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REGOLAMENT TA’ IMPLIMENTAZZJONI TAL-KUMMISSJONI (UE) 201 9/ 1604
tas-27 ta’ Settembru 2019

li jemenda r-Regolament (KEE) Nru 2568/91 dwar il-karatteristi¢i taz-zejt taz-zebbuga u I-fdal taz-
zejt taz-zebbuga u dwar il-metodi ta’ analizi rilevanti

IL-KUMMISSJONI EWROPEA,
Wara li kkunsidrat it-Trattat dwar il-Funzjonament tal-Unjoni Ewropea,

Wara li kkunsidrat ir-Regolament (UE) Nru 1308/2013 tal-Parlament Ewropew u tal-Kunsill tas-17 ta’ Dicembru 2013 li
jistabbilixxi organizzazzjoni komuni tas-swieq fi prodotti agrikoli u li jhassar ir-Regolamenti tal-Kunsill (KEE)
Nru 922/72, (KEE) Nru 234/79, (KE) Nru 1037/2001 u (KE) Nru 1234/2007 ('), u b'mod partikolari l-punt (d) tal-
ewwel paragrafu tal-Artikolu 91 tieghu,

Billi:

(1)  Ir-Regolament tal-Kummissjoni (KEE) Nru 256891 () jiddefinixxi l-karatteristici fizikokimici u organolettici taz-
zejt taz-zebbuga u taz-zejt mir-residwi taz-zebbug u jistabbilixxi l-metodi ghall-valutazzjoni ta’ dawk il-karatte-
ristici.

(2)  Il-metodi u l-valuri ta’ limitu ghall-karatteristiki taz-zjut ghandhom jigu aggornati abbazi tal-opinjoni tal-esperti
kimi¢i u skont il-hidma mwettqa fi hdan il-Kunsill Internazzjonali taz-Zebbug (I-10C).

(3)  Sabiex tigi zgurata l-implimentazzjoni fil-livell tal-Unjoni tal-aktar standards internazzjonali ricenti li gew
stabbiliti mill-IOC, ¢erti metodi ta’ analizi stabbiliti fir-Regolament (KEE) Nru 2568/91 ghandhom jigu aggornati.

(4)  L-istandard tal-Kummer¢ tal-IOC gie emendat fir-rigward tal-espressjoni tal-limitu tal-acidita libera, tal-valur tal-
perossidu, tal-evalwazzjoni organolettika (il-medjan tad-difett u I-valur medjan tal-attribut tat-toghma tal-frott)
u tad-differenza bejn ECN42 (HPLC) u ECN42 (kalkolu teoretiku) ghall-konsistenza mal-valuri ta’ precizjoni tal-
metodu analitiku.

(5)  Fkonformita mal-Artikolu 2a(5) tar-Regolament (KEE) Nru 2568/91, l-Istati Membri ghandhom jivverifikaw jekk
kampjun taz-zejt taz-zebbuga jkunx konsistenti mal-kategorija ddikjarata billi jigu vverifikati l-karatteristici
stabbiliti fl-Anness I ta’ dak ir-Regolament jew fkull ordni jew skont l-ordni stabbilita fdijagramma tad-decizjo-
nijiet stabbilita fl-Anness Ib tieghu.

(6)  Fid-dawl tal-izviluppi ricenti, huwa xieraq li jigu aggornati t-tabelli fl-Anness Ib tar-Regolament (KEE)
Nru 2568/91 u l-appendici tieghu kif xieraq. Jidher ukoll li t-terminu “dijjagramma sekwenzjali” huwa aktar xieraq
mit-terminu “dijagramma tad-decizjonijiet” fid-dawl tal-kontenut ta’ dak I-Anness Ib.

(7)  I-punt 9.4 tal-Anness XII tar-Regolament (KEE) Nru 2568/91 jiddefinixxi l-medjan tad-difetti bhala l-medjan tad-
difett innutat bl-akbar intensita. Fil-kuntest ta’ kontrovalutazzjonijiet u minhabba li bordijiet differenti jridu
jivvalutaw il-konformita taz-zejt, ghandu jigi ccarat li d-decizjoni dwar il-konformita tal-karatteristici ta’ Zejt tal-
kategorija ddikjarata hija relatata biss mal-valur medjan tad-difett ewlieni, irrispettivament min-natura tieghu.

(8)  Ir-Regolament (KEE) Nru 256891 ghandu ghaldagstant jigi emendat skont dan.

(9)  I-mizuri previsti fdan ir-Regolament huma skont l-opinjoni tal-Kumitat ghall-Organizzazzjoni Komuni tas-Swieq
Agrikoli,

ADOTTAT DAN IR-REGOLAMENT:

Artikolu 1

Ir-Regolament (KEE) Nru 256891 huwa emendat kif gej:
(1) L-Artikolu 2 huwa emendat kif gej:
(a) il-punt (l) tal-paragrafu (1) huwa sostitwit b’dan li gej:
“() biex jigu ddeterminati l-kompozizzjoni u l-kontenut tal-isteroli, u biex jigu ddeterminati l-komposti

alkoholici, permezz tal-kromatografija b'fazi gassuza fkolonna kapillari, il-metodu spjegat fl-Anness XIX”;

() GUL 347,20.12.2013,p. 671.
() Ir-Regolament tal-Kummissjoni (KEE) Nru 2568/91 tal-11 ta’ Lulju 1991 dwar il-karatteristici taz-zejt taz-zebbuga u I-fdal taz-zejt taz-
zebbuga u dwar il-metodi ta’ analizi rilevanti (GUL 248, 5.9.1991, p. 1).
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(b) it-tielet subparagrafu tal-paragrafu 2 huwa sostitwit b’dan li gej:

“Jekk il-bord ma jikkonfermax il-kategorija ddikjarata fir-rigward tal-karatteristici organolettici, fuq talba tal-
parti interessata, l-awtoritajiet nazzjonali jew ir-rapprezentanti taghhom ghandhom iwettqu zewg kontrovalu-
tazzjonijiet permezz ta’ bordijiet approvati ohrajn minghajr dewmien. Mill-inqas wiehed mill-bordijiet ghandu
jkun bord approvat mill-Istat Membru produttur koncernat. Il-karatteristici kkoncernati ghandhom jitgiesu
konformi mal-karatteristici ddikjarati jekk iz-zewg kontrovalutazzjonijiet jikkonfermaw il-grad iddikjarat. Jekk
dan ma jkunx il-kaz, irrispettivament mit-tip ta’ difetti determinati matul il-kontrovalutazzjonijiet, il-klassifi-
kazzjoni ghandha tigi ddikjarata bhala inkonsistenti mal-karatteristici u l-parti interessata ghandha tkun
responsabbli ghall-ispejjez tal-kontrovalutazzjonijiet.”;

(2) il-punt (b) tal-Artikolu 2a(5) huwa sostitwit b'dan li gej:

“(b) wara l-ordni stabbilita fl-Anness Ib fuq id-dijagramma sekwenzjali, sakemm tintlahaq wahda mid-decizjonijiet
li jidhru fid-dijagramma sekwenzjali.”;

(3) it-tabella “Sommarju tal-ANNESSI” hija sostitwita bit-tabella tal-Anness I ta’ dan ir-Regolament;
(4) 1-Anness I jinbidel bit-test tal-Anness II ta’ dan ir-Regolament;
(5) il-Punt 2.1 tal-Anness Ia huwa sostitwit b’dan li gej:

“2.1. Kull kampjun primarju ghandu jinqasam mill-gdid fkampjuni tal-laboratorju, skont il-punt 2.5 tal-istandard
EN ISO 5555, u jigi analizzat fl-ordni moghtija fid-dijagramma sekwenzjali stipulata fl-Anness Ib jew fxi
ordni aleatorja ohra.”;

(6) 1-Anness Ib jinbidel bit-test tal-Anness III ta’ dan ir-Regolament;
(7) 1-Anness V jithassar;
(8) il-punt 4.2 tal-Anness VII huwa sostitwit b’dan li gej:

“4.2. n-hexane (grad ta’ kromatografija). L-ezan jista’ jigi sostitwit bl-iso-ottan (2,2,4-trimetil pentan fi grad tal-
kromatografija), dejjem jekk jinkisbu valuri ta’ prec¢izjoni komparabbli.”;

(9) l-Anness XII hu emendat skont 1-Anness IV ta’ dan ir-Regolament;
(10) l-Anness XVII huwa emendat fkonformita mal-Anness V ta’ dan ir-Regolament;
(11) 1-Anness XVIII hu emendat fkonformita mal-Anness VI ta’ dan ir-Regolament;
(12) I-Anness XIX huwa sostitwit bit-test tal-Anness VII ta’ dan ir-Regolament;
(13) il-punt 4.2 tal-Anness XX huwa sostitwit b'dan li gej:

“4.2. n-essan, grad ta’ kromatografija jew grad tal-fdal. L-ezan jista’ jigi sostitwit bl-iso-ottan (2,2,4-trimetil pentan
fi grad tal-kromatografija), dejjem jekk jinkisbu valuri ta’ precizjoni komparabbli. Solventi b’punt tat-toghlija
oghla minn n-ezan jiehdu aktar zZmien biex jevaporaw. Madankollu, huma preferuti minhabba t-tossicita tal-
ezan. ll-purita trid tigi vverifikata; perezempiju, jista’ jigi kkontrollat ir-residwu li jibqa’ mill-evaporazzjoni ta’
100 ml tas-solvent.

TWISSIJA — Il-fwar jista’ jiehu n-nar. Zomm il boghod minn sorsi ta’ shana, xrarat jew fjammi mikxufa. Kun
cert li I-fliexken dejjem jinghalqu tajjeb. Matul l-uzu, ara li jkun hemm ventilazzjoni tajba. Evita li jingemal-
fwar u nehhi kull periklu possibbli ta’ nar, bhal heaters jew taghmir elettriku mhux manifatturat minn
materjal li ma jihux nar. Jekk jittiched man-nifs huwa perikuluz, ghax jista’ jikkawza hsara fic-celloli tan-
nervituri. Evita li tibla’ I-fwar. Uza apparat respiratorju adattat jekk hemm bZonn. Evita l-kuntatt mal-ghajnejn
jew mal-gilda.

L-iso-ottan huwa likwidu li jiehu n-nar, u jaf jikkaguna n-nirien. Il-limiti ta’ spluzjoni fl-arja huma bejn 1,1 %
u 6,0 % (frazzjoni tal-volum). Huwa tossiku meta jinbela’ u meta jidhol mill-imnifsejn. Uza hood ventilat
fkundizzjoni operattiva tajba biex tahdem b’dan is-solvent.”.
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Artikolu 2

Dan ir-Regolament ghandu jidhol fis-sehh fl-ghoxrin jum wara dak tal-pubblikazzjoni tieghu fIl-Gurnal Uffigjali tal-
Unjoni Ewropea.

Dan ir-Regolament ghandu jorbot fl-intier tieghu u japplika direttament fl-Istati Membri
kollha.

Maghmul fi Brussell, is-27 ta’ Settembru 2019.

