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REGULAMENTUL DE PUNERE iN APLICARE (UE) 2019/1604 AL COMISIEI
din 27 septembrie 2019

de modificare a Regulamentului (CEE) nr. 2568/91 privind caracteristicile uleiurilor de masline si
ale uleiurilor din resturi de misline, precum si metodele de analiz3 a acestora

COMISIA EUROPEANA,
avand in vedere Tratatul privind functionarea Uniunii Europene,

avand in vedere Regulamentul (UE) nr. 1308/2013 al Parlamentului European si al Consiliului din 17 decembrie 2013
de instituire a unei organiziri comune a pietelor produselor agricole si de abrogare a Regulamentelor (CEE) nr. 922/72,
(CEE) nr. 234/79, (CE) nr. 1037/2001 si (CE) nr. 1234/2007 ale Consiliului (), in special articolul 91 primul paragraf
litera (d),

intrucat:

(1)  Regulamentul (CEE) nr. 2568/91 al Comisiei (}) defineste caracteristicile fizico-chimice §i organoleptice ale
uleiului de madsline si ale uleiului din resturi de mdsline si stabileste metodele de evaluare a caracteristicilor
respective.

(2)  Metodele si valorile-limitd pentru caracteristicile uleiurilor sunt actualizate periodic in temeiul opiniilor expertilor
chimisti si in concordanti cu rezultatele lucridrilor Consiliului Oleicol International (IOC).

(3)  Pentru a se asigura punerea in aplicare la nivelul Uniunii a celor mai recente standarde internationale stabilite de
I0C, este necesard actualizarea anumitor metode de analizd previzute in Regulamentul (CEE) nr. 2568/91.

(4)  Standardul comercial al IOC a fost modificat in ceea ce priveste exprimarea limitei pentru aciditatea liberd,
indicele de peroxid, evaluarea organoleptici (mediana defectului si mediana atributului fructat) si diferenta dintre
ECN42 (HPLC) si ECN42 (calcul teoretic), din motive de coerentd cu valorile de precizie ale metodei analitice.

(5)  In conformitate cu articolul 2a alineatul (5) din Regulamentul (CEE) nr. 2568/91, statele membre trebuie si
verifice dacd o proba de ulei de misline este conformd cu categoria declaratd, verificind caracteristicile stabilite in
anexa I la regulamentul respectiv, fie in ordine aleatorie, fie respectind ordinea prevdzuti intr-un arbore
decizional prezentat in anexa Ib.

(6)  Avand in vedere evolutiile recente, este oportun si se actualizeze tabelele din anexa Ib la Regulamentul (CEE)

nr. 2568/91 si din apendicele acesteia, dupd caz. De asemenea, se pare ci termenul ,diagrami” este mai adecvat
decat termenul ,arbore decizional”, avind in vedere continutul anexei Ib.

(7)  Punctul 9.4 din anexa XII la Regulamentul (CEE) nr. 2568/91 defineste mediana defectelor ca fiind mediana
defectului perceput cu cea mai mare intensitate. In contextul contraanalizelor si avand in vedere faptul ci confor-
mitatea uleiului trebuie sd fie evaluatd de diferite comisii, ar trebui sd se clarifice faptul ci decizia referitoare la
conformitatea caracteristicilor unui ulei cu categoria declarati este legatd exclusiv de valoarea medianei defectului
principal, indiferent de natura acestuia.

(8)  Prin urmare, Regulamentul (CEE) nr. 2568/91 ar trebui modificat in consecinta.

(9)  Masurile prevazute in prezentul regulament sunt conforme cu avizul Comitetului pentru organizarea comund
a pietelor agricole,

ADOPTA PREZENTUL REGULAMENT:

Articolul 1

Regulamentul (CEE) nr. 2568/91 se modificd dupd cum urmeazi:
1. Articolul 2 se modificd dupd cum urmeaza:
(a) la alineatul (1), litera (l) se inlocuieste cu urmdtorul text:

,() pentru determinarea comporzitiei si a continutului de steroli si pentru determinarea compusilor alcoolici
prin cromatografie in fazi gazoasd cu coloand capilard, metoda previzutd in anexa XIX”;

(') JOL347,20.12.2013,p. 671.
(*) Regulamentul (CEE) nr. 2568/91 al Comisiei din 11 iulie 1991 privind caracteristicile uleiurilor de misline si ale uleiurilor din resturi de
mdsline, precum si metodele de analizd a acestora (JO L 248, 5.9.1991, p. 1).
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10.

11.

12.

13.

(b) alineatul (2) al treilea paragraf se inlocuieste cu urmdtorul text:

Jn cazul in care comisia nu confirmi categoria declaratd in ceea ce priveste caracteristicile organoleptice,
autorititile nationale sau reprezentantii acestora dispun, la cererea partii interesate, sd se efectueze fird intarziere
doud contraanalize de citre alte comisii aprobate. Cel putin una dintre comisii trebuie si fie o comisie aprobatd
de statul membru producitor in cauzid. Se considerd cd respectivele caracteristici sunt conforme cu caracteris-
ticile declarate daci cele doud contraanalize confirmi clasificarea declarati. in caz contrar, indiferent de tipul
defectelor determinate in timpul contraanalizelor, clasificarea este declaratd neconformd cu caracteristicile, iar
costurile contraanalizelor sunt suportate de partea interesatd.”

. Textul de la articolul 2a alineatul (5) litera (b) se inlocuieste cu urmdtorul:

,(b) respectand ordinea previzutd de diagrama din anexa Ib, pand se ajunge la una dintre deciziile mentionate in

diagrama.

. Tabelul ANEXE - Cuprins se inlocuieste cu tabelul din anexa I la prezentul regulament.
. Anexa [ se inlocuieste cu textul din anexa II la prezentul regulament.

. In anexa Ia, punctul 2.1 se inlocuieste cu urmatorul text:

,2.1. Fiecare probd primard trebuie si se impartd in probe de laborator, in conformitate cu punctul 2.5 din
standardul EN ISO 5555, si trebuie sd se analizeze urmandu-se ordinea prezentatd in diagrama prevdzutd in
anexa Ib sau in orice altd ordine aleatorie.”

. Anexa Ib se inlocuieste cu textul din anexa III la prezentul regulament.
. Anexa V se elimin.

. Punctul 4.2 din anexa VII se inlocuieste cu urmdtorul text:

,4.2. n-hexan (pentru cromatografie). Hexanul poate fi inlocuit cu izooctan (2,2,4-trimetilpentan pentru cromato-
grafie), cu conditia si se atingd valori de precizie comparabile.”

. Anexa XII se modificd in conformitate cu anexa IV la prezentul regulament.

Anexa XVII se modificd in conformitate cu anexa V la prezentul regulament.
Anexa XVIII se modificd in conformitate cu anexa VI la prezentul regulament.
Anexa XIX se inlocuieste cu textul din anexa VII la prezentul regulament.
Punctul 4.2 din anexa XX se inlocuieste cu urmatorul text:

,4.2. n-hexan, pentru cromatografie sau analiza reziduurilor. Hexanul poate fi inlocuit cu izooctan (2,2,4-trimetil
pentan pentru cromatografie), cu conditia sd se atingd valori de precizie comparabile. Solventii cu punct de
fierbere mai ridicat decat n-hexanul necesitd mai mult timp pentru a se evapora. Cu toate acestea, ei sunt
preferati, datd fiind toxicitatea hexanului. Puritatea trebuie verificatd; de exemplu, reziduul rezultat dupi
evaporarea a 100 ml de solvent poate fi controlat.

AVERTISMENT - Gazele de evacuare se pot aprinde. A se tine la distantd de surse de caldurd, scantei sau
flacdri deschise. A se verifica intotdeauna etanseitatea recipientelor. A se asigura ventilarea corespunzitoare in
timpul utilizdrii. A se evita acumularea gazelor de evacuare si a se lua misuri de eliminare a oriciror surse de
incendiu, precum radiatoarele sau aparatele electrice care nu sunt fabricate din materiale neinflamabile. Toxic
la inhalare, deoarece poate cauza deteriorarea celulelor sistemului nervos. A se evita inspirarea gazelor de
evacuare. A se utiliza, dacd este necesar, un aparat de respirat adecvat. A se evita contactul cu ochii §i cu
pielea.

Izooctanul este un lichid inflamabil care prezintd un pericol de incendiu. Limitele de explozie in aer sunt de
1,1 % pénd la 6,0 % (fractie volumicd). Este toxic in caz de ingerare §i de inhalare. Utilizati o hotd de ventilare
in stare bund de functionare pentru a lucra cu acest solvent.”
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Articolul 2

Prezentul regulament intrd in vigoare in a doudzecea zi de la data publicirii in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene.

Prezentul regulament este obligatoriu in toate elementele sale si se aplicd direct in toate statele
membre.

Adoptat la Bruxelles, 27 septembrie 2019.

