1479.

Na osnovu ¢lana 6 stav 2, ¢lana 7 stav 4, ¢lana 8 stav 4 1 ¢lana 9 stav 3 Zakona o
maslinarstvu i maslinovom ulju ("Sluzbeni list CG", br. 45/14 i 39/16), Ministarstvo
poljoprivrede i ruralnog razvoja donijelo je

PRAVILNIK
O KARAKTERISTIKAMA I KVALITETU, NACINU UZORKOVANJA I
METODAMA ANALIZE MASLINOVOG ULJA*

Predmet
Clan 1
Ovim pravilnikom propisuju se blize karakteristike kategorija maslinovog ulja, na¢in
uzorkovanja, metode analize i kvalitet maslinovog ulja, blizi uslovi u pogledu kadra i
opreme za laboratorije, akreditacija laboratorije i panela.

Ocjena kvaliteta maslinovog ulja
Clan 2

Prije stavljanja u promet, maslinovo ulje se ispituje i ocjenjuje u skladu sa ovim
pravilnikom.

Ocjena kvaliteta i Cistoce maslinovog ulja obuhvata ocjenu fizicko-hemijskih
karakteristika 1 organoleptickih karakteristika djevi¢anskog maslinovog ulja (senzorsko
ocjenjivanje).

Ocjenu kvaliteta i Cistoc¢e maslinovog ulja vr$i ovlaséena laboratorija.

Fizicko-hemijske karakteristike maslinovog ulja utvrduju se analizom uzoraka.

Karakteristike, svojstva kvaliteta i ¢isto¢e maslinovog ulja date su u Prilogu 1 dio 1.

Uslovi za ovlas¢enu laboratoriju za ocjenu kvaliteta maslinovog ulja
Clan 3

Ovlaséena laboratorija koja vrsi ocjenu fizicko-hemijskih karakteristika maslinovog
ulja, treba da ima:

1)najmanje jednog zaposlenog sa zavrSenim farmaceutskim, tehnoloSkim ili
prirodno-matemati¢kim fakultetom (odsjek hemije i fizicke hemije);

2)najmanje jednog zaposlenog sa zavrsenom srednjom hemijskom, farmaceutskom ili
medicinskom S$kolom;

3) prostorije za fizicko-hemijsku analizu;

4) laboratorijsku opremu za fizicko-hemijsku analizu.

Ovlas¢ena laboratorija koja vrsi ocjenu organoleptickih karakteristika djevicanskog
maslinovog ulja (senzorsko ocjenjivanje), treba da ima:

1) najmanje jednog zaposlenog sa zavrSenim farmaceutskim, tehnoloskim ili
prirodno-matemati¢kim fakultetom (odsjek hemije i fizicke hemije);

2) najmanje jednog zaposlenog sa zavrSenom srednjom hemijskom, farmaceutskom
ili medicinskom Skolom;

3) najmanje jedan panel tim, koji ¢ine najmanje osam, a najvise 12 lica osposobljenih
za senzorsku analizu;

4) prostorije za senzorsku analizu;

5) laboratorijsku opremu i opremu za senzorsku analizu ocjene ulja.

Laboratorija za fizicko-hemijsku analizu treba da bude akreditovana u skladu sa
standardom ISO/IEC 17025.



Uzorkovanje i priprema uzoraka za ispitivanje
Clan 4

Analiza maslinovog ulja vrsi se laboratorijskom analizom uzoraka.

Uzorak maslinovog ulja proizvoda¢ dostavlja na ispitivanje ovlaséenoj laboratoriji u
Cetiri zatvorene boce od najmanje 0,25 | iz iste proizvodne serije.

Izuzetno od stava 2 ovog ¢lana uzorak maslinovog ulja proizvoda¢ moze da dostavi i
u pakovanju do ili ve¢em od 5 1.

Uzorci treba da budu oznaceni, a njihov identitet potvrden od strane proizvodaca.

Uzeti uzorci maslinovog ulja smjestaju se na tamno mjesto, zasticeno od svjetlosti 1
jakih izvora toplote i Salju u laboratoriju na analizu najkasnije u roku od deset dana od
dana uzimanja uzoraka.

Uzorkovanje maslinovog ulja iz stava 3 ovog ¢lana vrsi se u skladu sa Prilogom 1 dio
2.

Odredivanje slobodnih masnih kiselina (hladna metoda)
Clan 5

Analizom uzoraka ocjenjuje se kvalitet maslinovog ulja, odredivanjem masnih
kiselina (kisjelosti) u skladu sa Prilogom 2.

Odredivanje peroksidnog broja
Clan 6
Peroksidni broj je koli¢ina elemenata u uzorku maslinovog ulja, iskazanih u obliku
miliekvivalenata aktivnog kiseonika na kilogram, koji pod radnim uslovima oksidiSu
kalijum jodidi i izrazavaju se u milimolima aktivnog kiseonika po kilogramu.
Peroksidni broj iz stava 1 ovog ¢lana, odreduje se u skladu sa Prilogom 3.

Spektrofotometrijska analiza u ultraljubic¢astom podrucju
Clan 7

Spektrofotometrijsko ispitivanje u ultraljubi¢astom podrué¢ju daje podatke o kvalitetu
maslinovog ulja, njegovoj o€uvanosti 1 promjenama koje su u njemu uzrokovane
tehnoloSkim procesima.

Spektrofotometrijskim ispitivanjem iz stava 1 ovog ¢lana dobijaju se tri pokazatelja
kvaliteta oznacena kao K232, K270 ili K268 AK (koeficijenti ekstinkcije).

Spektrofotometrijsko ispitivanje iz stava 2 ovog ¢lana vrsi se u skladu sa Prilogom 4.

Odredivanje etil estara masnih kiselina
Clan 8

Sadrzaj metil estara masnih kiselina u maslinovom ulju odreduje se metodom za
istrazivanje sadrzaja voska i metil estara masnih kiselina gasnom hromatografijom.

Metodom iz stava 1 ovog ¢lana utvrduje se razlika izmedu maslinovog ulja i
maslinovog ulja komine i kvalitet ekstra djevicanskog maslinovog ulja.

Sadrzaj etil estara masnih kiselina u maslinovom ulju iz stava 1 ovog ¢lana odreduje
se u skladu sa Prilogom 5.

Senzorska ocjena djevicanskog maslinovog ulja
Clan 9

Senzorskim ocjenjivanjem djevicanskog maslinovog ulja odreduju se karakteristike
arome djevicanskog maslinovog ulja.



Senzorskom ocjenom iz stava 1 ovog c¢lana vr§i se ocjena organoleptickih
karakteristika djevicanskog maslinovog ulja koje se koristi u prehrambene svrhe i vrsi
se u skladu sa Prilogom 6.

Odredivanje sadrzaja voska kapilarnom gasnom hromatografijom
Clan 10
Odredivanje sadrzaja voska kapilarnom gasnom hromatografijom vrsi se u skladu sa
Prilogom 7.

Odredivanje sastava i sadrZaja sterola i tritrpenskih dialkohola kapilarnom gasnom
hromatografijom
Clan 11
Odredivanje sastava i sadrzaja sterola i tritrpenskih dialkohola kapilarnom gasnom
hromatografijom vrsi se u skladu sa Prilogom 8.

Odredivanje procenta 2-gliceril monopalmitata
Clan 12
Odredivanje procenta 2-gliceril monopalmitata vrsi se u skladu sa Prilogom 9.

Odredivanje metilnih estera masnih kiselina gasnom hromatografijom
Clan 13
Odredivanje metilnih estera masnih Kiselina gasnom hromatografijom vrsi se u skladu
sa Prilogom 10.
Odredivanje stigmastadiena u biljnim uljima
Clan 14
Odredivanje stigmastadiena u biljnim uljima vrsi se u skladu sa Prilogom 11.

Odredivanje razlike izmedu stvarne i teoretske koli¢ine triacilglicerola
Clan 15
Odredivanje razlike izmedu stvarne i teoretske koli¢ine triacilglicerola vrsi se u
skladu sa Prilogom 12.

Odredivanje sadrzaja alifatskih tritrpenskih alkohola kapilarnom gasnom
hromatografijom

Clan 16

Odredivanje sadrzaja alifatskih 1 tritepenskih alkohola kapilarnom gasnom
hromatografijom vrsi se u skladu sa Prilogom 13.

Odredivanje isparljivih halogenih rastvarac¢a u maslinovom ulju
Clan 17

Odredivanje isparljivih halogenih rastvaraca u maslinovom ulju vr$i se u skladu sa Prilogom
14,

Sadrzaj ulja u komini maslina
Clan 18
Odredivanje sadrzaja ulja u komini maslina vrsi se u skladu sa Prilogom 15.



Odredivanje jodnog broja
Clan 19
Odredivanje jodnog broja vrsi se u skladu sa Prilogom 16.

Klasifikacija maslinovog ulja na osnovu senzorske ocjene
Clan 20

Nakon senzorske ocjene ulje se razvrstava u skladu sa medijanom mana i medijanom
voénosti.

Medijan mana je mana maslinovog ulja koja se osje¢a najve¢im intenzitetom.

Medijan mana i medijan voénosti izrazavaju se do jedne decimale.

Maslinovo ulje razvrstava se uporedujuéi vrijednost medijana mana i medijana voénosti
sa referentnim intervalima i to:

1) ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje: medijan mana je 0 i medijan vo¢nosti je iznad 0:

2) djevicansko maslinovo ulje: medijan mana je iznad 0 ali ne veéi od 3,5 i medijan
voénosti je iznad 0;

3) maslinovo ulje lampante: medijan mana je iznad 3,5 ili medijan mana je manji ili
jednak 3,5 a medijan voénosti je jednak O.

Registar panela
Clan 21
U registar panela upisuju se panel tim i senzorski ocjenjivaci.
Upis u registar panela vrsi se na osnovu zahtjeva.

Prestanak vaZenja
Clan 22
Danom stupanja na snagu ovog pravilnika prestaje primjena Pravilnika o kvalitetu i
drugim zahtevima za jestivo maslinovo ulje i jestivo ulje komine masline (,,Sluzbeni list
SRJ“, broj 54/99) i prestaje da vazi Pravilnik o karakteristikama i kvalitetu, naéinu
uzorkovanja i metodama analize maslinovog ulja* ("Sluzbeni list CG", broj 33/15).

Prilozi
Clan 23
Prilozi 1 do 16 ¢ine sastavni dio ovog pravilnika.
Prilozi iz stava 1 ovog €lana objavice se samo u elektronskom izdanju "SluZbenog lista
Crne Gore".
Stupanje na snagu
Clan 24
Ovaj pravilnik stupa na snagu osmog dana od dana objavljivanja u "Sluzbenom listu
Crne Gore".

*U ovaj pravilnik prenesene su odredbe Regulative EU 2568/91 i Regulative EU 1308/13.

Broj: 320-1422/2019
Podgorica, 20. septembra 2019. godine

Ministar,
mr Milutin Simovi¢, s.r.



Karakteristike, svojstva kvaliteta i ¢isto¢e maslinovog ulja

PRILOG 1

Dio 1l
Karakteristike, svojstva kvaliteta i ¢isto¢e maslinovog uljadate su Tabeli 1.
Tabela 1
Peroksidni Stigmasta- RI;?:ZII\;IZ;: O;%?glfole' OE?énkc!e-
" Etil estri masnih kiselina| Kiselost broj . o 2-gliceril monopalmitat C (HPLC) i o | Koss ili Karg e (x S ocjenjivanje
Kategorija (FAEE) (%) %) (%) mEq Voskovi mg/kg (**) %) dieni § ECN42 Koz (*) " Delta-K (*) ocjenjivanje Medijan
- mg/kg (%) . Medijan mana A .
Oo/kg (*) (teoretski (Mm) (%) voénosti
proracun) (Mv) (¥
< 0,9 ako je ukupni %
1. Ekstradjevicansko FAEE < 30 mg/ kg <08 <20 C42 + C44 + C46 < 150 palmitinske kiseline < 14 %/ _ ) s <02| <250 | <022 <0,01 Mm =0 Mv >0
maslinovo ulje < 1,0 ako je ukupni %
palmitinske kiseline > 14 %
< 0,9 ako je ukupni %
o o o
2. Djevicansko maslinovo ulje - <20 <20 C42 + C44 + C46 < 150 pa'f‘l"gi‘lfokj'eszlllzzrﬁ 3,2 % 20,05 <102 <2,60 <025 <025 Mm<3,5 Mv >0
palmitinske kiseline > 14 %
< 0,9 ako je ukupni %
o coline < 140
3. Maslinovo ulje lampante - >2,0 - C40 + C42 + C44 + C46 < 300 () palfll“;’ifol;‘:ilg; - ;f % 20,50 <10.3| - - - Mm> 35 () -
palmitinske kiseline > 14 %
< 0,9 ako je ukupni %
o coline < 140
4. Rafinisano maslinovo ulje - <03 <5 C40+C42 + C44 + Ca6 <350  [palmitinske kiscline < 14 % - <10,3] - <1,10 <0,16 - -
< 1,1 ako je ukupni %
palmitinske kiseline > 14 %
- —
5. Maslinovo ulje koje se sastoji od a;ﬁﬁ:ﬁ?ﬁi;ﬁg? ]/Z %
rafinisanih i djevi¢anskih - <1,0 <15 C40 + C42 + C44 + C46 <350 P <10akoje ukupr:i 7 L - <10,3] - <0,90 <0,15 - -
B N T =1, ()
maslinovih ulja palmitinske Kiseline > 14 %
6. Sirovo ulje komine maslina - - - C40 + C42 + C44 + C46 < 350 (%) <14 - <10,6] - - - - -
7. Rafinisano ulje komine maslina - <0,3 <5 C40 + C42 + C44 + C46 > 350 <l4 - <10,5| - <2,00 <0,20 - -
8. Ulje komine maslina - <1,0 <15 C40 + C42 + C44 + C46 > 350 <12 - <10,5| - <1,70 <0,18 - -




Ukupni izomeri koji bi se mogli (ili ne) razdvojiti kapilarnom kolonom.

(2) Ovo ograni¢enje se primjenjuje na maslinova ulja proizvedena od 1. ozujka 2014.

(3) Ulja sa udjelom voskova izmedu 300 mg/kg i 350 mg/kg smatraju se maslinovim uljima lampante ako je ukupni udio alifati¢nih alkohola manji od ili jednak
350 mg/kg ili ako je udio eritrodiola i uvaola manji od ili jednak 3,5 %.

(4) Medijan mana moze biti manji od ili jednak 3,5, a medijan vo¢nosti jednak 0.

(5) Ulja sa udjelom voskova izmedu 300 mg/kg i 350 mg/kg smatraju se sirovim uljima komine maslina ako je ukupni udio alifati¢nih alkohola iznad 350

mg/kg i ako je udio eritrodiola i uvaola veci od 3,5 %.



Sastav masnih kiselina (*) Ukupni Sastav sterola
transli- App B- | Delta-7-
Ukupni . pp P N
- . . . ) nolni i . sitoste- |stigmaste-| Ukupni |Eritrodiol
. Miri- Lino- |Arahi-| Eiko- | Behe- |Lignoce-| trans- i Hole- |Brasika-| Kampe- | .

Kategorija ) ) | transli- . |Stigmasterol ol (%) nol ®) | steroli | iuvaol

stinska | lenska | nska | zenska | nska | rinska | oleinski .| sterol | sterol |sterol (%)

7 |nolenski @) | ) | ) | (mylke) | (%) (%)
(%) (%) | (%) | (%) (%) | (%) [izomeri (%)| . () (%) (%)
izomeri
(%)

1. Ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje <0,03 | <1,00 [<0,60 <0,40 | <0,20 | <0,20 <0,05 <0,05 <0,5 <0,1 <40 <kamp. >03,0 <0,5 >1000 <4,5
2. Djevi¢ansko maslinovo ulje <0,03 | <1,00 |<0,60| <040 |<0,20 | <0,20 <0,05 <0,05 <0,5 <0,1 <4,0 <kamp. >93,0 <0,5 >1000 | <45
3. Maslinovo ulje lampante <0,03 | <1,00 |<0,60| <0,40 |<0,20 | <0,20 <0,10 <0,10 | <0,5 <0,1 <4,0 - >93,0 <0,5 >1000 | <4,5 (%
4. Rafinisano maslinovo ulje <0,03 | <1,00 [<0,60| <040 |<0,20| <0,20 <0,20 <0,30 | <05 <0,1 <4,0 <kamp. >93,0 <0,5 >1000 | <4,5
5. Maslinovo ulje koje se sastoji od

<0,03 | <1,00 |<0,60| <0,40 |<0,20 | <0,20 <0,20 <0,30 <0,5 <0,1 <4,0 <kamp. >93,0 <0,5 >1000 <45
rafiniranih i djevicanskih maslinovih ulja
6. Sirovo ulje komine maslina <0,03 | <1,00 |<0,60| <0,40 |<0,30 | <0,20 <0,20 <0,10 | <05 <0,2 <4,0 - >93,0 <0,5 >2500 | >4,5 (°)
7. Rafinisrano ulje komine maslina <0,03 | <1,00 [<0,60| <040 |<0,30| <0,20 <0,40 <0,35 | <05 <0,2 <4,0 <kamp. >93.0 <0,5 >1800 | >45
8. Ulje komine maslina <0,03 | <1,00 |<0,60| <0,40 |<0,30 | <0,20 <0,40 <0,35 | <0,5 <0,2 <4,0 <kamp. >93,0 <0,5 >1600 | >4,5




1) Udio drugih masnih kiselina (%): palmitinska: 7,50-20,00; palmitoleinska: 0,30-3,50; heptadekanska: < 0,30; heptadecenska: < 0,30; stearinska: 0,50-5,00; oleinska:
55,00-83,00; linolna: 2,50-21,00.

(®) Vidjeti Dodatak ovog Priloga.

(®) App B-sitosterol: Delta-5,23-stigmastadienol + klerosterol + beta-sitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol + delta-5,24-stigmastadienol.

(*) Ulja sa udjelom voskova izmedu 300 mg/kg i 350 mg/kg smatraju se maslinovim uljima lampante ako je ukupni udio alifati¢nih alkohola manji od ili jednak 350
mg/kg ili ako je udio eritrodiola i uvaola manji od ili jednak 3,5%.

(°) Ulja sa udjelom voskova izmedu 300 mg/kg i 350 mg/kg smatraju se sirovim uljima komine maslina ako je ukupni udio alifatiénih alkohola iznad 350 mg/kg i ako
je udjel eritrodiola i uvaola ve¢i od 3,5 %.

Napomene:

(a) Rezultati analiza moraju biti izraZeni onim brojem decimalnih mjesta kojim je izraZena grani¢na vrijednost za pojedino svojstvo. Posljednja cifra se mora uvecati za
jednu jedinicu ako je cifra koja slijedi ve¢a od 4.

(b) Ako najmanje jedno od svojstava ne odgovara navedenim vrijednostima, u smislu ovog Pravilnika kategorija ulja moze se promijeniti ili se ulje moze deklarisati
kao oneciséeno.

(c) Ako je svojstvo koje se odnosi na kvalitet ulja oznaceno jednom zvjezdicom (*), pod tim se podrazumijeva sljedece:

— kod maslinovog ulja lampante moguce je da se istovremeno oba navedena ograni¢enja razlikuju od navedenih vrijednosti,

— kod djevic¢anskih maslinovih ulja, ako se najmanje jedno od tih ogranic¢enja razlikuje od navedenih vrijednosti, kategorija ulja se mijenja, iako se i dalje svrstava u
jednu od kategorija djevicanskih maslinovih ulja.

(d) Ako je svojstvo oznaéeno sa dvije zvjezdice (**), to znaéi da je za sve tipove ulja komine maslina moguce da se istovremeno oba navedena ogranic¢enja razlikuju od
navedenih vrijednosti.



Sadrzaj kampesterola za djevi¢ansko i ekstra djevicansko maslinovo ulje

Sadrzajkampesterola za djevi¢ansko i ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje dat je u sljedecéoj
Semi:

[ 4,0 % < kampesterol < 4,5 % ]
1 |
[Stigmastcrol <14% ] [ A-7-stigmastenol < 0,3 % ]

Sadrzajdelta-7-stigmastenol za:

— ekstra djevicansko i djevi¢ansko maslinovo ulje

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

|
| | App. p-sitosterolf . . }
() - 0y
Kampesterol < 3,3 % (leampest + Aecig)y= 25 Stigmasterol < 1,4 % AECN42<|0,1]

— ulja komine maslina (sirova i rafinisana)

[ 0.5 % < A-7-stigmastenol < 0',7'%5‘}

i

[ AECN42 < (0,40 } {Stigmasterols 1,4%J ES“"“ parametri “””tﬂ

graniénih vrijednosti




Dio 2

UZORKOVANJE MASLINOVOG ULJA DOSTAVLJENOG U PAKOVANJU
DO ILI VECEM OD 51

1.SADRZAJ PRIMARNOG UZORKA
1.1. Pakovanjedo 51

,,Primarni uzorak™ za maslinovo ulje dostavljeno upakovanju koje ne

prelazi 5 Idat je u Tabelil.
Tabela 1

Najmanja veli¢ina primarnog uzorka mora da sadrzi

Primarni uzorak mora da se
Kada unutras$nje pakovanje ima sastoji
zapreminu
od ulja od
(@) 1 litraili vise a) 1-og unutra$njeg pakovanja;
(b) manje od 1 litra b) najmanjeg broja pakovana
ukupne ;
zapremnine ne manje
od 1,0 litra

1.2. Pakovanjepreko 5 I

»Primarni uzorak” za maslinovo ulje dostavljeno u pakovanju koje prelazi 5 litara oznaCava
reprezentativni dio ukupnih dodatnih koli¢ina dobijenih postupkom smanjenja i dat je u Tabeli2.
Primarni uzorak mora se sastojati od razli¢itih primjera.

,Primjer” primarnog uzorka oznacava svaki paket koji ¢ini primarni uzorak.

Tabela 2.

Minimalni broj dodatih koli¢ina koje se uzimaju

Minimalni broj dodatih
oli¢ina koje se uzimaju
Broj pakovanja u seriji

do 10 1
od ... 11 do 150 2
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Broj pakovanja u seriji [Minimalni broj dodatih koli¢ina
koje se uzimaju ’

Od ... 151 do 500 3
Od ... 501 do 1500 4
Od ... 1501 do 2 500 5
> 2 500 na 1 000 pakiranja 1 rezervna dodatna koli¢ina

Kako bi se smanjio volumen uzorkovanja pakovanja za pripremu primarnog uzorka homogenizuje se sadrzaj
dodatnih koli¢ina za uzorkovanje.

Kako bi se uzorak ulja zastitio od uticaja vazduha, dijelovi razli¢itih dodatnih koli¢ina ulja mijeSanjem se
ulivaju u zajedni¢ki rezervoar za njihovu homogenizaciju.

Sadrzaj primarnog uzorka mora se uliti u niz pakovanja najmanje zapremnine 1 I od kojih svaki predstavlja

primjer primarnog uzorka.
Svako pakovanje puni se na nacin da se sloj vazduha na vrhu svede na najmanju moguc¢u mjeru, nakon ¢ega
se pakovanje zatvori i zapecati kako bi se obezbijedilo da se proizvod ne moze mijenjati i ta pakovanja se
oznacavaju radi identifikacije.

2. ANALIZE | REZULTATI
2.1. Svaki primarni uzorak mora se podijeliti na laboratorijske uzorke.

2.2. Kad svi rezultati analize odgovaraju svojstvima odredene kategorije ulja, Citava serija se proglasava
odgovarajuc¢om.

Ako samo jedan rezultat analize ne odgovara svojstvima deklarisane kategorije ulja, ¢itava sserija se
proglasava neodgovaraju¢om.

3. PROVIJERA KATEGORWE SERIJE

3.1. Kako bi se provjerila kategorija serije moze se povecati broj primarnih uzoraka uzetih sa razliitih
mjesta serije u skladu sa sljede¢om tabelom 3:

Tabela 3.

Broj primarnih uzoraka odredenih veli¢inom serije

Veli¢ina serije (litre) Broj primarnih uzoraka

manje od 7 500 2

Od 7 500 do manje od 25 000 3

Od 25

000 do manje od 75 000 4

Od 75

000 do manje od 125 000 5

Jednako i vise od 125 000 6 + 1 za svakih dodatnih 50 000

Litara

Svaka dodata koli¢ina maslinovog ulja koja predstavlja primarni uzorak uzima se saistog mjesta u seriji.
Stvaranje svakog primarnog uzorka sprovedi u skladu sa Tabelama 1 i 2 ovog dijela.

Svaki primarni uzorak zatim podlijeze analizi tacke 2.1 ovog dijela.

Ako jedan od rezultata analize iz tacke 2.1 ovog dijela najmanje jednog primarnog uzorka nije u skladu sa
svojstvima odredene kategorije ulja, ¢itava serija za uzorkovanje se proglagava neodgovaraju¢om.
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PROVJERA USKLADENOSTI UZORKA MASLINOVOG
ULJA SA ODREDENOM KATEGORIJOM

Provjera uskladenosti uzorka maslinovog ulja sa kategorijama ekstra djevi¢anskog
maslinovog ulja, djevicanskog maslinovog ulja i ekstra djevicanskog i djevi¢anskog maslinovog

maslinovog ulja vrsi se u skladu sa sljede¢im slikama:

EKSTRA DJEVIC. MASL. ULJE
(kriteriji kvalitete)

<20 >20

E Ulje nije u skladu s
> deklariranom kategorijom.

