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KOMMISSIONENS GENOMFORANDEFORORDNING (EU) 2019/1604
av den 27 september 2019

om indring av férordning (EEG) nr 2568/91 om egenskaper hos olivolja och olivolja av pressrester
och om Limpliga analysmetoder

EUROPEISKA KOMMISSIONEN HAR ANTAGIT DENNA FORORDNING
med beaktande av fordraget om Europeiska unionens funktionssitt,

med beaktande av Europaparlamentets och rddets férordning (EU) nr 1308/2013 av den 17 december 2013 om
upprittande av en samlad marknadsordning for jordbruksprodukter och om upphivande av rddets forordningar (EEG)
nr 922/72, (EEG) nr 234/79, (EG) nr 1037/2001 och (EG) nr 1234/2007 (!), sarskilt artikel 91 forsta stycket led d, och

av foljande skal:

(1) 1 kommissionens forordning (EEG) nr 2568/91 (}) definieras de fysikalisk-kemiska och organoleptiska
egenskaperna hos olivolja och olivolja av pressrester samt faststills metoder for bedomning av dessa egenskaper.

(2)  Metoderna och grinsvirdena for oljornas egenskaper uppdateras regelbundet mot bakgrund av synpunkter fran
kemiska experter och i samstimmighet med Internationella olivrddets (nedan kallat IOC) utredningar.

(3)  For att sdkerstdlla att de senaste internationella standarder som faststillts av IOC genomfors pa unionsnivd bor
vissa analysmetoder som faststalls i férordning (EEG) nr 2568/91 uppdateras.

4 I0C:s handelsnorm har dndrats avseende angivelsen av gransen for fri syra, peroxidtal, organoleptisk bedémnin

g g yra, p g P g

(defekternas medianvirde och fruktighetens medianvirde) och skillnaden mellan ECN42 (HPLC) och ECN42
(teoretisk berdkning) for att uppnd overensstimmelse med analysmetodens precisionsvirden.

(5)  Enligt artikel 2a.5 i férordning (EEG) nr 2568/91 ska medlemsstaterna kontrollera om ett prov av olivolja
overensstimmer med den kategori som uppgetts genom kontroll av de egenskaper som anges i bilaga I till den
forordningen, antingen i valfri ordning eller i enlighet med den ordning som anges i beslutsschemat i bilaga Ib till
den forordningen.

(6) Mot bakgrund av den senaste tidens utveckling dr det lampligt att uppdatera tabellerna i bilaga Ib till férordning
(EEG) nr 2568/91 och dess tilligg pd lampligt sitt. Det verkar ocksd som om uttrycket "flodesschema” dr
lampligare dn uttrycket "beslutsschema” med avseende pé innehéllet i bilaga Ib.

(7) I punkt 9.4 i bilaga XII till férordning (EEG) nr 2568/91 definieras defekternas medianvirde som medianvardet
for den defekt som upplevs mest intensivt. Eftersom olika paneler ska bedéma Gverensstimmelsen for oljan bor
det vid kontrollbedomningar klargoras att det beslut som avser hur vil egenskaperna hos en olja 6verensstimmer
med den angivna kategorin endast giller medianvirdet for den huvudsakliga defekten, oberoende av dess
karaktir.

(8)  Forordning (EEG) nr 2568/91 bor dirfor dndras i enlighet med detta.

(9)  De étgirder som foreskrivs i denna forordning dr forenliga med yttrandet frin kommittén for den samlade
marknadsordningen inom jordbruket.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Forordning (EEG) nr 2568/91 ska dndras pé foljande sitt:
1. Artikel 2 ska dndras pa foljande sitt:
a) I punkt 1 ska led I ersittas med foljande:

”l) For bestimning av sammansittningen och halten av steroler och for bestimning av alkoholféreningar med
kapillargaskromatografi, den metod som anges i bilaga XIX.”

(') EUTL 347,20.12.2013,s.671.
(*) Kommissionens forordning (EEG) nr 2568/91 av den 11 juli 1991 om egenskaper hos olivolja och olivolja av pressrester och om
lampliga analysmetoder (EGT L 248, 5.9.1991,s. 1).
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10.

11.

12.

13.

b) 1 punkt 2 ska tredje stycket ersittas med foljande:

"Om panelen betriffande de organoleptiska egenskaperna inte bekraftar den kategori som angivits for olivoljan,
ska de nationella myndigheterna eller deras foretridare, pd begiran av den berorda parten, utan drojsmal lita
andra godkinda paneler gora tvd kontrollbeddmningar. Minst en av panelerna ska vara en panel som godkints
av den berorda producentmedlemsstaten. Egenskaperna ska anses overensstimma med de angivna egenskaperna
om bdda kontrollbedomningarna bekriftar den angivna klassificeringen. Om detta inte ar fallet ska klassifi-
ceringen, oavsett vilken typ av defekter som faststills under kontrollbeddmningarna, forklaras vara oforenlig med
egenskaperna och den berorda parten ska vara ansvarig for kostnaderna for kontrollbedémningarna.”

. Artikel 2a.5 b ska ersittas med foljande:

"b) folja den ordning som anges i flodesschemat i bilaga Ib till dess att man nér fram till ett av de beslut som anges
i flodesschemat.”

. Tabellen "BILAGOR Sammanfattning” ska ersittas med tabellen i bilaga I till den hir férordningen.
. Bilaga I ska ersdttas med texten i bilaga II till den hir férordningen.

. Punkt 2.1 i bilaga Ia ska ersittas med f6ljande:

”2.1 Varje partidelprov ska delas upp i laboratorieprover enligt punkt 2.5 i standarden EN ISO 5555 och analyseras
enligt ordningsfoljden i det fldesschema som anges i bilaga Ib eller i ndgon annan slumpmdssig ordning.”

. Bilaga Ib ska ersdttas med texten i bilaga III till den hdr férordningen.
. Bilaga V ska utgd.

. Punkt 4.2 i bilaga VII ska ersittas med f6ljande:

”4.2 n-hexan (for kromatografi). Hexan fir ersittas med isooktan (2,2,4-trimetylpentan for kromatografi), forutsatt
att jamforbara precisionsvirden uppnds.”

. Bilaga XII ska dndras i enlighet med bilaga IV till den hir férordningen.

Bilaga XVII ska dndras i enlighet med bilaga V till den hdr forordningen.
Bilaga XVIII ska 4ndras i enlighet med bilaga VI till den hér férordningen.
Bilaga XIX ska ersittas med texten i bilaga VII till den hér forordningen.
Punkt 4.2 i bilaga XX ska ersdttas med foljande:

"4.2 n-hexan, for kromatografi eller bedomning av Aaterstoder. Hexan fir ersittas med isooktan (2,2,4-
trimetylpentan for kromatografi), forutsatt att jimforbara precisionsvirden uppnds. Losningsmedel med hogre
kokpunkt dn n-hexan tar lingre tid att avdunsta. Dessa dr dock att foredra pd grund av hexans toxicitet.
Renheten ska kontrolleras. Till exempel kan &terstoden efter avdunstning av 100 ml l9sningsmedel
kontrolleras.

VARNING — Angorna kan fatta eld. Forvaras avskilt fran virmekallor, gnistor och oppna ligor. Se till att
flaskorna alltid dr ordentligt forslutna. Sorj for ordentlig ventilation under anvidndningen. Se till att det inte
bildas dngor och undanroj alla eventuella brandrisker, som uppviarmningsapparater och elektriska apparater
som inte 4r tillverkade av brandsikra material. Amnet 4r farligt vid inandning och kan orsaka skador pd
nerveeller. Angorna fér inte inandas. Anviand limplig andningsutrustning vid behov. Undvik kontakt med
huden och 6gonen.

Isooktan 4r en brandfarlig vitska som utgér brandfara. Explosionsgrinserna i luft ar 1,1 % till 6,0 %
(volymfraktion). Den idr giftig vid fortiring och inandning. Anvind ett dragskdp med god ventilation vid
hantering av detta 16sningsmedel.”
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Artikel 2

Denna forordning trider i kraft den tjugonde dagen efter det att den har offentliggjorts i Europeiska unionens officiella
tidning.

Denna forordning dr till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfdrdad i Bryssel den 27 september 2019.