Pentru Comisie
Presedintele
Jean-Claude JUNCKER



30.9.2019

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene L 250/17

Anexa |

Anexa la

Anexa Ib

Anexa Il
Anexa III
Anexa IV

Anexa VII
Anexa IX
Anexa X

Anexa XI
Anexa XII

Anexa XV
Anexa XVI
Anexa XVII
Anexa XVIII
Anexa XIX

Anexa XX

Anexa XXI

ANEXA I
~ANEXE

CUPRINS

Caracteristicile uleiurilor de misline

Esantionarea uleiului de mdsline sau a uleiului din resturi de mésline livrat in ambalaje ime-
diate

Diagrama pentru verificarea conformitdtii unei probe de ulei de misline cu categoria decla-
ratd

Determinarea acizilor grasi liberi, metoda la rece
Determinarea indicelui de peroxid

Determinarea continutului de ceard cu ajutorul cromatografiei in fazi gazoasd cu coloand ca-
pilard

Determinarea procentului de monopalmitat de 2-gliceril

Analiza spectrofotometricd in ultraviolet

Determinarea esterilor metilici ai acizilor grasi prin cromatografie in fazi gazoasd
Determinarea continutului de solventi halogenati volatili din uleiul de misline

Metoda Consiliului Oleicol International pentru evaluarea organoleptici a uleiurilor de mds-
line virgine

Continutul de ulei al resturilor de masline

Determinarea indicelui de iod

Metodi de determinare a continutului de stigmastadiene din uleiurile vegetale

Determinarea diferentei dintre continutul real si continutul teoretic de trigliceride cu NEC 42

Determinarea compozitiei si a continutului de steroli si de compusi alcoolici prin cromato-
grafie in fazd gazoasd cu coloand capilard

Metoda pentru determinarea continutului de ceruri, esteri metilici ai acizilor grasi si esteri
etilici ai acizilor grasi prin cromatografie in fazd gazoasd cu coloand capilard

Rezultatele verificirilor conformitatii efectuate in cazul uleiurilor de misline mentionate la
articolul 8 alineatul (2)”



CARACTERISTICILE ULEIURILOR DE MASLINE

ANEXA II

~ANEXA |

Caracteristici de calitate

Indice de pero-

Evaluare organolepticd

Esteri etilici ai

Categorie A&c)lizf)te xid K,;, K5 sau K, Delta-K _ _ ] acizilor grasi
(mEq O,/kg) Mediana defectu- | Mediana atribu- (mg/kg)
lui Md) (*) tului fructat (Mf)

1. Ulei de misline extravirgin < 0,80 < 20,0 < 2,50 <0,22 < 0,01 Md = 0,0 Mf > 0,0 < 35

2. Ulei de misline virgin <20 < 20,0 < 2,60 < 0,25 < 0,01 Md < 3,5 Mf > 0,0 —

3. Ulei de masline lampant >2,0 — — — — Md > 3,5 (Y) — —

4. Ulei de misline rafinat < 0,30 < 5,0 — < 1,25 < 0,16 — —

5. Ulei de misline compus din ulei de mis- < 1,00 < 15,0 — < 1,15 < 0,15 — —

line rafinat si uleiuri de misline virgine

6. Ulei brut din resturi de masline — — — — — — —

7. Ulei rafinat din resturi de misline < 0,30 <50 — < 2,00 < 0,20 — —

8. Ulei din resturi de misline < 1,00 < 15,0 — < 1,70 <0,18 — —

(') Mediana defectului poate fi mai micd sau egald cu 3,5 dacd mediana atributului fructat este egald cu 0,0.

81/0ST 1

auadoung runiup e [ePYQ [neuInf

610C°6°0¢



Caracteristici de puritate

Compozitia de acizi grasi () Suma izo-
Suma izo- merilor Diferenta:
Miristic Linolenic Arahidic | Eicosenoic Behenic (%) merilor trans ai ) ECN42
c . (%) (%) (%) (%) (%) trans ai | acidului li- | SUgMasta- (HPLC) si Monopalmitat de 2-gliceril
ategorie o o diene o
acidului | noleic si ai (mgfkg) () ECN42 (%)
oleic acidului li- | "M8/%8 (calcul teo-
(%) nolenic retic)
(%)
1. Ulei de misline extravirgin <0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20] | < 0,9 dacd procentul de acid
palmitic total < 14,00 %
< 1,0 dacd procentul de acid
palmitic total > 14,00 %
2. Ulei de misline virgin < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20| | < 0,9 dacd procentul de acid
palmitic total < 14,00 %
< 1,0 dacd procentul de acid
palmitic total > 14,00 %
3. Ulei de misline lampant < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,10 < 0,10 < 0,50 <10,30| | < 0,9 dacd procentul de acid
palmitic total < 14,00 %
< 1,1 dacd procentul de acid
palmitic total > 14,00 %
4. Ulei de misline rafinat <0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30| | < 0,9 dacid procentul de acid
palmitic total < 14,00 %
< 1,1 dacd procentul de acid
palmitic total > 14,00 %
5. Ulei de misline compus din | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30| | < 0,9 dacd procentul de acid
ulei de masline rafinat si palmitic total < 14,00 %
uleiuri de misline virgine
< 1,0 dacd procentul de acid
palmitic total > 14,00 %
6. Ulei brut din resturi de| <0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 <0,30 < 0,20 < 0,20 < 0,10 — <10,60| <14
misline
7. Ulei rafinat din resturi de | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50| <14
misline
8. Ulei din resturi de masline < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — < 10,50] <1,2

(1

() Suma izomerilor care ar putea si fie (sau sd nu fie) separati prin coloana capilari.

Continutul de alti acizi grasi (%): palmitic: 7,50-20,00; palmitoleic: 0,30-3,50; heptadecanoic: < 0,40; heptadecenoic < 0,60; stearic: 0,50-5,00; oleic: 55,00-83,00; linoleic: 2,50-21,00.

610C°6°0¢
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Compozitia de steroli

Steroli totali

Eritrodiol si

Ceruri mg/kg

Categorie Colesterol Brasicasterol | Campesterol (') | Stigmasterol | [p-Sitosterol ap Delta-7-stig- k uvaol ok
(%) (%) (%) (%) 0 mastenol (1) (mglkg) %) (%) )
(%) (%)
. Ulei de misline extravirgin <05 <01 < 4,0 < Camp. = 93,0 <0,5 =1 000 <45 C,, +C,, +Cyy =150
. Ulei de masline virgin <05 <01 < 4,0 < Camp. > 93,0 <05 =1 000 <45 C,, +C,, +C =150
. Ulei de misline lampant <0,5 <0,1 <40 - > 93,0 <0,5 > 1000 < 4,5 () CpytCptCputCys
300 ()
. Ulei de misline rafinat <0,5 <0,1 < 4,0 < Camp. > 93,0 <0,5 >1 000 4,5 CptC+C+Cpyse
. Ulei de masline compus din <0,5 <01 < 4,0 < Camp. = 93,0 <05 =1 000 <45 CptCp+C+Cys
ulei de masline rafinat si 350
uleiuri de misline virgine
. Ulei brut din resturi de <05 <0,2 < 4,0 - > 93,0 <05 =2 500 > 4,5 (% CptCpu+C+Cy>
madsline 350 (%
. Ulei rafinat din resturi de <0,5 <0,2 <40 < Camp. > 93,0 <0,5 >1 800 4,5 CpytCytCputCp>
misline
. Ulei din resturi de misline <0,5 <0,2 < 4,0 < Camp. > 93,0 <0,5 >1 600 > 45 CptC,+C+Cp>

—

—

—

A se vedea apendicele la prezenta anexa.
p-Sitosterol ap: delta-5,23-stigmastadienol+clerosterol+betasitosterol +sitostanol+delta- 5-avenasterol+delta-5,2 4-stigmastadienol.
Uleiurile cu un continut de ceard cuprins intre 300 mg/kg si 350 mg/kg sunt considerate drept ulei de mdsline lampant in cazul in care cantitatea de alcooli alifatici totali este mai micd sau egald cu 350
mg/kg sau procentul de eritrodiol si uvaol este mai mic sau egal cu 3,5 %.
Uleiurile cu un continut de ceard cuprins intre 300 mg/kg si 350 mg/kg sunt considerate uleiuri brute din resturi de misline dacd continutul total de alcooli alifatici depaseste 350 mg/kg si dacd continutul
de eritrodiol §i uvaol depiseste 3,5 %.

07/0ST 1
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Note:

(a) Rezultatele analizelor trebuie exprimate cu acelasi numdr de zecimale ca cele indicate pentru fiecare caracteristicd.
Ultima cifrd trebuie maritd cu o unitate in cazul in care cifra urmaitoare este mai mare de 4.

(b) Este de ajuns ca o singurd caracteristicd sd nu fie conformd cu valorile indicate pentru ca uleiul si fie incadrat intr-o
altd categorie sau si fie declarat neconform, in sensul prezentului regulament.

(c) Pentru uleiul de misline lampant, cele doud caracteristici de calitate marcate cu un asterisc (¥) pot fi diferite in mod
simultan de limitele stabilite pentru aceastd categorie.

(d) Caracteristicile marcate cu doud asteriscuri (**) implicd faptul cd, pentru uleiurile brute din resturi de misline, cele
doud limite aplicabile pot fi diferite de valorile indicate in mod simultan. Pentru uleiul din resturi de masline si uleiul
rafinat din resturi de misline, una dintre limitele aplicabile poate fi diferitd de valorile indicate.

Apendice
Arbori decizionali

Arborele decizional referitor la campesterol pentru uleiurile de misline virgine si extravirgine:

‘[ 4,0 % < Campesterol = 4,5 % ]
i 1
[ Stigmasterol < 1,4 % ] [ A-7-stigmastenol < 0,3 % ]

Ceilalti parametri trebuie sd respecte limitele stabilite in prezentul regulament.
Arborele decizional referitor la Delta-7-stigmastenol:

— Uleiuri de masline extravirgine si virgine

[ 0,5% < A-T-stigmastenol <0, 8%]

1

pB-sitosteral ap f )
Campesterol = 3,3% ‘ (campest+ ATstig) 25 Stigmasternl < 1,4% A ECH4Z =

0,10

Ceilalti parametri trebuie sd respecte limitele stabilite in prezentul regulament.

