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UREDBA KOMISIJE (EEZ) br. 2568/91
od 11. srpnja 1991.

o karakteristikama maslinovog ulja i ulja komine maslina te o odgovaraju¢im metodama analize

KOMISIJA EUROPSKIH ZAJEDNICA,

uzimajuéi u obzir Ugovor o osnivanju Europske ekonomske
zajednice,

uzimajuci u obzir Uredbu Vijeca br. 136/66/EEZ od 22. rujna
1966. o osnivanju zajednicke organizacije trziSta ulja i masti ('),
kako je zadnje izmijenjena Uredbom (EEZ) br. 3577/90 (%), a
posebno njezin ¢lanak 35.a,

bududi da Prilog Uredbi br. 136/66/EEZ sadrzi opise i definicije
maslinovog ulja i ulja komine maslina koje se stavlja na trziste
unutar svake drzave clanice, kojima se trguje unutar Zajednice i
kojima se trguje s tre¢im zemljama;

buduéi da, u smislu medusobnog razlikovanja razlicitih vrsta
ulja, fizikalna i kemijska svojstva svakog od njih kao i organo-
lepticke karakteristike djevicanskih ulja trebaju biti definirane
kako bi se osigurala Cisto¢a i kvaliteta odredenog proizvoda,
ne dovodedi u pitanje ostale postojece odredbe;

buduéi da prisutnost karakteristika razli¢itih vrsta ulja treba
odrediti ujednaceno u cijeloj Zajednici; bududi da, u tu svrhu,
treba ustanoviti metode kemijske analize i organoleptickog ocje-
njivanja Zajednice; bududi da, u tranzicijskom razdoblju, trebaju
biti dopustene druge metode analiza koje se primjenjuju u drza-
vama ¢lanicama, pod uvjetom da u slucaju kad postoji razlika u
rezultatima, odlu¢ujuéima e se smatrati oni dobiveni koriste-
njem zajednicke metode;

bududi da definiranje fizikalnih i kemijskih karakteristika masli-
novog ulja i metoda analize imaju za nuznu posljedicu izradu
izmjena dodatnih biljeski uz Poglavlje 15. kombinirane nomen-
klature;

buduéi da metode ocjenjivanja organoleptickih karakteristika
djevicanskog ulja ukljuuju osnivanje komisije odabranih i
obucenih organoleptickih ocjenjivaca; buduéi da razdoblje
potrebno za ustanovljavanje takve strukture treba stoga biti
fiksno; buduéi da, s obzirom na poteskole na koje ¢e neke

() SL L 172, 30.9.1966., str. 3025/66.

S
() SL L 353, 17.12.1990., str. 23.

od drzava ¢lanica naiéi prilikom uvodenja komisije organolepti-
¢kih ocjenjivaca, koristenje tih komisija u drugim drzavama
¢lanicama treba dopustiti;

buduéi da, radi osiguranja ispravnog funkcioniranja sustava
oporezivanja koji se primjenjuje pri uvozu komine maslina,
treba postaviti jedinstvenu metodu za odredivanje sadrzaja ulja
u tim proizvodima;

buduéi da, s ciljem da se ne naskodi trgovini, treba sastaviti
odredbe za uklanjanje onih ulja koja su bila zapakirana prije
stupanja ove Uredbe na snagu, unutar ograni¢enog vremenskog
razdoblja;

bududi da je potrebno staviti izvan snage Uredbu Komisije (EEZ)
br. 1058/77 (}), kako je zadnje izmijenjena Uredbom (EEZ)
br. 1858/88 (4);

buduéi da Upravljacki odbor za ulja i masti nije dao svoje
miSljenje unutar postavljenog vremenskog roka kojeg je
odredio njihov predsjedavajudi,

DONIELA JE OVU UREDBU:

Clanak 1.

1. Ulja, ¢ije su karakteristike u skladu s onima postavljenima
u to¢kama 1., 2. i 3. Priloga L. ovoj Uredbi, treba smatrati
djevicanskim maslinovim uljem u smislu to¢ke 1. podtocaka
(a), (b) i (c) Priloga Uredbi br. 136/66/EEZ.

2. Ulje, ¢ije su karakteristike u skladu s onima postavljenima
u tocki 4. Priloga 1. ovoj Uredbi, treba smatrati djevicanskim
maslinovim uljem lampante u smislu tocke 1. podtocke (d)
Priloga Uredbi br. 136/66/EEZ.

3. Ulje, ¢ije su karakteristike u skladu s onima postavljenima
u tocki 5. Priloga I. ovoj Uredbi, treba smatrati rafiniranim
maslinovim uljem u smislu tocke 2. Priloga Uredbi br. 136/66/
EEZ.

128, 24.5.1977., str. 6.
166, 1.7.1988., str. 10.

() SL L
) SL L



58

Sluzbeni list Europske unije

03/Sv. 8

4. Ulje, ¢ije su karakteristike u skladu s onima postavljenima
u tocki 6. Priloga I ovoj Uredbi, treba smatrati Cistim masli-
novim uljem u smislu to¢ke 3. Priloga Uredbi br. 136/66/EEZ.

5. Ulje, ¢ije su karakteristike u skladu s onima postavljenima
u tocki 7. Priloga I. ovoj Uredbi, treba smatrati uljem komine
maslina u smislu tocke 4. Priloga Uredbi br. 136/66 EEZ.

6.  Ulje, ¢ije su karakteristike u skladu s onima postavljenima
u tocki 8. Priloga I. ovoj Uredbi, treba smatrati rafiniranim
uljem komine maslina u smislu tocke 5. Priloga Uredbi
br. 136/66/EEZ.

7. Ulje, ¢ije su karakteristike u skladu s onima postavljenima
u tocki 9. Priloga I. ovoj Uredbi, treba smatrati uljem komine
maslina u smislu tocke 6. Priloga Uredbi br. 136/66/EEZ.

Clanak 2.

1. Karakteristike ulja postavljene u Prilogu I. treba odrediti u
skladu sa sljede¢im metodama analize:

— za odredivanje slobodnih masnih kiselina, iskazanih kao
postotak oleinske kiseline, metoda postavljena u Prilogu IL,

— za odredivanje peroksidnog broja, metoda postavljena u
Prilogu IIL,

— za odredivanje alifatskih alkohola, metoda postavljena u
Prilogu 1V.,

— za odredivanje sadrzaja sterola, metoda postavljena u
Prilogu V.,

— za odredivanje eritrodiola i uvaola, metoda postavljena u
Prilogu VI,

— za odredivanje zasienih masnih kiselina u polozaju 2. na
trigliceridima, metoda postavljena u Prilogu VIL,

— za odredivanje sadrzZaja trilinoleina, metoda postavljena u
Prilogu VIIL,

— za spektrofotometrijsko ispitivanje, metoda postavljena u
Prilogu IX.,

— za odredivanje sastava masnih kiselina, metoda postavljena u
prilozima X.A i X.B,

— za odredivanje hlapivih halogeniranih otapala, metoda
postavljena u Prilogu XI.,

— za ocjenjivanje organoleptickih karakteristika djevicanskog
maslinovog ulja, metoda postavljena u Prilogu XIL,

— za dokazivanje da je proveden postupak rafiniranja, metoda
postavljena u Prilogu XIIL

2. Ogjenjivanje organoleptickih karakteristika provodi anali-
ticar i, kad je to prikladno, uz pomo¢ specijalista, u skladu s
postupkom opisanim u biljeSkama o organoleptickom ocjenji-
vanju koje se navode u Prilogu XII. U slu¢aju kad analiza ukaze

na karakteristike koje se razlikuju od onih koje proizlaze iz
opisa proizvoda, uzorak treba ispitati komisija organoleptickih
ocjenjivaca u skladu s odredbama Priloga XIL

Svaku drugu analizu treba provesti komisija u skladu s nave-
denim odredbama.

S ciljem potvrdivanja organoleptickih karakteristika u vezi s
djelatnostima koje se odnose na sustav intervencija, komisija
organoleptickih ocjenjivaca provest ¢e ovo ocjenjivanje u
skladu s odredbama Priloga XIL

Clanak 3.

Do 31. listopada 1992. uvodenje analitickih metoda koje su
predvidene u ¢lanku 2. neée sprijeciti drzave ¢lanice da primje-
njuju ostale iskusane i znanstveno valjane metode pod uvjetom
da onim proizvodima za koje se utvrdi da su sukladni s pravi-
lima na snazi koja ureduju metode Zajednice bude dopustena
slobodna trgovina. Prije koristenja ostalih metoda drzave ¢lanice
koje su posrijedi obavijestit ¢e o njima Komisiju.

U slucaju kad se jednom od ostalih metoda dobije rezultat koji
se razlikuje od onih dobivenih metodom Zajednice, odlu¢uju-
¢ima ée se smatrati rezultati dobiveni metodom Zajednice.

Clanak 4.

1. Za potrebe procjene organoleptickih karakteristika, drzave
Clanice osnivaju komisije koje se sastoje od obudenih i
odabranih organolepti¢kih ocjenjivaca u skladu s pravilima utvr-
denima metodom navedenom u Prilogu XIL

2. U slucaju kad neka drzava clanica naide na poteskode
vezane uz osnivanje komisije na svojem drzavnom podrudju,
moze se koristiti uslugama komisije koja djeluje u nekoj
drugoj drzavi clanici.

Clanak 5.

Dodatne biljeske 2., 3. i 4. uz poglavlje 15. kombinirane
nomenklature zamjenjuju se onima sadrzanima u Prilogu XIV.
Clanak 6.

1. Sadrzaj ulja u uljnoj pogaci i drugim ostacima maslina
koje nastaju ekstrakcijiom maslinovog ulja (oznake KN

23069011 i 2306 90 19) utvrduju se primjenom metoda
navedenih u Prilogu XV.

2. Sadrzaj ulja na koje se odnosi stavak 1. iskazuje se kao
postotak tezine ulja u odnosu na tezinu suhe tvari.

Clanak 7.

Primjenjuju se odredbe Zajednice koje se odnose na prisutnost
nezeljenih tvari, osim onih na koje upuéuje Prilog XI.

Clanak 8.

1. Drzave clanice obavjestavaju Komisiju o mjerama poduze-
tima s ciljem provedbe ove Uredbe.
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2. Drzave clanice trebaju na pocetku svakog polugodista
poslati Komisiji izjavu o analitickim podacima koji se odnose
na ispitivanja provedena tijekom prethodnog polugodisnjeg
razdoblja.

Rezultate razmatra Upravni odbor za ulja i masti u skladu s
postupkom utvrdenim u ¢lanku 39. Uredbe br. 136/66/EEZ.

Clanak 9.
Uredba (EEZ) br. 1058/77 stavlja se izvan snage.

Clanak 10.

1. Ova Uredba stupa na snagu tre¢eg dana od dana objave u
Sluzbenom listu Europskih zajednica.

Bez obzira na to, metoda navedena u Prilogu XII Primjenjuje se
od 1. sijecnja 1992., osim kad su u pitanju djelatnosti vezane uz
sustav intervencija.

2. Ova Uredba ne primjenjuje se na maslinova ulja i ulja
komine maslina zapakirana prije stupanja ove Uredbe na
snagu i stavljena na trziste do 31. listopada 1992.

Ova je Uredba u cijelosti obvezujuca i izravno se primjenjuje u svim drzavama clanicama.

Sastavljeno u Bruxellesu 11. srpnja 1991.

Za Komisiju
Ray MAC SHARRY
Clan Komisije
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PRILOG L

KARAKTERISTIKE MASLINOVOG ULJA

Zasicene
masne
v Kiselost Peroksidni._| Halogenirana | - Alifatski Kiseline u - | Eritrodiol + | 7.y i | Kolesterol | Brasikasterol Kampesterol | Stigmasterol Betasito- | Delia-7-stig- | Ukupno
rsta 9% broj otapala alkoholi polozaju 2. uvaol 9% o % % % sterol masterol sterola
meq/Oy/kg | mgfkg (') mg|kg na % % () % mg/kg
trigliceridima
%
1. Ekstra djevicansko
maslinovo ulje M 1,0 M 20 M 0,20 M 300 M 1.3 M 4,5 M 0,5 M 0,5 M 0,2 M 4,0 < Kamp. m 93,0 M 0,5 m 1000
2. Djevicansko
maslinovo ulje M 2,0 M 20 M 0,20 M 300 M 13 M 4,5 M 0,5 M 0,5 M 0,2 M 4,0 < Kamp. m 93,0 M 0,5 m 1000
3. Obic¢no djevicansko
maslinovo ulje M 33 M 20 M 0,20 M 300 M 1,3 M 4,5 M 0,5 M 0,5 M 0,2 M 4,0 < Kamp. m 93,0 M 0,5 m 1000
4. Djevicansko maslinovo
ulje lampante >33 >20 > 0,20 M 400 M 1,3 M 4,5 M 0,5 M 0,5 M 0,2 M 4,0 — m 93,0 M 0,5 m 1000
5. Rafinirano
maslinovo ulje M 0,5 M 10 M 0,20 M 350 M 1,5 M 4,5 M 0,5 M 0,5 M 0,2 M 4,0 < Kamp. m 93,0 M 0,5 m 1000
6. Maslinovo ulje M 1,5 M 15 M 0,20 M 350 M 1,5 M 4,5 M 0,5 M 0,5 M 0,2 M 4,0 < Kamp. m 93,0 M 0,5 m 1000
7. Sirovo ulje
komine maslina m 2,0 — — — M 1,8 m 12 M 0,5 M 0,5 M 0,2 M 4,0 — m 93,0 M 0,5 m 2500
8. Rafinirano ulje
komine maslina M 0,5 M 10 M 0,20 — M 2,0 m 12 M 0,5 M 0,5 M 0,2 M 4,0 < Kamp. m 93,0 M 0,5 m 1800
9. Ulje komine
maslina M 1,5 M 15 M 0,20 — M 2,0 > 4,5 M 0,5 M 0,5 M 0,2 M 4,0 < Kamp. m 93,0 M 0,5 m 1800

M = maksimum, m = minimum

(") Ukupna gornja granica za sastojke otkrivene detektorom zahvata elektrona. Gornja granica za pojedinacno otkrivene sastojke iznosi 0,10 mg/kg.

(?) Delta-5,23-stigmastadiernol + klerosterol + sitosterol + sitostanol + delta-5-avenosterol + delta-5,24-stigmastadienol.

Biljeska:

Ako je ijedna karakteristika nekog ulja izvan odredenih granica, to se ulje ne smije prihvatiti.
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Sastav kiselina

K79 s
Vrsta Miristinska Linolenska Arahinska Eikozenska Behenska Lignocerinska Ko Kazo alum‘mueV{m Delta K Senzorska ocjena
oksidom(")
% % % % % %

1. Ekstra djevicansko

maslinovo ulje M 0,1 M 0,9 M 0,7 M 0,5 M 0,3 M 0,5 M 2,40 M 0,20 M 0,10 M 0,01 26,5
2. Djevicansko

maslinovo ulje M 0,1 M 0,9 M 0,7 M 0,5 M 0,3 M 0,5 M 2,50 M 0,25 M 0,10 M 0,01 25,5
3. Obi¢no djevicansko

maslinovo ulje M 0,1 M 0,9 M 0,7 M 0,5 M 0,3 M 0,5 M 2,50 M 0,25 M 0,10 M 0,01 > 3,5
4. Djevicansko

maslinovo

ulje

lampante M 0,1 M 0,9 M 0,7 M 0,5 M 0,3 M 0,5 M 3,70 > 0,25 M 0,11 — <35
5. Rafinirano

maslinovo ulje M 0,1 M 0,9 M 0,7 M 0,5 M 0,3 M 0,5 M 3,40 M 1,20 — M 0,16 —
6. Maslinovo ulje M 0,1 M 0,9 M 0,7 M 0,5 M 0,3 M 0,5 M 3,30 M 1,00 — M 0,13 —
7. Sirovo ulje

komine maslina M 0,1 M 0,9 M 0,7 M 0,5 M 0,3 M 0,5 — — — — —
8. Rafinirano ulje

komine maslina M 0,1 M 0,9 M 0,7 M 0,5 M 0,3 M 0,5 M 5,50 M 2,50 — M 0,25 —
9. Ulje komine

maslina M 0,1 M 0,9 M 0,7 M 0,5 M 0,3 M 0,5 M 5,30 M 2,00 — M 0,20 —
Biljeska:

( YU slucaju ulja ¢ija je kiselost (sadrzaj slobodnih masnih kiselina) veca od 3,3 %, ako je K, vise od 0,11 nakon prelaska preko aluminijevog oksida, potrebno je provesti ispitivanje rafiniranja na koje upucuje Prilog XIIL Za potrebe

utvrdivanja Cistoce, u slucaju kad K,;, prelazi granicu za kategoriju koja je u pitanju, treba ga ponovno odrediti nakon prelaska preko aluminijevog oksida.
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1.1.

1.2.

1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.2.

PRILOG II.

ODREDIVANJE SLOBODNIH MASNIH KISELINA

ODREDIVANJE KISELOSTI

Odredivanje slobodnih masnih kiselina u maslinovim uljima. Sadrzaj slobodnih masnih kiselina iskazuje se kao
kiselost izracunata na uobicajeni nacin.

Princip

Uzorak se otopi u mjeSavini otapala i postojeée se slobodne masne kiseline odrede titracijom s otopinom
kalijevog hidroksida u etanolu.

Reagensi

Svi reagensi trebaju biti priznate analiticke kvalitete, a voda koja se koristi treba biti bilo destilirana ili
odgovarajude Cistoce.

Dietil eter; 95 % etanol (V/V), mjesavina dijelova jednakih po volumenu.

Biljeska: Dietil eter je visoko zapaljiv i moze stvoriti eksplozivne perokside. Prilikom njegova koristenja treba biti
posebno pazljiv.

Neutralizirati to¢no u trenutku koriStenja otopinom kalijevog hidroksida (1.2.2)) uz dodatak 0,3 ml otopine
fenolftaleina (1.2.3.) na 100 ml mjeSavine.

Biljeska: Ako nije moguée koristiti dietil eter, moZze se koristiti mjesavina otapala koja sadrZi etanol i toluen. Ako
je potrebno, etanol se mozZe zamijeniti 2-propanolom.

Kalijev hidroksid, titrirana etanolna otopina, ¢(KOH) priblizno 0,1 mol/l ili, ako je potrebno, ¢(KOH) priblizno
0,5 mol/l.

Neposredno prije koriStenja treba biti poznata i provjerena to¢na koncentracija otopine kalijevog hidroksida u
etanolu. Treba koristiti otopinu koja je pripremljena najmanje pet dana prije koristenja i dekantirana u smede
staklene boce s gumenim ¢epom. Otopina treba biti bezbojna ili boje slame.

Biljeska: Stabilna bezbojna otopina kalijevog hidroksida moze se pripremiti na sljede¢i nacin: zavrite 1 000 ml
etanola s 8 g kalijevog hidroksida i 0,5 g aluminijskih strugotina i pustite da vrije pod povratnim
hladilom sat vremena. Odmah destilirajte. Otopite potrebnu koli¢inu kalijevog hidroksida u destilatu.
Pustite da odstoji nekoliko dana i zatim dekantirajte kako biste odvojili bistru, supernatantnu tekuéinu
od natalozenog kalijevog karbonata.

Otopina se, takoder, moze pripremiti bez destiliranja, na sljede¢i nacin: na 1 000 ml etanola dodajte
4 ml aluminijevog butilata i pustite mjeSavinu da odstoji nekoliko dana. Dekantiranjem odvojite super-
natantnu tekudinu i u njoj otopite potrebnu koli¢inu kalijevog hidroksida. Otopina je spremna za
koristenje.

Otopina 10 g/l fenolftaleina u 95 do 96 % etanolu (v/v) ili otopina 20 g/l alkalnog modrila (u slucaju snazno

obojenih masnoca) u 95 do 96 % etanolu (volumenski).

Oprema

Uobicajena laboratorijska oprema, koja ukljucuje:
analiticku vagu;
Erlenmeyerovu tikvicu volumena 250 ml;

graduiranu biretu volumena 10 ml, s podjelom po 0,05 ml.

Postupak

Pripremanje uzoraka za ispitivanje

(Ispitivanje treba provoditi na filtriranom uzorku. U slucaju kad vlaga i necistoca zajedno ne prelaze 1 %, treba
koristiti uzorak bez dodatnog obradivanja; u slucaju kad su veéi od 1%, treba ga filtrirati.)

Uzimanje uzorka

Uzorak treba odabrati ovisno o pretpostavljenom kiselinskom broju u skladu sa sljede¢om tablicom:
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1.4.3.

1.5.

Ocekivani kiselinski broj Masa (;)zorka Preciznost vaganja
<1 20 0,05
1 do 4 10 0,02
4 do 15 2,5 0,01
15 do 75 0,5 0,001
>75 0,1 0,0002

Uzorak treba odvagnuti u Erlenmeyerovoj tikvici (1.3.2.).

Odredivanje

Uzorak (1.4.2.) treba otopiti u 50 do 150 ml prethodno neutralizirane mjeSavine dietil etera i etanola (1.2.1.).

Titrirati uz mijesanje 0,1 mol/l otopinom kalijevog hidroksida (1.2.2.) (vidjeti biljesku 2.) dok se ne promijeni

boja indikatora (ruzicasta boja fenolftaleina treba biti postojana najmanje 10 sekundi).

Biljeska 1. Titrirana otopina kalijevog hidroksida u etanolu (1.2.2.) moZe se zamijeniti vodenom otopinom
kalijevog ili natrijevog hidroksida pod uvjetom da volumen dodane vode ne prouzro¢i fazno

razdvajanje.

Biljeska 2. Ako potrebna koli¢ina otopine kalijevog hidroksida od 0,1 mol/l bude veca od 10 ml, treba koristiti
otopinu od 0,5 mol/l.

Biljeska 3. Ako otopina tijekom titriranja postane mutna, treba dodati dovoljno otapala (1.2.1.) da bi se dobila

bistra otopina.

Kiselost: iskazana kao postotak oleinske kiseline

Kiselost izrazena u teZinskim postocima jednaka je:

pri ¢emu je:

V= volumen otopine kalijevog hidroksida utrosen za titriranje, u mililitrima;

V x ¢ X

X —

100_V><c><M
1000° m ~ 10xm

¢ = tocna koncentracija u mol po litri koriStene otopine kalijevog hidroksida za titriranje;

M = molarna masa u gramima po molu kiseline koristene za iskazivanje rezultata (= 282);

m = masa uzorka u gramima.

Kao rezultat treba uzeti aritmeticki prosjek dvaju provedenih izracuna.
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PRILOG III.

ODREDIVANJE PEROKSIDNOG BROJA

OPSEG

Ova norma opisuje metodu za odredivanje peroksidnog broja ulja i masti.
PODRUCJE PRIMJENE

Ova norma primjenjuje se na ulja i masti Zivotinjskog i biljnog podrijetla.
DEFINICIJA

Peroksidni broj je koli¢ina onih tvari u uzorku, iskazanih u obliku miliekvivalenata aktivnog kisika na
kilogram, koji pod opisanim radnim uvjetima oksidiraju kalijev jodid.

PRINCIP

Reakcija ispitivanog dijela uzorka u otopini octene kiseline i kloroforma s otopinom kalijevog jodida. Titri-
ranje oslobodenog joda standardiziranom otopinom natrijevog tiosulfata.

OPREMA

Sva oprema koja se koristi ne smije sadrzavati tvari koje uzrokuju redukciju ili oksidaciju.
Biljeska:  Povriinu podloge ne zamastiti.

Staklena odmjerna posudica volumena 3 ml.

Tikvice s uzim grlom i Cepom, volumena priblizno 250 ml, prethodno osusene i ispunjene Cistim, suhim,
inertnim plinom (dusikom ili, jo§ bolje, ugljicnim dioksidom).

Graduirana bireta volumena 25 ili 50 ml, s podjelom po 0,1 ml.

REAGENSI

Kloroform, kvalitete analitickog reagensa, oci§¢en od kisika propuhivanjem strujom cistog, suhog inertnog
plina.

Ledena octena kiselina, kvalitete analitickog reagensa, o¢is¢ena od kisika propuhivanjem strujom c¢istog, suhog
inertnog plina.

Kalijev jodid, zasiena vodena otopina, svjeze pripremljena, bez joda i jodata.

Precizno standardizirana vodena otopina natrijevog tiosulfata 0,01 ili 0,002 mol/l, standardizirana neposredno
prije koristenja.

Skrobna otopina, vodena otopina 10 gfl, svjeze pripremljena koristenjem prirodnog topivog $kroba.

UZORAK

Treba paziti da uzeti uzorak bude pohranjen na tamnom i hladnom mjestu u potpuno ispunjenim staklenim
posudama, hermeticki zatvorenima staklenim ili plutenim ¢epovima.

POSTUPAK

Ispitivanje treba provesti pri difuznom dnevnom svjetlu ili pod umjetnim svjetlom. U staklenoj odmjernoj
posudici (5.1.), ili, ako to ne uspije, u tikvici (5.2.), treba izvagati masu uzorka s precizno$éu od 0,001 g, u
skladu sa sljede¢om tablicom, u skladu s ocekivanim peroksidnim brojem:
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Ocekivani peroksidni broj Tezina ispitivanog dijela uzorka
(meq)
0 do 12 5,0 do 2,0
12 do 20 2,0 do 1,2
20 do 30 1,2 do 0,8
30 do 50 0,8 do 0,5
50 do 90 0,5 do 0,3

Tikvicu (5.2.) treba odcepiti i u nju staviti staklenu odmjernu posudicu koja sadrzi ispitivani dio uzorka. Dodati
10 ml kloroforma (6.1.). MijeSanjem brzo otopiti uzorak. Dodati 15 ml octene kiseline (6.2.), zatim 1 ml
otopine kalijevog jodida (6.3.). Brzo zacepiti, protresti jednu minutu i odloziti da odlezi to¢no pet minuta
na tamnom mjestu i na temperaturi izmedu 15 i 25 °C.

Dodati priblizno 75 ml destilirane vode. Titrirati oslobodeni jod otopinom natrijevog tiosulfata (6.4.) (otopina
0,002 mol/l za ocekivane vrijednosti nize od 12 i otopina 0,01 mol/l za ocekivane vrijednosti vise od 12),
snaznim protresanjem uz koristenje Skrobne otopine (6.5.) kao indikatora.

Treba provesti dva odredivanja na istom uzorku.
Istodobno treba provesti slijepu probu. Ako rezultat slijepe probe prelazi 0,05 ml 0,01 mol/l otopine natri-

jevog tiosulfata (6.4.), treba zamijeniti onecisCeni reagens.

ISKAZIVANJE REZULTATA

Peroksidni broj (PB) iskazan u miliekvivalentima aktivnog kisika na kilogram dan je sljedeom formulom:

_ VxTx1000
o m

PV

=.

pri cemu je:

V= volumen standardizirane otopine natrijevog tiosulfata (6.4.) utroSen za ispitivanje, iskazan u mililitrima,
ispravljen rezultatom za slijepu probu;

—
I

to¢na molarnost koristene otopine natrijevog tiosulfata (6.4.);

m = masa ispitivanog dijela uzorka u gramima.

Kao rezultat treba uzeti aritmeticki prosjek dvaju provedenih odredivanja.
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PRILOG V.

ODREDIVANJE SADRZAJA ALIFATSKIH ALKOHOLA KAPILARNOM PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

3.10.4.

4.1.

4.2.

4.3.

PREDMET

Ovaj postupak opisuje metodu za odredivanje sadrzaja alifatskih alkohola u uljima i mastima.

PRINCIP METODE

Masna tvar s dodatkom 1-eikozanola koji sluzi kao interni standard, saponificira se otopinom kalijevog
hidroksida u etanolu i zatim se neosapunjiva tvar ekstrahira dietilnim eterom.

Alkoholna frakcija odjeljuje se od neosapunjive tvari kromatografijom na podlozi od silikagela impregniranog

kalijevim hidroksidom; alkoholi koji se dobiju sa silikagela transformiraju se u trimetilsilil etere i analiziraju
kapilarnom plinskom kromatografijom.

OPREMA

Tikvica okruglog dna volumena 250 ml s povratnim hladilom i brusenim staklenim nastavcima.

Lijevci za odjeljivanje volumena 500 ml.

Tikvice volumena 250 ml.

Kromatografska komora za tankoslojnu kromatografsku analizu, za staklene ploce veli¢ine 20 x 20 cm.
Ultraljubicasta svjetlost valne duljine 366 ili 254 nm, za ispitivanje TLC ploca.

Mikrostrcaljka za unos 100 pl i 500 pl.

Stakleni lijevci za filtriranje od sinter-stakla s poroznom plo¢om G 3 (poroznost izmedu 15 i 40 pm)
pribliznog promjera 2 cm i priblizne visine 5 cm, primjereni za filtriranje pod vakuumom i 12/21 bruSeni
muski spoj.

Vakuumska tikvica volumena 50 ml s 1221 Zenskim spojem od brusenog stakla za koristenje s lijevkom za
filtriranje (3.7.).

Epruveta volumena 10 ml s konusnim dnom i rucicom.

Plinski kromatograf za koriStenje s kapilarnom kolonom i opremljen sustavom za razdvajanje koji se sastoji
od:

termostatske komore za kolone (peé) koja moze odrzavati Zeljene temperature uz tocnost od + 1 °C;
termostatski sklop za uparavanje (injektor) od silaniziranog stakla;
plameno-ionizacijski detektor i pretvara¢ s pojacalom;

snimac-integrator za aktivnosti s pretvaratem s pojacalom (3.10.3.), s vremenom reakcije koje nije dulje od
jedne sekunde i s varijabilnom brzinom papira.

Staklena ili kvarcna kapilarna kolona duljine izmedu 20 i 30 m, unutarnjeg promjera izmedu 0,25 i 0,32 mm,
s SE-52 ili SE-54 ili odgovarajucom tekucom fazom, s debljinom filma izmedu 0,10 i 0,30 pm.

Mikrostrealjka za plinsku kromatografiju, volumena 10 pl s tvrdom iglom (od kaljenog stakla).