Ghall-Kummissjoni
II-President
Jean-Claude JUNCKER
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ANNESS 1
“ANNESSI
SOMMARJU

Anness | Karatteristiki taz-zejt taz-zebbuga

Anness la It-tehid ta’ kampjuni taz-zejt taz-zebbuga jew taz-zejt mir-residwi taz-zebbug moghtija fpak-
ketti ghall- konsum

Anness Ib Dijagramma sekwenzjali biex jigi vverifikat jekk kampjun taz-zejt taz-zebbuga huwiex kon-
sistenti mal-kategorija ddikjarata jew le

Anness II Determinazzjoni tal-acidi grassi liberi, metodu fil-kiesah

Anness I1I Determinazzjoni tal-valur tal-perossidu

Anness IV Determinazzjoni tal-kontenut tax-xama’ permezz tal-kromatografija b’fazi gassuza fkolonna
kapillari

Anness VII Determinazzjoni tal-percentwal ta’ 2-gliceril monopalmitat

Anness 1X Investigazzjoni spettrofotometrika fl-ultravjola

Anness X Determinazzjoni tal-esteri metilici tal-acidi xahmin permezz tal-kromatografija b'fazi gassuza

Anness XI Determinazzjoni tal-kontenut ta’ solventi volatili aloginati fiz-zejt taz-zebbuga

Anness XII I-metodu tal-kunsill internazzjonali taz-zebbug ghall-valutazzjoni organolettika taz-zejt taz-
zebbuga vergni

Anness XV Kontenut ta’ zejt tal-fdal taz-zebbug

Anness XVI Determinazzjoni tal-valur tal-jodju

Metodu ghad-determinazzjoni tas-stigmastadienes fiz-zjut tal-haxix

Determinazzjoni tad-differenza bejn il-kontenut attwali u teoretiku tat-triaciligliceroli mal-
ECN 42

Determinazzjoni tal-kompozizzjoni u tal-kontenut tal-isteroli u tal-komposti alkoholic¢i per-
mezz ta’ kromatografija b'fazi gassuza fkolonna kapillari

Metodu biex jigi determinat il-kontenut ta’ xema’, esteri metili¢i tal-acidi xahmin, u esteri eti-
lici tal-acidi xahmin permezz ta’ kromatografija b'fazi gassuza fkolonna kapillari

Rizultati tal-verifiki tal-konformita mwettqa fuq iz-zjut taz-zebbuga msemmija fl-Arti-
kolu 8(2)”



ANNESS 11
“ANNESS I

KARATTERISTIKI TAZ-ZEJT TAZ-ZEBBUGA

Karatteristiki tal-kwalita

Evalwazzjoni organolettika
Acidita Valur tal-peros- Esteri etilici tal-
Kategorija e sidu K K, jew K Delta-K Valur median Valur median acidi xahmin
(A) ( ) 232 268 270 J J
(mEq O,/kg) tad-difett tat-toghma ta’ (mg/kg)
Md) () frott (Mf)
1. Zejt taz-zebbuga stravergni < 0,80 < 20,0 < 2,50 <0,22 < 0,01 Md = 0,0 Mf > 0,0 <35
2. Zejt taz-zebbuga vergni <20 <20,0 < 2,60 < 0,25 < 0,01 Md < 3,5 Mf > 0,0 —
3. Zejt taz-zebbug lampante >2,0 — — — — Md> 3,5 () — —
4. Zejt taz-zebbuga raffinat <0,30 <50 — < 1,25 <0,16 — —
5. Zejt taz-zebbuga maghmul minn zejt < 1,00 < 15,0 — <1,15 < 0,15 — —
taz-zebbuga raffinat u zjut taz-zebbuga
vergni
6. Zejt mhux raffinat mir-residwi taz-zeb- — — — — — — —
bug
7. Zejt raffinat mir-residwi taz-zebbug < 0,30 <50 — < 2,00 < 0,20 — —
8. Zejt mir-residwi taz-zebbug < 1,00 <150 — < 1,70 <0,18 — —

[I-medjan tad-difett jista’ jkun ta’ 3,5 jew inqas meta I-medjan tat-toghma ta’ frott huwa ta’ 0,0.
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Karatteristici tal-purita

Kompozizzjoni ta’ acidi xahmin () Aot Total ta r]:é;fgeé;
Miristiku | Linoleniku | Arakidiku | Ejkose- Beeniku Linjoce- totali ta’ 1sor1n<.e'r.1 Ll_ Stigmasta- | ECN42 5 -oliceril Imitat
Kategorija (%) (%) (%) nojku (%) riku isomeri tno ellg dienes (HPLC) -gheert n(l;))n opaimita
(%) (%) transolejéi rife‘il‘g" (mgfkg) () | u ECN42 g
(%) %) (kalkolu
% teoretiku)

. Zejt taz-zebbuga stravergni | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 <0,05 | <10,20| | =< 0,9 jekk il-percentwal totali ta’
acidu palmitiku jkun < 14,00 %
< 1,0 jekk il-per¢entwal totali ta’

acidu palmitiku jkun ta’ > 14,00 %

. Zejt taz-zebbuga vergni < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 <0,05 | 10,20 | = 0,9 jekk il-percentwal totali ta’
acidu palmitiku jkun < 14,00 %
< 1,0 jekk il-percentwal totali ta’

acidu palmitiku jkun ta’ > 14,00 %

. Zejt taz-zebbug lampante < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,10 < 0,10 < 0,50 < 0,30| < 0,9 jekk il-percentwal totali ta’
acidu palmitiku jkun < 14,00 %
< 1,1 jekk il-percentwal totali ta’
acidu palmitiku jkun > 14,00 %

. Zejt taz-zebbuga raffinat < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 <0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30] | = 0,9 jekk il-percentwal totali ta’
acidu palmitiku jkun < 14,00 %
< 1,1 jekk il-percentwal totali ta’

acidu palmitiku jkun ta’ > 14,00 %

. Zejt taz-zebbuga maghmul | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <0,30| < 0,9 jekk il-percentwal totali ta’

minn zejt taz-zebbuga raffi- acidu palmitiku jkun ta’ > 14,00 %

nat u zjut taz-zebbuga

vergni < 1,0 jekk il-percentwal totali ta’
acidu palmitiku jkun > 14,00 %

. Zejt mhux raffinat mir-re- | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 < 0,10 — <10,60| <14

sidwi taz-zebbug

. Zejt raffinat mir-residwi | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <14

taz-zebbug

. Zejt mir-residwi taz-zebbug | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <12

Kontenut ta’ acidi xahmin ohrajn (%): palmitiku: 7,50-20,00; palmitolejku: 0,30-3,50; ettadekanojku: < 0,40; ettadekanojku < 0,60; steariku: 0,50-5,00; olejku: 55,00- 83,00; linolejku: 2,50-21,00.
L-isomeri kollha li setghu (jew li ma setghux) jigu separati permezz tal-kolonna kapillari.
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Kompozizzjoni tal-isteroli

Total ta’ steroli Eritrodijol Xama’ (mg/kg)
Kategorija Kolesterol Brassikasterol | Kampesterol (') | Stigmasterol | App B-sitoste- | Delta-7-stig- (mg/ke) u uvaol (*%)
%) %) %) (%) rol ) mastenol () sk %6) ()
(%) (%)
. Zejt taz-zebbuga stravergni <05 <01 < 4,0 < Kamp. > 93,0 <05 =1 000 <45 C,, +C,, +Cy =150
. Zejt taz-zebbuga vergni <05 <01 < 4,0 < Kamp. > 93,0 <05 =1 000 <45 C,, +C,, +C =150
. Zejt taz-zebbug lampante <0,5 <01 <40 — > 93,0 <0,5 > 1000 <450) | Cu+C,+CL+C,s
300 ()

. Zejt taz-zebbuga raffinat <0,5 <01 < 4,0 < Kamp. > 93,0 <0,5 =1 000 <45 CptCp+C+Chys
. Zejt taz-zebbuga maghmul <0,5 <01 < 4,0 < Kamp. = 93,0 <0,5 =1 000 <45 CptCp+C+Cpys

minn Zejt taz-zebbuga raffi-

nat u zjut taz-zebbuga

vergni
. Zejt mhux raffinat mir-re- <05 <0,2 < 4,0 — > 93,0 <05 =2 500 > 4,5 (%) CptCu+C+Cy>

sidwi taz-zebbug 350 (%
. Zejt  raffinat  mir-residwi <0,5 <0,2 < 4,0 < Kamp. > 93,0 <0,5 > 1 800 > 4,5 CptC,+C,+Cy>

taz-zebbug
. Zejt mir-residwi taz-zebbug <0,5 <02 <4,0 < Kamp. > 93,0 <0,5 >1 600 > 4,5 Cp+tC,+C,+Cy>

—_——

—

Ara l-Appendici ta’ dan I-Anness.

App p-sitosterol: Delta-5,23-stigmastadjenol+klerosterol+beta-sitosterol+sitostanol+delta-5-avenasterol+delta-5,24-stigmastadjenol.
Iz-zjut li jkollhom bejn 300 mg/kg u 350 mg/kg ta’ xama’ jitqiesu bhala zjut taz-zebbuga lampante jekk il-kontenut totali ta’ alkohol alifatiku jkun ta’ 350 mg/kg jew inqas jew jekk il-kontenut taghhom ta’
eritrodiol u uvaol ikun ta’ 3,5 % jew ingas.

1z-zjut i jkollhom bejn 300 mg/kg u 350 mg/kg ta’ xama’ jitqiesu bhala Zjut mhux raffinati mir-residwi taz-zebbug jekk il-kontenut totali ta’ alkohol alifatiku jkun ta’ aktar minn 350 mg/kg u jekk il-konte-
nut tal-eritrodiol u l-uvaol fihom ikun ta’ aktar minn 3,5 %.
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Noti:

(a) Ir-rizultati tal-analizijiet ghandhom jinghataw bl-istess ghadd ta’ ¢ifri wara l-punt decimali bhal dak uzat ghal kull
karatteristika. L-ahhar cifra trid tizdied b’unita wahda jekk i¢-cifra ta’ warajha tkun ta’ iktar minn 4.

(b) Jekk karatteristika wahda biss ma tkunx konformi mal-valuri ddikjarati, ghall-ghanijiet ta’ dan ir-Regolament, il-
kategorija taz-zejt tista’ tinbidel jew iz-zejt jista’ jigi ddikjarat bhala mhux konformi.

(c) Ghaz-zejt taz-zebbuga lampante, iz-zewg karatteristi¢i tal-kwalita mmarkati basterisk (¥) jistghu jvarjaw b'mod
simultanju mil-limiti stabbiliti ghal dik il-kategorija.

(d) Jekk karatteristika tkun immarkata b'zewg asterisks (**), dan ifisser li ghaz-zejt mhux raffinat mir-residwi taz-zebbug,
huwa possibbli li z-zewg limiti rilevanti jkunu differenti mill-valuri ddikjarati fl-istess hin. Ghaz-zejt mir-residwi taz-

zebbug u ghaz-zejt raffinat mir-residwi taz-zebbug wiched mil-limiti rilevanti jista’ jkun differenti mill-valuri
ddikjarati.

Appendici
Sigar tad-decizjonijiet

Dijagramma tad-decizjonijiet ghall-kampesterol ghaz-ghaz-zjut taz-zebbuga vergni u stravergni:

[ 4,0 % < Campesterol < 4,5 % ]

i i
[ Stigmasterol < 1,4 % ] [ A-7-stigmastenol < 0,3 % ]

[l-parametri l-ohra ghandhom ikunu konformi mal-limiti stabbiliti fdan ir-Regolament.
Sigra tad-decizjonijiet ta’ Delta-7-stigmastenol ghal:

— Zjut taz-zebbuga stravergni u vergni

{ 0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,8 % J
1 1
[ & [ritasterol] } ( Stigmasterol < 1,4 % ‘ { AECN42<0,10 |

C terol < 3,3 %
{ . ! (campest + A7stig) > 25

[I-parametri l-ohra ghandhom ikunu konformi mal-limiti stabbiliti fdan ir-Regolament.