— Uleiuri din resturi de masline (brute si rafinate)

[ 0,5 < A-T-stigmastenol =07 ]

|
l I |

5 . , Ceilalti parametri in
; " ) t
[ . ECN42 < 0,40 ] [ Stigm asterol <1 4% ] [ limitele stabilite J

Ceilalti parametri trebuie sd respecte limitele stabilite in prezentul regulament.”
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ANEXA III
+ANEXA Ib
DIAGRAMA PENTRU VERIFICAREA CONFORMITATII UNE! PROBE DE ULEI DE MASLINE CU CATEGORIA
DECLARATA
Tabel general
Ulei declarat drept:
e ) ) g 28, 3 E "
e IS qe LIE LR =4 iA 45
25 | 3 b 2 858 5 ik 2%
B = ] a2 8 g, = o "
’ " 5 a 54 B 5
¥ L 4 ¥ ¥ ¥
Tabelul 1 Tabelul 2 Tabelul 5 Tabelul & Tabelul @ | Tabelul 10
v v
Crteriide | Crteride | Tabelul4 | Crternde | Crterude | Tabelul 8 Crteride | Critenii de
calitate calitate calitate calitate calitate calitate
E L | Criteriide | ! : Criterii de | ! L | f
) 1 puritate ) . puritate i 5
: | o | o v s
{ | Tabelul3 | ! b0 | Tabell7 | | {1 | Tabellln |
: | b '. A R ’
| Criteriide | | 1 | Criteriide | | {1 | Cuterude |
' puritate : : ! puritate | i i puritate !
' P . | Lo . |
i i Lo b . S
¥ i ' i | H ! ' ' i
: : P | '. | '. | |
: H : : 2 : j : ¥ '
] | i i ] : i i
- SO— S . SN SE— . U S . SO S, S— H
v v v [ v
¥ v

Uleiul respecta categoria declarati

Uletl nu respecta categornia

declarata
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Tabelul 1 - Ulei de misline extravirgin — Criterii de calitate

1 Aciditate %% <0,80 > 0,80 == A sevedea UMV
(akelul 2)
L 4
2 Indice de peroxid =200 =200  p---- » A sze vedea UML
(mEq On/kg) (fabelul 4)
L 4
3 Spectrofotometrie =022 =022  --—-- - A zevedsa TRV
v (tabelul 2)
(K e26z)
|
A
¥ -§
4 Spectrofotometrie =0,01 =001  p---- | g A ze vedea UML
v ;‘D (tabelul 4)
(AK) 8
H
E,
)
¥ &
_ ]
5 Spectrofotometrie =250 280 2 pEees - 3 A s vedea UMV
v “'J (Ebalul 2)
=
(K 22)
¥
[ Evaluare Mediand atribat Mediand amibr [T - A zevedea UNL
organolepticd ﬁ‘ﬂ:ib e fructat =0.0 (tabelul 4)
Mediani defecte =0,0 .
Mediand atribut fructar A se vedea UMV
=0 | . (tabelul 2)
Nediand defacta = 0,0
L
7 Esteri etilici ai i ] =35 pe--- - A savedez UMV
acizilor gragi (mg'kg) (tabelul 2)

v

Tip de ulei asa cum -
a declarat conform
criteriilor de calitats.

Marget: la tabelul 3
pentru eriteriile de
puritate
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Tabelul 2 - Uleiuri de masline virgine — Criterii de calitate

i

categoria declarat;

Uleml nu respecta

A zzvadea UML
(Tzbelal 4)

Tip de ul=i aga cum s-
a declarat confonm
criternlor de calitate.

Margeti la tabelul 3
pentru criteriile de
puritate

1 Aciditate %9 <20 =20 I
v
Indice de peroxid - 90
1 (uEq Ovke) =200 =200 L N
L 4
Spectrofotometrie
3 uw 0,25 =025 |---- -
(K z7u258)
¥
Spectrofotometrie
4 R <0,01 =001 |- +
(AK)
L 2
Spectrofotometrie
s oy =260 =260 oo "
(K 222)
Mfzdiand atribus fructat= [T 77" M
0,0
Mediand atribut fructat '
& E!'alual\el § =003
T Mediand defocte <35 | DMedisnd smibur fructst
= >0,05 -
Mediand defocta > 3.5
L 4
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Tabelul 3 - Ulei de misline extravirgin si virgin — Criterii de puritate

Indicd prezenta
1 Stigmastadiens <005 - 0.03 ule:lulm rafinat (d=
{meke) = Ein R — > méslma szu alta
tipurt)
Y
e S C18:1 <005 5 tC18:1 > 0,05 zau 5 ulh.glicé meze'tl?d
. meri trans ai Holalzhioy o | s ulsiulu rafinat (de
- acizilor gragi (%) | yCig2 +C133) =005 HC182 = C183) mislng sau alte
=t tipurt)
Compozifia de acizi In conformitate eu Nu et | Indic prazenta
3 . conformitate o * L e
gragi anexal ulaiumilor striine
anexa [
1
R
. n o Indici prazentz
2 < |02 = | 020 i 12 BTEEEn)
4 AECHH < |020] lozof . L uleiumilor striine
‘s
i
| b
- . v s b
C'umpnmutla de steroli In conformitate cu Nu b?é S S » g,; Indic prezenta
% | s§icontinutul total de conformitate cu a s s
: anewal & ulziumilor striine
steroli anea [ g
=
A
5
o - Indici prazentz
] 'I'Odll) + - i o iE 7
13 = (%Il») e <43 s uleinlii din resturt
"""" * de misima
: Indicd prazentz
Ceruri (me'kg) . 150 o i
=150 =130 " -. res
T car-Cidcis =130 SE—— uleintus din reshur
mislne
¥
In conformitate cu
ez - Indica prezenta
PP - ulequrilor
00,8 % dacd procental Tu este
Monopalmitat de 2- | = 4 :x:"qi Papt‘mﬁc Nu bt.' n esterificats san a
- gliceril (%) < ’4“0"' £ Soiamit calor cu un procent
= S T s anexa [ - e PeiN
= 1,0 % dacd procantal e » ridicat de acid
de acid palmitic palmutic
=14.00%

TUleiul respecta categoria declarati
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Tabelul 4 - Ulei de misline lampant — Criterii de puritate

Stigmastadiene - P
1 <0,50 > 0,50
(mzkeg) I I -
Indici prezenta ulejului
l rafinat (da masline san
C18:1<0,10 gl
tC18:1<0,10 gi P -
- Izomeri trams ai i - wClel=010d p---- >
- acizilor gray (*4) WlN2+Clay HC18:2 + C13:3) > 0,10
0,10 e S
Comporitia d n conformitate o Beoubxls.  ——i
1 .p::lzlha. I confommitate cu o A
acizi gragi anaxa I -
4 AECN42 = | 0,30 = |0,30] et o Indici prezenta
ulenrilor strima
|
- . . T ey 5 ()
. Em,nlfulmf il In conformitate cu Moy st F=———™ o
2 | steroli 5i confinutul conformitate cu anexa K
] . anaxa [ =
total de steroli I 2
P Eritrodiol + uvacl -t T R — > §
) 2
=
A
)
Ceruri - . ms Indici prezenta
7 =300 300 = Cerun = 350 >3350 q----# .
C40+-C42-C44+C46 - - ulemlui brut din
resturt de mislne
h 4
E+U=35%
leooli
8 sau a da o S
alifatici = 350
mg'kg
h 4 ‘/ =
Indicd prezanta
In comformitate cu anexa I uleturilor esterificats
< 0,9 % daed procentul de acid Muestein | - zau a celor cuwm
Monopalmitat de palmitic = 14,00 % U procent ridicat de acid
2 .o oae - confornutate .
1-gliceril (%&) zan R palmitic
= 1,1 %4 dacd procentul de acid
palmitic > 14,00 %

TUleiul respecta categoria declarata
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Tabelul 5 — Ulei de misline rafinat — Criterii de calitate

1 Aciditate (%) =030 = (.30 R
Indice de peroxid c 0 .
2 i ——————
- (mEq Oy/kg) =30 >3.0 »
Spectrofotometrie
3 v =125 >123 S
(K 270268)
h 4
Spectrofotometrie
4 v =014 =016  |------ »
(AK)

ria declaratd

Py
LR
L=

ctd categ

letul mu respe

L

Tip de ulei asa com s-a declarat conform
criteriilor de calitate.
Mergeti 1z tabelul 7 pentru criteriile de puritate

Tabelul 6 - Ulei de misline (compus din ulei de misline rafinat si uleiuri de misline virgine) — Criterii de

calitate

1 Aciditate (%) = 1,00 =100  |---—- »
L 3 ]
Indice de peroxid c - =
2 [ a0 0 |-——--= [3]
2 (mEq O/ke) =150 =150 » Ej
%
Spectrofotometrie ‘::_:.
3 v =1.15 =115 |- » B
(K 2701268) o
=]
&
Spectrofotometrie
4 uv =015 =015 |----- »
(AK)
L 4

Tip de ulei asa cum s-a declarat conform
criteriilor de calitate.
Mergeti 1a tabelul 7 pentru criteriile de puritate
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Tabelul 7 — Ulei de mdsline rafinat si ulei de misline compus din ulei de misline rafinat si uleiuri de misline
virgine — Criterii de puritate

tC18:1 =020 tC18:1>0.20
1 Izomeri trans ai s =u | ____ >
acizilor grazi (%4 t{C1E:2 +C18:3) HC18:2 +C1E:3)
0,30 > 10,30
o o In conformitate eu Mu este in
2 Cnmpmmalde acm amea [ conformitate cu by
Erafl I anexal
4 AECN4L = |030] = |03 p---- -
¥
Compozitia de steroli | : 2 Iu este in
4 | 5i continntul total de I '..D]I-I‘.\fD 1 e cu conformitatecu [~ Ly
steroli ’ anexa [
L J
z Eritmd{i:;; uvaol =45 T S S >
L 4
6 Ceruri (mg'ke) <350 =330
C42+C44+C46 === 1 7 |- -
¥
Monopalmitat de 2-gliceril = 0,9 %4
daci procentul de acid palmitic
= 14,00 % Da I
7 =an Mu
Monopalmitat de 2-gliceril = 1,1 %
(pentru UMR) sau = 1,0 % (pentrn
TAL) daci procentul de acid palmitic
= 14,00 %4