REAGENSI

Kalijev hidroksid, priblizno 2 mol/l otopina u etanolu: 130 g kalijevog hidroksida (minimalne koncentracije
85 %) otopi se, uz hladenje, u 200 ml destilirane vode, a zatim se nadopuni etanolom do jedne litre. Otopinu
treba Cuvati u dobro zacepljenoj boci od tamnog stakla.

Dietilni eter, analiticke ¢istoce.

Bezvodni natrijev sulfat, analiticke cistoce.
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4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.12.

4.13.

4.14.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

5.1.4.

Silikagel TLC staklene ploce, bez indikatora fluorescencije, debljine 0,25 mm (mogu se nabaviti u slobodnoj
trgovini).

Kalijev hidroksid, priblizno 0,2 mol/l otopina u etanolu; 13 g kalijevog hidroksida otopi se u 20 ml destilirane
vode i nadopuni se etanolom do jedne litre.

Benzen, za kromatografiju (vidjeti 5.2.2.).

Aceton, za kromatografiju (vidjeti 5.2.2.).

Heksan, za kromatografiju (vidjeti 5.2.2.).

Dietilni eter, za kromatografiju (vidjeti 5.2.2.).

Kloroform, za kromatografiju.

Referentna otopina za tankoslojnu kromatografiju: mjesavina 5 % C,, do C,g alkohola u kloroformu.

0,2 %-tna otopina 2,7-diklorofluoresceina u etanolu. Ovo se moze uciniti blago luznatim dodavanjem nekoliko
kapi otopine 2 mol/l kalijevog hidroksida.

Bezvodni piridin, za kromatografiju.
Heksametildisilazan.
Trimetilklorosilan.

Standardne otopine trimetilsilil etera alifatskih alkohola od C,, do C,5. Moze ih se pripremiti od mjesavina
Cistih alkohola u trenutku kad su potrebni za koristenje.

0,1 %-tna (m/v) otopina 1-eikozanola u CHCl; (interni standard).
Plinovi nosaci: vodik i helij, kromatografske ¢istoce.

Pomocni plinovi:

— vodik, kromatografske Cistoce,

— zrak, kromatografske Cistoce.

POSTUPAK
Pripremanje neosapunjive tvari.

Pomocu mikrostrcaljke od 500 pl treba u tikvicu s okruglim dnom volumena 250 ml ubrizgati volumen
0,1 %-tne otopine 1-heneikozanola (4.17.) (moze se takoder koristiti 1-eneikozanol) koja sadrzi kolicinu 1-
eikozanola koja je priblizno jednaka 10 % sadrzaja alifatskih alkohola u onom dijelu uzorka koji ¢e se uzeti za
analizu. Primjerice, na 5 g uzorka dodati 250 pl 0,1 %-tne otopine 1-eikozanola ako se radi o maslinovom ulju
ili sjemenskom ulju i 1 500 pl ako se radi o ulju komine maslina. Interni standard treba osusiti isparivanjem u
atmosferi dusika.

U tikvicu treba odmyjeriti priblizno 5 g suhog, filtriranog uzorka.

Dodaje se 50 ml 2 mol/l otopine kalijevog hidroksida u etanolu, namjesta se povratno hladilo i uredaj zagrijava
do tocke slabog vrenja na parnoj kupelji uz neprekidno mijesanje tijekom cijelog zagrijavanja, dok se ne zavrsi
saponificiranje (otopina postane bistra). Zagrijavanje se nastavlja jo§ 20 minuta, a zatim se kroz hladilo dodaje
50 ml destilirane vode, nakon cega se hladilo odvaja, a tikvica se ohladi na priblizno 30 °C.

Sadrzaj tikvice se kvantitativno prenese u lijevak za odjeljivanje volumena 500 ml i opere s 2 x 25 ml
destilirane vode. Dodaje se priblizno 80 ml dietilnog etera, sve se Zestoko protrese 30 sekundi i zatim
odlozi da se rasloji u dvije faze (biljeska 1.).

Donja vodena faza prenosi se u drugi lijevak za odjeljivanje. U vodenoj fazi obavljaju se jos dvije ekstrakcije, na
jednak nacin, uz koriStenje izmedu 60 i 70 ml dietilnog etera za svaku.

Biljeska 1. Emulzije se mogu odstraniti dodavanjem (postupkom prskanja) malih koli¢ina etilnog alkohola ili metilnog

alkohola.

Ekstrakti dietilnog etera mijesaju se u lijevku za odjeljivanje i ispiru destiliranom vodom (u obrocima od 50 ml)
dok voda kojom se ispiralo ne pokaze neutralnu reakciju.

Odbacite vodenu fazu a eter-fazu osusite bezvodnim natrijevim sulfatom i profiltrirajte u tikvicu volumena
250 ml koja je prethodno izvagana, a lijevak i filtre operite malim koli¢inama dietilnog etera koje se dodaju na
ukupnu koli¢inu.
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5.3.

Eter se isparuje njeznim zagrijavanjem na nekoliko ml, a zatim se susi pod blagim vakuumom ili pod strujom
dusika; susenje se zavr$ava u susioniku na 100 °C na priblizno 15 minuta, a nakon hladenja u eksikatoru mjeri
se ostatak.

Odjeljivanje alkoholnih frakcija

Pripremanje osnovnih ploca: TLC ploce (4.4.) potpuno se urone u otopinu 0,2 mol/l kalijevog hidroksida (4.5.)
na 10 sekundi, zatim ih se ostavi da se dva sata suse u digestoru, a na kraju ih se stavlja u susionik na 100 °C
na sat vremena.

Ploce se zatim vade iz suSionika i pohranjuju u eksikator napunjen kalcijevim kloridom dok ne budu potrebne
za uporabu. Plo¢e obradene na ovaj nacin moraju se iskoristiti unutar dva tjedna.

Biljeska 2. Kad se za odjeljivanje alkoholnih frakcija koriste osnovne silikagel ploce, nema potrebe da se neosapunjive tvari
obraduju s Al,05. Slijedi da se svi kiseli sastojci (masne kiseline i drugi) zadrzavaju na pocetku ¢ime se dobiva i
vrpca alifatskog alkohola i vrpca terpenskog alkohola, a oba se znacajno razlikuju od vrpce sterola.

Otopina benzena i acetona u volumnom omjeru 95:5 % unosi se u komoru za razvijanje do visine od
priblizno 1 cm. Umjesto toga, moze se koristiti mjeSavina heksana i dietilnog etera u volumnom omjeru
65:35 %. Komora se zatvara i ostavlja na najmanje pola sata da bi se uspostavila ravnoteza pare i tekudine.
Trake filtar-papira namocene u eluens (tekudinu za razvijanje) mogu se pricvrstiti na unutarnju povrsinu
komore kako bi se skratilo vrijeme razvijanja za otprilike jednu tre¢inu i dobila jednoli¢nija, pravilna eluacija
komponenata.

Biljeska 3. Otopina za razvijanje mora se zamijeniti prilikom svake analize da bi se postigli reproducibilni uvjeti razvijanja.

Pripremi se otprilike 5 %-tna otopina neosapunjive tvari (5.1.5.) u kloroformu, a 300 pl otopine nanese se u
jednolicnom sloju minimalne debljine pomoc¢u mikrostrcaljke zapremnine100 pl na TLC plo¢u priblizno 2 cm
od donjeg ruba TLC ploce. Poravnano sa slojem, nasumce se nanese izmedu 2 i 3 pl referentne otopine
alifatskog alkohola (4.11.) radi identificiranja vrpce alifatskog alkohola nakon zavrSetka razvijanja.

Ploca se smjesta unutar komore za razvijanje kako je navedeno u 5.2.2. Temperaturu treba odrzavati izmedu
15 i 20 °C. Komora se odmah zatvara, a uzorak se ostavlja da eluira dok prednji dio otapala ne dode do
udaljenosti od 1 cm od gornjeg ruba ploce. Ploca se zatim vadi iz komore za razvijanje, a otapalo isparuje pod
strujom vruceg zraka ili se ploca ostavlja jo§ neko vrijeme u digestoru.

Ploca se blago i jednoliko posprica otopinom 2,7-diklorofluoresceina; kad se ploca promatra pod ultraljubica-
stom svjetlo$¢u, vrpca alifatskog alkohola identificira se usporedivanjem s alifatskim alkoholima u vrpci koja se
nalazi neposredno iznad, vrpce triterpenskog alkohola i zajedno se zaokruze.

Biljeska 4. Razlog zahtjeva za uklanjanje vrpci alifatskog alkohola i triterpenskog alkohola jest moguca migracija nekih
alifatskih alkohola u vrpcu triterpenskih alkohola.

Silikagel koji se nalazi u ozna¢enom podrucju sastruze se pomo¢u metalne spatule. Sastrugani materijal razbija
se na fine Cestice i unosi u lijevak za filtriranje (3.7.), dodaje se 10 ml vruéeg kloroforma. Sadrzaj se temeljito
mijesa pomo¢u metalne spatule i filtrira pod vakuumom; filtrat se skuplja u tikvici (3.8.) koja je spojena s
lijevkom za filtriranje.

Ostatak unutar lijevka ispire se tri puta s po 10 ml etilnog etera, a filtrat se skuplja u istu tikvicu spojenu na
lijevak. Filtrat se isparuje na volumen od priblizno 4 do 5 ml, a preostala otopina se ulijeva u testnu epruvetu
volumena 10 ml (3.9.) koja je prije tog izvagana; epruveta se susi laganim zagrijavanjem pod blagom strujom
dusika. Ostatak se ponovno otapa s nekoliko kapi acetona, ponovno se susi, a zatim smjesta u suSionik na
105 °C na 10 minuta, vadi se i hladi u eksikatoru i vaZe.

Ostatak unutar epruvete sastoji se od alkoholne frakcije.
Pripremanje trimetilsilil etera.

Reagens za sililaciju, koji se sastoji od mjeSavine piridina, heksametildisilazana i trimetilklorosilana u
volumnom omjeru 9:3:1 (v/v[v) (biljeska 5.), u omjeru od po 50 pl na svaki miligram alkohola, dodaje se
u epruvetu koja sadrzi alkoholnu frakciju, tako da se izbjegne bilo kakva apsorpcija vlage (biljeska 6.).

Biljeska 5. Otopine spremne za uporabu dostupne su u slobodnoj trgovini; reagens za silaniziranje kao $to su N, 0-bis
(trimetilsilil)trifluoracetamid + 1 % trimetilklorosilan za mijesanje s jednakim volumenom bezvodnog piridina.
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Epruvetu treba zacepiti i pazljivo protresti bez preokretanja, sve dok se alkoholi ne rastope. Zatim ju treba
odloziti na sobnoj temperaturi na vrijeme ne krace od 15 minuta, nakon Cega ju se na nekoliko minuta stavlja
na centrifugiranje; bistra otopina spremna je za analizu plinskim kromatografom.

Biljeska 6. Normalno je da dode do blage opalescencije koja nece utjecati na rezultat. Stvaranje bijelog flokulata i pojava
ruzicastog obojenja znakovi su prisutnosti vlage ili propadanja reagensa. U tom slucaju treba ponoviti ispitivanje.

Analiza plinskim kromatografom.
Pripremne djelatnosti i kondicioniranje kapilarne kolone.

Kapilarna kolona namjesta se unutar plinskog kromatografa tako da se pocetak kolone spoji s isparivaem koji
je spojen na sustav za razdvajanje, a kraj kolone na detektor.

Treba provesti opéu provjeru stanja sklopa plinskog kromatografa (Cvrstocu spoja (brtvljenja) plinskih priklju-
¢aka, ucinkovitost detektora, ucinkovitost sustava za razdvajanje i sustava za biljeZenje, i tako dalje).

Kapilarna kolona koja se koristi prvi put treba proci postupak kondicioniranja. Kroz kapilarnu kolonu pusti se
da protece malo plina nositelja, a zatim se sklop plinskog kromatografa ukljuci i postupno ga se zagrijava dok
se ne postigne temperatura koja je najmanje 20 °C iznad radne temperature (vidjeti Biljesku 7.). Ta se
temperatura treba odrZavati ne krade od dva sata, zatim se sklop dovede na radne uvjete (reguliranje
protoka plina, paljenje plamena dijeljenja, spoj na elektronicki uredaj za biljeZenje, prilagodavanje temperature
komore (peci) kapilarne kolone, detektor i injektor, i tako dalje), a signal se prilagodava na osjetljivost koja je
najmanje dvostruko visa od najviSe razine predvidene za provodenje analize. Bazna linija za pracenje treba biti
linearna, bez ikakvih pikova ikakve vrste i ne smije pokazivati nikakve znakove otklona.

Negativan pravocrtni otklon ukazuje na to da spojevi kolone nisu savrieno ¢vrsti (zabrtvljeni), dok pozitivan
otklon ukazuje na to da kolona nije dostatno kondicionirana.

Biljeska 7. Temperatura kondicioniranja mora biti najmanje 20 °C niZa od maksimalne temperature predvidene za primije-
njenu tekucu fazu.

Odabir radnih uvjeta
Opéi radni uvjeti su kako slijedi:

— temperatura kolone: inicijalni izoterma postavlja se na 180 °C na osam minuta, a zatim se programira na
5°C po minuti dok ne dosegne 260 °C i daljnjih 15 minuta na 260 °C,

— temperatura isparivaca: 280 °C,

— temperatura detektora: 290 °C,

— linearna brzina plina nosaca: helij izmedu 20 i 35 cm/s, vodik izmedu 30 i 50 cm/s,
— omjer razdvajanja: 1:50 do 1:100,

— osjetljivost instrumenta: izmedu 4 i 16 puta viSa od minimalne atenuacije,

— osjetljivost biljezenja: izmedu 1 i 2 mV pune skale,

— brzina papira: izmedu 30 i 60 cm/h,

— koli¢ina injektirane tvari: izmedu 0,5 i 1 pl TMSE otopine.

Gore navedeni uvjeti mogu se modificirati u skladu s karakteristikama kolone i karakteristikama plinskog
kromatografa ne bi li se dobili kromatogrami koji udovoljavaju sljede¢im uvjetima:

— retenciono vrijeme alkohola C,¢ treba biti 18 + 5 minuta,

— pik alkohola C,, treba biti 80 + 20 % vrijednosti pune skale za maslinovo ulje i 40 + 20 % vrijednosti pune
skale za sjemensko ulje.

Prethodno navedeni zahtjevi provjeravaju se opetovanim injektiranjem standardne TMSE mjesavine alkohola i
radni uvjeti se prilagodavaju tako da bi se postigli najbolji moguéi rezultati.

Parametri za integriranje pikova postavljaju se na takav nacin da se postigne ispravna procjena povrsine pikova
koje se analizira.

Provodenje analize

Koristenjem mikrostrcaljke volumena 10 pl unosi se 1 pl heksana, za kojim slijedi 0,5 pl zraka, a nakon tog i
izmedu 0,5 i 1 pl otopine uzorka; klip mikrostrcaljke treba dignuti da bi se igla ispraznila.

Igla se uvodi kroz septum sklopa za injektiranje; nakon jedne do dvije sekunde otopina se brzo injektira, a
nakon priblizno pet sekundi igla se polako izvlaci.

Biljezenje treba provoditi sve dok se TMSE prisutnih alkohola u potpunosti ne eluira. Bazna linija treba u
svakom trenutku odgovarati zahtjevima tocke 5.4.1.2.

Identificiranje pikova

Identificiranje pojedina¢nih pikova provodi se u skladu s retencijskim vremenima i usporedivanjem sa stan-
dardnom TMSE mjesavinom koja se analizira pri jednakim uvjetima.

Kromatogram alkoholne frakcije djevi¢anskog maslinovog ulja prikazan je na Slici 1.
Kvantitativna procjena

Povrsine pikova 1-eikozanola i alifatskih alkohola C,, i Cyg izracunavaju se elektronickom integracijom.
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5.4.5.2.  Sadrzaj svakog alkohola, iskazan u mg[/100 g masne tvari izracunava se kako slijedi:

Ay -mg - 100
alkohol x = X —
As-m
pri cemu je:
A, = povrdina pika alkohola x, u kvadratnim milimetrima;
A, = povrsina 1-eikozanola u kvadratnim milimetrima;

m, = masa 1-eikozanola u miligramima;
m = masa uzorka uzetog za odredivanje, u gramima.
6. ISKAZIVANJE REZULTATA

Iskazuje se sadrzaj pojedinacnih alifatskih alkohola u mg/100 g masne tvari i zbroj ,ukupnih alifatskih
alkohola”.

DODATAK

Odredivanje linearne brzine plina

U plinski kromatograf, postavljen na normalne radne uvjete, injektira se izmedu 1 i 3 pl metana ili propana i zatim se
zapornom urom mjeri vrijeme koje je metanu ili propanu potrebno da protece kroz kolonu od trenutka injektiranja do
trenutka eluacije (razvijanja) pika (ty).

Linearna brzina u cm/s zadana je s Lfty, pri ¢emu je L duljina kolone u centrima, a ty vrijeme, u sekundama, koje je
izmjereno zapornom urom.

1 . 6

3

] ,_,._..L,h_u

Slika 1. Kromatogram alkoholne frakcije jednog djevicanskog maslinovog ulja.

1 = Eikozanol (SI), 5 = Pentakozanol,
2 = Dokozanol, 6 = Heksakozanol,
3 = Trikozanol, 7 = Heptakozanol,
4 = Tetrakozanol, 8 = Oktakozanol.
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PRILOG V.

ODREDIVANJE SASTAVA 1 SADRZA)A STEROLA KAPILARNOM PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

3.10.4.

3.11.

4.1.

OPSEG

Ova metoda opisuje postupak odredivanja sadrzaja pojedinacnih i ukupnih sterola u masnim tvarima.

PRINCIP METODE

Masna tvar s dodatkom B-kolestanola koji sluzi kao interni standard, saponificira se otopinom kalijevog
hidroksida u etanolu i zatim se neosapunjiva tvar ekstrahira dietilnim eterom.

Sterolna frakcija odjeljuje se od neosapunjivog ekstrakta kromatografijom na osnovnoj silikagel ploci. Steroli
koji se dobiju sa silikagela transformiraju se u trimetil-silil etere i analiziraju kapilarnom plinskom kromato-
grafijom.

OPREMA

Tikvica volumena 250 ml s povratnim hladilom i nastavcima od brusenog stakla.
Lijevci za odjeljivanje volumena 500 ml.
Tikvice volumena 250 ml.

Cjeloviti instrument za analizu tankoslojnom kromatografijom, koriStenjem staklenih ploca velicine 20 x
20 cm.

Ultraljubicasta svjetiljka valne duljine 366 ili 254 nm.
Mikrostrcaljke od 100 pl i 500 pl.

Cilindri¢ni lijevak za filtriranje s poroznom plo¢om G 3 (poroznost izmedu 15 i 40 pm) pribliznog promjera
2 cm i visine od oko 5 cm, s dodatkom primjerenim za filtriranje pod vakuumom i 12/21 bruSeni muski spoj.

Erlenmeyerova vakuumska tikvica volumena 50 ml s 12/21 Zenskim spojem od brusenog stakla koja se moze
pricvrstiti na lijevak za filtriranje (3.7.).

Epruveta volumena 10 ml s konusnim dnom i brtvenim cepom.

Plinski kromatograf prikladan za koristenje s kapilarnom kolonom i opremljen sustavom za razdvajanje koji se
sastoji od:

termostatske komore za kolone koje mogu odrzavati Zeljene temperature uz to¢nost od * 1 °C;

jedinice za uparavanje s mogucénos¢u prilagodavanja temperature, s elementom za uparavanje od persilanizi-
ranog stakla;

plameno-ionizacijskog detektora i pretvaraca s pojacalom;

snimac-integratorora prikladnog za koristenje s pretvaraem s pojacalom (3.10.3.), s vremenom reakcije koje
nije dulje od jedne sekunde i s varijabilnom brzinom papira.

Staklena ili kvarcna kapilarna kolona duljine izmedu 20 i 30 m, unutarnjeg promjera izmedu 0,25 i 0,32 mm,
potpuno prekrivena sa SE-52 ili SE-54 ili odgovarajuom teku¢inom jednolikom debljinom izmedu 0,10 i
0,30 pm.

Mikrostrealjka za plinsku kromatografiju volumena 10 pl s tvrdom iglom (od kaljenog stakla).

REAGENSI

Kalijev hidroksid, priblizno 2 mol/l otopina u etanolu. Treba otopiti 130 g kalijevog hidroksida (minimalne
koncentracije 85 %), uz hladenje, u 200 ml destilirane vode, a zatim nadopuniti etanolom do jedne litre.
Otopinu treba ¢uvati u dobro zacepljenim bocama od tamnog stakla.
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

5.1.

5.1.1.

5.1.2.

Dietilni eter, analiticke ¢istoce.
Bezvodni natrijev sulfat, analiticke cistoce.

Staklene ploce presvucene silikagelom, bez indikatora fluorescencije, debljine 0,25 mm (mogu se nabaviti u
slobodnoj trgovini).

Kalijev hidroksid, 0,2 mol/l otopina u etanolu. Treba otopiti 13 g kalijevog hidroksida u 20 ml destilirane vode
i nadopuniti etanolom do jedne litre.

Benzen, za kromatografiju (vidjeti 5.2.2.).

Aceton, za kromatografiju (vidjeti 5.2.2.).

Heksan, za kromatografiju (vidjeti 5.2.2.).

Dietilni eter, za kromatografiju (vidjeti 5.2.2.).

Kloroform, analiticke ¢istoce (Vidjeti 5.2.2.).

Referentna otopina za tankoslojnu kromatografiju: 5 %-tna otopina kolesterola ili fitosterola u kloroformu.

2,7-diklorofluorescein, 0,2 %-tna otopina u etanolu. Ovo se moze u¢initi blago luznatim dodavanjem nekoliko
kapi otopine 2 mol/l kalijevog hidroksida.

Bezvodni piridin, za kromatografiju.
Heksametil disilazan.
Trimetilklorosilan.

Standardne otopine sterolnih trimetilsilil etera. Treba ih se pripremiti neposredno prije koristenja od cistih
sterola ili mjesavine sterola dobivenih iz ulja koja ih sadrze.

f-kolestanol, 0,2 %-tna otopina (m/V) u kloroformu (interni standard).
Plinovi nosaci: vodik ili helij, ¢istoée za plinsku kromatografiju.
Pomoc¢ni plinovi:

— vodik, ¢istoce za plinsku kromatografiju,

— zrak, CistoCe za plinsku kromatografiju.

POSTUPAK
Pripremanje neosapunjive tvari

Pomocu mikrostrcaljke od 500 pl treba u tikvicu volumena 250 ml ubrizgati onu koli¢inu 0,2 %-tne otopine
B-kolestanola u kloroformu (4.17.) koja sadrzi koli¢inu kolestanola koja je priblizno jednaka 10 % sadrzaja
sterola alikvota uzorka koji ¢e se uzeti za odredivanje. Primjerice, na 5 g uzorka treba dodati 500 pl 0,2 %-tne
otopine f-kolestanola u slucaju kad se radi o maslinovom ulju i 1 500 pl ako se radi o sjemenskom ulju ili ulju
komine maslina.

Osusiti isparivanjem u atmosferi dusika i zatim izvagati tono 5 g suhog filtriranog uzorka u istu tikvici.

Ulja i masti Zivotinjskog ili biljnog podrijetla koja sadrze znatne koli¢ine kolesterola mogu dati pik s retencij-
skim vremenom koje je identicno onome kolestanola. U tom slucaju frakcija sterola treba se analizirati
dvostruko - s i bez internog standarda.

Dodaje se 50 ml 2 mol/l otopine kalijevog hidroksida u etanolu, namjesta se povratno hladilo i zagrijava do
tocke slabog vrenja na parnoj kupelji uz neprekidno energicno mijesanje, dok se ne zavrsi saponificiranje
(otopina postane bistra). Zagrijavanje se nastavlja jo§ 20 minuta, a zatim se dodaje 50 ml destilirane vode u vrh
hladila, nakon cega se hladilo odvaja, a tikvica se ohladi na priblizno 30 °C.

Sadrzaj tikvice se kvantitativno prenese u lijevak za odjeljivanje volumena 500 ml uz nekoliko ispiranja
destiliranom vodom u ukupnoj koli¢ini od priblizno 50 ml. Dodaje se priblizno 80 ml dietilnog etera, sve

se Zestoko protrese priblizno 30 sekundi i zatim odlozi da se slegne (biljeska 1.).

Donja vodena faza treba se odvojiti sakupljanjem u drugi lijevak za odjeljivanje. Treba provesti jos dvije
ekstrakcije na vodenoj fazi na jednak nacin, uz koriStenje izmedu 60 i 70 ml etilnog etera za svaku.

Biljeska 1. Svaka se emulzija moZe unistiti prskanjem malih koli¢ina etilnog ili metilnog alkohola.
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5.2.2.

5.3.

Ekstrakte etera treba pomijesati u lijevku za odjeljivanje i ispirati destiliranom vodom (u obrocima od 50 ml)
dok voda kojom se ispiralo ne pokaZe neutralnu reakciju.

Nakon uklanjanja vode kojom se ispiralo, osusite bezvodnim natrijevim sulfatom i profiltrirajte kroz bezvodni
natrijev sulfat u tikvici volumena 250 ml koja je prethodno izvagana, peruéi lijevak i filtar malim koli¢inama
dietilnog etera.

Eter se destilira na nekoliko ml, a zatim se susi pod blagim vakuumom ili pod strujom dusika; susenje se
zavr$ava u susioniku na 100 °C na priblizno Cetvrtinu sata, a nakon hladenja u eksikatoru se vaze.

Odjeljivanje frakcije sterola.

Pripremanje osnovnih ploca. Silikagel ploce (4.4.) se potpuno urone u otopinu 0,2 mol/l kalijevog hidroksida u
etanolu (4.5.) na 10 sekundi, zatim ih se ostavi da se dva sata sude u digestoru i na kraju ih se stavlja u
susionik na 100 °C na sat vremena.

Ploce se zatim vade iz susionika i pohranjuju u eksikator napunjen kalcijevim kloridom dok ne budu potrebne
za uporabu (plo¢e obradene na ovaj nacin mogu se koristiti unutar razdoblja od 15 dana).

Biljeska 2. Kad se za odjeljivanje frakcije sterola koriste osnovne silikagel ploce, nema potrebe da se neosapunjive tvari
obraduju aluminijevim oksidom. Na taj nacin, svi sastojci koji su po prirodi kiseli (masne kiseline i drugi)
zadrZavaju se na liniji rasprSivanja, a vrpca sterola jasno se odvaja od vrpce alifatskih i triterpenskih alkohola.

Mjesavina benzena i acetona u volumnom omjeru 95:5 % i unosi se u komoru za razvijanje do visine od
priblizno 1 cm. Umjesto toga, moze se Koristiti mjesavina heksana i etilnog etera u volumnom omjeru
65:35 %. Komora se zatvara odgovarajuéim poklopcem i ostavlja tako na priblizno pola sata kako bi se
uspostavila ravnoteza tekuéine-para. Trake filtar-papira namocene u eluens mogu se postaviti na unutarnje
povrsine komore. Time se skracuje vrijeme razvijanja za otprilike jednu treéinu i dobiva jednoli¢nija, pravilna
eluacija komponenata.

Biljeska 3. Mjesavina za razvijanje mora se zamijeniti za svako ispitivanje da bi se postigli reproducibilni uvjeti eluacije.

Pripremi se otprilike 5 %-tna otopina neosapunjive tvari (5.1.5.) u kloroformu, a 300 pl otopine se nanese u
§to tanjem i jednoli¢nijem sloju pomoc¢u mikrostrcaljke od 100 pl na kromatografsku plocu priblizno (5.2.1.)
2 cm od jednog ruba. Poravnano s nanosom, nanosi se izmedu 2 i 3 pl referentne otopine sterola (4.11.) na
jednom kraju ploce, tako da se vrpca sterola nakon razvijanja moze identificirati.

Ploca se smjesta unutar komore za razvijanje pripremljene kako je navedeno u 5.2.2. Temperaturu treba
odrzavati izmedu 15 i 20 °C. Komoru treba odmah zatvoriti i ostaviti da eluira dok prednji dio otapala ne
dode do udaljenosti od priblizno 1 cm od gornjeg ruba ploce. Plo¢a se zatim vadi iz komore za razvijanje, a
otapalo isparuje pod strujom vruceg zraka ili se ploca ostavlja jo§ neko krade vrijeme u digestoru.

Ploca se blago i jednoliko posprica otopinom 2,7-diklorofluoresceina. Kad se ploca promatra pod ultraljubica-
stom svjetlo¢u, vrpca sterola identificira tako $to je poravnata s mrljom dobivenom od referentne otopine.
Granice vrpce oznacavaju se uz rub fluorescencije crnom pisaljkom.

Silikagel koji se nalazi u ozna¢enom podrucju sastruze se pomo¢u metalne spatule. Sastrugani materijal razbija
se u fini prah i unosi u lijevak za filtriranje (3.7.). Treba dodati 10 ml vruceg kloroforma i pazljivo mijesati
pomocu metalne spatule i filtrirati pod vakuumom; filtrat treba skupiti u Erlenmeyerovu tikvicu (3.8.) koja je
spojena na lijevak za filtriranje.

Ostatak unutar lijevka ispire se tri puta dietilnim eterom (priblizno 10 ml za svako ispiranje) uz skupljanje
filtrata u istu tikvicu spojenu na lijevak. Filtrat se isparuje na volumen izmedu 4 i 5 ml, a preostala otopina se
prenosi u epruvetu volumena 10 ml (3.9.) koja je prije tog izvagana, isparuje se suSenjem laganim zagrijava-
njem pod blagom strujom dusika, ponovno se otapa u nekoliko kapljica acetona, ponovno se isparuje
suenjem, a zatim smjesta u susionik na 105 °C na priblizno 10 minuta, ostavlja se da se ohladi u eksikatoru
i vaze.

Ostatak unutar epruvete sastoji se od frakcije sterola.
Pripremanje trimetilsilil etera.