@)

K270 < 0,22 K270 > 0,22

AK < 0,01 AK > 0,01

.......
...........

K232 <2,50 K232 >2,50

med. voén. >0 med. voén. = 0

i med. voén. >0

and
med. mana > 0

med. mana=0

da ne

Kriteriji kvalitete u skladu s deklariranom kat.
Idi na tablicu 3. (kriteriji istoce)

......)
|
e T S i
Ulje nije u skladu s
5 deklariranom kategorijom. %
vi o
> ;
.......... )

*< 40 mglkg u 2013./2014.
< 35 mglkg u 2014./2015.
< 30 mglkg od godine usjeva 2015./2016.

Slika 1
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Slika 2

<

Djevi¢. masl. ulje
(kriteriji kvalitete)

D

Kiselost %

<20 ‘

>2,0 >
Peroksidni broj mEq O,/kg
<20 ‘L >20 >
UV spektrometrija
Ky70 < 0,25 ‘ K;70 > 0,25 > ‘.‘.---n--.-n...'.
% 0“ .°0
d
- & Ulje nije u skladu s %
UV spektrometrija Ao deklariranom ':
Aks001 | AK>001 7y egros g
. (a) ;
UV spektrometrija "~.,. . __,-"'
Tawanns
Ky3; < 2,60 | Ky32 > 2,60 >
Organolepti¢ka ocjena
Median of fruity > 0 Median of fruity = 0 >
or
and median of fruity >0
Median of defects < 3,5 | median of defects > 3,5
l ‘,u"“""'. "
O ‘e,
.0"U1je nije u skladu s".‘
Ispunjuju li vrijednosti navedenih parametara kriterije g deklariranom 3
za ekstra djevicansko maslinovo ulje? ---.}S kategorijom 2
.
(tablica 1.) % (b) Y
“. ..
&
...'0 “.‘.

NE ‘ DA

v

Kriteriji kvalitete u skladu s deklariranom kat.
1di na tablicu 3. (kriteriji Cistoce)

L} .
RRLTTTTT Liad
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Slika

Ekstra djevic. i djevi¢. masl. ulja
(Kriteriji ¢istoce)

‘-lllllll....
{34 LY
o

Kriteriji Cistoce (tablice 1. i 2.) 4 o,
& Ulje nije u skladus s,
DA NE re---> i deklariranom katego- %
kY rijom K
0.. “‘0
L)
3,5-Stigmastadieni mg/kg st
< 0,05 > 0,05 ~ POt LLLL LT
P .‘ . .....
% ____>..'° Ulje nije u skladu s ™
Transizomeri % masnih kiselina : deklanrarxi}(())x katego- ":
tC18:1 < 0,05 tC18:1 > 0,05 > % )
t(C18:2 + C18:3) < 0,05 t(C18:2 + C18:3) > 0,05 ., (a) o
SadrZzaj masnih kiselina
>
DA NE -
““‘ ...'0.
& 0‘" .’0
N .
A ECN42 £ Ulje nije u skladu s %
FoJcny §
<102] - 102] g ""):_ deklariranom katego- :
il L > . rijom K
‘. ’0
% .’0,' ‘,o‘.
Sastav sterola i ukupno sterola Yranaanertt
YES NO >
Eritrodiol + uvaol % "c"" ™
<20 I 2,0 >E+U < 4,5 ‘ > 4,5 > .:' Ulje nije u skladu s ““
¢ deklariranom katego- 3%
@ -8 rijom H
. % K
Voskovi! mglkg ., (b) .
<150 >150 S s T
> enus

Vrsta ulja u skladu s deklariranom
kategorijom

1C42+C44+C46
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PRILOG 2

ODREDIVANJE SLOBODNIH MASNIH KISELINA (HLADNA METODA)

1. PRINCIP

Uzorak se rastvori u mjeSavini rastvaraca i postojece slobodne masne kiseline, odredujuse titracijom sa
rastvorom kalijum hidroksida ili natrijum hidroksida.

2. REAGENSI

Reagensi treba da budu priznatog analitiCkog kvaliteta, a voda koja se upotrebljava treba da bude destilovana ili

odgovarajuce Cistoce.

2.1. Dietil etar; 95 % etanol (V/V), mjeSavina djelova jednakih po zapremini.

Neutralizacija se vrsi ta¢no u trenutku upotrebe rastvora kalijum hidroksida (2.2.) uz dodatak 0,3 ml rastvora
fenolftaleina na 100 ml mjesavine.

Napomena 1.: Dietil etar visoko je zapaljiv i moze stvoriti eksplozivneperokside, a prilikom njegove upotrebe
treba biti posebno pazljiv.

Napomena 2.: Ako nije moguce upotrijebiti dietil etar, moze se upotrijebitimjeSavina rastvorakoja sadrzi etanol i
toluen, a ako je potrebno, etanol se moZe zamijeniti 2-propanolom.

2.2. Kalijum hidroksid ili natrijum hidroksid, titrisani etanol ili vodeni rastvor, ¢(KOH) [ili ¢(NaOH)] priblizno
0,1 mol/l ili, ako je potrebno, ¢c(KOH) [ili ¢(NaOH)] priblizno 0,5 mol/l.

Neposredno prije upotrebe treba da bude poznata i provjerena tacna koncentracija rastvora kalijum hidroksida ili
rastvora natrijum hidroksida i treba upotrijebiti rastvor koji je pripremljen najmanje pet dana prije upotrebe i
dekantovan u smede staklene boce sa gumenim ¢epom, a rastvor treba da bude bezbojan ili boje slame.

Ako se pri upotrebi vodenograstvora kalijum hidroksida ili natrijum hidroksida uoéi fazno razdvajanje, vodeni
rastvor treba zamijeniti rastvorom u etanolu.

Napomena 3.: Stabilni bezbojni rastvor kalijum hidroksida ili natrijumhidroksida moze se pripremiti na sljedeci
nacin: dovesti do klju¢anja 1 000 ml etanola ili vode sa 8 g kalijum hidroksida ili natrijum
hidroksida i 0,5 g aluminijskih strugotina i pustite da vri pod povratnim hladnjakom sat vremena.
Odmah treba destilovati i rastvoritipotrebnu koli¢inu kalijum hidroksida ili natrijum hidroksida u
destilatu ili pustiti da odstoji nekoliko dana i zatim dekantovatikako bi se odvojila bistra,
supernatantnu te¢nost od natalozenog kalijum karbonata ili natrijum karbonata.

Rastvor se moze pripremiti i bez destilovanja, na sljedeci na¢in: na 1 000 ml etanola ili vodedodati
4 ml aluminijum butilata i pustiti mjeSavinu da odstoji nekoliko dana. Dekantovanjem odvoyjiti
supernatantnu tecnost i u njoj rastvoritipotrebnu koli¢inu kalijum hidroksida ili natrijum

hidroksida. Rastvor je spreman za upotrebu.

2.3. Rastvor 10 g/l fenolftaleina u 95 do 96 % etanolu (v/v) ili rastvor 20 g/l alkalnog plavog 6B ili timolftaleina
u 95 do 96 % etanolu (v/v). U slu¢aju snazno obojenih ulja upotrebljavaju se alkalno plavo ili timolftalein.

3. OPREMA
Za odredivanje slobodnih masnih kiselina koristi se sljedeca laboratorijska oprema:
1. analiticka vaga;
2. Erlenmajerova tikvicazapremine 250 ml;
3. graduisana biretazapremine 10 ml, klase A, sa podjelom od 0,05 ml ili odgovarajucu automatsku biretu.

4. POSTUPAK
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4.1. Priprema uzorka za ispitivanje

Ako je uzorak mutan, potrebno ga je filtrirati, u slu¢aju kad vlaga i nelistoca zajedno ne prelaze 1 %, treba
koristiti uzorak bez dodatnog obradivanja, a u slu¢aju kad su veci od 1 %, treba ga filtrirati.

4.2, Uzorak za ispitivanje

Uzorak treba odabrati u zavisnosti od kiselosti u skladu sa sljede¢om tabelom:

Ocekivana kiselost Preciznost vaganja
(oleinska kiselost Masa uzorka (g)| (9)
g/100g)
0do2 10 0,02
>2do75 2,5 0,01
>75 0,5 0,001
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Uzorak treba izmjeritiu Erlenmeyerovoj tikvici.

4.3. Odredivanje
Uzorak (4.2.) treba rastvoritiu 50 do 100 ml prethodno neutralizovane mjeSavine dietil etera i etanola (2.1.).

Titrovatiuz mije$anje 0,1 mol/l rastvorom kalijum hidroksida ili natrijum hidroksida (2.2.) dok se ne promijeni
boja indikatora (boja obojanog indikatora treba da bude postojana najmanje 10 sekundi).

Napomena 4.: Ako je potrebna koli¢ina rastvora kalijum hidroksida ili natrijum hidroksida od 0,1 mol/l ve¢a od

10 ml, upotrebljava se rastvor od 0,5 mol/l ili se mijenja masa uzorka u skladu sa oéekivanom kiselo$cu.

Napomena 5.: Ako rastvor tokom titrovanja postane mutan, treba dodatidovoljno rastvora (2.1.) da bi se dobio

bistar rastvor.

Ako je prvi rezultat visi od utvrdenog ogranicenja za kategoriju ulja treba izvrSiti drugo testiranje.

ISKAZIVANJE REZULTATA

Kiselost izraZzena utezinskim procentima oleinske kiseline jednaka je

M 100 VxcxM

1000 °m ~ 10xm

pri ¢emu je:

= zapremina rastvora kalijum hidroksida (ili natrijum hidroksida) utro$en za titrovanje, u mililitrima;

= tacna koncentracija u mol po litru upotrebljenog rastvora kalijum hidroksida (ili natrijum hidroksida) za
titrovanje;

M = 282 g/mol, molarna masa u gramima po molu oleinske kiseline;
m = masa uzorka u gramima.

Oleinska kiselost iskazuje se kako slijedi:

do dva decimalna broja za vrijednosti od 0 do ukljucujuci 1;

do jednog decimalnog broja za vrijednosti od 1 do ukljucujuéi 100.
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PRILOG 3

ODREDIVANJE PEROKSIDNOG BROJA

Definicija

Peroksidni broj je koli¢ina onih supstanci u uzorku, izrazenih u obliku miliekvivalenata aktivnog kiseonika na
kilogram, koji pod odredenim uslovima oksiduju kalijum jodid.

Princip

Reakcija ispitivanog dijela uzorka u rastvoru sircetne kiseline i hloroforma sa rastvorom kalijum jodida.
Titrovanje oslobodenog joda standardizovanim rastvorom natrijum tiosulfata.

Oprema

Oprema koja se koristi ne smije sadrzati supstancekoje uzrokuju redukciju ili oksidaciju.
Napomena 1.: PovrSina podloge ne smije se zamastiti.

3.1 Staklena mjerna posudica zapremine 3 ml.

3.2 Tikvice sa uzim grlom i ¢epom, zapremine priblizno 250 ml, treba da budu prethodno osusene i ispunjene
¢istim, suvim, inertnim gasom (azotom ili, jos§ bolje, ugljen dioksidom).

3.3 Bireta zapremine 5 ml, 10 ml ili 25 ml, graduisana na najmanje 0,05 ml, po mogucnosti sa automatskim
podesavanjem na nulu ili odgovarajuca automatska bireta.

3.4 Analiticka vaga.
Reagensi

4.1 Hloroform, kvalitet analitiCkog reagensa, osloboden od kiseonika produvavanjem strujom cistog, suvog
inertnog gasa.

4.2 Glacijalna sir¢etna kiselina, kvalitet analitickog reagensa, oslobodena od kiseonika produvavanjem
strujom ¢istog, suvog inertnog gasa.

4.3 Kalijum jodid, zasi¢eni vodeni rastvor, svjeze pripremljen, bez joda i jodata. Rastvoriti oko 14 g kalijum
jodida u oko 10 ml vode na sobnoj temperaturi.

4.4 Vodeni rastvor natrijum tiosulfata 0,01 mol/l (ekvivalent 0,01 N), precizno standardizovan neposredno prije
upotrebe.

Svaki dan i prije upotrebe treba pripremiti svjezi 0,01 mol/l rastvor natrijum tiosulfata od 0,1 mol/l standardnog
rastvora natrijum tiosulfata, ili odrediti ta¢nu molarnost. Prethodna iskustva pokazala su da je stabilnost

ograniCena i da zavisi od pH vrijednosti i udjela slobodnog ugljen dioksida. Za razblazivanje upotrebljavati samo
svjeze prokuvanu vodu, eventualno procis¢enu azotom.

1. Za odredivanje tatne molarnosti rastvora natrijum tiosulfata
preporucuje se sljedeci postupak:

Sapreciznos¢u od 0,001 g izvagati 0,27 g do 0,33 g kalijum jodata

(Mkj03 ) u odmjernu tikvicu (250 ml ili 500 ml) i do oznake razblaziti svjeze prokuvanom vodom (V3 ),
ohladenom na sobnoj temperaturi.
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Pipetom prenijeti 5 ml ili 10 ml rastvora kalijum jodata (V) u Erlenmajerovu tikvicu od 250 ml. Dodati 60 ml
svjeze prokuvane vode, 5 ml 4 mol/l hidrovodonicne kiseline i 25 mg do 50 mg kalijum jodida ili 0,5 ml
zasi¢enog rastvora kalijum jodida. Titrovatitaj rastvor rastvorom natrijum tiosulfata (V3 ) kako bi se odredila
tacna molarnost rastvora natrijum tiosulfata,

mgios X V1 X 6 x 10 x WKIO3

T =
Mkioz X Vo X V3

pri ¢emu je:

M kioz Masa kalijum jodata u gramima

V jzapremina rastvora kalijum jodata u mililitrima (5 ml ili 10 ml)
V ,ukupna zapremina rastvora kalijum jodata u mililitrima

(250 ml ili 500 ml)

V szapremina rastvora natrijum tiosulfata u mililitrima

W ko3 Cistoca kalijum jodata u g/100 g

M k103 molekularna masa kalijum jodata (214 g/mol)

T ta¢na molarnost rastvora natrijum tiosulfata (mol/l).

Rastvor skroba, vodeni rastvor 10 g/l, svjeze pripremljen koris¢enjem prirodnog rastvorljivog skroba. Mogu
se upotrebljavati i ekvivalentni reagensi.

6. Uzorak
Treba voditi ra¢una da uzeti uzorak bude smjesten na tamnom i hladnom mjestu u potpuno ispunjenim
staklenim posudama, hermeticki zatvorenima staklenim ili plutanim ¢epovima.

7. Postupak

Ispitivanje se mora sprovesti pri difuznom dnevnom svjetlu ili pod vjestackim svjetlom. U staklenoj mjernoj
posudici ili, ako to ne uspije, u tikvici treba izvagati masu uzorka sa preciznos¢u od 0,001 g prema
oc¢ekivanom peroksidnom brojuu skladu sa sljede¢om tabelom:

Masa ispitivanog dijela
Ocekivani peroksidni broj uzorka
(mea) ©)]
0do12 5,0do 2,0
12do 20 2,0do1,2
20do 30 1,2do0,8
30do 50 0,8do 0,5
50do 90 0,5do 0,3

Tikvicu treba odCepiti i u nju staviti staklenu mjernu posudicu koja sadrzi ispitivani dio uzorka. Dodati 10 ml
hloroforma. MijeSanjem brzo rastvoritiuzorak. Dodati 15 ml sir¢etne kiseline, zatim 1 ml rastvora kalijum
jodida. Brzo zacepiti, promuckati jedan minut i odloziti da odlezi to¢no pet minuta na tamnom mjestu i na
temperaturi od 15 do 25 °C.

Dodati priblizno 75 ml destiliovane vode. Titrovati oslobodeni jod rastvorom natrijum tiosulfata snaZnim
protresanjem uz upotrebu rastvora skroba kao indikatora.
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Na istom uzorku za ispitivanjesprovesti dva odredivanja.

Istovremeno treba izvrSiti analizu slijepe probe. Ako rezultat slijepe probe prelazi 0,05 ml 0,01 N ratsvora
natrijum tiosulfata treba zamijeniti neciste reagense.

8. IzraZavanje rezultata

Peroksidni broj (PB) izrazen u miliekvivalentima aktivnog kiseonika na kilogram dat je u sljede¢oj formuli

_VxTxlOOO
B m

PV

pri cemu je:

V=zapremina standardizovanog rastvora natrijum tiosulfata (5.4.) utroSen za ispitivanje, izraZen u mililitrima,
ispravljen rezultatom za slijepu probu;

T =ta¢na molarnost kori§¢enog rastvora natrijum tiosulfata (5.4.), izrazena u mol/l;
m=masa ispitivanog dijela uzorka u gramima.
Kao rezultat treba uzeti aritmeticku sredinu dva izvrSena odredivanja.

Rezultat odredivanja treba navesti do jednog decimalnog broj.
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PRILOG 4

SPEKTROFOTOMETRIJSKO ISPITIVANJE U ULTRALJUBICASTOM
PODRUCJU

uvoD

Spektrofotometrijskim ispitivanjem u ultraljubi¢astom podru¢ju mogu se dati informacije o kvalitetu ulja,
ocuvanosti 1 promjenama koje su uzrokovane tehnoloskim procesima. Do apsorpcija na talasnim duzinama
utvrdenima u ovoj metodi dolazi zbog prisutnosti konjugovaanih dienskih i trienskih jedinjenja koji nastaju kao
posl)‘edica oksidaconih procesa i/ili postupaka rafinisanja. Te apsorpcije se iskazuju kao specifiéne ekstinkcije
E',”.n (ekstinkcija 1 %-tnog masenog udjela rastvora ulja u odredenom rastvoru, u kiveti od 10 mm) 3to se
uobicajeno oznacava sa K (naziva se i ,,koeficijentom ekstinkcije”).

1.PRINCIP

Uzorak se rastvara u propisanom rastvaracu, a sposobnost apsorpcije rastvarac¢a mjeri se na utvrdenim talasnim
duzinama u odnosu na Cisti rastvor.

Specifiéne ekstinkcije na 232 nm i 268 nm u izooktanu ili na 232 nm i 270 nm u cikloheksanu izracunavaju se za
koncentraciju 1 %-tnog masenog udjela u kiveti od 10 mm.

OPREMA

Spektrofotometar pogodan za mjerenja na talasnim duzinama ultraljubicaste svjetlosti (220 nm do 360 nm), sa
mogucnos$cu ocitavanja pojedina¢nih nanometarskih jedinica. Preporucuju se redovne provjere radi postizanja
tacnosti i obnovljivosti sposobnosti apsorpcije i opseg talasnih duzina za rasipnu svjetlost.

2.1.1. Opseg talasnih duzinase moze provjeriti upotrebom referentnog materijala koji se sastoji od filtera od opti¢kog

stakla koje sadrZi holmijum oksid ili rastvorholmijum oksida (zapecacen ili nezape€acen) sa jasnim apsorpcijskim
frekvencijama. Referentni materijali namijenjeni su provjeri i bazdarenju opsega talasnih duzina vidljivih i
ultraljubicastih spektrofotometara sa nominalnim spektralnim frekvencijskim Sirinama od 5 nm ili manje.
Mjerenja se sprovode u odnosu na vazduh kao slijepu probu u intervalu talasnih duzina od 640 do 240 nm, u
skladu sauputstvima priloZenim uz referentne materijale. Sprovodi se ispravljanje bazne linije sa praznim putem
snopa pri svakoj promjeni Sirine proreza. Standardne talasne duzine navedene su u sertifikatu referentnog
materijala.

2.1.2. Opseg apsorpcije se moze provjeriti upotrebom komercijalno dostupnog zapecacéenog referentnog materijala koji

2.2.

se sastoji od kiselog rastvora kalijumdihromata u odredenim koncentracijama i potvrdenim vrijednostima
apsorpcije pri njihovim Amax (Cetiri rastvora kalijum dihromata u perhlornoj kiselini zapecac¢enog u cetiri UV
kvarcne kivete za mjerenje referentne vrijednosti linearnosti i fotometrijske tacnosti u UV-podrucju). Rastvor
kalijum dihromata mjeri se u odnosu na slijepu probu kiseline koja se primjenjuje nakon ispravljanja bazne linije
u skladu sa uputima priloZenim uz referentne materijale. Vrijednosti apsorpcije navedene su u sertifikatu
referentnog materijala.

U cilju provjeravanja odziva fotocelije i fotomultiplikatora druga moguénost je postupiti na sljede¢i nadin:
odvagati 0,2000 g Cistog kalijum hromata za spektrofotometriju i rastvoriti ga u 0,05 mol/l rastvoru kalijum
hidroksida u graduiranoj tikvici zapremine 1 000 ml i nadopuniti do oznake. Uzeti ta¢no 25 ml dobijenog

rastvora, staviti u graduisanu tikvicu zapremine 500 ml i razblaziti do oznake upotrebljavajuci isti rastvor kalijum
hidroksida.

Izmjeriti ekstinkciju tako dobijenog rastvora na 275 nm, upotrebljavajuéi rastvor kalijum hidroksida kao
referentan. Ekstinkcija izmjerena upotrebom kivete od 1 cm treba biti 0,200 + 0,005.

Pravougaone kvarcne kivete, sa poklopcima, pogodne za mjerenja na talasnim duzinama ultraljubicaste svjetlosti
(220 do 360 nm) sa duzinom optickog puta od 10 mm. Kivete napunjene vodom ili drugim pogodnim
rastvaraéem ne bi trebale pokazivati medusobne razlike u ekstinkciji ve¢oj od 0,01 ekstinkcijskih jedinica.

2.3. Mijerne tikvice od 25 ml sa jednom oznakom, klase A.
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5.2.

5.3.

5.4.

KA
E\
C

S

24, Analiti¢ka vaga sa moguénos$cu ocitavanja uz odstupanje do 0,0001 g

REAGENSI

Tokom analize, osim ako nije drugacije navedeno, upotrebljavati iskljuivo reagense priznate analiticke
Cistoce i destiliovanu ili demineralizovanu vodu ili vodu iste Cistoce.

Rastvor: 1zooktan (2,2,4-trimetilpentan) za mjerenja na 232 nm i 268 nm i cikloheksan za mjerenja na 232 nm
i 270 nm, sa sposobnosc¢u apsorpcije manjom od 0,12 na 232 nm i manjom od 0,05 na 270 nm u odnosu na
destilovanu vodu, izmjereno u kiveti od 10 mm.

POSTUPAK

Uzorak mora biti savrSeno homogen i bez lebdecih necistoca. U protivnom, mora se profiltrirati kroz papir na
temperaturi od priblizno 30 °C.

Od tako pripremljenog uzorka precizno odvagati priblizno 0,25 g (uz odstupanje do 1 mg) u graduisanoj
tikvici od 25 ml, dopuniti propisanim rastvorom do oznake i homogenizovati. Dobijeni rastvor mora biti
savrSeno bistar. Ako je doslo do opalescencije ili zamuéenosti, brzo profiltrirati kroz papir.

NAPOMENA: Po pravilu je masa od 0,25 — 0,30 g dovoljna za mjerenjasposobnosti apsorpcije djeviéanskog
ili ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja na 268 nm i 270 nm. Za mjerenja na 232 nm uobicajeno je potrebno
0,05 g uzorka te se tako po pravilu pripremaju dva razlicita rastvora. Za mjerenja sposobnosti apsorpcije ulja
komine maslina, rafinisanog maslinovog ulja i falsifikovanog maslinovog ulja, a zbog njihove vece
sposobnosti apsorpcije, po pravilu je potrebna manja koli¢ina uzorka, npr. 0,1 g.

Prema potrebi ispraviti baznu liniju (220 — 290 nm) rastvorom u obje kvarcne kivete (uzorak i referenca),
potom napuniti kvarcnu kivetu uzorka dobijenim ispitnim rastvorom i izmjeriti ekstinkcije na 232, 268 ili 270
nm u odnosu na rastvor koji je upotrijebljen kao referenca.

Ocitane vrijednosti ekstinkcije moraju biti unutar intervala od 0,1 do 0,8 ili unutar linearnog raspona
spektrofotometra koji treba provjeriti. Ako nije tako, mjerenja se moraju ponoviti upotrebljavajuéi, prema
potrebi, rastvor vece ili manje koncentracije.

Nakon mjerenja sposobnosti apsorpcije na 268 ili 270 nm izmjeriti sposobnost apsorpcije pri Amax, Amax + 4
i Amax — 4. Te se vrijednosti sposobnosti apsorpcije upotrebljavaju radi odredivanja odstupanja u specifi¢noj
ekstinkciji (AK).

NAPOMENA: smatra se daAmax iznosi 268 nm za izooktan koji seupotrebljava kao ratsvor i 270 nm za
cikloheksan.

ISKAZIVANJE REZULTATA
Zabiljeziti specifi¢ne ekstinkcije (koeficijente ekstinkcije) na razli¢itim talasnim duzinama, izracunate kako

slijedi:

EX
cXs8

K\ =

pri cemu je:

specifi¢na ekstinkcija na talasnoj duzini A;

ekstinkcija mjerena na talasnoj duzini A;

koncentracija rastvora u g/100 ml;

= duzina puta kvarcne kivete u cm;

iskazano sa dva decimalna broja.
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6.2. Odstupanje specifi¢ne ekstinkcije (AK)

Odstupanje apsolutne vrijednosti ekstinkcije (AK) iskazuje se kao:

AK='Km— (K)\m—4-;-K)\m+4)’

pri ¢emu je Km specifi¢na ekstinkcija na talasnoj duzini za maksimalnu apsorpciju na 270 nm i 268 nm zavisno
od upotrijebljenog rastvra.