Uletl ma respecti categoria declarata

Indicd prezanta
ulemrilor strima

Indicd prezenta uleiulni
din resturt de mazlne

b

Tipul de ulel respecti categoria declarata

Indic3 prezanta
uleiurilor esterificats
zau a celor cuun
procent ndicat de acid
palmitic
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Tabelul 8 - Ulei brut din resturi de misline - Criterii de puritate

Izomeri trans 018:1 0,20 tC18:1=020 |77 C »*
1 | aiacizilor gragi 51 zan
(%a) fC18:2+C18:3 =010 | #{C18:2 +C18:3)=0,10
L
=g ~o In conformitzte cu Mu esta In
z CDmlepa-dE aem anexal conformitatece | i
grag anexal
1
3 AECN42 = | 060 =|ogn|  p---- -
Compozitia de steroli 5 L MNu este in
4 | s5icontinutul total de = -..m:_i':-m:.t.;te o conformitate cu [~ W
: anexa [ -
steroli anexal
g Eritrodiol + uvaol »>45 <45
(%)
L
Ceruri mz'ke
6 CH40+C42+C44+C46
=350 | 300 < Ceruri <350 | <300 [----- Ly
¥
E+TU = 3,5 % 5i alcooli
B alifatici = 320 meg'kg
da m  ---- L
- L ¥
Monopalmitat de 2- y wia |70 »
8 eliceril (%) <14 =14

Tipul de ulei respecti categoria declarati

Ulenl 1 respecti categona declarati

Indici prezenta ulejulul
rafinat (de maslme sau
alte tipun)

Indicd prezenta
ulemrilor strims

A zavedea UL
(tabelul 4)

Indicd prezenta
uleiurilor esterificats
zau 3 celor cuum
procent nidicat de acid
palmitic
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Tabelul 9 — Ulei rafinat din resturi de misline — Criterii de calitate

Ulenil nu respacti categoria declarata

1 Aciditate (28) =030 =030  f---- |
Indice de peroxid - -
2 <50 =350 @ bF---- |
(mEg Ox/lez) =7 '
Spectrofotometrie
3 v =200 =200 fe--- »|
(K 270065)
Spectrofotometrie
4 LY =020 = 0,20 FT
(AK)
Tip de ulei aga cum 3-a declarat conform
criteriilor de calitate.
Mergen la tabalul 11 pentru enteriile de purtate
Tabelul 10 - Ulei din resturi de misline — Criterii de calitate
1 Aciditate (%) = 1,00 =100 fF---- |
Indice de peroxid - -
3 13 T +
(mFEqg Onlez) =150 =150
Spectrofotometrie - -
- o pee-- -
3 TV (K 2702as) =10 * 1,70
Spectrofotometrie v
4 v =018 =018 p---- ]
(AK)

1

Tip de ulei aga cum s-a declarat conform
criteriilor de calitate.
Mergag la tabelul 11 pentru enteriile da puritate

ategoria daclarata

C

cta

Uletul 1 respe
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Tabelul 11 - Ulei rafinat din resturi de misline si ulei din resturi de misline — Criterii de puritate

2-gliceril (%)

=1,2 (pentra URM)

Criterii de calitate
1 D Nu
{abelele 9 5i 10) 2 b
Izomeri trans tC12:1 =040 tC18:1 =040
2 ai acizilor 5 sau
grasi H{C18:2 + C18:3) =035 | {C18:2 4+ C18:3) =033
3 Con‘llp?:iﬁa‘de In conformitate cu e qutii::fmm
acizi gragi anaxa [ 1
}
4 AFCN4 = |0,30| = | 0,50]
v
Compozifia de : . MNu este in
£ | steroli i confinutul b pem ikt o conformitate cu anexa
- anaxal
total de stercli I
Eritrodiol + uvaol = e
6 =43 =43
(%a) ’ -
¥
Ceruri mg'kg
. C40+C41+C44+C46
=330 =330
¥ 1
g | Monopalmitatde | <14 (pentru URRLD = E;EE“‘; .

= 1.2 (pentra URM)

l

Tipul de ulei respecti catezoria declarati”;

i

ot categonia declarat

Ulaiul nu respe

Indicd prezanta
ulemriler strims

Indicd prezanta
uleivrilor asterificate
zan a celor cuun
procant ridicat de acid
palmitic
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ANEXA IV

Anexa XII se modificd dupd cum urmeaza:

1. Punctul 3.3 se inlocuieste cu urmdtorul text:

,3.3. Terminologie optionald in scopul etichetdrii

La cerere, presedintele comisiei poate atesta faptul ci uleiurile evaluate respectd definitiile si intervalele care
corespund doar termenilor urmatori, in functie de intensitatea si de perceptia atributelor.

Atributele pozitive (fructat, amar si picant): in functie de intensitatea perceptiei:

— robust, atunci cand mediana atributului este mai mare decat 6,0;

— mediu, atunci cind mediana atributului este mai mare decat 3,0 si mai micd sau egald cu 6,0;
— delicat, atunci cand mediana atributului este mai micd sau egald cu 3,0.

Fructat Ansamblul senzatiilor olfactive caracteristice ale uleiului, care depinde de soiul maslinelor si care pro-
vine de la fructe sindtoase si proaspete, in care nu predomind nici atributul fructat verde si nici atri-
butul fructat copt. Senzatiile sunt percepute direct si/sau retronazal.

Fructat verde Set de senzatii olfactive caracteristice uleiului, amintind de cele ale fructelor verzi, care depind de
soiul mislinelor si provin de la fructe verzi, sdnitoase si proaspete. Senzatiile sunt percepute direct
sifsau retronazal.

Fructat copt Set de senzatii olfactive caracteristice ulejului, amintind de cele ale fructelor coapte, care depind de
soiul mislinelor si provin de la fructe sindtoase si proaspete. Senzatiile sunt percepute direct sifsau
retronazal.

Echilibrat Un ulei care nu este dezechilibrat, adicd senzatia olfactiva, gustativd si tactild generatd de un ulei in

cazul ciruia mediana atributului amar §i mediana atributului picant nu depdsesc cu mai mult de 2,0
puncte mediana atributului fructat.

Ulei dulce Un ulei in cazul cdruia mediana atributului amar si cea a atributului picant sunt mai mici sau egale
cu 2,0.

Lista termenilor in functie de intensitatea perceptiei:

Termeni care fac obiectul prezentarii unui

o . Mediana atributului
certificat de test organoleptic

Fructat —

Fructat copt —

Fructat verde —

Fructat delicat <30
Fructat mediu 3,0 <Me < 6,0
Fructat robust >6,0
Fructat copt delicat <30
Fructat copt mediu 3,0<Me< 6,0
Fructat copt robust >6,0
Fructat verde delicat <30
Fructat verde mediu 3,0 <Me < 6,0

Fructat verde robust > 6,0
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Termeni care fac obiectul prezentarii unui . . .
r . Mediana atributului
certificat de test organoleptic

Amar delicat <30

Amar mediu 3,0<Me<6,0

Amar robust > 6,0

Picant delicat <30

Picant mediu 3,0<Me< 6,0

Picant robust >6,0

Ulei echilibrat Mediana atributului amar si mediana atributului picant nu depisesc cu mai
mult de 2,0 puncte mediana atributului fructat.

Ulei dulce Mediana atributului amar §i mediana atributului picant nu sunt mai mari de
2,0

2. Punctul 9.4 se inlocuieste cu urmatorul text:
,9.4. Clasarea uleiului

Uleiul se claseazd in categoriile de mai jos, in functie de mediana defectelor si de mediana atributului fructat. Mediana
defectelor se defineste ca mediana defectului perceput cu cea mai mare intensitate. Mediana defectelor si mediana
atributului fructat sunt exprimate cu o precizie de o zecimald.

Clasarea uleiului se efectueazd prin compararea valorii medianei defectelor si a medianei atributului fructat cu
intervalele de referintd prezentate in cele ce urmeazd. Intrucat limitele acestor intervale s-au stabilit tinandu-se cont
de eroarea metodei, acestea sunt considerate absolute. Pachetele de software permit si se afiseze clasarea intr-un tabel
de date statistice sau ca grafic.

(a) in cazul uleiului de misline extravirgin, mediana defectelor este egald cu 0,0, iar mediana atributului fructat este
mai mare de 0,0.

(b) in cazul uleiului de misline virgin, mediana defectelor este mai mare de 0,0 si mai micd sau egald cu 3,5, iar
mediana atributului fructat este mai mare de 0,0.

(c) in cazul uleiului de misline virgin lampant, mediana defectelor depaseste 3,5 sau mediana defectelor este mai
micd sau egald cu 3,5, iar mediana atributului fructat este egald cu 0,0.

Nota 1: Atunci cAnd mediana atributului amar sifsau a atributului picant depiseste 5,0, presedintele comisiei trebuie
sd declare acest lucru pe certificatul de test.