Reagens za sililaciju, koji se sastoji od mjesavine piridina, heksametildisilazana i trimetilklorosilana u
volumnom omjeru 9:3:1 (biljeska 4.), dodaje se u omjeru od po 50 pl na svaki miligram sterola, u epruvetu
koja sadrzi frakciju sterola, tako da se izbjegne bilo kakva apsorpcija vlage (biljeska 5.).

Biljeska 4. Otopine spremne za uporabu dostupne su u slobodnoj trgovini. Ostali reagensi za silaniziranje kao sto su,
primjerice, bis-trimetilsilil, trifluoroacetamid + 1 % trimetil klorosilan, koji se treba razrijediti jednakom zapre-
minom bezvodnog piridina, takoder su dostupni.
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5.4.
5.4.1.
5.4.1.1.

5.4.1.2.

5.4.2.
5.4.2.1.

5.4.3.
5.4.3.1.

5.4.3.2.

5.4.4.

Epruvetu treba zacepiti i pazljivo protresti (bez preokretanja), sve dok se steroli u potpunosti ne rastope. Zatim
ju treba odloZiti na sobnoj temperaturi na vrijeme ne krae od 15 minuta, nakon cega ju se na nekoliko
minuta stavlja na centrifugiranje. Bistra otopina spremna je za analizu plinskim kromatografom.

Biljeska 5. Normalno je da dode do blage opalescencije koja nece utjecati na rezultat. Stvaranje bijelog flokulata i pojava
ruZicastog obojenja znakovi su prisutnosti vlage ili propadanja reagensa. U tom slucaju treba ponoviti ispitivanje.

Analiza plinskim kromatografom
Pripremne djelatnosti, punjenje kolone

Kolonu treba namjestiti u plinski kromatograf tako da se pocetak kolone spoji na ispariva¢ koji je spojen sa
sustavom za razdvajanje, a izlazni kraj kolone na detektor.

Treba provesti opéu provijeru stanja jedinice plinskog kromatografa (curenje iz plinskih tokova, ucinkovitost
detektora, u¢inkovitost sustava za razdvajanje i sustava za biljeZenje, i tako dalje).

U slucaju kad se kolona koristi prvi put, preporuca se da ju se podvrgne postupku kondicioniranja. Kroz
kolonu se pusti da prote¢e malo plina, a zatim se jedinica plinskog kromatografa ukljuci i postupno zagrijava
dok se ne postigne temperatura koja je najmanje 20 °C iznad radne temperature (biljeska 6.). Ta se temperatura
treba odrzavati ne krace od dva sata, zatim se cijela jedinica stavlja u radne uvjete (prilagodavanje protoka plina
i razdvajanja, paljenja plamena, provjera spoja s elektronickim uredajem za biljeZenje, prilagodavanje komore
za kolonu, temperature detektora i injektora, i tako dalje), a zatim se biljezi signal uz osjetljivost koja je
najmanje dvostruko visa od razine predvidene za analizu. Tijek bazne linije treba biti linearan, bez pikova
ikakve vrste i ne smije pokazivati nikakve znakove otklona.

Negativan pravocrtni otklon ukazuje na to da je doslo do curenja iz spojeva kolone, a pozitivan otklon ukazuje
na to da kolona nije kondicionirana na odgovarajuéi nacin.

Biljeska 6. Temperatura kondicioniranja mora uvijek biti najmanje 20 °C niza od maksimalne temperature utvrdene za
primijenjenu stacionarnu fazu.

Odabir radnih uvjeta.

Opdi radni uvjeti su kako slijedi:

— temperatura kolone: 260 + 5 °C,

— temperatura isparivaca: 280 °C,

— temperatura detektora: 290 °C,

— linearna brzina plina nosaca: helij izmedu 20 i 35 cm/s, vodik izmedu 30 i 50 cm/s,
— omjer razdvajanja: izmedu 1:50 i 1:100,

— osjetljivost instrumenta: izmedu 4 i 16 puta visa od minimalne atenuacije,
— osjetljivost biljezenja: izmedu 1 i 2 mV pune skale,

— brzina papira: izmedu 30 i 60 cm/sat,

— koli¢ina injektirane tvari: izmedu 0,5 i 1 pl TMSE otopine.

Gore navedeni uvjeti mogu se modificirati u skladu s karakteristikama kolone i karakteristikama plinskog
kromatografa ne bi li se dobili kromatogrami koji udovoljavaju sljede¢im zahtjevima:

— retencijsko vrijeme f-sitosterola treba biti 20 + 5 minuta,

— pik kampesterola treba biti: za maslinovo ulje (prosjecni sadrzaj 3 %) 15 £ 5 % vrijednosti pune skale; a za
sojino ulje (prosjecni sadrzaj 20 %) 80 + 10 % vrijednosti pune skale,

— svi prisutni steroli moraju biti odijeljeni. Osim odjeljivanja, pikovi takoder moraju biti u potpunosti
razdvojeni, drugim rije¢ima, trag pika mora se vratiti na baznu liniju prije no 3to krene stvarati novi

pik. Medutim, nepotpuno razdvajanje tolerira se u slucaju da se pik pri TRR 1,02 moze kvantificirati
koristenjem okomice.

Analiticki postupak.

Koristenjem mikrostrcaljke volumena 10 pl unosi se 1 pl heksana, za kojim slijedi 0,5 pl zraka, a nakon tog i
izmedu 0,5 i 1 pl otopine uzorka. Klip $trcaljke treba dignuti toliko da se igla isprazni. Iglu treba gurnuti kroz
membranu jedinice za injektiranje i, nakon jedne do dvije sekunde, treba brzo injektirati, a nakon otprilike pet
sekundi iglu treba polako izvudi.

BiljeZenje treba provoditi sve dok se TMSE prisutnih sterola u potpunosti ne eluiraju
Bazna linija treba u svakom trenutku odgovarati zahtjevima (5.4.1.2.).
Identificiranje pikova.

Identificiranje pojedinacnih pikova provodi se na temelju retencijskog vremena i usporedivanjem sa mjesavi-
nama sterolnih TMSE koje se analiziraju pri jednakim uvjetima.

Steroli se eluiraju sljede¢im redoslijedom: kolesterol, brasikasterol, 24-metilen kolesterol, kampesterol, kampa-
stanol, stigmasterol, A 7-kampesterol, A 5,23-stigmastadienol, klerosterol, f-sistosterol, sitostanol, A 5-avenaste-
rol, A 5,24-stigmastadienol, A 7-stigmasterol, A 7-avenasterol.
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5.4.5.

5.4.5.1.

5.4.5.2.

6.1.

6.2.

Retencijska vremena sitosterola za kolone SE-52 i SE-54 prikazana su u Tablici 1.
Slike 1. i 2. prikazuju tipicne kromatograme za neka ulja.
Kvantitativna procjena

Povrsine pikova f-kolestanola i sterola izracunavaju se koristenjem integratora. Pikove bilo kojega od spojeva
koji nisu ukljuceni medu one koji su popisani u Tablici 1. ne treba uzimati u obzir. Koeficijent odziva za a-
kolestanol treba biti jednak 1.

Treba izraCunati koncentraciju svakog pojedinaénog sterola u mg/100 g masnog materijala kako slijedi:

Ax - mg - 100
Ay - m

sterol x =

pri cemu je:

A, = povrsina pika sterola x, u kvadratnim milimetrima;

A = povrsina pika f-kolestanola, u kvadratnim milimetrima;
m, = masadodanog f-kolestanola, u miligramima;
m = masa uzorka koriStenog za odredivanje, u gramima.

ISKAZIVANJE REZULTATA

Koncentracije pojedinacnih sterola biljeze se kao mg/100 g masnog materijala, a njihov zbroj kao ,ukupni
steroli”.

Postotak svakog pojedinacnog sterola izracunava se iz omjera povrsine relevantnog pika prema ukupnoj
povrsini pikova za sterole.

Ax
% sterola x = T 100

pri cemu je:

A, = povriina pika za x;

A = ukupna povrsina pikova za sterole.

DODATAK

Odredivanje linearne brzine plina

U plinski kromatograf postavljen na normalne radne uvjete injektira se izmedu 1 i 3 pl metana (ili propana) i zatim se
mjeri vrijeme koje je plinu potrebno da protece kroz kolonu od trenutka injektiranja do trenutka pojavljivanja pika (ty).

Linearna brzina u cmfs zadana je s Lfty, pri ¢emu je L duljina kolone u centimetrima, a ty izmjereno vrijeme u
sekundama.
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Tablica 1.

Relativna retencijska vremena za sterole

Relativno retencijskovrijeme

Pik Identifikacija Kolona kolona
SE 54 SE 52

1. kolesterol A-5-kolesten-3f-ol 0,67 0,63
2. kolestanol 5a-kolestan-3f-ol 0,68 0,64
3. brasikasterol [24S]-24-metil-A-5,22-kolestadien-3f-ol 0,73 0,71
4. 24-metilen-kolesterol 24-metilen-A-5,24-kolesten-3f-ol 0,82 0,80
5. kampesterol [24R]-24-metil-A-5-kolesten-3f-ol 0,83 0,81
6. kampestanol [24R]-24-metil-kolestan-3{-ol 0,85 0,82
7. stigmasterol [24R]-24-etil-A-5,22-kolestadien-3f-ol 0,88 0,87
8. A-7-kampesterol [24R]-24-metil-A-7-kolesten-3f-ol 0,93 0,92
9. A-5,23-stigmastadienol  [24R,S]-24-etil-A-5,23-kolestadien-3f-ol 0,95 0,95
10. klerosterol [24S]-24-etil-A-5,25-kolestadien-3f-ol 0,96 0,96
11. p-sitosterol [24R]-24-etil-A-5-kolestan-3[3-ol 1,00 1,00
12. sitostanol 24-etil-kolestan-3f-ol 1,02 1,02
13. A-5-avenasterol [24Z]-24-etiliden-5-kolesten-3-ol 1,03 1,03
14. A-5,24-stigmastadienol ~ [24R,S]-24-etil-A-5,24-kolestadien-3f-ol 1,08 1,08
15. A-7-stigmastenol [24R,S]-24-etil-A-7,24-kolestadien-3f-ol 1,12 1,12
16. A-7-avenasterol [24Z]-24-etiliden-A-7-kolesten-3f-ol 1,16 1,16




03/Sv. 8 Sluzbeni list Europske unije

77

Slika 1.

Plinski kromatogram frakcije sterola jednog nerafiniranog maslinovog ulja
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Slika 2.

Plinski kromatogram frakcije sterola jednog rafiniranog maslinovog ulja

1
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5.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

PRILOG VI.

ODREDIVANJE ERITRODIOLA I UVAOLA

UvoD

Eritrodiol (uobicajeni zajednicki naziv za glikole eritrodiola i uvaola) sastojak je neosapunjive frakcije koja je
karakteristi¢na za neke vrste masnih tvari. U maslinovom ulju koje je dobiveno ekstrakcijom otapalom nalazi
se u znacajno visim koncentracijama nego u drugim uljima, kao $to su presano maslinovo ulje i ulje kostica
grozda koja ga takoder sadrZe, pa stoga njegova prisutnost moZe ukazati na prisutnost maslinovog ulja
dobivenog ekstrakcijom otapalom.

OPSEG

Ova metoda opisuje postupak otkrivanja eritrodiola u masnim tvarima.

PRINCIP METODE

Masna tvar saponificira se otopinom kalijevog hidroksida u etanolu. Neosapunjiva frakcija se zatim ekstrahira
dietilnim eterom i procisc¢ava prelaskom preko kolone s aluminijevim oksidom.

Neosapunjive tvari podvrgavaju se tankoslojnoj kromatografiji na silikagel ploci dok se ne odijele vrpce koje
odgovaraju frakcijama sterola i eritrodiola. Steroli i eritrodioli koji se dobiju s ploce transformiraju se u
trimetilsilil etere i smjesa se analizira plinskom kromatografijom.

Rezultat se iskazuje kao postotak eritrodiola u smjesi eritrodiola i sterola.

OPREMA

Oprema opisana u Prilogu V. (odredivanje sadrzaja sterola).

REAGENSI

Reagensi opisani u Prilogu V. (odredivanje sadrzaja sterola).
Referentna otopina eritrodiola, 0,5 %-tna otopina u kloroformu.

POSTUPAK
Pripremanje neosapunjive tvari.

Kao 3to je opisano u stavku 5.1.2. Priloga V.

Odjeljivanje eritrodiola i sterola.

Vidjeti stavak 5.2.1. Priloga V.
Vidjeti stavak 5.2.2. Priloga V.
Pripremi se 5 %-tna otopina neosapunjive tvari u kloroformu.

0,3 ml otopine nanese se u $to tanjem i jednoli¢nijem sloju pomocu mikrostrcaljke od 0,1 ml na kromato-
grafsku plocu, priblizno 1,5 cm od donjeg ruba.

Na jedan kraj ploce treba nanijeti nekoliko mikrolitara otopine kolesterola i eritrodiola koji ¢e posluziti kao
reference.

Ploca se smjesta unutar komore za razvijanje pripremljene kako je navedeno u 5.2.1. Temperatura treba biti
oko 20 °C. Komoru treba odmah zatvoriti poklopcem i ostaviti da eluira dok prednji dio otapala ne dode do
udaljenosti od priblizno 1 cm od gornjeg ruba ploce. Ploca se zatim vadi iz komore za razvijanje, a otapalo
isparuje pod strujom vruceg zraka.

Ploca se blago i jednoliko posprica otopinom 2,7-diklorofluoresceina u alkoholu. Kad se plo¢u promatra pod
ultraljubicastom svjetlod¢u, vrpce sterola i eritrodiola identificiraju se tako $to su poravnate s referentnima.
Treba ih oznaditi tockom neposredno izvan rubova fluorescencije.
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5.2.6.

5.3.

5.4.

Silikagel koji se nalazi u oznacenom podrudju sastruze se pomocéu metalne spatule. Materijal sastrugan s ploce
treba staviti u tikvicu volumena 50 ml. Treba dodati 15 ml vruceg kloroforma, dobro protresti i filtrirati kroz
lijevak s diskom od sinter-stakla tako da se silikagel prenese na filtar. Isprati tri puta vruéim kloroformom (po
10 ml za svako ispiranje), a filtrat skupiti u tikvicu volumena 100 ml. Filtrat se isparuje na volumen izmedu 4
i 5ml, prenosi u kalibriranu epruvetu za centrifugiranje s konusnim dnom volumena 10 ml, susi laganim
zagrijavanjem pod blagom strujom dusika i vaze.

Pripremanje trimetilsilil estera.

Kao $to je opisano u stavku 5.3. Priloga V.

Analiza plinskim kromatografom.

Kao $to je opisano u stavku 5.4. gornje metode. Radni uvjeti plinskog kromatografa tijekom provodenja
analize moraju biti takvi da se moze provesti analiza sterola i odijeliti TMSE od eritrodiola i uvaola.

Nakon $to je uzorak injektiran, treba nastaviti provoditi biljezenje sve dok se prisutni steroli, eritrodiol i uvaol,
u potpunosti ne eluiraju Zatim treba identificirati pikove (retencijska vremena za eritrodiol i uvaol u odnosu na
B-sitosterol iznose 1,45, odnosno, 1,55) i izraCunati povrsine kao za sterole.

ISKAZIVANJE REZULTATA

A A
Eritrodiol % = LA x 100
Al + Ay + 2 Asterolai

pri cemu je:

A, = povrsina pika eritrodiola, u kvadratnim milimetrima;
A, = povrdina pika uvaola, u kvadratnim milimetrima;
SAgerola = ukupna povrsina pikova za sterole, u kvadratnim milimetrima.

Rezultat se iskazuje jednim decimalnim mjestom.
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PRILOG VII.

ODREDIVANJE ZASICENIH MASNIH KISELINA U POLOiA]U 2. NA TRIGLICERIDIMA ULJA 1 MASTI

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.12.

4.13.

4.14.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

4.20.

OPSEG

Ova norma opisuje metodu odredivanja sastava one frakcije masnih kiselina nekog ulja ili masti koja se
esterificira na polozaju 2. (ili unutarnjem poloZzaju) glicerola.

PODRUCJE PRIMJENE

Ova norma primjenjuje se na ulja i masti Cije je talite nize od 45 °C, zahvaljuju¢i posebnim karakteristikama
djelovanja lipaze iz gusterace.

Ne primjenjuje se bezrezervno na ulja i masti koje sadrze znatne koli¢ine: masnih kiselina s 12 ili manje atoma
ugljika (kokosovo ulje, ulje od palmine jezgre (kostica) i mlijecna mast) ili visoko nezasi¢enih masnih kiselina

(s viSe od Cetiri dvostruke veze) koje sadrze 20 ili viSe atoma ugljika (riblje ulje i ulje od morskih organizama),
ili pak masnih kiselina koje sadrze oksigenirane grupe, osim karboksilne grupe.

PRINCIP

Moguca neutralizacija kiselih ulja i masti u otapalu. Proci§cavanje prelaskom preko kolone s aluminijevim
oksidom. Djelomi¢na hidroliza triglicerida lipazom iz gusterace tijekom odredenog vremena. Odijeljivanje
stvorenih monoglicerida tankoslojnom kromatografijom i metanoliza tih monoglicerida. Analiza tih metilnih
estera plinsko-tekucinskom kromatografijom.

OPREMA

Tikvica s okruglim dnom volumena 100 ml.

Tikvica s okruglim dnom volumena 25 ml sa spojevima od brusenog stakla.

Zra¢no hladilo duljine 1 m, koje se moze pri¢vrstiti na tikvicu navedenu u stavku 4.2.
Erlenmeyerova tikvica volumena 250 ml.

Casa volumena 50 ml.

Lijevak za odjeljivanje volumena 500 ml.

Staklena kromatografska kolona unutarnjeg promjera 13 mm i duljine 400 mm, sa zataljenim staklenim
diskom i ventilom.

Epruveta za centrifugiranje volumena 10 ml, sa ¢epom od brusenog stakla.
Graduirana bireta volumena 5 ml, s podjelom po 0,05 ml.

Strcalika volumena 1 ml, s tankom iglom.

Mikrostrcaljka kojim se mogu dobiti kapljice veli¢ine izmedu 3 i 4 pl.
Pribor za nanoSenje tankog sloja za tankoslojnu kromatografiju.

Staklene ploce za tankoslojnu kromatografiju, veli¢ine 20 x 20 cm.

Staklena komora za razvijanje za tankoslojnu kromatografiju, s poklopcem od brusenog stakla, koja odgovara
plocama veli¢ine 20 x 20 cm.

Sprej za tankoslojnu kromatografiju.

Susionik podesen na 103 £ 2 °C.

Termostat kojega se moZze regulirati izmedu 30 i 45 °C s to¢nos¢u od 0,5 °C.

Rotirajudi isparivac.

Vibrirajuca elektri¢na tresilica koja omoguéava snazno protresanje epruvete za centrifugiranje.

Ultraljubicasta svjetiljka za ispitivanje tankoslojnih ploca.



82

Sluzbeni list Europske unije

Za kontroliranje aktivnosti lipaze:

4.21.
4.22.
4.23.
4.24.
Za moguce
4.25.

5.1.

5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.

5.16.
5.17.

pH-metar.

Spiralna mijesalica.
Bireta volumena 5 ml.
Zaporna ura.
pripremanje lipaze:

Laboratorijska mijesalica, odgovarajuca za dispergiranje i mijeSanje heterogenih materijala.

REAGENSI

n-heksan ili, ako nije dostupan, lagani petrolej (Cija je tocka vrelista izmedu 30 i 50 °C), kromatografske
kvalitete.

2-propanol, ili etanol, 95 % (v/v), kvalitete analitickog reagensa.
2-propanol, ili etanol, 1/1 otopina u vodi.

Dietil eter, bez peroksida.

Aceton.

Mravlja kiselina, ne manje od 98 % (m/m).

Otopina za razvijanje: mjeSavina n-heksana (5.1.), dietil etera (5.4.) i mravlje kiseline 5.6.) u volumnom omjeru
70:30:1 (v/[v/v).

Aktivirani aluminijev oksid za kromatografiju, neutralan, stupnja kvalitete I. po Brockmannu.
Kvarcni prah s vezivom, kvalitete odgovarajue za tankoslojnu kromatografiju.

Lipaza iz guSterace, odgovarajuce kvalitete (Biljeske 1. i 2.).

Natrijev hidroksid, 120 g/l otopina u vodi.

Solna kiselina, otopina u vodi 6 mol/L.

Kalcijev klorid (CaCl,), 220 g/l otopina u vodi.

Natrijev kolat (enzimatske kvalitete), 1 g/l otopina u vodi.

Pufer otopina: 1 M otopinu u vodi tris-hidroksimetilaminometana podesiti na pH 8 dodavanjem solne kiseline
(5.12.) (provjerite pomocu pH-metra).

Fenolftalein, 10 g/l otopina u 95 %-tnom (v/v) etanolu.

2',7” -diklorofluorescein, 2 g/l otopina u 95 %-tnom (v/v) etanolu, ucinjena blago luznatim dodavanjem jedne
kapljice 1 mol/l otopine natrijevog hidroksida na 100 ml.

Za kontroliranje aktivnosti lipaze:

5.18.
5.19.
5.20.
5.21.

6.1.

Neutralizirano ulje.
Natrijev hidroksid, 0,1 mol/l otopina u vodi.
Natrijev kolat (enzimatske kvalitete), 200 g/l otopina u vodi.

Guma arabika, 100 g/l otopina u vodi.

PRIPREMANJE UZORKA

Ako je kiselost uzorka (sadrzaj slobodnih masnih kiselina) niza od 3 %, odredena u skladu s Prilogom II,
procistite ga direktno preko aluminijevog oksida u skladu s uputama u stavku 6.2.

Ako je kiselost uzorka visa od 3 %, odredena u skladu s Prilogom II, neutralizirajte ga luZinom uz prisutnost
otapala u skladu sa stavkom 6.1., a zatim procistite aluminijevim oksidom u skladu s uputama u stavku 6.2.

Neutralizacija luzinom uz prisutnost otapala

U lijevak za odjeljivanje (4.6.) stavite oko 10 g sirovog ulja i dodajte 100 ml heksana (5.1.), 50 ml 2-propanola
(5.2.), nekoliko kapljica otopine fenolftaleina (5.16.) i otopinu natrijevog hidroksida (5.11) u koli¢ini koja
odgovara slobodnoj kiselosti ulja (sadrzaju slobodnih masnih kiselina) plus 0,3 % viska. Snazno protresajte
jednu minutu, dodajte 50 ml destilirane vode, ponovno protresite i odlozite da se slegne.

Nakon odjeljivanja odstranite sapunasti sloj s dna. Takoder odstranite sve meduslojeve (sluz, netopljiva tvar).
Operite otopinu neutraliziranog ulja u heksanu uzastopnim obrocima (25 do 30 ml) otopine 2-propanola
(5.3.), sve dok ne nestane ruzicasta boja fenolftaleina.
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6.2.

8.1.

8.2

8.3.

Vedinu heksana odstranite destiliranjem pod vakuumom u rotirajuéem isparivacu (4.18.), osusite ulje na
temperaturi izmedu 30 i 40 °C pod vakuumom strujom ¢istog dusika, dok se heksan u cijelosti ne odstrani.

Proci§¢avanje kroz aluminijev oksid

Pripremite suspenziju od 15 g aktiviranog aluminijevog oksida (5.8.) i 50 ml heksana (5.1.) i ulijte ju, uz
mijedanje, u kromatografsku kolonu (4.7.). Pustite da se aluminijev oksid jednoliko slegne i pustite da razina
otapala padne na izmedu 1 i 2 mm iznad apsorbenta. Pazljivo u kolonu ulijte otopinu 5 g ulja i 25 ml heksana
(5.1.), a svu tekucinu prikupljenu iz kolone prebacite u tikvicu s okruglim dnom (4.1.).

Pripremanje kromatografskih ploca

Temeljito oistite staklene ploce (4.13.) etanolom, laganim petrolejem i acetonom da biste odstranili i najmanji
trag masne tvari.

U Erlenmeyerovu tikvicu (4.4.) stavite 30 g kvarcnog praha (5.9.) Dodajte 60 ml destilirane vode. Zacepite i
snazno tresite jednu minutu. Premjestite emulziju direktno u pribor za nanoSenje tankog sloja (4.12.) i
premazite Ciste ploce slojem debljine 0,25 mm.

Pustite da se ploce suse 15 minuta na zraku, a zatim sat vremena u suSioniku (4.16.) na 103 + 2 °C. Prije
koristenja ploca ohladite ih na sobnu temperaturu u eksikatoru.

Pripremljene ploce dostupne su u slobodnoj trgovini.

POSTUPAK

Hidroliza lipazom iz gusterace.

U epruveti za centrifugiranje (4.8.) izvazite priblizno 0,1 g pripremljenog uzorka, a ako je uzorak tekuce ulje,
direktno nastavite kako je opisano dolje.

Dodajte 20 mg lipaze (5.10.) i 2 ml pufer otopine (5.15.). Protresite dobro ali pazljivo, a zatim dodajte 0,5 ml
otopine natrijevog kolata (5.14.) i 0,2 ml otopine kalcijevog klorida (5.13.). Epruvetu zacepite ¢epom od
brusenog stakla, pazljivo protresite (tako da se ¢ep ne smoci) i epruvetu odmah stavite u termostat (4.17.)
koji odrzava temperaturu od 40 £ 0,5 °C i tresite rukom tocno jednu minutu.

Izvadite epruvetu iz termostata i snazno protresajte pomocu elektricne tresilice (4.19.) to¢no dvije minute.

Odmah ohladite u tekucoj vodi; dodajte 1 ml solne kiseline (5.12.) i 1 ml dietil etera (5.4.). Zacepite i snazno
mijeSajte pomocu elektri¢ne tresilice. Pustite da se slegne i odstranite organski sloj pomoéu $trcaljke (4.10.) ako
je potrebno nakon centrifugiranja.

Odjeljivanje monoglicerida tankoslojnom kromatografijom

Nanesite ekstrakt na kromatografsku plocu pomoc¢u mikrostrealjke (4.11.), priblizno 1,5 cm od donjeg ruba, u
tankoj, jednolikoj liniji koja treba biti ¢im je mogule uza. Postavite plocu u dobro zasicenu komoru za
razvijanje (4.14.) i razvijajte otapalom za razvijanje (5.7.) na priblizno 20 °C do priblizno 1 cm od gornjeg
ruba ploce.

Plocu osusite na zraku, na temperaturi komore, i pospricajte ju otopinom 2,7 -diklorofluoresceina (5.17.).
Identificirajte vrpcu monoglicerida (R oko 0,035) pod ultraljubicastom svjetloséu (4.20.).

Analiza monoglicerida plinsko-tekucinskom kromatografijom.

Sastruzite vrpcu dobivenu u stavku 8.2. pomocu spatule (nemojte sastrugati komponente koje su preostale na
baznoj liniji) i premjestite u tikvicu za metiliranje (4.2.).

Sastruganu masu kvarcnog praha tretirajte direktno, metodom opisanom u Prilogu X.B tako da monogliceride
pretvorite u metilne estere, a zatim ispitajte estere plinskom kromatografijom kao 3to je opisano u Prilogu X.A.

ISKAZIVANJE REZULTATA

IzraCunajte sastav masnih kiselina u polozaju 2., s jednim decimalnim mjestom (biljeska 3.).
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10.

BILJESKE

Biljeska 1.:

Biljeska 2.:

Biljeska 3.:

Biljeska 4.:

Provjeravanje aktivnosti lipaze

Pripremite uljnu emulziju protresanjem mjesavine 165 ml otopine gumi arabike (5.12.), 15 g mrvljenog leda i
20 ml neutraliziranog ulja (5.18.) u odgovarajucoj tresilici.

U ¢adu (4.5.) stavite 10 ml ove emulzije, zatim dodajte 0,3 ml otopine natrijevog kolata (5.20.) i na kraju 20 ml
destilirane vode.

Ca3u stavite u termostat koji odrzava temperaturu od 37 + 0,5 °C (biljeska 4.); umetnite elektrode pH-metra
(4.21.) i spiralnu mijesalicu (4.22.).

Pomocu birete (4.23.) dodavajte kap po kap otopine natrijevog hidroksida (5.19.) dok pH vrijednost ne dosegne
8,5.

Dodajte dovoljnu koli¢inu vodene suspenzije lipaze (vidjeti dolje). Cim pH-metar pokaze pH vrijednost 8,3,
ukljucite zapornu uru (4.24.) i ukapajte otopinu natrijevog hidroksida (5.19.) brzinom koja ¢e osigurati odrza-
vanje pH vrijednosti 8,3. Svaku minutu ocitajte volumen utrosene otopine luZine.

Zabiljezite ocitanja u obliku grafa, tako da ocitanje vremena bude na apscisi, a ml otopine luzine potrebni za
odrzavanje konstantnog pH bude na ordinati. Trebali biste dobiti linearni graf.

Suspenzija lipaze spomenuta gore je 1:1 000 (m/m) suspenzija u vodi. Za svako ispitivanje treba koristiti toliko
suspenzije da bi se utrosio priblizno 1 ml otopine luzine tijekom Cetiri do pet minuta. Obi¢no je potrebno
izmedu 1 i 5 mg praha.

Jedinica lipaze definirana je kao koli¢ina enzima koji ¢e osloboditi 10 p-ekvivalenata kiseline u minuti. U tom je
slucaju aktivnost A utroSenog praha, mjerenog u jedinici lipaze na mg, zadan formulom:

VX 10
- m

A

pri cemu je V volumen otopine natrijevog hidroksida (5.19.) utroene u minuti, izraunan iz grafa, a m je masa u
myg ispitivanog dijela praha.

Pripremanje lipaze

Lipaze koje imaju zadovoljavajucu aktivnost lipaze dostupne su u slobodnoj trgovini. No, moguce je takoder
pripremiti ih u laboratoriju na sljede¢i nacin:

Ohladite 5 kg svjeze svinjske gusterace na 0 °C; odstranite okolnu krutu mast i vezivno tkivo i sameljite u mikseru

acetona i centrifugirajte ju. Ekstrahirajte ostatak jos tri puta s jednakim volumenom acetona, a zatim dva puta s
1/1 (V|V) mjesavinom acetona i dietil etera i dva puta dietil eterom.