— Zjut mir-residwi taz-zebbug (mhux raffinati u raffinati)

{0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,7 %;

AECN42 < |0,40| Stigmasterol < 1,4 % L
inside limits

II-parametri l-ohra ghandhom ikunu konformi mal-limiti stabbiliti fdan ir-Regolament.”
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DIJAGRAMMA SEKWENZJALI BIEX JIGI VVERIFIKAT JEKK KAMPJUN TAZ-ZEJT TAZ-ZEBBUGA HUWIEX

ANNESS I1I

“ANNESS Ib

KONSISTENTI MAL-KATEGORIJA DDIKJARATA JEW LE

Tabella generali

Zejt iddikjarat bhala:
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Tabella 1 — Zejt taz-Zebbuga Stravergini — Kriterji ta’ kwalita

Tipta’ zajt kaf
rddikgarat b'rzbta mal-
kritarji t2° kowalita,
Arz t-Tabella 3 ghall-
kaiten)i ta’ purita

1 L-acidita =080 = 0,80
fperéentwali
L
2 Indiéi tal-perossida =200 =200
(mEq O:ke)
3 Spettrofotometrija <022 =022
tal- TV
(K 27v8)
s
4 | Spettrofotometrija <0,01 = 0,01
tal- TV
(AK)
£ Spettrofotometrija =250 =230
tal- TV
(K 121)
¥
6 Valutazzjoni Vahr medjan tat- Vahor medjan tat-
organolettika ‘togfma tal-frott > 0,0 togbma tal-frott = 0,0
; u
Vahr medjan tad-
difietti = 0.0 Vahor medjme tat-
toghma tal-froet > 0,0 0
Valur medjar t2d-
difetsi = 0,0
L
T | Esterietili¢i tal-acidi =33 =35
xahmin (mgkeg)
v

Zejt mbnee konsistenti mal-kate,

zoryja didilgarata

Ara VOO (Tabella

Fq

Ara LOO (Tabellz
4

Ara VOO (Taballa

gy
=}

Ara LOO (Tabella
3

Ara VOO (Taballa

)

Ara LOO (Tabellz
4

Ara VOO (Taballa

&)

Ara VOO (Tabella
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Tabella 2 — Zejt taz-Zebbuga Vergni — Kriterji ta’ kwalita

Fegt mlnot koomsistenti mal-kate

arata

e i w]:

4

AraLOO (Tabella
4

kriterii ta’ punit

1 % ta’ acidita =20 =20 fe--- >
¥
Valur tal-perossidu o
2 =200 =200
(mEq Ov'ks=) =<4 R >
¥
Spettrofotometrija
3 tal- UV =025 =025 |- -
(K zmo2as)
¥
Spettrofotometrija
4 tal- UV =001 T »
(AK)
L
Spettrofotometrija
3 tal- UV <2 60 =2 60 - - -p
(K z2)
¥
Valar medjan tat-toghma [F= ==~ -
Valur medjan tat-toghma tal-front=10,0
T 4 tal-frott > 0.0
6 Valutazzjoni b Valur medjan tat-toghma
organolettika | valwmediantad-difetti | igon00y  f---- -+
£33 Valur medjan tad-difett
L
Tipta’ zajt laf
rddikjarat b rabta mal-
kitarji ta” bewalita,
Ara t-Tabella 3 ghall-
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Tabella 3 — Zejt taz-Zebbuga Stravergini u Zejt taz-Zebbuga Vergni — Kriterji ta’ purita

E iijarata

bk kansistent mal-kategoria d

T

Zgjt

Prefamza
mdikeattiva fa’ zejt
raffinat (z-
zebbuga jew
ofrajn)

Prefenza
madikattiva @2’ Tt
raffinat (f22-
zebbuga jew
obrajn)

Prezemza
indikattha ta” mut
imtrodoti

Praganza
indikartna " Hut
imtrodiotti

Indikarizy tal-
prazenza fa’ Ejut
introdotti

Indikartiv tal-
prezensa fa” Zejt
mir-residwd taz-

Zebbus

Indikartiv tal-
prezensa fa” Zejt
mir-residwi taz-

Zzebbug

Sugmmdlmes = 0ns i ns
! (meke) 0.0 >0.03 I
L 3
| Trausisomerit N CIEI=005 5w | |
© | adidixahmin (%) | yoiso+c185=2009 "-"13;_‘;3:[5‘4
"
3 Ik-kompoiizzjoni tal- Fonziztznt mal- N konsistent
acidi xaBmi Annsss [ mal-Ammezz ] - by
k4
4 AECHK4? < |0.20] =loa0] [ _____ .
- I::;g?hpfﬂ:ﬂ:ﬁ Fonziztent mal- K konsistent
- totali ta’ steroli Anpgss [ mal-Armpss I [F====="
¥
Eritrodijol + uvacl . oy
§ (¥9) = I
- Xmuzh (mg'kz) =150 =150
C4I+CA4+C4e6 == 1 7 feeee- -
i‘
Eoecirtenti ma'
Armass I
3 2 gliceril- =005 % jald: acidu Mgt konsistent
moncpalmitat (4} palmziku = 14,00 % mial-Anmnazs I
3 N SR -
= 1,0% jaldk acidu
palmisiln = 14,000 %
kA

Zajt konsivtenti mal-kategorija ddikjarsta

Indikattiv tal-
prazensa fa’ zjut
exterifikati jew
dawic b kombemat
eholi 2" palmitat
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Tabella 4 — Zejt taz-Zebbuga Lampante — Kriterji ta’ purita

Etigmastndiemes . )
1 p——_ =0,50 =03 | ____ .
. e £L18:1=0,10m 1181 01w T
atidi rabmin (%5} HEIE2+CIES) | piga 40185y --0,10
=0,10 - ’
3 Il-kompodizzjoni Eonsistenti mal- Nivg komsistentt. [ o - -
tal-acidi xafhmi Armesz I mial-Anness I
4 AECNA4? = |030] > | 030 —.
[-kompedizzjoni ——
= tal-isteroli n |- Eomsistenti mal- N konsistent
- Lontenut totali ta’ Armesz I mal-Anness 1
stercli
|
¥
Eritredijol + Uvaol 2 &
8 %) = =43 %
Xmuzh I - -
7 Wl | I 350 350 -
CAHCa+Cacis | =7 00 = Hemagh = =330 >
4
E+U=35%
8 jew alkohiol - e
slifatilu ' i
= 3580 mz'lks
4 /
Eonsiztenti mal-Annes [
= 0,9 % jeidk l-acidu il B 1---
2 gliceril- <09 .jeﬂ:l ni :IJ_EJMJJm ﬂ_:'u,‘: -
" jhoum = 12,00 % komzistent
9 monspalmitat jew mal-
(%) £ 1,1 % jeick l-aridu patmisiy | AmpessT
jhoun = 14,00 %

|

Zzjt konsistenti mal-katezorija ddikjarata

ddikjarata

fREOTIA

gt mbmux konsistent mal

Indfkartiv tal-prezenza
12’ zejt raffinat (taz-
zebibaga jew abrajn)

Prezenza indikativa 2’
Zjut imrodotti

Prazenzs imdikattiva
t2* Zajt mbvax raffinat
mir-residwi taz-
Zebbug

Indikattn; fal-prezenza

f2" Zjut esterifikati jew

dawk b'koatern ghol:
ta" palmitat
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Tabella 5 — Zejt taz-Zebbuga Raffinat — Kriterji ta’ kwalita

L 4

Tip ta’ Zejt Lif iddilkjarat b'rabta mal-loriterji
ta’ lowalita.
Ara t-Tabella 7 ghall-kriterjt 2" purita

1 Acidita (1) <030 =030 I
¥
; Valar tal-perosszidn on n ‘
L (mEq Oxkz) <30 > 50 e
i J
Spettrofofometrija
3 tal-Uv =125 *>1.325 - ———-n
ﬂ{znzﬂ:l
Spettrometrija tal-
4 UE =016 =016 = = =
(AK)

ala

Yt ara
o

sistent mal-kategoriia

P

i)

gjt mbux kor

-
&

Tabella 6 — Zejt taz-zebbuga (maghmul minn tahlita ta’ Zejt taz-zebbuga raffinat u zjut taz-zebbuga vergni) —

Kriterji ta’ kwalita

1 Acidita (%) <100 = 1,00

- = — —

7 Valur tal-perossidn clEn
(mEq 0:/1g) =

Spettrofotometrija
3 tal-UV £1,13 > 1,13
{I{ m:n]

- —n

Spettrofotometrija
4 tal-UV 20,15 > 0,13

(AK)

Zejt mhinx konsistent mal-kategorija ddikjarata

L

Tip ta’ Zejt Laf iddilzjarat rigward il-kriterji
ta* kowalita
Ara t-Tabella 7 ghall-kriterji 2’ purita
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Tabella 7 — Zejt tai-Zebbuga Raffinat u Zejt taz-zebbuga maghmul minn Zejt taz-zebbuga raffinat u Zjut taz-
Zebbuga Vergni — Kriterji ta’ purita

Zejt mbvx konsistent mal-kategerja ddikjarata

Prezenza indikattiva '
ut imtrodatti

Pregenza mdikattiva 2’
Zejt mibvuy raffinet mir-
rezidwi taz-zebizg

eC1E:1 =020 tC15:1 0,20
1 Transisomeri fal- 1 jew I—
afidi xafimin (&) 152+ C18:5) tC18:1 + C1E:3)
= 0,30 =030
2 Il-kompozizzjoni tal- Flon:istenti mal- hug konsistenti | _ __
#cidi xahmi Amnme:s [ mal-Arness |
3 AFCN42 < |30 > |030) - ———
4 lé;iﬁ'fﬂ:ﬂ;;{' Eopnsistenti mal- it kenneistenti
batali t® steroli Anmazs [ mal-Ammezz I oo Ly
L 3
5 E:in'utlli{j!:n_:g; uvaol =43 45 I
Xmuzh (mg/lz) - =330
51 cascuscas =350 .l »
2-gliceril-monopalnitat < 0.9 34 jeld
l-acidu palmitilcu jlooms < 14,00 %4
o Y R S e
T 2-gliceril monopalmitat = 1.1 %% Ia Le
(ehall-RO0) jew = 1.0 % (ghall-00)
jekk l-afidu palmitiku jlan
= 14,00 By I

|

Ii-Zejt buwa konsistenti mal-katesprija
ddiljarata

Indikattir tal-prezenza

12" Zur esterdikat jaw

dawk b'koaternt gholi
ta" palmitat




30.9.2019

1l-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea

L 250/29

Tabella 8 — Zejt Mhux Raffinat mir-Residwi taz-Zebbug — Kriterji ta’ purita

Transisomeri H18:1 2 0,20 1018-1 0,20 - Prefenza indikattiva 2
1 ta’ acidi 1 jew .."r.]t J:afﬁua‘t imz-
xafimin (%) HC18:1+C13:3)=000 | 4182 +C18:3) > 0,10 zebibzga jew ofrain)
2 Il-eompoZizzjoni tal- Foonziztenti mal- Mhwy konsistenti | _ _ _ _ -
acidi xahon Anpess [ mal-Anness I
3 AFCNA? < |0.40) > |040]  F--- -+ Prefenza mdikattiva 2’
it introdaotti
£
o _IH_I
Il-kompozizzjoni tal- E
4 | isteroli u Hoontemst K"n'_;"‘;j;a:[_l mal- Lﬁiﬂ?%““ ----- o B
totali ta” steroli A= AR &
&
i
* ﬁ
5 | Eritrodijol + Uvaol 45 <43 E
5
8
.~:-!i
' 2
Xmuzh (mglg) =
P CAl+CA+HCA4+C40 t-l
=330 | 300« Mmugh <330 | L300 |----M
+ Ara L0 (Takella 4)
E+U> 3.5 % u alloofhol
- alifatiln > 350 mg/ls
2 e - 1
A * Inddeartiy tal-prezerza
3 2 gliceril- <14 14 - fa" zjut exterifikati jew
monopalmitat {¥4) - o dawrk b'komtenut gholi
I 2" palmitat