Pentru evaludrile care au ca scop monitorizarea conformititii, trebuie efectuat un singur test. In cazul contraeva-
ludrilor, analiza trebuie s se desfdsoare in duplicat, in sesiuni de testare diferite. Rezultatele analizei duplicat trebuie
si fie omogene din punct de vedere statistic (a se vedea punctul 9.5). In caz contrar, proba trebuie analizatd din nou
de incd doud ori. Valoarea finald a medianei atributelor de clasare se va calcula pe baza valorii medii a ambelor
mediane.”
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ANEXA'V

Anexa XVII se modificd dupd cum urmeaza:
1. Punctul 5.1 se inlocuieste cu urmatorul text:

,5.1. Hexan sau amestec de alcani cu intervalul de fierbere intre 65 si 70 °C, distilat cu coloani de rectificare.
Hexanul poate fi inlocuit cu izooctan (2,2,4-trimetil pentan pentru cromatografie), cu conditia s fie atinse
valori de precizie comparabile. Reziduul rdmas in urma evapordrii a 100 ml de solvent poate fi controlat.
Solventii cu punct de fierbere mai ridicat decit n-hexanul au un timp de evaporare mai lung. Cu toate acestea
sunt preferati, datd fiind toxicitatea hexanului.”

2. La punctul 6.3.3 se adaugd urmaitorul text:

,Nota 10: In cazul in care concentratia de stigmastadiene este mai mare de 4 mg/kg, daci este necesard cuantificarea,
trebuie aplicatd metoda Consiliului Oleicol International pentru determinarea sterenilor in uleiul rafinat.”
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ANEXA VI

Anexa XVIII se modificd dupd cum urmeaza:
1. Punctul 4.2.1 se inlocuieste cu urmatorul text:

,4.2.1. Eter de petrol, 40-60 °C, de puritate pentru cromatografie sau hexan. Hexanul poate fi inlocuit cu izooctan
(2,2,4-trimetil pentan pentru cromatografie), cu conditia si fie atinse valori de precizie comparabile. Solventii
cu punct de fierbere mai ridicat decat n-hexanul au un timp de evaporare mai lung. Cu toate acestea sunt
preferati, datd fiind toxicitatea hexanului.”

2. Se adaugd punctul 4.2.12 urmator:

,4.2.12. Heptan, de calitate cromatografici. Heptanul poate fi inlocuit cu izooctan (2,2,4-trimetil pentan pentru
cromatografie).”
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ANEXA VII
~ANEXA XIX
DETERMINAREA COMPOZITIEI SI A CONTINUTULUI DE STEROLI SI DE COMPUSI ALCOOLICI PRIN
CROMATOGRAFIE IN FAZA GAZOASA CU COLOANA CAPILARA
1. OBIECT
Metoda descrie o procedurd de determinare a continutului de compusi alcoolici, individual si total, al uleiurilor de
mdsline si al uleiurilor din resturi de masline, precum si al amestecurilor acestor doud ulejuri.
Compusii alcoolici ai uleiului de misline si ai uleiului din resturi de misline includ alcooli alifatici, steroli si
dialcooli triterpenici.
2. PRINCIPIU
Uleiurile, la care s-a addugat a-colestanol §i 1-eicosanol ca etaloane interne, sunt saponificate cu hidroxid de
potasiu in solutie etanolicd, apoi se extrage substanta nesaponificabild cu eter etilic.
Diferitele fractiuni ale compusilor alcoolici sunt separate de substanta nesaponificabild fie prin cromatografie in
strat subtire pe o placi bazicd de silicagel (metoda de referintd), fie prin HPLC cu o coloand de silicagel.
Fractiunea recuperatd in urma separdrii pe silicagel se transformd in trimetilsilileteri si apoi se analizeazd prin
cromatografie in fazd gazoasd cu coloand capilara.
PARTEA 1
PREPARAREA SUBSTANTEI NESAPONIFICABILE
1. OBIECT
Prezenta parte descrie prepararea si extragerea substantei nesaponificabile. Aceasta include prepararea si
extragerea substantei nesaponificabile din uleiurile de misline si din uleiurile din resturi de masline.
2. PRINCIPIU
O mostrd este saponificatd prin fierbere la reflux cu o solutie etanolicd de hidroxid de potasiu. Substanta nesapo-
nificabild se extrage cu eter dietilic.
3. APARATURA
Aparatura obisnuitd de laborator si, in special, urmatoarele:
3.1. Balon cu fundul rotund de 250 ml echipat cu un condensator cu reflux cu racordurile din sticld rodata.
3.2.  Palnie de separare de 500 ml.
3.3.  Baloane de 250 ml.
3.4.  Microseringi de 100 pL si de 500 pL.
3.5. Palnie cilindricd de filtrare cu membrand poroasd G 3 (porozitate 15-40 pm) cu un diametru de aproximativ 2
cm si o indltime de 5 cm, adaptatd pentru filtrarea in vid cu un racord tatd din sticld rodata.
3.6. Balon conic de 50 ml, cu un racord mamad din sticld rodatd, adaptabil la palnia de filtrare (punctul 3.5).
3.7.  Eprubetd cu fund conic de 10 ml, previzutd cu dop ermetic din sticld.
3.8.  Exsicator cu diclorurid de calciu
4. REACTIVI
4.1. Hidroxid de potasiu, titru minim 85 %.
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4.2.  Hidroxid de potasiu in solutie etanolicd, la aproximativ 2 M.

Se dizolvd, prin ricire, 130 g de hidroxid de potasiu (punctul 4.1) in 200 ml de api distilatd, apoi se completeazi
pand la un litru cu etanol (punctul 4.7). Solutia se pastreazd in vase de sticld opacd bine inchise si se depoziteazd
maximum doud zile.

4.3.  Eter etilic, de calitate analitica.

4.4.  Sulfat de sodiu anhidru, de calitate analitica.

4.5.  Acetond, de calitate cromatografici.

4.6.  Eter etilic, de calitate cromatografici.

4.7.  Etanol, de calitate analitica.

4.8.  Acetat de etil, de calitate analitic.

4.9.  Etalon intern, a-colestanol, cu puritate de peste 99 % (puritatea trebuie sa fie controlatd prin analizd GC).
4.10. Solutie etalon intern de a-colestanol, 0,2 solutie (m/V) in acetat de etil (punctul 4.8).

4.11. Solutie de fenolftaleind, 10 g/l in etanol (punctul 4.7).

4.12. O solutie de 0,1 % (m/v) de 1-eicosanol in acetat de etil (etalon intern).

5. PROCEDURA

In balonul de 250 ml (punctul 3.1) se introduce, cu ajutorul microseringii de 500 pl (punctul 3.4), un volum de
solutie etalon intern de a-colestanol (punctul 4.10) si un volum de 1-eicosanol (punctul 4.12) care contin
o cantitate de colestanol si de eicosanol ce corespunde aproximativ cu 10 % din continutul de steroli si alcool ai
probei. De exemplu, pentru 5 g de probd de ulei de misline trebuie sd se adauge 500 pl de solutie de a-colestanol
(punctul 4.10) si 250 pl de solutie de 1-eicosanol (punctul 4.12). Pentru uleiurile din resturi de misline trebuie si
se adauge 1 500 pl de solutie de a-colestanol (punctul 4.10) si aceeasi cantitate de 1-eicosanol (punctul 4.12). Se
evapord pand la uscare cu un curent usor de azot intr-o baie caldd de aburi. Dupd ricirea balonului, se cantiresc
5,00 £ 0,01 g de probd uscatd si filtratd in acelasi balon.

Nota 1: In cazul uleiurilor si grisimilor animale sau vegetale care contin cantitdti considerabile de colesterol,
poate fi prezentd o valoare de varf cu un timp de retentie identic cu cel al colestanolului. In astfel de
cazuri, trebuie sd se analizeze fractiunea de steroli in duplicat, cu si fard etalon intern.

Se adaugd 50 ml de solutie etanolici de hidroxid de potasiu la 2 M (punctul 4.2) si citeva granule de piatrd
ponce, se pune in functiune condensatorul cu reflux si se incilzeste pand la o usoard fierbere pand cind se
produce saponificarea (solutia devine limpede). Se continud incilzirea timp de 20 de minute, apoi se adaugd 50
ml de apd distilatd provenitd din partea de sus a condensatorului, se deconecteazd condensatorul si se raceste
balonul la aproximativ 30 °C.

Se transvazeazd cantitativ continutul balonului intr-o palnie de separare de 500 ml (punctul 3.2), addugand api
distilatd de mai multe ori (50 ml). Se adaugi aproximativ 80 ml de eter etilic (punctul 4.6), se agitd energic timp
de aproximativ 60 de secunde si se elibereazd presiunea periodic, prin inversarea palniei de separare si
deschiderea robinetului. Se lasd in repaus pand la separarea completd a celor doud faze (nota 2). Apoi se extrage
solutia de sdpun cat mai complet posibil intr-o a doua palnie de separare. Se fac incd doud extractii pe fazd de
apd-alcool, in acelasi mod, utilizdnd 60-70 ml de eter etilic (punctul 4.6).

Nota 2: Eventualele emulsii pot fi eliminate adiugand cantititi mici de etanol (punctul 4.7).

Se combind cele trei extracte eterice intr-o palnie de separare care contine 50 ml de api. Se continud spilarea cu
apd (50 ml) pand cand apa de spilare nu mai prezintd o culoare roz la addugarea unei picituri de solutie de
fenolftaleind (punctul 4.11). Dupd ce s-a eliminat apa de spilare, se filtreazd pe sulfat de sodiu anhidru (punctul
4.4) intr-un balon de 250 ml cntdrit in prealabil, spiland palnia si filtrul cu mici cantitati de eter etilic (punctul
4.6).

Se evapord solventul prin distilare sub vid intr-un evaporator rotativ la 30 °C. Se adaugd 5 ml de acetond
(punctul 4.5) si se elimind complet solventul volatil intr-un curent usor de azot. Se usucd reziduul in cuptor la
103 + 2 °C timp de 15 minute. Se riceste in exsicator si se cantdreste cu o precizie de 0,1 mg.
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PARTEA 2
SEPARAREA FRACTIUNILOR DE COMPUSI ALCOOLICI

1. OBIECT

Substanta nesaponificabild preparatd in partea 1 este fractionatd in diferiti compusi alcoolici, alcooli alifatici,
steroli si dialcooli triterpenici (eritrodiol si uvaol).

