signalet med en folsomhed, der er mindst to gange sterre end
den, man agter at anvende til analysen. Basislinjens forleb skal vare lige uden toppe af nogen art, og den ma ikke
glide. Negativ glidning af en lige linje tyder pa lekage fra kolonnens forbindelser. Positiv glidning tyder pé
utilstreekkelig konditionering af kolonnen.

Note 8: Konditioneringstemperaturen skal altid vaere mindst 20 °C lavere end den maksimumstemperatur, der er
angivet for den anvendte stationare fase.
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6.2. Driftsforhold

Temperaturprogrammet og baregasstremmen optimeres, siledes at der opnds kromatogrammer som i figur 3-6.

Folgende parametre blev testet og fundet nyttige:

6.2.1. Alifatiske alkoholer

Ovnprogram 180 °C (8 min.) = 260 °C (ved 5 °C/min) — 260 °C (15 min.)
Injektortemperatur 280 °C

Detektortemperatur 290 °C

Baregassens lineare hastighed Helium (20-30 cm/s); Hydrogen (30-50 cm/s)

Splitforhold 1:50 til 1:100

Injiceret volumen 0,5-1 pl TMSE-oplesning

6.2.2. Sterol og triterpendialkoholer

Ovnprogram 260 + 5 °C isothermisk

Injektortemperatur 280-300 °C

Detektortemperatur 280-300 °C

Baregassens linezre hastighed Helium (20-30 cm/s); Hydrogen (30-50 cm/s)
Splitforhold 1:50 til 1:100

Injiceret volumen 0,5-1 pl TMSE-oplesning

Disse betingelser kan @ndres afhangigt af kolonnens og gaskromatografens egenskaber, si der opnis
kromatogrammer, der opfylder felgende krav:

— Retentionstiden for C26-alkohol skal vaere 18 + 5 minutter.

— Toppen for C22-alkohol skal veere 80 + 20 % af fuld skala for olivenolie og 40 * 20 % af fuld skala for olie af
olivenpresserester.

— Retentionstiden for f-sitosteroltoppen ber vare 20 + 5 minutter.
— Campesteroltoppen ber vere: for olivenolie (gennemsnitsindhold 3 %) 20 £ 5 % af fuld skala.

— Alle tilstedevaerende steroler skal separeres. Toppene skal ikke alene vare separeret, men ogsd vare
fuldstendig oplest, dvs. hver tops spor skal ga tilbage til basislinjen, for sporet gir op til den naeste
top. Ufuldstendig oplesning kan dog tolereres, sifremt toppen ved RRT (relativ retentionstid) 1,02 (sitostanol)
kan bestemmes kvantitativt ved brug af den vinkelrette linje.

6.3. Analytisk fremgangsmade

Med 10 pl-mikrosprejten (3.4) optages 1 pl hexan, derefter traekkes forst 0,5 pl luft og derefter 0,5-1 pl af
proveoplesningen op. Stemplet treekkes leengere ud, sd kanylen temmes. Kanylen indferes i injektorens membran,
efter 1-2 sekunder injiceres hurtigt, hvorefter kanylen fjernes langsomt efter ca. 5 sekunder. Der kan ogséd
anvendes en automatisk injektor.