Fejt buwa konsistenti mal-kstegorija

ddikjarata
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Tabella 9 — Zejt Raffinat mir-Residwi taz-Zebbug — Kriterji ta’ kwalita

1 Acidita (%) =030 =030 I
: Valar ta’ peroasida = n - T

I T =30 >3,0 _——— =
(mEq O:/kg) * g
o H
Spetirofotometrija g
k] tal-Uv =200 =200 -y
K o) i
g
&
Spettrofotometrija Py

4 tal-Uv =020 =020 - ———

(AK)
Tip ta” Zejt laf iddikjarat b'rabta mal-kriterji
ta’ lowalita.
Arat-Tabellz 11 ghall-kriterji t2" purita
Tabella 10 — Zejt mir-Residwi taz-Zebbug — Kriterji ta’ kwalita

1 Acidita (%) = 1,00 =100 - - — — ]
Valar tal-perossidn 150 o L i
2 (mEq Os/ke) =150 »15,0 i &
ﬁl
1
e
5|
: Spettrofotometrija i 3 i —
Sl I SR — 2L =10 - g
i
g
| I
Spetirofoiometrija v =
4 tal-Uv =0,18 =018 - @

(AK)

lowalita. )
Ara t-Tabella 11 ghall-koiteryi ta” punfa

Tip ta’ Zejit laf iddikjarat rigward il-lriterji ta’
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Tabella 11 — Zejt Raffinat mir-Residwi taz-Zebbug u Zejt mir-Residwi taz-Zebbug — Kriterji ta’ purita

IHriterji tal- I
1 Iowalita (Tabelli # Iva Le
u 1)
I
Transisomeri o181 2 0,40 CIEl=040  F-——- o
2 tal-acidi 1 jEw
xafimin HiC18:2 = CIE:3) =035 | o{C18:2+CIB:3) = 0,35
3 I-kompedizzjoni Eonsistenti mal- Ny kpnsistentt | -- -
tal-acidi xahmi Armes: I mal-Anness |
4 AECN42 = 030 > | 0350 I—
[-kompodizzjoni
= tal-isterolin |- Eomsistenti mal- Nl komsistenti. - - — -
- kontennt totali ta’ Armesz T mal-Anmeszs I
steroli
6 [rln'c-dijc:l+‘ﬂ1.'ael =43 <43 F———
(24)
Xmuzh (mg/l
- CAM-CAZHCA4=C A6
>350 =350 F——— %
L 3 w
5 1 gliceril- <= 1.4 (ghar-RORT) = 1.4 (ghar-FOPO)
monopalmitat (%) < 1,2 (ghall-OBO) >1.2 (ghall-0POy [ #

Tz-z2jt mivrs kensistent mal-kategerja ddilkgarata

Prezenza indikattiva ta’
Zjuf imtrodaotti

Zejt huwa koosistenti mal-kategorija
ddilkjarata”;

Indikartiv fal-prezenza

ta’ zjut esterifikati jew

damik b'kontesmt gholi
fa" palmiiat
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ANNESS IV

L-Anness XII huwa emendat kif gej:

(1) il-punt 3.3 huwa sostitwit b’dan li gej:
“3.3. Terminologija fakultattiva ghall-finijiet ta’ ttikkettar

Fuq talba, il-kap tal-bord jista’ jicCertifika li z-zjut li gew ivvalutati huma konformi mad-definizzjonijiet u mal-gradi li
jikkorrispondu biss mat-termini li gejjin, skont l-intensita u l-percezzjoni tal-attributi.

Attributi pozittivi (toghma ta’ frott, morr u pungenti): Skont l-intensita tal-percezzjoni:
— Qawwija, meta l-valur medjan tal-attribut ikun aktar minn 6,0;

— Medjan, meta l-valur medjan tal-attribut ikun bejn 3,0 u 6,0;

— Hafifa, meta l-valur medjan tal-attribut ikun anqas minn 3,0.

Toghma ta’ frott Sett ta’ sensazzjonijiet marbutin mas-sens tax-xamm li huma tipici ghaz-zejt, skont il-
varjeta taz-zebbug u li jigu miz-zebbug frisk u b’'sahhtu, u li filhom la tiddomina t-
toghma tal-frott ahdar u lanqas dik tal-frott li jkun sar. Dawn jigu nnutati direttament
ufjew permezz tan-naha ta’ wara tal-imnieher.

Toghma ta’ frott ahdar Sett ta’ sensazzjonijiet olfattivi li huma tipici ghaz-zejt u li jfakkru fil-frott ahdar, skont
il-varjeta ta’ zebbug u li jigu miz-zebbug ahdar, frisk, u b’sahhtu. Dawn jigu nnutati di-

rettament u/jew permezz tan-naha ta’ wara tal-imnieher.

Toghma ta’ frott misjur Sett ta’ sensazzjonijiet olfattivi li huma tipici ghaz-zejt u li jfakkru fil-frott misjur,
skont il-varjeta taz-zebbug u li jigu miz-zebbug frisk u b’sahhtu. Dawn jigu nnutati di-

rettament u/jew permezz tan-naha ta’ wara tal-imnieher.

Zejt li ma jurix nuqqas ta’ bilan¢, jigifieri s-sensazzjoni tattili u marbuta mas-sens tax-
xamm u tat-toghma li fiha l-valur medjan tal-attribut tat-toghma morra u l-valur med-
jan tal-attribut pungenti ma jkunux iktar minn zewg punti oghla minn dak tat-toghma
tal-frott.

Toghma bbilancjata

Zejt ta’ toghma mmoderata Zejt li l-valur medjan tal-attributi tat-toghma morra u pungenti jkun ta’ 2,0 jew inqas.

Lista ta’ termini skont l-intensita tal-percezzjoni:

ket oo ot Valur medjan talattribut

Toghma ta’ frott —

Toghma ta’ frott misjur —

Toghma ta’ frott ahdar —

Toghma ta’ frott hafifa <30

Toghma ta’ frott medja 3,0 <Me< 6,0
Toghma ta’ frott gawwija >6,0

Toghma hafifa ta’ frott misjur <30

Toghma medja ta’ frott misjur 3,0 <Me < 6,0
Toghma qawwija ta’ frott misjur >6,0

Toghma hafifa ta’ frott ahdar <30

Toghma medja ta’ frott ahdar 3,0 <Me < 6,0
Toghma qawwija ta’ frott ahdar >6,0
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Termini soggetti ghall-produzzjoni ta’

certifikat tat-test organolettiku Valur medjan tal-attribut

Toghma hafifa morra <30

Toghma medja morra 3,0 <Me < 6,0

Toghma gawwija morra >6,0

Toghma pungenti hafifa <30

Toghma pungenti medja 3,0<Me<6,0

Toghma pungenti gawwija >6,0

Zejt ibbilandjat I-valur medjan tal-attribut tat-toghma morra u l-valur medjan tal-attribut

tat-toghma pungenti jkunu mhux aktar minn 2,0 punti oghla mill-punt
medjan tat-toghma tal-frott

Zejt ta’ toghma moderata I-valur medjan tal-attribut tat-toghma morra u l-valur medjan tal-attribut
tat-toghma pungenti huma 2,0 jew angas.”;

—
N
~

il-punt 9.4 huwa sostitwit b’dan li gej:
“9.4. Il-klassifikazzjoni taz-zejt

[z-zejt ghandu jigi kklassifikat kif gej, skont il-valur medjan tad-difetti u l-valur medjan tal-attribut tat-toghma tal-
frott. I-valur medjan tad-difetti huwa ddefinit bhala l-valur medjan tad-difett innutat bl-akbar intensita. Il-valur
medjan tad-difetti u l-valur medjan tal-attribut tat-toghma tal-frott jinghataw bhala numri b’¢ifra wahda wara l-punt
decimali.

Iz-zejt jigi kklassifikat billi I-valur medjan tad-difetti u l-valur medjan tal-attribut tat-toghma tal-frott jitqabblu mal-
firxiet ta’ valuri ta’ referenza moghtija hawn taht. L-izball tal-metodu tgies meta kienu qged jigu stabbiliti 1-limiti ta’
dawn il-firxiet u allura dawn ghandhom jitqiesu bhala assoluti. Il-pakketti ta’ softwer tal-kompjuter jippermettu li 1-
klassifika tintwera fil-forma ta’ tabella tal-istatistika jew graff.

(@) Zejt taz-zebbuga stravergni: il-valur medjan tad-difetti huwa 0,0 u l-valur medjan tal-attribut tat-toghma ta’ frott
huwa ta’ aktar minn 0,0;

(b) Zejt taz-zebbuga vergni: il-valur medjan tad-difetti huwa ta’ aktar minn 0,0 izda ta’ mhux aktar minn 3,5 u I-
valur medjan tal-attribut tat-toghma ta’ frott huwa ta’ aktar minn 0,0;

(c) Zejt taz-zebbuga vergni lampante: il-valur medjan tad-difetti huwa ta’ iktar minn 3,5 jew huwa ta’ 3,5 jew inqas,
u l-valur medjan tal-attribut tat-toghma ta’ frott huwa ta’ 0,0.

Nota 1: Meta l-valur medjan tal-attribut tat-toghma morra ufjew qawwija jkun ta’ iktar minn 5,0, il-kap tal-bord
ghandu jiddikjara dan fuq i¢c-certifikat tat-test.

Fil-kaz tal-valutazzjonijiet imwettqa ghall-kontroll tal-konformita, ghandu jsir test wiched. Fil-kaz ta’ kontrovalutaz-
zjonijiet, l-analizi trid titwettaq darbtejn u fsessjonijiet tad-dewqan differenti; Ir-rizultati tal-analizi duplikata jridu
jkunu omogenji b'mod sistematiku. (Ara l-punt 9.5). Jekk le, il-kampjun irid jerga’ jigi analizzat darbtejn. Il-valur
finali tal-medjan tal-attributi tal-klassifikazzjoni jigi kkalkulat billi tintuza l-medja taz-zew¢ valuri medjani.”.



