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KOMISJONI RAKENDUSMAARUS (EL) 2019/1604,
27. september 2019,

millega muudetakse midrust (EMU) nr 256891 oliividlide ja pressimisjiikide omaduste ja
asjakohaste analiiiisimeetodite kohta

EUROOPA KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Liidu toimimise lepingut,

vottes arvesse Euroopa Parlamendi ja ndukogu 17. detsembri 2013. aasta maarust (EL) nr 1308/2013, millega
kehtestatakse pollumajandustoodete iithine turukorraldus ning millega tunnistatakse kehtetuks ndukogu maarused (EMU)
nr 922/72, (EMU) nr 234/79, (EU) nr 1037/2001 ja (EU) nr 1234/2007, (') eriti selle artikli 91 esimese 16igu punkti d,

ning arvestades jargmist:

(1)  Komisjoni mairuses (EMU) nr 2568/91 () on mddratud kindlaks oliividli ja oliivijaakali fiiiisikalis-keemilised ja
organoleptilised omadused ning nende hindamise meetodid.

(2)  Neid meetodeid ning olide omaduste piirtasemeid ajakohastatakse korrapdraselt vastavalt keemiaekspertide
seisukohtadele ning lahtudes rahvusvahelises oliividlindukogus tehtud uuringutest.

(3)  Selleks et tagada rahvusvahelise oliivindukogu kehtestatud uusimate rahvusvaheliste standardite rakendamine liidu
tasandil, tuleks madruses (EMU) nr 256891 sitestatud teatavaid analiiiisimeetodeid ajakohastada.

(4)  Rahvusvahelise oliivindukogu kaubandusstandardis on muudetud vaba happesuse, peroksiidarvu, organoleptilise
hindamise (puuduse mediaan ja puuviljalisuse mediaan) niitajaid ning ECN42 (HPLC) ja ECN42 (teoreetiline
arvutus) erinevuse nditajaid, et tagada kooskdla analiiiisimeetodi tdpsusnditajatega.

(5)  Vastavalt mairuse (EMU) nr 2568/91 artikli 2a Iikele 5 peavad liikmesriigid kindlaks tegema, kas oliividli proov
vastab deklareeritud kategooriale, kontrollides kdnealuse mairuse I lisas sitestatud omadusi mis tahes jirjekorras
v0i kdnealuse méiruse Ib lisas sitestatud otsustamisskeemil sitestatud jérjekorras.

(6)  Vottes arvesse hiljutisi arenguid, on asjakohane ajakohastada eespool esitatust lihtuvalt midruse (EMU)
nr 2568/91 Ib lisas esitatud tabeleid ja lisa liiteid. Samuti ndib, et Ib lisa kontekstis on méiste ,vooskeem*
sobivam kui mdiste ,otsustamisskeem*.

(7)  Madruse (EMU) nr 256891 XII lisa punktis 9.4 kisitletakse puuduste mediaani suurima intensiivsusega tajutud
puuduse mediaanina. Vottes arvesse kontrollhindamisi ja seda, et oli vastavust peavad hindama eri degusteerimis-
komisjonid, tuleks selgitada, et otsus &li omaduste vastavuse kohta deklareeritud kategooriale on seotud iiksnes
pohipuuduse mediaani viirtusega, olenemata selle laadist.

(8)  Seepirast tuleks madrust (EMU) nr 2568/91 vastavalt muuta.

(9)  Kéesoleva mdiidrusega ette ndhtud meetmed on kooskdlas pollumajandusturgude ihise korralduse komitee
arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Artikkel 1

Miirust (EMU) nr 2568/91 muudetakse jérgmiselt.
1) Artiklit 2 muudetakse jirgmiselt:
a) ldike 1 punkt | asendatakse jargmisega:

,1) steroolide koostis ja sisaldus ning alkohoolsed ithendid méaratakse kapillaargaasikromatograafiliselt XIX lisas
sdtestatud meetodiga*;

(") ELTL 347,20.12.2013,1k 671. .
() Komisjoni 11. juuli 1991. aasta maédrus (EMU) nr 2568/91 oliividlide ja pressimisjadkide omaduste ja asjakohaste analiiiisimeetodite
kohta (EUT L 248, 5.9.1991, Ik 1).
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b) 16ike 2 kolmas 16ik asendatakse jargmisega:

,Kui degusteerimiskomisjon organoleptiliste omaduste pdhjal ei kinnita deklareeritud kategooriat, korraldavad
ametiasutused v&i nende esindajad huvitatud isiku palvel viivitamata kaks kontrollhindamist, mille teevad teised
heakskiidetud degusteerimiskomisjonid. Vihemalt iihel degusteerimiskomisjonil peab olema asjaomase tootja
litkmesriigi heakskiit. Asjaomaseid omadusi peetakse vastavaks deklareeritud omadustele, kui neil kahel kontroll-
hindamisel kinnitatakse deklareeritud klassifikatsioon. Vastupidisel juhul, olenemata kontrollhindamiste kiigus
tuvastatud puuduste liigist, ei loeta klassifikatsiooni omadustele vastavaks ning kontrollhindamise kulud kannab
huvitatud osaline.”

2) Artikli 2a l6ike 5 punkt b asendatakse jargmisega:
,b) Ib lisa vooskeemil sdtestatud jirjekorras, kuni saavutatakse moni vooskeemil nimetatud otsustest.”
3) Tabel ,LISAD Kokkuvdte asendatakse kdesoleva méiruse I lisas esitatud tabeliga.
4) 1 lisa asendatakse kidesoleva médruse II lisa tekstiga.
5) Ia lisa punkt 2.1 asendatakse jirgmisega:

,2.1. Iga iksikproov tuleb jagada laboriproovideks vastavalt standardi EN ISO 5555 punktile 2.5 ja analiiiisida
vastavalt Ib lisa vooskeemis ndidatud jirjekorrale voi muus juhuslikus jirjekorras.”

6) Ib lisa asendatakse kdesoleva maaruse III lisa tekstiga.
7) V lisa jdetakse vilja.
8) VII lisa punkt 4.2 asendatakse jargmisega:

,4.2. n-heksaan (kromatograafiaks sobiva puhtusastmega). Heksaani voib asendada isooktaaniga (2,2,4-
trimetiiiilpentaan, kromatograafiaks sobiva puhtusastmega), kui saavutatakse vdrreldavad tdpsusniitajad.”

9) XII lisa muudetakse vastavalt kidesoleva mairuse IV lisale.
10) XVII lisa muudetakse vastavalt kdesoleva mdaruse V lisale.
11) XVIII lisa muudetakse vastavalt kdesoleva maidruse VI lisale.
12) XIX lisa asendatakse kdesoleva mairuse VII lisa tekstiga.
13) XX lisa punkt 4.2 asendatakse jargmisega:

,4.2. N-heksaan, kromatograafiaks sobiva puhtusastmega voi jddgivaba. Heksaani voib asendada isooktaaniga
(2,2,4-trimetiitilpentaan kromatograafiaks sobiva puhtusastmega), kui saavutatakse vorreldavad tipsusniitajad.
Lahustid, mille keemispunkt on kdrgem kui n-heksaanil, aurustuvad kauem, kuid, kuna heksaan on toksiline,
on need eelistatud. Puhtus peab olema kontrollitud; niiteks voib kontrollida jaiki pdrast 100 ml lahusti
aurustamist.

ETTEVAATUST! Aur on siittimisohtlik! Hoidke eemal soojusallikatest, sidemetest ja lahtisest leegist. Jilgige, et
pudel oleks alati kindlalt suletud. Kasutamise ajal peab ruumis olema korralik ventilatsioon. Viltige aurude
kogunemist ja eemaldage koik tuleohu allikad, nagu soojendusriistad voi elektriaparaadid, mis ei ole
siittimisohutust materjalist. Sissehingamisel kahjulik, kuna vdib kahjustada nirvirakke. Viltige aurude
sissehingamist. Vajaduse korral kasutage sobivat respiraatorit. Viltige sattumist nahale v6i silma.

Isooktaan on siittiv vedelik ja seega tuleohtlik. Selle plahvatuspiir 6hus on 1,1 % kuni 6,0 % (mahuosa). See
on miirgine allaneclamisel ja sissehingamisel. Selle lahustiga tootamiseks tuleb kasutada histi toimivat
ventileeritavat tdmbekappi.
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Artikkel 2

Kiesolev méddrus joustub kahekiimnendal paeval parast selle avaldamist Euroopa Liidu Teatajas.

Kiesolev mddrus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav koikides liikmesriikides.