Ostatak susite u vakuumu 48 sati da biste dobili stabilan prah, kojeg treba pohraniti u hladnjaku.

U svakom se slucaju preporucuje odrediti sastav ukupnih masnih kiselina istog uzorka, buduci da ¢e njegovo
usporedivanje s onima kiselina na polozaju 2. pomo¢i u tumacenju dobivenih vrijednosti.

Temperatura hidrolize zadana je na 37 °C, bududi da se koristi tekuce ulje. Medutim, za ispitivani uzorak zadana
je na 40 °C kako bi se omogucilo ispitivanje masti ¢ija je tocka vrelista do 45 °C.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

PRILOG VIII.
ODREDIVANJE SASTAVA TRILINOLEINA

OPSEG

Odredivanje sastava triglicerida u maslinovim uljima u smislu njihovog ekvivalentnog ugljikovog broja visoko
djelotvornom tekudinskom kromatografijom.

Ova norma opisuje metodu odjeljivanja i kvantitativnog odredivanja sastava triglicerida biljnih ulja u smislu
njihove molekularne mase i stupnja nezasicenosti kao funkcije njihovog ekvivalentnog ugljikovog broja (vidjeti

biljesku 1.).

PODRUCJE PRIMJENE

Ova se norma primjenjuje na sva biljna ulja koja sadrZze trigliceride masnih kiselina dugog lanca. Ta se metoda
posebno moze primjenjivati na otkrivanje prisutnosti malih koli¢ina polususivih ulja (bogatih linolnom kise-
linom) u biljnim uljima koja sadrze oleinsku kiselinu kao najdominantniju nezasi¢enu masnu kiselinu, kao §to
je maslinovo ulje.

PRINCIP

Odjeljivanje triglicerida u skladu s njihovim ekvivalentnim ugljikovim brojem visoko djelotvornom tekuéin-
skom kromatografijom (reverzno-fazna) i interpretacija kromatograma.

OPREMA

Visoko djelotvorni tekudinski kromatograf, koji omogucava termostatsku kontrolu temperature kolone.
Jedinica za injektiranje 10 pl.

Detektor: diferencijalni refraktometar. Osjetljivost pune skale treba biti najmanje 107 jedinica indeksa refrak-
cije.

Kolona: cijev od nehrdajuceg celika duljine 250 mm i unutarnjeg promjera 4,5 mm, napunjena Cesticama
kvarca promjera 5 um s izmedu 22 i 23 % ugljika u obliku oktadecilsilana (biljeska 2.).

Pisa¢ ifili integrator.

REAGENSI

Reagensi moraju biti analiticke Cistoce. Otapala za eluaciju moraju biti takva da se mogu nekoliko puta
reciklirati bez da to utjece na odjeljivanja, a iz njih moraju biti odstranjeni svi plinovi.

Kloroform.
Aceton.
Acetonitril.

Otapalo za eluaciju: acetonitril + aceton (omjer treba prilagoditi postizanju Zeljenog odjeljivanja; zapocnite s
mjeSavinom 50:50).

Otapalo za rastapanje: aceton ili mjeSavina acetona i kloroforma u omjeru 1:1.

Referentni trigliceridi: mozete koristiti trigliceride dostupne u slobodnoj trgovini (tripalmitin, triolein i tako
dalje), u kojem se slucaju retencijska vremena biljeze u skladu s ekvivalentnim ugljikovim brojem, ili pak
mozete koristiti referentni kromatogram dobiven od sojinog ulja (vidjeti biljeske 3. i 4. i slike 1. 1 2.).

PRIPREMANJE UZORAKA

5 %-tnu otopinu uzoraka koje Cete analizirati pripremite tako da odvagnete 0,5 + 0,001 g uzorka u gradui-
ranoj tikvici volumena 10 ml i nadopunite do 10 ml otapalom za rastapanje (5.5.).
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POSTUPAK

Postavite sustav za kromatografiju. Upumpajte otapalo za eluaciju (5.4.) brzinom od 1,5 ml/mm da biste
procistili cijeli sustav. Pri¢ekajte dok ne dobijete stabilnu baznu liniju.

Injektirajte 10 pl uzorka pripremljenog kao u tocki 6.

IZRACUNAVANJE I ISKAZIVANJE REZULTATA

Koristite metodu interne standardizacije, odnosno, pretpostavite da zbroj povrSina pikova koji odgovaraju
razliCitim trigliceridima iznosi 100 %. Izracunajte relativni postotak svakog triglicerida koriste¢i sljedecu
formulu:

Sina pik:
% triglicerida = 1.)0vrsuv1.a P! ,a x 100
zbroj povrsina pikova

Rezultat treba iskazati jednim decimalnim mjestom.

Biljeska 1. Redoslijed eluacije moze se odrediti izracunavanjem ekvivalentnih ugljikovih brojeva, §to se najcesée
definira odnosom ECN = CN - 2n, pri ¢emu je CN ugljikov broj, a n broj dvostrukih veza;
preciznije se moZe izracunati tako da se u obzir uzme izvor dvostruke veze. Ako su ng, n; i
ny, brojevi dvostrukih veza koje se pripisuju oleinskoj, linolnoj i linolenskoj kiselini, ekvivalentni
ugljikov broj moze se izra¢unati pomocu odnosa u formuli:

NCE = NC - dyn, - djn; — dy,n;,

pri ¢emu se koeficijenti dy, d; i d;,, mogu izracunati pomocu referentnih triglicerida. Pod uvjetima utvrdenima
ovom metodom, dobiveni odnos bit e blizak sljedeCemu:

NCE = NC - (2,60n,) — (2,35n,) - (2,17n,,).
Biljeska 2. Primjeri: Lichrosorb (Merck) RP18 Art 50333;
Licrosphere ili ekvivalent (Merck) 100 CH18 Art 50377.

Biljeska 3. S nekoliko je referentnih triglicerida takoder moguée izracunati rezoluciju u odnosu na triolein,
a= TR’/TRroleini

koriStenjem reduciranog retencijskog vremena RT' = RT = RTqpq-

Graf ,log o” u odnosu na ,f* (broj dvostrukih veza) omoguéava odredivanje retencijskih vrijednosti za sve
trigliceride masnih kiselina sadrzanih u referentnim trigliceridima - vidjeti sliku 2.

Biljeska 4. Ucinkovitost kolone mora omoguditi jasno odjeljivanje pika trilinoleina od pikova triglicerida sa
susjednim RT.
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Slika 1.
Kromatogram uzorka sojinog ulja
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Slika 2.

Graf od ,log a” u odnosu na ,f* (broj dvostrukih veza)
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Ln = linolenska kiselina
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

PRILOG IX.

SPEKTROFOTOMETRIJSKO ISPITIVANJE U ULTRAL]UBICASTOM PODRUé)U

UvoD

Spektrofotometrijsko ispitivanje u ultraljubicastom podru¢ju moze dati informacije o kvaliteti masti, njezinoj
oCuvanosti i promjenama koje su u njoj uzrokovane tehnoloskim procesima.

Do apsorpcija na valnim duljinama utvrdenima u ovoj metodi dolazi zbog prisustva konjugiranih diena i
triena. Te se apsorpcije iskazuju kao specifi¢ne ekstinkcije E! *, ., (ekstinkcija 1 %-tne otopine masti u odre-
denom otapalu, na debljini od 1 cm), $to se uobicajeno oznacava s K (i takoder se naziva ,koeficijentom
ekstinkcije”).

OPSEG

Ova metoda opisuje postupak provodenja spektrofotometrijskog ispitivanja maslinovog ulja u ultra-ljubicastom
podrugju.

PRINCIP METODE

Predmetna mast otapa se u propisanom otapalu, a zatim se odreduje ekstinkcija otopine na utvrdenim valnim
duljinama u odnosu na ¢isto otapalo. Specifiéne ekstinkcije izracunavaju se iz spektrofotometrijskih ocitanja.

OPREMA

Spektrofotometar za mjerenje ekstinkcije u ultraljubi¢astom podru¢ju izmedu 220 i 360 nm, s moguénoiéu
ocitavanja pojedina¢nih nanometrijskih jedinica.

Pravokutne kvarcne kivete, s poklopcima, opticke duljine 1 cm. Kad su napunjene vodom ili nekim drugim
odgovarajuéim otapalom, kivete se medusobno ne smiju razlikovati za vise od 0,01 ekstinkcijskih jedinica.

Graduirana tikvica volumena 25 ml.

Kromatografska kolona duljine 450 mm i promjera 35 mm s ispusnom cijevi ¢iji je promjer priblizno 10 mm.

REAGENSI

Spektrofotometrijski Cist izo-oktan (2,2,4-trimetilpentan). U odnosu na destiliranu vodu, treba imati transmisiju
koja nije manja od 60 % kod 220 nm niti je manja od 95 % kod 250 nm, ili

— spektrofotometrijski Cist cikloheksan: u odnosu na destiliranu vodu, treba imati transmisiju koja nije manja
od 40 % kod 220 nm niti je manja od 95 % kod 250 nm, ili

— neko drugo odgovarajuce otapalo sposobno u potpunosti otopiti mast (primjerice, etilni alkohol za rici-
nusovo ulje).

Bazi¢ni aluminijev oksid za kromatografiju na koloni pripremljen i provjeren kako je opisano u Dodatku I.

n-heksan, za kromatografiju.

POSTUPAK

Predmetni uzorak mora biti savrSeno homogen i bez sumnjivih oneci§éenja. Ulja koja su tekuca na temperaturi
okoline treba profiltrirati kroz papir na temperaturi od priblizno 30 °C, tvrde masti treba homogenizirati i
profiltrirati na temperaturi koja nije vise od 10 °C visa od tocke talista.
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5.2

5.3.

5.4.

6.1.

6.2.

Al.l.

A.1.2.

Odvagnite precizno priblizno 0,25 g tako pripremljenog uzorka u graduiranoj tikvici volumena 25 ml, nado-
punite propisanim otapalom do oznake i homogenizirajte. Dobivena otopina mora biti savrSeno bistra. Ako je
doslo do opalescencije ili zamuéenosti, brzo ju profiltrirajte kroz papir.

Napunite kivetu dobivenom otopinom i izmjerite ekstinkcije na odgovarajucoj valnoj duljini izmedu 232 i
276 nm, koriste¢i upotrijebljeno otapalo kao referentno.

ZabiljeZene vrijednosti ekstinkcije moraju se nalaziti unutar raspona od 0,1 do 0,8. Ako nije tako, mjerenja se
moraju ponoviti, s time da se upotrijebe otopine vece ili manje koncentracije, ovisno o slucaju.

Kad se zahtijeva odredivanje specificne ekstinkcije nakon prelaska preko aluminijevog oksida, postupite kako
slijedi. U kolonu za kromatografiju stavite 30 g bazi¢nog aluminijevog oksida u otopini u heksanu. Nakon §to
se adsorbent slegao, uklonite suvi§ak heksana do priblizno 1 ¢m iznad vrha aluminijevog oksida.

Otopite 10 g masti, homogenizirane i filtrirane kako je opisano u tocki 5.1., u 100 ml heksana i ulijte otopinu
u kolonu. Sakupite eluat (tekucinu iz kolone) i isparite svo otapalo pod vakuumom na temperaturi nizoj od
25°C.

Odmah nastavite kako je opisano u tocki 5.2., koriste¢i ovako dobivenu mast.

ISKAZIVANJE REZULTATA

Zabiljezite specificne ekstinkcije (koeficijente ekstinkcije) na razli¢itim valnim duljinama, izracunate kako slijedi:

_E
N CS

Ky

pri cemu je:

K\ = specificna ekstinkcija na valnoj duljini y;
E, = ekstinkcija mjerena na valnoj duljini A;

¢ = koncentracija otopine u g/100 ml;

s = debljina kivete u cm.

Rezultate treba iskazati s dva decimalna mjesta.

Spektrofotometrijska analiza maslinovog ulja u skladu sa sluzbenom metodom u propisima EEZ-a utvrduje
odredivanje specifi¢ne ekstinkcije u otopini izo-oktana na valnim duljinama izmedu 232 i 270 nm i odredi-
vanje K, $to je zadano kao:

Km74 + Km-%—4

AK = K, — 5

pri ¢emu je K, specifiéna ekstinkcija na valnoj duljini m, valnoj duljini za maksimalnu apsorpciju oko 270 nm.
DODATAK L

Pripremanjealuminijevog oksida i ispitivanje njegove aktivnosti

Pripremanje aluminijevog oksida

Aluminijevoksid koji ste prethodno osusili drzeci ga u pedi tri sata na temperaturiizmedu 380 i 400 °C, stavite
u posudu koja se moze hermeticki zatvoriti,dodajte destiliranu vodu u omjeru od 5 ml na 100 g aluminijevog
oksida, odmahzatvorite posudu, opetovano protresajte i zatim pustite da se slijeZe najmanjel2 sati prije
uporabe.

Provjeravanje aktivnosti aluminijskogoksida

Pripremite kromatografsku kolonu s30 g aluminijevog oksida. Postupajui kako je opisano u stavku 5.4.,
krozkolonu treba propustiti mjesavinu koja se sastoji od:

— 95 % djevicanskog maslinovog ulja ¢ija je specificnaekstinkcija manja od 0,18 kod 268 nm,

— 5% ulja odkikirikija, koje je u procesu rafiniranja tretirano zemljom, Cija specificnaekstinkcija nije niza od 4
kod 268 nm.



03/Sv. 8

Sluzbeni list Europske unije 91

A2

A2.1.

A.2.2.

Ako mjesavina, nakonprolaska kroz kolonu, ima specificnu ekstinkciju visu od 0,11 kod 248 nm,aluminijev
oksid je prihvatljiv, a u suprotnom se slucaju mora povecati razinadehidracije.

DODATAK II.

Umjeravanje spektrofotometra

Oprema se mora periodicki provjeravati (najmanje jedanput svakih Sest mjeseci) obzirom na odziv valne duljine
i preciznost odziva.

Valna duljina moze se provjeriti koriStenjem svjetiljke sa Zivinom parom ili pomocu odgovarajucih filtara.

S ciljem provjeravanja odziva fotocelije i fotomultiplikatora postupite kako slijedi: odvagnite 0,2000 g Cistog
kalijevog kromata za spektrofotometriju i otopite ga u 0,05 mol/l otopini kalijevog hidroksida u graduiranoj
tikvici volumena 1000 ml i nadopunite do oznake. Uzmite tocno 25 ml dobivene otopine, stavite ju u
graduiranu tikvicu volumena 500 ml i razrijedite do oznake koriste¢i istu otopinu kalijevog hidroksida.

Izmjerite ekstinkciju tako dobivene otopine kod 275 nm, koristeci otopinu kalijevog hidroksida kao referentnu.
Ekstinkcija izmjerena koriStenjem kivete od 1 cm treba biti 0,200 + 0,005.
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2.1.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

2.3.

3.1.

PRILOG X.A

ANALIZA METILNIH ESTERA MASNIH KISELINA PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM

OPSEG

Ova metoda daje opée upute za primjenu plinske kromatografije, koristenjem punjenih ili kapilarnih kolona,
radi utvrdivanja kvalitativnog i kvantitativnog sastava mjeSavine metilnih estera masnih kiselina dobivenih u
skladu s metodom utvrdenom u Prilogu X.B.

Ova metoda ne primjenjuje se na polimerizirane masne kiseline.

REAGENSI
Plin nosac

Inertni plin (dusik, helij, argon, vodik, i tako dalje), temeljito osusen, sa sadrzajem kisika manjim od 10 mg/kg.

Biljeska 1. Vodik, koji se kao plin nosa¢ koristi samo u kapilarnim kolonama, moze udvostruciti brzinu analize,
ali je opasan. Dostupni su sigurnosni uredaji.

Pomoéni plinovi

Vodik (Cistoce = 99,9 %), bez organskih necistoca.
Zrak ili kisik, bez organskih necistoca.

Referentni standard

Mjesavina metilnih estera ¢istih masnih kiselina, ili metilnih estera masti poznatog sastava, po mogu¢nosti nalik
onoj masne tvari koja se analizira.

Posebnu paznju treba posvetiti sprecavanju oksidacije viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina.

OPREMA

Navedene upute odnose se na uobicajenu opremu koja se koristi za plinsku kromatografiju, ukljucujuéi punjene
ifili kapilarne kolone i plameno-ionizacijski detektor. Sva oprema koja osigurava ucinkovitost i rezoluciju
utvrdenu u stavku 4.1.2. smatra se odgovarajuom.

Plinski kromatograf

Plinski kromatograf treba sadrzavati sljedece elemente.

Sustav za injektiranje

Koristite sustav za injektiranje bilo s:

(a) punjenim kolonama, s najmanjim moguéim slobodnim (neiskoristenim) volumenom (u ovom slucaju
sustav za injektiranje treba biti u stanju zagrijati se na temperaturu koja je izmedu 20 i 50 °C visa od
temperature kolone); ili s

(b) kapilarnim kolonama, u kojem slucaju sustav za injektiranje treba biti izraden posebno za koristenje s
takvim kolonama. Po vrsti, injektor moze biti s dijeljenjem uzorka ili bez dijeljenja uzorka u koloni.

Biljeska 2. Ako nema masnih kiselina s manje od 16 atoma ugljika, moZe se koristiti injektor s pomi¢nom
iglom.

Ped

Pe¢ za termostatiranje kolone mora biti u stanju zagrijati kolonu na temperaturu od najmanje 260 °C i
odrzavati Zeljenu temperaturu unutar 1°C u slucaju punjene kolone i unutar 0,1 °C u slucaju kapilarne
kolone. Ovaj posljednji zahtjev posebno je vazan kad se koristi kvarcna cijev.

U svim se slucajevima preporucuje koristenje zagrijavanja programiranom temperaturom, a posebno za masne
kiseline koje imaju manje od 16 atoma ugljika.
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3.1.3.1.

3.1.3.2

3.1.3.3.

3.1.4.

3.1.4.1.

3.1.4.2.

3.1.4.3.

3.2

3.3.

Punjena kolona
Kolona izradena od materijala koji je inertan u odnosu prema tvari koja ¢e se analizirati (primjerice, staklo ili
nehrdajudi Celik) ¢ije su dimenzije kako slijedi:

(a) duljina: 1 do 3 m. Relativno kratka kolona treba se koristiti kad su prisutne masne kiseline dugog lanca
(iznad C,g). Prilikom analiziranja kiselina s 4 ili 6 atoma ugljika, preporuca se koristenje kolone duljine 2
m;

(b) unutarnji promjer: 2 do 4 mm.

Biljeska 3. Ako su prisutne viSestruko nezasiene komponente s vise od tri dvostruke veze, mogu se razgraditi u
koloni od nehrdajuceg celika.

Biljeska 4. Moze se koristiti sustav s dvije jednake punjene kolone.
Punjenje, koje ukljucuje sljedece elemente:

(a) nositelj: diatomejska zemlja oprana kiselinom i silanizirana, ili neki drugi odgovarajudi inertni nositelj s
malim rasponom veli¢ine zrna (raspon od 25 pm unutar granica izmedu 125 i 200 pm), s time da je
prosje¢na veli¢ina zrna u odredenom odnosu na unutarnji promjer i duljinu kolone;

(b) stacionarna faza: polarna tekudina poliesterskog tipa(primjerice, dietilenglikol polisukcinat, butandiol poli-
sukcinat, etileneglikol poliadipat, i tako dalje) cijanosilikoni ili druge tekuéine koje omogucuju zahtijevano
kromatografsko odjeljivanje (vidjeti klauzulu 4.). Punjenje treba sadrzavati izmedu 5 i 20 % (m/m) stacio-
narne faze. Za odredena odjeljivanja moze se koristiti nepolarna stacionarna faza.

Kondicioniranje kolone

Kad je kolona odspojena, ako je to moguée, od detektora, postupno zagrijte pe¢ na 185 °C i kroz svjeze
pripremljenu kolonu pustajte struju inertnog plina brzinom od izmedu 20 i 60 ml/min, ne krade od 16 sati na
toj temperaturi te jo§ sljedeca 2 sata na 195 °C.

Kapilarna kolona

Cijev, izradena od materijala koji je inertan u odnosu prema tvari koja ¢e se analizirati (uobicajeno, staklo ili
kvarc). Unutarnji promjer treba biti izmedu 0,2 i 0,8 mm. Unutarnja povriina treba se obraditi na odgovarajudi
nacin (primjerice, pripremanje povrsine, deaktiviranje) prije nanoSenja premaza stacionarne faze. U velini je
slucajeva dovoljna duljina od 25 mm.

Stacionarna faza, obino po vrsti poliglikol (poli(etilen glikol) 20 000), poliester (butandiol polisukcinat) ili
polarni polisiloksan (cijanosilikon). Odgovarajuce su i kolone gdje je stacionarna faza kemijski vezana (umre-
Zena) na materijal nosa¢ (tzv. bonded/crosslinked columns).

Biljeska 5. Postoji opasnost da polarni polisiloksani prouzroce poteskoée prilikom identificiranja i odjeljivanja
linolenske kiseline i C,, kiselina.

Premazi trebaju biti tanki, odnosno, od 0,1 do 0,2 pm.
Sastavljanje i kondicioniranje kolone

UvaZavajte normalne mjere predostroznosti prilikom sastavljanja kapilarnih kolona, odnosno, namjestanje
kolone u pedi (nositelj), odabir i sastavljanje prikljucaka (Cvrsto spojeni (zabrtvljeni) da ne bi doslo do curenja),
pozicioniranje krajeva kolone u injektoru i na detektoru (smanjivanje slobodnog (neiskoristenog) volumena).
Kolonu stavite pod struju plina nosaca (primjerice, 0,3 bar (30 kPa) za kolonu duljine 25 mm i unutarnjeg
promjera 0,3 mm).

Kolonu kondicionirajte temperaturnim programiranjem peéi po 3 °C/min od temperature okoline na tempera-
turu koja je 10 °C niza od granice razgradivanja stacionarne faze. Odrzavajte ovu temperaturu peéi jedan sat,
dok se bazna linija ne stabilizira. Vratite ju na 180 °C da biste radili u izotermnim uvjetima.

Biljeska 6. Odgovarajuce unaprijed kondicionirane kolone dostupne su u slobodnoj trgovini.

Detektor, po moguénosti takav da ga se moze zagrijati na temperaturu visu od one kolone.

Strcaljka

Strcaljka treba imati maksimalni volumen 10 pl i biti graduirana s podjelom po 0,1 pl.

Pisac

Ako Ce se krivulja koristiti za izracunavanje sastava analizirane mjeSavine, zahtijeva se elektronicki pisa¢ visoke
preciznosti, kompatibilan s koristenom opremom. Pisa¢ treba imati sljedee karakteristike:

(a) brzina odziva ispod 1,5 s, po moguénosti 1 s (brzina odziva je vrijeme potrebno za pisaljku da, nakon
iznenadnog dobivanja 100 %-tnog signala, prijede od 0 do 90 %);
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3.4.

4.1.

4.1.1.1.

(b) Sirina papira minimalno 20 cm;
(c) brzina papira, takva da se moze prilagoditi vrijednostima izmedu 0,4 i 2,5 cm/min.
Integrator

Brz i precizan izratun moZe se posti¢i pomocu elektronickog integratora. Time se dobiva linearni odziv
odgovarajuce osjetljivosti, a ispravak za devijaciju bazne linije bit ¢e zadovoljavajudi.

POSTUPAK

Aktivnosti opisane u stavcima od 4.1. do 4.3. odnose se na koritenje plameno-ionizacijskog detektora.

Umjesto toga, moze se koristiti plinski kromatograf s katarometarskim detektorom (koji radi na principu
promjena toplinske vodljivosti). Radni uvjeti se u tom slucaju prilagodavaju kako je opisano u klauzuli 6.

Uvjeti ispitivanja
Odabir optimalnih radnih uvjeta
Punjena kolona

Prilikom odabira uvjeta ispitivanja u obzir treba uzeti sljedeée varijable:

(a) duljina i promjer kolone;

(b) priroda i koli¢ina stacionarne faze;

(c) temperatura kolone;

(d) protok plina nosaca;

(e) zahtijevana rezolucija;

(f) veli¢ina ispitivanog dijela, odabrana na takav nacin da sklop detektora i elektrometra daje linearni odziv;
(g) trajanje analize.

Opdenito, vrijednosti dane u tablici 1. i tablici 2. dovest ¢e do Zeljenih rezultata, odnosno najmanje 2 000

teoretskih odsjecaka po metru duljine kolone za metilni stearat i njegovo eluiranje unutar otprilike 15 minuta.

U slucaju kad to oprema dopusta, injektor treba biti na temperaturi od otprilike 200 °C, a detektor na
temperaturi jednakoj ili viSoj od temperature kolone.

U pravilu, odnos brzine protoka vodika unesenog u plameno-ionizacijski detektor i brzine plina nosaca varira
od 1:2 do 1:1, ovisno o promjeru kolone. Protok kisika je otprilike izmedu 5 i 10 puta veci od protoka vodika.

Tablica 1.
Unutarnji promjer kolone Protok plina nosaca
mm ml/min
2 15 do 25
20 do 40
4 40 do 60
Tablica 2.
Koncentracija stacionarne faze Temperatura kolone
% (m/m) °C
5 175
10 180
15 185
20 185
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4.1.1.2.

Kapilarna kolona

Svojstva ucinkovitosti i propusnosti kapilarne kolone pokazuju da odjeljivanje izmedu sastojaka i trajanje
analize uvelike ovise o brzini protoka plina nosaca kroz kolonu. Stoga je potrebno optimirati radne uvjete
djelovanjem na ovaj parametar (ili, jednostavnije, na glavni gubitak kolone), ovisno o tome Zelite li poboljsati
odjeljivanje ili ubrzati analizu.

Odredivanje broja teoretskih odsjecaka/tavana (ucinkovitost) i rezolucije (vidjeti sliku 1.)

Analizu mjesavine metilnog stearata i metilnog oleata provedite u priblizno jednakim omjerima (primjerice,
metilni esteri iz kakao maslaca).

Odaberite temperaturu kolone i protok plina nosaca tako da se maksimum pika metilnog stearata zabiljezi
priblizno 15 minuta nakon pika otapala. Upotrijebite onoliku koli¢inu mjeSavine metilnih estera koja je
dovoljna da pik metilnog stearata zauzme oko tri Cetvrtine pune skale.

Broj teoretskih odsjecaka, n (u¢inkovitost), izracunajte koristeéi formulu:

a rezoluciju, R, koriste¢i formulu:

2A
R =
01 + 0
pri cemu je:
dr, retencijska udaljenost, u milimetrima, od pocetka kromatograma do maksimuma pika metilnog

stearata;

0, i 0, Sirine, u milimetrima, pikova metilnog stearata odnosno metilnog oleata, mjerene izmedu sjecista
tangenti na tockama infleksije krivulje s baznom linijom;

A udaljenost, u milimetrima, izmedu maksimalnog pika metilnog stearata i metilnog oleata.



96

Sluzbeni list Europske unije

03/Sv. 8

Zrak

Slika 1.

Kromatogram za odredivanje broja teoretskih odsjecaka (ucinkovitost) i rezolucije

Otapalo

A

Metilni
Oleat

Metilni
Stearat

ﬂ |

. | L}
JL e
(1)(“).

@)

8

Pocetak

4.2.

4.3.

Radni uvjeti koje treba odabrati jesu oni koji ¢e omoguciti najmanje 2 000 teoretskih odsjecaka po
metru duljine kolone za metilni stearat i rezoluciju od najmanje 1,25.

Ispitivani dio uzorka

Pomocu Strcaljke (3.2.) uzmite izmedu 0,1 i 2 pl otopine metilnog estera pripremljene u skladu s
Prilogom X.B i injektirajte u kolonu.

U slucaju da esteri nisu u otopini, pripremite otopinu od priblizno 100 mg/ml u heptanu kromato-
grafske Cistoce i injektirajte izmedu 0,1 i 1 pl ove otopine.

Ako analizirate sastojke prisutne samo u tragovima, veli¢ina ispitivanog dijela uzorka moze se
povecati (i do deseterostruko).

Analiza

Opdenito, radni uvjeti trebaju biti kao oni utvrdeni u tocki 4.1.1.

Medutim, moguce je raditi s nizom temperaturom kolone kad se zahtijeva odredivanje masnih
kiselina koje imaju manje od 12 atoma ugljika, ili s viSom temperaturom kad se zahtijeva odredi-
vanje masnih kiselina koje imaju viSe od 20 atoma ugljika. Povremeno je moguée u oba slucaja
koristiti temperaturno programiranje. Primjerice, ako uzorak sadrzi metilne estere masnih kiselina s
manje od 12 atoma ugljika, injektirajte uzorak na 100 °C (ili na izmedu 50 i 60 °C ako je prisutna
maslacna kiselina) i odmah povisite temperaturu brzinom od 4 do 8 °C/min do optimalne. U nekim
slucajevima mogu se kombinirati ova dva postupka.

Nakon programiranog zagrijavanja nastavite eluaciju na stalnoj temperaturi sve dok sve komponente
ne eluiraju. Ako instrument nema programirano zagrijavanje, koristite ga na dvije fiksne temperature
izmedu 100 i 195 °C.

Ako je potrebno, preporucuje se provodenje analize na dvije nepromjenjive faze s razlicitim polar-
nostima da bi se potvrdilo da nema maskiranih pikova, primjerice u slu¢aju istovremene prisutnosti
konjugiranih Cyg.3 1 Cyp.0, ili Cyg3 1 Cigoa-
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4.4.

5.1.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.
5.2.2.1.

5.2.2.2.