Rezultati trebaju da budu iskazani sa dva decimalna broja.

PRILOG 5

ODREDIVANJA VOSKOVA, METIL ESTARA MASNIH
KISELINA I ETIL ESTARA
MASNIH KISELINA KAPILARNOM GASNOM
HROMATOGRAFIJOM

1. uUvoD

Ovom metodom se odreduje udio voskova, metil estara masnih Kiselina i etil estara masnih kiselina u maslinovom
ulju. Pojedini voskovi i alkil estri razdvajaju se prema broju ugljenikovih atoma. Ova se metoda preporucuje kao
sredstvo za razlikovanje maslinovog ulja i ulja komine maslina te kao parametar kvaliteta ekstra djevi¢anskih
maslinovih ulja omoguéavajuci otkrivanje falsifikovanih mjeSavina ekstra djevi¢anskih maslinovih ulja s uljima
nizeg kvaliteta, bilo da su djevicanska, od komine maslina ili neka dezodorisana ulja.

2. PRINCIP

Dodavanje ulju odgovarajucih internih standarda i frakcionisanje pomoc¢u hromatografske kolone punjene
hidratizovanim silika gelom. Obnova frakcije koja je eluirana pod uslovima ovog testiranja (polarnost niza od
polarnosti triglicerida) i neposredna analiza kapilarnom gasnom hromatografijom.
3. APARATI
3.1 Erlenmajerova tikvica, 25 ml.
Staklena kolona za te¢nu hromatografiju, unutranjeg
3.2. pre¢nika
15 mm, duzine30-40 cm, sa odgovaraju¢om slavinom.
Gasni hromatograf s kapilarnom kolonom, opremljen

3.3. sistemom za
direktno injektovanje uzorka u kolonu, koji se sastoji od:

3.3.1. Termostatske komore sa regulatorom temperature.
3.3.2. Hladni injektor za direktno unosenje uzorka u kolonu.
3.3.3. Plamenojonizacioni detektor i pretvarac¢-pojacalo.

3.3.4. Pisaé-integrator (Napomena 1.) za upotrebu sa pretvara¢em-pojac¢alom (tacka 3.3.3.), sa vremenom odziva
manjim od 1 sekunde i promjenjivom brzinom papira.

Napomena 1: Takode je moguce koristiti kompjuterski sistem ako sepodaci o gasnoj hromatografiji unose
putem racunara.
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3.3.5. Kapilarna kolona, liveni silicijum dioksid (za analizu voskova i metili etil estara), duzine 8-12 m,

3.4.

4.2.

unutrasnjeg prec¢nika 0,25-0,32 mm, iznutraravnomjerno obloZene te€nom fazom (Napomena 2.) slojem
debljine 0,10-0,30 pm.

Napomena 2.: Na trziStu postoje tecne faze pogodne za ovu namjenupoput SE52, SE54 itd.

Mikrospric, od 10pl, za direktno unosenje uzorka u kolonu, s¢vrstofiksiranom iglom.

3.5. Elektrovibrator.

3.6. Rotacioni vakuum-uparivaé.

3.7. Visokotemperaturna pe¢ (mufolna pec).
3.8. Analiti¢ka vaga preciznosti od + 0,1 mg.
3.9. Uobicajeno laboratorijsko stakleno posude.
REAGENSI

Silikagel veli¢ine zrna 60-200um. Staviti silika gel u mufolnu pe¢na500 °C najmanje 4 sata. Nakon hladenja
dodati 2 % vode na koli¢inu silika gela. Dobro promuckati kako bi se suspenzija homogenizovala i drzati na
tamnom mjestu najmanje 12 sati prije upotrebe.

n-heksan, hromatografski stepen ili stepen ostatka (mora se provjeriti¢istoca).

Upozorenje - Para se moze zapaliti. Drzite se dalje od izvora toplote, iskrenja ili golog plamena. Uvijek
provijerite jesu li boce dobro zatvorene. Osigurajte pravilno provjetravanje tokom uportebe. Treba izbjegavati
nakupljanje pare i otkloniti eventualne opasnosti od poZzara, poput grijaca ili elektri¢nih aparata koji nisu
proizvedeni od nezapaljivog materijala. Opasno je ako se para udiSe jer moze izazvati osteéenje nervnih élija.
Treba izbjegavati udisanje pare. Ako je potrebno koristite odgovarajuce aparate za disanje. Treba izbjegavati
dodir s o¢ima i kozom.

4.3. Etil etar, za hromatografiju

Visoko zapaljiv i umjereno toksican, iritira kozu. Poguban ako se udiSe. Moze dovesti do oste¢enja oc€iju.
Efekti mogu biti zakasnjeli. To moze stvoriti eksplozivne perokside. Pare se mogu zapaliti. Drzite se dalje od
izvora toplote, iskrenja ili golog plamena. Uvijek provjerite jesu li boce dobro zatvorene. Osigurajte pravilno
provjetravanje tokom upotrebe. Treba izbjegavati nakupljanje pare i otkloniti eventualne ugroze od pozara,
poput grijaca ili elektri¢nih aparata koji nisu proizvedeni od nezapaljivog materijala. Ne isparavajte do suvog
ili gotovo suvog. Dodavanje vode ili odgovarajuce redukujuésupstance moze smanjiti stvaranje peroksida.
Nemojte piti. Treba izbjegavati udisanje pare. [zbjegavajte duzi ili viSekratni dodir s kozom.

44. n-heptan, za hromatografiju, ili izo-oktan

Nezapaljiv. Opasan ako se udiSe. Drzite se podalje od izvora toplote, iskrenja ili golog plamena. Uvijek
provjerite jesu li boce dobro zatvorene. Osigurajte pravilno provjetravanje tokom upotrebe. Treba izbjegavati
udisanje pare. Izbjegavajte duzi ili visekratni dodir s kozom.

4.5. Standardni rastvor lauril arahidata (Napomena 3.), koncentracije
0,05 % (m/V) u heptanu (interni standard za voskove).

Takode je moguce koristiti palmitil palmitat, miristilstearat ili arahidil laureat.
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4.6. Standardni rastvor metil heptadekanoata, koncentracije 0,02 % (m/V) u heptanu (interni standard za
metil i etil estere).

4.7. Sudan 1 (1-fenil-azo-2-naftol).

4.38. Nose¢i gas: vodonik ili helijum, ¢istoée za gasnu hromatografiju.

Vodonik. Pod pritiskom vrlo zapaljiv. Drzati podalje od izvora toplote,iskrenja ili golog plamena. Uvijek
provjerite je li ventil boce dobro zatvoren kada nije u upotrebi. Uvijek koristite ventil s reduktorom pritiska.
Smanjite napetost opruge reduktora prije otvaranja ventila na boci. Kada otvarate ventil nemojte stajati ispred
otvora za ispust iz boce. Osigurajte pravilno provjetravanje tokom upotrebe. Ne prenosite gas iz jedne boce u
drugu. Nemojte mijeSati gas u boci. Osigurajte da se boce ne mogu prevrnuti. Drzite ih dalje od sunceve
svjetlosti i izvora toplote. Drzite ih u okruzenju bez korozije. Ne koristite oStecene ili neoznacene boce.

Helijum. Kompresovani gas pod visokim pritiskom. Smanjuje koli¢inu kiseonikaza disanje. DrZite boce
zatvorenim. Osigurajte pravilno provjetravanje tokom upotrebe. Ne ulazite u skladiste ako nije pravilno
provjetreno. Uvijek koristite ventil s reduktorom prtiska. Smanjite napetost opruge reduktora prije otvaranja
ventila na boci. Ne prenosite vodonik iz jedne boce u drugu. Osigurajte da se boce ne mogu prevrnuti. Kada
otvarate ventil nemojte stajati ispred otvora boce. Drzite ih dalje od sunéeve svjetlosti i izvora toplote. Drzite ih
u okruzenju otpornom na koroziju. Ne koristite oSte¢ene ili neoznacene boce. Nemojte udisati. Koristite
iskljucivo za tehni¢ke namjene.

4.9. Pomo¢ni gasovi:

— Cisti vodonik, za gasnu hromatografiju,

— Cisti vazduh, za gasnu hromatografiju.

Vazduh. Kompresovani gas pod visokim pritiskom. Koristiti s oprezom uprisutnosti zapaljivih supstance buduci
da je temperatura samozapaljenja veéine organskih jedinjenja u vazduhu znatno niza pod visokim pritskom.
Uvijek provjerite je li ventil boce dobro zatvoren kada nije u upotrebi. Uvijek koristiti ventil s reduktorom
pritiska. Smanjite napetost opruge reduktora prije otvaranja ventila na boci. Kada otvarate ventil nemojte stajati
ispred otvora boce. Ne prenosite gas iz jedne boce u drugu. Nemojte mijesati gas u boci. Osigurajte da se boce
ne mogu prevrnuti. DrZite ih dalje od sunéeve svjetlosti i izvora toplote. Cuvajte ih u okruZzenju bez korozije. Ne
koristite oSte¢ene ili neoznacene boce. Vazduh namijenjen u tehnicke svrhe ne smije se koristiti za udisanje ili
aparate za disanje.

5. POSTUPAK
5.1. Priprema hromatografske kolone

Pomijesati 15 g silika gela (tacka 4.1.) sa n-heksanom (tacka 4.2.) i prenijeti u kolonu (tacka 3.2.). Ostaviti da
se istalozi. Dovrsiti talozenje pomocu elektrovibratora da se dobije ujednaceniji hromatografski sloj. Isprati s
30 ml n-heksana da se uklone sve neéistoce. Na vagi odvagati tatno 500 mg uzorka u Erlenmajeru zapremnine
25 ml tacka 3.1.), koriste¢i analiticku vagu (tacka 3.8.), dodati odgovarajuc¢i udio internog standarda (tacka
4.5.) prema pretpostavljenom udjelu voska. RastvorititackatackatackaNa primjer, za maslinovo ulje dodati 0,1
mg lauril arahidrata, a za ulje od komine masline 0,25 do 0,50 mg i 0,05 mg metil heptadekanoata za ulja
masline (tacka 4.6.).
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Uzorak prenijeti u hromatografsku kolonu pomoc¢u dva puta po 2 ml n-heksana (tacka 4.2.).

Rastvor ispustati dok ne dostigne 1 mm iznad gornjeg nivoa absorbenta. Ispirati dalje mjeSavinom n-
heksana/etil etra (odnos 99:1) i sakupiti 220 ml pri brzini protoka od oko 15 kapi svakih 10 sekundi. (Ova
frakcijasadrzi metil i etil estre i voskove).(Napomena 4.) (Napomena 5.).

Mjesavina n-heksana/etil etra (99:1) mora se priprematisvakodnevno.

Za vizuelnu provjeru ispravnog eluiranja voskova, uzorkurastvora moze se dodati 100 ul 1 % rastvora Sudana
1 u mjeSavini.

S obzirom da obojenje ima predeni put izmedu voskova i triglicerida, kada obojenje  dode do dna
hromatografske kolone, eluiranje treba zaustaviti jer su svi voskovi eluirali.

Iz tako dobijene frakcije u rotacionom vakuum-uparivacu ispariti gotovo cijeli rastvor. Preostala 2 ml rastvora
treba odstraniti pomocu blagog protoka azota. Sakupljenu frakciju koja sadrzi metil i etil estere razblaziti sa 2-
4 ml n-heptana ili izo-oktana.

5.2.  Analiza gasnom hromatografijom
5.2.1. Pripremni radovi

Postaviti kolonu na gasni hromatograf (tacka 3.3.) povezivanjem ulaznog otvora na sastav neposredno na koloni i
izlaznog otvora na detektor. Obaviti provjeru gasnog hromatografa (protok gasa, rad detektora i pisaca itd.).

Ako se kolona koristi prvi put, potrebno je prvo kondicionirati. Pustiti da kroz kolonu prode malo gasa, zatim
ukljuéiti gasni hromatograf. Postepeno zagrijavati tako da se za 4 sata postigne temperatura od 350 °C.

Odrzavati temperaturu najmanje dva sata, a zatim uredaj podesiti na radne uslove (postaviti protok gasa, zapaliti
plamen, povezati na elektronicki pisac (tacka 3.3.4.), postaviti temperaturu komore za kolonu, regulisati detektor
itd.). Zabiljeziti signal pri osjetljivosti koja je najmanje dvostruka od one koju zahtijeva analiza. Bazna linija
mora biti linearna, bez pikova ili odstupanja.

Negativno odstupanje ukazuje da kolona nije ispravno spojena, dok pozitivno odstupanje ukazuje da kolona nije
dovoljno kondicionirana.

5.2.2. lzbor radnih uslova za voskove i metil i etil estre (Napomena 6.).

Radni slovi su uopsteno sljededi:

— Temperatura kolone: 20 °C/min 5 °C/min
Pocetno 80 °C (1 min.) ——— 140 °C —— 335 °C (20),
— Temperatura detektora: 350 °C,

— Koli¢ina ubrizganog uzorka: 1 pl rastvora u n-heptanu (2-4 ml),

— Nose¢i gas: helijum ili vodonik pri optimalnoj linearnoj brzini za odabrani gas (vidjeti Dodatak A),

— Osjetljivost instrumenta: pogodno za ispunjenje gore navedenih uslova.

Zahvaljujuci visokoj konac¢noj temperaturi, dozvoljeno jepozitivno odstupanje od najvise 10 % vrijednosti pune
skale.
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Uslovi se mogu promijeniti prema karakteristikama kolone i gasnog hromatografa kako bi se postiglo razdvajanje
svih voskova i metil i etil estara masnih kiselina kao i zadovoljavajuée razdvajanje pikova (vidjeti slike 2., 3.14.) i
vrijeme zadrzavanja koje za interni standard lauril arahidata iznosi 18 + 3 minuta. Glavni pik koji pripada
voskovima mora dostizati najmanje 60 % vrijednosti pune skale, dok interni standard metil heptadekanoata za metil
i etil estre mora dosti¢i vrijednost pune skale.

Integracioni parametri pikova moraju biti utvrdeni tako da se dobije ispravna ocjena povrSina pikova.

5.3. Sprovodenje analize

Mikrospricom od 10 pl uzeti 10 pl rastvora, povuéi klip $prica tako da igla bude prazna. Staviti iglu u injektor i
nakon 1-2 sekundi brzo ubrizgati. Nakon 5 sekundi polagano izvuéi iglu.

Registrovati hromatogram sve dok voskovi ili stigmastadieni potpuno ne eluiraju, zavisno od frakcije koja se
analizira.

Bazna linija mora stalno zadovoljavati trazene uslove.

5.4. Identifikacija pikova

Identifikacija pojedinih pikova mora se temeljiti na vremenu zadrzavanja, uporedbom sa poznatim vremenima
zadrZavanja mjeSavina voskova analiziranih pod istim uslovima. Identifikacija alkil estara vr$i se iz mjeSavina
metil i etil estara glavnih masnih kiselina u maslinovim uljima (palmitinskih i oleinskih).

Slika 1. prikazuje hromatogram voskova djevi¢anskog maslinovog ulja. Slike 2. i 3. prikazuju hromatograme dvije
vrste ekstra djevicanskog maslinovog ulja u maloprodaji, od kojih jedno posjeduje metil i etil estre, a drugo ne. Na
slici 4. su hromatogrami ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja vrhunskog kvaliteta i istog tog ulja pomijeSanog s 20
% dezodorisanog ulja.

5.5 Odredivanje udjela voskova

Pomocu integratora izraGunani povrSine pikova internog standarda lauril arahidata i alifati¢nih estara C 4o do C 44 .

Udio ukupnih voskova izra¢unavamo dodavanjem svakog pojedinog voska u mg/kg ulja, kako slijedi:
Voskovi;mg=kgys O ZAX P -ms-1000
A;'m

A =povrsina pika internog standarda lauril arahidata,
racunskim proracunom

m s = masa dodatog internog standarda lauril arahidata, u miligramima

m = masa uzorka za analizu, u gramima.

5.5.1. Kvantitativna analiza metil i etil estara

Pomo¢u integratora izracunati povrSine pikova internog standarda metil heptadekanoata, masnih kiselina metil
estara Ci5 i C 15 i masnih kiselina etil estara C 151 C 15..

IzraGunati udio svakog alkil estra u mg/kg ulja, kako slijedi:
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Estar, mg/kg = (Ax X ms x 1000) / (As X m)

gdje
je:

povrsina pika pojedinog C 16 i C 15 estra, racunskim
X =proraCunom

povrsina pika internog standarda metil heptadekanoata,
A =racunskim prorac¢unom

A

masa dodatog internog standarda metil heptadekanoata, u
s =miligra
mima

m

m = masa uzorka za izracun, u gramima.

6. IZRAZAVANJE REZULTATA
Ukupan udio razli¢itih voskova C 4 do C 46 (Napomena 7.) izrazava se u miligramima po kilogramu ulja.

Ukupan udio metil estara i etil estara C 15 do C 15 i njihov zbir. Rezultati treba da budu izraZeni najblize moguce

odnosu mg/kg.

Komponente koje treba kvantifikovati odnose se na pikove sparnim brojevima ugljenika izmedu estara C 49 -Cyg
kao primjer moze se koristiti hromatogram voskova maslinovog ulja prikazan na prilozenoj slici. Ako se C 4 estar
pojavi dva puta, preporucuje se da se za njegovu identifikaciju analizira frakcija voskova ulja komine masline
gdje je pik C 45 jednostavno identifikovati jer je o¢igledno najvecéi.

Treba izraziti odnos izmedu etil estara i metil estara.
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Slika 1.

Primjer gasnog hromatograma frakcije voska maslinovog ulja ()
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Pikovi s vremenom zadrZavanja metil i etil estara masnih kiselina 5-8 minuta.
Legenda:

I.S. = lauril arahidat

1 = diterpenski esteri

2+ 2" =estri C 4

3+3 =estriC 42

4+ 4" =estri C 44

5 = estri C 4

6 = sterolni estri i triterpenski alkohol

(*) Nakon eluiranja sterolnih estera, hromatogram ne smije pokazivati signifikantne pikove
(trigliceridi).
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Slika 2.

Metil estri, etil estri i voskovi u djevicanskom maslinovom ulju

LL d quL J)w

Legenda:
1 — MetilC 16
2 — EtilC

— Metil heptadekanoat I.S.

— Metil C 35
— Etil C 5
— Skvalen

3

4

5

6

7 — Lauril arahidat I.S.
A - Diterpenski esteri

B — Voskovi

C - Sterolni estri i triterpenski estri
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Slika 3.

Metil estri, etil estri i voskovi u ekstra djevicanskom maslinovom ulju

INJECT 12-10-87 97:36:28
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Legenda:

— Metil heptadekanoat I.S.

Metil C 18
Etil C 5
Skvalen

1
2
3
4
5 — Lauril arahidat I.S.
A
B
C

— Diterpenski esteri
— Voskovi
— Sterolni estri i triterpenski estri
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Slika 4.

Dio hromatograma ekstra djevi¢anskog  maslinovog ulja i istog ulja
mijeSanog S
dezodorisanim uljem
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Legenda:

— Metil miristat I.S.

— Metil palmitat

— Etil palmitat

— Metil heptadekanoat I.S.
Metil linoleat

— Metil oleat

— Metil stearat

— Etil linoleat

— Etil oleat

— Etil stearat
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Odredivanje linearne brzine gasa

U gasni hromatograf podeSen na normalne radne uslove ubrizgava se 1 do 3 ul metana (ili propana). Mjeri se
vrijeme koje je potrebno gasu da prode kroz kolonu, od trenutka ubrizgavanje do pojave pika (tM).

Linearna brzina, u cm/s, data je formulom L/tM, gdje je L duzina kolone u cm, a tM vrijeme izmjereno u
sekundama.
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PRILOG 6

ORGANOLEPTICKO OCJENJIVANJE DJEVICANSKOG
MASLINOVOG ULJA

1.UvOD

Organolepticko ocjenjivanje primjenjuje se samo na djevic¢ansko maslinovo ulje i na klasifikaciju ili oznacivanje
takvog ulja na temelju intenziteta uoCenih mana i vocnosti koje je utvrdio skup odabranih, obucenih i pracenih
ocjenjivaca.

2.SVOISTVA

Svojsta djevicanskog maslinovog ulja utvrdena organoleptickim ocjenjivanjem mogu biti:
2.1. Negativna svojstva

Budavo/blatno Aroma karakteristicna za ulje dobijeno iz maslina kojesu bile naslagane u hrpama ili uskladistene i
kod kojih je doslo do visokog stepena anaerobne fermentacije,ili ulje koje je ostalo u dodiru sa talogom koji se
stvara u podzemnim rezervoarima i koje je bilo izloZeno i procesu anaerobne fermentacije.

Ustajalo-viazno-zemljasto Aroma karakteristi¢na za ulja dobijena izplodova na kojima su se, zbog skladiStenja u
vlaznim uslovima u periodu od nekoliko dana, razvile brojne gljivice i kvasci ili za ulje dobijeno iz maslina koje su
sakupljene sa ostacima zemlje ili blata i nijesu oprane.

Vinsko-siréetno-kiselo-kiselkasto Aroma karakteristi¢na za nekaulja kojapodsjecaju na vino ili sire i tu aromu
uglavnom je prouzrokovao proces aerobne fermentacije u plodovima ili ostacima maslinovog tijesta na neod-
govarajuce oCiS¢enim filter-slojnicama, §to dovodi do stvaranja sircetne kiseline, etil acetata i etanola.

Uzeglo Aroma ulja koja su bila izloZena intenzivnim oksidacijskimprocesima.

Smrznute masline (mokro drvo) Aroma karakteristi¢na za ulja dobijenaod maslina koje su bile smrznute na stablu.

2.1.1. Ostala negativna svojstva

Zagrijano ili Aroma karakteristi¢na za ulja koja su bila izloZena pretjeranom i/ili dugotrajnom
zagoreno zagrijavanju tokom prerade, posebno u slucaju kad se mijeSanje sprovodilo u
neprikladnim temperaturnim uslovima.

Sijeno-drvo Aroma karakteristi¢na za neka ulja proizvedena od maslina koje su se osusile.

Osjecaj gustoce i pastoznosti u ustima koji daju pojedina stara ulja.

Grubo
Masinsko ulje Aroma ulja koja podsjeca na naftu, ulje za podmazivanje ili mineralno ulje.
Biljna voda Aroma kakvu ulje poprima zbog duZeg dodira sa biljnom vodom koja je

podvrgnuta fermentacijskim procesima.
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Salamura

Metalno

Oporo

Crvljivo

Krastavac

Aroma ulja dobijenog iz maslina koje su ¢uvane u salamuri.

Aroma koja podsje ¢a na metal karakteristicna je za ulja koja su bila u duzem
dodiru sa metalnim povr§inama tokom drobljenja, mijeSanja, presovanja ili
skladistenja.

Aroma karakteristicna za ulje dobijeno iz maslina koje su presovane na novim
filtar-slojnicama. Aroma se moze razlikovati u zavisnosti od jesu li filtar-slojnice
napravljene od zelene trave esparto ili suSene trave esparto.

Aroma karakteristi¢na za ulje dobijeno iz maslina koje su napale larve maslinove
muve (Bactroceraoleae).

Aroma koja nastaje kad je ulje predugo hermeticki zatvoreno, posebno u limenim
kutijama, a pripisuje se stvaranju 2,6 nonadienala.
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3.2. Pozitivna svojstva

Vocnost- Skup mirisnih osjecaja koji zavise od sorte karakteristi¢an za ulje od zdravih i svjezih maslina, bilo
zrelih ili nedozrelih. Zapaza se direktno 1/ili u zadnjem dijelu nosa

Gorkost - Primarni ukus karakteristi¢an za ulje dobijeno od zelenih maslina ili maslina koje su tek pocele
mijenjati boju. Zapaza se putem okruzenih papila poredanih na jeziku u obliku slova ,,V”.

Pikantnost - Taktilni osjecaj peckanja svojstven uljima proizvedenim na pocetku godine usjeva, uglavnom jos$
od nedozrelih maslina. Moze se raspoznati po cijeloj usnoj Supljini, a posebno u grlu.

3.3. Neobvezna terminologija u svrhu oznacivanja

Pozitivna svojstva (voéno, gorko, pikantno): prema intenzitetu percepcije:

— Intenzivno, kad je medijan svojstva veci od 6,
— Srednje, kad je medijan svojstva izmedu 3 i 6,
— Blago, kad je medijan svojstva manji od 3.

Vocnost Skup mirisnih osjecaja karakteristi¢an za ulja, koji zavisi od sorti masline i nastaje
od zdravih i svjezih maslina u kojima ne prevladava ni zelena ni zrela voénost.
Zapaza se direktno i/ili u zadnjem dijelu nosa.

Zelena voénost Skup mirisnih osjec¢aja karakteristi¢an za ulja, koji podsjeca na zeleno voce, zavisi
od sorti masline i nastaje od zelenih, zdravih i svjezih maslina. Zapaza se direktno
i/ili u zadnjem dijelu nosa.

Zrela voénost Skup mirisnih osjeéaja karakteristi¢an za ulja, koji podsjeca na zrelo voce, ovisi o
sorti masline i nastaje od zdravih i svjezih maslina. Zapaza se direktno i/ili u
zadnjem dijelu nosa.

Harmonicno Ulje koje ne pokazuje neuravnotezenost, ¢cime se misli na mirisno-ukusni i ¢ulni
dozivljaj gdje je medijan za svojstvo gor¢ine i medijan za svojstvo pikantnosti veci
od medijana voc¢nosti za najvise dvije tacke.