Briissel, 27. september 2019

Komisjoni nimel
president
Jean-Claude JUNCKER
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I LISA
#LISAD
ULEVAADE

[ lisa Oliividli omadused

Ia lisa Proovide vétmine oliividlist voi oliivijadkalist, mis on tarnitud esmapakendis

Ib lisa Vooskeem, mille jirgi kontrollitakse, kas oliividli proov on kooskdlas deklareeritud kategoo-
riaga

II lisa Vabade rasvhapete méddramine killmmeetodil

111 lisa Peroksiidiarvu maaramine

IV lisa Vahade sisalduse gaasikromatograafiline médramine kapillaarkolonniga

VII lisa 2-gliitsertitilmonopalmitaadi protsendilise sisalduse méddramine

IX lisa Spektrofotomeetriline analiiiis ultraviolettpiirkonnas

X lisa Rasvhapete metiiiilestrite gaasikromatograafiline méaramine

XI lisa Oliivioli halogeenitud lenduvate lahustite madramine

XII lisa Rahvusvahelise oliividlindukogu meetod kiilmpressitud oliividlide organoleptiliseks hindami-
seks

XV lisa Oliivijaakoli dlisisaldus

XVI lisa Joodiarvu médramine

XVII lisa Meetod stigmastadieenide madramiseks taimedlides

XVIII lisa ECN 42-triatstitilgliitseroolide tegeliku ja teoreetiliselt arvutatud sisalduse vahe mairamine

XIX lisa Steroolse koostise ja sisalduse ning alkoholiithendite mairamine kapillaargaasikromatograa-
fiaga

XX lisa Meetod vahade, rasvhapete metiiiilestrite ja etiiiilestrite sisalduse médramiseks kapillaargaasi-

XXI lisa

kromatograafiaga

Oliiviolide vastavuse artikli 8 1dikes 2 osutatud kontrollimise tulemused®



II LISA

» LISA

OLIIVIOLI OMADUSED

Kvaliteediomadused
Organoleptiline hinnang
Kategooria Happesus Peroksidiary K K, voi K AK Rasv}lligtitifi .
(%) (%) (mekv O,/kg) B o e Puuduse me- Puuviljalisuse (mg/kg)
diaan (Md) mediaan (Mf)
1. Esimese kiilmpressi oliivioli < 0,80 < 20,0 < 2,50 <0,22 < 0,01 Md = 0,0 Mf>0,0 <35
2. Kilmpressitud oliivioli <20 < 20,0 < 2,60 < 0,25 < 0,01 Md < 3,5 Mf > 0,0 —
3. Lambicli > 2,0 — — — — Md > 3,5 (1) — —
4. Rafineeritud oliivili < 0,30 <50 — < 1,25 < 0,16 — —
5. Rafineeritud oliividlist ja killmpressitud < 1,00 < 15,0 — < 1,15 < 0,15 — —
oliividlist koosnev oliividli

6. Tootlemata oliivijaakoli — — — — — — —
7. Rafineeritud oliivijaakoli < 0,30 <50 — < 2,00 < 0,20 — —
8. Oliivijaakoli < 1,00 < 15,0 — < 1,70 <0,18 — —

Puuduse mediaan v3ib olla kuni 3,5, kui puuviljalisuse mediaan on 0,0.
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Puhtus

Rasvhappeline koostis (') Oleiin- Linool- ja Vahe:
happe linoleen- ECN42
Miiristiin- | Linoleen- | Arahhiin- | Eikoseen- Beheen- inhape transiso- happe Stigmasta- | (HPLC) ja >-liitseriiiilmonopalmitaat
Kategooria hape hape hape hape hape (%) meeride transiso- dieenid ECN42 8 %) p
(%) (%) (%) (%) (%) kogu- meeride (mglkg () | (teoreeti- °
summa summa line arvu-
(%) (%) tus)
1. Esimese killmpressi oliividli | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20] < 0,9, kui palmitiinhappe
tildsisaldus < 14,00 %
< 1,0, kui palmitiinhappe
tildsisaldus > 14,00 %
2. Kilmpressitud oliivioli < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20| < 0,9, kui palmitiinhappe
iildsisaldus < 14,00 %
< 1,0, kui palmitiinhappe
iildsisaldus > 14,00 %
3. Lambioli < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,10 < 0,10 < 0,50 <10,30| < 0,9, kui palmitiinhappe
iildsisaldus < 14,00 %
< 1,1, kui palmitiinhappe
tildsisaldus > 14,00 %
4. Rafineeritud oliivioli < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — < 0,30] < 0,9, kui palmitiinhappe
iildsisaldus < 14,00 %
< 1,1, kui palmitiinhappe
iildsisaldus > 14,00 %
5. Rafineeritud oliividlist ja | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — < 0,30] < 0,9, kui palmitiinhappe
kiilmpressitud oliividlist iildsisaldus < 14,00 %
koosnev oliivioli
< 1,0, kui palmitiinhappe
iildsisaldus > 14,00 %
6. Tootlemata oliivijaakoli < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 < 0,10 — < 0,60] <14
7. Rafineeritud oliivijaakoli < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — < 10,50] <14
8. Oliivijaakoli < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <1,2

Muude rasvhapete sisaldus (%): palmitiinhape: 7,50-20,00; palmitoleiinhape: 0,30-3,50; heptadekaanhape: < 0,40; heptadetseenhape < 0,60; steariinhape: 0,50-5,00; oleiinhape: 55,00-83,00; linoolhape:
2,50-21,00.
Kokku isomeere, mis dnnestus (mida ei onnestunud) lahutada kapillaarkolonniga.
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Steroolne koostis
_ Stkerolc()hd Erﬁtrodio?l ja Vahad (mgfkg)
Kategooria Kolesterool Brassikasterool | Kampesterool | Stigmasterool | Niiline f—sitos- | A-7-stigmaste- okku uvaoo (+%)
(%) (%) 0} (%) terool (2) nool (1) (mg/kg) (%) ()
(%) (%) (%)
. Esimese kiilmpressi oliivioli <05 <01 < 4,0 < kamp. = 93,0 <0,5 =1 000 <45 C, +C, +Cy=150
. Kilmpressitud oliividli <05 <01 < 4,0 < kamp. > 93,0 <05 =1 000 <45 C,, +C,, +Cy =150
. Lambidli <0,5 <0,1 <40 — > 93,0 <0,5 >1 000 < 4,50 CptC,+C+Chs
300 ()
. Rafineeritud oliivioli <0,5 <01 < 4,0 < kamp. > 93,0 <0,5 =1 000 4,5 CptCp+C+Chys
350
. Rafineeritud oliividlist ja <05 <01 < 4,0 < kamp. = 93,0 <05 =1 000 <45 CptCp+C+Cys
kiilmpressitud oliividlist 350
koosnev oliivioli
. Tootlemata oliivijaakdli <0,5 <02 <40 — > 93,0 <0,5 >2 500 > 4,5 (%) Cpt+tC,+C,+Cy>
350 (4
. Rafineeritud oliivijaakoli <0,5 <0,2 < 4,0 < kamp. > 93,0 <0,5 =1 800 > 4,5 CptC,+C+Cy>
350
. Oliivijaakoli < 0,5 <02 < 4,0 < kamp. 2 93,0 < 0,5 >1 600 > 4,5 CptC,t+tC,+Cy>
350

Vt kéesoleva lisa juurde kuuluv liide.

Niiline f-sitosterool: A-5,23-stigmastadienool + klerosterool + B-sitosterool + sitostanool + A-5-avenasterool + A-5,24-stigmastadienool.

Olisid vahasisaldusega 300-350 mg/kg kisitatakse lambidlidena, kui alifaatsete alkoholide iildsisaldus on kuni 350 mgjkg v&i kui eriitrodiooli ja uvaooli sisaldus on kuni 3,5 %.

Olisid vahasisaldusega 300-350 mg/kg kisitatakse tootlemata oliivijadkdlidena, kui alifaatsete alkoholide iildsisaldus on iile 350 mg/kg ning kui eriitrodiooli ja uvaooli sisaldus on suurem kui 3,5 %.

07/0ST 1
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Mirkused

a) Analiiiside tulemused peavad olema viljendatud sama arvu kiimnendkohtadega kui iga omaduse puhul on ette
nahtud. Viimast numbrit tuleb suurendada tihe tthiku vorra, kui jirgmine number on suurem kui 4.

=5

Oli kategooriat vdib muuta vdi deklareerida 6li kéesoleva midruse nduetele mittevastavaks, kui ainult itks omadus ei
vasta margitud véirtusele.

¢) Lambidli puhul voivad molemad tdrniga (*) margistatud kvaliteediomadused korraga erineda konealuse kategooria
jaoks ette nahtud piirmairadest.

=

Kui omadus on tihistatud kahe tdrniga (**), osutab see, et tootlemata oliivijaakoli puhul vdivad mdlemad asjaomased
nditajad korraga erineda margitud véirtustest. To6tlemata oliivijadkali ja rafineeritud oliivijaakoli puhul voib iks
asjakohastest piirmairadest erineda mirgitud vdartustest.