Pripremanje referentnog kromatograma i referentnih grafova

Analizirajte referentnu standardnu mjesavinu (2.3.) koristedi iste radne uvjete kao 3to su oni primi-
jenjeni za uzorak, pa izmjerite retencijska vremena ili retencijske udaljenosti za prisutne masne
kiseline. Na semi-logaritamskom papiru, za svaki stupanj nezasicenosti, kreirajte grafove koji poka-
zuju logaritamsku vrijednost retencijskog vremena ili udaljenosti kao funkciju broja atoma ugljika. U
izotermnim uvjetima, grafovi za kiseline ravnog lanca jednakog stupnja nezasiCenosti trebali bi biti
ravne linije. Te linije trebale bi biti priblizno paralelne.

Potrebno je izbjegavati uvjete u kojima postoje ,maskirani pikovi”, odnosno u kojima rezolucija nije
dovoljna da bi se odijelila dva sastojka.

ISKAZIVANJE REZULTATA
Kvalitativna analiza

Identificirajte pikove metilnog estera za uzorak iz grafa pripremljenog prema tocki 4.4., ako je
potrebno interpolacijom.

Kvantitativna analiza
Odredivanje sastava

Osim u iznimnim slu¢ajevima, koristite metodu interne normalizacije, odnosno, pretpostavite da su
svi sastojci uzorka predstavljeni na kromatogramu, tako da ukupna povrSina pod pikovima pred-
stavlja 100 % sastojaka (ukupna eluacija).

Ako oprema ukljucuje integrator, koristite brojke dobivene od njega. Ako ga ne ukljucuje, odredite
povrsinu pod svakim pikom tako da pomnozite visinu pika s njegovom Sirinom na polovici visine,
a, kad je potrebno, uzmite u obzir razliite atenuacije koje su se koristile tijekom biljezenja.
Metoda izradunavanja

Opéeniti slucaj

IzraCunajte sadrzaj danog sastojka i, iskazan kao postotak mase metilnih estera, odredivanjem

postotka kojega predstavlja povrsina odgovarajuceg pika u odnosu na zbroj povrsina svih pikova,
koristedi sljede¢u formulu:

A
A 100
SA S

pri Cemu je:

A; povrsina pod pikom koji odgovara sastojku i;
TA zbroj povr$ina pod svim pikovima.

Rezultat iskazite jednim decimalnim mjestom.

Biljeska 7.: U ovom opcenitom slucaju, smatra se da rezultat izracuna na temelju relativnih povrsina
predstavlja postotak mase. U slucajevima u kojima ova pretpostavka nije dopustena,
vidjeti tocku 5.2.2.2.

Koristenje korekcijskih faktora

U nekim slucajevima, primjerice kad su prisutne masne kiseline s manje od osam atoma ugljika ili
kiselina sa sekundarnim grupama, kad se koriste detektori toplinske vodljivosti ili kad se posebno
zahtijeva najvisi stupanj preciznosti, treba koristiti korekcijske faktore da bi se postotke povriine
pikova pretvorilo u postotke mase sastojaka.

Korekcijske faktore odredite pomocu kromatograma dobivenog analizom referentne mjesavine
metilnih estera poznatog sastava, provedene pod radnim uvjetima jednakima onima koji su koristeni
za uzorak.

Za ovu referentnu mjesavinu postotak mase sastojaka i zadan je sljede¢om formulom:
my
— x 100
Zm

pri cemu je:

m; masa sastojka i u referentnoj mjesavini;

Im zbroj masa svih sastojaka referentne mjesavine.
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5.2.2.3.

Za kromatogram referentne mjesavine (4.4.) izraunajte postotak (povrSina/povrSina) za sastojak i

kako slijedi:

A
— x 100
ZA

pri cemu je:
A; povrsina pod pikom koji odgovara sastojku i;
SA zbroj povrsina pod svim pikovima.
Korekcijski faktor se zatim izracunava kao:
m; X ZA
"7 A X Im

Uobicajeno se korekcijski faktori iskazuju u odnosu na K¢y, tako da relativni faktori postaju:

, Ki
K i =
KC16

Za uzorak, sadrzaj svakog sastojka i, iskazan kao postotak mase metilnih estera, jest:
K,i X Ai

——— x 100
Z(K'i X Al) x

Rezultat iskazite jednim decimalnim mjestom.
KoriStenje internog standarda

U nekim analizama (primjerice, gdje nisu sve masne kiseline kvantificirane, kao kad su prisutne

kiseline sa Cetiri i Sest ugljika zajedno s kiselinama sa 16 i 18 ugljika, ili kad je potrebno odrediti
apsolutnu koli¢inu masnih kiselina u nekom uzorku), potrebno je koristiti interni standard. Cesto se
koriste masne kiseline s pet, 15 ili 17 ugljika. Treba odrediti korekcijski faktor (ako postoji) za
interni standard.

Postotak mase sastojka i, iskazan kao metilni esteri, zadan je formulom:
mg X K’i X Ai

100
m X K's x Ag x

pri cemu je:

A; povrSina pod pikom koji odgovara sastojku i;

A povrsina pod pikom koji odgovara Internom standardu;
K’; korekcijski faktor za sastojak i (u odnosu na K;);

K, korekcijski faktor za interni standard (u odnosu na K¢je);
m je masa, u miligramima, ispitivanog dijela uzorka;

m, je masa, u miligramima, internog standarda.

Rezultate iskazite jednim decimalnim mjestom.

POSEBAN SLUCA] - KORISTENJE KATAROMETARSKOG DETEKTORA (KOJI RADI NA PRINCIPU
PROMJENA TOPLINSKE VODLJIVOSTI)

Plinski kromatograf koji koristi detektor koji radi na nacelu promjena toplinske vodljivosti (kata-
rometar) moze se koristiti i za odredivanje kvalitativnog i kvantitativnog sastava mjesavine metilnih
estera masnih kiselina. Ako se koristi, uvjeti utvrdeni u klauzuli 3. i klauzuli 4. trebaju se modifi-
cirati kako je prikazano u tablici 3.

Za kvantitativnu analizu koristite korekcijske faktore definirane u tocki 5.2.2.2.
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Tablica 3.
Varijabla Vrijednost/uvjet
Kolona Duljina: 2 do 4 metra
Unutarnji promjer: 4 mm
Nositelj Veli¢ina zrna izmedu 160 i 200 pm
Koncentracija stacionarne faze 15 do 25 % (m/m)
Plin nosa¢ Heljj ili, ako ga nema, vodik, s najmanjim mogu¢im
sadrzajem kisika
Pomoc¢ni plinovi Nema
Temperatura injektora 0Od 40 do 60 °C visa od temperature kolone
Temperatura kolone 180 do 200 °C
Protok plina nosaca Obi¢no izmedu 60 i 80 ml/min
Veli¢ina injektiranog dijela uzorka Obi¢no izmedu 0,5 i 2 pl
7. IZVJESCE O ISPITIVANJU

Izvjesée o ispitivanju treba navesti metode koriStene za pripremanje metilnih estera i za plinsku kromato-
grafsku analizu te dobivene rezultate. Treba takoder sadrzavati sve pojedinosti djelovanja koja nisu navedena u
ovoj Medunarodnoj normi, ili se smatraju opcionalnima, zajedno s pojedinostima o bilo kojem dogadaju koji je
mogao utjecati na rezultate.

Izvjesée o ispitivanju treba ukljucivati sve informacije potrebne za potpunu identifikaciju uzorka.
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PRILOG X.B

PRIPREMANJE METILNIH ESTERA MASNIH KISELINA
U SKLADU S GLAVAMA 1. I IL. PRILOGA VI. UREDBI (EEZ) BR. 72/77 ILI S DOLJE OPISANOM METODOM

UvoD

Izbor postupka uvjetovan je kiselinskim sastavom i kiselo§¢u masne tvari koja se ispituje te metodom plinske
kromatografije kojom (e se analiza provesti.
Detaljnije:

— za masne tvari koje sadrze masne kiseline s manje od 12 atoma ugljika mogu se koristiti samo postupci sa
zataljenom posudicom ili postupci u kojima se koristi dimetil sulfat,

— za masne tvari Cija je kiselost iznad 3 % mogu se koristiti samo postupci sa metanol-solnom kiselinom ili s
metilnim sulfatom,

— za mijerenja trans-izomera plinskom kromatografijom mogu se koristiti samo postupci u kojima se koristi
natrijev metilat ili dimetil sulfat,

— za pripremanje metil estera iz malih koli¢ina masne tvari iz odjeljivanja tankoslojnom kromatografijom

mora se koristiti postupak s metanol-heksan-sumpornom kiselinom.

Prisutnost neosapunjivih tvari moze se zanemariti pod uvjetom da ne prelaze 3 %, inaCe se metilni esteri
moraju pripremiti iz masnih kiselina.

1. OPSEG 1 PODRUCJE PRIMJENE
Opisano je pet postupaka za pripremanje metilnih estera iz masnih tvari:
(a) s natrijevim metilatom;
(b) s natrijevim metilatom u zataljenoj posudici;
(c) sa solnom kiselinom u metanolu u zataljenoj posudici;
(d) s dimetil sulfatom;

() s metanol-heksan-sumpornom kiselinom.

Postupak A

2. PRINCIP

Masna tvar koja se analizira zagrijava se pod povratnim hladilom s metilnim alkoholom i natrijevim metilatom.
Dobiveni metilni esteri ekstrahiraju se etilnim eterom.

3. OPREMA

3.1. Tikvica volumena 100 ml s povratnim hladilom, s kivetom od natrijevog karbonata pricvrséenom na vrh, s
spojevima od brusenog stakla.

3.2. Odmjerne staklene posude, volumena 50 ml.

3.3. Odmjerna pipeta, volumena 5 ml, s podjelom po 0,1 ml.
3.4. Lijevci za odjeljivanje, volumena 250 ml.

3.5. Tikvica volumena 200 ml.

4. REAGENSI

4.1. Bezvodni metanol.
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

3.1.

3.2

4.1.

5.1.

5.2.

5.3.

Otopina natrijevog metilata u metanolu, priblizno 1 %-tna; pripremite ju tako da otopite 0,34 g metalnog
elementarnog natrija u 100 ml bezvodnog metanola.

Etilni eter.
10 %-tna otopina natrijevog klorida.

40 do 60 °C petroleter.

POSTUPAK

U tikvicu volumena 100 ml stavite 2 g masne tvari koja je prethodno osu$ena na natrijevom sulfatu i profil-
trirana. Dodajte 35 ml metanola, namjestite hladilo i pustite da vrije pod povratnim hladilom nekoliko minuta.

Zaustavite postupak zagrijavanja, maknite hladilo i brzo dodajte 3,5 ml otopine natrijevog metilata; ponovno
namjestite hladilo i pustite da vrije pod povratnim hladilom ne krade od 3 sata. Metiliranje je zavrSeno kad su
sve masne tvari postale tekuce i kad je mjeSavina reagensa savrSeno bistra na sobnoj temperaturi.

Ohladite i ulijte mjeSavinu reagensa u lijevak za odjeljivanje, volumena 250 ml, dodajte izmedu 35 i 40 ml
etilnog etera, 100 ml vode i 5 do 6 ml 10 %-tne otopine natrijevog klorida. Protresite i pustite da se slojevi
odijele. Prebacite vodenu fazu u drugi lijevak za odjeljivanje i jo§ jedanput ekstrahirajte sa 25 ml etilnog etera.
PomijeSanim ekstraktima etera dodajte 50 ml 40 do 60 °C petroletera. Voda ¢e se odijeliti i mozete ju
odstraniti.

Operite etersku fazu tri puta sa 10 do 15 ml vode, osusite na natrijevom sulfatu i profiltrirajte kroz papir,
skupljajuéi filtrat u tikvicu volumena 200 ml.

Isparite otapalo do 20 ml, zavrSavajuli postupak iznad parne kupelji u struji ¢istog dusika.

Postupak B

PRINCIP

Masna tvar koja se analizira obraduje se metanolskom otopinom natrijevog metilata, u dobro zacepljenoj
posudici, na temperaturi 85 do 90 °C.

OPREMA

Cvrsta staklena posudica volumena priblizno 5 ml (visine izmedu 40 i 45 mm, promjera izmedu 14 i 16 mm).
Odmjerna pipeta, volumena 1 ml, s podjelom po 0,1 ml.

REAGENSI

Otopina natrijevog metilata u metanolu, priblizno 1,5 %-tna. Pripremite ju tako da otopite 0,50 g metalnog
natrija u 100 ml bezvodnog metanola.

POSTUPAK

U staklenu posudicu stavite 2 ¢ masne tvari koja je prethodno osuSena na natrijevom sulfatu i profiltrirana.
Dodajte 0,3 g (priblizno 0,4 ml) otopine natrijevog metilata i zatalite posudicu.

Uronite posudicu na 2 sata u vodu temperature 85 do 90 °C, uz povremeno protresanje. Postupak esterifikacije
zavr$en je kad sadrzaj posudice bude bistar nakon sedimentacije glicerina i ostatka reagensa.

Ohladite na sobnoj temperaturi. Posudicu otvorite neposredno prije koristenja metilnih estera. Oni ne zahti-
jevaju nikakvu daljnju obradu prije stavljanja u uredaj za plinsku kromatografiju.

Postupak C

PRINCIP

Masna tvar koja se analizira obraduje se metanol-solnom kiselinom, u zataljenoj posudici, na 100 °C.
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3.1.

3.2.

4.1.

4.2.

5.1.

5.2.

5.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

OPREMA

Cvrsta staklena posudica volumena priblizno 5 ml (visine 40 do 45 mm, promjera 14 do 16 mm).

Kalibrirane pipete volumena 1 i 2 ml

REAGENSI

2 %-tna otopina solne kiseline u metanolu. Pripremite ju od plinovite solne kiseline i bezvodnog metanola
(biljeska 1.).

Heksan za plinsku kromatografiju.

POSTUPAK

U staklenu posudicu stavite 0,2 ¢ masne tvari koja je prethodno osusena na natrijevom sulfatu i profiltrirana, i
2 ml otopine solne kiseline u metanolu. Zatalite posudicu.

Uronite posudicu u vodu temperature 100 °C na 40 minuta.

Ohladite posudicu pod tekuéom vodom, otvorite ju, dodajte 2 ml destilirane vode i 1 ml heksana. Centrifu-
girajte i odstranite heksansku fazu koja je spremna za uporabu.

Postupak D

PRINCIP

Masna tvar koja se analizira saponificira se otopinom kalijevog hidroksida u metilnom alkoholu, a zatim
obraduje dimetil sulfatom. Kad se doda solna kiselina, metilni esteri koji su se formirali automatski se odjeljuju.
Daljnjom obradom aluminijevim oksidom dobivaju se iznimno €isti metilni esteri.

OPREMA

Cvrsta epruveta volumena od priblizno 20 ml s 10/19 ¢epom od brusenog stakla i sigurnosnim kvacicama.
Povratna hladila s 10/19 nastavcima od brusenog stakla.

Stakleni filtri sa sinter diskom, veli¢cine G 2, promjera 20 mm.

Staklene epruvete volumena priblizno 10 ml, s koni¢nim dnom.

Strcalike od 1 ml i 5ml.

REAGENSI

Kalijev hidroksid, 10 %-tna otopina u metilnom alkoholu, za plinsku kromatografiju.
Indikator bromkrezol zeleno: 0,05 %-tna otopina u metilnom alkoholu.
Dimetil sulfat (p = 1,335 pri 15 °C).

Koncentrirana solna kiselina (p = 1,19), razrijedena u jednakim dijelovima metilnim alkoholom za plinsku
kromatografiju.

Aluminijev oksid po Brockmannu, za adsorpcijsku kromatografiju.

POSTUPAK

U epruvetu volumena 20 ml stavite 2,2 ml masne tvari koja je prethodno osusena na natrijevom sulfatu i
profiltrirana. Dodajte 5 ml otopine kalijevog hidroksida i nekoliko kvarcnih zrnaca radi kontroliranja vrenja.
Pri¢vrstite povratno hladilo i zagrijavajte nad slabim plamenom pet minuta, uz protresanje. Saponifikacija Ce
biti zavriena kad je otopina bistra. Na kraju ohladite pod teku¢om vodom i odstranite hladilo.



03/Sv. 8

Sluzbeni list Europske unije

103

5.2.

5.3.

3.1.

3.2
3.3.
3.4.
3.5.

4.1.

4.2.
4.3.

5.1.

5.2.
5.3.

Dodajte dvije kapi indikatora i, koriste¢i Strcaljku, 1 ml dimetil sulfata, i to polako. Hermeticki zacepite
posudicu i protresajte ju izmedu dvije i tri minute, a donji dio posudice u ucestalim intervalima uranjajte u
kipuéu vodenu kupelj. Reakcija je zavrSena kad se boja indikatora promjeni iz plave u Zutu. Na kraju, ohladite
posudicu pod tekuéom vodom, otvorite ju i dodajte 5 ml otopine solne kiseline u metanolu.

Nakon 3to ste ju nekoliko sekundi tresli, odlozZite posudicu pod odredenim kutom i zatim ju lagano kuckajte.
To ¢e pomodi izdizanju metilnih estera na povrsinu, u obliku uljane mase (biljeska A).

Metilne estere odstranite pomocu Strcaljke, stavite ih u epruvetu s koni¢nim dnom, dodajte aluminijev oksid u
zapremini koja je jednaka priblizno % volumena metilnih estera, protresite i profiltrirajte preko filtar-papira.

Biljeska A. Ako se metilni esteri ne odijele spontano, dodajte 5 ml vode u epruvetu i zatim protresite.

Postupak E

PRINCIP

Masna tvar koja se analizira zagrijava se pod povratnim hladilom s metanol-heksan-sumpornom kiselinom.
Dobiveni metilni esteri ekstrahiraju se petroleterom.

OPREMA

Epruveta volumena od priblizno 20 ml, sa zra¢nim povratnim hladilom duljine priblizno 1 m, sa spojevima od
brusenog stakla.

Kalibrirana pipeta volumena 5 ml.
Lijevak za odjeljivanje volumena 50 ml.
Odmjerne posude volumena 10 ml i 25 ml.

Epruveta volumena 15 ml s koni¢nim dnom.

REAGENSI

Reagens za metiliranje: bezvodna metanol-heksan-koncentrirana sumporna kiselina (p = 1,84) u omjeru
75:25:1 (V]V[V).

40 do 60 °C petroleter.

Bezvodni natrijev sulfat.

POSTUPAK

Tvar prikupljenu s kromatografske ploce stavite u epruvetu volumena 20 ml i dodajte 5 ml reagensa za
metiliranje.

Namjestite povratno hladilo i zagrijavajte 30 minuta u kipucoj vodenoj kupelji (biljeska 2.).

Mjesavinu kvantitativno prenesite u lijevak za odjeljivanje volumena 50 ml, pomoc¢u 10 ml destilirane vode i
10 ml petroletera. Snazno protresite i pustite da se faze odijele, odstranite vodenu fazu i isperite sloj etera dva
puta s 20 ml destilirane vode. U lijevak za odjeljivanje dodajte malu koli¢inu bezvodnog natrijevog sulfata,
protresite, pustite nekoliko minuta da se slegne i profiltrirajte, skupljajuéi filtrat u epruveti volumena 15 ml s
koni¢nim dnom.

Isparite otapalo iznad vodene kupelji u struji dusika.

Biljeska 1. Male koli¢ine plinovite solne kiseline mogu se lako pripremiti u laboratoriju jednostavnim izlu¢ivanjem iz otopine
dostupne u slobodnoj trgovini (p = 1,18), kapanjem koncentrirane sumporne kiseline (p = 1,84). Oslobodeni plin
lako se susi propuhivanjem kroz konc. sumpornu kiselinu. Buduéi da se solna kiselina vrlo brzo apsorbira u
metanolu, preporucuje se poduzimanje uobicajenih mjera predostroznosti prilikom njezina otapanja, primjerice,
plin uvodite kroz mali okrenuti lijevak ¢iji rub jedva da dodiruje povrsinu tekudine. Velike koli¢ine otopine solne
kiseline u metanolu mogu se pripremiti unaprijed, buduéi da se savrSeno ¢uva u bocama sa staklenim cepom,
pohranjenima na tamnom mjestu.

Biljeska 2. Da biste kontrolirali tocku vrelista, u epruvetu ubacite stakleni Stapi¢ i ogranicite temperaturu vodene kupelji na
90 °C.
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PRILOG XI.
ODREDIVANJE SADRZAJA HLAPIVIH HALOGENIRANIH OTAPALA U MASLINOVOM ULJU

METODA

Analiza plinskom kromatografijom uz koristenje ,head space” tehnike.

OPREMA

Uredaj za plinsku kromatografiju opremljen detektorom zahvata elektrona (ECD).
Uredaj ,head space”.

Staklena kolona za plinsku kromatografiju, duljine 2 m i promjera 2 mm, stacionarna faza faza OV 10110 %
ili ekvivalent, na nositelju od kalcinirane, diatomejske zemlje, oprane kiselinom i silanizirane,veli¢ine Cestica 80
do 100 mesh.

Nosa¢ i pomoéni plin: dusik za plinsku kromatografiju, odgovarajuéi za detekciju zahvatom elektrona.
Staklene tikvice od 10 do 15 ml, s teflonskim slojem i aluminijskim ¢epom kroz kojeg se moze uvesti $trcaljka.
Spojnice za hermeticko zatvaranje.

Strcaljka za plin izmedu 0,5 i 2 ml.

REAGENSI

Standard: halogenirana otapala iji stupanj Cistoce odgovara za plinsku kromatografiju.

POSTUPAK

Toéno odvagnite oko 3 g ulja u staklenoj tikvici (koja se nece ponovno koristiti); hermeticki ju zacepite. Stavite
ju u termostat na 70 °C na sat vremena. Koriste¢i strcaljku pazljivo izuzmite izmedu 0,2 i 0,5 ml ,head space”-
a (parne faze). Injektirajte ju u kolonu uredaja za plinsku kromatografiju namjestenoj kako slijedi:

— temperatura injektora: 150 °C,
— temperatura kolone: 70 do 80 °C,

— temperatura detektora: 200 do 250 °C.
Mogu se koristiti i druge temperature pod uvjetom da rezultati ostanu ekvivalentni.

Referentne otopine: pripremite standardne otopine koristeci rafinirano maslinovo ulje bez tragova otapala u
koncentracijama u rasponu od 0,05 do 1 ppm (mg/kg) i koji odgovaraju pretpostavljenom sadrzaju uzorka.
Halogenirana otapala mogu se razrijediti koritenjem pentana.

Kvantitativna prosudba: usporedite povrsine ili visine pikova uzorka i standardne otopine one koncentracije za
koju pretpostavljate da je najpribliznija. Ako je odstupanje vece od 10 %, treba ponoviti analizu uz uspore-
divanje s nekom drugom otopinom standarda dok odstupanje ne bude manje od 10 %. Sadrzaj se odreduje na
temelju prosjeka elementarnih injiciranja.

Iskazivanje rezultata: u ppm (mg/kg). Granica detekcije za ovu metodu je 0,01 mg/kg.
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PRILOG XILI.

ORGANOLEPTICKA PROSUDBA DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

OPSEG

Svrha je ove metode odredivanje kriterija koji su potrebni za prosudivanje karakteristika arome djevi¢anskog
maslinovog ulja i razvijanje za to potrebne metodologije.

PODRUCJE PRIMJENE

Opisana metoda primjenjiva je iskljucivo na organolepticko prosudivanje i klasifikaciju djevicanskog maslinovog
ulja koje se direktno koristi u prehrambene svrhe. Ogranicena je na razvrstavanje djevicanskog maslinovog ulja
prema brojcanoj ljestvici s obzirom na percepciju njegove arome, a prema sudu grupe odabranih organolepti-
¢kih ocjenjivaca koji djeluju u organiziranoj komisiji.

OPCENITI TEMELJNI RJECNIK SENZORNE ANALIZE

Vidjeti poglavlje naslovljeno ,Senzorna analiza: opleniti temeljni rje¢nik”.

SPECIFICNI RJECNIK ZA MASLINOVO ULJE

Badem: ova se aroma mozZe pojaviti u dva oblika: onom tipicnome za svjeZe bademe, ili onom specificnome za
sudene zdrave bademe, a koji se zabunom mozZe zamijeniti za pocetak kvarenja. Taj se specificni okus opazava
kao naknadni okus (aftertaste’) kada se ulje zadrzava na jeziku i nepcu, a povezuje se sa slatkim uljima blagog
mirisa.

Biljna voda: karakteristicna aroma kakvu ulje poprima zbog loSeg dekantiranja i dugotrajnog dodira s biljnom
vodom.

Blago ili slabo: aroma maslinovog ulja ¢ija su organolepticka svojstva vrlo slaba zbog gubitka aromatskih
sastojaka.

Blatno: aroma karakteristi¢na za ulje koje je dobiveno dekantiranjem iz spremnika i podzemnih rezervoara u
kojima se stvorio talog.

Crvljivo: aroma karakteristiéna za ulje dobiveno iz maslina koje su napale li¢inke maslinine muhe (Dacus oleae).

Filtar slojnica: aroma karakteristicna za ulje koje je dobiveno iz maslina koje su presane na prljavim filtar
slojnicama sa zaostalim fermentiranim ostacima.

Gorko: aroma karakteristicna za ulja dobivena iz zelenih maslina ili maslina koje su tek pocele mijenjati boju.
Moze biti vide ili manje ugodna, ovisno o intenzitetu.

Grubo: karakteristican dojam kod nekih ulja koja prilikom kuSanja u ustima ostavljaju osje¢aj kao da su
obloZena gustom pastom.

Jabuka: aroma maslinovog ulja koje podsjea na ovo voce.

Kiselo-octeno: karakteristicna aroma nekih ulja koja podsjeca na vino ili ocat, uglavnom zbog stvaranja octene
kiseline, etil acetata i etanola u koli¢cinama koje su veée od uobicajenih za okus maslinovog ulja.

Komina: karakteristicna aroma koja podsjea na okus komine maslina.

Krastavci: aroma koja nastaje kad je ulje predugo hermeticki zatvoreno, posebno u limenim spremnicima, a
pripisuje se stvaranju 2,6 nonadienala.

Metalno: aroma koja podsjeca na metal. Karakteristiéna je za ulja koja su dugotrajno i u neprikladnim uvjetima
bila izlozena dodiru s prehrambenim proizvodima ili metalnim povrSinama tijekom drobljenja, mijesanja,
presanja ili skladiStenja.

Oporo: aroma karakteristicna za ulje dobiveno iz maslina koje su presane izmedu novih dijelova filtar slojnica.
Aroma se moze razlikovati ovisno o tome jesu li filtar slojnice napravljene od zelene trave esparto ili susene
trave esparto.

Pljesnivo: aroma karakteristicna za ulje koje je dobiveno iz maslina koje su bile uskladistene u hrpama i koje su
veé zasle u odmaklu fazu fermentacije.
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Pljesnivo-vlazno: aroma karakteristi¢na za ulja koja su dobivena iz plodova na kojima su se, a zbog skladistenja u
hrpama i vlaznim uvjetima tijekom razdoblja od nekoliko dana, razvile brojne gljivice i kvasci.

Sapunast: aroma koja mirisom i okusom podsjeta na zeleni sapun.
Sijeno: aroma karakteristicna za neka ulja, a podsjeca na viSe ili manje posuSenu travu.
Salamura: aroma ulja koje je dobiveno iz maslina koje su ¢uvane u slanoj otopini.

Slatko: ugodan okus koji nije sladak poput Secera, no moze se osjetiti u uljima u kojima ne prevladavaju gorak,
trpak i ostar okus.

Staro: aroma karakteristina za ulje koje je predugo stajalo u spremnicima. Takoder se moze javiti kod ulja koja
su pretjerano dugo bila zapakirana.

Strojno ulje: miris maslinovog ulje koje je dobiveno u preradivackom pogonu u kojem strojevi nisu dobro
ocisCeni od ostataka nafte, ulja za podmazivanje i mineralnih ulja.

Trava: karakteristicna aroma nekih ulja koji podsjeca na svjeze pokosenu travu.
Trpko: karakteristican okus nekih ulja koja, nakon kuSanja, izazivaju osjecaj stezanja usta.

Uzeglo: karakteristicna aroma koja je zajednicka svim uljima i mastima koja su zbog dugotrajne izloZenosti
zraku pretrpjela proces autooksidacije. Ovaj je aroma neugodna i ne moZe se popraviti.

Voéno: aroma koja mirisom i okusom podsjeca na zdravo, svjeze, idealno dozrelo voce.

Zagrijano ili zagoreno: aroma karakteristicna za ulja koja su bila izloZena pretjeranom ifili dugotrajnom zagri-
javanju tijekom prerade, posebno u slucaju kad se mijesanje provodilo u neprikladnim temperaturnim uvjetima.

Zeleno lisée (gorko): aroma ulja koje je dobiveno od prezelenih maslina ili maslina koje su bile presane zajedno s
lis¢em i grancicama.

Zemljasto: aroma karakteristicna za ulje dobiveno iz maslina koje su sakupljene s ostacima zemlje ili blata i nisu
oprane. Ova aroma katkad moze biti popracena ustajalo-vlaznom aromom.

Zrelo voée: aroma maslinovog ulja koje je dobiveno iz zrelih plodova, uglavnom je blagog mirisa i slatkog okusa.

5. CASE ZA ORGANOLEPTICKO OCJENJIVANJE ULJA

Vidjeti poglavlje naslovljeno ,Casa za organolepticko ocjenjivanje ulja”.

6. PROSTOR ZA ORGANOLEPTICKO OCJENJIVANJE

Vidjeti poglavlje naslovljeno ,Vodi¢ za uredivanje prostora za organolepticko ocjenjivanje”.

7. OPREMA

Da bi organolepticki ocjenjivaci mogli pravilno provesti svoj zadatak, u svakom odjeljku nadohvat ruke treba se
nalaziti sljedeca oprema:

— Cade (standardizirane) koje sadrze uzorke oznacene oznakom koja se sastoji od dviju nasumi¢no odabranih
brojki ili od dviju brojki i slova. Oznake moraju biti napisane pisaljkom koja se ne moze obrisati i koja
nema mirisa.