Pd kommissionens vignar
Jean-Claude JUNCKER
Ordférande
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BILAGA 1
"BILAGOR
SAMMANFATTNING
Bilaga I Egenskaper hos olivolja
Bilaga Ia Provtagning av olivolja eller olivolja av pressrester som levereras i detaljhandelsférpackningar
Bilaga Ib Flodesschema for kontroll av huruvida ett prov av olivolja 6verensstimmer med den kategori
som uppgetts
Bilaga II Bestdmning av fria fettsyror, metod vid lag temperatur
Bilaga III Bestdmning av peroxidtalet
Bilaga IV Bestdmning av vaxhalten genom kapillirgaskromatografi
Bilaga VII Bestdmning av procentandelen 2-glycerylmonopalmitat
Bilaga IX Spektrofotometrisk undersokning i ultraviolett ljus
Bilaga X Bestdmning av fettsyrametylestrar med gaskromatografi
Bilaga XI Bestimning av halten flyktiga halogenerade l6sningsmedel i olivolja
Bilaga XII Internationella olivoljerddets metod for organoleptisk bedémning av jungfruolja
Bilaga XV Oljehalt i pressrester av oliver
Bilaga XVI Bestamning av jodtal
Bilaga XVII Metod for bestimning av stigmastadiener i vegetabiliska oljor
Bilaga XVIII Bestdmning av skillnaden mellan faktiskt och teoretiskt innehall av triglycerider med ECN 42
Bilaga XIX Bestimning av sammansittningen och halten av steroler och alkoholforeningar genom kapil-
largaskromatografi
Bilaga XX Metod f6r bestimning av halter av vaxer, fettsyreetylestrar och fettsyremetylestrar genom ka-

Bilaga XXI

pillirgaskromatografi

Resultat av kontroller av 6verensstimmelse som utfors pé olivolja enligt artikel 8.2”



BILAGA II
"BILAGA I

EGENSKAPER HOS OLIVOLJA

Kvalitetsegenskaper
Organoleptisk bedomning
Kategorl S()‘,’/Z;l}z’%h (I:;Er(;))g(jhilg) Koz Kags eller Koy DeltaX Defekternas me- | Medianvirde for Fetts%ﬁj;/t IZgStrar
dianvéi(r*c;e (Md) fruktighet (Mf)
1. Extra jungfruolja < 0,80 < 20,0 < 2,50 < 0,22 < 0,01 Md = 0,0 Mf > 0,0 <35
2. Jungfruolja <20 < 20,0 < 2,60 <0,25 < 0,01 Md < 3,5 Mf>0,0 —
3. Bomolja >20 — — — — Md> 3,5 () — —
4. Raffinerad olivolja < 0,30 <50 _ < 1,25 <0,16 — —
5. Olivolja bestdende av raffinerad olivolja < 1,00 < 15,0 _ <1,15 < 0,15 — —
och jungfruolja
6. Oraffinerad olivolja av pressrester — — — — — — —
7. Raffinerad olivolja av pressrester < 0,30 <50 _ < 2,00 < 0,20 — —
8. Olivolja av pressrester < 1,00 < 15,0 _ < 1,70 <0,18 — —

Medianvirdet for defekter kan vara lagre 4n eller lika med 3,5 ndr medianvardet for fruktighet ar lika med 0,0.

81/0ST 1

[AS ]

Surupn efpproyjo susuorun eysodong
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Renhetsegenskaper

Fettsyrasammansittning (') Totalt iso-
merer av Skillnad:
Myristinsy- | Linolensyra | Eikosansyra | Eikosensyra | Behensyra syra Totalt translinol- St " ECN 42
Kateoori ra (%) (arakinsyra) (%) (%) (%) transolein- | syra + iso- ldg.mas & (HPLC) och 2-glycerylmonopalmitat
ategon (%) (%) isomerer merer av ( 1/T<n<)3\r & ECN 42 %,
(%) translino- mg/xe (teoretisk
lensyra berakning)
(%)
. Extra jungfruolja <0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20] < 0,9 om totalhalten
palmitinsyra < 14,00 %
< 1,0 om totalhalten
palmitinsyra > 14,00 %
. Jungfruolja < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20] < 0,9 om totalhalten
palmitinsyra < 14,00 %
< 1,0 om totalhalten
palmitinsyra > 14,00 %
. Bomolja < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,10 < 0,10 < 0,50 <0,30| < 0,9 om totalhalten
palmitinsyra < 14,00 %
< 1,1 om totalhalten
palmitinsyra > 14,00 %
. Raffinerad olivolja < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — < (0,30] < 0,9 om totalhalten
palmitinsyra < 14,00 %
< 1,1 om totalhalten
palmitinsyra > 14,00 %
. Olivolja bestdende av raffi- | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30] < 0,9 om totalhalten
nerad olivolja och jung- palmitinsyra < 14,00 %
fruolja
< 1,0 om totalhalten
palmitinsyra > 14,00 %
. Oraffinerad  olivolja av| <0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 < 0,10 — <10,60] <14
pressrester
. Raffinerad olivolja av press- < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <0,50| <14
rester
. Olivolja av pressrester < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <12

Halt av 6vriga fettsyror (%): palmitinsyra: 7,50-20,00; palmitoleinsyra: 0,30-3,50; heptadekansyra: < 0,40; heptadekensyra: < 0,60; stearinsyra: 0,50-5,00; oljesyra: 55,00-83,00; linolsyra: 2,50-21,00.
Totalvirde for isomerer som kan (eller inte kan) separeras pa kapillarkolonn.

610C°6°0¢
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Surupn epppoyjo susuorun eysodong
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Sterolsammansattning

Totalhalt stero-

Erytrodiol och

Vaxer (mg/kg)

Kategori Kolesterol Brassikasterol | Kampesterol (') | Stigmasterol | App. f-sitoste- | Delta-7-stig- ler uvaol (%)
(%) (%) (%) (%) rol () mastenol () (mgfkg) (%) (=)
(%) (%)
. Extra jungfruolja <05 <01 < 4,0 < Kamp. = 93,0 <0,5 =1 000 <45 C,, +C,, +Cyy =150
. Jungfruolja <05 <01 < 4,0 < Kamp. > 93,0 <05 =1 000 <45 C,, +C,, +C =150
. Bomolja <05 <0,1 <40 — > 93,0 <05 >1 000 <45(0) | Cut+ChtC,ytC, s
300 ()
. Raffinerad olivolja <0,5 <0,1 <4,0 < Kamp. > 93,0 <0,5 >1 000 4,5 CptC,tC+Cys
. Olivolja bestdende av raffi- <0,5 <01 < 4,0 < Kamp. = 93,0 <05 =1 000 <45 CptCp+C+Cys
nerad olivolja och jung- 350
fruolja
. Oraffinerad  olivolja  av <05 <0,2 < 4,0 — > 93,0 <05 =2 500 > 4,5 (% CptCpu+C+Cy>
pressrester 350 (%
. Raffinerad olivolja av press- <0,5 <0,2 <40 < Kamp. > 93,0 <0,5 >1 800 4,5 CpytCytCputCp>
rester
. Olivolja av pressrester <0,5 <0,2 < 4,0 < Kamp. > 93,0 <0,5 >1 600 > 45 CptC,+C+Cp>

—_—

—

Se tilldgget till denna bilaga.

App. B-sitosterol: Delta-5,23-stigmastadienol+klerosterol+beta-sitosterol+sitostanol+delta-5-avenasterol +delta- 5,2 4-stigmastadienol.
Olja med en vaxhalt mellan 300 mg/kg och 350 mg/kg betraktas som bomolja om totalhalten alifatiska alkoholer ar ligre dn eller lika med 350 mg/kg eller om halten erytrodiol och uvaol ir lagre 4n eller

lika med 3,5 %.

Olja med en vaxhalt mellan 300 mg/kg och 350 mg/kg betraktas som oraffinerad olivolja av pressrester om totalhalten alifatiska alkoholer 4r hogre dn 350 mg/kg och om halten erytrodiol och uvaol ir

hogre dn 3,5 %.

07/0ST 1

[AS ]

Surupn efpproyjo susuorun eysodong
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Anmirkningar:

a) Analysresultaten ska anges med samma antal decimaler som anges for varje egenskap. Den sista siffran ska avrundas
uppét om efterfoljande siffra dr hogre dn 4.

b) Det ricker med att en enda av egenskaperna inte motsvarar det angivna virdet for att en olja ska klassas i en annan
kategori eller forklaras ej uppfylla kraven enligt denna forordning.

¢) For jungfruolja kan de bdda kvalitetsegenskaper som dr markerade med en asterisk (*) samtidigt skilja sig at frén de
grinsvirden som faststillts for den kategorin.

d) Egenskaper markerade med tvéd asterisker (**) anger, for oraffinerad olivolja av pressrester, att bdda grinsvirdena
samtidigt far skilja sig frdn de angivna virdena. For olivolja av pressrester och raffinerad olivolja av pressrester far ett
av gransvirdena skilja sig fran de angivna virdena.

Tilligg
Beslutsscheman

Beslutsschema avseende kampesterol for jungfruolja och extra jungfruolja:

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

Ovriga parametrar ska uppfylla de griansvirden som faststills i denna férordning.
Beslutsschema avseende delta-7-stigmastenol for

— Extra jungfruolja och jungfruolja

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

]

[ I I 1

Campesterol = 3,3 % App- B—silc;m?:rul) Stigmasterol = 1,4 % AECN42s<|0,10
(campest + ATstig) = 25 N

b

Ovriga parametrar ska uppfylla de grinsvirden som faststélls i denna forordning.