Liide
Vooskeemid

Kampesterooli vooskeem kiilmpressitud oliivi6li ja esimese kiilmpressi oliividli kohta:

[ 4,0% < kampesterool £ 4,5% ]

i
{ Stigmasterool < 1,4% J ( &-T-stigmastenool s{l}%}

Muud nditajad peavad vastama kiesoleva méddrusega kehtestatud piirmédaradele.
A-7-stigmastenooli vooskeem

— Esimese killmpressi oliivi6li ja kiilmpressitud oliividli kohta

[ 0,5% < A-7-stigmastenool < 0,8% ]

]

Kampesterool < 3,3% A B_SltOSte-mOl/ 5 Stigmasterool < 1,4% A ECN42 <[0,1
=2 (kampest + A7stig) > 25 g = L340 =5,

Muud nditajad peavad vastama kiesoleva méddrusega kehtestatud piirmédaradele.

— Oliivijadkolid (toor- ja rafineeritud)

{ 0,5 < A-7-stigmastenool < 0,7 ]

A ECN42<|040] [ Stigmasterool < 1,4%] [ Muud néitajad normi ]

piirides

Muud nditajad peavad vastama kiesoleva méddrusega kehtestatud piirmairadele.”
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III LISA
b LISA

VOOSKEEM, MILLE JARGI KONTROLLITAKSE, KAS OLIIVIOLI PROOV ON KOOSKOLAS DEKLAREERITUD

KATEGOORIAGA
Uldine tabel
Deklareeritud 8li kategooria:
= d o 2 G
i 3 Eie & i
g g 2 N " bt "~
1 3 3 < 534 : i
'S ; o RG] L) & o
&E 5 a 5 =0 o =
g g E =R g E
¥ g 5 &% & £
- . P il | a 2
ki 4 A 4 54 % :
4 & 5 g
Tabpl 1 Talel 2 Tabjl 3 Talle.l 6 Tabdl 9 Tabql 10
Kvali®edin | Kval¥eedin Talgel 4 Evalit®edin K‘-.'alleedm Tabfl 8 Kvalit¥edin | Kvalifedin
duded duded duded Buded Suded fuded
T T T T T T
E | I : Puhtuzend i | I : Puhtuzend : | I E
; C| o uded ; i uded i !
E ’: I f - |
H - : H P _ : : :
' Tabel3 | ool Tabel 7 | b Tdbel 11
! r 1 : : ! : b :
\ | Pubifsensuded | | 1 | Pubtusenduded | ! || | Pubtufenbuded
i i ] i : ' i i
! : L i : L ¥ |
i [ | | | i : | [ |
A A B . A T
i | i i I i [ |
s Vool N B e
' " ) L 2 ) H N I 1 i
! Ol vastab deklireeritud ¥ L ! Ol ei va¥ta dellarseritud !
v kategoorile A\ 4 kategooi¥ale v
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Tabel 1. Esimese kiilmpressi oliivioli — kvaliteedinduded

1 Happesus % = 0,80 =080 F-==-- »| Vit neiteioliividh
(tabel 2}
¥
1 | Peroksiidiarv (mekv <200 =200 @ pF---- * Vi lamabicl (tzhel 4)
O2/ke)
3 v- =022 =t 1 S > Vi neitsioliividl
spekirofotomeetria (tabel 2)
(Kzmaaas)
'i)
4 uv- =10,01 =001 p---- o 0 Vi lambicli (tzhel 4)
spekirofotomeetria 'E
5
(AK) §
4
-]
h 4 £
#
5 V- =250 =350 @ [peees » a Vi paitsioliividh
spektrofotomestria *iD! (tabal 2)
(Baa)
h 4
6 Organoleptiline Puuvil. mediaan > 0.0 | Powilj. medizan =00 ===~ * Wit lambidli (tzbel 4)
hindamine B
medizan = 0,0
s Puuvilj. medizan = 0,0 Vit neitsioliividh
2 ( X
paeduste mediaan  [TT 777 ™ (tabel 1)
=00
T Rasvhapete =33 =35  p---- > Vit neiteicliividh
etiiiilestrid (mgls=) (tabzl 2}

L J

Evaltteadibritesrnumide
poolest vastab 4li Hixip
dakdareeriiud
katagooriale.
Jatkz tabeliza 3
(pubtuzendudad)
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Tabel 2. Kiilmpressitud oliividli — kvaliteedinduded

1 Happesus % =20 =20 F---- -
¥
2 thﬁif:; e =200 =200 |____ »
v
V-
3 spekirofotomestria =023 025 |- -
(Kanezes)
¥
V-
4 | spektrofotomeetria =0,01 001 [ »
(AK)
V-
g | spektrofotomestria <260 =260 e-e- -
(Baz)
. . Puavilj medizan =00 [~ = »
. 0 i Pumwilj. m;::m =00
hindamine punduste medizan > 3,5 | Puuvilj medizan > 0,0 j2
’ punduzte medizan » 3,5 [---- *

dakdaraerind
kategoomiale.

Ervalitesdibaitesrnumida
poolest vastab Sl tiip

Jatkz tabeliga 3
(pubtuzenduded)

ud kategooniale

Ol &1 vasta deklareerit

Wit lambidli (tabel
4
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Tabel 3. Esimese kiilmpressi oliividli ja kiilmpressitud oliividli — puhtusenduded

Stigmastadiesnid - .
1 =005 =0,05
(mgke) = N e *
¥
T § e G 1C18:1 > 0,05 wai
n Rasvhapete wClE 10,055 T ]
“ | transisomeerid (%) | wcizz-cizzyzons | HEIEZSEIED
b Fastils L Eivasta I lisale
3 koostis VastabIlisale | Sevasializae | »
vy
4% 03 = 2
4 AECN42 = |020] |0.20| o
z Steroolne koostis ja Vast b*I lisal Ei vasta I lizale
“ | steroolide Gldsisaldus asta 2 ’ T e »
w
Eriitrodiool + uvaool N > 43
£4.5 =
: (%) i R N P N
Vahad (mg'ks) . 150
7| carcisces =10 =0 N
Vastab
I lisale:
= 0.8 %, ki
e palmitiinkappe . .
§ | slitseriilmonopalmitaat |  sisaldus < 14,00 % Eivasta I lizale
(%) w0
< 1.0 %, b
palmitiinkappe
sizaldus 414,00 3

Ol e1 vasta deklareeritud kategooriale

Viitab rafinearitud
(ohrv- w31 nou) Sh
zizaldusale

Viitak rafineanited
(olirvi- vl nwu) &l

zizalduszsle

Viitzh kfrvalista
dlide sizaldusale

Viitzb kirvalista
dlide sizaldusale

Viitzb kirvalista
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Tabel 4. Lambiéli — puhtusenduded
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Tabel 5. Rafineeritud oliivioli — kvaliteedinduded
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Tabel 6. Oliividli (rafineeritud oliiviélist ja kiilmpressitud oliividlidest koosnev oliividli) — kvaliteedinduded
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L 250/28 Euroopa Liidu Teataja 30.9.2019

Tabel 7. Oliiviéli (rafineeritud oliividlist ja kiilmpressitud oliividlidest koosnev oliividli) - puhtusenduded
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Tabel 8. Tootlemata oliivijiidkoli — puhtusenduded
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Tabel 9. Rafineeritud oliivijiakdli — kvaliteedinduded
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Tabel 11. Rafineeritud oliivijidkali ja oliivijaikoli — puhtusenduded
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XII lisa muudetakse jargmiselt:

1) punkt 3.3 asendatakse jargmisega:

IV LISA

,3.3. Mirgistamiseks vajalik valikuline terminoloogia

Taotluse korral vdib hindamiskomisjoni esimees tdendada, et hinnatud 6lid vastavad médistetele ja viljendites esitatud

vahemikele ning tunnuste intensiivsuste ja nende tajumist markivatele omadussonadele.

Positiivsed tunnused (puuviljaline, mdru ja terav): Vastavalt tajumise intensiivsusele:

— tugev, kui tunnuse mediaan on suurem kui 6,0;

— keskmine, kui tunnuse mediaan on rohkem kui 3,0, kuid mitte iile 6,0;

— orn, kui tunnuse mediaan on kuni 3,0.

Puuviljalisus Olile iseloomulik haistmisaistingute kogum, mis sdltub oliivisordist ja tekib, kui oliivid on ol-
nud veatud ja virsked, ja milles ei domineeri ei roheline ega kiips puuviljalisus. Seda tuntakse
otse ja/voi retronasaalselt.