— satna stakalca s identi¢nim oznakama kojima se ¢asa poklopi,

— ocjenjivacki listi¢ (vidjeti sliku 2.) koji sadrze i upute za ispunjavanje,
— obicna ili kemijska olovka,

— maleni pladnjevi na kojima su posluZene kriske jabuke,

— Casa vode sobne temperature.
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8.1.

8.2.

9.1.

METODOLOGIJA

Ovim se odjeljkom propisuje predznanje koje je potrebno za senzorsku analizu djevicanskih maslinovih ulja te
pokusava normirati ponasanje i postupanje ocjenjivaca koji sudjeluju u takvom ocjenjivanju, a koji moraju biti
upoznati kako s opéim tako i s posebnim preporukama za organolepticko ocjenjivanje maslinovog ulja.

DuzZnosti organizatora ili predsjednika komisije (ili ocjenjivactke komisije)

Predsjednik ocjenjivacke komisije mora imati odgovaraju¢u obuku i obrazovanje te biti stru¢njak za one vrste
ulja s kojima e se susretati tijekom svojeg rada. On je klju¢na osoba u komisiji i odgovorna za njezino
organiziranje i funkcioniranje. On treba dovoljno rano okupiti organolepticke ocjenjivace i razjasniti sve
nedoumice koje bi oni mogli imati, a koje se odnose na provodenje ocjenjivanja, medutim, treba se suzdrzati
od tog da im da ikakvo svoje misljenje o danom uzorku.

Odgovoran je za inventuru opreme i za osiguravanje njezine odgovarajuce Cistoce, za pripremanje i oznacivanje
(kodiranje) uzoraka i njihovo predstavljanje organoleptickim ocjenjivacima u skladu s odgovarajuéim nacinom
ispitivanja, kao i za prikupljanje i statisticku obradu dobivenih podataka, kako bi se uz minimalni trud postigli
najbolji rezultati.

Rad predsjednika ocjenjivacke komisije trazi senzorne vjestine, pedantnost prilikom pripremanja ocjenjivanja i
njihov strogi raspored, kao i vjestinu i strpljivost koji su potrebni za planiranje i provodenje ocjenjivanja.
Duznost predsjednika komisije je i podizanje morala medu ¢lanovima komisije putem poticanja interesa, radoz-
nalosti i natjecateljskog duha medu njima. On mora osigurati da nece odati svoje misljenje i mora sprijeciti
moguée vode da svoje kriterije nametnu drugim organoleptickim ocjenjivacima. Osim toga, odgovoran je za
obuku, odabir i promatranje organoleptickih ocjenjivaca s ciljem potvrdivanja odrzavaju li svoje sposobnosti na
odgovarajucoj razini.

Uvjeti za ocjenjivanje

Velic¢ina uzorka

Svaka casa treba sadrzavati 15 ml ulja.

Temperatura ocjenjivanog uzoraka

Uzroci ulja koji ¢e se ocjenjivati moraju se ¢uvati u ¢aSama na temperaturi od 28 °C * 2 °C. Ova je temperatura
odabrana zbog toga $to je najpogodnija za lako uocavanje organoleptickih razlika, na normalnoj temperaturi,
kad se ulja koriste kao zacin. Drugi ¢imbenik koji govori u prilog odabiru ove temperature jest taj $to na visim
ili nizim temperaturama aromatski sastojci gotovo i ne hlape, ili se pak stvaraju hlapivi sastojci koji su svojstveni
zagrijavanim uljima.

Vrijeme ocjenjivanja
Jutro je najbolje vrijeme za ocjenjivanje ulja. Dokazano je da tijekom dana postoje optimalna razdoblja za

osjetila okusa i mirisa.

Obrocima prethodi razdoblje u kojem se povecava osjetljivost na podrazaje mirisa i okusa, dok se nakon njih ta
percepcija smanjuje.

Medutim, s ovim kriterijem ne treba pretjerivati do te mjere da glad pocne ometati organolepticke ocjenjivace u
smislu smanjivanja njihove sposobnosti razlikovanja i, posebno, kriterije sklonosti i prihvacanja.

ORGANOLEPTICKI OCJENJIVACI

Osobe koje kao organolepticki ocjenjivaci sudjeluju u organoleptickim ocjenjivanjima jestivih maslinovih ulja
trebaju biti obucavani i odabirani u skladu s njihovim sposobnostima razlikovanja sli¢nih uzoraka; treba imati
na umu da ¢e se njihova preciznost poboljsati daljnjom obukom (vidjeti odgovarajuéi odjeljak).

Organolepticko ocjenjivanje zahtijeva izmedu 8 i 12 ocjenjivaca, iako je mudro imati nekoliko rezervnih
organoleptickih ocjenjivaca u slucaju necije moguce odsutnosti.
Opcenite preporuke za kandidate i organolepticke ocjenjivace

Ove se preporuke odnose na ponasanje kandidata i organoleptickih ocjenjivaca tijekom njihova rada.

Kad ih predsjednik komisije pozove da sudjeluju u organoleptickom ocjenjivanju, organolepticki ocjenjivac treba
biti u stanju prisustvovati u unaprijed odredeno vrijeme i treba se pridrZavati sljedecega:
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Ne smije pusiti barem 30 minuta prije vremena odredenog za ocjenjivanje.

Ne smije koristiti nikakav parfem, kozmeticki preparat niti sapun ¢iji bi se miris mogao zadrzati do vremena
organoleptickog ocjenjivanja. Treba koristiti neparfimirani ili blago parfimirani sapun za pranje ruku koji nakon
tog treba isprati i osusiti onoliko puta koliko je potrebno da bi se eliminirali svi mirisi.

Mora postiti barem jedan sat prije pocetka organoleptickog ocjenjivanja.

Ako osjeti da se fizicki ne osjeca dobro, a posebno ako su mu pogodena osjetila mirisa ili okusa, ili ako se zbog
nekog psiholoskog ¢imbenika ne moze koncentrirati na posao, organolepticki ocjenjiva¢ o tome treba izvijestiti
predsjednika komisije kako bi ga oslobodio od ocjenjivanja ili donio odgovarajuéu odluku, imajuéi pritom na
umu moguca odstupanja srednjih vrijednosti ostatka ocjenjivacke komisije.

Nakon $to je udovoljio svim gore navedenim uvjetima, organolepticki ¢e ocjenjiva¢ mirno i u ti§ini zauzeti svoje
mjesto u dodijeljenom mu odjeljku za ocjenjivanje.

Kad sjedne, provjerit ¢e ima li ispravnu opremu i je li ona pravilno sloZena te e provjeriti odgovaraju li oznake
na CaSama oznakama na staklenim poklopcima.

Pazljivo ¢e procitati upute koje se nalaze na ocjenjivackom listi¢u i nece poceti s ocjenjivanjem uzoraka sve dok
nije u potpunosti siguran u to kakav zadatak treba ispuniti. Pojavi li se ikakva nedoumica, o potesko¢ama na
koje je naisao treba razgovarati nasamo s predsjednikom ocjenjivacke komisije.

Organolepticki ocjenjiva¢ treba uzeti ¢asu, koju pritom treba drzati poklopljenom staklenim poklopcem, i
lagano je nagnuti; zatim je u tom poloZzaju treba potpuno zarotirati tako da tekucina oblozZi ¢im veéu unutarnju
povrsinu cade. Nakon §to je ovaj korak zavrien, treba otklopiti ¢au i mirisati uzorak jednakomjernim, pola-
ganim i dubokim udisajima sve dok ne stvori misljenje o uzorku koji prosuduje. Mirisanje ne smije trajati dulje
od 30 sekundi. Ako u tom roku ne stvori zakljucak, prije novog pokusaja treba se nakratko odmoriti. Nakon
zavrSetka ocjenjivanja mirisa organolepticki ocjenjivac treba ocijeniti aromu (cjelokupni dojam dobiven mirisom,
okusom i dodirom). U tu svrhu treba uzeti mali gutljaj ulja (priblizno 3 ml). Iznimno je vazno ulje rasporediti
po cijeloj usnoj Supljini, od prednjeg dijela usta i jezika, sa strane i do straznjeg dijela pa sve do nepca, bududi
da je poznato da intenzitet percepcije Cetiriju osnovnih okusa — slatkoga, slanoga, kiselog i gorkog — varira
ovisno o dijelu jezika i nepca.

Treba istaknuti da je od klju¢ne vaznosti rasporediti dovoljnu koli¢inu ulja vrlo polako preko straznje strane
jezika prema grlu i da se istodobno organolepticki ocjenjiva¢ koncentrira na redoslijed kojim se javljaju gorki i
ostri podrazaji, jer bi u protivnome oba ta podrazaja kod nekih ulja mogla proéi nezamijeceno ili bi pak
podrazaj ostrine mogao prikriti gorcinu.

Uvlacenje kratkih uzastopnih udisaja kroz usta omogucava organoleptickom ocjenjivacu ne samo da dobro
rasporedi uzorak po cijeloj usnoj Supljini, ve¢ i da uoci hlapive aromatske sastojke u straznjem dijelu nosa.

Treba razmotriti i osjetilni dozivljaj. Prema tome, ako se mogu osjetiti, treba zabiljeziti Zzitkost, ljepljivost i
odtrinu, a ako se to traZi u ocjenjivanju, treba brojcano odrediti njihov intenzitet.

Prilikom organolepticke prosudbe djevicanskog maslinovog ulja ocjenjuje se po jedan uzorak s ciljem izbjega-
vanja ucinka usporedbe do kojega moze doci kad se uzroci ocjenjuju neposredno jedan za drugim.

Bududi da uzastopno ocjenjivanje dovodi do zamora ili smanjuje osjetljivost, vazno je koristiti neko sredstvo
koje ¢e iz usta odstraniti ostatke ulja iz prethodnog ocjenjivanja.

Preporucuje se kriska jabuke (oko 15 g), koju se nakon Zvakanja moze ispljunuti u pljuvacnicu. Nakon tog se
usta isperu s malo vode sobne temperature. Izmedu zavrSetka jednog organoleptickog ocjenjivanja i pocetka
drugog mora prote¢i barem 15 minuta.

Odabir kandidata

Ovaj korak provodi predsjednik ocjenjivacke komisije koji treba osobno razgovarati s kandidatima kako bi se
upoznao s njihovom osobnos¢u i okolinom. Psihofizicki uvjeti koji moraju biti ispunjeni nisu vrlo strogi buduéi
da, u teoriji, sudjelovati moze svaka zdrava osoba. Danas su ¢imbenike poput spola, starosti, osobnih navika
(pusenje), i tako dalje potisnuli drugi kao $to su zdravlje, osobni interesi i dovoljno slobodnog vremena za
obavljanje posla.

Tijekom razgovora predsjednik komisije treba kandidatu objasniti karakteristike njegova zadatka i re¢i mu
koliko ¢e priblizno to trajati. Od kandidata zatim treba dobiti takve informacije koje ¢e mu pomoéi u
prosudivanju njegovih interesa i motiviranosti te koli¢ine vremena koju uistinu ima na raspolaganju. Sljede¢i
upitnik moze pomodi kao referenca.
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9.3.

UPITNIK

Molimo Vas da odgovorite na sljedeca pitanja:

1. Zelite li sudjelovati u radu na ovu temu? O O

2. Mislite li da bi ovakav rad mogao doprinijeti pobolj$anju kvalitete prehrambenih proizvoda na da ne
domadem i medunarodnom trZistu? O O

3. Ako da, zbog &ega (1)

4. Trebate biti sviesni cinjenice da Cete morati kusati ulja kad Vas se na to pozove. Jeste li da ne
spremni to uciniti? O O
da  ne

5. Biste li Zeljeli usporediti svoje osjete njuha i okusa s onima Vasih kolega? O O
6. Imate i vremena za to? Jeste li u dovoljnoj mjeri neovisni da svoj radni dan moZete da ne
organizirati kako Vama odgovara? O 0O

7. Ako ovisite o nadredenoj osobi, mislite li da biste mogli izostati s posla u razdoblju ne duljem da ne
od pola sata u nekoliko navrata tijekom nekoliko uzastopnih dana? O O
da ne

8. Biste li na poslu mogli nadoknaditi vrijeme izgubljeno zbog sudjelovanja u senzorskoj analizie [ [J

da ne

9. Mislite li da biste za ovaj rad trebali dobiti naknadu? O O
da ne

10. Kakvu? O 0O

Predsjednik komisije treba na osnovu prikupljenih informacija odabrati kandidate i odbiti one koji pokazu slab
interes za ovakav rad, koji nisu na raspolaganju, kao i one koji se nisu u stanju jasno izrazavati.

Odredivanje ,srednjeg praga” grupe za ,karakteristine znacajke”

Pazljivo odaberite Cetiri ulja od kojih se svako smatra reprezentativnim za jednu od sljedecih znacajki: plje-
snivost, kiselost, uzeglost i gor¢inu, i &iji je intenzitet ¢im je moguce vedi i jasniji.

Uzmite jednaki dio svakog ulja i pripremite uzroke cije se koncentracije razlikuju u omjeru naprama 2,
razrjedujuci svaki sljede¢i uzorak odgovarajuéim neutralnim uljem sve dok se viSe ne moZze osjetiti nikakva
razlika izmedu case koja sadrzi samo neutralno ulje i posljednja dva ili tri razrjedenja. Posljednji par ¢asa sadrzi
samo neutralno ulje.

Zavriite niz ¢asama koje sadrze vece koncentracije, sve dok ne budete imali osam casa.

Pripremite dovoljnu koli¢inu uzoraka razlicitih koncentracija tako da svaki kandidat dobije kompletan niz za
svaku znacajku.

Da bi se utvrdio ,srednji prag” kandidata za svaku pojedinu znacajku, svakome dajte po jednu casu koja sadrzi
15 ml bilo koje od pripremljenih koncentracija, te drugu ¢asu koja sadrzi 15 ml ¢istog neutralnog ulja. Nakon
ocjenjivanja kandidat mora reéi je li sadrzaj u ¢asama isti ili razlicit.

Ponovite isto ocjenjivanje ostalih koncentracija one znacajke koja se ocjenjuje.

Zabiljezite broj to¢nih odgovora za svaku koncentraciju koje su dali svi organolepticki ocjenjivaci, a taj broj
iskazite kao postotak broja provedenih ocjenjivanja.

(") Opisite $to se moze dobiti organoleptickim ispitivanjem bilo kojeg prehrambenog proizvoda, ili, ako Zelite, maslinovog ulja.
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9.4.

Zatim na apscisu, s vrijednostima od najmanje prema viSoj, upiSite ocjenjivane koncentracije, a na ordinatu
postotak to¢nih odgovora za svaku koncentraciju.

Slika 1. daje praktican primjer ovih uputa. Prag detekcije odreduje se ekstrapolacijom tocke na ordinati koja na
krivulji predstavlja 75 % to¢nih odgovora u odnosu na apscisu.

Taj bi ,prag” koncentracije, koji se moze razlikovati za svako novo ulje buduéi da ovisi o intenzitetu prisutne
znacajke, trebao biti slican za razlicite grupe kandidata razlicitih ocjenjivackih komisija; on nije povezan ni sa
kojom navikom ili sklonostima. Dakle, radi se o referentnoj tocki koja je zajednicka svakoj normalnoj grupi
ljudi i moze se koristiti za ujednacavanje razlicitih ocjenjivackih komisija samo prema osjetljivosti njihova njuha
i okusa.

Na osnovi praga koncentracije dobivenog za pojedinu grupu, postupite na sljedeci nacin:

Pripremite niz koncentracija koje rastu i smanjuju se na takav nacin da ,prag koncentracije” bude na 10. mjestu
te ljestvice. Podrazumijeva se da ¢e 11. i 12. koncentracija biti razrijedenije, zbog ¢ega e biti teze detektirati
prisutnost ulja koje posjeduje odabranu znacajku.

Uzimajuéi koncentraciju C;( kao temeljnu, ostali uzorci mogu se pripremiti u skladu sa sljede¢om formulom:

Cyoxa", pri ¢emu je ,a” konstanta, faktor razrjedenja, koji iznosi 1,5, a ,n” je eksponent koji se krece izmedu
91-2.

Primjer: uz pretpostavku da je prag dobiven za uzeglo ulje 0,32; C;o = 0,32, na temelju Cega ¢e, a bududi da je
,a" = 1,5, niz uzoraka imati sljede¢e koncentracije:

Uzorak 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Koncentracija 12,30 | 820 | 5,47 | 3,65 | 2,43 | 1,62 | 1,08 | 0,72 | 0,48 | 0,32 | 0,21 | 0,14

Ako se gore navedeni postupak ponovi za preostale tri znacajke na temelju njihovih individualnih pragova koji
se takoder izracunavaju kako je navedeno gore, dobit Ce se ljestvice sa slicnim aromatskim intenzitetima za
svaku znacajku za sve laboratorije, iako bi se nedostaci kod prvih ulja mogli dozivjeti u razli¢itim intenzitetima.

Odabiranje organoleptic¢kih ocjenjivata metodom ocjenjivanja intenziteta

U postupku odabiranja treba sudjelovati dva do tri puta viSe kandidata od broja ocjenjivaca potrebnog za
komisiju tako da bi se mogli odabrati oni ljudi koji pokazu najvecu osjetljivost ili sposobnost razlucivanja.
Uvijek se preporucuje koristiti isti proizvod koji ¢e se kasnije analizirati (prema tome, uvijek ¢e se koristi
maslinovo ulje.).
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Slika 1.
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% koncentracija uZeglog ulja u neutralnome

Prilikom odabiranja metode ne smije se previdjeti da, osim $to treba biti u¢inkovit, postupak mora biti ¢im je
viSe moguce ekonomican u pogledu koli¢ine ulja, broja uzoraka i vremena koje je utroSeno za postupak
odabiranja. Ucinkovitost postupka odabiranja lezi u odabiranju optimalnih razina ovih triju medusobno
ovisnih varijabli: (a) ,tro3ak” koji je odreden brojem ocjenjivanja; (b) ,udjel” potencijalno odgovaraju¢ih kandi-
data koji su slucajem nazalost eliminirani tijekom postupka; i (c) ,udjel” kandidata koji su slucajem prosli
postupak odabiranja iako ne odgovaraju.

Nakon 3to su odabrane Cetiri tocke postupka odabiranja, ocjenjivanje intenziteta, koje je opisano u ASTM-u
(American Society for Testing and Materials), STP-u (Special Technical Publication) br. 440, stranica 53., prilagodene
su putem:

1. smanjivanja broja uzoraka u nizu;

2. prosirivanja lepeze podrazaja s ciljem povecavanja broja biljeski o rezultatima njuha i okusa, a na osnovu
kojih se provodi odabiranje, da bi ih se prilagodilo najces¢im nedostacima koji se prepoznaju u maslinovom
ulju;

3. mijenjanja omjera koncentracija u nizu; i
4. statisticke obrade podataka.

Zahtijevana oprema:
— boce ili staklene tikvice volumena 1 500 ml,

— Case od tamnog stakla za organolepticko ocjenjivanje,

— graduirane epruvete volumena 10, 15, 1 000 i 1 500 ml.

Zahtijevani dodatni materijali:

— parafinsko ulje (Merck 7 160, DAB 8, USP XX) ili neutralno ulje bez okusa i mirisa (nedavno rafinirano
maslinovo ulje ili drugo sli¢no ulje),

— ulja: pljesnivo, kiselo, uzeglo i gorko.
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9.4.1.

9.4.2.

9.4.3.

9.4.4.

Postupak

Nakon pripremanja razrijedenih koncentracija pocnite postupak odabiranja s 25 kandidata, u skladu s meto-
dologijom opisanom u daljnjem tekstu za svaku pojedinu znacajku:

1. Pripremite niz od 12 ¢aSa za organolepticko ocjenjivanje koje ste oznacili Sifrom (po jedan niz za svakog
kandidata). Ulijte po 15 ml svake od razlicitih koncentracija koje ste pripremili prema formuli Cygxa”, u
svaku Casu za organolepticko ocjenjivanje.

2. Kad napunite cade za organolepticko ocjenjivanje, treba ih ostaviti poklopljenima satnim stakalcem u
prostoru za ocjenjivanje na temperaturi izmedu 20 i 22 °C ne krade od sat vremena prije pocetka ocjenji-
vanja ne bi li se njihova temperatura izjednacila s temperaturom okoline.

3. Predsjednik komisije zatim treba poredati 12 Casa za organolepticko ocjenjivanje svakog niza u red, od
najveCe koncentracije prema najman;joj.

Sljededi je korak da svaki kandidat samostalno provede ocjenjivanje, u skladu sa sljede¢im uputama:

Upute za kandidate

12 casa za organolepticko ocjenjivanje koje su poredane ispred kandidata sadrze razrijedene koncentracije bilo
kojega od uzroka &ija je znacajka pljesnivo, kiselo, uzeglo ili gorko. Cimbenik kojim se razlikuje sadrzaj u
Casama za ocjenjivanje je intenzitet mirisa. Caga s najintenzivnijim mirisom nalazi se krajnje lijevo, a svaka
sljedeca ¢asa prema desnoj strani sadrzi sve manji intenzitet. Posljednja ¢asa za ocjenjivanje na desnoj strani
moze imati toliko slab miris da ga je mozda nemoguée razabrati.

Proslijedite na sljedeci nacin: upoznajte se s mirisom svake od asa za organolepticko ocjenjivanje u nizu. Da
biste to ucinili, pocnite s krajnje desnom ¢asom (br. 12) i pokusajte zapamtiti intenzitet svih mirisa, a da se
pritom previSe ne umorite.

Kad osjetite da ste se navikli na niz koncentracija mirisa, izadite iz prostora.

U meduvremenu ¢e predsjednik komisije odstraniti jednu od ¢asa za organolepticko ocjenjivanje iz niza i stavit
e je na mjesto posljednje Case s desne strane, a ostale ¢e pomaknuti tako da se popuni prazno mjesto. Nakon
tog se vratite u prostor i nastavite s ocjenjivanjem.

Ocjenjivanje ukljucuje sljedece:

Casu za organolepticko ocjenjivanje koja je izvadena iz niza potrebno je vratiti na njezino pravo mjesto. Zato je
pomirisite i usporedite s ostalima koliko puta Zelite, imaju¢i na umu da je za njezino vracanje na pravo mjesto

potrebno da njezin miris bude ja¢i od prve ¢aSe s njezine desne strane i slabiji od prve Case s njezine lijeve
strane. Ovo ¢e se ocjenjivanje ponoviti s jos tri case.

Svaki kandidat, osim upravo opisanih uputa, treba dobiti i formular zahvaljujudi kojem ce se olaksati ocjenji-
vanje i prikupljanje podataka.

ODABIR KANDIDATA

Ocjenjivanje DI, ...ooovviiiiiii i Znacajka ..o

Caa izvadena iz niza treba stajati na poloZajit BIOj .......oveviiiiiininitieietiie e reananas

Dobivanje rezultata

Predsjednik komisije treba zabiljeziti podatke za svakog kandidata na sljededi nacin koji ¢e omoguditi njihovo
rangiranje:

Znacaika koia se Redni broj Todan redni broj Ociena
Ime kandidata ; s]pitujej (poloia(jl)()uzorka (polozaj) uzorka (K) K l k)2

Postupak statistickog ocjenjivanja

U ovom postupku odabiranja, ¢aSe za organolepticko ocjenjivanje koje treba vratiti na njihov tocan polozaj
moraju biti iste za sve kandidate. U skladu sa statistickim izracunom u tu svrhu, ¢a§e moraju odgovarati
sljede¢im poloZajima u nizu za svaku pojedinu znacajku:
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Pljesnivo (Plj) Kiselo (Ki) Uzeglo (Uz) Gorko (Go)
Casa br. Casa br. Casa br. Casa br.
(10, 5, 7, 2) (11, 3, 8, 6) (7, 4, 10, 2) 6, 3, 11, 9)

Broj koji odgovara polozaju ¢asa u redoslijedu jednog niza ne smije se mijenjati bududi da je statisticki izracun
za ovo ogjenjivanje dobiven uzimajudi u obzir moguénost da ¢ase budu nasumicno vracene na njihovo tocno
mjesto.

U svrhu onemogucavanja prenoSenja bilo kakvih informacija medu kandidatima, predsjednik komisije treba
osigurati da:

1. medu kandidatima ne postoji nikakva moguénost kontaktiranja. Za svakog od kandidata koristit ¢e se
drugacije oznake;

2. kandidati ni na koji na¢in ne smiju biti u moguénosti saznati polozaj ¢asa koje su premjestene;

3. iako ¢e svim kandidatima biti podijeljene iste, prije spomenute ¢ae, njihov raspored za svakog kandidata
mora biti drugaciji.

Ovisno o njegovom rezultatu, svaki se kandidat ocjenjuje na sljededi nacin:

el e,...el), je 12 ¢asa s 12 pripadajucih koncentracija znacajke ,i” (,i” moze biti bilo koja od Cetiri znacajke:
pljesnivo, kiselo, uzeglo ili gorko) poslagane prema sve slabijem intenzitetu.

el je jedna od premjestenih ¢asa, a K’ je poloZaj u nizu na kojega ju je kandidat vratio. Tako su vrijednosti K i K’

cijeli brojevi izmedu 1 i 12, ukljucujuéi i te brojeve, koji odgovaraju stvarnom broju polozaja odabrane case i
onom broju kojega im je dodijelio kandidat.

Vrijednost T (najvece dopusteno odstupanje) treba biti unaprijed odredena, a u ovom slucaju ona iznosi 3, tako
da ako je K — K > T, kandidat ¢e automatski biti odbijen (')

Ako je, medutim, K’ — K < T, teoretski, kandidat ce biti prihvaden i moZe nastaviti s ocjenjivanjem bududi da je
on ili ona u stanju vratiti ¢a$u na pravi poloZaj, ili barem vrlo blizu pravog poloZaja.

U ovom je slucaju ocjena koju dobije kandidat koji je ocijenio zadanu znacajku (koncentraciju), primjerice, u
nizu ,pljesnivo (Plj)”, jednaka kvadratu razlike izmedu tocnog poloZaja Case u nizu i poloZaja na kojega ju je
kandidat vratio. Drugim rije¢ima:

P = (K - K2

Buduc¢i da svaki kandidat provodi ovaj postupak s Cetiri koncentracije svake znacajke, djelomicno ocjenjivanje
znacajke (primjerice, Plj) glasi:

Z% = P, + PPljj + PPl + PP
Slijedi nekoliko primjera koji ¢e omoguditi razumijevanje ovog postupka.
Primjer 1.:

Pretpostavimo da je kandidat A za Cetiri koncentracije koje su izvadene iz niza za odredenu znacajku (i)
odgovorio na sljedeci nacin:

Tocan polozaj case u nizu Polozaj na koji ju je kandidat vratio Odstupanje od to¢nog polozaja
(K) (K) K -K)
7 7 7-7= 0
4 5 4-5=-1
10 6 10-6= 40
2 4 2-4=-2

(") Ovog kandidata treba odbiti buduéi da je na ocjenjivanju njegov rezultat T > 3.

(") Organizator ispitivanja treba upozoriti kandidata da ocjenjuje razborito, odnosno na takav nacin da ne izgubi osjetljivost zbog zamora
osjetila mirisa.
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Primjer 2:

U slucaju da je kandidat premjestio ¢ase za odredenu znacajku na sljededi nacin:

Tocan polozaj ¢ase u nizu Polozaj na koji ju je kandidat vratio Odstupanje od to¢nog polozaja
&) () K -K
7 7 7-7= 0
4 4 4-4= 0
10 7 10-7= 3
2 3 2-3=-1

Ovaj kandidat nece biti odbijen. Dobio je ocjenu:

Z'=07+ 0%+ 3%+ (1) = 10

Konacna ocjena kandidata, koja odlu¢uje o njegovu primanju ili odbijanju ili odabiranju za mjesto organolepti-
ckog ocjenjivaca, ovisi o kandidatovim odgovorima za Cetiri znacajke koje se ocjenjuju, izgleda ovako:

P+ P+ PV 4 Py =z

PR+ PR+ Pl 4 PR =7
P}fi + PJ_Ui + P]Ui + Pgi - ZUi
PO 4+ PO + PO 4 PG =72

Z konatno = ZM + ... + z6°

Pri cemu je: Plj = pljesnivo
Ki = kiselo
Uz = uzeglo
Go = gorko

Sad je potrebno odrediti do koje se maksimalne vrijednosti Z moze smatrati da kandidat ima dobru razinu
percepcije, paméenje osjeta mirisa te da je intelektualno sposoban dati tocan odgovor za Cetiri znacajke koje se
ogjenjuju. O¢ito je da Z nikad nema negativnu vrijednost, a Z = 0 znaci da je kandidat prepoznao i tocno
ocijenio svih 16 intenziteta koncentracija (po Cetiri za svaku znacajku). Z vrijednosti koje nisu 0 ukazuju na to
da je kandidat prepoznao podru¢je u nizu iz kojega su koncentracije odabrane, no nije bio u stanju odrediti
njihov tocan polozaj unutar tih podru¢ja buduéi da njegova sposobnost razluéivanja stupnja intenziteta koncen-
tracija za jednu ili viSe znacajki nije zadovoljavajuca.

Zbog toga treba odrediti takvu kritiénu vrijednost (Z,) da u slucaju da kandidat nasumi¢no vrati sve ¢ase unutar
podrudja koja je prethodno prepoznao, vjerojatnost dobivanja konacne ocjene Z koja je manja od Z bude
dovoljno niske vrijednosti (a), koja moze biti i unaprijed odredena. Drugim rije¢ima, primjenom ovog postupka
treba osigurati da vjerojatnost odabira organoleptickog ocjenjivaca za komisiju koji ne pokaze dovoljnu sposob-
nost razlucivanja intenziteta znacajki koristenih u procesu odabira bude manja od a.

Ako je vrijednost a odredena (u ovom slucaju 0,05), Z, se izratunava na osnovu vjerojatnosti raspodjele
varijable Z, koja pak ovisi o vjerojatnosti raspodjele P varijabli (K).