L 250/34 1-Gurnal Uffi¢jali tal-Unjoni Ewropea 30.9.2019

ANNESS V

L-Anness XVII huwa emendat kif gej:
(1) il-punt 5.1 huwa sostitwit b’dan li gej:

“5.1. Ezan jew tahlita ta’ alkani bintervall b.p. 65 sa 70 °C, distillat(i) b’kolonna rettifikata. L-ezan jista’ jigi sostitwit
bl-iso-ottan (2,2,4-trimetil pentan fi grad ta’ kromatografija), dejjem jekk jinkisbu l-valuri ta’ precizjoni
komparabbli. Ir-residwu wara l-evaporazzjoni ta’ 100 ml ta’ solvent jista’ jigi kkontrollat. Solventi b’punt tat-
toghlija oghla mill-n-ezan jichdu aktar Zmien biex jevaporaw. Madankollu, huma ppreferuti minhabba fit-
tossicita tal-ezan.”;

(2) fil-punt 6.3.3, jizdied it-test li gej:

“Nota 10. Meta fkoncentrazzjonijiet ta” aktar minn 4 mgfkg jidhru stigmastadienes, jekk tkun mehtiega kwantifi-
kazzjoni, irid jigi applikat il-metodu tal-Kunsill Internazzjonali taz-Zebbug ghad-determinazzjoni tal-isterenes fzejt
raffinat.”
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ANNESS VI

L-Anness XVIII huwa emendat kif gej:

(1) il-punt 4.2.1. huwa sostitwit b’dan li gej:

“4.2.1. Etere tal-petroleum 40-60 °C grad kromatografiku jew ezan L-ezan jista’ jigi sostitwit bl-iso-ottan (2,2,4-
trimetil pentan fi grad ta’ kromatografija), dejjem jekk jinkisbu I-valuri ta’ precizjoni komparabbli. Solventi
b’punt tat-toghlija oghla minn tal-n-ezan jiehdu aktar Zmien biex jevaporaw. Madankollu, huma ppreferuti

minhabba t-tossicita tal-ezan.”;
(2) jizdied il-punt 4.2.12 li gej:
“4.2.12. Ettan, kwalita kromatografika. L-ettan jista’ jigi sostitwit bl-iso-ottan (2,2,4-trimetil pentan fi grad ta’
kromatografija).”.
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ANNESS VII
“ANNESS XIX

DETERMINAZZJONI TAL-KOMPOZIZZJONI U TAL-KONTENUT TAL-ISTEROLI U TAL-KOMPOSTI
ALKOHOLICI PERMEZZ TAL-KROMATOGRAHJA B’FAZI GASSUZA FKOLONNA KAPILLARI

1. KAMP TA” APPLIKAZZJONI

[I-metodu jiddeskrivi procedura ghad-determinazzjoni tal-kontenut totali ta’ komposti alkoholi¢i ta’ zjut taz-
zebbuga u zjut mir-residwi taz-zebbug kif ukoll tahlitiet ta’ dawn iz-zewgt izjut.

II-komposti alokolici fiz-zjut taz-zebbuga u fiz-zjut mir-residwi taz-zebbuga jinkludu l-akohol alifatiku, l-isteroli
u d-dialkohol triterpeniku.

2. PRINCIPJU

Iz-zjut, b’'a-kolestanol u 1-ejkosanol mizjuda bhala standards interni, jigu sapunifikati bl-idrossidu tal-potassju
fsoluzzjoni etanolika u I-materja mhux sapunifikabbli u mbaghad tigi estratta bl-eteru etiliku.

Il-frazzjonijiet ta’ komposti alkoholici differenti jigu separati mill-materja mhux sapunifikabbli bi kromatografija
ta’ saff irqiq fuq pjancar tal-gell tas-silic bazika (metodu ta’ referenza) jew permezz tal-HPLC b’kolonna tal-gell tas-
silice. [l-frazzjonijiet irkuprati mill-gell tas-silice jinbidlu feteri tat-trimetilsilil u mbaghad jigu analizzati permezz
tal-kromatografija b'fazi gassuza fkolonna kapillari.

IL-PARTI 1

THEJJIJA TAL-MATERJA MHUX SAPUNIFIKABBLI
1. KAMP TA" APPLIKAZZJONI

Din il-Parti tiddeskrivi l-preparazzjoni u l-estrazzjoni tal-materja mhux sapunifikabbli. Hija tinkludi I-
preparazzjoni u l-estrazzjoni tal-materja mhux sapunifikabbli minn zjut taz-zebbuga u zjut mir-residwi taz-

zebbug.

2. PRINCIPJU

Porzjon tat-test jigi sapunifikat bit-toghlija taht rifluss b’soluzzjoni tal-idrossidu tal-potassju etanoliku. Il-materja
mhux sapunifikabbli tigi estratta bl-etere dietiliku.

3. TAGHMIR

It-taghmir tal-laboratorju tas-soltu u b'mod partikolari dan li gej:
3.1.  Flask b'qiegh tond mghammar b’kondensatur ta’ rifluss b’gonot tal-hgieg mithun, 250 ml.
3.2.  Lembut ta’ separazzjoni, 500 mL.
3.3.  Flasks, 250 mL.
3.4.  Mikrosiringi, 100 pL u 500 pL.

3.5.  Lembut bfiltru forma ta’ ¢ilindru b’septum poruz ta’ G3 (b’porozita ta’ 15-il pm sa 40 pm) li jkollu dijametru ta’
madwar 2 ¢m u jkun fond 5 ¢m, li jkun adattat ghall-filtrazzjoni fvakwu b’gonta interna tal-hgieg zmeriljat.

3.6.  Flask koniku b’gonta esterna tal-hgieg mithun, 50 mL li jista’ jitwahhal mal-lembut tal-filtru (3.5).
3.7.  Tubu tat-testijiet bil-qiegh li jidjieq u tapp tal-hgieg li jissigilla, 10 mL.

3.8. Dessikatur tal-klorur tal-kal¢ju.

4. REAGENTI

4.1.  Titru minimu ta’ idrossidu tal-potassju ta’ 85 %.
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4.2.  Madwar 2 M ta’ soluzzjoni etanolika tal-idrossidu tal-potassju.

Dewweb 130 g ta’ idrossidu tal-potassju (4.1) permezz tat-tkessih £200 ml ta’ ilma distillat u mbaghad zidu bl-
etanol (4.7) sa ma jkollok litru. Zomm is-soluzzjoni fi fliexken tal-hgieg skur maghluqin sewwa b’tapp
u mahzuna ghal mhux aktar minn jumejn.

4.3.  Etere etiliku ghall-kwalita tal-analizi.

4.4.  Sulfat tas-sodju anidru, ghall-kwalita tal-analizi.

4.5.  Aceton ghall-kwalita tal-kromatografija.

4.6.  Etere etiliku ghall-kwalita tal-kromatografija.

4.7.  Etanol ta’ kwalita analitika.

4.8.  Acetat etiliku ta’ kwalita analitika.

4.9.  Standard intern, a-kolestanol b’purita ta’ aktar minn 99 % (il-purita trid tigi ¢cekkjata permezz ta’ analizi GC).
4.10. Soluzzjoni standard interna ta’ a-kolestanol, 0,2 soluzzjoni (m/V) facetat etiliku (4.8).

4.11. Soluzzjoni tal-fenolftaleina, 10 g/L fl-etanol (4.7).

4.12. 0,1 % (m/v) soluzzjoni ta’ 1-ejkosanol facetat etiliku (standard intern).

5. PROCEDURA

Filwaqt li tuza mikrosiringa ta’ 500 pl (3.4), fil-flask ta’ 250 ml (3.1) introduci volum tas-soluzzjoni standard
interna ta’ a-kolestanol (4.12) u volum ta’ 1-ejkosanol (4.12) b’ammont ta’ kolestanol u ejkosanol li jikkorrispondi
ma’ madwar 10 % tal-kontenut ta’ steroli u alkohol tal-kampjun. Perezempju, ghal 5 g ta’ kampjun ta’ Zejt taz-
zebbuga zid 500 pL tas-soluzzjoni a-kolestanol (4.10) u 250 plL ta’ soluzzjoni 1-ejkosanol (4.12). Ghal zjut mir-
residwi taz-zebbug zid 1500 pL kemm ta’ soluzzjoni a-kolestanol (4.10) kif ukoll ta’ 1-ejkosanol (4.12). Evapora
sakemm tnixxef b’kurrent gentili ta’ nitrogenu fbanju tal-ilma fietel. Wara li tkessah il-flask, izen 5,00 + 0,01 g
tal-kampjun iffiltrat niexef fl-istess flask.

Nota 1: Iz-zjut u x-xahmijiet tal-annimali jew vegetali li jkun fihom kwantitajiet kbar ta’ kolesterol jistghu juru
quecata li I-hin ta” zamma taghha huwa identiku ghal dak tal-kolestanol. Jekk dan isehh, il-frazzjoni tal-
isteroli jkollha tigi analizzata darbtejn, bl-istandard intern u minghajru.

Zid 50 mL ta’ 2M ta’ soluzzjoni etanolika tal-idrossidu tal-potassju (4.2) u xi ftit haffiefa, poggi l-kondensatur ta’
rifluss u sahhan it-tahlita sakemm din tibda taghli bil-mod u sa ma s-soluzzjoni ssir gisha sapun (sa ma ssir cara).
Kompli sahhan ghal 20 minuta ohra mbaghad zid 50 mL ta’ ilma ddistillat mill-parti ta’ fuq tal-kondensatur, aqla’
l-kondensatur u kessah il-flask sa ma jkollu bejn wiehed u iehor temperatura ta’ 30 °C.

Ittrasferixxi 1-kontenut tal-flask b’'mod kwantitattiv flembut ta’ separazzjoni ta’ 500 mL (3.2) billi tuza diversi
porzjonijiet ta’ ilma ddistillat (50 mL). Zid bejn wiehed u iehor 80 ml ta’ etere etiliku (4.6), hawwad sew ghal
madwar 60 sekonda, filwaqt li tirrilaxxa l-pressjoni b’'mod regolari billi taqleb il-lembut ta’ separazzjoni ta’ taht
fuq u tiftah it-tapp. Halli t-tahlita toqghod sa ma jkun hemm separazzjoni kompluta taz-zewg fazijiet (ara n-Nota
2). Imbaghad nehhi s-soluzzjoni tas-sapun b'mod kemm jista’ jkun komplut u poggieha flembut tas-separazzjoni
iehor. Bl-istess mod, aghmel Zewg estrazzjonijiet ohra tal-fazi tal-ilma u l-alkohol billi tuza 60 sa 70 ml ta’ etere
etiliku (4.6).

Nota 2: Kwalunkwe emulsjoni tista’ tigi meqruda biz-zieda ta’ kwantitajiet zghar ta’ etanol (4.7).

Hallat it-tliet estratti tal-etere flembut ta’ separazzjoni wiched li jkun fih 50 mL ta’ ilma. Kompli ahsel bl-ilma
(50 ml) sakemm l-ilma tal-hasil ma jibqax jaghti kulur roza meta tizdiedlu qatra ta’ soluzzjoni tal-fenolftaleina
(4.12). Meta l-ilma tal-hasil ikun tnehha, iffiltra bis-sulfat tas-sodju anidru (4.4) fi flask ta’ 250 mL li jkun intizen
qabel, filwaqt li tahsel il-lembut u I-filtru bi kwantitajiet zghar ta’ etere etiliku (4.6).

Halli s-solvent jevapora permezz tad-distillazzjoni fevaporatur rotatorju fi 30 °C fvakwu. Zid 5 mL ta’ aceton
(4.5) u nehhi s-solvent volatili kompletament fkurrent hafif ta’ nitrogenu. Nixxef ir-residwu fil-forn ftemperatura
ta’ 103 °C £ 2 °C ghal kwarta. Kessah fdessikaturi u izen sal-eqreb 0,1 mg.
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PARTI 2
IS-SEPARAZZJONI TAL-FRAZZJONIJIET TA’ KOMPOSTI ALKOHOLICI

1. KAMP TA” APPLIKAZZJONI
II-materja mhux sapunifikabbli ppreparata fil-Parti 1 tigi frazzjonata fkomposti alkoholic¢i differenti, alkohol
alifatiku, steroli u dialkohol triterpeniku (eritrodijol u uvaol).