Roheline puuviljalisus Olile iseloomulik haistmisaistingute kogum, meenutab rohelisi puuvilju, sdltub oliivisordist
ja tekib, kui oliivid on olnud rohelised, veatud ja virsked. Seda tuntakse otse ja/vdi retrona-

saalselt.

Kiips puwviljalisus

Hsti tasakaalus

Olile iseloomulik haistmisaistingute kogum, meenutab kiipseid puuvilju, sdltub oliivisordist
ja tekib, kui oliivid on olnud veatud ja virsked. Seda tuntakse otse ja/vdi retronasaalselt.

Oli, mis ei ole tasakaalust viljas; selle all mdistetakse haistmis-, maitse- ja puuteaistingut,

mille puhul méru tunnuse mediaan ja terava tunnuse mediaan ei ole kdrgemad kui 2,0
punkti ile puuviljalisuse mediaani.

Mahe 6li Oli, mille puhul mdru ja terava tunnuse mediaan on kuni 2,0.

Omaduste loetelu vastavalt tajumise intensiivsusele:

Omadused, mille kohta antakse vilja orga-
noleptilise médramise sertifikaat.

Tunnuse mediaan

Puuviljalisus

Kiips puuviljalisus

Roheline puuviljalisus

Orn puuviljalisus <30
Keskmine puuviljalisus 3,0 <Me < 6,0
Tugev puuviljalisus >6,0
Orn kiips puuviljalisus <30
Keskmine kiips puuviljalisus 3,0 <Me<6,0
Tugev kiips puuviljalisus >6,0
Orn roheline puuviljalisus <30
Keskmine roheline puuviljalisus 3,0 <Me<6,0
Tugev roheline puuviljalisus >6,0
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Omadused, mille kohta antakse vilja orga- .
. o o Tunnuse mediaan
noleptilise madramise sertifikaat.
Orn mérudus < 3,0
Keskmine morudus 3,0 <Me < 6,0
Tugev morudus > 6,0
Orn teravus <30
Keskmine teravus 3,0 <Me < 6,0
Tugev teravus > 6,0
Hasti tasakaalus olev oli Méruduse tunnuse mediaan ja teravuse tunnuse mediaan ei ole kdrgemad
kui 2,0 punkti iile puuviljalisuse mediaani.

Mahe oli Mdruduse tunnuse mediaan ja teravuse tunnuse mediaan on kuni 2,0.%

2) punkt 9.4 asendatakse jirgmisega:
,9.4. Oli Klassifitseerimine

Oli klassifitseeritakse puuduste mediaani ja puuviljalisuse mediaani pohjal jirgnevalt esitatud kategooriatesse.
Puuduste mediaani késitatakse suurima intensiivsusega tajutud puuduse mediaanina. Puuduste mediaan ja
puuviljalisuse mediaan viljendatakse ithe kiimnendkoha tidpsusega.

Oli Kklassifitseerimisel vorreldakse puuduste mediaani ja puuviljalisuse mediaani vadrtust jirgmiste osutatud
etalonvahemike suhtes. Kdnealuste vahemike piirid on kindlaks mairatud meetodi viga arvesse vottes ning neid
loetakse seepdrast absoluutseteks. Arvutitarkvara vdimaldab klassifikatsiooni esitada statistikaandmete tabelina voi
graafiliselt.

a) Esimese kiilmpressi oliividli: puuduste mediaan on 0,0 ja puuviljalisuse mediaan on suurem kui 0,0.

b) Kilmpressitud oliividli: puuduste mediaan on suurem kui 0,0, kuid mitte ile 3,5, ja puuviljalisuse mediaan on
suurem kui 0,0.

¢) Lambidli: puuduste mediaan on iile 3,5 voi puuduste mediaan on kuni 3,5 ning puuviljalisuse mediaan on 0,0.

Markus 1. Kui moruduse ja/voi teravuse mediaan on suurem kui 5,0, margib hindamiskomisjoni juhataja seda
degusteerimise kohta antavas sertifikaadis.

Vastavuse kontrollimiseks tehtud hindamiste puhul tehakse proov. Vasturdikivustega hindamiste puhul tuleb analiitise
hinnata kaks korda erinevate hindamisseansside jooksul. Korduvanaliiiisi tulemused peavad olema statistiliselt
homogeensed. (Vt punkt 9.5.) Kui see nii ei ole, tuleb proovi uuesti kaks korda analiiiisida. Tunnuste mediaani 16plik
védrtus arvutatakse molema mediaani keskmise alusel.”
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V LISA

XVII lisa muudetakse jargmiselt:
1) punkt 5.1 asendatakse jargmisega:

,5.1. Heksaan voi alkaanide segu keemisvahemikuga 65-70 °C, destilleeritud labi rektifitseerimiskolonni. Heksaani
voib asendada isooktaaniga (kromatograafiliselt puhas 2,2,4-trimetiiiilpentaan), kui sellega saavutatakse
vorreldav tdpsus. Pdrast 100 ml lahuse aurustumist voib jadki kontrollida. N-heksaanist korgema
keemispunktiga lahustid aurustuvad aeglasemalt. Need on heksaani miirgisuse tottu siiski eelistatavad.”;

2) punkti 6.3.3 lisatakse jirgmine tekst:

,Mirkus 10. Kui stigmastadieene esineb 4 mg/kg iiletavas kontsentratsioonis, tuleb kvantifitseerimise vajaduse korral
kasutada rahvusvahelise oliivindukogu rafineeritud dlis stereenide médramise meetodit.”
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VI LISA

XVIII lisa muudetakse jargmiselt:
1) punkt 4.2.1 asendatakse jirgmisega:

,4.2.1. Kromatograafiliselt puhas petrooleeter keemistemperatuuriga 40-60 °C voi heksaan. Heksaani voib asendada
isooktaaniga (kromatograafiliselt puhas 2,2,4-trimetiiiilpentaan), kui sellega saavutatakse vorreldav tipsus. N-
heksaanist kdrgema keemispunktiga lahustid aurustuvad aeglasemalt. Need on heksaani miirgisuse tottu siiski
eelistatavad.”;

2) Lisatakse jargmine punkt 4.2.12:

,4.2.12. Heptaan, kromatograafiliselt puhas. Heptaani vdib asendada isooktaaniga (kromatograafiliselt puhas 2,2,4-
trimetiiiilpentaan).”
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VII LISA
WXIX LISA

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.

3.5.

3.6.
3.7.

3.8.

4.1.

STEROOLSE KOOSTISE  JA SISALDUSE ~ NING  ALKOHOLIUHENDITE MAARAMINE
KAPILLAARGAASIKROMATOGRAAFIAGA

KOHALDAMISALA

Meetod kirjeldab alkoholiithendite individuaalse ja iildsisalduse madramise menetlust oliividlides ja oliivijadkolides
ning nende kahe 0li segudes.

Oliividlides ja oliivijadkolides sisalduvate alkoholiithendite hulka kuuluvad alifaatsed alkoholid, steroolid ja
triterpeendialkoholid.

POHIMOTE

Oli, millele on sisestandardina lisatud a-kolestanooli ja 1-eikosanooli, seebistatakse kaaliumhiidroksiidiga
etanoolilahuses ja seebistumatud komponendid ekstraheeritakse etiiiileetriga.

Erinevate alkoholiithendite fraktsioonid eraldatakse seebistumatust ainest kas &hekihikromatograafia abil
silikageeli plaadil (baasmeetod) voi silikageeli kolonniga korgrohuvedelikkromatograafia abil. Silikageelist saadud
fraktsioon viiakse iile trimetiiiilsiliiileetriteks ja analiiiisitakse gaasikromatograafiliselt kapillaarkolonniga.

1. OSA

SEEBISTUMATU AINE VALMISTAMINE
KOHALDAMISALA

Kiesolevas osas kirjeldatakse seebistumatu aine valmistamist ja eraldamist. See holmab seebistumatu aine
valmistamist ja eraldamist oliivi- ning oliivijadkdlidest.

POHIMOTE

Katsekogus seebistatakse kaaliumhiidroksiidi etanoolilahuses piistjahutiga kolvis keetmise teel. Seebistumatu aine
eraldatakse dietiiiileetriga.

SEADMED

Kasutatakse tavalisi laboriseadmeid, eelkdige jargmisi:

timarapdhjaline piistjahutiga varustatud lihvithendustega 250 ml kolb;
500 ml jaotuslehter;

250 ml kolvid;

100 pl ja 500 pl mikrosiistlad;

silindriline poorse G3-filtriga (poori libimd6t 15-40 pm) filterlehter, libimddduga ligikaudu 2 c¢m ja siigavusega
5 ¢cm, mis sobib vaakumfiltrimiseks ja millel on lihvkern;

50 ml kooniline kolb klaaslihvmuhviga, mille saab tthendada filterlehtriga (punkt 3.5);
10 ml katseklaas koonusekujulise pdhja ja tihedalt sulguva klaaskorgiga;

kaltsiumdikloriidiga eksikaator.