Registreringen fortsttes, indtil TMSE af de pagaldende alkoholforbindelser er fuldstendig elueret. Basislinjen skal
fortsat opfylde kravene for driftsbetingelserne (6.2.1 eller 6.2.2).
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6.4. Identifikation af toppe
De enkelte toppe identificeres ud fra retentionstiderne og ved sammenligning med blandingen af de alifatiske
alkoholer og triterpenalkoholerne eller med sterol- og triterpendialkohol-TMSE, der er analyseret under de samme
betingelser. Der vises et kromatogram af fraktionen af alifatiske alkoholer og triterpenalkoholer i figur 3, og de
tilsvarende kromatogrammer for steroler og triterpendialkoholer er angivet i figur 2.
De alifatiske alkoholer elueres i folgende reekkefolge: C20-o0l (LS.), C22-ol, C23-ol, C24-ol, C25-0l, C26-o0l, C27-o0l
og C28-ol.
Sterolerne og triterpendialkoholerne elueres i folgende rekkefolge: cholesterol, brassicasterol, ergosterol, 24-
methylen-cholesterol, campesterol, campestanol, stigmasterol, A7-campesterol, A5,23-stigmastadienol, clerosterol,
[-sistosterol, sitostanol, A5-avenasterol, A5,24-stigmastadienol, A7-stigmastenol, A7-avenasterol, erythrodiol og
uvaol.
6.5.  Kvantitativ vurdering
Top-arealerne for 1-eicosanol og de alifatiske alkoholer C22, C24, C26 og C28 beregnes ved hjxlp af dataopsam-
lingssystemet. Responsfaktoren for 1-eicosanol antages at vare lig med 1.
Arealerne for a-cholestanol- samt sterol- og triterpendialkoholtoppene beregnes ved hjalp af computeren. Der ses
bort fra toppene for forbindelser, der ikke er blandt dem, der er opregnet i tabel 1 (ergosterol skal ikke beregnes).
Responsfaktoren for a-cholestanol antages at vere lig med 1.
Koncentrationen af hver enkelt alkoholforbindelse i mg/kg fedtstof beregnes i efter folgende formel:
. A, X m
Alkoholforbindelse x = x 1000
A, Xm
hvor:
A, = toparealet for alkoholforbindelsen x i computerenheder.
A, = toparealet for 1-eicosanol/a-cholestanol i computerenheder.
m, = massen af tilsat 1-eicosanol/a-cholestanol, i milligram.
m = massen af den prove, der bruges til bestemmelsen, i gram.
7. ANGIVELSE AF RESULTATER

De enkelte koncentrationer af alifatiske alkoholer og triterpenalkoholer angives som mg/kg fedtstof, og deres sum
som »totalindhold af alifatiske alkoholer«. Totalindholdet er summen af C22, C24, C26 og C28.

Sammenszatningen af de enkelte alkoholforbindelser angives med en decimal.
Totalkoncentrationen af sterol angives uden decimaler.

Den procentvise andel af de enkelte steroler beregnes pd grundlag af forholdet mellem arealet af den tilsvarende
top og summen af sterolernes topareal:

Sterol x = A x 100
A

hvor:
A_ = toparealet for sterol x.
YA = summen af toparealet for steroler.

Tilsyneladende ~ f-sitosterol: ~ A5,23-stigmastadienol + clerosterol + [-sitosterol + sitostanol + A5-
avenasterol + A5,24-stigmastadienol.
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Den procentvise andel af erytrodiol og uvaol beregnes:

Erythrodiol + Uvaol = @ x 100
hvor: T
A, = areal af erythrodiol i computerenheder.
A, = areal af uvaol i computerenheder.
3. = samlet areal for sterol + erythrodiol + uvaol i computerenheder.

Ud over beregningen af den relative andel af de enkelte steroler og triterpendialkoholer og totalkoncentrationen af
steroler, skal koncentrationen af erythrodiol og uvaol og deres sum i mg/kg fedtstof beregnes efter folgende

formel:
Erythrodiol = % % 1000
Uvaol = 20 1 900
hvor:
A, = topareal af erythrodiol i computerenheder.
Ay, = areal af uvaol i computerenheder.
A, = toparealet for a-cholestanol i computerenheder.
m, = massen af tilsat a-cholestanol i milligram.

m = massen af den prave, der bruges til bestemmelsen, i gram.
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Figur 1 — TLC af den uforsabelige fraktion fra olie af olivenpresserester, elueret to gange med hexan:diethylether
(65:35), udviklet med SO4H2 (50 %) og opvarmet. De band, der skal skrabes, ses i rektanglet, hvor rektangel 1 er
bandene for alifatiske alkoholer og rektangel 2er for steroler og triterpendialkoholer.