Blago ulje Ulje ¢iji je medijan za svojstva gorc¢ine i pikantnosti 2 ili manji.
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Popis izraza prema intenzitetu percepcije:

Izrazi za koje je potrebno dostaviti
sertifikat o

organoleptickom ocjenjivanju

Medijan svojstva

Voénost

zrela voénost

zelena voénost

blaga voénost manje od 3
srednja voc¢nost izmedu 316
intenzivna vocnost vise od 6

blaga zrela voc¢nost manje od 3

srednja zrela voénost

izmedu3i6

intenzivna zrela voénost

viSe od 6

blaga zelena voénost

manje od 3
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Izrazi za koje je potrebno dostaviti
sertifikat o organoleptickom
ocjenjivanju

Medijan svojstva

srednja zelena vocnost izmedu 316
intenzivna zelena voénost vise od 6
blaga gorkost manje od 3
srednja gorkost izmedu3i6
intenzivna gorkost vise od 6
blaga pikantnost manje od 3
srednja pikantnost izmedu3i6
intenzivna pikantnost vise od 6

Medijan za svojstvo
Harmonic¢no ulje gorcine i
medijan za svojstvo
pikantnosti
veci je od medijana
vocnosti
za najvise dvije tacke.

Medijan za svojstva
Blago ulje gor¢ine i
pikantnosti nije veci od 2

4.CASA ZA ORGANOLEPTICKO OCJENJIVANJE ULJA

NAMJENA

Svrha ovog standarda je da opiSe karakteristike caSe namjenjene za upotrebuu organoleptickoj analizi.
Osim toga, opisuje jedinicu za grijanje koja je potrebna da se dode i odrZi prava temperatura za ovu analizu.
2. OPIS CASE

a) Maksimalna postojanost, kako bi se sprijeéilo da se staklo naginje i da ulje bude proliveno.

b) Baza koja se lako uklapa u udubljenja jedinice za grijanje, tako da se dno stakla ravnomjerno zagrijava.
c¢) Uska usta koja pomazu da se koncentriSu mirisi i olakSaju njihovu identifikaciju.

d) Od tamnog stakla koje sprecava degustatora da vidi boju.

Na taj nacin se elimini$u sve predrasude ili tendencije koje mogu uticati na objektivnost odredivanja.

2.1. Dimenzije
Casa ima sledece dimenzije:

Ukupni kapacitet .........cccoveevvivrennnennenn. 130 ml + 10 ml
UKUPNA VISING .ovvvreieiesieeeiee e 60 mm + 1 mm
Precnik usta .........ccceeveevennnn. 50 mm + | mm

Precnik stakla je najsiri ......... 70 mm + 1 mm

Precnik 0SNOVE ......ccvvevvvniiiniiiieniiens 35mm+1mm

Debljina stakla na bo¢nim stranama .............. 1,5 mm + 0,2 mm



Debljina osnove stakla .................. 5mm+1mm

Svaka ¢a8a mora biti od stakla za sat, ¢iji preénik mora biti 10 mm veéi od usta stakla. Ovo satno staklo se koristi
kao poklopac za sprecavanje gubitka aroma i ulaza prasine.

2.2. Proizvodne karakteristike

CaSa mora biti od otpornog stakla; mora biti tamne boje tako da je boja njen sadrzaj se ne moZe razaznati, i ne
smije biti ogrebotina ili mjehurica.

Obru¢ mora biti ravan, gladak i sa prirubnicom.

Staklo mora biti Zareno tako da opstane na temperaturnim promjenama kroz koje mora pro¢i tokom testova.

2.3. Uputstvo za upotrebu

Cage treba oistiti neupotrebljivanim sapunom ili deterdzentom i zatim ih isprati vise puta sve dok sredstvo za
¢iS¢enje nije potpuno uklonjeno. Zavrsno ispiranje ¢e biti sa destilovanom vodom, nakon ¢ega se ¢ase ostavljaju
da se isprazne i zatim osuSe u peci za susenje.

Ne smiju se Koristiti koncentrisane kiseline ili smje$e hromne kiseline.

Cade se ¢uvaju u peéi ili u ormari¢ima u kojima moraju biti zastiéeni od kontaminacije od bilo kakvih stranih
mirisa.

Prije upotrebe, svaka ¢asa mora biti pomirisana kako bi se osiguralo da nema stranog mirisa.

Kada se test priprema, treba voditi racuna da se unese broj svake ¢ase i ulja.

UREDAJ ZA GRIJANJE

Uzorci se organolepticki ispituju na podesenoj temperaturi, koja u slucaju jestivih ulja mora biti 28 + 2°C. U tu
svrhu treba instalirati uredaj za zagrijavanje u svakoj kabini u dosegu degustatora. Sadrzi aluminijumski blok
uronjen u atermostatski kontrolisanu vodenu kupku, kako bi se odrzala ista temperatura.Temperaturna razlika
izmedu uredaja za zagrijavanje i ulja ne smije biti ve¢i od + 2°C.

5.PROSTOR ZA ORGANOLEPTICKO OCJENJIVANJE

1.UVvOD

Prostor za testiranje dizajniran je da obezbijedi panelu koji uéestvuje u senzorskim testovima pogodno, udobno,
standardizovano okruZenje koje olakSava rad i pomaZe da se poboljsa ponovljivost rezultat

2. NAMJENA

Svrha ovog standarda je da odredi osnovne uslove koje treba ispuniti kada se instalira soba za testiranje.

3. OPSTE SPECIFIKACIJE ZA UGRADNJU

Prostorije, koliko god bile velike, moraju ispunjavati sledeée specifikacije:

Da budu prijatne i prikladno osvijetljene ali neutralne u stilu. U tu svrhu, umiruju¢a, jednostavna, svijetla boja
preporucuje se za zidove. Prostorije moraju biti takve da se lako Ciste i da budu odvojene od svih izvor buke;
prema tome, pozeljno je da su zvuéno izolovane. Takode, moraju biti bez stranih mirisa, za koju svrhu, ako je
moguce, moraju biti opremljene sa efikasanim uredajem za ventilaciju. Ako fluktuacije temperature okoline to
opravdavaju, test prostorija mora biti opremljena klima uredajem kako bi atmosfera bila blizu 20-25°C.

3.1. Dimenzije

Dimenzije prostorija Cesto zavise od mogucnosti laboratorija ili kompanije. Uopsteno govore¢i, trebalo bi da
budu dovoljno prostrane da omoguce ugradnju deset kabina i prostor za pripremu uzoraka.

Medutim, $to je veca povrsina izdvojena za instalacije, to bolje, budud¢i da se tada mogu obezbijediti pomoéna

podrucja, na primjer, za uredaje za ¢is¢enje, pripremu hrane i sl.

3.2. Osvjetljenje

Opste osvetljenje, bilo od sundeve svjetlosti ili od svjetiljki (na primjer, trakastog osvetljenja) mora biti
uniformno, kontrolisano i difuzno.

3.3 Temperatura

Prostorije se stalno odrzavaju na temperaturi od 20-25 °C.

4. OPIS KABINA

4.1. Opste karakteristike
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Kabine za senzorsku analizu postavljaju se jedna pored druge u prostorijama. Oni moraju biti identi¢ne i moraju
biti odvojene pregradama koje su dovoljno visoke i Siroke, da izoluju degustatore dok sjede.

Kabine mogu biti napravljene od bilo kojeg odgovarajuceg materijala koji se lako Cisti (drvo, vitrifikovana
$perploca, laminirana obloga, itd.). Ako se boja Koristi, mora biti potpuno suva i bez mirisa.

Sjedista predvidena u kabinama moraju biti udobna i moraju imati podesivu visinu uredaja.

Svaka kabina mora biti opremljena individualnim osvjetljenjem, pravcem i intenzitetom koje se mogu prilagoditi.
4.2. Dimenzije

Kabine moraju biti dovoljno velike i udobne:

Sirina: 0,75 m (bez sudopera)

0.85 m (sa sudoperom)

Duzina: 0,50 m

0.20m visak za pregradu

Visina particija:

Minimalno 0,60 m od stola

Visina tabele: 0.75 m.

4.3. Sto

Povrsina stola mora biti takva da se lako Cisti.

Dio ove povrsine treba da se koristi za sudoper opremljen teku¢om vodom za pice.

Uzorci moraju drZati tokom ispitivanja na konstantnoj temperaturi koja je iznad ili ispod temperature okoline,
pozeljno je da ima odgovarajucu napravu za tu namjenu. (vruca plo¢a, i sl.).

Polica se takode postavlja na visinu od oko 1,10 m od poda (naoc¢are, mali uredaji, itd.).

Ako raspored kabina u prostoriji za testiranje to dozvoljava, moze se instalirati uredaj za olakSavanje prezentacije
uzoraka.

3). Ako ima dovoljno prostora, preporucuje se da se obezbijede odvojeni prostori za pripremu uzoraka, police za
rasporedivanje ¢asa ili aparata, i prostorije za odrzavanje razgovora prije ili nakon testiranja. Ako postoje, takve
prostorije moraju biti Ciste; bez mirisa, buke ili razgovora iz ovih prostorija, koje bi ometali rad ocjenjivaca.
Napomene:

Opisani su idealni uslovi. Medutim, ako nije moguce imati takve uslove iskljuivo za senzorsku analizu,
ispitivanja se mogu obavljati u prostorijama koje zadovoljavaju opisani minimalni uslovi (osvetljenje,
temperatura, buka, mirisi) postavljanjem mobilnih kabina koje su sastavljene od sklopivih elemenata na takav

nacin da, u najmanju ruku, izoluju degustatore jedan drugog.

5.PRIBOR

Kako bi organolepticki ocjenjiva¢i mogli pravilno sprovesti svoj zadatak, u svakom odjeljku nadohvat ruke treba
da se nalaziti sljedeci pribor:

— ca8e (standardizovane) koje sadrze uzorke oznacene Sifrom, ostavljene poklopljenima stakalcem na
temperaturi 28 °C £ 2 °C;

— obrazac za ocjenjivanje (vidi Sliku 1.) u Stampanom obliku ili u elek- tronskom obliku pod uslovom da su
zadovoljeni uslovi obrasca za prosudivanje i, ako je potrebno, sa uputstvimaa za njegovo koriséenje;

— hemijska olovka;
— kriske jabuke i/ili voda, gazirana vodom 1i/ili prepecenac;
— CaSa vode sobne temperature;
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7.1.

— list u kojem se podsjeca na opsta pravila

— pljuvacnice.

7.VOPA PANELA I OCJENJIVACI

Voda panela

Voda panela treba da je odgovarajuée osposobljen sa stru¢nim poznavanjem vrsta ulja s kojima ¢e se susretati
tokom svog rada. On je klju¢na osoba u panelu i odgovoran je za njenu organizaciju i djelovanje.

Rad vode panela zahtijeva osnovnu obuku o alatima senzorske analize, senzorske vjestine, pedantnost prilikom
pripremanja, organizacije i ocjenjivanja, vjestinu i strpljivost potrebne za planiranje i sprovodenje ocjenjivanja na
nau¢ni nacin.

On je jedina osoba odgovorna za izbor, obuku i nadzor ocjenjivaca sa ciljem potvrdivanja stepena njhove
sposobnosti. On je stoga odgovoran za procjenu ocjenjivaca koji uvijek trebaju biti objektivni i za koje moraju
razviti posebne postupke koji se temelje na testovima i ¢vrstim kriterijima prihvacanja i odbijanja.

On je odgovoran su za rad panela i stoga i za njeno ocjenjivanje za koje moraju dati pouzdan i objektivan dokaz. U
svakom slu¢aju, on u svakom trenutku mora dokazati da su metoda i ocjenjivaéi pod kontrolom.

On snosi krajnju odgovornost za Cuvanje evidencije panela. Ta evidencija uvijek mora biti sljediva. On mora
ispuniti zahtjeve za osiguravanje i kvalitet utvrden u medunarodnim normama za senzorsku analizu i u svakom
trenutku osigurati anonimnost uzoraka.

On je odgovoran za inventar i osiguravanje da su aparatura i oprema potrebni za ispunjenje zahtjeva iz
specifikacija ove metode odgovarajuce Cisti i odrzavani i o tome moraju voditi pisane dokaze, kao i o uskladenosti
s uslovima ocjenjivanja.

On je odgovoran za primanje i ¢uvanje uzoraka po njihovom dolasku u laboratoriju, kao i o njihovom ¢uvanju
nakon ocjenjivanja. Pri tome on u svakom trenutku osiguravaju anonimnost i ispravno skladistenja uzoraka zbog
¢ega mora razviti pisane postupke kako bi se osiguralo da Citav proces bude sljediv i osiguran.

Dalje, odgovoran je za pripremanje i kodiranje uzoraka i njihovu podjelu organoleptickim ocjenjivaéima u skladu
s odgovarajuéim nacinom ispitivanja koji odgovara prethodno utvrdenim potokolima, kao i za prikupljanje i
statisticku obradu podataka dobijenih od ocjenjivaca.

On je nadlezan za razvoj i izradu nacrta svih drugih postupaka koji bi mogli biti potrebni za dopunu ove norme i za
osiguravanje ispravnog rada panela.

On mora traziti na¢ine za uporedbu rezultata panela s onima koje su dobili od drugih panela koje su obavile analizu
djevicanskog maslinovog ulja kako bi potvrdili da panel radi ispravno.

Duznost vode panelaje i motivisanje ¢lanova panela podsticanjem interesa, radoznalosti i takmicarskog duha medu
njima. U tu svrhu preporucuje im se da osiguraju nesmetani dvostrani protok informacija s ¢lanovima panela
informisuci ih o svim zadacima koje obavljaju i o dobijenim rezultatima. Uz to, on treba da osigura da nece odati
svoje misSljenje i treba sprijeiti moguénost da eventualni neki ocjenjivaci svoje kriterijume nametnu drugim
ocjenjivacima.
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8.1.

Trebaju dovoljno rano okupiti ocjenjivace i odgovoriti na sve upite koji se odnose na sprovodenje ocjenjivanja,
atrebaju se suzdrzati od izrazavanja svog misljenja o predmetnom uzorku.

7.1.1. Zamjenik vode panela

Zhog opravdanih razloga vodu panela moZe zamijeniti njegov zamjenik koji moze preuzeti zadatke koji se odnose
na sprovodenje ocjenjivanja. Taj zamjenik mora posjedovati sve bitne vjestine koje su potrebne za obavljanje ove
funkcije.

7.2. Ocjenjivaci

Osobe koje kao organolepticki ocjenjivaci ucestvuju u organoleptickim ocjenjivanjima maslinovog ulja moraju to
¢initi dobrovoljno. Stoga se kandidatima preporucuje da svoj zahtjev podnesu pisanim putem. Kandidate bira,
obucava i nadzire voda panela u skladu s njihovim sposobnostima razlikovanja sli¢nih uzoraka; treba imati na umu
da ¢e se njihova preciznost poboljsati daljnjom obukom.

Ocjenjivac¢i moraju djelovati kao pravi senzorski posmatraci, ostavljaju¢i sa strane svoje li¢ne sklonosti i
izvjestavajuci iskljucivo o osjecajima koje opazaju. Zbog toga uvijek moraju raditi u tiSini, opusteno i bez Zurbe,
usmjeravajuci paznju §to je viSe moguce na uzorak koji ocjenjuju.

Za svako organolepti¢ko ocjenjivanje potrebno je izmedu 8 i 12 ocjenjivaca iako je dobro imati nekoliko rezervnih
ocjenjivaca u slucaju moguce odsutnosti nekih ocjenjivaca.

8.USLOVI TESTIRANJA
Prikaz uzorka

Uzorak ulja za analizu dijeli se u standardizovanim ¢asama za ocjenjivanje.

Caga treba da sadrzi 14—16 ml ulja, ili izmedu 12,8 i 14,6 g ako se uzorci moraju vagati, i biti poklopljena
staklom.

Svako se staklo oznacava Sifrom koja se sastoji od nasumi¢no odabranih brojeva ili kombinacije slova i brojeva.
Sifra se biljezi na temelju bezmirisnog sistema.

8.2.Testiranje i temperatura uzorka

Za vrijeme trajanja testiranja uzorci ulja za ocjenjivanje ¢uvaju se u ¢aSama na 28 °C + 2 °C. Ta temperatura je
odabrana zato Sto je na njoj lakSe posmatrati organolepticke razlike nego na sobnoj temperaturi i zato $to pri nizim
temperaturama aromatski sastojci svojstveni tim uljima slabo isparavaju, a vise temperature dovode do stvaranja
isparljivih sastojaka tipi¢nih za zagrijana ulja.

Prostor za testiranje mora da bude sobne temperature izmedu 20° i 25 °C.

8.3. Vrijeme testiranja

Jutro je najbolje vrijeme za testiranje ulja, jer tokom dana postoje optimalna razdoblja za ¢ula ukusa i mirisa, a
prije obroka povecava se osjetljivost na nadrazaje mirisa i ukusa, dok se nakon njih ta percepcija smanjuje.

Preporucuje se da se sesije za testiranje odrzavaju izmedu 10 i 12 sati ujutro.

8.4. Ocjenjivaci: opsSta pravila ponasanja

Ocjenjivadi organoleptickih svojstava maslonovog ulja treba da ocjenu vr$e u unaprijed odredeno vrijeme i treba
da se pridrzavaju sljedecih pravila:

— ne smiju pusiti barem 30 minuta prije vremena odredenog za testiranje;
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— ne smiju prethodno koristiti nikakav parfem, kozmeticki preparat ili sapun ¢iji bi se miris mogao zadrzati do
vremena testiranja. Trebaju Kkoristiti neparfimisani ili blago parfimisani sapun za pranje ruku koji nakon tog
trebaju isprati i osusiti onoliko puta koliko je potrebno da bi se uklonili svi mirisi;

— da ne konzumiraju hranu barem jedan sat prije pocetka testiranja;

— ako osjete da se fizicki ne osjecaju dobro, a posebno ako su im zahvacena ¢ula mirisa ili ukusa, ili ako se zbog
nekog psihi¢kog uzroka ne moZe koncentrisati na posao, organolepti¢ki ocjenjivaci ¢e odustati od testiranja;

— pazljivo da proéitaju upustva koje se nalaze na obrascu za ocjenjivanje i da ne poé¢inju ocjenjivanjem uzoraka sve
dok nijesu u potpunosti pripremljeni za zadatak koji trebaju ispuniti (opusteno i bez zurbe);

— za vrijeme zadatka treba da budu tihi.

9.POSTUPAK ZA ORGANOLEPTICKO OCJENJIVANIJE I
KLASIFIKACIJU DJEVICANSKOG MASLINOVA ULJA

9.1. Tehnika degustacije

9.1.1. Ocjenjivaci treba da uzmu ¢asu, koju drze poklopljenu staklenim poklopcem, i lagano je nagnuti; i u tom polozaju
trebaju potpuno zarotirati tako da te¢nost oblozZi $to veéu unutra§nju povrsinu ¢aSe. Nakon Sto je ovaj korak
zavrSen, trebaju otklopiti ¢asu i1 mirisati uzorak polaganim i dubokim udisajima kako bi ocijenili ulje. Mirisanje
ne bi trebalo trajati duze od 30 sekundi. Ako u tom roku ne dodu do zakljucka, prije novog pokusaja trebaju se
nakratko odmoriti.

Nakon zavrSetka testiranja mirisa ocjenjivaci trebaju ocijeniti osjecaje izazvane u usnoj duplji (cjelokupni
retronazalni dozivljaj dobijen mirisom, ukusom i dodirom). U tu svrhu trebaju uzeti mali gutljaj ulja od priblizno
3 ml i ulje rasporede po cijeloj usnoj Supljini, od prednjeg dijela usta i jezika, sa strane i do zadnjeg dijela pa sve
do nepca i grla jer intenzitet percepcije ukusa i ¢ulnog dozivljaja varira zavisno 0 dijelu jezika, nepca i grla.

Treba rasporediti dovoljnu koli¢inu ulja vrlo polako preko zadnje strane jezika prema grlu i da se istovremeno
ocjenjiva¢ koncentri$e na redoslijed kojim se javljaju gorki i pikantni nadrazaji. U protivnom bi oba ta nadrazaja
kod nekih ulja mogla pro¢i neprimijeceno ili bi nadrazaj pikantnosti mogao prikriti goréinu.

Uvlaenje kratkih uzastopnih udisaja kroz usta omogucava organoleptickom ocjenjivacu ne samo da dobro
rasporedi uzorak po cijeloj usnoj Supljini, veé i da zapazi isparljive aromati¢ne sastojke u zadnjem dijelu nosa
forsirajuci upotrebu ovog kanala.

Ako ocjenjivaci ne uoCe voénost u uzorku, a intenzitet negativnog svojstva na kojem se temelji klasifikacija
iznosi najvise 3,5, organizovaée se ponovna analizu uzorka na temperaturi okoline, uz odredivanje konteksta i
pojma temperature okoline. Kada uzorak dostigne sobnu temperaturu, ocjenjivaci bi ga trebali ponovo ocijeniti
isklju¢ivo kako bi provjerili zapaza li se voénost i u tom sluéaju treba oznaciti njen intenzitet na ljestvici.

Trebalo bi razmotriti i ¢ulni dozivljaj pikantnosti. U tu se svrhu preporucuje progutati ulje.

9.1.2. Prilikom organoleptickog ocjenjivanja djevi¢anskog maslinovog ulja preporucuje se ocjenjivanje najvise
Cetiri uzorka u svakoj sesiji sa najviSe tri sesije dnevno kako bi se izbjegli kontra efeksti koji bi mogli nastati
neposrednim probanjem drugih uzoraka.

Buduc¢i da uzastopno ocjenjivanje dovodi do zamora ili smanjuje osjetljivost, potrebno je koristiti neko sredstvo
koje Ce iz usta odstraniti ostatke ulja iz prethodnog ocjenjivanja.

Preporucuje se mala kriSka jabuke koja se nakon Zvakanja moze ispljunuti u pljuvaénicu. Nakon tog se usta
isperu sa malo vode sobne temperature. Izmedu zavrSetka jedne sesije i poCetka druge mora da protekne barem 15
minuta.

9.2. Nadin na Kkoji ocjenjivaci upotrebljavaju obrazac za ocjenjivanje

Svaki ocjenjiva¢ u komisiji treba pomirisati i zatim probati (*) razmatrano ulje. Oni zatim na skali od 10 cm
prikazanoj na predmetnom obrascu za ocjenjivanje oznacavaju intenzitet svakog negativnog i pozitivnog svojstva.

(*) Mogu odustati od degustacije ulja kad primijete bilo kakvo intenzivno negativno svojstvo direktno mirisom
kada ¢e tu izuzetna okolnost zabiljeziiti na obrascu za ocjenjivanje.
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Ako ocjenjiva¢ primijeti negativna svojstva, navodi ih pod naslovom ,ostalo” koriste¢i izraz ili izraze koji
najpreciznije opisuju ta svojstva.

9.3. Nacin na koji voda panela upotrebljava podatke

Voda panela skuplja obrasce za ocjenjivanje koje je ispunio svaki ocjenjiva¢ i pregleda intenzitete oznacene za
pojedina svojstva. Ako uoci ikakvu nepravilnost, poziva ocjenjivata da ponovo pregleda svoj obrazac za
ocjenjivanje i ako je potrebno, ponovi ocjenjivanje.

Voda panela unosi podatke ocjenjivanja od svakog ¢lana u kompjutorski program radi statistickog izracunavanja
rezultata analize, na temelju izra¢una njihovog medijana. Podaci za doti¢ni uzorak upisuju se pomoc¢u matrice koja
se sastoji od 9 stupaca koji predstavljaju 9 senzornih svojstava i n linija koje predstavljaju n ¢lanova panela.

Kad se primijeti mana i nju pod naslov ,,Ostalo” navede najmanje 50 % ¢lanova panela, voda panela izra¢unava
medijan te mane i izraduje odgovarajucu klasifikaciju.

Vrijednost grubog koeficijenta varijacije kojim se utvrduje klasifikacija (nedostatak najveceg intenziteta i svojstva
voénosti) ne smije biti veca od 20 %.

U suprotnom voda panela mora ponoviti ocjenjivanje specifiénog uzorka u drugoj sesiji ocjenjivanja.Ako se to
¢esto dogada, vodi panela preporucuje se da ocjenjivacima pruzi dodatnu obuku.

9.4. Klasifikacija ulja

Ulje se razvrstava u skladu sa medijanom mana i medijanom svojstva vo¢nosti. Medijan mana definisan je kao
medijan mane koja se osjeca najve¢im intenzitetom. Medijan mana i medijan svojstva voénosti iskazuju se do
jednog decimalnog broja.

Ulje se razvrstava uporedujudi vrijednost medijana mana i medijana svojstva voénosti s referentnim intervalima.
U obzir je uzeta i greska metode pri utvrdivanju ograni¢enja tih intervala koji se stoga smatraju apsolutnima.
Programskim paketima omogucuje se prikaz razvrstavanja u obliku statisticke tabele ili grafika:

(a) ekstra djevicansko maslinovo ulje: medijan mana je 0, a medijan svojstva voénosti je iznad 0;

(b) djevi¢ansko maslinovo ulje: medijan mana je iznad 0, ali ne ve¢i od 3,5 i medijan svojstva vocnosti je iznad 0;

(c) djevicansko maslinovo ulje lampante: medijan mana je iznad 3,5 ili medijan mana je 3,5 ili manji, a medijan
vocnosti je jednak 0.

Kad je medijan svojstva pikantnosti i/ili gorkosti veéi od 5,0,navodi se na potvrdi o ocjenjivanju.