REAGENDID

Kaaliumhiidroksiid, miinimumtiiter 85 %.



30.9.2019 Euroopa Liidu Teataja L 250/37

4.2. Kaaliumhiidroksiidi umbes 2 M etanoollahus.

130 g kaaliumhiidroksiidi (punkt 4.1) lahustatakse samal ajal seda jahutades 200 ml destilleeritud vees, mille jarel
lisatakse sellele etanooli (punkt 4.7) kuni ithe liitri mérgini. Lahust hoitakse dhukindlalt suletud tumedast klaasist
pudelites ja siilitatakse kuni kaks pdeva.

4.3.  FEtiileeter, analiiiitiliselt puhas.

4.4. Veevaba naatriumsulfaat, analtitiliselt puhas.

4.5.  Atsetoon, kromatograafiliselt puhas.

4.6.  Etiiileeter, kromatograafiliselt puhas.

4.7.  Etanool, analiiitiliselt puhas.

4.8.  Etiilatsetaat, analuitiliselt puhas.

4.9.  Sisestandardi a-kolestanool puhtusega iile 99 % (puhtust tuleb kontrollida gaasikromatograafilise analiiiisiga).
4.10. Sisestandardi kolestanooli 0,2 % lahus (mass/ruumala) etiiiilatsetaadis (4.8).

4.11. Fenoolftaleiini lahus etanoolis (punkt 4.7), 10 g/l.

4.12. 1-eikosanooli 0,1 % (mass/maht) lahus etiiiilatsetaadis (sisestandard).

5. MENETLUS

500 pl mikrosiistlaga (punkt 3.4) viiakse 250 ml kolbi (3.1) selline kogus a-kolestanooli sisestandardi lahust
(punkt 4.10) ja selline kogus 1-eikosanooli (4.12), mis sisaldab sellise koguse kolestanooli ja eikosanooli, mis
vastab umbes 10 %-le proovis olevast steroolide ja alkoholi kogusest. Nditeks 5 g oliividli proovi puhul lisatakse
500 pl a-kolestanooli lahust (4.10) ja 250 pl 1-eikosanooli lahust (4.12). Oliivijadkolide puhul lisatakse nii a-
kolestanooli lahust (4.10) kui ka 1-eikosanooli lahust (4.12) 1 500 pl. Aurutatakse ndrga limmastikuvoolu juures
soojal vesivannil kuivaks. Pdrast kolvi jahutamist kaalutakse samasse kolbi 5,00 + 0,01 g kuiva filtritud proovi.

Markus 1. Rohkesti kolesterooli sisaldavate loomsete voi taimsete Olide puhul voib ilmuda piik, mille
retentsiooniaeg on samasugune kui kolestanooli retentsiooniaeg. Sellisel juhul tuleb steroolifraktsiooni
analiiiisida kaks korda, sisestandardiga ja ilma.

Lisatakse 50 ml 2 M kaaliumhtidroksiidi etanoolilahust (punkt 4.2) ja veidi pimsitiikikesi, paigaldatakse pustjahuti
ja kuumutatakse tasasel keemisel kuni seebistumiseni (lahus muutub selgeks). Kuumutatakse veel 20 minutit,
secjarel lisatakse kondensaatori iilaosa kaudu 50 ml destilleeritud vett, eemaldatakse piistjahuti ning kolb
jahutatakse ligikaudu temperatuurini 30 °C.

Kolvi sisu kantakse kvantitatiivselt 500 ml jaotuslehtrisse (punkt 3.2), kasutades mitut portsjonit destilleeritud
vett (50 ml). Lisatakse ligikaudu 80 ml dietiiiileetrit (punkt 4.6), loksutatakse tugevasti umbes 60 sekundi jooksul,
vihendades tekkivat iilerdhku korrapdraselt jaotuslehtri imberpooramisega (kraan iilespoole) ja kraani avamisega.
Lastakse seista, kuni kaks faasi on tdielikult eraldunud (mérkus 2). Seejdrel lastakse seebilahus vdimalikult
tielikult teise jaotuslehtrisse. Vee-alkoholi faasi ekstraheeritakse samal viisil veel kaks korda, kasutades selleks
molemal korral 60-70 ml dietiiiileetrit (4.6).

Markus 2. Voimalikku emulsiooni saab 16hkuda viikse koguse etanooli (punkt 4.7) lisamisega.

Etitiileetri kolm ekstrakti valatakse kokku iihte jaotuslehtrisse, milles on 50 ml vett. Jitkatakse pesemist veega
(50 ml), kuni pesuvesi ei muutu enam roosaks, kui sellele lisatakse iiks tilk fenoolftaleiini lahust (4.11). Kui
pesuvesi on eemaldatud, filtritakse labi veevaba naatriumsulfaadi (4.4) eelnevalt kaalutud 250 ml kolbi, lehtrit ja
filtrit pestakse viikeste dietiiiileetri (punkt 4.6) kogustega.

Lahusti eemaldatakse vaakumdestillatsiooniga rotaatoril 30 °C juures. Lisatakse 5 ml atsetooni (4.5) ja
korvaldatakse lenduv lahusti tdielikult norga limmastikuvooluga. Jadki kuivatatakse kuivatuskapis temperatuuril
103 £ 2 °C juures 15 minutit. Jahutatakse eksikaatoris ja kaalutakse 0,1 mg tdpsusega.
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2. OSA
ALKOHOLIUHENDITE FRAKTSIOONIDE ERALDAMINE

1. KOHALDAMISALA

1. osas valmistatud seebistumatu aine eraldatakse erinevateks alkoholiithenditeks, alifaatseteks alkoholideks,
steroolideks ja triterpeendialkoholideks (eriitrodiool ja uvaool).

2. POHIMOTE

Seebistumatu aine eraldamiseks voib kasutada aluselist Shekihikromatograafiat (standardmeetod) ning kraapida ja
eraldada vastavad ribad. Alternatiivse eraldamise meetodina vdib kasutada silikageeli kolonni ja UV detektoriga
korgrohuvedelikkromatograafiat, kogudes erinevad fraktsioonid. Alifaatsed ja triterpeenalkoholid ning steroolid ja
triterpeendialkoholid eraldatakse koos.

3. SEADMED

Kasutatakse tavalisi laboriseadmeid, eelkdige jargmisi:
3.1.  koik seadmed Shekihikromatograafia tegemiseks 20 x 20 cm klaasplaatidel;
3.2.  ultraviolettlamp lainepikkusega 366 voi 254 nm;
3.3. 100 pl ja 500 pl mikrosiistlad;

3.4. silindriline poorse G3-filtriga (poori 1abimdot 15-40 pm) filterlehter, ldbimdoduga ligikaudu 2 cm ja siigavusega
5 ¢cm, mis sobib vaakumfiltrimiseks ja millel on lihvkern;

3.5. 50 ml kooniline kolb klaaslihvmuhviga, mille saab ithendada filterlehtriga (punkt 3.4);
3.6. 10 ml katseklaas koonusekujulise pdhja ja tihedalt sulguva klaaskorgiga;

3.7.  kaltsiumdikloriidiga eksikaator;

3.8.  korgrohuvedelikkromatograafia siisteem, millesse kuuluvad:

3.8.1. binaarne pump;

3.8.2. 200 pL injektsioonisilmusega varustatud kasi- voi automaatpihusti;

3.8.3. integreeritud degaseerija;

3.8.4. UV-Vis voi IR detektor;

3.9.  korgrohuvedelikkromatograafia kolonn (25 cm x 4 mm i.d.) silikageeliga 60 (osakese suurus 5 pm);
3.10. sistlafilter 0,45 pm;

3.11. 25 mlL kooniline kolb.

4. REAGENDID

4.1. Kaaliumhiidroksiid, miinimumtiiter 85 %.
4.2.  Kaaliumhiidroksiidi umbes 2 M etanoollahus.

130 g kaaliumhiidroksiidi (punkt 4.1) lahustatakse samal ajal seda jahutades 200 ml destilleeritud vees, mille jarel
lisatakse sellele etanooli (punkt 4.9) kuni ithe liitri margini. Lahust hoitakse dhukindlalt suletud tumedast klaasist
pudelites ja siilitatakse kuni kaks pdeva.

4.3.  Etiileeter, analiiiitiliselt puhas.
4.4. Kaaliumhiidroksiidi umbes 0,2 M etanoollahus.

13 g kaaliumhiidroksiidi (4.1) lahustatakse 20 ml destilleeritud vees ning tdiendatakse etanooliga (4.9) kuni ithe
liitri margini.

4.5. 0,25 mm silikageelikihiga klaasplaadid (20 x 20 cm), fluorestsentsindikaatorita (miitigil kasutusvalmina).