2. PRINCIPIU

Fractionarea substantei nesaponificabile prin metoda de bazd a cromatografiei in strat subtire (metoda de
referintd), evidentierea, razuirea benzilor corespunzitoare si extractia. Ca metodd alternativd de separare, HPLC
utilizdnd o coloand de silicagel si detector UV si colectand diferitele fractiuni. Alcoolii alifatici si triterpenici,
precum si sterolii si dialcoolii triterpenici sunt izolati impreund.

3. APARATURA

Aparatura obisnuitd de laborator si, in special, urmitoarele:
3.1.  Echipament complet pentru analizd prin cromatografie in strat subtire cu plici de sticld de 20 x 20 cm.
3.2.  Lampd cu lumind ultravioletd cu o lungime de undi de 366 sau 254 nm.
3.3.  Microseringi de 100 pL si de 500 pL.

3.4. Palnie cilindricd de filtrare cu membrand poroasd G 3 (porozitate 15-40 pum) cu un diametru de aproximativ 2
cm si o indltime de 5 cm, adaptatd pentru filtrarea in vid cu un racord tatd din sticld rodata.

3.5.  Balon conic de 50 ml, cu un racord mamad din sticld rodatd, adaptabil la palnia de filtrare (punctul 3.4).
3.6. Eprubetd cu fund conic de 10 ml, previzutd cu dop ermetic din sticla.

3.7.  Exsicator cu diclorurd de calciu

3.8.  Sistem HPLC format din:

3.8.1. Pompd binara.

3.8.2. Injector manual sau automat, echipat cu o bucld de injectie de 200 pL.

3.8.3. Degazor in linie.

3.8.4. Detector UV-Vis sau IR

3.9. Coloand HPLC (diametru interior 25 cm x 4 mm) cu silicagel 60 (particule de 5 pm).
3.10. Filtru pentru seringd, 0,45 pm.

3.11. Balon conic de 25 ml.

4. REACTIVI

4.1. Hidroxid de potasiu, titru minim 85 %.
4.2. Hidroxid de potasiu in solutie etanolic, la aproximativ 2 M.

Se dizolvd, prin ricire, 130 g de hidroxid de potasiu (punctul 4.1) in 200 ml de apd distilatd, apoi se completeaza
pand la un litru cu etanol (punctul 4.9). Solutia se pdstreazd in vase de sticld opacd bine inchise si se depoziteazd
maximum doud zile.

4.3, Eter etilic, de calitate analitica.
4.4. Hidroxid de potasiu in solutie etanolicd, la aproximativ 0,2 M.

Se dizolvd 13 g de hidroxid de potasiu (punctul 4.1) in 20 ml de apd distilatd si se completeazd pand la un litru
cu etanol (punctul 4.9).

4.5.  Plici de sticld (20 x 20 cm) acoperite cu silicagel, fird indicator de fluorescentd, cu o grosime de 0,25 mm
(acestea sunt disponibile in comert gata pentru utilizare).

4.6.  Acetond, de calitate cromatografica.
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4.7.  n-Hexan, de calitate cromatografici.
4.8.  Eter etilic, de calitate cromatografica.
4.9. Etanol, de calitate analitici.

4.10. Acetat de etil, de calitate analitica.

4.11. Solutie de referintd pentru cromatografie in strat subtire: colesterol, fitosteroli, alcooli si solutie de eritrodiol de
5 % in acetat de etil (punctul 4.10).

4.12. Solutie de 2,7-diclorfluoresceind, solutie etanolicd de 0,2 %. Aceasta este ficutd usor bazicd prin addugarea
catorva picdturi de solutie alcoolicd de hidroxid de potasiu la 2 M (punctul 4.2).

4.13. n-Hexan (punctul 4.7)/eter etilic (punctul 4.8) amestec de 65:35 (V/V).

4.14. fazi mobild pentru HPLC: amestec 1:1 (V/V) de n-Hexan (punctul 4.7) si eter etilic (punctul 4.8).

5. METODA DE REFERINTA: SEPARAREA COMPUSILOR ALCOOLICI CU AJUTORUL PLACI BAZICE PENTRU CROMATO-
GRAFIA IN STRAT SUBTIRE (TLC)

Pregitirea plicilor bazice pentru cromatografia in strat subtire. Se imerseazd sau se scufundd plicile de silicagel
(punctul 4.5) la aproximativ 4 cm in solutia etanolicd de hidroxid de potasiu la 0,2 M (punctul 4.4) timp de 10
secunde, se lasd apoi si actioneze inchise, sub hotd, timp de doud ore si se pun, in final, in etuvi la 100 °C timp
de o ord.

Se scot din etuvd si se pistreazd intr-un exsicator cu clorurd de calciu (punctul 3.7) pand in momentul folosirii
(placile astfel tratate trebuie si fie folosite in termen de 15 zile).

Se introduce in cuva de developare amestecul de hexan/eter etilic (punctul 4.13) (Nota 3) pani la o adincime de
aproximativ 1 cm. Se inchide cuva folosind un capac corespunzitor si se lasd astfel timp de cel putin o jumitate
de ord, la rece, in asa fel incat echilibrul lichid/vapori s se stabilizeze. Pe suprafegele interioare ale cuvei se pot
fixa benzi de hartie de filtru care se cufundid in eluent. Astfel se reduce cu aproximativ o treime timpul de
developare si se obtine o eluare mai uniforma a componentelor.

Nota 3: Pentru a avea conditii de eluare perfect reproductibile, amestecul trebuie si fie schimbat la fiecare test.
Se poate utiliza un solvent alternativ de n-hexan/eter etilic 50:50 (V/V).

Se prepard o solutie de aproximativ 5 % de substantd nesaponificabild preparatd in partea 1 in acetat de etil
(punctul 4.10) si se depun, utilizdnd microseringa de 100 ul (punctul 3.3), 0,3 ml de solutie intr-o linie find si
uniformd pe capitul inferior (2 cm) al placii cromatografice (punctul 4.5). In paralel cu linia de depozit, se depun
2-3 ul de solutie de referintd (punctul 4.11), in scopul identificdrii benzilor de steroli, dialcooli triterpenici si
alcooli dupd developare.

Se pune placa in cuva de developare (punctul 3.1). Temperatura ambiantd trebuie s fie mentinutd intre 15 si
20 °C (nota 4). Se inchide imediat cu capacul si se elueazi pand cand nivelul solventului ajunge la aproximativ 1
cm de marginea superioard a plicii. Se scoate placa din cuva de developare si se trece la evaporarea solventului
intr-un curent de aer cald sau prin mentinerea plicii scurt timp sub hota.

Nota 4: Temperatura mai mare ar putea afecta separarea.

Se vaporizeazd placa usor §i uniform cu solutie de 2,7-diclorfluoresceind (punctul 4.12) si apoi se lasd sd se
usuce. Atunci cind placa se observd la lumind ultravioletd (punctul 3.2), se pot identifica benzile de steroli,
dialcooli triterpenici si alcooli prin alinierea cu petele obtinute cu solutia de referintd (punctul 4.11). Se
delimiteazd benzile cu un creion negru de-a lungul marginilor de fluorescentd (a se vedea placa de cromatografie
in strat subtire din figura 1).

Cu o spatuld metalicd, se curdtd silicagelul din zona delimitatd. Materialul extras, sfirdmat fin, se introduce in
pilnia de filtrare (punctul 3.4). Se adaugd 10 ml de acetat de etil cald (punctul 4.10), se amestecd cu grija cu
o spatuld metalicd si se filtreazd, cu ajutorul vidului, daci este necesar, apoi se colecteazd filtratul in balonul conic
(punctul 3.5) conectat la palnia de filtrare.

Se spald reziduul din balon de trei ori cu eter etilic (punctul 4.3) (aproximativ 10 ml de fiecare datd) si se
colecteaza filtratul in acelasi balon conectat la palnia de filtrare, se evapori filtratul pani la obtinerea unui volum
de 4-5 ml, se transvazeazi solutia reziduald in eprubeta de 10 ml (punctul 3.6) cntdritd in prealabil, se evapord
la sec incdlzind-o usor intr-un usor curent de azot i se continud cu citeva picituri de acetond (punctul 4.6),
evaporind din nou la sec. Reziduul din eprubetd se compune din fractiunile de steroli si de dialcooli triterpenici
sau din fractiunile de alcooli si de alcooli triterpenici.
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6. SEPARAREA FRACTIUNII ALCOOLICE PRIN HPLC

Substanta nesaponificabild din partea 1 se dizolvd in 3 ml de fazd mobild (punctul 4.14), se filtreazd solutia cu
ajutorul unui filtru pentru seringd (punctul 3.10) si se lasd deoparte.

Se injecteazd 200 pl de solutie de substantd nesaponificabild filtratd in HPLC (punctul 3.8).

Se efectueazd separarea prin HPLC la 0,8 ml/min, se elimind eluatul din primele 5 minute si se colecteaza eluatul
in baloane conice de 25 ml (punctul 3.11), intre 5 si 10 minute pentru alcooli alifatici si triterpenici §i intre 11 si
25 de minute pentru steroli, eritrodiol si uvaol (nota 5).

Separarea poate fi monitorizatd cu un detector UV la o lungime de undd de 210 nm sau cu un detector de indice
de refractie (a se vedea figura 6).

Fractiunile sunt evaporate pand la uscare si sunt pregitite pentru analiza cromatografica.

Nota 5: Trebuie controlatd atent presiunea pompei HPLC, deoarece eterul etilic poate creste presiunea; reglati
debitul pentru a mentine presiunea sub control.