Za ocjenjivanja koja su namijenjena nadziranju uskadenosti sprovodi se jedno ispitivanje. U slucaju
protivocjenjivanja moraju se organizovati dvije uporedne analize u razli¢itim sesijama. Rezultati dvije uporedne
analize moraju biti statisticki homogeni. Ako to nije slucaj, uzorak se mora ponovo dvaput analizirati.
Konaéna vrijednost medijana svojstava na kojima se temelji klasifikacija izra ¢unance se na osnovu prosjeka
oba medijana.
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9.5.Kriterijumi dvije uporedne analize

Normalizovana greska upotrebljava se da bi se utvrdilo jesu li rezultati dvije uporedne analize homogeni ili
statisticki prihvatljivi:

j Me; A
Mezj

E% 2UUS

Pri tome su Me ; i Me , medijani dvije uporedne analize (prve i druge analize), a U ; i U , proSirene nesigurnosti
dobijene za dvije vrijednosti:
5 OCVrUMelb
U =cxs*isdy
1 100
Za proSirenu nesigurnost, ¢ = 1,96; prema tome:
U;1=0,0196 x CV  x M ¢

pri éemu je CV, grubi koeficijent varijacije.

Kako bi se moglo tvrditi da dvije dobijene vrijednosti nisu statisticki razli¢ite, E,, mora iznositi najvise 1,0.
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Metoda izracunavanja medijana i intervala pouzdanosti

Medijan

Me%e%pdX<XPl%"pdXTIx,P>%2a
Medijan se defini$e kao realni broj X , za koji vrijedi da je vjerovatnost (p ) da vrijednosti raspodjele (X) budu
nize od tog broja (X, ) manja ili jednaka 0,5 i da je istovremeno vjerovatnost (p) da vrijednosti raspodjele (X)
budu manje ili jednake X ,, veca ili jednaka 0,5. Prakti¢nija definicija glasi da je medijan 50-i procenat unutar
distribucije brojeva u rastu¢em nizu. Jednostavnijim rijeima, to je srediSnja tacka poslozenog skupa neparnih
brojeva ili prosjek dvije sredisnje tacke u poslozenom skupu parnih brojeva.

Gruba standardna devijacija

Kako bi dosli do pouzdanog procjenjivanja varijabilnosti oko prosjeka, potrebno je pozvati se na grubu
standardnu devijaciju kako se procjenjuje prema Stuartu i Kendallu (4). Formula daje asimptotsku grubu
standardnu devijaciju, tj. grubu procjenu varijabilnosti razmatranih podataka pri ¢emu je N broj o€itavanja, a IQR
medukvartalni interval koji obuhvata ta¢no 50 % slu¢ajeva u doti¢noj raspodjeli vjerovatnosti.

1;250
i IQR
S Yp—r— BN

35 fif
RV Nfii

Medukvartalni interval izraGunava se izraunom najvece razlike izmedu 75-tog i 25-tog procenta.

IQR ¥4 75:procenatA 25:procenat

Pri ¢emu je procenat ona vrijednost X 4 za koju vazi da je vjerovatnoca(p) da vrijednosti raspodjele budu manje
od X y niza ili jednaka specificnom procentu i da je istovremeno vjerovatnost (p ) da vrijednosti raspodjele
budu manje ili jednake X o veca ili jednaka tom specificnom procentu. Procenat ukazuje na odabrani dio
distribucije. U slu¢aju medijana on iznosi 50/100.

n n

postotnik ¥a%apd X< ) 10
XpeP | 100" pdXIxpcP B 0¢

Radi prakti¢nosti, procenat je ona vrijednost raspodjele koja odgovara specifi¢noj povrsini ispod Krivulje
distribucije ili gusto¢e. Na primjer, 25. procenat predstavlja vrijednost distribucije koja odgovara povrsini od 0,25
ili 25/100.

U ovoj metodi procentisu izraCunati na temelju stvarnih vrijednosti koje se pojavljuju u matrici podataka
(postupak izraGunavanja procenta).

Grubi koeficijent varijacije (%)

CVr% predstavljadisti broj koji ukazuje na procenat varijabilnosti analiziranog skupa brojeva. |z tog razloga je on
posebno koristan za ispitivanje pouzdanosti ocjenjivaca.

ov I ¥4 u100
Me
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Intervali pouzdanosti medijana od 95 %

Intervali pouzdanosti od 95 % (vrijednost greske prve vrste koja iznosi 0,05 ili 5 %) predstavlja interval unutar
kojeg bi vrijednost medijana mogla varirati kada bi bilo moguce ponoviti ocjenjivanje. Prakti¢no predstavlja
interval varijabilnosti ocjenjivanja u datim uslovima rada krenuvsi od pretpostavke da ga je moguce ponoviti
mnogo puta. Kao i kod CVr%, interval pomaze u procjeni pouzdanosti ocjenjivanja.

C:l:gomjiva Me p 8cUsp

C: L gonji/s Me A 3cUs’p

pri ¢emu je C = 1,96 za interval pouzdanosti na razini od 95 %.

PRILOG 7

ODREDIVANJE SADRZAJA VOSKA KAPILARNOMGASNOM
HROMATOGRAFIJOM
1. PREDMET

Kapilarnom gasnom hromatografijom utvrduje se sadrzaj voska u maslinovom ulju. Voskovi se odvajaju prema
broju njihovih atoma ugljenika. Metoda se posebno moze koristiti za razlikovanje maslinovog ulja
dobijenog cijedenejm i onog dobijenog ekstrakcijom (ulje komine maslina).

2. PRINCIP

Dodaje se odgovarajuc¢i interni standard masti ili ulju, potom frakcioniSemo pomoc¢u hromatografije na
hidratizovanoj koloni od silika gela. Frakcija koja je u pocetku eluirana u uslovima testiranja, (Cija je
polarnost slabija od polarnosti triglicerida), vraca se i neposredno analizira kapilarnom gasnom
hromatografijom.

3. OPREMA

3.1Erlenmajerova tikvica zapremine 25 ml.

3.2 Staklena kolona za gasnu hromatografiju, unutrasnjeg promjera 15,0 mm, duzine 30 do 40 cm, s
pipcem.

3.3.0dgovaraju¢i gasni hromatograf sakapilarnom kolonom, opremljen sastavom za neposredno
uvodenje u kolonu koji se sastoji od sljedeceg:

3.3.1. Termostatska komora za kolone, opremljena regulatorom temperature.

3.3.2. Hladni injektor za direktno unoSenje u kolonu.

3.3.3. Plamenojonizacijski detektor i pretvarac¢ sa pojacalom.

3.3.4. Snimac-integrator kompatibilan sa pretvaraéem sa pojac¢alom (3.3.3.), sa vremenom reakcije koje nije
duze od jedne sekunde i sa varijabilnom brzinom papira. (Takode je moguée koristiti kompjutorizovane
sastave koji omogucavaju dobijanje podataka o gasnoj hromatografiji putem racunara.)

3.3.5. Staklena ili kvarcna kapilarna kolona duzine 8 do 12 m, unutrasnjeg precnika od 0,25 do 0,32 mm, sa

tecnom fazom, s ujednacenom debljinom filma izmedu 0,10 i 0,30 um. (Na trziStu su dostupne tec¢ne faze
pogodne za tu svrhu tipa SE-52 ili SE-54.)
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3.4. Mikrospric za direktno unosSenje u kolonu zapremine 10 pl s ¢vrsto fiksiranom iglom.
3.5. Elektri¢na tresilica.

3.6. Rotirajuci isparivac.

3.7. Visokotemperaturna pec.

3.8. Analiticka vaga sa zagarantovanom precizno$¢u od + 0,1 mg.
3.9. Uobicajeno laboratorijsko stakleno sude.

4. REAGENSI
4.1. Silika gel veli¢ine zrna izmedu 60 i 200 um.

Silika gel staviti na Cetiri sata u pe¢ na 500 °C. Nakon hladenja, dodati 2 % vode u odnosu na koli¢inu
uzorkovanog silika gela. Dobro promuékati da se suspenzija homogenizuje. Cuvati na tamnom mjestu najmanje
12 sati prije upotrebe.

4.2. n-heksan, za hromatografiju.
4.3. dietili etar, za hromatografiju.
4.4.n-heptan, za hromatografiju.

4.5. Standardni rastvor lauril arahidata koncentracije 0,1 % (m/v) u heksanu (interni standard).
4.5.1. Sudan 1 (1-fenil-azo-2-naftol).

4.6. Nosedi gas: vodonik ili helijum, gasno-hromatografska ¢istoca.
4.7. Pomo¢ni gasovi:
— vodonik, ¢istoce za gasnu hromatografiju,

— vazduh, Cistoée za gasnu hromatografiju.

4 POSTUPAK

5.1. Priprema hromatografske kolone

Pomijesati 15 g silikagela (4.1.)sa n-heksanom (4.2.) i prenijeti u kolonu (3.2.). Rastvoriti i ostaviti da se samo
slegne. Dovrsiti taloZzenje pomocu elektricne tresilice (3.5.) kako bi se postigao §to ujednaceniji hromatografski
sloj. Propustiti 30 ml n-heksana kako bi se odstranile sve eventualne necistoce. Koris¢enjem vage (3.8.) odvagati
tacno 500 mg uzorka u Erlenmmajerovu tikvicu zapremine 25 ml (3.1.), dodati odgovarajucu koli¢inu internog
standarda (4.5.), zavisno od pretpostavljenog sadrzaju voska. Na primjer, dodati 0,1 mg lauril arahidata za
maslinovo ulje i 0,25 do 0,5 mg za ulje komine maslina. Prenijeti pripremljen uzorak na hromatografsku kolonu
pomocu dva puta po 2 ml n-heksana (4.2.).

Rastvar¢ ispustati dok ne dostigne 1 mm iznad gornje granice absorbenta, potom filtrirati ostalih 70 ml n-heksana
kako bi se uklonili prirodno prisutni n-alkani. Potom zapoceti hromatografsko eluiranje sakupljanjem 180 ml
mjesavine n-heksana/dietil etra (odnos 99:1), pri brzini protoka od oko 15 kapi svakih 10 sekundi. Eluiranje uzorka
se izvodi na sobnoj temperaturi pri 22 + 4 °C.
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Mjesavina n-heksana/dietil etra, (99:1), priprema sesvakodnevno.

— Za vizuelnu provjeru ispravnog eluiranja voskova, moze se dodati 100 um 1 % sudana iz elucijske mjeSavine u
uzorak u rastvoru. S obzirom da obojenje ima predeni put izmedu voskova i triglicerida, kad obojenje dode do dna
kolone, eluat treba rastvoriti jer ¢e tada svi voskovi biti eluirani.

Osusiti tako dobijenu frakciju u vakum uparivaéu (3.6.) dok se ne ukloni gotovo sav rastvor. Ukloniti preostala 2
ml rastvora pomocu slabe struje azota; potom dodati 2-4 ml n-heptana.
rastvoriti

5.2. Analiza gasnom hromatografijom

5.2.1. Pripremne radnje

Postaviti kolonu na gasni hromatograf (3.3) spajajuci ulazni otvor na sastav neposredno na koloni i izlazni otvor na
detektor. Obaviti opstu provjeru gasnog hromatografa (funkcioniranje protoka gasa, efikasnostosjetljivost detektora
i snimaca itd.).

Ako se kolona koristi po prvi put, potrebno je najprije kondicionirati. Pustiti da kroz kolonu prote¢e malo gasa,
zatim ukljuciti gasni hromatograf. Postupno zagrijavati do dostizanja temperature od 350 °C nakon priblizno Cetiri
sata. Odrzavati temperaturu najmanje dva sata te potom regulisati aparat na radne uslove, (regulisanje protoka gasa,
paljenje plamena, spoj na elektroni¢ki snima¢ (3.3.4), prilagodavanje temperature peci za kolonu, prilagodavanje
detektora itd.), i zapisati signal pri osjetljivosti koja je najmanje dvostruka od one koju zahtijeva analiza. Bazna
linija mora biti linearna, bez pikova i bez bilo kakvih znakova otklona.

Negativno pravolinijskoskretanje ukazuje da spojevi kolone nisu dobro postavjeni; pozitivano skretanje da kolona
nije pravilno kondicionirana.

5.2.2. Izbor radnih uslova

Radni uslova su uglavnom sljedeci:

— temperatura kolone:

20 °C/ 5°C/ 20 °C/
minuti minuti minuti

Inicijano| — | 240°c| — |325°c| — [340°C
80 °C 6 (10°)
(1)

— temperatura detektora: 350 °C,

— koli¢ina ubrizgane supstance: 1 pl rastvora n-heptana (2-4ml),

— Nosec¢i gas: helijum ili vodonik pri ispravnoj linearnoj brzini za odabrani gas

— osjetljivost instrumenta: pogodno za sljedece uslove:

Uslovi se mogu modifikovati u skladu s karakteristikama kolone i gasnog hromatografa kako bi se dobilo
razdvajanje svih voskova i zadovoljavajuca rezolucija pika, (vidjeti sliku); retenciono vrijeme internog standarda C
32 mora biti 18 + 3 minute. Najreprezentativniji pik voska mora biti najmanje 60 % pune skale.
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Parametre za integraciju pikova potrebno je odrediti na takav nacin da se postigne ispravna procjena povrsine
pikova koja se analizira.

Zbog visoke konac¢ne temperature, dopusten je pozitivan otklon od najvise 10 % pune skale.

5.3. Sprovodenje analize

Pomoc¢u mikro$pric zapremine 10 pl unosi se 1 pl rastvora; klip Sprica izvuéi dok se igla ne isprazni. Iglu uvesti u
sastav za injektovanje i nakon 1-2 sekunde brzo injektovati; nakon otprilike pet sekundi, lagano izvuéi iglu.

Biljeziti sve dok voskovi nisu u potpunosti eluirani.

Bazna linija u svakom trenutku mora zadovoljavati trazene uslove.
5.4. Identificikovanje pikova

Pikovi se identifikuju pomocu retencionih vremena uporedivanjem sa mje$avinama voskova ¢ije je retenciono
vrijeme poznato, a koji su analizirani u istim uslovima.

Na slici je prikazan hromatogram voskova djevi¢anskog maslinovog ulja.
5.5. Ocjena koli¢ina

Pomocu integratora odrediti povr$ine pikova koje odgovaraju internom standardu i alifati¢nim esterima od C 49 do
46 -
Izracunati sadrzaj voska svakog pojedinog estera u mg/kg masti odredujemo prema sljedecoj formuli: ester, mg/kg

ester;mg=kg¥s A X U ms U 1000
AUm
pri ¢emu je:
= povrsina pika svakog estera, u kvadratnim
A x milimetrima;
povrsina pika internog standarda, u kvadratnim

A = milimetrima;

m s = masa dodatog internog standarda, u miligramima;
m = masa uzorka za analizu, u gramima.

6. ISKAZIVANJE REZULTATA

Iskazati ukupan sadrzaj razli¢itih voskova C 4 do C 45 U mg/kg masti (ppm).

Sastojci koje treba kvantifikovati odnose se na pikove s brojevima parova ugljenika izmedu C 4 do C 4 estera,
koriS¢enjem primjera hromatograma voska maslinovog ulja prikazanog na donjoj slici. U slucaju da se C 44 ester
pojavi dva puta, preporucuje se da se za njegovu identifikaciju analizira frakcija voskova ulja komine maslina gdje
Je pik C 4 jednostavno identifiikovati jer je u o¢iglednoj vecini.

Rezultati trebaju biti izrazeni na jednu decimalu.
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Slika

Hromatogram voskova maslinovog ulja (%)
30 ooT I
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20 .00

1500

4
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10 00
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L/ |
000+ .___1__1 l_.a..—l
T T T T T T '
[+] 5 10 15 20 25 30 35
Legenda:

I.S. = Lauril arahidat

1. = Diterpenski esteri
2+ 2" = Esteri C 4

3+ 3" =Esteri C 4,

4+4" =Esteri C g

5. = Esteri C 4

6. = Sterolni estri i triterpenski alkohol

1y Nakon eluiranja sterolnih estera, linija hromatograma ne smije pokazivati nikakve znatne pikove (trigliceridi).

Odredivanje linearne brzine gasa

U gasni hromatograf, postavljen na normalne radne uslove, ubrizgava se 1-3 pl metana (ili propana). Mjeri se
vrijeme potrebno za protok gasa kroz kolonu od trenutka injektiranja do pojave pika (ty ).

Linearna brzina u cm/s zadana je formulom L/ty, , pri ¢emu je L duZina kolone u cm, a ty je vrijeme mjereno u
sekundama.;
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3.1.

3.4.

3.7.

3.8.

3.10.

3.10.1.

3.10.2.

3.10.4.

3.11.

PRILOG 8

ODREDIVANJE SASTAVA I SADRZAJA STEROLA I TRITERPENSKIH
DIALKOHOLA KAPILARNOM GASNOM HROMATOGRAFIJOM

1. uvoD

Kapilarnom gasnom hromatografijom odreduje se udio pojedina¢nih i ukupnih sterola i triterpenskih
dialkohola u maslinovim uljima i uljima komine maslina.

PRINCIP

Ulje sa dodatkom a-holestanholestanolholestanola koji sluzi kao interni standard saponifikuje se rastvorom
kalijum hidroksida u etanolu i zatim se neosapunjiva stvar ekstrahuje etil etrom.

Frakcija sterola i triterpenskih dialkohola odjeljuje se od neosapunjivog ekstrakta tankoslojnom
hromatografijom na osnovnoj silika gel plo¢i. Frakcije koje se dobiju sa silika gela pretvaraju se u

trimetilsilil etere i zatim analiziraju kapilarnom gasnom hromatografijom.

APARATURA

Uobicajena laboratorijska oprema, a posebno sljedece:
Tikvica od 250 ml s povratnim hladilom i nastavcima od brusenog stakla.
3.2. Lijevak za odjeljivanje od 500 ml.

3.3. Tikvice od 250 ml.

Cjeloviti instrument za analizu tankoslojnom hromatografijom, koris¢enjem staklenih plo¢a veli¢ine 20 x 20
cm.

3.4. Ultraljubicasta svjetiljka talasne duzine 254 ili 366 nm.
3.5. Mikrospric od 100 ul i 500 pl.

Cilindri¢ni lijevak za filtriranje s poroznom plo¢om G 3 (poroznost izmedu 15 i 40 p m) pribliznog precnika
2 cm i visine 5 cm, primjeren za filtriranje pod vakuumom s muskim spojem od brusenog stakla.

Vakuumska tikvica od 50 ml, sa zenskim spojem od brusenog stakla koji se moze pricvrstiti na lijevak za
filtriranje (tacka 3.7.).

3.9. Epruveta od 10 ml s konusnim dnom i brtvenim staklenim ¢epom.

Gasni hromatograf koji se moze koristiti sa kapilarnom kolonom sa razdjelnim sastavom za injektiranje koji
se sastoji od:

Termostatske komore za kolone koja moze odrzavati Zeljenu temperauru sataénoséu od = 1 °C;

Jedinice za injektiranje s moguéno$éu podeSavanja temperature, sa elementom za uparavanje od
persilaniziranog stakla i razdjelnim sastavom;

3.10.3. Plamenojonizacijskog detektora (FID);

Sastava za prikupljanje podataka koji se moze koristiti s detektorom FID (tacka 3.10.3.) koji se moze
ukljuciti rucno.

Kvarcna kapilarna kolona duZine izmedu 20 i 30 m, unutra$njeg pre¢nika izmedu 0,25 i 0,32 mm, sa slojem
5 % difenila - 95 % dimetil-polisiloksana (SE-52 ili SE-54 ili odgovaraju¢om stacionarnom fazom), s
ujednacenom debljinom filma izmedu 0,10 1 0,30 pm.
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4.6.

4.13.

3.12.  MikroS$pric za gasnu hromatografiju zapremine 10 1 s ¢vrsto ué¢vrséenom iglom primjerenom za razdjelno

injektiranje.
3.13. Eksikator s kalcijum hloridom

REAGENSI

4.1. Kalijum hidroksid, minimalne koncentracije 85 %

4.2. Rastvor kalijum hidroksida u etanolu priblizno 2 mol/l

Rastvoriti 130 g kalijum hidroksida (tacka 4.1.), uz hladenje, u 200 ml destilovane vode, a zatim dopuniti
etanolom do jednog litra (tacka 4.10). RastvoritiRastvor treba ¢uvati u dobro zaéepljenim bocama od tamnog
stakla i Cuvati najviSe dva dana.

4.3. Etil etar, analitickog kvaliteta.

4.4. Rastvor kalijum hidroksida u etanolu priblizno 0,2 N

Rastvoriti 13 g kalijum hidroksida (tacka 4.1.) u 20 ml destilovane vode i dopuniti etanolom do jednog litra
(tacka 4.10.).

Rastvoriti

4.5. Bezvodni natrijum sulfat, analitickog kvaliteta.

Staklene ploce (20 x 20 cm) sa slojem silika gela, bez indikatora fluore- scencije, debljine 0,25 mm (na trziStu
su dostupne ploce spremne za upotrebu).

4.7. Toluen, za hromatografiju.

4.8. Aceton, za hromatografiju.

4.9. n-heksan, za kvalitet hromatografije.
4.10. Etil eter, za kvalitet hromatografije.
4.11. Etanol analitickog kvaliteta.

4.12. Etil acetat analitickog kvaliteta.

Referentnirastvor za tankoslojnu hromatografiju: 5 %-tni rastvor holesterola ili fitosterola i eritrodiola u etil
acetatu (tacka 4.11.).

4.14.  2,7-diklorofluorescein, 0,2 %-tni ratsvor u etanolu. Moze se uciniti blago alkalnim dodavanjem nekoliko kapi

ratsvora 2 N kalijum hidroksida u alkoholu (tac¢ka 4.2.).

4.15. Bezvodni piridin, za kvalitet hromatografije (vidi Napomenu 5).
4.16. Heksametildisilazan analiticki kvalitet.

4.17. Trimetilhlorosilan analiticki kvalitet.

4.18. Rastvor sterolnih trimetilsilil etara iz uzorka.

Treba se pripremiti neposredno prije koristenja od sterola i eritrodiola dobijenih iz ulja koja ih sadrze.

4.19  o-holestanholestanol, Cistoce vece od 99 % (Cisto¢a se mora provjeriti gasnom hromatografijom).

4.20.  Rastvor a-holestanholestanola internog standarda, 0,2 %-tni rastvor (m/V) u etil acetatu (tacka 4.11.).

4.21. Rastvor 10 g/l fenolftaleina u etanolu (tacka 4.10.).

4.22. Noseci gasovi: vodonik ili helijum, gasno-hromatografske Cistoce.

4.23. Pomo¢ni gasovi: vodonik, helijum, azot i vazduh, gasno-hromatografske Cistoce.

4.24. Smjesa n-heksana (tacka 4.9.) i etil etra (tacka 4.10.) 65:35 (V/V).
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5.

4.25.

Reagens za sililaciju koji se sastoji od smjese piridina, heksametildisi- lazana i trimetilhlorosilana.

POSTUPAK

5.1. Pripremanje neosapunjive supstancesupstance.

5.1.1.

5.1.2.

5.1.3.

5.1.4.

5.1.5.

5.2.
5.2.1.

Pomoc¢u mikrosprica (tacka 3.6.) od 500 pl u tikvicu zapremine 250 ml ubrizgati onu koli¢inu 0,2 %-tnog
ratvora a-holestanholestanola internog standarda (tacka 4.20.) koja sadrzi koli¢inu holestanholestanola koja
je priblizno jednaka 10 % sadrzaja sterola uzorka. Na primjer, na 5 g uzorka maslinovogulja treba dodati 500
pl rastvora a-holestanholestanola (tacka 4.20.) i 1 500 p 1 za ulje komine maslina. Upariti do suvog pod
blagom strujom azota a u toplom vodenom kupatilu i, nakon Sto se tikvica ohladi, izvagati 5 + 0,01 g suvog
filtriranog uzorka u istu tikvicu.

Ulja i masti zivotinjskog ili biljnog porijeklla kojasadrze znatne koli¢ine holesterola mogu pokazati pik
saretencionim vremenom koje je blizu onome kolesta- nola. U tom slucaju frakcija sterola treba se analizirati
dvostruko - s internim standardom i bez njega.

Dodati 50 ml 2 mol /I rastvora kalijum hidroksida u etanolu (tacka 4.2.) i staklene perlice, namjestiti povratni
kondezator (hladnjak) i zagrijavati do tacke slabog vrenja dok se ne zavrsi saponifikacija. Nastaviti sa
zagrijavanjem jo$ 20 minuta, a zatim dodati destilovane vode od 50 ml kroz povratni kondezator, odvojite ga
1 ohladite tikvicu na priblizno 30 ° C.

Kvantitativno prenijeti sadrzaj tikvice u lijevak za razdvajanje od 500 ml (tacka 3.2.) s nekoliko porcija
destilovane vode (50 ml). Dodati priblizno 80 ml etil etra (tacka 4.10.), snazno promuckati priblizno 60
sekundi, povremeno ispustajuci pritisak okretanjem lijevka za razdvajanje i otvaranjem slavine. Ostaviti dok
se dvije faze potpuno ne razdvoje.

Odvojiti saponifikacioni rastvor $to je moguce potpunije u drugi lijevak za razdvajanje. Uraditi jo§ dvije
ekstrakcije na vodeno-alkoholnoj fazi na isti na¢in, uz koris¢enje izmedu 60 i 70 ml etil etra (tacka 4.10.).

Svaka se emulzija moze otkloniti dodavanjem malih koli¢ina etanola (tacka 4.11.).