— Olivolja av pressrester (oraffinerad och raffinerad)

[0.5 % < A-7-stigmastenol < 0,7 x}

AECN42 < |0,40] Stigmasterol < 1,4 % | Rest of parameters
- inside limits

Ovriga parametrar ska uppfylla de grinsvirden som faststills i denna forordning.”
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BILAGA 111

"BILAGA Ib

FLODESSCHEMA FOR KONTROLL AV HURUVIDA ETT PROV AV OLIVOLJA OVERENSSTAMMER MED

Oversiktstabell

DEN KATEGORI SOM UPPGETTS

Olja som uppgetts vara:

=
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& 5 7 g £ = g
< g S E 35e T E 2
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Kvalitetskri | Kvalitetskri | Tabell 4 | Kvalitetskri | Kvalitetskri [ Tabell 8 Kvalitetskr1 | Kvalitetskri
terier terier terter terier terier terter
T . T - , "
| | | i | Renhetskri | | | | i | Renhetskri | ! | | i
! ! terter ' ] terier | i
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'- : P L N L
: : *— - : : r - -' |
" | ! ] i | | ! | H
| S L S Y ____ Y __¥_____ Yo __ Yy v ..y o v
v v

Oljan verensstimmer med den
kategori som uppgetts

Oljan Gverensstimmer inte med
den kategor som uppgetts
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Tabell 1 - Extra jungfruolja — Kvalitetskriterier

1 Syrahalt % <(,80 =080  |e----- » Se VOO (Tabell 2)
¥
2 Peroxidtal (mEq <200 =200  f----- ¥ S5e LOQ (Tabell 4)
0a/kg)
3 | UV-spektrofotometri <022 =022 |- > Se VOO (Tabell 2)
(K 270285) iq:\:.:;
&
=
l g
4 | UV-spektrofotometri =001 =000 |----- 2 E) Se LOO (Tabell 4)
(AK) g
=
o
I T
=]
5 | UV-spektrofotometri 5!5" =280 |[peeees > i‘é Se VOO (Tabell 2)
(K 23:2) z

6 Organoleptisk mechzn?’?xde for medianvirde for [T > Se LOO (Tabell 4)
bedémning fruktighet > 0,0 Eruktighet = 0,0 g
_oth =
e e B mediznvirds fr Se VOO (Tabell 2)
: fuktizhet>00cch | .
madianvirds for
defekter = 0.0
L
7 Fettsyraetylestrar <33 e N ™ Se VOO (Tabell 23
(mg/kg)
¥
Kvalitetskriterierna

motsvarar den
kategon som
uppgetts.

Ga till tabell 3
(renhetskriterier)
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Tabell 2 - Jungfruolja — Kvalitetskriterier

motsvarar den
kategori som
uppgetts.
G till tabell 3
(renhetzkaiterier)

1 Syrahalt % =20 =20 e -
¥
Peroxidtal (mEq A
-~ = V)
2 Oy/kg) 20,0 =200 |______ »l
A 4
UV-spektrofotometri
& _ =023 =015 e
(K 270263)
UV-spek . v
-spektrofotometri
4 =00 2001 »
(AK)
UV-spektrofotometri \
5 _ =2,60 = 1,60
Ky ! - 1 - -
¥
mediznvirde for I
Yiameirde fir fraktichet fruktighet = 0.0
6 Organoleptisk :;giln
beddmnin L mediznvirde for
£ mediamvirds fir defekter fruktichet > 00 och =~~~ >
3.5 medianvirde for defalter
=35
-
Kvalitetzkriteriema

Oljan Gverensstimmer inte med den katsgon som uppgetts

52 LOO (Tabell
4
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Tabell 3 - Extra jungfruolja och jungfruolja — Renhetskriterier

Stipmastadiener ne S—
1 =0,05 =005
(mg'ke) == A SRR >
gt e 1C15:1 = 0,05 eller
5 | Tramsisomerer av PC1E1 2003 och e | T +
: fettsyror (44) HC18:2+CIE3) <005 “4”1“;_‘{3?1‘ )
T Onrerenssimmer Orerensstimmer
3 | FettoTasammansatining |, yiaes 1 inte med bilagal |- -----
4 AFCN42 < |020] o] | _____ »
L
Steroler: = - - . .
S Crerensstimmer Croarensstimrpar ine
5§ | sammansdfining och - i Pl S -
totalhal med bilaga I maed bilaga I
§ Ery’truitliﬂjl + uvaol <45 =43
e 1 - 1  pe===- -
- Vaxer {mg.'l.fg} 2 150 =150
Cq+Cq4+C46 | -7 1 pk====- -
|
Crearenzstimmer med
Bilazal
- ; =
= } <= 0,9 % om kzlten Ch. stinumar inta
§ | ghrcerylmonopalmitat | paimitiner= < 14,00 % ‘Hm?; bﬂaz:][I
(%0) ellar R -
< 1,0 %o om batten
palmitingTa = 14,00 %

Oljan dverensstammer med den kategori som uppeetts

Tecksn pa
foreloemst av
raffinerad olja
(olivolja eller annan
olja)

Tecksn pa
forekomst av
raffinerad alja
(olivolja eller annan
olia)

Tecken pa
forekoomst av
frammands oljor

Tecksn pa
foreloowmst av
Fimmands aljor

Tecksn pa
forelommet av
Fimmands aljor

Tecksn pé
forelomst av
olivolja av
pressrestar

Tecksn pi
forelomst av
olivolja av
pressrestar

Tecken pa
forelommet av
esterifierad alja
eller hiza halter av
pabmitimsTa
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Tabell 4 - Bomolja — Renhetskriterier

1 Stigmastadiensr =050 =050
(mglig) = I ¥ _
Tecksn pa forekomst av
1 raffinerad olja (olivolja
gller annan olja)
181 =010 )
3 Transisomersr av IC1EL <010 ach 1121 =0100ch  [-----M
; 0y HC18:2 + C18:3) T L T -
fettsyror (%) <010 (IR +CIE =010
S Orverensstimrmer Croerensstimemer inte - —{- - »
3 Fettsyrasammansyittn
ey HAHME  med bilazaT mad bilaga T
4 AECN42 < | 030| =|o3e] - I Teckan pd forekomat av
l % frammande oljor
Sterol E
teroler: - . A PR— I— £
5 s ttning @.‘a;ﬂ;:&uﬂ_’.&t &mﬂ]ﬂmmﬂ.;’ inte -* E‘
Ees L TE ‘ﬂ_:
och totalhalt e 2= Hec hrs 5
— E
6 Er}‘l‘mdm‘ﬁ-r- uvanl <45 T T A » B
(%) W
&
l g
Vaxer . . - . g Tecken pa forakomst
< 300 300 < Vamxer < 350 350 4-—- : n o
T caprcarrcipces | 30 | 300« Vamers3 30 * & || & oraffinersd olivolja
B &V pressraster
(]
E+U=3.5 0%
eller alifatiska . .
3 | aloholersaso | & | 2 F---- >
mglg
Crerensstémmer mad bilaga I:
3 = 0,9 % om halten pabmitmanra |0 ----- ™ -
o - <1400 % COnverenssrivmmer Tacken pd firekomst av
g g,h:mmenn = eller inte med bilaga I esterifierad olja aller
(*4) = 1,1 % om halten pelmitineyra higa balter av
>14.00 % palmitinsyra

Dljan dverensstimmer med den lategori som uppgetts
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Tabell 5 - Raffinerad olivolja — Kvalitetskriterier

1 Syrahalt (%4) =030 =030  p---- »
Peroxidtal -
2 <50 =50 E—
mEqg Ox/ks) = *
k. 2
3 U‘E’_apehﬁ ofotometri =123 - 125 -
(K 27e26z)
TV -spekirofotometri - -
4 =0.16 =018 = F--- -
UF-:I = :

Ki'a]iteta]!:riteriﬂ'natuntsvarar den kategori

Som uppgetts.
G4 till tabell 7 (renhetskriterier)

ppEetts

EOT] SO0 U

-

Oljan éverensstammer mte med den kate

Tabell 6 — Olivolja bestiende av raffinerad olivolja och jungfruolja — Kvalitetskriterier

1 Syrahalt (%) =100 =100
L 3
Peroxidtal 5 Ty
2 (mEq O/kg) =150 =150
3 U'\'-spgl-_:trufummeﬁti =115 =115
(K 270268)
¥
1 UV-spektrofotometri <015 > 0,15

(AK)

K\‘alitetskriteriern;mum'arar den kategori
S0 Uppgetts.
G4 till tabell 7 (renhetskriterier)

——————

——————

e

Oljan dverensstémmer inte med den kategori som uppgetts
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Tabell 7 - Raffinerad olivolja och olivolja bestiende av raffinerad olivolja och jungfruolja - Renhetskriterier

-

tC18:1 0,20 tC18:1 =020
1 Transisomerer av ach eller -
fettsyror (%0) #C18:2 + C18:5) tC18:2 + C18:3)
=030 =0,30
i Overensstimmer Overensstimmer inte
2 | Fettsyrasammansitining \med bilaga I med bilagal |
L 4
3 AECN42 = | 0,30 = | 0,30 |
vy
4 salnmfzgilt;;l otk Overansstimmer Overensstammer inte
g med bilaga I med bilaga I [
totalhalt = =
= Erytrodiol + nvael <45 45 o
: (%%) =% 4
w
Vaxer (mg/kg) <350 >330
- C42+C445C16 2300 ’ -
¥
2-glvcervimonopalmitat < 0,9 % om
halten palmitinsyra < 14,00 %
7 eller I Nei i
2-glycerylmonopalmitat < 1,1 % (for - el
ROQ) eller < 1,0 % (for 00) om
halten palmitinsyra = 14,00 %

[N

som uppgetts

5

Oljan dverensstimmer inte med den kategori

Tecken pé firekomst av
frammande oljor

Tecken pa forekomst av
olivolja av pressrester

Tecken pa forekomst av
esterifierad olja eller
higa halter av
palmitinsyra

!