PARTEA 3
ANALIZA CROMATOGRAFICA IN FAZA GAZOASA A FRACTIUNILOR DE COMPUSI ALCOOLICI

1. OBIECT

Aceastd parte oferd orientdri generale pentru aplicarea cromatografiei in fazd gazoasd cu coloand capilard pentru
a se determina compozitia calitativd si cantitativd a compusilor alcoolici izolati conform metodei specificate in
partea 2 a acestei metode.

2. PRINCIPIU

Fractiunile colectate din substanta nesaponificabild utilizind TLC sau HPLC sunt derivate in trimetilsilileteri si
analizate prin cromatografie in fazd gazoasd cu coloand capilard cu injectare cu splitare §i cu detector cu ionizare
in flacdra.

3. APARATURA

Aparatura obisnuitd de laborator si, in special, urmatoarele:
3.1. Eprubetd cu fund conic de 10 ml, previzutd cu dop ermetic din sticli.

3.2.  Cromatograf cu gaz care poate fi utilizat cu coloand capilard, previzut cu un dispozitiv de injectare cu splitare,
format din urmatoarele:

3.2.1. Etuvd cu termostat pentru coloane, care poate mentine temperatura doritd cu o precizie de = 1 °G;
3.2.2. Unitate de injectare termoreglabild cu element vaporizator din sticld tratatd cu persilan si cu dispozitiv de splitare;
3.2.3. Detector cu ionizare in flacird (FID);

3.2.4. Sistem de culegere a datelor care poate fi utilizat cu detectorul FID (punctul 3.10.3.) si care poate efectua
integrare manuald.

3.3.  Coloand capilard de sticld de siliciu cu o lungime de 20-30 m si un diametru interior de 0,25-0,32 mm,
acoperitd in interior cu 5 % difenil - 95 % dimetilpolisiloxan (faza stationard SE-52 sau SE-54 sau echivalent), cu
o grosime uniformd cuprinsd intre 0,10 si 0,30 pm.

3.4.  Microseringd cu o capacitate de 10 pl, pentru cromatografie in fazd gazoasd, cu ac cimentat, adecvati pentru
injectarea cu splitare.

4. REACTIVI

4.1.  Piridind anhidrd, de calitate cromatografica.
4.2. Hexametil-disilazan, de calitate analitica.

4.3. Trimetilclorosilan, de calitate analitic3.
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4.4.  Solutie de probd de trimetilsilileter de steroli. Se prepard in momentul folosirii din steroli si eritrodiol extrasi din
uleiurile care le contin.

4.5.  Solutii standard de trimetilsilileteri ai alcoolilor alifatici de la C20 la C28. Pot fi preparate din amestecuri de
alcooli puri atunci cdnd sunt necesari pentru utilizare.

4.6.  Gaz purtdtor: hidrogen sau heliu, puritate pentru cromatografie in fazd gazoasa.
4.7.  Gaze auxiliare: hidrogen, heliu, azot si aer, puritate pentru cromatografie in fazd gazoasa.
4.8.  Reactiv de sililare, constituit dintr-un amestec de 9:3:1 (V/V|V) de piridind/hexametil-disilazan/trimetilclorosilan.

4.9. n-Hexan, de calitate cromatografici.

5. PREPARAREA TRIMETILSILILETERILOR

Se adaugd, in eprubeta (punctul 3.1) care contine fractiunea de compus alcoolic, reactivul de sililare (punctul 4.8)
(nota 6) intr-o proportie de 50 pl pe miligram de compus alcoolic, evitind toate absorbtiile de umiditate (nota 7).

Nota 6: Solutiile utilizabile ca atare sunt disponibile in comert. De asemenea, sunt disponibili si alti reactivi de
sililare, cum ar fi, de exemplu, bitrimetilsililtrifluoracetamida + 1 % trimetilclorosilan care trebuie si se
dilueze cu un volum egal de piridind anhidrd. Piridina poate fi inlocuitd cu aceeasi cantitate de
acetonitril.

Nota 7: Eventuala formare a unei opalescente usoare este normald si nu provoacd nicio anomalie. Formarea unei
floculatii albe sau aparitia unei coloratii roz indicd prezenta umiditdtii sau alterarea reactivului. In acest
caz, trebuie sd se repete testul (numai daci se utilizeazd hexametildisilazan/trimetilclorosilan).

Se inchide eprubeta (punctul 3.1), se agitd cu grijd (fird a o rdsturna) pand la solubilizarea completd a compusilor.
Se lasd in repaus minimum 15 minute la temperatura ambiantd, apoi se centrifugheaza timp de citeva minute.
Solutia limpede este gata pentru analiza prin cromatografie in fazd gazoasa.

6. ANALIZA PRIN CROMATOGRAFIE IN FAZA GAZOASA
6.1.  Operatiuni preliminare, conditionarea coloanei capilare

Se instaleazd coloana (punctul 3.3) in cromatograful in fazd gazoasd, legand extremitatea de intrare la injectorul
cu splitare si extremitatea de iesire la detector.

Se efectueazd controalele generale ale complexului de cromatografie in fazd gazoasd (etanseitatea circuitului de
gaz, eficacitatea detectorului, eficacitatea sistemului de splitare si a sistemului de inregistrare etc.).

In cazul in care se utilizeazd coloana pentru prima datd, se recomandi si se efectueze conditionarea sa: se trece
un usor flux de gaz de-a lungul acesteia, apoi se conecteazd complexul de cromatografie in fazi gazoasi si se
incepe o incilzire treptatd pand cand se atinge o temperaturd cu cel putin 20 °C mai mare decat cea de
functionare (nota 8). Se mentine aceastd temperaturd timp de minimum doud ore, apoi se asigurd conditiile de
functionare pentru complex (reglarea fluxului gazos si a splitdrii, aprinderea flicdrii, conectarea la sistemul de
culegere a datelor, reglarea temperaturii coloanei, a detectorului si a injectorului etc.) si se inregistreazd semnalul
la o sensibilitate de cel putin doud ori mai mare decit cea previzuti pentru executarea analizelor. Traseul liniei de
bazd obtinute trebuie si fie liniar, fird valori de varf de orice naturd si nu trebuie sd prezinte abateri. O abatere
rectilinie negativa indicd o etanseitate imperfectd a conexiunilor coloanei, o abatere pozitivd indici o conditionare
insuficientd a coloanei.

Nota 8: Temperatura de conditionare trebuie sd fie totdeauna cu cel putin 20 °C mai micd decit temperatura
maximd previzutd pentru faza stationard folositd.
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6.2. Conditii de functionare

Optimizarea programului de temperaturd si a debitului de gaz purtdtor, astfel incat si se obtind cromatograme

similare cu figurile 3-6.

Urmdtorii parametri au fost testati si sunt considerati utili:

6.2.1. Alcooli alifatici

Programul etuvei 180 °C (8 min.) = 260 °C (la 5 °C/min) — 260 °C (15 min)

Temperatura injectorului 280 °C

Temperatura detectorului 290 °C

Viteza liniard a gazului purtitor heliu 20-30 cm/s; hidrogen 30-50 cm/s

Raportul de splitare 1:50-1:100

Volumul injectat 0,5-1 pl de solutie de TMSE

6.2.2. Steroli si dialcooli triterpenici

Programul etuvei 260 * 5 °C in conditii izoterme

Temperatura injectorului 280 - 300 °C

Temperatura detectorului 280 - 300 °C

Viteza liniard a gazului purtitor heliu 20-30 cm/s; hidrogen 30-50 cm/s

Raportul de splitare 1:50-1:100

Volumul injectat 0,5-1 pl de solutie de TMSE

Aceste conditii pot fi modificate in functie de caracteristicile coloanei i ale cromatografului in fazd gazoasd,

pentru a se obtine cromatograme care indeplinesc urmdtoarele cerinte:

— timpul de retentie a alcoolului C26 este 18 + 5 minute;

— valoarea de varf a alcoolului C22 trebuie si fie 80 + 20 % din valoarea maximd admisibild la citire pentru
uleiul de mdsline si de 40 £ 20 % din valoarea maximd admisibild la citire pentru uleiul din resturi de
mdsline;

— timpul de retentie pentru valoarea de varf a f-sitosterolului trebuie sd fie de 20 + 5 minute;

— valoarea de varf pentru campesterol trebuie sd fie: in cazul uleiului de masline (continut mediu 3 %),
20 £ 5 % din scara totald;

— toti sterolii prezenti trebuie si fie separati. Valorile de varf separate trebuie si fie, de asemenea, complet
rezolvate, ceea ce inseamnd cd traseul valorii de varf trebuie si se uneascd cu linia de bazi inainte de iesirea
pentru valoarea de varf urmitoare. Cu toate acestea, o rezolvare incompletd este toleratd cu conditia ca
valoarea de varf la RRT 1,02 (sitostanol) sd fie cuantificabild folosind perpendiculara.

6.3.  Protocolul de analizd

Se preleveazd, cu microseringa de 10 pl (punctul 3.4), 1 pl de hexan, se aspird 0,5 pl de aer si apoi 0,5-1 pl din
solutia de probd. Se trage pistonul seringii in asa fel incat acul sd fie gol. Se introduce acul prin membrana
injectorului si, dupd 1-2 secunde, se injecteazd rapid si apoi se extrage lent acul, dupd aproximativ 5 secunde. Se
poate utiliza si un injector automat.