2. PRINCIPJU
II-materja mhux sapunifikabbli tista’ tigi frazzjonata bl-uzu ta’ kromatografija bazika ta’ saff irqiq (metodu ta’
referenza), zvelata u l-faxex korrispondenti migrufa u estratti. Bhala metodu ta’ separazzjoni alternattiv, HPLC bl-
uzu ta’ kolonna tal-gell tas-silice u individwatur tal-UV u I-frazzjonijiet differenti migbura. L-alkohol alifatiku
u triterpeniku kif ukoll id-dialkohol tal-isteroli u triterpeniku jigu izolati flimkien.

3. TAGHMIR
L-apparat tal-laboratorju tas-soltu u b’'mod partikolari dan li gej:

3.1.  Apparat komplut ghall-analizi bil-kromatografija b’saff irqiq bl-uzu ta’ pjanci tal-hgieg ta’ 20 cm b'20 cm.

3.2.  Lampa tar-radjazzjoni ultravjola b'tul tal-mewga ta’ 366 nm jew 254 nm.

3.3.  Mikrosiringi, 100 pL u 500 pL.

3.4.  Lembut bfiltru forma ta’ ¢ilindru b’septum poruz ta’ G3 (b’porozita ta” 15-il pm sa 40 pm) li jkollu dijametru ta’
madwar 2 ¢m u jkun fond 5 ¢m, li jkun adattat ghall-filtrazzjoni fvakwu b’'gonta interna tal-hgieg zmeriljat.

3.5. Flask koniku b’'gonta esterna tal-hgieg mithun, 50 mL li jista’ jitwahhal mal-lembut tal-filtru (3.4.).

3.6. Tubu tat-testijiet bil-qiegh li jidjieq u tapp tal-hgieg li jissigilla, 10 mL.

3.7.  Dessikatur tal-klorur tal-kal¢ju.

3.8. Sistema tal-HPLC, 1i tikkonsisti minn:

3.8.1. Pompa binarja.

3.8.2. Injettur manwali jew awtomatiku mghammar bloop tal-injezzjoni ta’ 200 pL.

3.8.3. Apparat li jnehhi l-gass in-line.

3.8.4. Individwatur UV-VIS jew IR.

3.9. Kolonna tal-HPLC (25 cm * 4 mm i.d.) b'gell tas-silice 60 (dags tal-partikuli ta’ 5 pm).

3.10. Filtru tas-siringa, 0,45 pm

3.11. Flask koniku, 25 mL.

4. REAGENTI

4.1. 85 % ta’ titru minimu ta’ idrossidu tal-potassju.

4.2.  Madwar 2 M ta’ soluzzjoni etanolika tal-idrossidu tal-potassju.
Dewweb 130 g ta’ idrossidu tal-potassju (4.1) permezz tat-tkessih £200 ml ta’ ilma distillat u mbaghad zidu
blitru etanol (4.9). Zomm is-soluzzjoni fi fliexken tal-hgieg skur maghluqin sewwa b’tapp u mahzuna ghal mhux
aktar minn jumejn.

4.3.  Etere etiliku, ghall-kwalita tal-analizi.

4.4. Madwar 0,2 M ta’ soluzzjoni etanolika tal-idrossidu tal-potassju.
Dewweb 13-il g ta’ idrossidu tal-potassju (4.1) £20 ml ta’ ilma distillat u zidu b’litru etanol (4.9).

4.5.  Pjanci tal-hgieg 20x20 miksijin bil-gell tas-silika, minghajr indikatur tal-fluworexxenza, u bi hxuna ta’ 0,25 mm
(dawn jinsabu ghall-bejgh lesti ghall-uzu).

4.6.  Aceton ghall-kwalita tal-kromatografija.
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4.7. n-Ezan ghall-kwalita tal-kromatografija.

4.8.  Etere etiliku, ghall-kwalita tal-kromatografija.
4.9.  Etanol ta’ kwalita analitika.

4.10. Acitat etiliku ta’ kwalita analitika.

4.11. Soluzzjoni ta’ referenza ghall-kromatografija bsaff irqiq: Soluzzjoni ta’ 5 % kolesterol, fitosteroli, alkohol,
u Eritrodijol f'Acetat etiliku (4.10.).

4.12. Soluzzjoni ta’ 2,7-diklorofluworexxein, 0,2 % fsoluzzjoni etanolika. Gibha ftit bazika billi zzid xi qtar ta’
soluzzjoni alkoholika ta’ 2 M ta’ soluzzjoni tal-idrossidu tal-potassju (4.2).

4.13. Tahlita ta’ 65:35 (V[V) ta’ n-ezan (4.7)/etere etiliku (4.8).

4.14. (1:1) (V|V) n-ezan (4.7)/etere etiliku (4.8) fazi mobbli ta’ HPLC.

5. METODU TA’ REFERENZA: IS-SEPARAZZJONI TAL-KOMPOSTI ALKOHOLICI PERMEZZ TA’ PJANCA BAZIKA TA’
KROMATOGRAFIJA FUQ SAFF IRQIQ (TLC)

Ipprepara I-pjanci bazici ta’ kromatografija fuq saff irqiq. Ghaddas il-pjanci tal-gell tas-silika (4.5) madwar 4 cm
fis-soluzzjoni etanolika tal-idrossidu tal-potassju ta’ 0,2 M (4.4) ghal 10 sekondi, imbaghad hallihom saghtejn
jinxfu fkabinett ghad-dhahen u fl-ahhar poggihom fforn ftemperatura 100 °C ghal siegha.

Nehhihom mill-forn u zommhom fdessikatur tal-klorur tal-kal¢ju (3.7) sa ma jkun hemm bzonn jintuzaw (il-
pjanci li jkunu ghaddew minn din il-procedura jridu jintuzaw fi Zmien hmistax).

Qieghed it-tahlita ta’ ezan/etere etiliku (4.13) (Nota 3) fil-kompartiment tal-izvilupp, ffond ta’ madwar 1 cm.
Aghlaq il-kompartiment b’ghatu xieraq u hallih hekk ghal mhux angas minn nofs siegha, fpost frisk, sabiex jigi
stabbilit l-ekwilibriju ta’ bejn il-likwidu u I-fwar. Jistghu jitpoggew strippi ta’ filtri tal-karta mghaddsa fl-eluent fuq
il-wic¢ gewwieni tal-kamra. Dan inaqqas il-hin tal-izvilupp bejn wiehed u iehor b'terz u jwassal ghal elwizzjoni
aktar uniformi u regolari tal-komponenti.

Nota 3: It-tahlita tal-izvilupp ghandha tinbidel ghal kull test sabiex jinkisbu kondizzjonijiet ta’ eluzjoni
perfettament riproducibbli. Jista’ jintuza solvent alternattiv 50:50 (V/V) n-ezan/etere etiliku.

Ipprepara soluzzjoni ta’ madwar 5 % ta’ dik mhux sapunifikabbli ppreparata fil-Parti 1 fl-acitat etiliku (4.10) u,
bl-uzu tal-mikrosiringa ta’ 100 pl (3.3), poggi 0.3 ml mis-soluzzjoni fuq strixxa dejqa u uniformi fin-naha t’isfel
(2 cm) tal-pjanca kromatografika (4.5). B'mod paralle] mal-istrixxa, gieghed bejn 2 u 3 pL tas-soluzzjoni ta’
referenza tal-materjal (4.11) sabiex il-faxex tal-isterol, tad-dialkohol triterpen u tal-alkohol ikunu jistghu jigu
identifikati wara l-izvilupp.

Qieghed il-pjanca fil-kompartiment tal-izvilupp (3.1). It-temperatura ambjentali ghandha tinzamm bejn 15 u 20 °
C (Nota 4). Aghlaq il-kamra mal-ewwel bl-ghatu u halli I-process ta’ eluzjoni jsehh sa ma l-parti ta’ quddiem tas-
solvent tasal madwar centimetru mit-tarf ta’ fuq tal-pjanca. Nehhi l-pjanca mill-kamra tal-izvilupp u halli s-
solvent jevapora fkurrent ta’ arja shuna jew billi thalli l-pjanca ghal ftit hin taht ghata.

Nota 4: Temperatura oghla minn hekk tista’ tgharraq is-separazzjoni.

Sprejja 1-pjanca kemm kemm u b'mod uniformi bis-soluzzjoni ta’ 2,7-diklorofluworexxein(4.12) u mbaghad
halliha tinxef. Meta l-pjanca tigi osservata fdawl ultravjola (3.2), il-faxex tal-isteroli, tad-dialkohol tat-triterpen
u tal-alkohol ikunu jistghu jigu identifikati billi jigu allinjati mat-tbajja’ miksubin permezz tas-soluzzjoni ta’
referenza (4.11). Immarka l-limiti tal-faxex mat-truf tal-fluworexxenza b’lapes iswed (ara l-pjanca tat-TLC fFigura
1).

Obrox il-gell tas-silika minn fuq il-parti mmarkata billi tuza spatula tal-metall. Poggi I-materjal mithun fin li jkun
tnehha fil-lembut talfiltru (3.4). Zid 10 mL ta’ acetat etiliku shun (4.10), hawdu bil-mod bl-ispatula tal-metall
u ffiltrah (Pvakwu jekk ikun mehtieg), filwaqt li tigbor il-filtrat fil-flask koniku (3.5.) imwahhal mal-lembut
bfiltru.

Ahsel ir-residwu fil-flask tliet darbiet bl-etere etiliku (4.3) (madwar 10 mL kull darba), filwaqt li tigbor il-filtrat fl-
istess flask imwahhal mal-lembut, evapora I-filtrat sa ma jintlahaq volum ta’ bejn 4 u 5 ml, ittrasferixxi s-
soluzzjoni li jifdal ghal got-tubu tat-testijiet ta’ 10 mL li jkun intizen minn qabel (3.6), evaporaha permezz ta’
tishin hafif fi fluss hafif ta’ nitrogenu sa ma jinxef, erga’ ohlogha mill-gdid billi tuza ftit qtar ta’ aceton (4.6)
u evaporaha ghal darb'ohra sa ma tinxef. Ir-residwu fit-tubu tat-testijiet jikkonsisti mill-isteroli u d-dialkohol tat-
triterpen jew mill-alkohol u frazzjonijiet ta’ alkohol triterpeniku.
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6. IS-SEPARAZZ]JONI TAL-FRAZZJONI ALKOHOLIKA PERMEZZ TAL-HPLC

Is-soluzzjoni mhux sapunifikabbli miksuba mill-Parti 1 tigi mahlula fi 3 mL tal-fazi mobbli (4.14), iffiltra s-
soluzzjoni b'filtru tas-siringa (3.10 u rrizerva.

Injetta 200 pl tas-soluzzjoni mhux sapunifikabbli ffiltrata fl-HPLC (3.8).

Wettaq is-separazzjoni tal-HPLC b’0,8 mL/min, armi l-ewwel 5 min. u igbor fi flasks konici ta’ 25 mL (3.11) bejn
il-5 u 10 min. ghal alkohol alifatiku u triterpeniku u bejn 11 u 25 min ghal steroli u eritrodijol u uvaol (Nota 5).

Is-separazzjoni tista’ tigi mmonitorjata b'individwatur tal-UV b'tul tal-mewga ta’ 210 nm jew individwatur tal-
indici rifrattiv (ara l-Figura 6).

Il-frazzjonijiet jigu evaporati sat-tnixxif u jigu mhejjija ghal analizi kromatografika.