Oljan dverensstimmer med den kategori
sOm uppgetts
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Tabell 8 - Oraffinerad olivolja av pressrester — Renhetskriterier

1 uppEetts

it

an frvarensstammer nte med den kategon sor

0l

Tecken pi forakomst av

raffinerad olja (elivalja
ellar annan olja)

Tecken pd frakomst av
frimmands cljor

Se LOO (Takell 4)

som uppegetis

Transizsomersr tC18:1 0,20 tC18:1=020 |77~ >
1 av fettsyror och eller
(%) HCle:2+C1e 20,10 | €C18:2 4 C18:3) 0,10
- e Orvarensetimmer Orversnsstimmer inte_|_ __ _
1 | Fettsyrasammansatining med bilaza I mad bilaga [ Ly
3 AECN42 = | 3,60 | = | 0,60 | ----- -
4 sam sm?tlte:;.ng och COrverensstimmer Crverensstimmer inte | ____ .
totaThalt med bilaga I med bilaga I
P Erytrodiol + uvaol =45 =43
(%) o
L 4
Vaxer (mglks)
6 C40+C42+C44+C46
=350 | 300 =Vaxer=330 | =300 |[----- L
L
E+U= 3,5 % och
alifatislea alkoholer
7 = 350 mg'ks
]2 ng  f---- »
v L 4 v
-
>~ 0 1 |- »|
5 | glycerylmonopalmitat =14 »>14
(%)
i
Oljan dverensstimmer med den kategori

Tecken pi forakomst av
esterifierad clja eller
héga halter av
palmrtimsyra
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Tabell 9 - Raffinerad olivolja av pressrester — Kvalitetskriterier

|

Peroxidtal - i -
z <30 =30 pe--- -
(mEq Oz/kz) - '
3 "L“T—spelf.tmfutu-metri =200 =200 @ be--- -
(K 2700365) - ’
T'V-spektrofotometri na -
4 =020 =020 - -
(A% =" |

Kvalifetskriterierna mofsvarar den kategori
s0m uppgetts,
2 till takall 11 (renhetslaiterier)

Tabell 10 - Olivolja av pressrester — Kvalitetskriterier

1 Syrahalt (%) =1,00 =100 |e---—- > ;é
%

2 Pm‘é‘:’féﬂf‘m’iq <150 > 15,0 SN E
o

I g

=1

g

2 | UV-spektrofotometri o - u
3 r LW =170 —————y =
(K 2700268) =1, 1,70 13

2

, ﬁ

UV-spektrof i v EI:

p 'V-spektrofotometri 20,18 -0.18 ceeep| B
(AK) B

H

]

Kvalitetskriterierna mot*‘arar den kategori som

uppgetts.
(G till tabell 11 (renhetskyiterier)
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Tabell 11 - Raffinerad olivolja av pressrester och olivolja av pressrester — Renhetskriterier

Kvalitetskriterier | |  pe-e- >
1 (Tabellerna 9 och Iz ey
10)
1
Transisomerer tC18:1 =040 tC15:1 =040 4===---M
2 i och gller
AV IERIYROr | 40182 +0C18:3) <035 | 4C18:2 + C18:3)= 0,33
Orverensstimmer Crrerensstimmer arte - |
3 | Fettsyrasammansatini ﬁ
i — mad bilaga I med bilaga I i
&
E
g
¥ &
g
4 AECN42 = |0,30] =|oso0|  }p---- > b Tacken pi forakomst zv
4 frimunands cljor
4
¥ o
Steroler: 5 5 g
- ; ’ ~|ﬁi . Overensstimmer Crrarensstimmer mte - ——— - g
- = mad bilaga I mad bilaga I 4
och totalhalt g
8
| :
a
] S T e A )
6 Erytrodiol = uvaol 45 45 > g
(%0) ’ - =
Q
¥
Vaxer (mz'ks)
. C40=-C42+C44+C46
>3350 T R S— >
¥ ¥
Tecken pa ferakomst av
2- 5 1 | 2
“ | =14¢mcrOPO) =14 (for ROPO)- |- - — ] esterifierad clja eller
8 | glveerylmonopalmitat =172 (fir OPO) > 1.2 (fr OPO) higa halter av
(%) = La B A 7 Sea WA palmitineyra
L 4

Oljan dverensstimmer med den katesori
s0m uppgetts”
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Bilaga XII ska dndras pa foljande sitt:

1. Punkt 3.3 ska ersittas med foljande:

BILAGA IV

"3.3 Frivillig terminologi for mirkning

Den som leder panelen fir pd begiran intyga att de oljor som bedomts Gverensstimma med definitioner och
intervall som endast motsvarar foljande termer med avseende pd egenskapernas intensitet och fornimmelsen av dem.

Positiva egenskaper (fruktig, bitter och skarp): Enligt fornimmelsens intensitet:

— Stark, om medianvirdet for egenskapen dr hogre 4n 6,0.

— Medelstark, om medianvirdet for egenskapen dr hogre dn 3,0 men lagre dn eller lika med 6,0.

— Svag, om medianvirdet for egenskapen ar lagre dn eller lika med 3,0.

Fruktighet En uppsittning olfaktoriska fornimmelser som 4r kdnnetecknande for oljan och som beror pd
sorten och kommer frén friska, firska oliver i vilka varken gron eller mogen fruktighet domi-
nerar. Den fornims direkt och/eller via nisans bakre géngar.

Omogen fruktighet En uppsittning olfaktoriska fornimmelser som 4r kdnnetecknande for oljan och som pdminner
om omogna frukter och som beror pa sorten och kommer frdn omogna, friska, farska oliver.
Den fornims direkt och/eller via ndsans bakre gangar.

Mogen fruktighet En uppsittning olfaktoriska fornimmelser som ar kdnnetecknande for oljan och som padminner
om mogna frukter och som beror pa sorten och kommer fran friska, firska oliver. Den for-
nims direkt och/eller via ndsans bakre gingar.

Vilbalanserad Olja som inte 4r obalanserad i frdga om de olfaktoriska-smakmissiga och taktila intrycken ddr
medianvirdet for egenskaperna bitter och/eller skarp inte d4r mer dn 2,0 poing hogre dn medi-
anvirdet for fruktighet.

Mild olja Olja for vilken medianvirdet for egenskaperna bitter och skarp édr 2,0 eller lagre.

Forteckning over termer som avser fornimmelsens intensitet:

Termer som far anvindas om ett intyg
fran en organoleptisk provning kan visas

upp

Medianvirde for egenskapen

Fruktighet

Mogen fruktighet

Omogen fruktighet

Mild fruktighet <30
Medelfruktighet 3,0 <Me < 6,0
Kraftig fruktighet > 6,0
Svagt mogen fruktighet <30
Medelmogen fruktighet 3,0<Me< 6,0
Kraftig mogen fruktighet > 6,0
Svag omogen fruktighet <30
Medelomogen fruktighet 3,0<Me<6,0
Kraftig omogen fruktighet > 6,0
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Termer som far anvindas om ett intyg
fran en organoleptisk provning kan visas Medianvirde for egenskapen
upp
Svag bitterhet <30
Medelbitter 3,0 <Me < 6,0
Kraftig bitterhet >6,0
Kraftigt stark <30
Medelstark 3,0 <Me < 6,0
Kraftigt stark > 6,0
Vilbalanserad olja Medianvirdet for egenskaperna bitter och skarp ar inte mer dn 2,0 podng
hogre 4n medianvardet for fruktighet.

Mild olja Medianvirdet for egenskaperna bitter och skarp dr 2,0 eller lagre.”

(2) Punkt 9.4 ska ersittas med foljande:
"9.4 Klassificering av oljan

Oljan ska klassificeras enligt foljande kategorier, med defekternas medianvirde och fruktighetens medianvirde som
utgdngspunkt. Defekternas medianvirde definieras som medianvirdet for den defekt som upplevs mest intensivt.
Defekternas medianvirde och medianvirdet for egenskapen fruktighet anges med en decimal.

Klassificeringen av oljan sker genom att defekternas medianvirde och medianvirdet for egenskapen fruktighet
jamfors med de referensintervall som anges nedan. Dé grinsvirdena for dessa intervall har faststillts med beaktande
av metodens felmarginal anses de vara absoluta. Genom programvaran kan klassificeringen visas grafiskt eller i en
tabell med statistiska uppgifter.

a) Extra jungfruolja: defekternas medianvirde dr 0,0 och medianvirdet f6r egenskapen fruktighet dr hogre 4n 0,0.

b) Jungfruolja: defekternas medianvirde dr hogre dn 0,0 men hogst 3,5 och medianvirdet for egenskapen fruktighet
ar hogre dn 0,0.