Se efectueazd inregistrarea pand la eluarea completd a TMSE al compusilor alcoolici corespunzitori prezenti. Linia
de bazd trebuie si continue sd indeplineascd cerintele privind conditiile de functionare corespunzitoare (punctul
6.2.1 sau 6.2.2).
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6.4. Identificarea valorilor de varf

Identificarea valorilor de varf individuale se efectueazd pe baza timpilor de retentie si prin comparatie cu TMSE al
amestecului de alcooli alifatici si triterpenici sau de dialcooli triterpenici si steroli, analizati in aceleasi conditii. In
figura 3 este prezentatd o cromatogramd pentru fractiunea de alcooli alifatici si triterpenici, iar cromatogramele
corespunzitoare pentru steroli si dialcooli triterpenici sunt prezentate in figura 2.

Alcoolii alifatici sunt supusi procesului de eluare in urmdtoarea ordine: C20-ol (LS.), C22-0l, C23-ol, C24-0l,
C25-ol, C26-ol, C27-ol si C28-ol.

Sterolii §i dialcoolii triterpenici sunt supusi procesului de eluare in urmitoarea ordine: colesterol, brasicasterol,
ergosterol, 24-metilen-colesterol, campesterol, campestanol, stigmasterol, A7-campesterol, A5,23-stigmastadienol,
clerosterol, p-sistosterol, sitostanol, A5-avenasterol, A5,24-stigmastadienol, A7-stigmastenol, A7-avenasterol,
eritrodiol si uvaol.

6.5. Evaluare cantitativd

Cu ajutorul sistemului de culegere a datelor, se procedeazd la calculul ariilor valorilor de varf pentru 1-eicosanol
si pentru alcoolii alifatici C22, C24, C26, C28. Coeficientul de rdspuns pentru 1-eicosanol se considerd a fi egal
cu 1.

Cu ajutorul sistemului de culegere a datelor, se procedeaz la calculul ariilor valorilor de varf pentru a-colestanol
si steroli si dialcoolii triterpenici. Nu se iau in considerare valorile de varf eventuale ale compusilor care nu sunt
inclusi (ergosterolul nu trebuie calculat) printre cei enumerati in tabelul 1. Coeficientul de rispuns pentru a-
colestanol se consideri a fi egal cu 1.

Se calculeazd concentratia pentru fiecare compus alcoolic, in mg/kg de materie grasi, dupd cum urmeazi:

. A, xm
Compus alcoolicx = ———x 1000
A, Xm
unde:
.= aria valorii de varf pentru compusul alcoolic x, in unititi ale sistemului de culegere a datelor;
. = aria valorii de varf a 1-eicosanolului/a-colestanolului, in unitdti ale sistemului de culegere a datelor;
m, = masa l-eicosanolului/a-colestanolului addugat, in miligrame;
m = masa probei utilizate pentru determinare, in grame.

7. EXPRIMAREA REZULTATELOR

Se raporteazd concentratia fiecdrui alcool alifatic si triterpenic in mg/kg de substantd grasd si suma lor drept
~continut total de alcool alifatic”. Continutul total este suma dintre C22, C24, C26 si C28.

Compozitia fiecirui compus alcoolic se exprimi cu o zecimali.
Concentratia de steroli totali trebuie si fie exprimata fird zecimale.

Se calculeazd procentul fiecdrui sterol pornind de la raportul dintre aria valorii de varf corespondente si suma
ariilor valorilor de varf pentru steroli:

Sterol x = As x 100
A

unde:
A, = aria valorii de varf pentru sterolul x;
YA = suma ariilor valorilor de varf pentru steroli.

B-Sitosterol aparent: A5,23-stigmastadienol + clerosterol + B-sitosterol + sitostanol + A5-avenasterol + A5,24-
stigmastadienol.
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Se calculeazd procentul de eritrodiol si uvaol:

Er +AUV %

T A
Eritrodiol + Uvaol = 100
LA
unde:
A, = aria pentru eritrodiol, in unititi ale sistemului de culegere a datelor;
A, = aria pentru uvaol, in unititi ale sistemului de culegere a datelor;
YA, = suma ariei pentru sterol + eritrodiol + uvaol, in unitdti ale sistemului de culegere a datelor.

Pe langd calculul procentului relativ de steroli si de dialcooli triterpenici individuali §i al concentratiei totale de
steroli, trebuie calculate concentratia de eritrodiol §i de uvaol si suma acestora, in mg/kg de materie gras3,
conform formulelor urmdtoare:

AEr X Mg

Eritrodiol = x 1000
s
Uvaol = 20X 1 900

unde: S
A, = aria valorii de varf pentru eritrodiol, in unititi ale sistemului de culegere a datelor;
A, = aria pentru uvaol, in unitii ale sistemului de culegere a datelor;
A, = aria valorii de varf a a-colestanolului, in unitdti ale sistemului de culegere a datelor;
m, = masa a-colestanolului addugat, in miligrame;

m = masa probei utilizate pentru determinare, in grame.
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Apendice

a-Tocoferol
Prenoli

Steroli

oI e NIV I N I SR

Hidrocarburi

Steroli metilici

Alcooli triterpenici
Alcooli alifatici

Dialcooli triterpenici

Figura 1 - TLC a fractiunii nesaponificabile a uleiului din resturi de misline eluatd de doud ori cu un amestec de hexan
si eter dietilic (65:35), developatd cu SO4H2 (50 %) si incilzitd. Benzile care trebuie curdtate sunt cele din interiorul
dreptunghiurilor: 1 desemneazd benzile alcoolilor alifatici si 2 desemneazd benzile sterolilor si ale dialcoolilor

triterpenici.
Tabelul I - Timpii de retentie relativi ai sterolilor
Timpi de retentie relativi
Varf Identificare
Coloand SE 54 Coloand SE 52
1 Colesterol A-5-colesten-3£-ol 0,67 0,63
2 Colestanol 5a-colestan-3£-ol 0,68 0,64
3 Brasicasterol [24S5]-24-metil-A-5,22-colestadien-3f-ol 0,73 0,71
* Ergosterol [%45] -24-metil-A-5,7,22 colestatrien-3- 0,78 0,76
0

4 24-metilen-colesterol 24-metilen-A-5,24-colestadien-38-01 0,82 0,80
5 Campesterol (24R)-24-metil-A-5-colesten-3£-ol 0,83 0,81
6 Campestanol (24R)-24-metil-colestan-3£-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol (24S)-24-etil-A-5,22-colestadien-38-ol 0,88 0,87
8 A-7-campesterol (24R)-24-metil-A-7-colesten-3£-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol | (24R,S)-24-etil-A-5,2 3-colestadien-3£-o0l 0,95 0,95
10 Clerosterol (24S)-24-etil-A-5,2 5-colestadien-3£-ol 0,96 0,96
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Timpi de retentie relativi
Varf Identificare
Coloani SE 54 Coloani SE 52
11 R-sitosterol (24R)-24-etil-A-5-colesten-3K-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-etil-colestan-3£-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol (24Z)-24-etiliden-A-colesten-3R-ol 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienol | (24R,S)-24-etil-A-5,24-colestadien- 380l 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol (24R,S)-24-etil-A-7-colesten-38-0l 1,12 1,12
16 A-7-avenasterol (24Z)-24-etiliden-A-7-colesten-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
50.0 o
2
400 ’
30.0
(mw)
200
| |
10.0 ‘ |
1. BRI
15
. s}
1 T FU ’ ‘
L L L‘.Ji ko 7\ I J"_!Ii."_, Jr.‘wu IJJII '.H‘_,BT N __‘_J\I“I_ - 1.6 -
OGD; ! ;,G ! I"\40 ! ’210 ! 12;;77 = a5.0

Time (min}

Figura 2 - Profilul cromatografic (cromatografie in fazd gazoasd cu detector cu ionizare in flacdrd) al sterolilor si al
dialcoolilor triterpenici dintr-un ulei de mdsline rafinat. (1) Colesterol, (2) a-colestanol (L.S.), (3) 24-metilencolesterol,
(4) campesterol, (5) campestanol, (6) stigmasterol, (7) A5,23-stigmastadienol, (8) clerosterol, (9) p-sitosterol,
(10) sitostanol, (11) A5-avenasterol, (12) A5,24-stigmastadienol, (13) A7-stigmastenol, (14) A7-avenasterol,
(15) eritrodiol, (16) uvaol.
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Figura 3 - Profilul cromatografic (cromatografie in fazi gazoasd cu detector cu ionizare in flacird) al sterolilor si al
dialcoolilor triterpenici dintr-un ulei de misline lampant. (1) Colesterol, (2) a-colestanol, (3) brasicasterol, (4) 24-metilen-
colesterol, (5) campesterol, (6) campestanol, (7) stigmasterol, (8) A7-campesterol, (9) AS5,23-stigmastadienol,
(10) clerosterol, (11) f-sitosterol, (12) sitostanol, (13) A5-avenasterol, (14) A5,24-stigmastadienol, (15) A7-stigmastenol,
(16) A7-avenasterol, (17) eritrodiol, (18) uvaol.
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Figura 4 - Profilul cromatografic (cromatografie in fazd gazoasd cu detector cu ionizare in flacird) al alcoolilor alifatici
si al alcoolilor triterpenici dintr-un ulei de misline. (I.S.) C20-ol, (1) C22-0l, (2) C24-0l, (3) C26-0l, (4) C28-0l, (5) alcooli
triterpenici.
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Figura 5 — Profilul cromatografic (cromatografie in fazd gazoasi cu detector cu ionizare in flacird) al alcoolilor alifatici
si al alcoolilor triterpenici dintr-un ulei de masline rafinat si un ulei de misline obtinut la a doua centrifugare. (1.S.) C20-

ol, (1) C22-0l, (2) C24-0l, (3) C26-0l, (4) C28-0l, (5) alcooli triterpenici.
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Figura 6 — Cromatograma HPLC a unei fractiuni nesaponificabile a unui ulei de misline, separatd prin HPLC cu ajutorul

unui detector UV. (1) Alcooli alifatici si triterpenici; (2) Steroli si dialcooli triterpenici.”
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