Nota 5: Ikkontrolla l-pressjoni tal-pompa tal-HPLC bir-reqqa, l-eteru etiliku jista’ jzid il-pressjoni, aggusta I-fluss
biex izzomm il-pressjoni taht kontroll.

PARTI 3
ANALIZI KROMATOGRAFIKA TAL-GASS TAL-FRAZZJONIJIET TA’ KOMPOSTI ALKOHOLICI

1. KAMP TA" APPLIKAZZJONI

Din il-parti taghti gwida generali ghall-applikazzjoni tal-kromatografija b'fazi gassuza fkolonna kapillari, sabiex
tigi ddeterminata l-kompozizzjoni kwalitattiva u kwantitattiva tal-komposti alkoholi¢i izolati skont il-metodu
specifikat fil-Parti 2 ta’ dan il-metodu.

2. PRINCIPJU

[-frazzjonijiet migbura mill-materja mhux sapunifikabbli bl-uzu tat-TLC jew tal-HPLC jigi derivatizzati feteri tat-
trimetilsilil u analizzati bi kromatografija b'fazi gassuza fkolonna kapillari b'injezzjoni maqsuma u individwatur
tal-jonizzazzjoni tal-fjamma.

3. APPARAT

L-apparat tas-soltu tal-laboratorju u b’'mod partikulari dan li gej:
3.1. Tubu tat-testijiet bil-qiegh li jidjieq u tapp tal-hgieg li jissigilla, 10 mL.

3.2.  Kromatografu bfazi gassuza li jkun jista’ jintuza ma’ kolonna kapillari, li jkollu sistema ta’ injezzjoni magsuma
u li jkun maghmul minn:

3.2.1. Kompartiment termostatiku ghall-kolonni li jifilhu jzommu t-temperatura mixtieqa bi prec¢izjoni ta’ £ 1 °C;

3.2.2. Unita ta’ injezzjoni b'temperatura li tista’ tigi adattata li jkollha element ta’ vaporizzazzjoni tal-hgieg persilanizzat
u sistema magsuma;

3.2.3. Individwatur tal-jonizzazzjoni bi fjamma (FID);

3.2.4. Sistema ghall-ksib tad-data xierqa ghall-uzu mal-individwatur FID (3.10.3.), b’kapacita ta’ integrazzjoni manwali.

3.3.  Kolonna kapillari tas-silika mdewba twila bejn 20 u 30 m, b'dijametru intern ta’ bejn 0,25 mm u 0,32 mm,
miksija b’5 % Difenil u 95 % Dimetilpolisilossan (il-fazi stazzjonarja ta’ SE-52 jew SE-54 jew l-ekwivalenti), hekk
li jkollha hxuna uniformi ta’ bejn 0,10 pm u 0.30 pm.

3.4. Mikrosiringa, b’kapacita ta’ 10 pL, ghall-kromatografija b'fazi gassuza, blabra mwahhla adattata ghall-injezzjoni
maqsuma.

4. REAGENTI

4.1.  Piridin anidruz, ghall-kwalita tal-kromatografija.
4.2. Disilazan tal-ezametil ta’ kwalita analitika.

4.3. Trimetilklorosilan ta’ kwalita analitika.
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4.4, Mudelli tas-soluzzjonijiet tal-eteri tat-trimetilsilil tal-isteroli. Dawn ghandhom jithejjew fil-hin tal-uzu mill-isteroli
u l-eritrodiol miksubin miz-zjut li jkun fihom dawn is-sustanzi.

4.5.  Soluzzjonijiet standard ta’ eteri tat-trimetilsilil ta’ alkohol alifatiku minn C20 sa C28. Dawn jistghu jigu mhejjija
minn tahlitiet ta’ alkohol pur fil-hin li jkunu mehtiega ghall-uzu.

4.6.  Gass trasportatur: l-idrogenu jew l-elju, pur ghall-kromatografija tal-gass.
4.7.  Gassijiet awziljarji: l-idrogenu, l-elju, in-nitrogenu u l-arja, li jkunu puri ghall-kromatografija tal-gass.
4.8. Reagent ta’ sililazzjoni, li jikkonsisti ftahlita ta’ 9:3:1 (V[V|V) ta’ piridina/disilazan tal-ezametil/trimetilklorosilan.

4.9. n-Ezan, ghall-kwalita tal-kromatografija.

5. THEJJIJA TAL-ETERI TAT-TRIMETILSILIL

Zid ir-reagent ta’ sililazzjoni (4.8) (Nota 6), fil-proporzjon ta’ 50 pl ghal kull milligramma ta’ kompost alkoholiku,
fit-tubu tat-testijiet (3.1) li jkun fih il-frazzjoni ta’ komposti alkoholici, filwaqt li tevita kwalunkwe assorbiment ta’
umdita (Nota 7).

Nota 6: Wiched jista’ jsib ghall-bejgh soluzzjonijiet lesti ghall-uzu. Wiehed jista jsib ukoll reagenti ta’ sililazzjoni
ohrajn bhal, perezempiju, il-bistrimetilsilil trifluwor acetammid + 1 % trimetilklorosilan, li jrid jigi dilwit
bl-istess volum ta’ piridina anidruza. Minflok il-piridina jista’ jintuza l-istess ammont ta’ acetonitril.

Nota 7: L-opalexxenza hafifa li tista’ tirrizulta hija normali u ma tohloq l-ebda anomaljja. Il-formazzjoni ta’
bjuda jew l-apparenza ta’ kulur roza jindikaw il-prezenza ta’ umdita jew deterjorament tar-reagent. Jekk
dan isehh, it-test irid jerga’ jsir (jekk jintuza l-ezametildisilazan jew it-trimetilklorosilan biss).

Aghlaq it-tubu tat-testijiet (3.1), hawdu bil-galbu (minghajr ma taqilbu rasu 1 isfel) sakemm il-komponenti jinhallu
kompletament. Hallih jogghod ghal mill-inqas kwarta ftemperatura ambjentali u mbaghad hawdu b'azzjoni
centrifuga ghal ftit minuti. Is-soluzzjoni ¢ara tkun lesta biex tigi analizzata bil-kromatografija b'fazi gassuza.

6. ANALIZI TAL-KROMATOGRAFIJA BFAZI GASSUZA
6.1. L-operazzjonijiet preliminari, il-kundizzjonament tal-kolonna kapillari.

Wahbhal il-kolonna (3.3) fil-kromatografu b’fazi gassuza billi tqabbad it-tarf ta’ gewwa mal-apparat ghall-injezzjoni
magsuma u t-tarf ta’ barra mal-individwatur.

Wettaq kontrolli generali fuq il-kromatografu bfazi gassuza (nixxijiet mic-Cirkwiti tal-gass, l-efficjenza tal-
individwatur, l-effi¢jenza tas-sistema ta’ separazzjoni u s-sistema ta’ registrazzjoni, ecc.).

Jekk il-kolonna tkun qed tintuza ghall-ewwel darba, huwa rrakkomandat li ghandha tigi soggetta ghal kundizzjo-
nament: jinghadda fluss hafif ta” gass mill-kolonna nnifisha, imbaghad jitqabbad il-kromatografu b'fazi gassuza
u jibda t-tishin b'mod gradwali sa ma tintlahaq temperatura ta’ mill-anqas 20 °C aktar mit-temperatura ta’
thaddim (Nota 8). Zomm din it-temperatura ghal mill-inqas saghtejn, imbaghad gieghed l-apparat kollu fil-
modalita tat-thaddim (l-aggustament tal-kurrenti tal-gass u tas-sistema ta’ separazzjoni, it-tqabbid tal-famma, il-
konnessjoni mas-sistema tal-kompjuter, l-aggustament tat-temperatura tal-kolonna, tal-individwatur u tal-apparat
ghall-injezzjoni, ec¢.) u mbaghad irregistra s-sinjal b’sensittivita 1i tkun mill-inqas darbtejn iktar minn dik
mahsuba ghall-analizi. Ir-rotta tal-linja ta’ referenza trid tkun lineari, minghajr ebda quécata, u m'ghandhiex turi
devjazzjonijiet. Drift negattiva flinja dritta tindika nixxija mill-konnessjonijiet tal-kolonna: drift pozittiv tindika
kundizzjonament inadegwat tal-kolonna.

Nota 8: It-temperatura tal-kundizzjonament dejjem trid tkun mill-inqas 20 °C inqas mit-temperatura massima
specifikata ghall-fazi stazzjonarja uzata.
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6.2. Kundizzjonijiet ta’ thaddim
Ottimizza l-programm tat-temperatura u l-fluss tal-gass trasportatur sabiex ikunu jistghu jinkisbu l-kromato-
grammi simili ghall-Figuri minn 3 sa 6.
I-parametri li gejjin gew ittestjati u nsabu utli:
6.2.1. Alkohol alfatiku
Programm tal-Forn 180 °C (8 min.) — 260 °C (at 5 °C/min) — 260 °C (15 min)
Temperatura tal-Injettur 280 °C
Temperatura tal-Individwatur 290 °C
Velocita Lineari tal-Gass trasportatur Elju (bejn 20 u 30 cm/s); Idrogenu — (bejn 30 u 50 cm/s)
Proporzjon tal-Qasma bejn 1:50 u 1:100
Volum Injettat bejn 0,5 u 1 pl tas-soluzzjoni ta’ TMSE
6.2.2. Steroli u dialkohol triterpeniku
Programm tal-Forn 260 £ 5 °C Isotermiku
Temperatura tal-Injettur 280 - 300 °C
Temperatura tal-Individwatur 280 - 300 °C
Velocita Lineari tal-Gass trasportatur Elju (bejn 20 u 30 cmy/s); Idrogenu (bejn 30 u 50 cm/s)
Proporzjon tal-firda bejn 1:50 u 1:100
Volum Injettat 0,5 sa 1 pl tas-soluzzjoni TMSE
Dawn il-kundizzjonijiet jistghu jinbidlu skont il-karatteristici tal-kolonna u tal-kromatografu b’fazi gassuza sabiex
jinkisbu kromatogrammi li jilhqu r-rekwiziti li gejjin:
— Il-hin ta’ zamma tal-alkohol C26 ghandha tkun 18 + 5 minuti.
— Il-quccata tal-alkohol C22 ghandha tkun 80 * 20 % tal-valur tal-iskala shiha ghaz-zejt taz-zebbuga
u 40 + 20 % tal-valur tal-iskala shiha ghaz-zejt mir-residwi taz-zebbug.
— Il-hin ta’ zamma ghall-quécata tal-B-sitosterol ghandu jkun ta’ 20 £ 5 min.
— Il-quccata tal-kampesterol ghandha tkun: ghaz-zejt taz-zebbuga (b’kontenut medju ta’ 3 %) 20 £ 5 % tal-iskala
shiha.
— L-isteroli kollha prezenti jridu jigu separati. Barra milli jkunu mifrudin, il-qcacet ghandhom jkunu wkoll
magqtughin ghal kollox, i.e. il-linja tal-quécata ghandha tmur lura lejn il-linja bazi qabel ma titlaq ghall-quccata
li jmiss. Madankollu, jista’ jkun hemm rizoluzzjoni mhux shiha, dejjem jekk il-qu¢cata FRRT 1,02 (is-
sitostanol) tkun tista’ tigi kkwantifikata permezz tal-linja perpendikulari.
6.3. Il-procedura analitika

Hu 1 pl ta’ ezan billi tuza I-mikrosiringa ta’ 10 pl (3.4), igbed ghal go fiha 0,5 yl ta’ arja u mbaghad 0,5 pl sa 1 pl
tas-soluzzjoni tal-kampjun. Gholli I-planger tas-siringa iktar sabiex il-labra tizvojta. Imbotta I-labra fil-membrejn
tal-apparat ghall-injezzjoni u wara sekonda jew tnejn injetta malajr, imbaghad nehhi I-labra bil-mod wara madwar
hames sekondi. Jista’ jintuza wkoll apparat awtomatiku ghall-injezzjoni.