¢) Bomolja: defekternas medianvirde 4r hogre dn 3,5 eller defekternas medianvirde ar lagre 4n eller lika med 3,5
och medianvirdet for fruktighet r 0,0.

Anmirkning 1: Nir medianvardet for egenskapen bitter och/eller skarp ar hogre dn 5,0 ska panelledaren ange detta
pa provningsintyget.

For bedomningar som syftar till att kontrollera 6verensstimmelse ska en provning utféras. Vid kontrollbedémningar
ska bedomningen utforas dubbelt i olika sessioner. Analysresultaten frin kontrollbedéomningen ska vara statistiskt
homogena. (Se punkt 9.5). Om s inte dr fallet mdste tvd nya kontrollbedémningar goras. Det slutgiltiga
medianvirdet for klassificeringsegenskaperna ska beriknas som ett medelvirde av bdda medianvirdena.”
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BILAGA'V

Bilaga XVII ska dndras pa foljande sitt:
(1) Punkt 5.1 ska ersittas med f6ljande:

”5.1 Hexan eller blandningar av alkaner med ett kokpunktsintervall pd 65-70 °C, destillerat med rektifieringskolonn.
Hexan fir ersittas med isooktan (2,2,4-trimetylpentan for kromatografi), férutsatt att jdmfoérbara
precisionsvirden  uppnds.  Aterstoden  efter avdunstning av 100 ml ldsningsmedel kan
kontrolleras. Losningsmedel med hogre kokpunkt dn n-hexan tar lingre tid att avdunsta. Dessa dr dock att
foredra pa grund av hexans toxicitet.”

(2) I punkt 6.3.3 ska foljande text laggas till:

"Anmirkning 10. Nir stigmastadiener forekommer i koncentrationer som o6verstiger 4 mg/kg, om kvantifiering
krdvs, ska Internationella olivoljerddets metod for bestimning av sterener i raffinerad olja tillimpas.”
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BILAGA VI

Bilaga XVIII ska dndras pa foljande sitt:
(1) Punkt 4.2.1 ska ersdttas med foljande:
"4.2.1 Petroleumeter 40-60 °C, av kromatografisk renhet, eller hexan. Hexan fir ersittas med isooktan (2,2,4-
trimetylpentan for kromatografi), forutsatt att jamforbara precisionsvarden uppnds. Losningsmedel med hogre
kokpunkt dn n-hexan tar lingre tid att avdunsta. Dessa dr dock att foredra pa grund av hexans toxicitet.”

(2) Foljande punkt ska ldggas till som punkt 4.2.12:

"4.2.12 Heptan, av kromatografisk kvalitet. Heptan fir ersittas med isooktan (2,2,4-trimetylpentan for
kromatografi).”
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BILAGA VI
"BILAGA XIX

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

3.6
3.7
3.8

4.1

BESTAMNING AV SAMMANSATTNINGEN OCH HALTEN AV STEROLER OCH ALKOHOLFORENINGAR
GENOM KAPILLARGASKROMATOGRAFI

TILLAMPNINGSOMRADE

Genom metoden beskrivs ett forfarande for bestimning av det enskilda och totala innehéllet av alkoholféreningar
i olivoljor och olivoljor av pressrester och i blandningar av dessa tva oljor.

Alkoholforeningar i olivoljor och olivoljor av pressrester omfattar alifatiska alkoholer, steroler och triterpen-
dialkoholer.

PRINCIP

Oljor med tillsats av a-kolestanol och 1-eicosanol som intern standard fortvilas med kaliumhydroxid
i etanollosning varefter de ofortvalbara dmnena extraheras med etyleter.

De olika alkoholforeningarnas fraktioner separeras frin de of6rtvdlbara dmnena genom tunnskiktskromatografi
pa en basisk kiselgelplatta (referensmetod) eller genom vitskekromatografi (HPLC) pa kiselgelkolonn. Den fraktion
som atervinns fran separation av kiselgelen overfors till trimetylsilyletrar och analyseras darefter genom kapillar-
gaskromatografi.

DEL 1

BEREDNING AV OFORTVALBARA AMNEN
TILLAMPNINGSOMRADE

I denna del beskrivs beredning och extraktion av ofortvilbara dmnen. Det omfattar beredning och extraktion av
ofortvélbara dmnen frn olivoljor och olivoljor av pressrester.

PRINCIP

En provmingd fortvdlas genom kokning under dterflode med kaliumhydroxid i etanollosning. De ofortvalbara
dmnena extraheras med dietyleter.

UTRUSTNING

Sedvanlig laboratorieutrustning, i synnerhet foljande:

Rundkolv med éterloppskylare med slipade anslutningsfogar, 250 ml.
Separertratt, 500 ml.

Kolvar, 250 ml.

Mikrosprutor, 100 pl och 500 pl.

En cylindrisk filtrertratt med porost membran G 3 (porositet 15-40 pm), med en diameter pd ca 2 cm och ett
djup pd 5 cm, som passar for vakuumfiltrering, med hanslipning.

E-kolv med honslipning, 50 ml, som kan anvindas for filtrertratten (punkt 3.5).
Provror med konisk botten och glaspropp, 10 ml.

Exsickator med kalciumklorid.

REAGENSER

Kaliumhydroxid, minst 85 %.
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4.2 Kaliumhydroxid i etanollosning, ca 2 M.

Los 130 g kaliumhydroxid (punkt 4.1) under kylning i 200 ml destillerat vatten och spad sedan till 1 liter med
etanol (punkt 4.7). Forvara 16sningen i vl tillslutna, mérka flaskor som lagras i hogst tvd dagar.

4.3 Etyleter, av analyskvalitet.

4.4  Vattenfritt natriumsulfat, av analyskvalitet.

4.5  Aceton, av kromatografisk kvalitet.

4.6 Etyleter, av kromatografisk kvalitet.

4.7 Etanol, av analyskvalitet.

4.8  Etylacetat, av analyskvalitet.

4.9  Intern standard, a-kolestanol, renhet 6ver 99 % (renheten mdste kontrolleras genom analys med gaskromatografi).
4.10 a-kolestanol som intern standard, 0,2 % losning (m/V) i etylacetat (punkt 4.8).

4.11 Fenolftaleinlosning, 10 g/l i etanol (punkt 4.7).

412 En 0,1 % (m/v) 16sning av 1-eicosanol i etylacetat (intern standard).

5. FORFARANDE

Med hjilp av en 500 pl mikrospruta (punkt 3.4) infors i 250 ml kolven (punkt 3.1) en volym a-kolestanollosning
som intern standard (punkt 4.10) och en volym 1-eicosanol (punkt 4.12) innehéllande en mingd kolestanol och
eicosanol motsvarande ca 10 % av sterol- och alkoholhalten i provet. For olivolja tillsitts exempelvis 500 pl a-
kolestanollosning (punkt 4.10) och 250 pl 1-eicosanollosning (punkt 4.12) per 5 g prov. For olivoljor av
pressrester tillstts 1 500 pl bade av a-kolestanollosning (punkt 4.10) och av 1-eicosanol (punkt 4.12). Indunsta
till torrhet under en svag strém av kvive i ett varmt vattenbad. Kyl kolven. Vig upp 5,00 + 0,01 g torrt filtrerat
prov i samma kolv.

Anmdrkning 1: Animaliska eller vegetabiliska oljor och fetter som innehdller betydande kvantiteter av kolesterol
kan visa en topp med en retentionstid som dr identiskt med den for kolestanol. Om detta
intraffar méste sterolfraktionen analyseras dubbelt med och utan intern standard.

Tillsatt 50 ml 2 M kaliumhydroxid i etanollosning (punkt 4.2) och lite pimpsten. Sitt pa dterloppskylaren och
varm till svag kokning tills fortvalning intrader (I6sningen blir klar). Fortsitt upphettningen under ytterligare 20
minuter och tillsdtt sedan 50 ml destillerat vatten frn toppen av aterloppskylaren. Ta bort kylaren och kyl kolven
till ca 30 °C.

Overfor kolvens innehdll kvantitativt till en 500 ml separertratt (punkt 3.2) genom att anvinda flera portioner
destillerat vatten (50 ml). Tillsdtt ca 80 ml etyleter (punkt 4.6). Skaka omsorgsfullt i ungefir 60 sekunder och
frigor regelbundet trycket genom att vinda upp och ned pa separertratten och Oppna avstingningsventilen. Lat
std tills de tvd faserna har separerats fullstandigt (Anmarkning 2). Overfor direfter tvallosningen sd fullstindigt
som mojligt i en annan separertratt. Genomfor ytterligare tvd extraheringar av vatten-alkoholfasen pad samma sitt
med anvidndande av 60-70 ml etyleter (punkt 4.6).

Anmadrkning 2: Eventuell emulsion kan forstoras genom tillsats av smé kvantiteter etanol (punkt 4.7).