U skladu s odgovarajuéim statistickim izraCunima, vrijednost za Z iznosi 34.
Nakon 3to se dobije ocjena Z za sve kandidate, svi oni kandidati Cija je ocjena viSa od 34 bit ¢e odbijeni.

Primjer ocjene kandidata A i B:

Znacajka Kandidat A Kandidat B

Pljesnivo (Plj) M =10 =12
Kiselo (Ki) K =10 K =11
Uzeglo (Uz) ZY%% = 10 ZY% = 15
Gorko (Go) 760 = 4 7%= 0
3 =34 3 =38

S obzirom na to da vrijednost Z ovih kandidata iznosi 34, odnosno 38, kandidat A ¢e biti prihvacen, dok ce
kandidat B biti odbijen. Kad su eliminirani svi kandidati ¢ija je ocjena visa od 34, ostali kandidati e se rangirati
ovisno o njihovim Z ocjenama dok se ne odabere 12 najboljih.



03/Sv. 8

Sluzbeni list Europske unije

115

9.5.

9.6.

10.

10.1.

Obuka

Glavni ciljevi obuke su:

(a) upoznati organolepticke ocjenjivaCe s raznovrsnim inacicama mirisa, okusa i dodira koje mogu biti prisutne
kod djevicanskog maslinovog ulja;

(b) upoznati organolepticke ocjenjivaCe sa specificnom senzorskom metodologijom;
(¢) izodtriti individualne sposobnosti prepoznavanja, odredivanja i vrednovanja senzornih znacajki;
i
(d) poboljsati osjetljivost i pamcenje koje se odnosi na razli¢ite znacajke koje se ocjenjuju tako da krajnji rezultat
bude precizna i dosljedna prosudba.
Uobicajeno je da se obuka sastoji od nekoliko sastanaka, ovisno o moguénostima ocjenjivacke komisije, na
kojima, nakon individualne analize ulja, organolepticki ocjenjivaci s predsjednikom komisije raspravljaju o
potesko¢ama na koje su naili i komentiraju dobivene ocjene u svrhu ujednacavanja kriterija i misljenja.

Standard koji se postize obukom nakon odredenog broja sastanaka prosuduje se na temelju postotka povecanja
to¢nih odgovora — u slucaju kad se provodi ocjenjivanje sposobnosti razlikovanja — ili analizom odstupanja
prosjecnih individualnih ocjena komisije u slucaju kad se primjenjuje ocjenjivanje prema ljestvici.

Nakon $to se uvelike raspravljalo o prakticnoj primjeni ovog razdoblja obuke, danas ga se smatra vrlo ucin-
kovitim, ¢ak i neophodnim ako se Zele dobiti to¢ni, precizni senzorski podaci.

Provjera udinka

Ocjenjivacka komisija ¢iji su ¢lanovi iskusni organolepticki ocjenjivaci uobicajeno provodi redovita i kontinui-
rana organolepticka ocjenjivanja koja ukljucuju senzorna ocjenjivanja koja od njih zahtijevaju veliki trud. U
velikoj vedini slucajeva vazne tehnoloske i komercijalne odluke ovise o njihovom sudu. Zbog toga se nakon
njihova odabira i obuke uspjesnost ocjenjivaca provjerava kako bi se osigurala preciznost njihovih rezultata.

Nakon $to su ocjenjivacke komisije oformljene i nakon §to su prosle uobicajene provjere, bilo bi o¢ito potrebno
redovito provjeravati njihov rad u odgovarajuéim vremenskim razmacima.

POSTUPAK ZA ORGANOLEPTICKO PROSUDIVANJE DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Kad se ispune gore navedene norme, kad je na raspolaganju potreban prostor i kad su odabrani clanovi
ocjenjivacke komisije, svaki organolepticki ocjenjiva¢ treba pomirisati i kusati (') uzorak ulja za analizu koje
je u Casi za organolepticko ocjenjivanje. On treba analizirati dojam mirisa, okusa, dodira i kinesteticki dojam
pomocu obrasca koji je prikazan na slici 2., a u koji treba zabiljeziti prisutne ,note” i stupanj njihova intenziteta.
Sljededi je korak ocjenjivanje kvalitete ulja.

Koristenje obrasca prikazanog na slici 2. (opis arome i ocjena kvalitete)

S lijeve strane obrasca nabrojani su neki od najkarakteristicnijih senzornih dojmova koji se cesto nalaze u
maslinovim uljima i koji opisuju njihovu aromu. Ako organolepticki ocjenjiva¢ naide na neku karakteristiku koja
ne odgovara niti jednom predlozenom opisu, treba je zabiljeziti u rubriku ,ostalo”, koriste¢i onaj opis koji je
najbolje opisuje.

Zamjetne karakteristike prosuduju se prema intenzitetu koji se oznacava krizicem (x) u odgovarajucoj kudici, u
skladu sa sljede¢im kriterijima:

1: jedva zamjetno,

2: blago,

3: prosjecno,

4: jako,

5: ekstremno.

Na desnoj strani obrasca je ljestvica kvalitete oznacena bodovima od 1 do 9 (9 oznacava iznimnu kvalitetu, 1
najlosiju) u koju organolepticki ocjenjivaci trebaju upisati oplu ocjenu karakteristika ulja koje ocjenjuju. Ova

ocjena mora biti dosljedna dobrim karakteristikama i nedostacima ulja koji su ve¢ zabiljeZeni na lijevoj strani
obrasca.

(") Organolepticki ocjenjiva¢ moze ostati suzdrzan ako mu je miris iznimno neugodan, a to ¢e zabiljeZiti na ocjenjivackom listicu kao

izvanrednu pojavu.
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Prvi stupac (nedostaci) tablice za ocjenjivanje podijeljen je u pet odjeljaka. Slijedom toga, razvrstavanje ulja treba
prvenstveno temeljiti na potpunom nepostojanju ili prisutnosti aroma koji se smatraju nedostatkom, kao i na
tome u kojoj su mjeri takvi okusi ozbiljni ili intenzivni. Medutim, bududi da ljestvica za ocjenjivanje ima 9
bodova, u obzir treba uzeti odredene nijanse ili aspekte koji pomazu pri dono$enju zaklju¢ne odluke o ukupnoj
ocjeni kvalitete i koji su opisani u drugom stupcu nazvanom ,karakteristike”.

Konacna ocjena

Predsjednik ocjenjivacke komisije sakuplja obrasce koje su ispunili pojedini ocjenjivaci i provjerava podudaraju li
se senzorne znacajke i njihovi intenziteti koji su zamijeceni i zabiljeZeni u obrascu s prosudbom ulja u
ocjenjivackom listicu. Ako postoji zamjetna razlika, predsjednik ¢e zamoliti ocjenjivaca da provjeri svoj ocje-
njivacki listic.

Ako je potrebno, ocjenjivac treba ponoviti organolepticko ocjenjivanje.

Naposljetku, predsjednik ocjenjivacke komisije treba sastaviti tablicu s ocjenama cijele komisije i izraCunati
aritmeticku sredinu te stupanj odstupanja (od aritmeticke sredine).

Komisija treba ponoviti ocjenjivanje samo u slucaju revizijske analize koja se provodi s ciljem dobivanja
prosudbe na temelju trostrukog uzorka; konacna ocjena, zaokruzena na jednu decimalu, predstavlja srednju
vrijednost triju danih ocjena.

Ako je srednja vrijednost intenziteta gorcine ifili ostrine veca od 2,5, ulje treba sukladno tome oznaciti i treba
zabiljeziti da je ono gorko ifili otro.

Iskazivanje rezultata: na temelju prosjecne ocjene predsjednik komisije odreduje kategoriju kojoj uzorak pripada, u
skladu s ogranicenjima koja su propisana u Prilogu I. U izvjestaju o analizi navodi se samo ova kategorija.

Biljeska: Sve do analize uzorke treba drzati zapecadenima, u hladnjaku, u koji ih se treba vracati nakon svake
analize, sve dok se ocjenjivanje ne provede tri puta.
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Obrazac karakteristika

Jnote” mirisa, okusa i dodira (%)

Slika 2.

Djevic¢ansko maslinovo ulje

Tablica za ocjenjivanje

Nedostaci

Karakteristike

Ukupna ocjena:

bodovi
3(4]5
Maslinasto voéno (zrelo i zeleno) (1) . 3
Maslinasto voéno 9
fabuka  o.oiuiiiiii Nema Maslinasto vono i vocno 8
drugog zrelog voéa
Drugo zrelo voée  .....iiiiiiiiiiiiiinnn.
Zeleno (trava, liSée) ...oovviininiiiiiiiiiine. Slabi i jedva Slaba vocna aroma bilo 6
Gorko zamjetni koje vrste voca
OStIo covivi i i « )
Prili¢no nesaviSena voéna 5
Slatko v Zamjetni aroma, nepravilni mirisi i
okusi
Druga dopustiva znacajkafe .................
(Navedite koja Znatni, na granici Ocito nesavreno, 4
J e prihvatljivosti neugodni mirisi i okusi
................................................ )
Kiselo/po vinujoctufkiselini (1) .............. Potpuno nedopustivi 3
Ip foctu/ 0 Veliki ifili ozbiljni, jasno | mirisi i  okusi za 2
Grubo zamjetni prehrambenu namjenu 1
Metalno ......oovviiiiiiiiii
UstajalofvlaZno (1) .......cooevviniiniinninnis
jalof 0 OPASKE: ittt e
Blatnjavo ......oceviiiiiiiiii
Pliesnivo ............. e PR
Ime OGENJIVACA: . .uuviiiit ittt ittt v e
UZeglo voviviiiiii
Druga nedopustiva znacajkale .............. .
Sifra UZorka: ...
(Navedite koja .......oooveviiiiiiiiinnn.
................................................ ) Datum
(1y PrekriZiti nepotrebno.
() Dojam:
0: (),

1: jedva zamjetno,
2: blago,

3: prosjecno,

4: jako,

5: ekstremno.
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SENZORSKA ANALIZA: OPCENITI TEMELJNI R]EéNIK

OPSEG

Svrha je ove norme prikupljanje opéenitih izraza koji se korite prilikom senzorske analize te davanje njihovih
definicija.

RJECNIK
Opcenita terminologija

Senzorska analiza (imenica):

ispitivanje organoleptickih znacajki nekog proizvoda osjetilima.
Dojam/percepcija (imenica):

senzorska svijest o vanjskim predmetima ili dogadajima.
Organolepticki (pridjev) (atribut):

opisuje znacajku proizvoda koju je moguce raspoznati osjetilima.
Strucnjak (imenica):

(s obzirom na ispitivanje organoleptickih znacajki)

organolepticki ocjenjiva¢ specijaliziran za senzorsku analizu odredenog proizvoda koji je upoznat barem s
osnovama pripremanja tog proizvoda i sklonostima trzita.

Organolepticki ocjenjivac (imenica):

pronicljiva osoba razvijenih osjetila, obucavana i odabrana za ocjenjivanje organoleptickih znacajki neke hrane
vlastitim osjetilima.

Ocjenjivacka komisija:

grupa posebno odabranih i obucavanih prosuditelja koji se okupljaju u svrhu provodenja senzorske analize
nekog proizvoda u kontroliranim uvjetima.

Osjecaj (imenica):

subjektivna pojava koja se javlja zbog podrazaja osjetilnog sustava. Ova pojava moze se subjektivno razlikovati
ili biti objektivno definirana osjetilnim organom, ovisno o prirodi ili vrsti podrazZaja te o njegovom intenzitetu.

Osjetljivost (imenica):

sposobnost kvalitativnog i kvantitativnog prepoznavanja podraZaja slabog intenziteta ili malih razlika izmedu
podrazaja osjetilnim organima.

Organolepticko ocjenjivanje (imenica):

aktivnost koja ukljucuje razaznavanje, analiziranje i davanje suda o organoleptickim znacajkama nekog proiz-
voda, posebno svojstava mirisa, okusa, dodira i kinestetickih svojstava nekog prehrambenog proizvoda.

Prihvacanje (imenica):
¢in kojim pojedinac ili grupa sa zadovoljstvom prihvaca proizvod.
Sklad (imenica):

svojstvo nekog proizvoda koje izaziva cjelokupan ugodan osjecaj. Ovaj osjecaj javlja se prilikom percepcije
svojstava proizvoda kao $to su podrazaji mirisa, okusa, dodira i kinesteticki podrazaj zahvaljujuéi tome §to su
prisutni u odgovarajuéim omjerima koncentracija.

Prihvatljivost (imenica):

stanje proizvoda koji su pojedinac ili grupa sa zadovoljstvom prihvatili s obzirom na njegova organolepticka
svojstva.

Razlikovanje/sposobnost razlikovanja (imenica):
¢in kvalitativnog ifili kvantitativnog razlikovanja dvaju ili vise podrazaja.
Kompenzacija (imenica):

rezultat takvog medusobnog djelovanja kombinacije podrazaja pri kojem svaki od podrazaja ostavlja dojam da
je slabijeg intenziteta nego to bi bio da djeluje samostalno.
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Aspekt (imenica):

kombinacija organoleptickih svojstava koji se percipiraju vizualno: veli¢ina, oblik, boja, struktura, zamudenost,
distoca, Zitkost, pjenjenje i vrenje. Ovaj izraz treba imati prednost pred izrazom izgled.

Svojstvo (imenica):

karakteristika koju je mogudle razabrati.

Fizioloska terminologija

Podrazaj (imenica):

fizikalni ili kemijski agens koji podrazava vanjske ili unutarnje senzorske receptore.
Okus (imenica):

(osjetilo okusa)

osjetilo ¢iji se receptori nalaze u ustima, posebno na jeziku, a koji se aktiviraju u dodiru s razli¢itim sastojcima u
otopini.
Okusni (pridjev):

opisuje znacajku nekog proizvoda koja moze stimulirati osjetilo okusa pobudivanjem jednog ili vise osnovnih
okusa: slatkog, slanog, kiselog i gorkog.

Receptor (imenica):

specifican dio osjetilnog organa koji reagira na podrazaj, prima ga i pretvara u Ziv¢ani podraZaj.

Biljeska: receptori su razvrstani prema vrsti energije koja se povezuje s podrazajem (svjetlost, toplina, zvuk itd.).
Njuh (imenica):

funkcija organa njuha da iz okoline prima i razlikuje molekule mirisa u obliku plina, izravno ili neizravno
putem nosa.

Intenzitet (imenica):

stupanj jacine nekog svojstva koji se moze izmjeriti na temelju kvantitativne ljestvice vrijednosti koje su iznad
praga.

Prilagodba (imenica):

privremena promjena osjetljivosti na senzorske podrazaje uzrokovana stalnim, opetovanim izlaganjem odre-
denom ili njemu slicnom podrazaju.

Zakocenost (inhibicija) (imenica):

nepostojanje reakcije osjetilnog organa ili nekog njegovog dijela, usprkos djelovanju prikladnog podrazaja ¢iji je
intenzitet iznad praga.

Odgovor/reakcija (imenica):

aktivnost kojom senzorske stanice odgovaraju na djelovanje jednog ili viSe podrazaja vezanih uz odredeni
osjetilni organ.

Tijelo (imenica):

osjet dodira koji se dozivljava u ustima, kojim se odreduje stupanj gustoce, viskoznosti, konzistencije, ili
kompaktnosti proizvoda.

Miris (imenica):

svjez, ugodan, ukusan miris.
Mirisati (glagol):

(aktivan osjet njuha)

opisuje Cin mirisanja.
Objektivno (pridjev):

(a) nacin koji daje istinit i dokaziv opis nekog predmeta tako $to na najmanju mogucu mjeru smanjuje utjecaj
ljudskog ¢imbenika (primjerice, preferencije, navike, sklonosti);

(b) opisuje tehniku koja primjenom bilo senzorskih ili instrumentalnih metoda na najmanju mogucu mjeru
smanjuje vlastite greske.

Biljeska: ne preporucuje se uporaba izraza ,instrumentalno” kao sinonima za objektivno.

Subjektivno (pridjev):

opisuje ono $to rezultira time da na dojam ne utje¢e samo podraZaj, nego i nacin naseg razmisljanja i osjecaji.



120

Sluzbeni list Europske unije

03/Sv. 8

2.3.

Kinestezija:

osjecaj koji nastaje kao rezultat pritiska na uzorak koji proizvodi pomicanje u usnoj Supljini ili prstima
(primjerice: pritiskanje sira prstima).

Prag (imenica):

Apsolutni prag:

minimalna vrijednost senzornog podrazaja koja dovodi do:

— pojave osjeCaja (prag podrazaja ili prag razaznavanja), ili

— identifikacije osjecaja (prag prepoznavanja).

Prag razlike:

najmanja vrijednost senzorskog podrazaja koja dovodi do zamjetne razlike u intenzitetu osjecaja.

Konacni prag:

najveca vrijednost podrazaja iznad koje se povecanje intenziteta ne razabire.

Preferencijski prag:

najniza kvantitativna vrijednost podrazaja ili kriticna vrijednost tog podrazaja koja prelazi prag kod koje se
odgovor prihvacanja ili odbijanja javlja s obzirom na neutralni podrazaj, primjerice, prilikom izbora izmedu
zaSeCerene otopine i vode.

Biljeska: Treba razlikovati apsolutni preferencijski prag i razlikovni preferencijski prag.

Ispod praga (pridjev):

ispod apsolutnog praga.

Iznad praga (pridjev):

iznad apsolutnog praga.

Senzorski zamor:

poseban oblik senzorske prilagodbe prilikom koje dolazi do pada senzorske osjetljivosti.
Kompenzacija (imenica):

rezultat takvog medusobnog djelovanja kombinacije podrazaja pri kojem svaki od podrazaja ostavlja dojam da je
slabijeg intenziteta nego $to bi bio da djeluje samostalno.

Sinergijski (pridjev):

zajednicki ucinak ili djelovanje odredenih tvari u kojima je intenzitet organoleptickih svojstava kao posljedica
kombinacije ve¢i od zbroja intenziteta svakog svojstva zasebno.

Kontrastni ucinak:

je povecanje reakcije na razlike izmedu dvaju istovremenih ili uzastopnih podrazaja.
Suprotno od konvergentnog ucinka.

Konvergentni ucinak:

je smanjenje reakcije na razlike izmedu dvaju istovremenih ili uzastopnih podrazaja.

Suprotno od kontrastnog ucinka.

Terminologija koja se odnosi na organolepticka svojstva

Kiselo (pridjev):

(a) opisuje osnovni okus kakav izaziva razrijedena vodena otopina vecine kiselih tvari (primjerice, limunska
kiselina, mlije¢na kiselina, vinska kiselina);

(b) opisuje svojstvo Cistih tvari ili mjeSavina koja izaziva takav okus.
Odgovarajuca imenica je kiselost.
Kiselkasto (pridjev):

Opisuje mirisno-okusni osjet kojim prevladavaju kiseline dobivene fermentacijom, kao i prehrambeni proizvodi
koji izazivaju takav osjecaj.

Neki ¢imbenici koji doprinose ovom osjecaju povezani su s fermentacijom, primjerice fermentacija mlije¢ne ili
octene kiseline, u prehrambenom proizvodu.
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Gorko (pridjev):

(a) opisuje osnovni okus kakav izazivaju razrijedene vodene otopine razlicitih tvari poput kinina, kofeina ili
nekih alkaloida;

(b) opisuje svojstvo Cistih tvari ili mjesavina koje izaziva ovaj okus.
Odgovarajuca imenica je gorcina.
Slano (pridjev):

(a) opisuje karakteristican osjecaj koji se percipira osjetilom okusa, a najtipicniji primjer je onaj koji izaziva
otopina natrijeva klorida;

(b) opisuje svojstvo Cistih tvari ili mjesavina koje izaziva ovaj okus.

Odgovarajuca imenica je slanost.

Slatko (pridjev):

(a) opisuje osnovni okus kakav izaziva vodena otopina razlicitih tvari kao $to je saharoza;
(b) opisuje svojstvo ¢istih tvari ili mjesavina koje izaziva ovaj okus.

Odgovarajuca imenica je slatkoca.

Trpko (pridjev):

(a) opisuje slozen osjecaj u ustima kakav izazivaju razrijedene vodene otopine proizvoda koji sadrZe tanin
(primjerice, tanin iz kakija i trnjine);

(b) opisuje svojstvo Cistih tvari ili mjesavina koje izaziva takav osjecaj.
Odgovarajuca imenica je trpkost.
Aroma (imenica):

aroma oznacava kombinaciju osjeta mirisa, okusa, dodira i kinestetickog osjeta koji ocjenjivacu omogucavaju da
prepozna i utvrdi viSestruki, povoljni ili nepovoljni kriterij.

Okus (imenica):

(a) osjecaj koji se javlja prilikom stimulacije okusnih pupoljaka nekom topivom tvari;

(b) svojstvo specificnog osjecaja koje izazivaju takve tvari.

Osnovni okus (imenica):

bilo koji od razlikovnih okusa, za koje se vjeruje da ih je Cetiri: slatko, slano, kiselo, gorko.
Miris (imenica):

(a) kombinacija osjecaja koji se primaju putem nosa prilikom mirisanja hlapivih tvari;

(b) svojstvo specificnog osjecaja koje izaziva bilo koja od gore navedenih tvari.

Aroma (imenica):

(a) ugodni osjecaji koji se primaju neizravno putem nosa tijekom kusanja hrane;

(b) u industriji parfema i svakodnevnom jeziku ovaj se pojam takoder koristi za osjecaj koji se prima izravno
putem nosa.

Naknadni okus; okus koji se zadrzava (imenica):

kombinacija osjecaja koji se javljaju nakon $to je podrazaj nestao iz usta, a koji se razlikuje od prethodnih
osjecaja.

Aromatican (pridjev):

(a) opisuje svojstvo Cistih tvari ili mjeSavina koje prilikom kusanja izazivaju osjecaj koji je poznat pod imenom
aroma;

(b) opisuje proizvode koji prilikom ocjenjivanja direktno kroz nos izazivaju osje¢aj ugodna mirisa i svjezine.
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2.1.

2.2.

Tekstura (imenica):

karakteristike krutih ili reoloskih stanja proizvoda, kombinacija onog §to stimulira mehanicke receptore tijekom
kusanja, posebno one koji se nalaze u ustima.

Biljeska: Taj se izraz odnosi samo na objektivna svojstva, a ne na osjecaje koji su opisani opcenitim pojmovima
kao sto su konzistentnost, vlaknastost, masnoca itd.

Rasporedivanje uzorka u ustima:

postupak u kojemu se hrana koja se nalazi u ustima rasporeduje tako da dode u kontakt sa svim osjetljivim
dijelovima usne Supljine da bi se mogli prepoznati osjecaji koje izaziva.

Biljeska: ovaj se rje¢nik moZe prosiriti prema dijelovima od I. do V. norme ISO 5492, kao i drugim publika-
cijama kao 3to je, primjerice, J. L. Magnen Les cahiers techniques du Centre National de Coordination des
Etudes et Recherches sur la Nutrition et I'Alimentation, i tako dalje.

CASA ZA ORGANOLEPTICKO OCJENJIVANJE ULJA

OPSEG

Svrha ove norme je opisivanje karakteristika case namijenjene koristenju tijekom organolepticke analize jestivih
ulja (miris, okus, aroma).

Osim toga, opisuje prilagodeni uredaj za zagrijavanje koji je potreban da bi se postigla i odrzavala odgovarajuca
temperatura za ovu analizu.

OPIS CASE

Crtez na slici 1. namijenjen je prikazivanju optimalnih karakteristika koje su poZeljne za ovu vrstu opreme, a
koje se mogu odrediti na sljedeci nacin:

(a) maksimalna stabilnost radi sprecavanja naginjanja case i prolijevanja ulja;

(b) dno koje se lakocom umece u udubine u uredaju za zagrijavanje tako da se jednakomjerno zagrijava;

(c) oblik koji je najsiri pri dnu tako da se hlapivi sastojci u ulju s lako¢om oslobadaju, ali suzen pri vrhu tako da
se navedene tvari lak3e koncentriraju, ¢ime se osigurava bolje razaznavanje i identificiranje mirisanjem;

(d) staklo mora biti tamne boje ¢ime se sprecava da organolepticki ocjenjiva¢ vidjeti boju ulja, zahvaljujuéi ¢emu
ne moze doéi do stvaranja misljenja i sklonosti koje bi utjecale na ocjenu unaprijed.

Dimenzije

Casa prikazana na slici 1. je sljede¢ih dimenzija:

— uKUPNA ZAPTEMIMING . . .\ vttt sttt et e e e e e 130 ml + 10 ml,
— uRUPNA VISINA . oo 60 mm * 1 mm,
— promjer grla ... 50 mm * 1 mm,
— promjer ¢ade na najdirem dijelu . ... ... o oL o 70 mm * 1 mm,
— promjer dna . ... 35mm 1 mm,
— debljina stranica CaSe ... ... ... 1,5mm t 0,2 mm,
— debljina dna CaSe ... ... ... 5mm * 1 mm.

Svaka ¢aSa mora biti opremljena satnim stakalcem ¢iji promjer mora biti 10 mm ve¢i od promjera grla case. To
se stakalce koristi kao pokrivalo koje sprecava gubitak arome i ulazak prasine.

Karakteristike izrade

Casa mora biti izradena od izdrzljivog stakla; mora biti tamne boje tako da se ne vidi boja njezina sadrzaja, a
staklo ne smije biti ogrebeno niti u sebi imati mjehurice.

Rub mora biti pravilan, gladak i s prirubom.

Casa mora biti od kaljenog stakla tako da podnosi temperaturne promjene koje mora izdrzati prilikom
ocjenjivanja.
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2.3.

Upute za uporabu

Case se moraju prati neparfimiranim sapunom ili deterdzentom i nakon toga se ispiru toliko dugo dok sredstvo
za CiSCenje nije u potpunosti odstranjeno. Zadnje ispiranje provodi se destiliranom vodom, nakon cega se case
ostavljaju da se ocijede, a zatim se suSe u eksikatoru.

Ne smiju se upotrebljavati koncentrirane kiseline niti mjesavine kromne kiseline.

Case se do uporabe moraju ¢uvati u eksikatoru, ili se moraju Cuvati u ormaru u kojem su zasticene od
zagadenja bilo kakvim stranim mirisima.

Prije uporabe svaku casu treba pomirisati kako bi se uvjerilo da nema stranih mirisa. Prilikom pripremanja
ocjenjivanja treba obratiti paznju da se zabiljezi Sifra svake case i ulje koje sadrzi. Jedina osoba koja smije znati
koja $ifra odgovara kojem ulju je predsjednik komisije.

UREDA] ZA ZAGRIJAVANJE UZORAKA

U svrhu organoleptickog ocjenjivanja uzorci moraju biti zagrijani na propisanu temperaturu koja, u slucaju ulja,
mora biti 28 £ 2 °C. Zbog toga se u svaki odjeljak mora ugraditi uredaj za zagrijavanje (vidjeti sliku 2.), koji se
organoleptickom ocjenjiva¢u mora nalaziti nadohvat ruke. Sastoji se od aluminijskog bloka koji je uronjen u
termostatski kontroliranu vodenu kupelj koja ga odrzava na stalnoj temperaturi. Blok u sebi ima niz udubina u
koje se moze smjestiti dno Case. Temperaturna razlika izmedu uredaja za zagrijavanje i umetnutih ¢asa ne smije
biti visa od + 2 °C.

Slika 1. — Casa za organolepticko ocjenjivanje
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Slika 2. - Uredaj za zagrijavanje uzoraka (mjere u milimetrima)
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3.1.

3.2.

3.3.

4.1.

UPUTE ZA OPREMANJE PROSTORA ZA ORGANOLEPTICKO OCJENJIVANJE

UvoD

Prostor za ocjenjivanje dizajniran je tako da ocjenjivackoj komisiji koja sudjeluje u ocjenjivanju senzornih
svojstava omoguéi primjerenu, udobnu i standardiziranu okolinu koja olaksava rad i osigurava ponovljivost i
reproducibilnost rezultata.

OPSEG

Svrha ove norme je odredivanje osnovnih uvjeta koji moraju biti ispunjeni prilikom opremanja prostora za
ocjenjivanje.

OPCENITE SPECIFIKACIJE ZA OPREMANJE

Prostori, bez obzira na veli¢inu (vidjeti 3.1.), moraju zadovoljavati sljedece specifikacije:

Moraju biti ugodni i odgovarajuée osvijetljeni (vidjeti 3.2.), ali uredeni neutralno. U tu se svrhu za zidove
preporuca umirujuca, jednostavna i svijetla boja koja osigurava umiruju¢u atmosferu (1).

Prostori se moraju jednostavno Cistiti i moraju biti izolirani od buke. U prostoru ne smije biti vanjskih mirisa te
bi u tu svrhu, ako je moguce, trebao biti opremljen ucinkovitim ventilacijskim uredajem. Ako su izraZena
kolebanja u temperaturi okoline, prostor za ocjenjivanje mora biti opremljen klimatizacijskim sustavom koji ce
odrzavati stalnu temperaturu izmedu 20 i 22 °C.

Dimenzije
Dimenzije prostora ¢esto ovise o mogucnostima laboratorija ili tvrtki. U nacelu, prostor bi trebao biti dovoljno
prostran da u njega stanu 10 odjeljaka i prostor za pripremanje uzoraka.

Medutim, ocigledno je da je veéi prostor pogodniji, jer se u njega mogu smjestiti i pomoc¢ni sadrzaji, primjerice,
prostor za CiS¢enje opreme, za kuhanje ili odrzavanje otvorenih ocjenjivackih skupova.

Osvjetljenje

Osvjetljenje, prirodno ili umjetno (primjerice, fluorescentne svjetiljke), mora biti ujednaceno, difuzno i imati
mogucnost kontroliranja.

Temperatura i vlaZnost

U prostoru se moraju odrzavati stalna ugodna temperatura i vlaga. Osim u posebnim uvjetima, preporucuje se
temperatura izmedu 20 i 22 °C i relativna vlaznost od izmedu 60 i 70 %.