Kombinovati tri ekstrakta etera u jednom lijevku za razdvajanje koji sadrzi 50 ml vode. Nastaviti ispirati s
vodom (50 ml) sve dok se u vodi kojom se ispiralo viSe ne pojavljuje ruzi¢asto obojenje prilikom dodavanja
kapljica rastvora fenolftaleina (tacka 4.21.).

Nakon uklanjanja vode kojom se ispiralo profiltrirati kroz bezvodni natrijum sulfat (tacka 4.5.) u prethodno
izvaganoj tikvici od 250 ml ispirati lijevak i filtar malim koli¢inama etil etera (tacka 4.10.).

Rastvor upariti destilovanjem na vakuum uparivacu na 30 °C. Dodati 5 ml acetona i potpuno odstraniti
isparljivi rastvara¢ pod blagom strujom azota. Ostatak osuSiti u pe¢i 15 min na 103 £+ 2 °C. Ohladiti u
eksikatoru i izvagati uz odstupanje do 0,1 mg.

Razdvajanje frakcija sterola i triterpenskih dialkohola (eritrodiol + uvaol)

Pripremanje osnovnih ploca za tankoslojnu hromatografiju. Uroniti silika gel ploce (tacka 4.6.) u rastvor 0,2
mol/l kalijum hidroksida u etanolu (tacka 4.5.) na 10 sekundi, zatim ih ostaviti da se dva sata suSe u
digestoru i na kraju ih staviti u pe¢ na sat vremena na 100 °C.

Izvaditi ploce iz peci i skladistiti u eksikator s kalcijum hloridom (tacka 3.13.) do upotrebe (ploce obradene
na ovaj nacin moraju se upotrijebiti u roku od 15 dana).
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5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.3.

53.1.

Kad se za razdvajanje frakcije sterola koriste osnovnesilika gel ploce, nema potrebe da se neosapunjive
supstance obraduju aluminijumom. 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 trake alifati¢nih i triterpenskih
alkohola.

U kadici za razvijanje unijeti smjesu heksana i etil etra (tacka 4.24.) (Napomena 4.) do nivoa od priblizno 1
cm. Kadicu zatvoriti odgovarajué¢im poklopcem i ostaviti tako na najmanje pola sata, na hladnom mjestu,
kako bi se uspostavila ravnoteza te¢nosti ipare. Trake filter-papira umocene u eluens mogu se postaviti na
unutra$nje povrsine kadice. Time se skracuje vrijeme razvijanja za otprilike jednu tre¢inu i dobija
jednoli¢nija, pravilna eluacija komponenata.

Smjesa za razvijanje treba da se zamijeni za svako ispitivanje da bi se postigli savrSeni ponovljivi uslovi
eluacije ili se umjesto toga moze koristiti rastvor n-heksana i etil etra 50:50 (V/V).

Pripremiti priblizno 5 %-tni rastvor neosapunjivih supstanci (tatka 5.1.5.) u etil acetatu (tacka 4.12.) i
pomoc¢u mikrosprica od 100 pl nanijeti 0,3 ml tog rastvora u tankoj i ujednacenoj liniji na donji rub (2 cm)
hromatografske ploce (tacka 5.2.1.). Poravnato s nanosom nanijeti izmed u 2 i 3 pl referentnog rastvora
supstanci (tacka 4.13.) tako da se traka sterola i triterpenskih dialkohola moze identifikovati nakon
razvijanja.

Postaviti plocu unutar kadice za razvijanje koja je pripremljena kako je navedeno u tacki 5.2.2. Sobnu
temperaturu treba odrzavati izmedu 15 i 20 °C (Napomena 5.). Kadicu odmah zatvoriti poklopcem i ostaviti
da eluira dok prednji dio rastvora ne dosegne priblizno 1 cm od gornjeg ruba ploce. Ploca se zatim vadi iz
kadice za razvijanje, a rastvor isparava pod strujom vruceg vazduha ili se ploca ostavlja jo§s neko krace
vrijeme u digestoru.

Na visim temperaturama razdvajanje se moze pogorsati.

Blago i jednoliko poSpricati plo¢u ratsvorom 2,7-dihlorofluoresceina (tacka 4.14.) i zatim je ostaviti da se
osusi. Kad se ploca posmatra pod ultraljubiastom svjetlo$¢u, trake sterola i triterpenskih dialkohola mogu
se identifikovati tako $to su poravnate s mrljama dobijenim od referentne rastvora (tacka 4.13.). Krajevi
trake oznace se uz kraj fluorescencije crnom olovkom (vidi TLC ploc¢u na slici 3).

Silika gel koji se nalazi u oznaCenom podru¢ju sastruZe se pomocu metalne spatule. Tako dobijeni fino
usitnjeni materijal unijeti u lijevak za filtriranje (tacka 3.7.). Dodati 10 ml vruceg etil acetata (tacka 4.13.),
pazljivo izmijeSati metalnom spatulom i filtrirati pod vakuumom, skupljajuéi filtrat u vakuumsku tikvicu
(tacka 3.8.) spojenu na lijevak za filtriranje.

Ostatak u tikvici isprati tri puta etil etrom (tacka 4.3.) (priblizno 10 ml svaki put), skupljajuéi filtrat u istu
tikvicu spojenu na lijevak, ispariti filtrat do zapremine od 4 do 5 ml, preostali ratstvor prenijeti u pret-
hodno izvaganu epruvetu zapremine 10 ml (tocka 3.9.), upariti do suvog laganim zagrijavanjem pod blagom
strujom azota, ponovno dopuniti sa nekoliko kapi acetona (tocka 4.8.) i ponovno upariti do suvog.

Ostatak unutar epruvete mora se sastojati od frakcija sterola i triterpenskih dialkohola.

Pripremanje trimetilsilil etara.

Dodati reagens za silaniziranje (tatka 4.25.) (Napomena 6.), u promjeru od po 50 ul na svaki miligram
sterola i triterpenskih alkohola, u epruvetu koja sadrzi frakciju sterola i triterpena tako da se izbjegne bilo
kakva apsorpcija vlage (Napomena 7.)

Rastvori spremne za upotrebu dostupni su na trziStu.Dostupni su i drugi reagensi za silaniziranje kao §to su
npr. bistrimetilsililtrifluoracetamid + 1 % trimetilhlorosilan za mijesanje s jednakom zapreminom bezvodnog
piridina.

Piridin se moZe zamijeniti jednakom koli¢inom acetonitrila.
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5.3.2.

5.4.1.1.

5.4.1.2.

Epruvetu treba zacepiti 1 pazljivo promuckati (bez preokretanja) sve dok se sastojci u potpunosti ne rastope.
Ostaviti da odstoji najmanje 15 minuta na sobnoj temperaturi i zatim centrifugirati nekoliko minuta. Bistri
rastvor spreman je za analizu gasnim hromatografom.

Normalno je da dode do blage opalescencije koja neceuzrokovati anomalije. Stvaranje bijelog floka ili
pojava ruzicastog obojenja znakovi su prisutnosti vlage ili propadanja reagensa. U tom slucaju treba ponoviti
ispi- tivanje (samo ako se koristi heksametildisilazan ili trimetilhlorosilan).

5.4. Analiza gasnom hromatografijom

5.4.1.Pripremne djelatnosti i kondicioniranje kapilarne kolone.

Namjestiti kolonu (tacka 3.11.) u gasni hromatograf tako da se pocetak kolone spoji na razdjelni injektor, a
izlazni kraj kolone na detektor.

Sprovesti opstu provjeru stanja jedinice gasnoghromatografa (curenje iz gasnih tokova, efikasnost detektora,
efikasnost sastava za razdvajanje i sastava za biljezenje, itd.).

Ako se kolona koristi prvi put, preporucljivo je podvrgnuti je postupku kondicioniranja: kroz kolonu se pusti
malo gasa, a zatim se jedinica gasnog hromatografa ukljuci i postupno zagrijava dok se ne postigne
temperatura koja je najmanje 20 °C iznad radne temperature . Ta se temperatura treba odrzavati najmanje
dva sata, zatim se cijela jedinica stavlja u radne uslove (prilagodavanje protoka gasa i razdvajanja, paljenja
plamena, provjera spoja s racunarskim sistemom, prilagodavanje komore za kolonu, temperature detektora i
injektora, itd.), a zatim se biljezi signal osjetljivosti koja je najmanje dvostruko visa od nivoa predvidenog
za analizu. Bazna linija za pradenje treba da bude linearna, bez pikova ikakve vrste i ne smije pokazivati
nikakve znakove otklona.
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Negativan pravougaoni otklon ukazuje na to da je doslo do curenja iz spojeva kolone, a pozitivan otklon
ukazuje na to da kolona nije kondicionirana na odgovaraju¢i nacin.

Temperatura kondicioniranja mora uvijek da bude najmanje20 °C niza od maksimalne temperature utvrdene
za primijenjenu stacionarnu fazu.

5.4.2. 1zbor radnih uslova.
5.4.2.1. Opéstii radni uslovi su kako slijedi:
— Temperatura kolone: 260 =5 °C;
— Temperatura injektora: 280 - 300 °C;
— Temperatura detektora: 280 - 300 °C;
— Linearna brzina noseceg gasa: helijum izmedu 20 i 35 cm/s, vodonik izmedu 30 i 50 cm/s;
— Promjer razdvajanja: izmedu 1:50 1 1:100,
— Osjetljivost instrumenta: izmedu 4 1 16 puta visa od minimalne atenuacije;
— Osjetljivost biljezenja: - Izmedu 1 i 2 mV pune skale;
— Koli¢ina injektirane supstance: izmedu 0,5 i 1 pl rastvora TMSE.

Gore navedeni uslovi mogu se modifikovati u skladu sa svojstvima kolone i svojstvima gasnog hromatografa
ne bi li se dobili hromatogrami koji udovoljavaju sljede¢im zahtjevima:

— Retenciono vrijeme pika B-sitosterola treba da bude 20 + 5 minuta;

— Pik kampesterola treba da bude: za maslinovo ulje (prosjecan udio 3 %) 20 + 5 % vrijednosti pune skale; za
sojino ulje (prosjeéni udio 20 %) 80 £+ 10 % vrijednosti pune skale;

— Svi prisutni steroli moraju biti odvojenii. Osim odvajanja, pikovi moraju biti i potpuno razdvojeni, tj. trag
pika mora se vratiti na baznu liniju prije no Sto krene stvarati novi pik. Medutim, nepotpuno razdvajanje
toleriSe se u slucaju da se pik pri RRT 1,02 moze kvantifikovatikoris¢enjem okomice.

5.4.3. Analiti¢ki postupak

5.4.3.1. Koris¢enjem mikroSpricazapremine 10 pl unijeti 1 pl heksana, 0,5 pl zraka, i zatim izmed u 0,5 i 1 pl
rastvora uzorka. Pritom podignuti klip mikroSprica da bi se igla ispraznila. Igla se uvodi kroz membranu
injektora; nakon jedne do dvije sekunde rastvor se brzo injektira, a nakon priblizno pet sekundi igla se
polako izvlaci.

Moze se upotrijebiti i automatski injektor.

5.4.3.2. Biljezenje treba sprovoditi sve dok se TMSE prisutnih triterpenskih dialkohola u potpunosti ne eluiraju.
Bazna linija treba u svakom trenutku da odgovara zahtjevima (tacka 5.4.1.2.).

5.4.4. ldentifikovanje pikova

Identifikovanje pojedina¢nih pikova sprovodi se na temelju retencionog vremena i uporedivanjem s
mjeSavinom sterolnih i triterpenskih dialkohola TMSE koja se analizirala u jednakim uslovima (vidi
Dodatak).

Steroli i triterpenski dialkoholi se eluiraju slede¢im redosledom: holesterol, brasikasterol, ergosterol, 24-
metilen holesterol, kampesterol, kampestanol, stigmasterol, 7-kampesterol, 5,23-stigmastadienol,klerosterol,
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[B-sistosterol, sitostanol,5-avenasterol, 5,24-stigmasta- dienol,  7-stigmasterol, 7-avenasterol, eritrodiol
i uvaol.
5.4.5.Kvantitativna procjena.

5.4.5.1. Povrsine pikova a-holestanola i sterola i triterpenskih dialkohola izracu- navaju se koris¢enjem
kompijuterskog sistema. Pikove bilo kojega od jedinjenja koji nisu uklju¢eni medu one navedene u Tabeli
1. (ergosterol se ne smije izradunavati) ne treba uzimati u obzir. Koeficijent odziva za a-holestanol treba
biti jednak 1.holestankori$¢enjesistemholestan

5.4.5.2. Treba izracunati koncentraciju svakog pojedina¢nog sterola u mg/kg masnog materijala kako slijedi:

sterol x%w 000
AUm

pri cemu je:

Ax = povrSina pika sterola X, u izracunima racunarskog sistema;

As = povrsina pika a-holestanholestanola; u izracunarskog sistema;
ms = masa dodatnog a-holestanholestanola, u miligramima;

m = masa uzorka koriStenog za odredivanje, u gramima.

6. IZRAZAVANIJE REZULTATA
6.1. Koncentracije pojedinacnih sterola iskazuju se kao mg/kg masnog materijala, a njihov ZbirZbir kao ,,ukupni
steroli”.

Sastav svakog pojedinacnog sterola i eritrodiola i uvaola
iskazuje se

jednim decimalnim brojem.

Ukupni sastav sterola mora se iskazati bez ijednog
decimalnog broja.

, lzraCunati procenat svakog pojedina¢nog sterola iz odnosa
6.. povrsine

relevantnog pika prema ukupnoj povrsini pikova za sterole:

A
sterol ,Ya P, U100
pri ¢emu je:
A =povrsina pika za x;

YA =ukupna povrsina pikova za sterole.

4. Beta-sitosterol: 5-23-stigmastadienol + klerosterol + -sitosterol + sito- stanol + 5-avenasterol +
5-24-stigmastadienol.

6.4. Izraunavanje procenta eritrodiola i uvaola:
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Erp Uv

Eritrodiol p uvaol % Er p Uv b ZA U 100

pri emu je

YA = ZbirZbir povrsine sterola u izratunima racunarskog sastava;

Er = povrsina eritrodiola u izraCunima racunarskog sastava;

Uv = povrsina uvaola u izraCunima raunarskog sastava,

Odredivanje linearne brzine gasa

U gasni hromatograf postavljen na normalne radne usloveinjektira se izmedu 1 i 3 pl metana (ili propana) i zatim
se mjeri vrijeme koje je gasu potrebno da protekne kroz kolonu od trenutka injektiranja do trenutka pojavljivanja

pika (tM).

Linearna brzina u cm/s zadata je s L/tM, pri ¢emu je L duZina kolone u ¢cm, a tM izmjereno vrijeme u sekundama.

Tabela 1.

Relativna retenciona vremena za sterole

Relativno retenciono

vrijeme

Pik Identifikacija SE 54 SE 54

kolona kolona
1 Holesterol -5-holesten-3i-ol 0,67 0,63
2 Holestanol 5a-holestan-3i3-ol 0,68 0,64
3 Brasikasterol [24S]-24-metil- -5,22-holestadien-3B-ol 0,73 0,71
* Ergosterol [24S] 24 metil 5-7-22 holestatrien 33-ol 0,78 0,76
4 24-metilen-kolesterol | 24-metilen- -5,24-holestadien-3R-01 0,82 0,80
5 Kampesterol (24R)-24-metil- -5-holesten-3B3-ol 0,83 0,81
6 Kampestanol (24R)-24-metil-holestan-3R-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol (24S)-24-¢til- -5,22-holestadien-3B-ol 0,88 0,87
8 -7-kampesterol (24R)-24-metil- -7-holesten-3i3-ol 0,93 0,92
9 -5,23-stigmastadienol | (24R,S)-24-etil- -5,23-holestadien-3B-ol 0,95 0,95
10 Hlerosterol (24S)-24-¢til- -5,25-holestadien-3B-ol 0,96 0,96
11 R-sitosterol (24R)-24-¢til- -7-holesten-3R-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-etil-holestan-3R-ol 1,02 1,02
13 -5-avenasterol (24Z7)-24-etiliden- -holesten-3R-ol 1,03 1,03
14 -5-24-stigmastadienol| (24R,S)-24-etil- -5,24-holestadien-3R-ol 1,08 1,08
15 -7-stigmastenol (24R,S)-24-etil- -7-holesten-313-ol 1,12 1,12
16 -7-avenasterol (242)-24-¢tiliden- -7-holesten-3i3-ol 1,16 1,16
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(mVolt)

17 Eritrodiol 5a olean-12en-3b28 diol 1,41 1,41
18 Uvaol 12-ursen-3p28 diol 1,52 1,52
Slika 1.

Gasni hromatogram frakcije sterola i triterpenskih alkohola maslinova ulja lampante
(dodat unutrasnji standard)
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Slika 2.

Gasni hromatogram frakcije sterola i triterpenskih alkohola rafinisanog maslinova ulja
(dodat unutrasnjii standard)
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Slika 3.

TLC ploca ulja komine maslina sa podruéjem koja se sastruZe za odredivanje sterola i
triterpenskih alkohola

1 — Skvalen
2 — Triterpen i alifati¢ni alkoholi
3 — Steroli i alifati¢ni dialkoholi

4 — Pocetak i slobodne masne kiseline
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PRILOG 9

ODREDIVANJE PROCENTA 2-GLICERIL MONOPALMITATA

1. uvoD

Procenat palmitinske kiseline u polozaju 2. na trigliceridima utvrduje se odredivanjem procenta 2-gliceril
monopalmitata, koji se moZe primijeniti na biljna ulja koja su te¢na na sobnoj temperaturi (20 °C).

2. PRINCIP

Nakon pripreme, uzorak ulja se podvrgava djelovanju pankreasne lipaze: parcijalna i specifi¢na hidroliza u
polozajima 1. i 3. na molekulu triglicerida uzrokuje pojavu monoglicerida u polozaju 2. Procenat 2-gliceril
monopalmitata u frakciji monoglicerida se odreduje nakon sizlaniziranja kapilarnom gasnom hromatografijom.

3.7.

3.14.

3.17.

3.18.

3. OPREMA | MATERIJALI

3.1. Erlenmajerova tikvica zapremine 25 ml
3.2. Laboratorijske ¢ase zapremine 100, 250 i 300 ml,
3.3. Staklena hromatografska kolona unutarnjeg razmjera 21-33 mm, duZina

400 mm, s plo¢om od sinter-stakla i pipcem

3.4. Menzure zapremine 10, 50, 100 i 200 ml
3.5. Tikvice zapremine 100 i 250 ml
3.6. Vakuum uparivac

Epruvete za centrifugiranje s konusnim dnom zapremine 10 ml s ¢epom od brusenog stakla
3.8. Centrifuga za epruvete zapremine 10 i 100 ml

3.9. Termostat koji omoguéava stabilnu temperaturu od 40 £ 0,5 °C

3.10. Graduirane pipete zapremine 1 i 2 ml

3.11. Spriczapremine 1 ml

3.12. Mikro$priczapremine 100 um

3.13. Lijevak zapremine 1 000 ml

Kapilarni gasni hromatograf opremljen hladnim injektorom za neposredno ubrizgavanje uzorka u kolonu i
peci koja moze odrzavati odabranu temperaturu u granicama od oko 1 °C

3.15. Hladni injektor na koloni za neposredno ubrizgavanje uzorka u kolonu
3.16 Plamenojonizacijski detektor i elektrometar

Snimac-integrator prilagoden elektrometru s vremenom reakcije koje nije duze od jedne sekunde i s
varijabilnom brzinom papira

Staklena ili kvarcna kapilarna kolona duzine 8 do 12 metara, unutra$njeg razmjera 0,25-0,32 mm, prekrivena

metilpolisiloksanom ili fenil metil- polisiloksanom 5 %, debljine 0,10-0,30 um, koja se moze koristiti na 370
°C
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4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.14.

4.15.

4.16.

5.1.1

3.19. MikroSpriczapremine 10 pl s tvrdom iglom (od kaljenog stakla),
duzine najmanje 7,5 cm za neposredno ubrizgavanje na koloni.

4, REAGENSI

Silika gel veli¢ine zrna izmedu 0,063 i 0,200 mm, (70/280 mesh), pripremljen kako slijedi: staviti silika gel u
porculansku posudu, osusiti u inkubatoru pri 160 °C Cetiri sata, potom ga ostaviti da se ohladi u eksikatoru pri
sobnoj temperaturi. Dodati 5 % vode na masu silika gela kako slijedi: izvagati 152 ¢ silika gela u
Erlenmajerovu tikvicu, zatim dodati 8 g destilovane vode, zadepiti i lagano promuckati da se voda
ravnomjerno rasporedi. Ostaviti da odstoji najmanje 12 sati prije upotrebe.

4.2.n-heksan (za hromatografiju)
4.3. 1zopropanol
4.4.1zopropanol, 1/1 (v/v) vodeni rastvor

Pankreasna lipaza. Mora imati aktivnost izmedu 2,0 i 10 jedinica lipaze po mg. (Pankreasne lipaze s
aktivnos¢u izmedu 2 i 10 jedinica po mg enzima su dostupne na trzi$tu.)

Pufer rastvor tris-hidroksimetilaminometana: 1 M rastvora prilagodenog na pH 8, (potenciomentrijska
kontrola), koncentracijom HCI (1/1 v/v)

Natrijum holat, enzimatskog kvaliteta, vodeni rastvor 0,1 % (ovaj rastvor se mora iskoristiti u roku od dvije
nedejlje od pripreme)

4.8. Kalcijum hlorid, 22 % vodeni rastvor

4.9. Dietil eter za hromatografiju

4.10. Rastvor za razvijanje: mjeSavina n-heksana/dietil etra (87:13 v:v)
4.11. Natrijum hidroksid, rastvor 12 % po tezini

4.12. Fenolftalein, 1 % rastvor u etanolu

4.13. Nosec¢i gas: vodonik ili helijum, za gashu hromatografiju

Pomoc¢ni gasovi: vodonik, Cisto¢e najmanje 99 %, bez vlage i organskih supstance i vazduha, za gasnu
hromatografiju, iste ¢istoce

Reagens za silaniziranje: mjeSavina piridina/heksametildisilazana, trime- tilklorosilana 9/3/1 (v/v/v). (Rastvori
spremni za upotrebu su dostupni na trzistu. Mogu se koristiti drugi reagensi za silaniziranje, posebno bistri-
metilsilil trifloracetamid + 1 % trimetilklorosilan, razrijeden jednakom zapreminom bezvodnog piridina.)

Referentni uzorci: ¢isti monogliceridi ili mjeSavine monoglicerida s poznatim procentnim udjelom sli¢nim
uzorku.

5. METODA
5.1. Priprema uzorka

Ulja sa slobodnim kiselinama manjim od 3 % ne treba neutralizovati prije hromatografije na koloni silika
gela. Ulja sa slobodnom kiselinama veé¢im od 3 % se moraju neutralizovati kao u tacki 5.1.1.1.
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5.1.1.1. Uliti 50 g ulja i 200 ml n-heksana u lijevak zapremine 1 000 ml (3.13.). Dodati 100 ml izopropanola i
koli¢inu rastvora 12 % natrijum nitroksida (4.11.) istovjetnu slobodnoj kiselosti ulja uve¢anu za 5 %. Snazno
muckati jedan minut. Dodati 100 ml destilovane vode, ponovo promuckati i ostaviti da odstoji.

Nakon dekantiranja ukloniti donji sloj koji sadrzi sapune. Skinuti medu- slojeve (sluz i
nerastvorljivesupstance). Isprati heksanski ratsvor neutralizovanog ulja uzastopnim dodavanjem rastvor 1/1
(v/v) izopropanol/voda (4.4.) u obrocima od 50-60 ml dok ne nestane ruzi¢asta boja fenolftaleina.

Ukloniti najveci dio heksana vakuumskom destilacijom, (pomoc¢u rotaconog isparivaca, na primjer), i prenijeti
ulje u tikvicu zapremine 100 ml (3.5.). Osusiti ulje u vakuumu dok se rastvor potpuno ne ukloni.

Nakon okoncanja postupka, kiseline u ulju treba da budu manje od 0,5 %.

5.1.2. Staviti 1,0 g ulja napravljenog kao S§to je gore navedeno u Erlenmajerovu tikvicuzapremine 25 ml (3.1.) i
rastvoriti u 10 ml mjeSavine za razvijanje (4.10.). Ostaviti rastvor da odstoji najmanje 15 minuta prije
kolonske hromatografije sa silika gelom.

Ako je rastvor mutan, centrifugirati, kako bi se osigurali optimalni uslovi za hromatografiju. (Mogu se
koristiti kapsule gotovog silika gela SPE od 500 mg pripremljenog za upotrebu.)

5.1.3. Priprema hromatografske kolone

Uliti oko 30 ml rastvora za razvijanje (4.10.) u kolonu (3.3.), staviti komad vate u donji dio kolone pomocu
staklenog Stapica; utisnuti da se ukloni vazduh.

U laboratorijskoj ¢asi pripremiti rastvor od 25 g silika gela (4.1.) u priblizno 80 ml rastvora za razvijanje i
prenijeti u kolonu pomoc¢u lijevka.

Provjeriti nalazi li se sav silika gel u koloni; isprati rastvorom za razvijanje (4.10.), otvoriti pipac i pustiti da
tecnost dostigne nivo od oko 2 mm iznad nivoasilika gela.

5.1.4. Kolonska hromatografija

Odvagati ta¢no 1,0 g uzorka pripremljenog kao u tacki 5.1 u Erelnmajerovu tikvicu zapremine 25 ml (3.1.).