4.6.  Atsetoon, kromatograafiliselt puhas.
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4.7.  N-heksaan, kromatograafiliselt puhas.
4.8.  Etiiiileeter, kromatograafiliselt puhas.
4.9.  Etanool, analiiitiliselt puhas.

4.10. Etiilatsetaat, analiiitiliselt puhas.

4.11. Ohekihikromatograafia vordluslahus: kolesterool, fiitosteroolid, alkoholid ja eriitrodiooli 5 % lahus etiiiilatsetaadis
(4.10).

4.12. 2,7-deklorofluorestseiini 0,2 % lahus etanoolis. Muudetakse kergelt aluseliseks mdne tilga kaaliumhiidroksiidi 2 M
alkohollahuse lisamisega (4.2).

4.13. N-heksaani (4.7)/dietiiiileetri (4.8) segu 65:35 (maht/maht).

4.14. Korgrohuvedelikkromatograafia liikuva faasi n-heksaani (4.7)/dietiiiileetri (4.8) segu 1:1 (maht/maht).

5. STANDARDMEETOD: ALKOHOLIUHENDITE ERALDAMINE ALUSELISE OHEKIHIKROMATOGRAAFIA PLAADIGA

Aluseliste Shekihikromatograafia plaatide valmistamine Silikageeliplaadid (4.5) kastetakse umbes 4 cm ulatuses
10 sekundiks 0,2 M kaaliumhiidroksiidi etanoolilahusesse (4.4), lastakse kaks tundi tdmbekapis kuivada ning
16puks asetatakse itheks tunniks kuivatuskappi temperatuurile 100 °C.

Silikageeliplaadid véetakse kuivatuskapist vilja ja hoitakse kuni kasutamiseni kaltsiumkloriidi kohal eksikaatoris
(3.7) (selliselt toodeldud plaatide kdlblikkusaeg on 15 pieva).

Heksaani-diettiiileetri segu (punkt 4.13) (mdrkus 3) pannakse ilmutusndusse, nii et kihi siigavus oleks ligikaudu
1 cm. Nou suletakse sobiva kaanega ning jdetakse umbes pooleks tunniks jahedasse kohta seisma, et tekiks
vedeliku ja auru tasakaal. Ilmutusndu siseseintele voib kinnitada filterpaberi ribad, mis ulatuvad eluendini. See
vihendab ilmutusaega ligikaudu kolmandiku vdrra ning komponentide elueerumine on ihtlasem ja
korrapirasem.

Markus 3. Tiielikult korratavate elueerimistingimuste saavutamiseks tuleb igaks katseks vdtta uus ilmutussegu.
Alternatiivse lahustina vdib kasutada n-heksaani-dietiiiileetri segu 50:50 (maht/maht).

Valmistatakse 1. osas valmistatud seebistumatute ainete ligikaudu 5 % lahus etiiilatsetaadis (punkt 4.10) ja
kantakse 100-mikroliitrise mikrosiistlaga (3.3) 0,3 ml seda lahust kitsa ja iihtlase ribana kromatograafiaplaadile
(4.5) alumisest servast 2 cm korgemale. Selle ribaga samale joonele kantakse 2-3 pl materjali vordluslahust
(4.11), et sterooli ja triterpeendialkoholide voondit oleks vdimalik parast ilmutamist identifitseerida.

Plaat pannakse ilmutusndusse (3.1). Ruumitemperatuur tuleks hoida vahemikus 15-20 °C (mirkus 4).
Imutusndu suletakse kohe kaanega ning plaadil lastakse elueeruda, kuni lahusti jouab umbes 1 cm kaugusele
plaadi tilemisest servast. Plaat vdetakse ilmutusndust vilja ning lahusti aurustatakse kuuma Shu voolus voi jittes
selle lithikeseks ajaks tdmbekappi.

Markus 4. Korgem temperatuur voib eraldumist halvendada.

Plaadile pihustatakse kergelt ja tithtlaselt 2,7-diklorofluorestseiini lahust (punkt 4.12) ja lastakse kuivada. Kui
plaati vaadeldakse ultraviolettvalguses (3.2), on steroolide, triterpeendialkoholide ja alkoholide v66ndid voimalik
dra tunda nende asukoha vordlemisest vordluslahuse (punkt 4.11) puhul saadud laikudega. Véo6ndite piirid
mirgitakse musta pliiatsiga mooda fluorestsentsi servi (vt Shekihikromatograafia plaat joonisel 1).

Metallspaatliga kraabitakse mirgistatud alalt maha silikageel. Kraapimisega saadud peenestatud materjal pannakse
filterlehtrisse (3.4). Lisatakse 10 ml kuuma etiiiilatsetaati (4.10), segatakse hoolikalt metallspaatliga ja filtritakse
(vajadusel vaakumis), seejirel kogutakse filtraat filterlehtriga tthendatud koonilisse kolbi (3.5).

Jaaki pestakse kolm korda dietiiiileetriga (4.3) (iga kord umbes 10 ml) ning filtraat kogutakse samasse lehtriga
tthendatud kolbi; filtraat aurustatakse kokku ligikaudu 4-5 milliliitrini; jadklahus kantakse eelnevalt kaalutud
10 ml katseklaasi (3.6), aurustatakse ettevaatliku soojendamisega ndrga limmastikuvoolu all kuivaks, lahustatakse
uuesti mone tilga atsetooniga (4.6) ning aurustatakse uuesti kuivaks. Katseklaasis olev jadk koosneb steroolide ja
triterpeendialkoholide voi alkoholide ja triterpeenalkoholide fraktsioonist.
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3.1.

3.2

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.3.

3.4.

4.1.

4.2.

4.3.

ALKOHOLIFRAKTSIOONI ERALDAMINE KORGROHUVEDELIKKROMATOGRAAFIA ABIL

1. osas saadud seebistumatu aine lahustatakse 3 milliliitris liikuvas faasis (4.14), lahus filtritakse siistlafiltriga
(3.10) ja hoitakse alles.

200 pl filtritud seebistumatu aine lahust sisestatakse kdrgrohuvedelikkromatograafi (3.8).

Tehakse korgrohuvedelikkromatograafiline eraldamine kiirusega 0,8 ml/min, jdetakse korvale esimesed 5 minutit
ning kogutakse saadust 25 ml koonilistesse kolbidesse (3.11) alifaatsete alkoholide ja triterpeenalkoholide jaoks
5.-10. minutil ning steroolide ja eriitrodiooli ja uvaooli jaoks 11.-25. minutil (markus 5).

Eraldamist saab jdlgida UV detektoriga 210 nm lainepikkustel v6i murdumisnditajadetektoriga (vt joonis 6).
Fraktsioonid aurutatakse kuivaks ning valmistatakse ette kromatograafiliseks analiiiisiks.

Markus 5. Korgrohuvedelikromatograafia pumba rohku tuleb hoolikalt kontrollida, sest etiiiileeter voib rdhku
suurendada; kohandage voolu, et hoida rdhk kontrolli all.

3. OSA

ALKOHOLIUHENDITE FRAKTSIOONIDE GAASIKROMATOGRAAFILINE ANALUUS
KOHALDAMISALA

Selles osas antakse tildiseid suuniseid kapillaarkolonniga gaasikromatograafia tegemiseks kdesoleva meetodi 2. osa
kirjeldatud meetodil eraldatud alkoholiithendite kvalitatiivse ja kvantitatiivse koostise madramiseks.

POHIMOTE

Seebistumatust ainest Shekihikromatograafia voi korgrohuvedelikkromatograafia teel kogutud fraktsioonid viiakse
ile trimetiiilsiliileetriteks ja neid analiiiisitakse kromatograafiliselt jaotatud voolu ja leekionisatsioondetektoriga
kapillaarkolonni abil.

SEADMED

Kasutatakse tavalisi laboriseadmeid, eelkdige jargmisi:
10 ml katseklaas koonusekujulise pdhja ja tihedalt sulguva klaaskorgiga;

gaasikromatograaf, millel saab tootada kapillaarkolonniga ja millel on jaotatud vooluga injektorseade, mis
koosneb jirgmistest seadistest:

termostateeritav kolonnikamber, mis hoiab ndutavat temperatuuri tipsusega + 1 °C;
reguleeritava temperatuuriga injektorseade persilaniseeritud klaasist aurustiga ja jaotatud voolu siisteemiga;
leekionisatsioondetektor;

andmekogumissiisteem, mis sobib kasutamiseks koos leekionisatsioondetektoriga (3.10.3), millel on kasitsi
integreerimise vdimalus;

sulatatud rdnidioksiidist kapillaarkolonn, mille pikkus on 20-30 m, sisediameeter 0,25-0,32 mm, iileni kaetud
tihtlase 0,10-0,30 pum paksuse 5 % difentiiil- ja 95 % dimetiiiilpoliisiloksaani kihiga (statsionaarne faas SE-52 voi
SE-54 voi samavéarne).