Irregistra sakemm it-TMSE tal-komposti alkoholi¢i korrispondenti prezenti jigu kompletament elwiti. Il-linja bazi
trid tkompli tissodisfa r-rekwiziti tal-kundizzjonijiet ta’ thaddim korrispondenti (6.2.1 jew 6.2.2).
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6.4.

6.5.

L-identifikazzjoni tal-qcacet

Identifika l-qc¢acet individwali fuq il-bazi tal-hinijiet ta’ Zamma u billi tqabbel mat-tahlita tal-alkohol alifatiku
u triterpeniku u t-TMSE tad-dialkohol tal-isterol u t-triperpen, anlizzati bl-istess kundizzjonijiet. Kromatogramma
tal-frazzjoni ta’ alkohol alifatiku u triterpeniku tintwera fFigura 3 u l-kromatogrammi korrispondenti ghall-
isteroli u d-dialkohol triterpeniku jintwerew fFigura 2.

L-alkohol alifatiku jigi elwit fl-ordni li gejja: C20-ol (LS.), C22-0l, C23-0l, C24-o0l, C25-o0l, C26-0l, C27-0ol u C28-
ol.

L-isteroli u d-d-dialkohol tat-triterpen huma elwiti fl-ordni li gejja: kolesterol, brassikasterol, ergosterol, 24-
metilin-kolesterol, kampesterol, kampestanol, stigmasterol, A7-kampesterol, A5,23-stigmastadienol, klerosterol, £-
sistosterol, sitostanol, A5-avenasterol, A5,24-stigmastadienol, A7-stigmastenol, A7-avenasterol, eritrodiol u uvaol.

Evalwazzjoni kwantitattiva

L-erji tal-quécata ta’ 1-ejkosanol u tal-alkohol alifatiku C22, C24, C26, C28 jigu kkalkulati minn sistema tal-
akkwizizzjoni tad-data. Il-fattur ta’ rispons ghall-a-ejkosanol ghandu jitgies dags 1.

Ikkalkula l-erjas tal-a-kolestanol u l-qcacet tal-isteroli u tad-dialkohol tat-triterpen billi tuza s-sistema tal-
kompjuter. Taghtix kaz tal-qcacet ghal kwalunkwe sustanza komposta li mhix inkluza fost dawk elenkati fit-
Tabella 1 (I-ergosterol ma jridx jigi kkalkulat). Il-fattur tat-twegiba ghall-a-kolestanol ghandu jitqies li huwa ta’ 1.

Ikkalkula I-kon¢entrazzjoni ta’ kull kompost alkoholiku individwali, fmg/kg ta’ materjal xahmi, kif gej:

Kompost alkoholiku x = A xm,
Ay, xm

s

x 1000

fejn:

L-erja tal-quccata ghall-kompost alkoholiku x, fkomputazzjonijiet tas-sistema tal-kompjuter.

>
1

L-erja tal-quccata tal-1-ejkosanol/a-kolestanol fkomputazzjonijiet tas-sistema tal-kompjuter.

8
|

= [l-massa ta’ 1-ejkosanol/a-kolestanol mizjud, fmilligrammi;

8
I

Il-massa tal-kampjun uzat ghad-determinazzjoni, fi grammi.

ESPRESSJONI TAR-RIZULTATI

Irrapporta l-koncentrazzjonijiet tal-alkohol triterpeniku u alifatiku individwali individwali fmg/kg ta’ materjal
xahmi u t-total taghhom bhala kontenut totali ta’ alkohol alifatiku’. Il-kontenut totali huwa t-total ta’ C22, C24,
C26 u C28.

I-kompozizzjoni ta’ kull wiehed mill-komposti alkoholi¢i individwali ghandu jigi espress sa punt decimali
wiehed.

Il-koncentrazzjoni totali ta’ steroli ghandha tigi espressa minghajr l-ebda punt dec¢imali.

Ikkalkula 1-percentwal ta’ kull sterol individwali mill-proporzjon tal-erja tal-quécata rilevanti mal-arja totali tal-
quccata ghall-isteroli:

A
Sterol x = == x 100
erol x = =

fejn:
A, = Erja tal-quccata ghal sterol x.
YA = L-erja totali tal-quécata ghall-isteroli.

B-sitosterol evidenti: A5,23-stigmastadienol + klerosterol + f-sitosterol + sitostanol + A5-avenasterol + A5,24-
stigmastadienol.
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Ikkalkula I-percentwal ta’ eritrodijol u uvaol:

Erythrodijol + Uvaol = Aw T Aw 100
fejn: '
A, = L-erja ta’ Eritrodijol fkomputazzjonijiet tas-sistema tal-kompjuter.
Ay, = L-erja ta’ Uvaol fkomputazzjonijiet tas-sistema tal-kompijuter.
3, = L-erja totali tal-isteroli + l-eritrodijol + l-uvaol fkomputazzjonijiet tas-sistema tal-kompjuter.

Barra mill-kalkolu tal-percentwal relattiv ta’ steroli u unici u diajalkohol triterpeniku u I-koncentrazzjoni totali ta’
steroli, trid tigi kkalkulata I-koncentrazzjoni ta’ eritrodijol u ta’ uvaol u t-total taghhom, fmg/kg ta’ materjal
xahmi, skont l-espressjonijiet li gejjin:

AEr X Mg

Eritrodiol = x 1000
Uvaol = 20X 1 900

fejn: S
A, = Erja tal-quccata tal-Eritrodiol, fkomputazzjonijiet ta’ sistema kompjuterizzata.
Ay, = Erja ta’ Uvaol fkomputazzjonijiet tas-sistema kompjuterizzata.
A, = Erja tal-quccata ta’ a-kolestanol, fkomputazzjonijiet tas-sistema kompjuterizzata.
m, = Massa ta’ a-kolestanol mizjud, fmilligrammi.
m = Massa tal-kampjun uzat ghad-determinazzjoni, fi grammi.
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Appendici

Idrokarburi
a-Tokoferol
Prenoli

Steroli

(o N e N e e S

Alkohol Triterpeniku
Alkohol Alfatiku
Steroli tal-Metil

Dialkohol Triterpeniku

Figura 1 — TLC tal-frazzjoni mhux sapunifikabbli miz-zejt mir-residwi taz-zebbug elwit darbtejn bl-ezan: etere
dieteiliku (65:35), zviluppat b’'SO4H2 (50 %) u msahhan. Il-faxex li ghandhom jintremew huma dawk fir-rettangolu, 1

huma l-faxex ghall-alkohol alifatiku u 2 ghall-isteroli u ghad-dialkohol triterpeniku.

Tabella I — Il-hinijiet relattivi ta’ Zamma ghall-isteroli

[l-hin relattiv ta’ zamma

Quccata Identifikazzjoni
Il-kolonna SE 54 Il-kolonna SE 52
1 Kolesterol A-5-kolesten-3£-ol 0,67 0,63
2 Kolestanol 5a-kolestan-3£-ol 0,68 0,64
3 Brassikasterol [245]-24-metil-A-5,22-kolestadijen-3[-ol 0,73 0,71
* Ergosterol [%48]-24-metil—A-5,7,22 kolestatrijen-3p- 0,78 0,76
0
4 24-metilen -kolesterol 24-metilen-A-5,24-kolestadijen-38-01 0,82 0,80
5 Kampesterol (24R)-24-metil-A-5-kolesten-3£-ol 0,83 0,81
6 Kampestanol (24R)-24-metil-kolestan-38-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol (24S)-24-etil-A-5,22-kolestadien-38-ol 0,88 0,87
8 A-7-kampesterol (24R)-24-metil-A-7-kolesten-3£-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-kampesterol (24R,S)-24-etil-A-5,2 3-kolestadien-3-ol 0,95 0,95
10 Klerosterol (248)-24-etil-A-5,2 5-kolestadien-3£-ol 0,96 0,96
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[l-hin relattiv ta’ zamma
Quccata Identifikazzjoni
Il-kolonna SE 54 | Il-kolonna SE 52
11 R-sitosterol (24R)-24-etil-A-5-kolesten-38-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-etil-kolestan-313-ol 1,02 1,02
13 A-5-kampesterol (24Z)-24-etiliden-A-kolesten-38-ol 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienol | (24R,S)-24-etil-A-5,24-kolestadien-31-ol 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol (24R,S)-24-etil-A-7-kolesten-38-ol 1,12 1,12
16 A-7-avenasterol (24Z)-24-etiliden-A-7-kolesten-3£-ol 1,16 1,16
17 Eritrodiol 5a-olean-12-en-3,28-diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-ursen-3,28-diol 1,52 1,52
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Figura 2 — Profil kromatografiku GC-FID tal-isterol u tad-dialkohol triterpeniku miz-zejt taz-zebbuga raffinat. (1)
Kolesterol, (2) a-kolestanol (LS.), (3) 24-metilenkolesterol, (4) kampesterol, (5) kampestanol, (6) stigmasterol, (7) A5,23-
stigmastadienol, (8) klerosterol, (9) f-sitosterol, (10) sitostanol, (11) A5-avenasterol, (12) A5,24-stigmastadienol, (13) A7-
stigmastenol, (14) A7-avenasterol, (15) eritrodiol, (16) uvaol.
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Figura 3 — Profil kromatografiku GC-FID tal-isteroli u tad-dialkohol triterpeniku miz-Zejt taz-zebbuga lampante. (1)
Kolesterol, (2) a-kolestanol, (3) brassikasterol, (4) 24-metilenkolesterol, (5) kampesterol, (6) kampestanol, (7) stigmasterol,
(8) A7-kampesterol, (9) A5,23-stigmastadienol, (10) klerosterol, (11) B-sitosterol, (12) sitostanol, (13) A5-avenasterol, (14)

A5,24-stigmastadienol, (15) A7-stigmastenol, (16) A7-avenasterol, (17) eritrodiol, (18) uvaol.

Norm. ]
70
60 ‘ ‘
o | |

40 “ |

20|

10 |y

5415 ¢

7.934 —

11.066 N

3

:

18.163 &

5

|

0 5 10 15 20 25 30

Figura 4 — Profil kromatografiku GC-FID ta’ alkohol alifatiku u alkohol triterpeniku taz-zejt taz-zebbuga. (L.S.) C20-ol,

(1) C22-0l, (2) C24-0l, (3) C26-0l, (4) C28-0l, (5) alkohol triterpeniku.
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Figura 5 — Profil kromatografiku GC-FID ta’ alkohol alifatiku u alkohol triterpeniku ta’ zejt taz-zebbuga raffinat u zejt
taz-zebbuga tat-tieni centrifugazzjoni. (LS. C20-ol, (1) C22-ol, (2) C24-ol, (3) C26-ol, (4) C28-ol, (5) alkohol

triterpeniku.
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Figura 6 — Kromatogramma tal-HPLC ta’ zejt taz-zebbuga mhux sapunifikabbli separat permezz tal-HPLC bl-uzu ta’
individwatur tal-UV. (1) Alkohol alifatiku u triperpeniku; (2) Steroli u dialkohol triterpeniku.”.
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