Rastopiti uzorak u 10 ml rastvora za razvijanje (4.10.). Unijeti rastvor u hromatografsku kolonu pripremljenu kao
u tacki 5.1.3. Izbje¢i remecenje povrsine kolone.

Otvoriti pipac i uliti rastvor uzorka dok ne dostigne nivosilika gela. Razviti sa 150 ml rastvora za razvijanje.
Prilagoditi brzinu protoka na 2 ml/min (tako da 150 ml ude u kolonu za oko 60-70 minuta).

Sakupiti eluat u prethodno izvaganu tikvicu zapremine 250 ml. Upariti rastvor pod vakuumom i skinuti kona¢ne
tragove rastvora pod strujom azota.

Izvagati tikvicu i izracunati dobijen ekstrakt.
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Ako se koriste kapsule gotovogsilika gela SPE spremnog za upotrebu, primijeniti sljede¢u metodu: staviti 1 ml
rastvora (5.1.2.) u pripremljene kapsule sa 3 ml n-heksana.

Nakon filtriranja rastvora razviti s 4 ml n-heksana/dietilnog etera 9/1 (v/v).

Sakupiti eluat u epruvetu zapremine 10 ml i osusiti pod strujom azota.

Izloziti suvi ostatak pankreasnoj lipazi (5.2.). (Bitno je provjeriti sastav masne kiseline prije i nakon prelaska
kapsule SPE.)

5.2. Hidroliza pankreasnom lipazom

5.2.1. Odvagati u epruvetu za centrifugiranje 0,1 g ulja pripremljenog kao u tacki 5.1. Dodati 2 ml pufer rastvora,
(4.6.), 0,5 ml rastvora natrijumholata, (4.7.), i 0,2 ml rastovra kalcijum hlorida, dobro promijesati nakon
svakog dodavanja. Zatvoriti epruvetu cepom od bruSenog stakla i staviti u termostat na 40 + 0,5 °C.

5.2.2. Dodati 20 mg lipaze, pazljivo promuckati, (izbjeéi kvSenje ¢epa), i staviti epruvetu u termostat na tacno dva
minuta. Potom ga skinuti, snazno muckati tacno 1 minut i ostaviti da se hladi.

5.2.3. Dodati 1 ml dietil etra, zacepiti i snazno promuckati, potom centrifugirati i prenijeti rastvor etra u ¢istu, suvu
epruvetu pomocu mikrostricaljke.

5.3.Priprema silanizovanih derivata i gasna hromatografija

5.3.1. MikroS$pricom prenijeti 100 um rastvora, (5.2.3.), u epruvetu s konusnim dnom zapremine 10 ml.

5.3.2. Ukloniti rastvor pod blagom strujom azota, dodati 200 um reagensa za silaniziranje (4.15.), zaepiti epruvetu i
ostaviti da stoji 20 minuta.

5.3.3. Nakon 20 minuta, dodati 1 do 5 ml n-heksana (zavisno o hromatografskim uslovima): dobijen je
rastvor spreman za gasnu hromatografiju.

5.4. Gasnha hromatografija

Radni uslovi:

— temperatura injektora, (injektor neposredno na koloni), niza od temperature klju¢anja rastvora(68 °C),

— temperatura detektora: 350 °C,

— temperatura kolone; programiranje temperature peci: 60 °C u trajanju od 1 minuta, povecavanje za 15 °C u
minuti do 180 °C, potom po 5 °C u minuti do 340 °C, potom 340 °C u trajanju od 13 minuta,

— noseci gas: vodonik ili helijum, postavljen na linearnu brzinu dostatnu da se dobije rezolucija naznacena na slici
1. Retenciono vrijeme triglicerida C s4 mora biti 40 + 5 minuta (vidjeti sliku 2.). (Gore naznaceni radni uslovi su
indikativni. Operateri ¢e ih morati optimizovati kako bi dobili Zeljenu rezoluciju. Pik koji odgovara 2-gliceril
monopalmitatu mora imati minimalnu visinu jednaku 10 % skale snimaca.),

— koli¢ina injektovanesupstance: 0,5-1 um rastvra n-heksana (5 ml) (5.3.3.). 5.4.1. Identifikovanje pikova
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Pojedini monogliceridi mogu se identifikovati na temelju svojih retencionih vremena i uporedbom s onim
dobijenim za standardne monogliceridne smjese pod istim uslovima.

5.4.2. Kvantitativna procjena

Povrsina svakog pika izracunava se pomocu elektronickog integratora.

6. ISKAZIVANJE REZULTATA

Procenat gliceril monopalmitata se izraéunava iz preCnika povrSine relevantnog pika prema ukupnoj povrsini
pikovog monoglicerida, (vidjeti sliku 2.), kori§¢enjem formule:

gliceril monopalmitat (%): s"A*U 100 gdje je:

A = povrsina pika koja odgovara gliceril monopalmitatu £A = ukupna povrsina pikova za monogliceride Rezultat

mora biti izraZzen na jednu decimalu.

7. IZVJESTAJ O ISPITIVANJU
Izvjestaj o ispitivanju treba da sadrzo:
— upucivanje na metodu iz ovog priloga,
— sve informacije potrebne za punu identifikaciju uzorka,
— rezultat analize,
— svako odstupanje od metode, bilo da je posljedica odluke predmetnih stranaka ili drugog razloga,
— podaci za identifikaciju laboratorija, datum analize i potpis onih koji su odgovorni za analizu.
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Slika 1.

Hromatogram proizvoda reakcije silaniziranja dobijenih djelovanjem lipaze na
rafinisano maslinovo ulje s dodatkom 20 % esterificiranog ulja (100 %)

100 10.384 12.266 21.649 23.310
- Huile d'olive raffinée
+ 20% hulle estérifiée 17.89
1-2 monopalmitine
Acides gras libres Squalene
1-2mono C18 insat.
%
10.218
12.525 1.2 monopalmitaléine 47 575 223
8.889
|
9.581 11.103 22.618
l 19.407 Lﬂ.—"—“
WAl A MU
9 T T - : T T T -r . v - - - - Scan
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Legenda: ,,acides gras libres” = slobodne masne kiseline; ,,Huile d’olive raffinée + 20
% huile estérifiée” = rafinisano maslinovo ulje + 20 % esterifikovano ulje; ,,1-2
monopalmitoléine” = 1-2 monopalmitolein; ,,1-2 mono C ;g insat.” = nezasic¢eni 1-2

mono C 5
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Hromatogram:

(A) neesterifikovano

Slika 2.

maslinovo ulje, nakon djelovanja lipaze; nakon

silaniziranja; pod ovim uslovima, (kapilarna kolona 8-12 m), frakcija voska
se eluira istovremeno kao i frakcija diglicerida ili malo nakon nje.

Nakon lipaze, sadrZaj triglicerida ne smije pre¢i 15 %

k&

L1 (N :
[
3 4
1 2
T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Legenda:

1. = Slobodne masnekiseline
2. = Monogliceridi

3. = Digliceridi

4. =Trigliceridi

*

= 2-monopalmitin

** = Triglicerid C 54
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(B)

Hromatogram:

neesterifikovano ulje nakon djelovanja lipaze; nakon silanizovanja; pod ovim uslovima, (kapilarna kolona
8-12 m), frakcija voska se eluira istovremeno kad i frakcija diglicerida ili malo nakon nje.

Nakon lipaze, sadrzaj triglicerida ne smije prelaziti 15 %.

B
*
*k
A A o)
p—i—e = 4
1 2
1 1 1 1 1 1 1 I 1
10 15 20 25 30 35 40 45

Legenda:

1. = Slobodne masne kisjeline
2. = Monogliceridi

3. = Digliceridi

4. =Trigliceridi

* = 2-monopalmitin
** = Triglicerid C 54
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NAPOMENE

1.Lipaze sa zadovoljavaju¢om aktivnoséu su dostupne na trzistu. One se takode mogu napraviti u laboratoriji na
sljedeéi nacin:

Ohladite 5 kg svjeze svinjske gusterace na 0 °C. Odstranite okolnu tvrdu mast i vezivno tkivo i sameljite u gustu
te¢not u mikseru. MijeSajte pastu s 2,5 litara bezvodnog acetona 4-6 sati, zatim centrifugirajte Ekstrahujte
ostatak jo§ tri puta s jednakom zapreminom bezvodnog acetona, a zatim dva puta s mjeSavinom
acetona/dietilnog etera (1/1 v/v) i dva puta s dietilnim eterom.

Osusiti ostatak u vakuumu 48 sati da biste dobili stabilan prah koji se moze dugotrajno spremiti u hladnjaku,

zasti¢en od vlage.

2.pracenje aktivnosti lipazePripremiti emulziju maslinovog ulja kako slijedi:

U mikseru mijesajte 10 minuta mjesavinu 165 ml rastvora gumi arabike 100 g/l, 15 g zdrobljenog leda i 20 ml
prethodno neutralizovanog maslinovog ulja.

Ulijte 10 ml emulzije u laboratorijsku ¢asu zapremine 50 ml, zatim dodajte 0,3 ml rastvora natrijum holata 0,2
a/ml i potom 20 ml destilovane vode.

Stavite laboratorijsku ¢asu u termostat namjesten na 37 °C; umetnite elek- trode pH-metra i spiralnu mijesalicu.
Biretom dodajte rastvor 0,1 N natrijum hidroksida, kap po kap, dok se ne dobije pH od 8,3.

Dodajte alikvot vodene suspenzije praha lipaze (0,1 g/ml lipaze). Cim pH-metar pokaze 8,3, ukljuite zapornu
uru i ukapajte rastvor natrijum hidroksida brzinom kojom se odrzava pH na 8,3. Ocitajte svaki minut zapreminu

potroSenog rastvora.

Zabiljezite podatke na x/y grafikonu s vremenom na osi X i milimetrima potrosene alkalnog rastvora 0,1 N da se
zadrZi konstantan pH na y osi. Trebali biste dobiti linearni grafik.

Aktivnost lipaze, izraZena u jedinicama lipaze po mg, data je u sljedecoj formuli:

AV UN U 100
m
pri cemu je:

A aktivnost lipaze u jedinicama/mg
V broj mililitara rastvora 0,1 N natrijum hidroksida u minutu
(proracun iz grafikona)

N titar rastvora natrijum hidrokisda, m masa u mg ispitane
lipaze

Jedinica lipaze definisana je kao koli¢ina enzima koja oslobada 10 mikroekvivalenata kiseline u minutu.
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PRILOG 10
ODREDIVANJE METIL ESTARA MASNIH KISELINA GASNOM
HROMATOGRAFIJOM
1. UvOoD

Vezane masne kiseline triacilglicerola (engl. triacylglycerols — TAGS) te, zavisno od metode esterifikacije,
slobodne masne kiseline (engl. free fattyacids — FFA) pretvaraju se u metil estre masnih kiselina (FAME) kojise
odreduju kapilarnom gasnom hromatografijom.

Metodom koja je opisana u ovom Prilogu dozvoljava se odredivanje FAME-a od C 1, do C , , ukljucujuéi
zasicene, Cis- I trans-jednostruko nezasiéene i cis- I trans-visestruko nezasi¢ene metil estre masnih kiselina.

. PRINCIP

Gasna hromatografija (engl. Gas chromatography — GC) upotrebljava se za kvantitativhu analizu FAME-a.
MetilMetil estri masnih kisjelina (FAME) pripremaju se u skladu s dijelom A. Zatim se injektiraju u injektor u
kojem isparavaju. Razdvajanje FAME-a izvrSava se na analiti¢koj koloni specifiénog polariteta i duZine.
Plamenojonizuju¢iPlamenojonizuju¢i detektor (engl. Flame loni-sation Detector — FID) upotrebljava se za
uocavanje FAME-a. Uslovi analizenavedeni su u dijelu B.

Vodonik ili helijum mogu se upotrebljavati kao noseci gas (mobilna faza) u gasnoj hromatografiji FAME-a s
FID-om. Vodonik ubrzava razdvajanje i daje oStrije pikove. Stacionarna faza je mikroskopski sloj tankog
tekuceg filma na inertnoj ¢vrstoj povrsini od kvarca.

Kako prolaze kroz kapilarnu kolonu, isparljivi komponente koji se analiziraju medusobno djeluju sa
stacionarnom fazom ostavljaju¢i premaz na unutrasnjoj povrsini kolone. Zbog takvog razli¢itog medusobnog
djelovanja razli¢itih komponenti oni eluiraju u razli¢ito vrijeme koje se naziva retencionim vremenom
komponente za dati skup analitickih parametara. Uporedivanje retencionih vremena upotrebljava se za
identifikaciju razli¢itih komponenti.

DIO A.

PRIPREMA METILMETIL ESTARA MASNIH KISELINA 1Z
MASLINOVOG ULJA | ULJA KOMINE MASLINA

1. UvOoD

U ovom se dijelu navodi nacin pripreme metilmetil estara masnih kiselina. Njime su obuhvacene metode
pripreme metilmetil estara masnih kiselina iz maslinovog ulja i ulja komine maslina.

2. PODRUCIJE PRIMJENE

Priprema metil estara masnih kiselina iz maslinovog ulja i ulja komine maslina vrSi se postupkom
transesterifikacije sarastvorom kalijum hidroksida u metanolu na sobnoj temperaturi. Pitanje potrebe za
preci§¢avanjem uzorka prije transesterifikacije zavisi od sadrzaja slobodnih masnih kiselina u uzorku i
analitickom parametru koji treba odrediti, a koji je moguce odabrati u skladu sa sljede¢om tabelom:
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3. METODOLOGIA
3.1. Transesterifikacija s rastvorom kalijum hidroksida u metanolu na sobnoj temperaturi
3.1.1. Princip

Metil estri formiraju se transesterifikacijom s rastvrom kalijum hidroksida u metanolu, kao meduprodukti prije
nego §to nastupi saponifikacija.

3.1.2. Reagensi
3.1.2.1. Metanol koji ne sadrzi vise od 0,5 % (m/m) vode.

3.1.2.2. Heksan, hromatografske ¢istoce.

3.1.2.3. Heptan, hromatografske Cistoce.

3.1.2.4. Dietilni eter, stabilizovan za analizu.

3.1.2.5. Aceton, hromatografske Cistoce.

3.1.2.6. Rastvor za eluiranje za ¢is¢enje ulja kolonskom/SPE hromatografijom, smjesa heksana/dietil etera
87/13 (vIv).

3.1.2.7. Kalijum hidroksid, rastvor u metanolu koncentracije oko 2 mol/l: rastvoriti
11,2 g kalijum hidroksida u 100 ml metanola.

3.1.2.8. Silika gel ulosci, 1 g (6 ml) za ekstrakciju na ¢vrstu fazu.

3.1.3. Oprema

3.1.3.1. Epruvete zapremine 5 ml s navojnim ¢epom s PTFE spojem.

3.1.3.2. Graduirane ili automatske pipete od 2 ml i 0,2 ml.
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3.1.4. Procis¢avanje uzoraka ulja

Prema potrebi se uzorak procis¢ava prolaskom ulja kroz silika gel uloske za ekstrakciju na ¢vrstu fazu. Silika
gel ulozak (3.1.2.8.) se stavi u vakuumski instrument za eluaciju i ispere pod vakuumom sa 6 ml heksana
(3.1.2.2.); ispiranje se odvija bez vakuuma. Zatim se rastvor ulja (priblizno 0,12 g) u 0,5 ml heksana (3.1.2.2.)
stavi u kolonu. Kad rastvor prodre u silika gel, eluira se pod vakuumom s 10 ml smjese heksana/dietil etera
(87:13 v/v) (3.1.2.6.). Ukupni eluat se homogenizira i podjeli na dva po zapremini priblizno jednaka dijela.
Alikvot se upari do suvoce rotiraju¢im isparivatem pod snizenim pritiskom na sobnoj temperaturi. Ostatak se
rastvori u 1 ml heptana te je rastvor spreman za analizu masnih kiselina gasnom hromatografijom. Drugi
alikvot se upari, a ostatak rastvori u 1 ml acetona za analizu triglicerida HPLC metodom, ako je potrebno.

3.1.5. Postupak

U epruvetu s navojnim ¢epom zapremine 5 ml (3.1.3.1.) odvagati oko 0,1 g uzorka ulja. Dodati 2 ml heptana
(3.1.2.2) i promuckati. Dodati 0,2 ml rastvora kalijum hidroksida u metanolu (3.1.2.7.), zatvoriti ¢epom s
PTFE spojem, Cvrsto zatvoriti i jako muckati 30 sekundi. Ostaviti da se slegne dok se gornja rstvor ne
razbistri. Dekantirati gornji sloj koji sadrzi metil estre. Heptanski ratsovr spreman je za injektovanje u gasni
hromatograf. Preporucuje se ¢uvanje rastvora u hladnjaku do gasno-hromatografske analize. Ne preporucuje
se ¢uvanje rastvora duze od 12 sati.

DIO B.

ANALIZA METIL ESTARA MASNIH KISELINAGASNOM
HROMATOGRAFIJOM

1. uUvoD

U ovom se dijelu daju opste smjernice za primjenu kapilarne gasne hromatografije radi utvrdivanja
kvalitativnog i kvantitativnog sastava smjese metilmetil estera masnih kiselina dobijenih u skladu s metodom
utvrdenom u dijelu A.

Ovaj se dio ne primjenjuje na polimerizovane masne Kiseline.

2. REAGENSI
2.1. Nosedi gas

Inertni gas (helijum ili vodonik), temeljito osusen, sa sadrzajem kiseonika manjim od 10 mg/kg.

Vodonikom se moze udvostruciti brzina analize, ali opasanje. Dostupni su sigurnosni uredaji.

2.2. Pomo¢éni gasovi

2.2.1. Vodonik (¢istoce > 99,9 %), bez organskih necistoca.
2.2.2. Vazduh ili kiseonik, bez organskih necistoca.

2.2.3. Azot (Cistoce > 99 %).

2.3. Referentni standard

Smjesa metilmetil estara Cistih masnih kiselina ili metilmetil estara masti poznatog sastava, po moguénosti
nalik onoj masne supstance koja se analizira. Cis-izomeri i trans-izomeri oktadecenoi¢nih, oktadekadienoi¢nih
i oktadekatrienoi¢nih metilmetil estara korisni su za identifikaciju trans-izomera nezasic¢enih kiselina.

Posebnu paznju potrebno je posvetiti spre¢avanju oksidacije visestruko nezasi¢enih masnih kiselina.

3. OPREMA
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Navedena upustva odnose se na uobicajenu opremu koja se upotrebljava za gasnu hromatografiju, ukljucujuci
kapilarne kolone i plamenojonizujuciplamenoionizaconi detektor.

3.1. Gashi hromatograf

Gasni hromatograf treba da sadrzi sljedece elemente.

3.1.1. Sastav za injektiranje

Upotrijebiti sastav za injektiranje s kapilarnim kolonama, u kojem sluéaju sistem za injektiranje treba biti
izraden posebno za upotrebu s takvim kolonama. Po vrsti injektor moze biti s dijeljenjem uzorka ili bez
dijeljenja uzorka u koloni.

3.1.2. Pec

Pec¢ je u stanju zagrijati kapilarnu kolonu na temperaturu od najmanje 260 °C i odrzavati zeljenu temperaturu
unutar 0,1 °C. Ovaj posljednji zahtjev posebno je vazan kad se upotrebljava kvarcna cijev.

U svimsluajevima preporuCuje se upotreba zagrijavanja programiranom temperaturom, a
posebno za masne kiseline koje imaju manje od 16 atoma ugljenika.

3.1.3. Kapilarna kolona

3.1.3.1. Cijev, izradena od materijala koji je inertan u odnosu prema supstance koja ¢e se analizirati
(uobicajeno, staklo ili kvarc). Unutras$nji promjer je izmedu 0,20 i 0,32 mm. Unutrasnja povrSinu obraduje se
na odgovarajuéi nacin (na primjer pripremanje povrsine, deaktiviranje) prije nanosenja premaza stacionarne
faze. Za masne kiseline i cis- i trans-izomere masnih kiselina dosvoljna je duzina od 60 m.

3.1.3.2. Prikladne su i vezane odnosno umrezene stacionarne faze tipa polarni polisiloksan (cijanosilikoni).

Postoji opasnost od mogucnosti da polarni polisiloksaniprouzrokuju poteskoce pri identifikovnju i odvajnju
linolenske kiseline i C 4 kiselina.

Premazi su tanki, odnosno, od 0,1 do 0,2 um.

3.1.3.3. Sastavljanje i kondicioniranje kolone

Uvazavati normalne mjere predostroznosti pri sastavljanju kapilarnih kolona, odnosno namjestanje kolone u
peci (nosioc), Izbor i sastavljanje priklju¢aka (Cvrsto zaptiveni da ne bi do§lo do curenja), pozicioniranje
krajeva kolone u injektoru i na detektoru (smanjivanje slobodne(neiskoristene) zapremine). Kolonu staviti pod
struju noseceg gasa (na primjer 0,3 bar (30 kPa) za kolonu duzine 25 m i unutra$njeg pre¢nika 0,3 mm).

Kolonu kondicionirati temperaturnim programiranjem pe¢i na 3 °C/min od temperature okoline na
temperaturu koja je 10 °C niZza od grani¢ne temperature raspadanja stacionarne faze. Odrzavati ovu
temperaturu peci jedan sat, dok se bazna linija ne stabilizuje. Vratiti je na 180 °C da bi radila u izotermnim
uslovima.

Odgovarajuce unaprijed kondicionirane kolone dostupnesu u slobodnoj trgovini.
3.1.4. Plameno-jonizacioni detektor i pretvarac s pojacalom
3.2 Spric
Spric ima maksimalni zapreminul0 pl i graduirana je s podjelom po 0,1 pl.
3.3. Sastav prikupljanja podataka

Sastav prikupljanja podataka internetski povezan s detektorima i u kojem se upotrebljava racunarski program
prikladan za integraciju i normalizaciju pika.

4. POSTUPAK

Aktivnosti opisane u tackama od 4.1. do 4.3. ove tacke odnose se na upotrebu plameno-jonizacionog
detektora.

4.1. Uslovi ispitivanja

4.1.1. Izbor optimalnih radnih uslova za kapilarne kolone

Zbog efikasnosti i propusnosti kapilarne kolone odvajnje sastojaka i trajanje analize uvelikom zavise od
brzine protoka noseceg gasa kroz kolonu. Stoga je potrebno optimizovati radne uslove djelovanjem na ovaj
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parametar (ili, jednostavnije, na glavni gubitak kolone), zavisno od toga Zeli li se pobolj$ati razdvajanje ili
ubrzati analiza.

Sljededi su se uslovi pokazali prikladni za razdvajanje FAME-ova (C, do
C 5 ). Primjeri hromatograma prikazani su u Dodatku B:

Temperatura injektora: 250°C
Temperatura detektora: 250°C
Temperatura peéi: 165 °C (8 min) do 210 °C na
2 °C/min
pritisak na vrhu kolone, 179
Nose¢i gas vodonik: kPa
Ukupni protok: 154,0 ml/min
Promjer razdvajanja: 1:100
1
Zapremina injektiranja: ul

4.1.2. Odredivanje rezolucije (vidi Dodatak A)

Izracunati rezoluciju R dva susjedna pika 1111
upotrebljavajuci sljedecu formulu:

R =2 x ((dray — dr)/(@ ) + @ ap)) or R =2 x ((truy —
try)/(ogytoay)) (USP) (engl. United States
Pharmacopeia),

R=1,18 x ((tr(”)— tr(|))/((1)0'5(|)+(0015(||))) (EP, BP, JP, DAB) (\]P (engl.
Japanese Pharmacopeia), EP (fr. Pharmacopée Européenne), BP (engl.
British Pharmacopeia))

pri cemu je:

d rgyretenciona udaljenost pika I;

d ranretenciona udaljenost pika Il;

tryretenciono vrijeme pika I;

tranretenciono vrijeme pika I1;

wysirina baze pika I;

oqnSirina baze pika II;

wqsSirina pika odredenog jedinjenjaa, na srednjoj visini pika;

Ako je @ () = o (i, izraCunati R upotrebljavajuéi sljedece formule:

R =(d rqy—d rp)/o= (d rqiy— d 1)/4o
pri cemu je:

o standardno odstupanje (vidi Dodatak A, sliku 1.).
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Ako je udaljenost izmedu dva pika d - d ;) jednaka 4o, faktor rezolucije R = 1.

Ako dva pika nisu u potpunosti razdvojena, tangente na tatkama infleksije dva pika ukrstaju se u tacki C. Radi
potpunog razdvajanja dva pika udaljenost izmedu dva pika mora biti jednaka:

d sy d )= 60izega je R = 1,5 (vidi Dodatak A, sliku 3.).

4, IZRAZAVANJE REZULTATA
5.1 Kovalitativna analiza

Identifikovti pikove metil estra za uzorak iz hromatograma u Dodatku B., slici 1., ako je potrebno
interpolacijom ili njihovim uporedivanjem s referentnim mjesavinama smjesa metil estera (kako je navedeno
u tacki 2.3.).

5.2. Kvantitativna analiza

5.2.1. Odredivanje sastava
Izracunati odnose mase w ; pojedinaénih metil estera masnih kiselina, izrazavanje kao maseni udio metil
estara, kako slijedi:

5.2.2. Metoda izracunavanja
5.2.2.1. Opésti slucaj

Izracunati sadrzaj datog sastojka i, izrazen kao maseni udio metil estara, odredivanjem postotka koji
predstavlja povrSina odgovarajuceg pika u odnosu na zbir povrSina svih pikova, upotrebljavajuéi sljede¢u
formulu:

metilmetilmetilmetil
W= (A,/EA) x 100

pri cemu je:

Ajpovrsina ispod pika pojedinacnih metil estara masnih kiselina i;

2A zbir povrsina pod svim pikovima svih pojedinacnih metil estaramasnih kiselina.
Rezultati se iskazuje sa dva decimalna broja.