Mikrosiistal (maht 10 pl) gaasikromatograafia jaoks, liimitud ndelaga, mis sobib jaotatud voolu siistideks.

REAGENDID

Veevaba piiridiin kromatograafiliselt puhas.
Heksametiiiildisilasaan, analiiiitiliselt puhas.

Trimetiiiilklorosilaan, analiiitiliselt puhas.
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4.4.  Sterooltrimetiiiilsilitiileetrite vordluslahused. Valmistatakse kasutamise ajal steroolidest ja eriitrodioolist, mis on
saadud neid sisaldavatest olidest.

4.5.  Alifaatsete C20- kuni C28-alkoholide trimetiiiilsiliiiileetrite standardlahused. Need voib valmistada puhaste
alkoholide segudest vahetult enne kasutamist.

4.6. Kandegaas: gaasikromatograafiliselt puhas vesinik voi heelium.
4.7.  Abigaasid: vesinik, heelium, limmastik ja dhk, gaasikromatograafiliselt puhtad.

4.8.  Siluilimisreaktiiv, mis kujutab endast piiridiini-heksametiiiildisilasaani-trimetiiiilklorosilaani segu vahekorras 9:3:1
(maht/maht/maht).

4.9.  N-heksaan, kromatograafiliselt puhas.

5. TRIMETUULSILUULEETRITE VALMISTAMINE

Katseklaasi (3.1), mis sisaldab alkoholiithendi fraktsiooni, lisatakse siltiiilivat reagenti (4.8) (mérkus 6) vahekorras
50 pl iga alkoholiithendi milligrammi kohta, viltides niiskuse tekkimist (mérkus 7).

Markus 6. Kasutusvalmis lahused on kaubanduslikult kittesaadavad. Muiigil on ka muud siliiilivad reagendid,
nditeks bistrimetiiilsiliitiltrifluoratsetamiid + 1 % trimetiitilklorosilaani, mida tuleb lahjendada sama
mahu veevaba piiridiiniga. Piiridiini voib asendada sama koguse atsetonitriiliga.

Markus 7. Tekkida voiv kerge opalestents on normaalne ja ei sega méddramist. Valge helbe tekkimine voi roosa
vdrvuse ilmumine nditab niiskuse esinemist vdi reagendi riknemist. Kui see juhtub, tuleb katset korrata
(ainult juhul, kui kasutatakse heksametiiiildisilasaan/trimetiiiilklorosilaani).

Katseklaas suletakse korgiga (3.1) ning loksutatakse ettevaatlikult (ilma iimber pooramata), kuni ithendid on
taielikult lahustunud. Lastakse toatemperatuuril seista vahemalt 15 minutit ning seejirel tsentrifuugitakse paar
minutit. Selge lahus on valmis gaasikromatograafiliseks analiiiisiks.

6. GAASIKROMATOGRAAFILINE ANALUUS

6.1.  Ettevalmistused, kapillaarkolonni konditsioneerimine.

Gaasikromatograafi kolonni (3.3) algus tthendatakse jaotatud vooluga injektorseadmega ja 16pp detektoriga.

Tehakse gaasikromatograafi iildine kontroll (lekked gaasiliidetes, detektori, jaotussiisteemi ja registreerimissiisteemi
toimimine jne).

Kui kolonni kasutatakse esimest korda, on vaja see tooreziimi viia: kolonni ennast voolutatakse ndrga
gaasivooluga, siis lillitatakse sisse gaasikromatograafia plokk ja hakatakse jark-jargult tdstma temperatuuri, kuni
see on vihemalt 20 °C ile tootemperatuuri (markus 8). Seda temperatuuri hoitakse vihemalt kaks tundi, mille
jarel pannakse terve seade tOOreZiimi (gaasi juurdevoolu ja jaotuse reguleerimine, leegi siilitamine,
arvutussiisteemiga ithendamine, kolonni, detektori ja injektori temperatuuri kohandamine jne) ning signaali
tundlikkus reguleeritakse vihemalt kaks korda suuremaks, kui analiiiisi tegemiseks kavandatud. Nulljoon peab
olema lineaarne, ilma igasuguste piikideta, ja see ei tohi triivida. Negatiivne sirgjooneline triiv osutab lekkele
kolonniithendustes; positiivne triiv osutab kolonni puudulikule ettevalmistamisele.

Markus 8. Kolonni konditsioneerimisel on temperatuur kasutatava vedelfaasi maksimaalsest temperatuurist
vdhemalt 20 °C madalam.
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6.2. Katsetingimused

Temperatuuriprogramm ja kandegaasi vool optimeeritakse nii, et saadakse joonistel 3 kuni 6 esitatuga sarnased

kromatogrammid.

Jargmisi parameetreid on katsetatud ja leiti, et need on kasulikud.

6.2.1. Alifaatsed alkoholid

Ahjuprogramm 180 °C (8 min.) — 260 °C (kiirusega 5 °C/min) — 260 °C (15 min)

Injektori temperatuur 280 °C

Detektori temperatuur 290 °C

Kandegaasi voolu lineaarkiirus heelium 20-30 cm/s, vesinik 30-50 cm/s

Jaotatud voolu suhe 1:50 kuni 1:100

Injekteeritud maht 0,5-1 pl trimetiiiilsiliiiileetrite lahust

6.2.2. Sterool ja triterpeendialkoholid

Ahjuprogramm 260 * 5 °C isotermiline

Injektori temperatuur 280-300 °C

Detektori temperatuur 280-300 °C

Kandegaasi voolu lineaarkiirus heelium 20-30 cm/s, vesinik 30-50 cm/s

Jaotatud voolu suhe 1:50 kuni 1:100

Injekteeritud maht 0,5-1 pl trimetiitilsilitiileetrite lahust

Olenevalt kolonni ja gaasikromatograafi omadustest v3ib neid tingimusi muuta, nii et kromatogrammid vastaksid

jargmistele nduetele:

— (C26-alkoholi retentsiooniaeg on 18 + 5 minutit,

— (22-alkoholi piik on oliividli puhul 80 + 20 % ja oliivijadkdli puhul 40 £ 20 % skaala tdisskaalast,

— f-sitosterooli piigi retentsiooniaeg peaks olema 20 + 5 minutit,

— kampesterooli piik peaks olema: oliividli puhul (keskmine sisaldus 3 %) 20 = 5 % téisskaalast;

— kaik proovis sisalduvad steroolid peavad olema eraldatud. Lisaks sellele peavad piigid olema ka taielikult
eraldunud — see tihendab, et piigi jilg peab enne jirgmise piigi juurde liikkumist minema tagasi piigi
nulljoonele. Puudulik lahutus on siiski lubatud tingimusel, et piiki suhtelise retentsiooniaja 1,02 juures
(sitostanool) on vdimalik modta risti.

6.3. Analiisi kaik

10 pl mikrosiistlasse (3.4) tdommatakse 1 pl heksaani, seejirel 0,5 pl 6hku ning 16puks 0,5-1 pl proovilahust.
Sustla kolbi tdmmatakse tagasi, nii et ndel oleks tithi. Noel surutakse 14bi injektorseadme membraani ning ithe
vOi kahe sekundi parast siistitakse kiiresti, seejirel tommatakse ndel umbes viie sekundi parast aeglaselt vilja.
Voib kasutada ka automaatset injektorit.

Registreerimist jitkatakse, kuni koik proovis sisalduvad triterpeendialkoholide trimetiiiilsilitiileetrid on tdielikult
elueeritud. Nulljoon peab kogu aeg vastama to6tingimuste nduetele (6.2.1 voi 6.2.2).
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6.4. Piikide mddramine
Piigid méératakse retentsiooniaja pohjal ning samadel tingimusel analiiiisitud alifaatsete alkoholide ja triterpeenal-
koholide segu voi steroolide ja triterpeendialkoholide trimetiitilsiliitileetrite segu piikidega vordlemise teel. Uks
alifaatsete ja triterpeenalkoholide fraktsiooni kromatogramm on esitatud joonisel 3 ning vastavad steroolide ja
triterpeendialkoholide kromatogrammid on esitatud joonisel 2.
Alifaatsed alkoholid viljuvad kolonnist jirgmises jirjekorras: C20-ool (LS.), C22-00l, C23-o0l, C24-o00l, C25-00l,
C26-o00l, C27-00l ja C28-o0l.
Steroolid ja triterpeendialkoholid viljuvad kolonnist jargmises jirjekorras: kolesterool, brassikasterool, ergosterool,
24-metiileen-kolesterool, kampesterool, kampestanool, stigmasterool, A7-kampesterool, A5,23-stigmastadienool,
klerosterool, R-sitosterool, sitostanool, A5-avenasterool, A5,24-stigmastadienool, A7-stigmastenool, A7-
avenasterool, eriitrodiool ja uvaool.