Tabel 1 — Relative retentionstider for steroler

Relativ retentionstid
Top Identifikation
SE 54-kolonne SE 52-kolonne
1 Cholesterol A-5-cholesten-3£-ol 0,67 0,63
2 Cholestanol 5a-cholestan-3£-ol 0,68 0,64
3 Brassicasterol [24S]-24-methyl-A-5,22-cholestadien-3f- 0,73 0,71
ol
* Ergosterol [245]-24-methyl-A-5,7,22 cholestatrien- 0,78 0,76
3p-ol
4 24-methylen-cholesterol | 24-methylen-A-5,24-cholestadien-38-01 0,82 0,80
5 Campesterol (24R)-24-methyl-A-5-cholesten-3£-ol 0,83 0,81
6 Campestanol (24R)-24-methyl-cholestan-3£-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol (24S)-24-ethyl-A-5,22-cholestadien-3£-ol 0,88 0,87
8 A-7-campesterol (24R)-24-methyl-A-7-cholesten-3£-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol | (24R,S)-24-ethyl-A-5,23-cholestadien-3{- 0,95 0,95
ol
10 Clerosterol (24S)-24-ethyl-A-5,2 5-cholestadien-3-o0l 0,96 0,96
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Relativ retentionstid
Top Identifikation
SE 54-kolonne SE 52-kolonne
11 R-sitosterol (24R)-24-ethyl-A-5-cholesten-3£-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-ethyl-cholestan-38-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol (24Z)-24-ethyliden-A-cholesten-38-ol 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienol (214R,S)-24-ethyl-A-5,24—cholestadien—3{§— 1,08 1,08
0
15 A-7-stigmastenol (24R,S)-24-ethyl-A-7-cholesten-3§-ol 1,12 1,12
16 A-7-avenasterol (24Z)-24-ethyliden-A-7-cholesten-3-ol 1,16 1,16
17 Erythrodiol 5a-olean-12-en-3,28-diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-ursen-3,28-diol 1,52 1,52
500 -
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Figur 2 — GC-FID kromatografisk profil for steroler og triterpendialkoholer fra raffineret olivenolie. 1) Cholesterol, 2)
a-cholestanol (L.S.), 3) 24-methylencholesterol, 4) campesterol, 5) campestanol, 6) stigmasterol, 7) A5,23-stigmastadienol,
8) clerosterol, 9) p-sitosterol, 10) sitostanol, 11) A5-avenasterol, 12) A5,24-stigmastadienol, 13) A7-stigmastenol, 14) A7-
avenasterol, 15) erythrodiol, 16) uvaol.
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Figur 3 — GC-FID kromatografisk profil for steroler og triterpendialkoholer fra bomolie. 1) Cholesterol, 2) a-
cholestanol, 3) brassicasterol, 4) 24-methylencholesterol, 5) campesterol, 6) campestanol, 7) stigmasterol, 8) A7-
campesterol, 9) A5,23-stigmastadienol, 10) clerosterol, 11) [-sitosterol, 12) sitostanol, 13) A5-avenasterol, 14) A5,24-
stigmastadienol, 15) A7-stigmastenol, 16) A7-avenasterol, 17) erythrodiol, 18) uvaol.
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Figur 4 — GC-FID kromatografisk profil for alifatiske alkoholer og triterpenalkoholer fra olivenolie. (I.S.) C20-ol, 1)
C22-0l, 2) C24-0l, 3) C26-0l, 4) C28-0l, 5) triterpenalkoholer.



L 250/48 Den Europeaiske Unions Tidende 30.9.2019

counts | | 8

28000 - 3

26000 -

24000 -
22000 | i

20000 1

1

18000

16000; vtm 117 I L{_A_AJK_‘AL—N\A" R L/\/\NAJi \‘.ng.

L 14000 +———— : = . : e e o B by
0 - 5 10 15 20 25 30 min

2

[

PA | lis. [4 2 |3 4 I &1
120

100 ’ ‘ ! ‘

o H“ | | j i
{ i L L L e

20 -

T T T = T i e e e T T

0 L 5 SRR [ SRS R R |- SUCRSSLECNE L SR SE e |- S = 30 min

Figur 5 — GC-FID kromatografisk profil for alifatiske alkoholer og triterpenalkoholer fra en raffineret olivenolie og en
olivenolie efter anden centrifugering. (L.S.) C20-ol, 1) C22-ol, 2) C24-0l, 3) C26-0l, 4) C28-0l, 5) tripertenalkoholer.
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Figur 6 — HPLC-kromatogram af en olivenolie, uforsabeligt adskilt gennem HPLC ved hjelp af en UV-detektor. 1)
Alifatiske alkoholer og triterpenalkoholer 2) Steroler og triterpendialkoholer«
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