Samla de tre eterextrakten i en separertratt som innehdller 50 ml vatten. Fortsdtt att tvitta med vatten (50 ml) till
dess att tvittvattnet inte lingre ger en rosa firg vid tillsittning av en droppe fenolftaleinlosning (punkt 4.11). Nar
tvittvattnet har avldgsnats, filtrera pd vattenfritt natriumsulfat (punkt 4.4) ner i en i forvig vagd 250 ml kolv.
Tvitta ddrefter tratten och filtret med sméd mingder etyleter (punkt 4.6).

Lat losningsmedlet avdunsta genom destillation i en rotationsindunstare vid 30 °C under vakuum. Tillsdtt 5 ml
aceton (punkt 4.5) och avligsna allt flyktigt l6sningsmedel i en svag strom av kvive. Torka dterstoden i torkskap
vid 103 2 °C i 15 minuter. Kyl i exsickator och vig med 0,1 mg noggrannhet.
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DEL 2

SEPARATION AV FRAKTIONER AV ALKOHOLFORENINGAR
1. TILLAMPNINGSOMRADE

De ofortvalbara dmnen som bereds enligt del 1 fraktioneras i olika alkoholforeningar: alifatiska alkoholer, steroler
och triterpendialkoholer (erytrodiol och uvaol).

2. PRINCIP

De ofortvdlbara dmnena kan fraktioneras med basiska plattor for tunnskiktskromatografi (referensmetod). De
identifieras och motsvarande band skrapas av och extraheras. En alternativ metod for separation ir vitskekroma-
tografi (HPLC) med kiselgelkolonn och UV-detektor, varvid de olika fraktionerna samlas upp. Alifatiska alkoholer
och triterpenalkoholer respektive sterol- och triterpendialkoholer isoleras tillsammans.

3. UTRUSTNING

Sedvanlig laboratorieutrustning, i synnerhet foljande:
3.1 Komplett apparatur for tunnskiktskromatografi med 20 x 20 cm glasplattor.
3.2 UV-lampa med en viglingd pd 366 eller 254 nm.
3.3 Mikrosprutor, 100 pl och 500 pl.

3.4 En cylindrisk filtrertratt med pordst membran G 3 (porositet 15-40 pm), med en diameter pd ca 2 cm och ett
djup pd 5 cm, som passar for vakuumfiltrering, med hanslipning.

3.5  E-kolv med honslipning, 50 ml, som kan anvindas for filtrertratten (punkt 3.4).
3.6  Provror med konisk botten och glaspropp, 10 ml.

3.7  Exsickator med kalciumklorid.

3.8 HPLC-system bestdende av foljande:

3.8.1 Bindr pump.

3.8.2 Manuell eller automatisk injektor férsedd med en 200 pL injektionsslinga.

3.8.3 In-line-avgasare.

3.8.4 UV-VIS eller IR-detektor.

3.9  HPLC-kolonn (25 cm x 4 mm innerdiameter) med kiselgel 60 (partikelstorlek 5 pum).
3.10 Sprutfilter, 0,45 pm.

3.11 E-kolv, 25 ml.

4. REAGENSER

4.1  Kaliumhydroxid, minst 85 %.
4.2 Kaliumhydroxid i etanollosning, ca 2 M.

Los 130 g kaliumhydroxid (punkt 4.1) under kylning i 200 ml destillerat vatten och spad sedan till 1 liter med
etanol (punkt 4.9). Forvara 16sningen i vl tillslutna, morka flaskor som lagras i hogst tvd dagar.

4.3 Etyleter, av analyskvalitet.
4.4 Kaliumhydroxid i etanollsning, ca 0,2 M.
Los 13 g kaliumhydroxid (punkt 4.1) i 20 ml destillerat vatten och spad till 1 liter med etanol (punkt 4.9).

4.5  Glasplattor (20x20) tickta med kiselgel utan fluorescensindikator, tjocklek 0,25 mm (finns i handeln fardiga for
anvindning).

4.6 Aceton, av kromatografisk kvalitet.



30.9.2019 Europeiska unionens officiella tidning L 250/39

4.7 n-hexan, av kromatografisk kvalitet.
4.8 Etyleter, av kromatografisk kvalitet.
4.9  Etanol, av analyskvalitet.

4.10 Etylacetat, av analyskvalitet.

4.11 Referenslosning for tunnskiktskromatografi: kolesterol, fytosteroler, alkoholer och erytrodiol 5 % 16sning
i etylacetat (punkt 4.10).

4.12 Losning av 2,7-diklorflourecein, 0,2 %, i etanollosning. Denna gors litt basisk genom tillsittning av ett par
droppar 2 M alkoholisk kaliumhydroxidlosning (punkt 4.2).

4.13 n-hexan (punkt 4.7)/etyleter (punkt 4.8): blandning 65:35 (V/V).

4.14 Mobil fas for HPLC, n-hexan (punkt 4.7)/etyleter (punkt 4.8) (1:1) (V/V).

5. REFERENSMETOD: SEPARATION AV ALKOHOLFORENINGAR GENOM BASISKA PLATTOR FOR TUNNSKIKTSKRO-
MATOGRAH

Beredning av de basiska plattorna for tunnskiktskromatografi. Sank ner eller doppa kiselgelplattorna (punkt 4.5)
ca 4 cm i 0,2 M kaliumhydroxidetanollosning (punkt 4.4) i 10 sekunder och 14t sedan torka i dragskédp i tvd
timmar varefter de placeras i ett torkskdp vid 100 °C i en timme.

Ta ut plattorna frin torkskdpet och forvara dem i en exsickator med kalciumklorid (punkt 3.7) tills de ska
anvindas (plattor som behandlas péd detta sitt médste anvindas inom 15 dagar).

Fyll pa n-hexan/etyleterblandningen (punkt 4.13) (Anmirkning 3) i framkallningskammaren till ett djup av ca 1
cm. Sting kammaren med tillhérande lock och lit std svalt i minst en halvtimme sd att jamvikten vitska/gas
installer sig. Remsor av filtrerpapper som doppas ner i eluenten kan placeras pa insidorna av kammaren. Detta
minskar framkallningstiden med ca en tredjedel och leder till en jamnare eluering av komponenterna.

Anmdrkning 3: Framkallningsblandningen ska bytas for varje prov for att fa exakt reproducerbara elueringsfor-
hallanden. En blandning av 50:50 (V/V) av n-hexan/etyleter kan ocksd anvindas.

Forbered en ca 5 % losning av de ofortvdlbara dmnen som beretts enligt del 1 i etylacetat (punkt 4.10) och stryk
med 100 pl mikrosprutan (punkt 3.3) ut 0,3 ml av losningen smalt och jimnt pd den nedre delen (2 cm) av
kromatografiplattan (punkt 4.5). Placera i linje med strykningen 2 till 3 pl av referenslosningen (punkt 4.11) s&
att sterol-, triterpendialkohol- och alkoholbanden kan identifieras efter framkallning.

Placera plattan i framkallningskammaren (punkt 3.1). Rumstemperaturen ska hdllas mellan 15 och 20 °C
(Anmirkning 4). Sting kammaren omedelbart med locket och pabérja elueringen tills losningsmedlets fraimre
kant ndr till ca 1 cm frén 6vre dnden av plattan. Ta ut plattan ur framkallningskammaren och lat 16sningsmedlet
avdunsta i en strom av varmluft eller genom att plattan far ligga en kort stund i dragskap.

Anmdrkning 4: Hogre temperatur kan forsimra separationen.

Spraya plattan litt och jamnt med 2,7-diklorfloureceinlosningen (punkt 4.12) och 14t torka. Nar plattan betraktas
i ultraviolett ljus (punkt 3.2) kan sterol-, triterpendialkohol- och alkoholbanden identifieras genom att de ligger
i hojd med flickarna som erhéllits frin referenslsningen (punkt 4.11). Markera dnden av banden lings kanterna
av fluorescensen med svart blyerts (se TLC-platta, figur 1).

Skrapa med hjilp av en metallspatel bort kiselgelen fran det markerade omrddet. Placera det finfordelade
materialet som tagits bort i filtrertratten (punkt 3.4). Tillsitt 10 ml het etylacetat (punkt 4.10), blanda
omsorgsfullt med metallspateln och filtrera (vid behov under vakuum) i E-kolven (punkt 3.5) som dr ansluten till
filtrertratten.

Tvitta dterstoden i kolven tre gdnger med etyleter (punkt 4.3) (ca 10 ml varje ging) och samla upp filtratet
i samma kolv som ar ansluten till filtrertratten. Indunsta filtratet till en volym pd 4-5 ml och 6verfor resterande
losning till det tidigare vigda 10 ml provroret (punkt 3.6). Lt indunsta till torrhet under litt uppvirmning,
i svagt kvaveflode, fyll pa nytt genom att anvinda ndgra droppar aceton (punkt 4.6) och indunsta ater till torrhet.
Aterstoden i provroret bestdr av sterol- och triterpendialkoholfraktionerna eller av alkohol- och triterpenalkohol-
fraktionerna.
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6. SEPARATION AV ALKOHOLFRAKTIONER GENOM VATSKEKROMATOGRAFI (HPLC)

Los upp de ofortvélbara dmnen som erhélls enligt del 1 i 3 ml av den mobila fasen (4.14), filtrera l6sningen med
ett sprutfilter (punkt 3.10) och stdll at sidan.