OPIS ODJELJKA
Opce karakteristike

Odjeljci za senzorsku analizu moraju se postaviti jedan do drugoga, moraju biti identi¢ni i odvojeni pregradama
koje moraju biti dovoljno visoke i Siroke da medusobno izoliraju organolepticke ocjenjivace kad sjednu.

Odjeljci mogu biti izradeni od bilo kojeg prikladnog materijala koji se lako &isti i odrzava (primjerice, drvo,
glazirana Sperploca, viSeslojna drvena oplata itd.). U slucaju kad je materijal obojan, boja nakon susenja mora
biti potpuno bez mirisa.

Stolice u kabinama moraju biti udobne i podesive po visini.

Svaki odjeljak takoder mora imati individualni izvor svjetla i to takav da se njegov smjer i intenzitet mogu
podesavati.

Preporuca se da odjeljci budu opremljeni gumbom koji je spojen na vanjsku lampicu koja omogucava orga-
noleptickom ocjenjivacu da obznani osobi koja nadgleda organolepticko ocjenjivanje da je on ili ona zavrsio/la s
ocjenjivanjem, da treba dodatne uzorke, da nedostaje dio opreme, da je primijetio/la neke nepravilnosti, da Zzeli
neke informacije itd., a da pritom ne ometa druge organolepticke ocjenjivace.

(") Boja sobe i osvjetljenje mogu utjecati na rezultate senzorne analize.
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4.3.

Dimenzije

Odjeljci moraju biti dovoljno veliki i udobni. Opéenito, moraju imati sljedece dimenzije:
— Sirina:
0,75 m (bez sudopera)
0,85 m (sa sudoperom);
— duzina:
0,50 m (stol)
0,20 m dodatno za pregradu;
— visina pregrade:
najmanje 0,60 m od stola;
— visina stola:

0,75 m.

Uredenje

Povrsina stola mora biti takva da se lako cisti.

Na dijelu ove povrsine mora biti smjesten sudoper koji je opremljen tekucom pitkom vodom. U slucaju da to
nije izvedivo, na taj se prostor moze postaviti pladanj, pljuvacnica ili slicna posuda.

Ako tijekom ocjenjivanja uzorke treba odrzavati na stalnoj temperaturi koja je visa ili niza od temperature u
prostoru, preporucuje se uporaba prikladnog uredaja za tu namjenu (vodena kupelj, grijaca ploca itd.).

Na visini od priblizno 1,10 metara od poda moze se postaviti polica za odlaganje razli¢itih predmeta (Casa,
manjih uredaja itd.).

Kad raspored odjeljaka u prostoru za ocjenjivanje to omogucava, preporucljivo je ugraditi uredaj za lakse
posluzivanje uzoraka. To mogu biti klizna vratasca (slika 1.), okomita okretna vratasca (slika 2.) koja su
pogodna za 3alice ili case (visoke posude), ili vodoravna vratasca u slucaju da su posudice u kojima se
nalaze uzorci niske (slika 3.). Najvaznije je da otvor bude dovoljno velik da kroz njega mogu proéi pladnjevi
i caSe s uzorcima.

Na slici 4. prikazan je primjer prostora za organolepticko ocjenjivanje i dodatne sadrzaje.

DODATNI PROSTORI

Ako je prostor dovoljno velik, preporucuje se da se osiguraju odvojene prostorije za pripremanje uzoraka
(kuhanje ili drugo), pripremanje ¢asa ili uredaja, te za odrZavanje rasprava prije ili nakon organoleptickog
ocjenjivanja. Ako postoje, ti prostori moraju biti Cisti; mirisi, buka ili razgovori u tim prostorima ne smiju
ometati rad ocjenjivaca u prostoriji za ocjenjivanje.

Biljeska: Opisani su idealni uvjeti. Medutim, u slucaju kad takvo uredenje nije mogude iskljucivo za senzorsku
analizu, ocjenjivanje se moze odrzati u prostoru koji ispunjava minimalne opisane uvjete (osvjetljenje,
temperatura, buka, mirisi) tako da se postave pokretni odjeljci sastavljeni od sklopivih elemenata koji
barem izoliraju organolepticke ocjenjivace jedne od drugih.
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UREDENJE ODJELJKA ZA OCJENJIVANJE

Slika 1.
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OKOMITA OKRETNA VRATASCA ZA PODJELU UZORAKA

Slika 2.
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VODORAVNA VRATASCA ZA PODJELU UZORAKA

Slika 3.
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LABORATORI] ZA SENZORSKU ANALIZU (primjer)
Slika 4. — Primjer prostora za organolepticko ocjenjivanje
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1.2.

1.2.1.

PRILOG XIII

DOKAZIVANJE DA JE PROVEDEN POSTUPAK RAFINIRANJA

NEUTRALIZACIJA T DEKOLORIZACIJA MASLINOVOG ULJA U LABORATORIJU

Neutralizacija ulja

Oprema

— visoka ¢asa volumena 300 ml,

laboratorijska centrifuga s epruvetama volumena 100 ml,
¢asa volumena 250 ml,
tikvice s okruglim dnom volumena 100 ml,

lijevak za odjeljivanje volumena 1 litre.

Reagensi

12 %-tna vodena otopina natrijevog hidroksida,
1 %-tna otopina fenolftaleina u etilnom alkoholu,
¢isti heksan, analiticke cistoce,

Cisti propan-2-ol, analiticke ¢istoce.

Postupak

@)

Ulja sa sadrZajem slobodnih masnih kiselina, koje su iskazane kao oleinska kiselina, manjim od 30 %.

U visoku ¢asu volumena 300 ml odmjerite 50 g sirovog ulja i zagrijte ga do temperature od 65 °C u
vodenoj kupelji. Dodajte onoliku koli¢inu 12 %-tne otopine natrijevog hidroksida koja odgovara
slobodnim masnim kiselinama u ulju, uveanu za 5%, uz neprekidno pazljivo mijeSanje. Nastavite
mijedati jo§ pet minuta, uz odrZavanje temperature od 65 °C.

Mjesavinu rasporedite u epruvete za centrifugiranje volumena 100 ml i centrifugiranjem odijelite sapu-
nastu masu. Izlijte dekantirano ulje u ¢asu volumena 250 ml i isperite s 50 do 60 ml kipuce destilirane
vode, koju potom odstranite pomocu sifona. Ponavljajte postupak ispiranja sve dok ne odstranite sve
tragove ostatka sapuna (ruzicasta boja u fenolftaleinu mora nestati).

Ulje je zatim potrebno centrifugirati da bi se odstranile preostale male koli¢ine vode.

Ulja sa sadrzajem slobodnih masnih kiselina, koje su iskazane kao oleinska kiselina, veéim od 30 %.

U lijevak za odjeljivanje volumena 1 litre stavite 50 g sirovog ulja, 200 ml heksana, 100 ml propan-2-ola
i onoliku koli¢inu 12 %-tne otopine natrijevog hidroksida koja odgovara slobodnim masnim kiselinama u

ulju, uvecanu za 0,3 %.

Energi¢no mijesajte jednu minutu. Dodajte 100 ml destilirane vode, ponovno promijesajte i pustite da se
slegne.

Nakon $to je zavrSeno odjeljivanje slojeva ispustite donji sapunasti sloj. Izmedu dva sloja (uljnog na vrhu
i vodenog ispod njega) Cesto se formira medusloj koji sadrzi sluz i netopive tvari koje takoder treba
odstraniti.

Dekolorizacija neutraliziranog ulja

Oprema

— tikvica s okruglim dnom volumena 250 ml s tri grla od brusenog stakla za umetanje:

(a) termometra graduiranog u stupnjevima koji omogucava ocitanje temperature u podrucju oko 90 °C;
(b) mehanicke mijesalice s 250 do 300 okretaja u minuti koja se moze koristiti u vakuumu;

(c) prikljucka za vakuumsku pumpicu,

— vakuumska pumpica s manometrom koja moZe posti¢i podtlak od 15 do 30 milibara.
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1.2.2. Postupak

U tikvicu s tri grla odmjerite priblizno 100 g neutraliziranog ulja. Umetnite termometar i mijeSalicu, spojite
vakuumsku pumpicu i, uz neprekidno mijesanje, zagrijte na temperaturu od 90 °C. Odrzavajte tu temperaturu
i nastavite s mijeSanjem sve dok se iz ulja koje analizirate u potpunosti ne odstrani voda (oko 30 minuta).
Zatim prekinite vakuum i dodajte izmedu 2 i 3 g aktivne zemlje.

Ponovo uspostavite vakuum sve dok se ne postigne podtlak od 15 do 30 milibara, a zatim uz odrZavanje
stalne temperature od 90 °C nastavite s mijeSanjem uz otprilike 250 okretaja u minuti iduéih 30 minuta.

Jo$ vruée ulje filtrirajte u termostatskoj peci (izmedu 50 i 60 °C).
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PRILOG XIV.
DODATNE BIL]E§KF. 2, 3.1 4. UZ POGLAVLJE 15. KOMBINIRANE NOMENKLATURE

1.  ,Biljeska 2. A: Za potrebe oznaka 1509 i 1510 KN-a (kombinirane nomenklature), maslinovo ulje’ oznacava ulja
koja su dobivena isklju¢ivo preradom maslina, u $to nisu ukljucena reesterificirano maslinovo ulje
niti mjesavine maslinovog ulja s drugim uljima.

Prisutnost reesterificiranog maslinovog ulja ili drugih ulja ustanovljuje se pomoc¢u metoda koje su
utvrdene u prilozima V., VIL, IX., X. i XIL. Analiticke karakteristike sterola i kiselinski sastav svih
maslinovih ulja pod KN oznakama 1509 i 1510 postavljeni su u donjoj tablici.

Tablica I. — Kiselinski sastav Tablica II. — Sastav sterola
kao postotak u ukupnom sastavu kao postotak u ukupnom sastavu
Miristinska kiselina M 0,1 Kolesterol M 0,5
Linolenska kiselina M 0,9 Brasikasterol M 0,2
Arahinska kiselina M 0,7 | Kampesterol M 0,4
Eikozenska kiselina M 0,5 | Stigmaserol < kampesterol
Behenska kiselina M 0,3 Betasitosterol (*) m 93,0
Lignocerinska kiselina M 0,5 | A 7-stigmasterol M 0,5

M = maksimum

m = minimum

(") Delta-5,23-stigmasterol + kolesterol + betasitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol +
delta-5,24-stigmastadienol.

Biljeska 2. B: Djevicansko maslinovo ulje’ znaci ulja koja su dobivena iskljucivo iz maslina mehanickim postupkom
ili kakvim drugim fizikalnim putem pod uvjetima, a posebno termickim uvjetima, koji ne dovode do
kvarenja ulja te koja nisu bila podvrgnuta niti jednom drugom postupku osim pranja, dekantiranja,
centrifugiranja ili filtriranja, sto medutim ne ukljucuje ulja koja su ekstrahirana iz maslina pomoc¢u
otapala (1510) i koja su definirana u odjeljcima 1. i II. dolje.

I. Za potrebe podrubrike 1509 10 10, izraz ,djevicansko maslinovo ulje lampante’, bez obzira na
njegovu kiselost, oznacava maslinovo ulje s:

(a) sadrzajem alifatskih alkohola koji ne prelazi 400 mg/kg;
(b) sadrzajem eritrodiola i uvaola koji ne prelazi 4,5 %;
(c) sadrzajem zasi¢enih masnih kiselina u poloZaju 2. na trigliceridima koji ne prelazi 1,3 % ifili;
(d) jednim od sljedecih svojstava:
— (d1) peroksidnim brojem koji prelazi 20 meq O,/kg;

— (d2) sadrzajem hlapivih halogeniranih otapala koji prelazi 0,2 mg/kg ukupno, ili koji
prelazi 0,1 mg/kg za bilo koje pojedino otapalo;

— (d3) K,7¢ (100) ekstinkcijski koeficijent koji je visi od 0,250 i nakon tretiranja ulja
aktivnim aluminijskim oksidom nije vi§i od 0,11. Neka ulja u kojima je sadrzaj
slobodnih masnih kiselina, koje su iskazane kao oleinska kiselina, visi od 3,3 g na
100 g nakon prelaska preko aluminijevog oksida, u skladu s metodom postav-
lienom u Prilogu XV., mogu imati ekstinkcijski koeficijent K, visi od 0,11. U tom
slu¢aju, nakon neutralizacije i dekolorizacije u laboratoriju, ona moraju imati sljedeca
svojstva:
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Biljeska 2. C:

Biljeska 2. D:

Biljeska 2. E:

— ekstinkcijski koeficijent K57, ne smije biti visi od 1,20;

— odstupanje ekstinkcijskog koeficijenta (AK) () u podru¢ju 270 nm, vise od 0,01,
ali ne vise od 0,16;

— (d4) organolepticke karakteristike koje ukljucuju prepoznatljive nedostatke koji nadilaze
granice prihvatljivosti i ocjenu ocjenjivacke komisije nizu od 3,5.

II. Za potrebe podrubrike 1509 10 90, izraz ,djevicansko ulje’ oznacava maslinovo ulje koje ima
sljedece karakteristike:

(a) sadrzaj kiselina, koje su iskazane kao oleinska kiselina, koji nije visi od 3,3¢ na 100 g
(b) peroksidni broj koji ne prelazi 20 meq O,/kg;
(c) sadrzaj alifatskih alkohola koji ne prelazi 300 mg/kg;

(d) sadrzaj hlapivih halogeniranih otapala koji ne prelazi 0,2 mg/kg ukupno i ne prelazi 0,1 mg/kg
za svako pojedino otapalo;

(e) K,y ekstinkcijski koeficijent nije visi od 0,250, a nakon tretiranja ulja aktivnim aluminijevim
oksidom nije visi od 0,10 (%);

(f) odstupanje ekstinkcijskog koeficijenta (AK), u podrucju 270 nm, nije veée od 0,010;

(g) organolepticke karakteristike koje mogu uklju¢ivati prepoznatljive nedostatke koji se nalaze
unutar granica prihvatljivosti i ocjenu ocjenjivacke komisije visu od 3,5;

(h) sadrzaj eritrodiola i uvaola koji ne prelazi 4,5 %;

(i) sadrzaj zasicenih masnih kiselina u polozaju 2. na trigliceridima koji ne prelazi 1,3 %.

Podrubrika 1509 90 00 odnosi se na maslinovo ulje koje je dobiveno obradom maslinovih ulja koja
su obuhvacena podrubrikom 1509 10 10 ili 1509 10 90, bez obzira na to jesu li ili nisu mijeana s
djevicanskim maslinovim uljem, a koja imaju sljedece karakteristike:

(a) sadrzaj kiselina, koje su iskazane kao oleinska kiselina, koji ne prelazi 3,3 g na 100 g;
(b) sadrzaj alifatskih alkohola koji ne prelazi 350 mg/kg;

(©) Ky ekstinkcijski koeficijent (100) koji je visi od 0,250, ali ne visi od 1,20, a nakon tretiranja
ulja aktivnim aluminijevim oksidom visi je od 0,10;

(d) odstupanje ekstinkcijskog koeficijenta (AK), u podru¢ju 270 nm, koje je vece od 0,010, ali nije
vece od 0,160;

(e) sadrzaj eritrodiola i uvaola koji ne prelazi 4,5 %;

(f) sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina u polozaju 2. na trigliceridima ne prelazi 1,5 %.

Za potrebe podrubrike 1510 00 10, izraz sirova ulja’ oznacava ulja, posebno ulja komine maslina,
koja imaju sljedee karakteristike:

(a) sadrzaj kiselina, koje su iskazane kao oleinska kiselina, koji je visi od 2 g na 100 g
(b) sadrzaj eritrodiola i uvaola koji prelazi 12 %;

(c) sadrzaj zasicenih masnih kiselina na polozaju 2. triglicerida koji ne prelazi 1,8 %.

Ulja iz podrubrike 1510 00 90 uklju¢uju ulja koja su dobivena obradom ulja obuhvacenih podru-
brikom 1510 00 10, bez obzira na to jesu li ili nisu mijeSana s djevicanskim maslinovim uljem, a
koja nemaju karakteristike ulja koje su navedene u tockama I i IL,, pod uvjetom da njihov sadrzaj
zasi¢enih masnih kiselina u poloZaju 2. na trigliceridima ne prelazi 2 %.”

() AK = K, = 0,5 (Kiy .4 + Kpy 4 4)
K, oznacava ekstincijski koeficijent na valnoj duljini pika apsorpcijske krivulje u podrucju 270 nm.
+ K, + 4 oznacava ekstincijske koeficijente na valnim duljinama koje su 4 nm niZe ili viSe od valne duljine K.
() Ako K,y prelazi 0,25, nakon prolaza preko aluminijevog oksida mora se provesti novo ispitivanje. K,;, ne smije prelaziti 0,10.
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3.

,Biljeska 3.:

,Biljeska 4.:

Podrubrike 1522 00 31 i 1522 00 39 ne obuhvacaju:

odreden u skladu s metodom utvrdenom u Prilogu XVI, nizi od 70 ili visi od 100;

(b) komine koje su nastale kao rezultat obrade masnih tvari koje sadrze ulje ¢iji jodni broj nije nizi od
70 niti visi od 100, a ¢ija povrsina pika koja predstavlja retencijski volumen -sitosterola, koji je
odreden u skladu s Prilogom Uredbi kako je navedeno u dodatnoj biljesci 4. dolje, iznosi manje
od 93 % ukupnih povrsina pikova sterola.”

Analiticke metode za odredivanje karakteristika gore spomenutih proizvoda jesu one koje su utvrdene
u prilozima Uredbi (EEZ) br. 2568/91.”
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1.1.

1.2.

2.1.

2.2,

2.3.

2.4,

2.5.

2.6.

PRILOG XV.

SADRZAJ ULJA U KOMINI MASLINA
Oprema

— primjeren uredaj za ekstrakciju opremljen tikvicom s okruglim dnom volumena 200 — 250 ml,
— elektri¢no grijana kupelj (primjerice, pjescana kupelj ili vodena kupelj) ili grijaca ploca,

— analiticka vaga,

— susionik postavljen na maksimalnu temperaturu od 80 °C

— elektricno grijani susionik s ugradenim termostatom postavljenim na 103 £ 2 °C, koji se moZze procistiti
strujom zraka, ili kojim se moze rukovati pri snizenom tlaku,

— mehanicki mlinac koji se lako ¢isti te koji omogucava mljevenje komine maslina bez povecanja njezine
temperature ili bilo koje druge promjene sadrzaja vlage, hlapivih tvari ili tvari koje se ekstrahiraju heksa-
nom,

— Cahura za ekstrakciju i vata ili filtar-papir s kojeg su ve¢ odstranjene tvari koje se mogu ekstrahirati
heksanom,

— eksikator,
— sito s otvorima promjera 1 mm,

— male Cestice prethodno osusenog kamena plovucca.

Reagensi

Normalni heksan tehnickog stupnja Cistoce, iza kojega, nakon 3to je potpuno ispario, suhi ostatak mora biti
manji od 0,002 g na 100 ml.

POSTUPAK
Pripremanje uzorka za ispitivanje

Ako je potrebno, za mljevenje laboratorijskog uzorka upotrijebite prethodno dobro ociéeni mehanicki mlinac
da uzorak usitnite dovoljno da Cestice mogu proci kroz sito.

Upotrijebite otprilike jednu dvadesetinu uzorka da biste obavili postupak ¢i§¢enja mlinca, samljeveni materijal
bacite, a ostatak sameljite i sakupite, pazljivo promijesajte i odmah ga analizirajte.

Uzorak za ispitivanje

Odmah nakon mljevenja za analizu odvagnite otprilike 10 g uzorka s dopustenim odstupanjem od 0,01 g.

Pripremanje ¢ahure za ekstrakciju

Uzorak za ispitivanje stavite u ahuru za ekstrakciju i zacepite vatom. Ako koristite filtar-papir, uzorak za
ispitivanje umotajte u njega.

Prethodno suSenje

Ako je komina masline vrlo vlazna (odnosno, ako je sadrzaj vlage i hlapivih tvari visi od 10 %), provedite
prethodno susenje tako da napunjenu Cahuru za ekstrakciju (ili filtar-papir) na odgovarajue vrijeme stavite u
susionik u kojemu temperatura nije visa od 80 °C, a s ciljem smanjivanja sadrzaja vlage i hlapivih tvari na
manje od 10 %.

Pripremanje tikvice s okruglim dnom

Odmjerite, uz odstupanje do 1 mg, tikvicu u kojoj se nalaze jedna ili dvije Cestice plovuéca, prethodno
osudenu u susioniku na 103 + 2 °C, a nakon toga ohladenu u eksikatoru ne krace od jednog sata.

Pocetna ekstrakcija

Cahuru za ekstrakciju (ili filtar-papir) u kojoj je uzorak za ispitivanje umetnite u uredaj za ekstrahiranje. U
tikvicu ulijte potrebnu koli¢inu heksana. Spojite tikvicu s uredajem za ekstrahiranje i sve zajedno stavite na
elektri¢no grijanu kupelj. Stupanj zagrijavanja prilagodite na takav nacin da brzina refluksa ne bude sporija od
tri kapi u sekundi (umjereno, ne snazno kljucanje). Nakon Cetiri sata ekstrahiranja pustite da se ohladi. Izvadite
Cahuru za ekstrakciju iz uredaja za ekstrahiranje i postavite je u struju zraka s ciljem odstranjivanja veéine
otapala.
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2.7.

2.8.

3.1.

3.2

Druga ekstrakcija
Sadrzaj cahure za ekstrakciju istresite u mikro-drobilicu i sameljite ga ¢im je sitnije mogude. Vratite svu
samljevenu mjeSavinu u ¢ahuru (bez rasipanja) i postavite je natrag u uredaj za ekstrahiranje.

Nastavite s ekstrahiranjem tijekom sljedeca dva sata koriste¢i istu tikvicu s okruglim dnom koja je sadrzavala
inicijalni ekstrakt.

Dobivena otopina u tikvici za ekstrahiranje mora biti bistra. Ako nije, profiltrirajte je kroz filtar-papir te
prvotnu tikvicu i filtar-papir nekoliko puta isperite heksanom. Sakupite filtrat i otopinu za ispiranje u drugu
tikvicu s okruglim dnom koja je prethodno bila osuSena i izvagana uz odstupanje do 1 mg.

Odstranjivanje otapala i vaganje ekstrakta

Vedi dio otapala odstranite destilacijom na elektricno grijanoj kupelji. Sve preostale tragove otapala odstranite
zagrijavanjem tikvice u susioniku na 103 # 2 °C tijekom 20 minuta. Postupak odstranjivanja pospjesite bilo
upuhivanjem zraka, ili pak, $to je preporucljivo, nekog inertnog plina, u odredenim vremenskim intervalima ili
koristenjem snizenog tlaka.

Ostavite tikvicu da se hladi u eksikatoru ne krace od jednog sata i zatim je izvaZite s odstupanjem do 1 mg.
Ponovo zagrijavajte 10 minuta u istim uvjetima, ohladite u eksikatoru i izvazite.

Razlika izmedu dvaju vaganja ne smije biti vea od 10 mg. Ako je razlika veca, ponovo zagrijavajte u
razdobljima od 10 minuta, iza kojih slijede hladenje i vaganje, sve dok razlika ne bude iznosila 10 mg ili
manje. Zabiljezite masu dobivenu posljednjim vaganjem tikvice.

Provedite dva usporedna odredivanja.

ISKAZIVANJE REZULTATA
Metoda izracunavanja i formula

() Ekstrakt, iskazan kao postotak u odnosu na masu zaprimljenog proizvoda, jednak je:

100
S = my Xx —
mo
pri ¢emu je: S = maseni udjel ekstrakta u odnosu na zaprimljeni
proizvoda,
m, = masa uzorka, u gramima,
m; = masa ekstrakta nakon suSenja, u gramima.

Za rezultat uzmite aritmeticku sredinu dvaju usporednih odredivanja, pod uvjetom da su ispunjeni
zahtjevi za ponovljivost.

Rezultat iskazite jednim decimalnim mjestom.

(b) Ekstrakt se iskazuje na temelju suhe tvari, koristenjem sljedece formule:

100
X
100 -U

= postotak ulja u ekstraktu na temelju suhe tvari

pri ¢emu je: S = postotak ekstrakta u smislu zaprimljenog proizvoda
(vidjeti tocku (a)),
U = njegov sadrzaj vlage i hlapivih tvari.

Ponovljivost

Razlika izmedu dvaju usporednih odredivanja koje isti analitiCar provodi istodobno, ili neposredno jedno za
drugim, ne smije biti visa od 0,2 g ekstrakta heksana na 100 g uzorka.

Ako ovaj uvjet nije ispunjen, ponovite analizu na druga dva dijela uzorka za ispitivanje. Ako i u tom slucaju
razlika bude visa od 0,2 g, kao rezultat uzmite aritmeticku sredinu Cetiriju odredivanja.
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2.1.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

5.2.

7.1.

PRILOG XVI.

ODREDIVANJE JODNOG BROJA

OPSEG

Ovom Medunarodnom normom utvrduje se metoda za odredivanje jodnog broja u mastima Zivotinjskog i
biljnog podrijetla te uljima, u daljnjem tekstu: masti.

DEFINICIJA

Za potrebe ove Medunarodne norme primjenjuje se sljedeca definicija:

Jodni broj oznacava masu joda koju je uzorak apsorbirao u radnim uvjetima koji su utvrdeni ovom Medu-
narodnom normomn.

Vrijednost jodnog broja iskazuje se u gramima joda na 100 g uzorka.

PRINCIP

Dio uzorka za ispitivanje rastopi se u otapalu uz dodatak Wijsova reagensa. Nakon odredenog vremena dodaju
se otopina kalijevog jodida i voda, a oslobodeni se jod titrira otopinom natrijevog tiosulfata.

REAGENSI

Svi reagensi moraju biti prihvadene analiticke cistoce.

Voda, sukladna zahtjevima norme ISO 3693, 3. stupanj.

Kalijev jodid, otopina 100 g/, koja ne sadrzi jodate niti slobodni jod.
Skrob, otopina.

5 g topivog Skroba pomijesajte s 30 ml vode, pa ovu mjesavinu dodajte u 1 000 ml kipuce vode, pustite da
vrije tri minute i zatim ostavite da se ohladi.

Natrijev tiosulfat, standardna volumetrijska otopina koncentracije ¢ (Na,$,053.5H,0) = 0,1 mol/], koja je stan-
dardizirana ne dulje od sedam dana prije uporabe.

Otapalo pripremljeno mijeSanjem jednakih volumena cikloheksana i octene kiseline.

Wijsov reagens, sadrzi jodni monoklorid u octenoj kiselini. Treba koristiti Wijsov reagens koji je dostupan u
slobodnoj trgovini.

OPREMA

Uobicajena laboratorijska oprema, a posebno sljedeca:
Staklene odmjerne posudice, pogodne za dio uzorka za ispitivanje i njegovo rasporedivanje u tikvice (6.2).

Erlenmeyerove tikvice, volumena 500 ml, s ¢epovima od brusenog stakla i potpuno suhe.

PRIPREMANJE UZORKA ZA ISPITIVANJE

Homogenizirani uzorak osusi se iznad natrijevog sulfata i filtrira.

POSTUPAK

Uzorak za ispitivanje

Masa uzorka za ispitivanje razlikuje se ovisno o njegovu ocekivanom jodnom broju, kao $to je prikazano u
tablici 1.
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7.2.

7.3.

Tablica 1.
Ocekivani jodni broj Masa dijela uzorka za ispitivanje (g)

manje od 5 3,00

5 do 20 1,00

21 do 50 0,40

51 do 100 0,20
101 do 150 0,13
151 do 200 0,10

Uzorak odmjerite u staklenoj odmjernoj posudici (5.1.) uz odstupanje do 0,1 mg.

Odredivanje

Dio uzorka za ispitivanje stavite u tikvicu volumena 500 ml (6.2.). Dodajte 20 ml otapala (4.5.) da bi se
rastopila mast. Dodajte to¢no 25 ml Wijsova reagensa (4.6.), umetnite Cep, zavrtite sadrzaj i stavite tikvicu
na tamno mjesto. Za Wijsov reagens ne smije se koristiti usna pipetal

Na sli¢an nacin pripremite slijepu probu s otapalom i reagensom, ali bez dijela uzorka za ispitivanje.

Za uzorke koji imaju jodni broj manji od 150 ostavite tikvice u tami sat vremena; za one Ciji je jodni broj visi
od 150 i za polimerizirane proizvode ili u znacajnoj mjeri oksidirane proizvode, ostavite u tami dva sata.

Po isteku zadanog vremena u svaku tikvicu dodajte po 20 ml otopine kalijevog jodida (4.2.) i 150 ml vode
(4.1)).

Titrirajte standardnom volumetrijskom otopinom natrijevog tiosulfata (4.4.) sve dok Zuta boja koju daje jod
gotovo u potpunosti ne nestane. Dodajte nekoliko kapi otopine Skroba (4.3.) i nastavite titrirati sve dok
neposredno nakon vrlo energi¢nog protresanja ne nestane plava boja.
Biljeska: Dopusteno je potenciometrijsko titriranje za odredivanje zavrine tocke.

Broj odredivanja

Provedite dvostruko odredivanje na istom uzorku za ispitivanje.

ISKAZIVANJE REZULTATA

Jodni broj zadan je sljedecom jednadzbom:

12,69 C (V] —Vz)
m

pri cemu je:

¢ = brojcana vrijednost to¢ne koncentracije, iskazana u molima po litri, upotrijebljene standardne volume-
trijske otopine natrijevog tiosulfata (4.4.);

V; = brojcana vrijednost volumena, u mililitrima, standardne volumetrijske otopine natrijevog tiosulfata (4.4.)
koja je koristena za slijepu probu;

V, = brojcana vrijednost volumena, u mililitrima, standardne volumetrijske otopine natrijevog tiosulfata (4.4.)
koja je koristena za odredivanje;

m = brojcana vrijednost mase, u gramima, uzorka za ispitivanje (7.1.).

Za rezultat uzmite aritmeticku sredinu dvaju odredivanja, pod uvjetom da su ispunjeni zahtjevi za ponovljivost
(9.2).
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