6.5. Kvantitatiivne hindamine
1-eikosanooli ja alifaatsete alkoholide C22, C24, C26, C28 piikide pindalad arvutab andmekogumissiisteem. 1-
eikosanooli kalibreerimistegur voetakse vordseks 1-ga.
Arvutatakse a-kolestanooli ja sterooli ning triterpeendialkoholide piikide pindalad, kasutades arvutussiisteemi.
Arvestamata jdetakse nende iihendite piigid, mida ei ole tabelis 1 loetletud (ergosterooli ei tohi arvestada). a-
kolestanooli kalibreerimistegur vdetakse vordseks 1-ga.
Iga alkoholiiihendi kontsentratsioon milligrammides kilogrammi rasvaine kohta arvutatakse jargmiselt:

alkoholiithend x = 2™ 1 0go
A, X

kus:
A, = alkoholiithendi x piigi pindala arvutamissiisteemi iihikutes;
A, = l-eikosanooli/a-kolestanooli piigi pindala arvutamissiisteemi iihikutes;
m, = lisatud 1-eikosanoolija-kolestanooli mass milligrammides;
m = mddramisel kasutatud proovi mass grammides.

7. TULEMUSTE ESITAMINE

Uksikute alifaatsete alkoholide ja triterpeenalkoholide kontsentratsioonid esitatakse milligrammides kilogrammi
rasvaine kohta ning nende summa esitatakse alifaatsete alkoholide tildsisaldusena. Uldsisaldus on C22, C24, C26
ja C28 summa.

Iga iiksiku alkoholiithendi sisaldus tuleks viljendada ithe kiimnendkoha tipsusega.
Steroolide iildsisaldus viljendatakse ilma komakohtadeta.

Iga sterooli protsent arvutakse vastava piigi pindala ja steroolide piikide kogupindala suhtena.

sterool x = Ax x 100
TA

kus:

A_ = sterooli x piigi pindala;

X

A = steroolide piikide kogupindala.

Niiline  f-sitosterool: ~A5,23-stigmastadienool + klerosterool + f-sitosterool + sitostanool + A5-
avenasterool + A5,24-stigmastadienool.
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Arvutatakse eriitrodiooli ja uvaooli protsendiline sisaldus:

eriitrodiool + uvaool = Ayt A 100
T
kus:
A, = eriitrodiooli piigi pindala arvutamissiisteemi ithikutes;
Ay, = uvaooli piigi pindala arvutamissiisteemi ithikutes;
3. = sterooli + eriitrodiooli + uvaooli summa arvutamissiisteemi ithikutes.

Lisaks iiksikute steroolide ja triterpeendialkoholide suhtelise sisalduse ning steroolide iildsisalduse arvutamisele
tuleb arvutada eriitrodiooli ja uvaooli sisaldus ning nende summa milligrammides rasvaine kilogrammi kohta,
esitades need jargmise kohaselt:

Ap X mg

Eriitrodiool = x 1000
s
Uvaool = Ag XM, 1000
kus: S
A, = eriitrodiooli piigi pindala arvutamissiisteemi ithikutes;
Ay, = uvaooli piigi pindala arvutamissiisteemi ithikutes;
A, = a-kolestanooli piigi pindala arvutamissiisteemi ithikutes;
m, = lisatud a-kolestanooli mass milligrammides;

m = mdadramisel kasutatud proovi mass grammides.
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Liide

Siisivesinikud
a-tokoferool
Prenoolid
Triterpeenalkoholid
Alifaatsed alkoholid
Metiiiilsteroolid
Steroolid
Triterpeendialkoholid
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Joonis 1 - oliivijadkalist saadud seebistumatu fraktsiooni ohekihikromatogramm, mida on elueeritud kaks korda
heksaani/diettitileetriga (65:35), ilmutatud SO4H2-ga (50 %) ning kuumutatud. Kraabitavad ribad on ristkiiliku piires, 1
on alifaatsete alkoholide ribad ning 2 steroolide ja triterpeendialkoholide ribad.

I tabel. Steroolide suhtelised retentsiooniajad

Suhteline retentsiooniaeg
Piik Identifitseerimisandmed
SE 54 kolonn SE 52 kolonn
1 Kolesterool A-5-kolesteen-3£-o0l 0,67 0,63
2 Kolestanool 5a-kolestan-3£-o0l 0,68 0,64
3 Brassikasterool [24S]-24-metiiiil-A-5,22-kolestadieen-3f- 0,73 0,71
ol
* Ergosterool [24S]-24-metiiiil-A-5,7,22 kolestadieen- 0,78 0,76
3p-ol
4 24-metiileen-kolesterool | 24-metiileen-A-5,24-kolestadieen-3£-001 0,82 0,80
5 Kampesterool (24R)-24-metiiiil-A-5-kolesteen-38-00l 0,83 0,81
6 Kampestanool (24R)-24-metiiiil-kolestaan-3£-o0l 0,85 0,82
7 Stigmasterool (24S)-24-etiiiil-A-5,2 2-kolestadieen- 35- 0,88 0,87
ool
8 A-7-kampesterool (24R)-24-metiiiil-A-7-kolesteen-3£-00l 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienool | (24R,S)-24-etiiiil-A-5,23-kolestadieen-38- 0,95 0,95
ool
10 Klerosterool (24S)-24-etiiiil-A-5,2 5-kolestadien-3£3-00l 0,96 0,96
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Suhteline retentsiooniaeg
Piik Identifitseerimisandmed
SE 54 kolonn SE 52 kolonn
11 R-sitosterool (24R)-24-etiiiil-A-5-kolesteen-3£3-00l 1,00 1,00
12 Sitostanool 24-etiiiil-kolestaan-3£-o0l 1,02 1,02
13 A-5-avenasterool (24Z)-24-etiilideen-A-kolesteen-313-ool 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienool | (24R,S)-24-etiiiil-A-5,24-kolestadieen-31- 1,08 1,08
ool

15 A-7-stigmastenool (24R,S)-24-etiiiil-A-7-kolesteen-3£3-00l 1,12 1,12
16 A-7-avenasterool (24Z)-24-etiilideen-A-7-kolesteen-3£-00l 1,16 1,16
17 Eriitrodiool 5a-olean-12-en-34,28-diool 1,41 1,41
18 Uvaool A12-urseen-3, 28-diool 1,52 1,52
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Joonis 2 - rafineeritud oliividli sterooli ja triterpeendialkoholide leekionisatsioon-gaasikromatograafiline profiil. (1)
Kolesterool, (2) a-kolestanool (L.S.), (3) 24-metiileenkolesterool, (4) kampesterool, (5) kampestanool, (6) stigmasterool, (7)
A5,23-stigmastadienool, (8) klerosterool, (9) f-sitosterool, (10) sitostanool, (11) A5-avenasterool, (12) A5,24-
stigmastadienool, (13) A7-stigmastenool, (14) A7-avenasterool, (15) eriitrodiool, (16) uvaool.
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Joonis 3 — lambidli sterooli ja triterpeendialkoholide leekionisatsioon-gaasikromatograafiline profiil. (1) Kolesterool, (2)
a-kolestanool (LS.), (3) brassikasterool, (4) 24-metiileenkolesterool, (5) kampesterool, (6) kampestanool, (7) stigmasterool,
(8) A7-kampesterool, (9) A5,23-stigmastadienool, (10) klerosterool, (11) p-sitosterool, (12) sitostanool, (13) A5-
avenasterool, (14) A5,24-stigmastadienool, (15) A7-stigmastenool, (16) A7-avenasterool, (17) eriitrodiool, (18) uvaool.
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Joonis 4 — oliividli alifaatsete alkoholide ja triterpeenalkoholide leekionisatsioon-gaasikromatograafiline profiil. (LS.)
C20-o00l, (1) C22-00], (2) C24-00], (3) C26-00l, (4) C28-00], (5) triterpeenalkoholid.
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Joonis 5 - rafineeritud oliividli ja teistkordselt tsentrifuugitud oliividli alifaatsete alkoholide ja triterpeenalkoholide
leekionisatsioon-gaasikromatograafiline profiil. (I.S.) C20-ool, (1) C22-o0l, (2) C24-o00l, (3) C26-00l, (4) C28-00l, (5)

triterpeenalkoholid.
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Joonis 6 — kdrgrohuvedelikkromatograafiliselt UV detektori abil eraldatud oliividli seebistumatu aine korgrohuvedelik-
kromatogramm. (1) Alifaatsed ja triterpeenalkoholid; (2) steroolid ja triterpeendialkoholid.
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