Spruta in en l6sning 200 pL av de ofortvélbara dmnena i HPLC-systemet (punkt 3.8).

Genomfér HPLC-separationen med 0,8 ml/min. Hall bort under de forsta fem min. Direfter samlas i 25 ml e-
kolvar (punkt 3.11) alifatiska alkoholer och triterpenalkoholer mellan den femte och tionde minuten samt
steroler, erytrodiol och uvaol mellan den elfte och 25:e minuten (Anmarkning 5).

Separationen kan Overvakas med en UV-detektor pé vaglingden 210 nm eller med en refraktionsindexdetektor
(se figur 6).

Fraktionerna far indunsta till torrhet och férbereds for kromatografanalys.

Anmdrkning 5: Kontrollera noggrant HPLC-pumpens tryck. Etyleter kan 6ka trycket. Justera flodet for att hélla
trycket under kontroll.

DEL 3

GASKROMATOGRAFISK ANALYS AV FRAKTIONER AV ALKOHOLFORENINGAR
1. TILLAMPNINGSOMRADE

Denna del ger allménna riktlinjer for tillimpning av kapillirgaskromatografi for att bestimma den kvalitativa och
kvantitativa sammansittning av de alkoholféreningar som isoleras enligt den metod som beskrivs i del 2.

2. PRINCIP

De fraktioner som samlas frdn de ofortvalbara dmnena med hjilp av tunnskiktskromatografi (TLC) eller vitske-
kromatografi (HPLC) derivatiseras till trimetylsilyletrar och analyseras med kapillirgaskromatografi med
splitinjektion och flamjoniseringsdetektor.

3. UTRUSTNING

Sedvanlig laboratorieutrustning, i synnerhet foljande:
3.1  Provror med konisk botten och glaspropp, 10 ml.
3.2 Gaskromatograf limpad for anvindning med kapillirkolonn med splitinjektion, bestdende av foljande:
3.2.1 Termostatstyrd kolonnugn som kan hélla den 6nskade temperaturen med en noggrannhet av = 1 °C.

3.2.2 Injektor med instillbar temperatur och forsedd med ett fordngningselement av glas med silaniserad yta och
splitsystem.

3.2.3 Flamjoniseringsdetektor.

3.2.4 System for datainsamling lampligt f6r anvandning tillsammans med flamjoniseringsdetektorn (punkt 3.10.3), som
kan stillas in pd manuell integration.

3.3 Kapillirkolonn med kiseldioxid med en lingd pd 20-30 meter, innerdiameter 0,25-0,32 mm, belagd med 5 %
difenyl - 95 % dimetylpolysiloxan (SE-52 eller SE-54, stationir fas eller motsvarande), med en enhetlig
filmtjocklek mellan 0,10 och 0,30 pm.

3.4  Mikrospruta pd 10 pl, for gaskromatografi, med hirdad nél limplig for splitinjektion.

4. REAGENSER

4.1  Vattenfri pyridin, av kromatografisk kvalitet.
4.2 Hexametyldisilasan, av analyskvalitet.

4.3 Trimetylklorosilan, av analyskvalitet.
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4.4 Provlosningar av steroltrimetylsilyletrar. Bereds omedelbart fore anvindning av steroler och erytrodiol som
erhdllits fran oljor som innehéller dem.

4.5  Standardlosningar av trimetylsilyletrar av alifatiska alkoholer fran C20 till C28. De kan framstillas av blandningar
av rena alkoholer omedelbart innan de ska anvindas.

4.6 Birgas: vitgas eller helium, ren, for gaskromatografi.
4.7 Hjilpgaser: vite, helium, kvive och luft, av gaskromatografisk kvalitet.
4.8 Silyleringsreagens, bestdende av en blandning 9:3:1 (V/V/V) av pyridin/hexametyldisilasan/trimetylklorosilan.

4.9  n-hexan, av kromatografisk kvalitet.

5. BEREDNING AV TRIMETYLSILYLETRAR

Tillsétt silyleringsreagensen (punkt 4.8) (Anmdrkning 6), i forhallandet 50 pl for varje mg alkoholforening,
i provroret (punkt 3.1) som innehdller alkoholféreningsfraktionen. Undvik upptag av fuktighet (Anmérkning 7).

Anmdrkning 6: Losningar som dr klara for anvidndning finns i handeln. Andra silyleringsreagenser, t.ex. bistrime-
tylsilyltrifluoracetamid + 1 % trimetylklorosilan, som maste spiadas med lika stor volym vattenfri
pyridin finns ocksé i handeln. Pyridin kan ersittas med samma méangd acetonitril.

Anmdrkning 7: Eventuell bildning av en svag opalescens dr normal och inverkar inte. Bildandet av en vit
flockning eller rosafirgning ar tecken péd forekomst av fukt eller sonderfall hos reagensen. Om
detta intraffar méste testet upprepas (endast om hexametyldisilazan/trimetylklorsilan anvinds).

Satt proppen i provroret (punkt 3.1), skaka forsiktigt (utan att vinda pd det) tills foreningarna ér helt losta. Lat
std i minst 15 minuter i rumstemperatur och centrifugera sedan i ett par minuter. Den klara losningen dr nu
fardig for analys med gaskromatografi.

6. GASKROMATOGRAFISK ANALYS

6.1  Forberedelser, iordningstillande av kapillirkolonn

Montera kolonnen (punkt 3.3) i gaskromatografen genom att kolonnens inlopp ansluts till splitinjektorn och
kolonnens utlopp till detektorn.

En allmin kontroll av gaskromatografen genomfors (gasanslutningarna ska vara tita, detektorn i fullgott skick,
splitsystem och registreringssystem fungerande etc.).

Kapilldrkolonner som anvinds for forsta gdngen bor prepareras. En liten midngd gas fir flyta genom kolonnen
och sedan kopplas gaskromatografen pd och en gradvis upphettning genomf6rs tills temperaturen dr minst 20 °C
over drifttemperaturen (Anmirkning 8). Denna temperatur bibehdlls i minst tvd timmar och sedan stills
kromatografen iordning for driftforhallanden (instdllning av gasflode och splittning, tindning av flamman,
anslutning till databehandlingssystemet, instillning av temperaturen i kolonnen, detektorn och injektorn etc.), och
signalen registreras med en kanslighet som dr minst tvd ginger hogre dn den som beriknas for analysen.
Baslinjen ska vara linjdr, utan ndgra toppar av ndgot slag, och far inte visa tecken pa drift. Negativ drift av linjen
ar tecken pd otdta kolonnanslutningar, medan en positiv drift tyder pé otillracklig preparering av kolonnen.

Anmdrkning 8: Temperaturen vid prepareringen ska alltid vara minst 20 °C ldgre dn den maximitemperatur som
specificeras for den stationdra fas som anvands.
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6.2 Driftsforhillanden
Optimera temperaturprogrammet och bargasflodet pd sa sitt att kromatogram som liknar figurerna 3—6 erhalls.
Foljande parametrar har provats och befunnits vara anvindbara:
6.2.1 Alifatiska alkoholer

Program for torkskédp 180 °C (8 min.) = 260 °C (5 °C/min.) = 260 °C (15 min.)

Injektortemperatur 280 °C

Detektortemperatur 290 °C

Birgasens linjira hastighet helium (20-30 cm/s), vite (30-50 cmy/s)

Splitforhallande 1:50 till 1:100

Injektionsvolym 0,5 till 1 pl av TMSE-16sning

6.2.2 Sterol- och triterpendialkoholer

Program for torkskédp 260 + 5 °C (isotermisk)

Injektortemperatur 280-300 °C

Detektortemperatur 280-300 °C

Birgasens linjdra hastighet helium (20-30 cm/s) vite (30-50 cm/s)

Splitforhallande 1:50 till 1:100

Injektionsvolym 0,5 till 1 pl av TMSE-l6sning

Dessa parametrar kan dndras beroende pad egenskaperna hos kolonnen och gaskromatografen for att fa

kromatogram som uppfyller f6ljande krav:

— Alkoholretentionstiden C26 ska vara 18 + 5 minuter.

— Toppen for alkoholen C22 ska vara 80 + 20 % av hela skalvirdet for olivolja och 40 = 20 % av hela
skalvirdet for olivolja av pressrester.

— Retentionstiden for £-sitosteroltoppen bor vara 20 £ 5 minuter.

— Kampesteroltoppen bor vara foljande: for olivolja (medelhalt 3 %) 20 = 5 % av fullt utslag.

— Alla nidrvarande steroler méste separeras. Forutom att separeras maste alla toppar vara helt och hallet synliga,
dvs. varje toppkurva ska dtervinda till baslinjen innan nista topp ritas. Ofullstindig upplosning kan
emellertid tolereras under forutsittning att toppen vid RRT 1,02 (sitostanol) kan kvantifieras med hjilp av
topphojden.

6.3  Analysforfarande

Sug med hjdlp av en 10 pl mikrospruta (punkt 3.4) upp 1 pl hexan, sug in 0,5 pl luft och sedan 0,5-1 pl av
provlosningen. Dra ut kolven ur sprutan ytterligare s att kanylen toms. Stick in kanylen genom membranet
i injektorn och spruta snabbt efter en till tvd sekunder in innehallet och drag sedan sakta ut kanylen efter ca fem
sekunder. En automatisk injektor kan dven anvindas.

Genomfor registreringen tills de ndrvarande motsvarande alkoholforeningarnas TMSE har eluerats fullstindigt.
Baslinjen méste fortfarande uppfylla kraven for motsvarande driftsférhallanden (punkt 6.2.1 eller 6.2.2).
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6.4  Identifiering av toppar

Identifiera individuella toppar pd grundval av retentionstiderna och genom jimforelse med blandningen av
alifatiska alkoholer och triterpenalkoholer eller sterol- och triterpendialkohol-TMSE, som analyseras med samma
parametrar. Ett kromatogram for de alifatiska alkoholernas och triterpenalkoholernas fraktion visas i figur 3 och
motsvarande kromatogram for steroler och triterpendialkoholer visas i figur 2.

De alifatiska alkoholerna elueras i f6ljande ordning: C20-ol (L.S.), C22-0l, C23-ol, C24-ol, C25-0l, C26-ol, C27-o0l
och C28-ol.

Sterolerna och triterpendialkoholerna elueras i foljande ordning: kolesterol, brassikasterol, ergosterol, 24-
metylenkolesterol, kampesterol, kampestanol, stigmasterol, A7-kampesterol, A5,23-stigmastadienol, klerosterol, §3-
sistosterol, sitostanol, A5-avenasterol, A5,24-stigmastadienol, A7-stigmastenol, A7-avenasterol, erytrodiol och
uvaol.

6.5  Kvantitativ utvirdering

Toppomradena for 1-eicosanol och de alifatiska alkoholerna C22, C24, C26 och C28 beriknas genom ett system
for datainsamling. Responsen for 1-eicosanol ska vara lika med 1.

Berdkna areorna for a-kolestanol- och sterol- och triterpendialkoholtopparna med hjilp av databehandlings-
systemet. Bortse frdn toppar for foreningar som inte finns med (ergosterol ska inte berdknas) bland de som ar
upptagna i tabell 1. Responsen for a-kolestanol ska vara lika med 1.

Berikna koncentrationen for varje enskild alkoholférening i mg/kg fett enligt foljande:

Alkoholforening x = Acxmy 1000
A, xm
dir
A, = topparean for alkoholforeningen x, enligt berikning av databehandlingssystemet,
A, = arean av toppen for 1-eicosanol/a-kolestanol, enligt berakning av databehandlingssystemet,
m, = massan av tillsatt 1-eicosanol/a-kolestanol i milligram,
m = massan av det prov som anvints for bestimningen, i gram.

7. RESULTATANGIVELSE

Ange de enskilda alifatiska alkoholernas och triterpenalkoholernas koncentration i mg/kg fett och summan av
dem som ’totalhalten alifatiska alkoholer’. Totalhalten ir summan av C22, C24, C26 och C28.

Varje enskild alkoholforenings sammansittning bor anges med en decimals noggrannhet.
Sterolkoncentrationen bor anges utan decimal.

Berdkna procentandelen av varje enskild sterol som forhdllandet mellan den aktuella topparean och den totala
topparean for steroler:

Sterol x = A x 100
A

dir
A, = topparean for sterol x,
A = total topparea for steroler.

Apparent f-sitosterol: A5,23-stigmastadienol + klerosterol + B-sitosterol + sitostanol + A5-avenasterol + A5,24-
stigmastadienol.
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Berikna procentandelen erytrodiol och uvaol:

Erytrodiol + uvaol = w x 100
dir '
A, = arean for erytrodiol enligt berdkning av databehandlingssystemet,
A, = arean for uvaol enligt berdkning av databehandlingssystemet,
YA, = summan av arean for sterol + erytrodiol + uvaol enligt berikning av databehandlingssystemet.

Utover berdkningen av procentandelen enskilda steroler och triterpendialkoholer och den totala sterolkoncen-
trationen ska dven koncentrationen av erytrodiol och av uvaol och deras summor, i mg/kg fett, berdknas enligt
foljande:

g X My

Erytrodiol = 1257 x 1000
Uvaol = 20X ™ 1 900
dir S
A, = toppomrade for erytrodiol, enligt berdkning av databehandlingssystemet,
Ay, = arean for uvaol enligt berdkning av databehandlingssystemet,
A, = arean av toppen for a-kolestanol, enligt berdkning av databehandlingssystemet,
m, = massan av tillsatt a-kolestanol i milligram,

m = massan av det prov som anvénts for bestimningen, i gram.
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Figur 1 - TLC av den ofértvalbara fraktionen frén olivolja av pressrester, eluerad tvd gdnger med hexan:dietyleter
(65:35), framkallad med SO4H2 (50 %) och upphettad. De band som ska skrapas av visas i rektanglarna. Rektangel 1 ar
banden for alifatiska alkoholer och rektangel 2 banden for steroler och triterpendialkoholer.

Tabell I — Relativa retentionstiden for steroler

Relativ retentionstid
Topp Identifiering
SE 54-kolonn SE 52-kolonn
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-metyl-A-5,22-kolestadien-3[3-ol 0,73 0,71
* Ergosterol [%48]-24-mety1—A-5,7,22 kolestatrien-34- 0,78 0,76
0
4 24-metylenkolesterol 24-metylen-A-5,24-kolestadien-38-01 0,82 0,80
5 Kampesterol [24R]-24-metyl-A-5-kolesten-3{-ol 0,83 0,81
6 Kampestanol [24R]-24-metylkolestan-3£-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol [24S]-24-etyl-A-5,22-kolestadien-38-o0l 0,88 0,87
8 A-7-kampesterol [24R]-24-metyl-A-7-kolesten-3£-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol | [24R,S]-24-etyl-A-5,23-kolestadien-3£-ol 0,95 0,95
10 Klerosterol [24S]-24-etyl-A-5,25-kolestadien-3£-0l 0,96 0,96
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Relativ retentionstid
Topp Identifiering
SE 54-kolonn SE 52-kolonn

11 R-sitosterol [24R]-24-etyl-A-5-kolesten-3-o0l 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-etyl-kolestan-3{3-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol [24Z]-24-etyliden-A-kolesten-3{-ol 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienol | [24R,S]-24-etyl-A-5,24-kolestadien-3{-ol 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol [24R,S]-24-¢tyl-A-7-kolesten-3£-0l 1,12 1,12
16 A-7-avenasterol [24Z]-24-etyliden-A-7-kolesten-3-ol 1,16 1,16
17 Erytrodiol 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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Figur 2 - Kromatografisk profil (GC-FID) for sterol- och triterpendialkoholer frin raffinerad olivolja. (1) kolesterol, (2) a-

kolestanol (LS.), (3) 24-metylenkolesterol, (4) kampesterol, (5) kampestanol, (6) stigmasterol, (7) A5,23-stigmastadienol,
(8) klerosterol, (9) f-sitosterol, (10) sitostanol, (11) A5-avenasterol, (12) AS5,24-stigmastadienol, (13) A7-stigmastenol, (14)
A7-avenasterol, (15) erytrodiol, (16) uvaol.
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Figur 3 - Kromatografisk profil (GC-FID) for sterol- och triterpendialkoholer fran bomolja. (1) kolesterol, (2) a-
kolestanol, (3) brassikasterol, (4) 24-metylenkolesterol, (5) kampesterol, (6) kampestanol, (7) stigmasterol, (8) A7-
kampesterol, (9) A5,23-stigmastadienol, (10) klerosterol, (11) f-sitosterol, (12) sitostanol, (13) A5-avenasterol, (14)
A5,24-stigmastadienol, (15) A7-stigmastenol, (16) A7-avenasterol, (17) erytrodiol, (18) uvaol.
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Figur 4 - Kromatografisk profil (GC-FID) for alifatiska alkoholer och triterpenalkoholer frin olivolja. (.S.) C20-ol, (1)
C22-0l, (2) C24-0l, (3) C26-0l, (4) C28-0l, (5) triterpenalkoholer.
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Figur 5 — Kromatografisk profil (GC-FID) for alifatiska alkoholer och triterpenalkoholer fran raffinerad olivolja och en
andra centrifugering av olivolja. (I.S.) C20-ol, (1) C22-0l, (2) C24-ol, (3) C26-0l, (4) C28-0l, (5) triterpenalkoholer.
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Figur 6 — HPLC-kromatogram for en olivolja, ofortvlbara dmnen separerade genom HPLC med hjilp av en UV-detektor.
(1) Alifatiska alkoholer och triterpenalkoholer. (2) Steroler och triterpendialkoholer.”
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