Napomena 4.: Za masti i ulja odnos mase metil estara masnihkiselina jednak je odnosu mase triacilglicerola u
gramima na 100 g. U slu¢ajevima u kojima ova pretpostavka nije dopustena, postupitiu skladu sa potackom
5.2.2.2 ove tacke.

5.2.2.2. Upotreba Korekcionih faktora

U odredenim slu¢ajevima, na primjer kad su prisutne masne kiseline sa manje od osam atoma ugljenika ili
kiselina sa sekundarnim grupama, vrSe se korekcije povrSine s pomocu specifi¢nih Korekcionikorekcionih
faktora (Fci). Ti se faktore odreduju za svaki pojedinacni instrument. U tu se svrhu upotrebljavaju prikladni
referentni materijali ¢iji je sastav masnih kiselina odgovarajuceg raspona.

Napomena 5.: Ti Korekcioni faktori nisu identi¢ni teoretskim Korekcionim faktorima FID-a koji su navedeni
u Dodatku A s obzirom na to da ukljucuju i radnuefikasnost sastava za injektiranje itd. Medutim, u slucaju
vecih razlika treba provjeriti radnu efikasnost cijelog sastava.

Za ovu referentnu smjesu maseni udio FAME i zadat je sljede¢om formulom:
w; = (mi/Zm) x 100
pri cemu je:
m; masa FAME i u referentnoj smjesi;

¥m zbir masa raznih sastojaka kao FAME-ovi referentne smjese.
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Iz hromatograma referentne smjese izracunati procenat po povrsini za
FAME i kako slijedi:

W;= (A/ZA) x 100
pri cemu je:

A i povrsina FAME i u referentnoj smjesi;
YA zbir svih povr$ina svih FAME-ova referentne smjese.
Korekcioni faktor F . tada je

Fe = (M x SA)Y/(A/Zm)

Za uzorak maseni udio svakog FAME i je:

wi=(Fix A)/Z (FixAj)
Rezultati se iskazuje s dva decimalna broja.

Napomena 6.: Izracunata vrijednost odgovara masenom udjelu
pojedina¢nih masnih kiselina izracunatih kao
triacilgliceroli na 100 g masti.

5.2.2.3. Upotreba internog standarda

U nekim analizama (na primjer gdje nisu sve masne kiseline kvantifikovane, kao kad su prisutne Kkiseline sa
Cetiri i Sest ugljenika zajedno s kiselinama sa 16 i 18 ugljenika, ili kad je potrebno odrediti apsolutnu koli¢inu
masnih kiselina u nekom uzorku) potrebno je upotrebljavati interni standard. Cesto se upotrebljavaju masne
kiseline s 5, 15 ili 17 ugljika. Potrebno je odrediti korekcioni faktor (ako postoji) za interni standard.

Maseni udio sastojka i, iskazan kao metil estri, dat je formulom:
Wi =(mysx Fix A)/(m x Fisx Ass)

pri cemu je:

A je povrsina FAME i;

A s je povrSina internog standarda;

F i je Korekcioni faktor masne kiseline i, iskazan kao FAME;

F s je Korekcioni faktor internog standarda;

m je masa uzorka za ispitivanje u miligramima;

m s je masa internog standarda u miligramima.

Rezultati se iskazuje sa dva decimalna broja.
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6.1ZVIESTAJ O ISPITIVANJU

U izvjestaju o ispitivanju navode se metode upotrijebljene za pripremu metil estara i za gasnu hromatografsku
analizu. Sadrzi i sve pojedinosti djelovanja koje nisu navedene u ovoj standardnoj metodi ili se smatraju
opcionalnim zajedno s pojedinostima o bilo kom dogadaju koji je mogao uticati na rezultate.

Izvjest oj ispitivanju ukljucuje sve informacije potrebne za potpunu identifikaciju uzorka.

7.PRECIZNOST

7.1. Rezultati medulaboratorijskog ispitivanja

Vrijednosti izvedene iz ovog medulaboratorijskog ispitivanja mozda neée biti primjenjive na raspone
koncentracija i matrice koji se razlikuju od zadatih.

7.2. Ponovljivost

Apsolutna razlika izmedu rezultata dva nezavisna pojedinacna ispitivanja koje je primjenom iste metode na
jednakom ispitnom materijalu u istoj laboratoriji u kratkom vremenskom intervalu izvrSio isti analitiCar
upotrebljavajuéi istu opremu ne smije u vise od 5 % sluéajeva prelaziti uobi¢ajene norme.

7.3. Obnovljivost

Apsolutna razlika izmedu rezultata dva nezavisna pojedinacna ispitivanja koja su primjenom iste metode na
jednakom ispitnom materijalu u razli¢itim laboratorijima izvr§ili razliciti analitiCari upotrebljavajuci razli¢itu
opremu ne smije u viSe od 5 % slucajeva prelaziti uobi¢ajane norme.

78



Slika 1.

0,484

® o5 Sirinom na pola visine trougla (ABC) i b Sirinom na pola visine trougla (NPM).

Slika 2. Slika 3.
I I

(R=1)

bc




Slika 1.

Gani-hromatografski profil dobijen metodom hladne metilacije iz ulja komine maslina
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Hromatografski pikovi odgovaraju metil i etil estrima,

osim ako nije drugacijedrugacije navedeno.
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4.5.

4.6.

4.7.

4.38.

4.9.

PRILOG 11

METODA ZA ODREDIVANJE STIGMASTADIENA UBILINIM
ULJIMA

CILJ

Odredivanje stigmastadiena u biljnim uljima koja sadrze niske koncentracije tih ugljikovodika, posebno u
djevicanskom maslinovom ulju i sirovom ulju komine maslina.

2. uvoD

Taj se standard moze primijeniti na sva biljna ulja, iako su mjerenja pouzdana samo u slucaju kada sadrzaj
tih ugljovodonika iznosi od 0,01 do 4,0 mg/kg. Ta je metoda posebno primjerena za otkrivanje
prisutnostirafinisanih biljnih ulja (maslinovog, ulja komine maslina, suncokretovog, palminog itd.) u
djevicanskom maslinovom ulju buduéi da rafinisana ulja sadrze stigmastadiene, za razliku od djevi¢anskih
ulja.

PRINCIP

Izdvajanje neosapunjive komponente. Razdvajanje frakcije steroidalnih ugljovodinika hromatografijom na
koloni sa silika gelom i analiza kapilarnom gasnom hromatografijom.

OPREMA

4.1. Tikvica zapremine 250 ml za upotrebu s povratnim hladnjakom.
4.2. Lijevci za razdvajanje zapremine 500 ml.

4.3. Tikvica okruglog dna zapremine 100 ml.

4.4, Vakum uparicac

Staklena hromatografska kolona (unutrasnjeg pre¢nika 1,5 do 2,0 cm i duzine 50 c¢cm) s teflonskim ventilom i
zatvaraCem od staklene vune ili plo¢icom od sinter-stakla na dnu. Za pripremu kolone sa silika gelom u
hromatografsku kolonu treba usuti heksan do nivoa od 5 cm od dna te napuniti emulzijom silikagela u
heksanu (15 g u 40 ml) uz pomo¢ dodatka heksana. Pricekati da se stalozi te primjenom laganih vibracija
dovrsiti taloZzenje. Dodati bezvodni natrijum sulfat do nivoa od priblizno 0,5 cm i konacno eluirati visak
heksana.

Gasni hromatograf s plamenojonizuju¢im detektorom, injektor s dijeljenjem uzorka ili injektorom koji
omogucéava direktno ubrizgavanje na pocetak (hladne) kolone (cold on-column) i peéi s moguéno$éu
podesavanja temperature na £+ 1 °C.

supstanceRazdvajanjeplamenojonizujuci
Kvarcna kapilarna kolona za gasnu hromatografiju (unutrasnjeg prec¢nika 0,25 ili 0,35 mm i duzine 25 m)
obloZena s 5 %-tnom fenilmetilsilikonskom fazom debljine sloja od 0,25 mm.

Napomena 1.:

Mogu se upotrijebiti i druge kolone sli¢ne ili nize polarnosti.
Snimac-integrator s mogu¢no$¢u uporabe integracijskoga nacina dolina-dolina (valley-valley).
Mirkospric od 5 do 10 ml za gasnu hromatografiju s neodvojivom iglom.

4.10. Elektri¢ni pokrivac ili grijaca ploca.
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5.1

5.4.

5.5.

5.7.

5.10.

REAGENSI

Svi reagensi trebaju biti analitickog kvaliteta, osim ako je drugacije odredeno. Voda koja se koristi treba biti
destilovana ili barem jednake ¢istoce.

Heksan ili smjesa alkana intervala vrelista od 65 do 70 °C, destilovani sa kolonom za ispravljanje.

Napomena 2.:

Rastvor se mora destilovati i kako bi se odstranile necistoce.

5.3.96 %-tni v/v etanol.

5.4.Bezvodni natrijum sulfat

10 %-tni alkoholni rastvor kalijum hidroksida. Dodati 10 ml vode u 50 g kalijum hidroksida, promijesati, a
zatim tu smjesu rastvoriti u etanolu tako da ukupna zapremina bude 500 ml.

Napomena 3.:

Alkoholni rastvor kalijum hidroksida stajanjem posmedi. Treba se svakodnevno pripremati ponovo i treba ga
Cuvati u dobro zatvorenim bocama od tamnog stakla.

Silika-gel 60 za hromatografiju na koloni, 70 do 230 mesh, (Merck, referenca 7734 ili sli¢no).

Napomena 4.:

Silika-gel se obi¢no moze direktno upotrebljavati bez ikakve obrade. Medutim, odredene serije silika-gela
mogu imati nisku aktivnost, te time uzrokovati slabije hromatografsko razdvajanje. U tim uslovima silika-gel
treba obraditi na slede¢i nacin: aktivirati silika-gel zagrijavanjem na 550 °C najmanje Cetiri sata. Nakon
zagrijavanja staviti silika-gel u eksikator dok se hladi, a zatim ga premjestiti u zacepljenu tikvicu. Dodati 2
% vode i promuckati smjesu sve dok u njoj viSe nema vidljivih grudvica i ona postane rastresita.

U slucaju da serije silika-gela uzrokuju hromatograme s pikovima koji se preklapaju, silika-gel treba obraditi
na gore navedeni nacin. Alternativa bi mogla biti upotreba ekstra Cistog silika-gela 60 (Merck, referenca
7754).

5.6. Osnovni rastvor (200 ppm) holesta-3,5-diena (Sigma, 99 %-tne ¢istoce)
u heksanu (10 mg u 50 ml).

Standardni rastvorholesta-3,5-diena u heksanu koncentracije 20 ppm, dobijenrazblaZzivanjem gore navedenog
rastvora.

Napomena 5.:

Rastvori pod 5.6 1 5.7. stabilni su najmanje Cetiri mjeseca ako se ¢uvaju na temperaturi nizoj od 4 °C.
5.8. Rastvor n-nonakozana u heksanu priblizne koncentracije 100 ppm.
5.9. Nose¢i gas za hromatografiju: helijum ili vodonik 99,9990 %-tne Cistoce.

Pomoc¢ni gasovi za plamenojonizuju¢iplamenojonizujuci detektor: vodonik 99,9990 %-tne Cistoce i
precisceni vazduh.
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6. POSTUPAK
6.1. Priprema neosapunjive tvari

6.1.1. lzvagati 20 + 0,1 g ulja u tikvicu od 250 ml (4.1.), dodati 1 ml standardnog rastvora kolesta-3,5-diena (20
pg) 1 75 ml alkoholnog rastvora kalijum hidroksida koncentracije 10 %, postaviti na povratno hladilo i
zagrijati na lagano vrenje 30 minuta. Odvojiti tikvicu s uzorkom od izvora toplote i pustiti rastvor da se
lagano ohladi (ne smije se potpuno ohladiti jer ¢e se uzorak staloziti). Dodati 100 ml vode i rastvor uz
pomo¢ 100 ml heksana preliti u lijevak za razdvajanje (4.2.). Smjesu snazno muckatimuckati 30 sekundi i
ostaviti da se odvoji.

Napomena 6.:

Ako se pojavi emulzija koja brzo ne nestane, dodati malu koli¢inu etanola.

6.1.2. Premijestiti donju vodenu fazu u drugi lijevak za odjeljivanje i opet je ekstrahovati s 100 ml heksana. Vodenu
fazu jo$ jednom odliti i tri puta isprati heksanske ekstrakte (pomijesane u jos jednom lijevku za odjeljivanje),
svaki put sa 100 ml smjese vode i etanola (1:1), dok se ne postigne neutralni pH faktor.

6.1.3.
Heksanski rastvor preliti preko bezvodnog natrijum sulfata (50 g), isprati s 20 ml heksana i heksan upariti na
vakuum uparivacu na 30 °C pod snizenim pritiskom dok se ne osusi.

6.2. Razdvajanje frakcije steroidalnih ugljovodonika

6.2.1. Taj talog prenijeti na kolonu za frakcije dodavanjem dva puta po 1 ml heksana, pustiti da se nivo rastvora
spusti na vrh natrijum sulfata kako bi se dobio uzorak na koloni te zapoceti hromatografsku eluaciju s
heksanom protoka od priblizno 1 ml/min. Zanemariti prvih 25 do 30 ml eluata i zatim skupiti sljede¢ih 40 ml
frakcije. Nakon prikupljanja frakciju premjestiti u tikvicu okruglog dna zapremine 100 ml (4.3.).

Napomena 7.:

Prva frakcija sadrzi zasi¢ene ugljovodonike (slika 1 a), a druga frakcija steroidne ugljovodonike. Daljom
eluacijom dobijaju se skvalen i skvalenu srodna jedinjenja. Kako bi se postiglo dobro razdvajanje zasi¢enih
od steroidnih ugljovodonika potrebna je optimizacija frakcijskih zapremina. Radi toga, zapremina prve
frakcije treba biti tako podesen da pri analizi druge frakcije pikovi koji predstavljaju zasi¢ene ugljovodonika
budu niski (pogledati sliku 1 c); ako se ne pojave, ali intenzitet standardnog pika bude nizak, zapreminu
treba smanjiti. Uostalom, potpuno razdvajanje sastojaka prve i druge frakcije nije potrebno; buduci da se
pikovi u analizi gasnom hromatografijom ne preklapaju ako se uslovi gasne hromatografije prilagode kako je
navedeno pod 6.3.1. Optimiziranjezapremine druge frakcije uopsteno nije potrebno buduci da postoji dobro
razdvajanje kod daljnjih sastojaka. Ipak, prisutnost velikog pika s otprilike 1,5 minuta kra¢im retencionim
vremenom od standardnog, nastaje zbog skvalena i ukazuje na loSe razdvajanje.

6.2.2.
Ispariti drugu frakciju u vakum upariva¢u na 30 °C pod sniZzenim pritiskom dok se ne osusi te nastali talog
odmabh rastopiti u 0,2 ml heksana. Rastvor do analize ¢uvati u frizideru.

Talozi pod 6.1.3. i 6.2.2. ne smiju se ¢uvati u suvom stanju niti na sobnoj temperaturi. Cim se dobiju treba
im dodati rastvor, a taj ratsvor treba ¢uvati u frizideru.

6.3. Gasna hromatografija

6.3.1. Radni uslovi za injekovanje s razdvajanjem:

— temperatura injektora: 300 °C,
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— temperatura detektora: 320 °C,

— snimac-integrator: parametri integracije trebaju biti namjesteni tako da omogucuju ta¢nu procjenu podrudja.
Preporucuje se integracijski nacin dolina-dolina (valley-valley),

— osjetljivost: otprilike 16 puta veca od najmanje atenuacije,
— koli¢ina ubrizganog rastvora: 1 pl,

podesavanje temperature peci: pocetno $est minuta na 235 °C, a zatim temperatura raste za 2 °C/min do 285
o
C,

— injektor s razdvojnikom protoka 1: 15,
— nose¢i gas: helijum ili vodonik pri pritisku od 120 kPa.

Ti se uslovi mogu prilagoditi u skladu s karakteristikama hromatografa i kolone da bi se dobili
hromatogrami koji udovoljavaju sljede¢im zahtjevima: pik unutarnjeg standarda mora se pojaviti u roku od 5
minuta od vremena koje je navedeno pod 6.3.2.; pik unutra$njeg standarda treba dosezati barem 80 % punog
raspona.

Sastav gasnhe hromatografije mora se provjeriti ubrizgavanjem smjese poéetnog rastvora holestadiena i (5.6.)
i n-nonakozana (5.8.). Pik holesta-3,5-diena treba da se pojavi prije pika n-nonakozana (slika 1 ¢); u sluc¢aju
da se to ne dogodi, mogu se preduzeti dvije mjere: sniziti temperaturu peci i/ili upotrijebiti kolonu nize
polarnosti.

6.3.2. Identifikovanje pikova

Pik unutrasnjeg standarda pojavljuje se nakon priblizno 19 minuta, dok je relativno retenciono vrijeme 3,5-
stigmastadiena 1,29 (vidjeti sliku 1 b). 3,5-stigmastadien pojavljuje se s malim koli¢inama svog izomera te
obi¢no zajedno eluiraju kao jedan hromatografski pik. Medutim, ako je kolona previse polarna ili ima visoku
rezoluciju, izomer se moze pojaviti kao mali pik ispred i blizu pika 3,5-stigmastadiena (slika 2). Da bi se
osigurala eluacija stigmastadiena kao jednog pika, preporuCuje se zamijeniti kolonu manje polarnom ili
kolonom s ve¢im unutra$njim razmjerom.

Napomena 9.:

Stigmastadieni za referencu mogu se dobiti analizom rafinisanog biljnog ulja uz upotrebu manje koli¢ine
uzorka (1 do 2 g). Stigmastadieni stvaraju istaknut i lako uocljiv pik.

6.3.3. Kvantitativna analiza

Sadrzaj se stigmastadiena odreduje na temelju formule:

mg/kg stigmastadiena = AsUMe

AUM,

gdje je:
A = podrucje stigmastadienskoga pika (ako se pik razdvoji na dva izomera, ZbirZbir podrucja oba vrha),
A . = podruéje unutrasnjeg standarda (holestadien),

84



M . = masa dodatnog standarda u mikrogramima,
M , = masa koristenog ulja u gramima.

Granica detekcije: priblizno 0,01 mg/kg.
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Slika 1

Gasni hromatogrami dobijeni analizom uzoraka maslinovog ulja na kvarcnoj kapilarnoj koloni (unutarnjeg
promjera 0,25 mm i duzine 25 m) obloZenoj s 5 %-tnom fenilmetilsilikonskom fazom debljine sloja od 0,25 mm.

(a) Prva frakcija (30 ml) djeviéanskog ulja sa dodatkom standarda.
(b) Druga frakcija (40 ml) maslinovog ulja koje sadrzi 0,10 mg/kg stigmastadiena.
(c) Druga frakcija (40 ml) koja sadrZi mali postotak prve frakcije.

STIG-3,5

LS

izomer

| | ;
0 10 20 min

Slika 2

Gasni hromatogram dobijen analizom uzoraka rafinisanog maslinovog ulja na stupcu DB-5 i koji pokazuje izomer
3,5-stigmastadiena.
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4.1.3.

4.1.4.

PRILOG 12

ODREDIVANJE RAZLIKE IZMEDPU STVARNE ITEORETSKE
KOLICINE TRIACILGLICEROLA S ECN 42

1. uvoD

Odredivanje apsolutne razlike izmedu eksperimentalnih vrijednosti triacilglicerola (TAG) s ekvivalentnim
ugljikovim brojem 42 (ECN42 p ¢ ) dobijenog odredivanjem u ulju , teénom hromatografijom visokih
performansi i teoretske vrijednosti TAG-a s ekvivalentnim ugljenikovim brojem 42 (ECN 42 ioretski)
izraunato na temelju sastava masnih kiselina.

PODRUCIJE PRIMJENE

Ova norma se primjenjuje na maslinova ulja. Metoda se primjenjuje za dokazivanje prisustva malih koli¢ina
sjemenskih ulja (bogatih linolnom kiselinom) u svim kategorijama maslinovih ulja.

PRINCIP

Udio triacilglicerola s ECN 42 odreden HPLC metodom i teoretski udio triacilglicerola s ECN 42 (izra¢unan
na temelju sastava masnih kiselina utvrdenog gasno-tecnom hromatografijom) podudaraju se unutar
odredenih granica za Cista ulja. Razlika veca od vrijednosti utvrdenih za pojedine vrste ulja ukazuju na to da
ulje sadrzi sjemenska ulja.

METODA

Metoda izracunavanja teoretskog udjela triacilglicerola s ECN 42, te razlike izmedu teoretskog udjela i
rezultata dobijenih HPLC metodom, u osnovi predstavlja uporedivanje analitickih podataka dobijenih
pomoc¢u drugih metoda. Mogu se razlikovati tri faze: odredivanje sastava masnih kiselina kapilarnom
gasnom hromatografijom, izraCunavanje teoretskog sastava triacilglicerola s ECN 42 te odredivanje
triacilglicerola s ECN 42 HPLC metodom.

4.1. Aparatura
4.1.1. Tikvice s okruglim dnom, 250 i 500 ml.

4.1.2. Laboratorijske ¢ase, 100 ml.

Staklena hromatografska kolona unutrasnjeg razmjera 21 mm, duzine 450 mm, s pipkom i normiranim
konusnim nastavkom (s unutarnje strane) pri vrhu.

Lijevci za odjeljivanje od 250 ml, s normiranim konusnim nastavkom (s vanjske strane) na dnu, prikladni za
spajanje na vrh kolone.

4.1.5. Stakleni Stapi¢ duzine 600 mm.
4.1.6. Stakleni lijevak razmjera 80 mm.
4.1.7. Odmjerne tikvice od 50 ml.
4.1.8. Odmijerne tikvice od 20 ml.

4.1.9. Rotirajudi uparivac.

4.1.10. Te¢ni homatograf visokih performansikoji omoguc¢uje termo- statsku kontrolu temperature kolone.

4.1.11. Jedinica za injektiranje 10 pl.

4.1.12. Detektor: diferencijalni refraktometar. Osjetljivost na punoj skali treba da bude najmanje 10 jedinica

indeksa refrakcije.
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4.1.13.

4.2.3.

4.24.

4.2.8.

4.2.10.

4.2.11.

Kolona: cijev od nerdajuceg celika duzine 250 mm i unutrasnjeg promjera 4,5 mm, napunjen zrncima silika
gela razmjera 5 pm s 22 do 23 % ugljenika u obliku oktadecilsilana.

4.1.14. Softver za obradu podataka.
4.1.15. Posude od oko 2 ml, s teflonskim zatvaracima i epovima s navojem.

4.2. Reagensi

Reagensi moraju biti analiticke ¢istoée. Rastvori za eluiranje moraju biti takvi da se mogu nekoliko puta
reciklirati, a da to ne uti¢e na odvajanja, i iz njih moraju biti odstranjeni svi gasovi.

4.2.1. Petroleter 40 do 60 °C za hromatografiju ili heksan.

4.2.2. Svjeze destilovan etil etar bez peroksida.

Rastvor za eluiranje za ¢i$¢enje ulja kolonskom hromatografijom, smjesa petroletera/etil etera 87/13 (v/v).
Silika gel, 70-230 mesha, tip Merck 7734, sa standardiziranim udjelom vode od 5 % (w/w/).

4.2.5. Staklena vuna.
4.2.6. Aceton za HPLC.
4.2.7. Acetonitril ili propionitril za HPLC.

Rastvor za eluiranje za HPLC: acetonitril + aceton (promjere treba prilagoditi tako da se postigne Zeljeni
stepen razdvajanja; zapocinje se sa smjesom 50:50) ili propionitril.

4.2.9. Rastvor za rastapanje: aceton.

Referentni trigliceridi: mogu se Koristiti trigliceridi dostupni na trziStu (tripalmitin, triolein itd.) u kom
slucaju se vremena zadrzavanja biljeze u skladu s ekvivalentnim ugljenikovim brojem ili se pak mogu
koristiti referentni hromatogrami dobijeni iz sojinog ulja, smjese sojina i masliovog ulja u promjeru 30:70 te
¢istog maslinovog ulja (vidjeti napomene 1. i 2. islike 1. do 4.).

6-mililitarska kolona za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi, s fazom 1 g silika gela.

4.3. Priprema uzoraka

Buduci da niz interferentnih tvari moze dovesti do laznih pozitivnih rezultata, uzorak se svaki put mora
procistiti prema [IUPAC metodi br. 2.507 koja se koristi za odredivanje polarnih supstance u oksidiranim
uljima.

4.3.1. Priprema hromatografske kolone

Napuniti kolonu (4.1.3.) s oko 30 ml rastvora za eluiranje (4.2.3.), a zatim u kolonu unijeti malo staklene

vune (4.2.5.) gurajuéi je do dna kolone staklenim Stapicem (4.1.5.).

U laboratorijskoj ¢asi od 100 ml pripremiti suspenziju 25 g silika gela (4.2.4.) u 80 ml eluacijske mjesavine
(4.2.3.) te je prebaciti u kolonu pomo¢u staklenog lijevka (4.1.6.).

Kako bi se osiguralo da je silika gel u potpunosti prenesen u kolonu, ¢asa se nekoliko puta ispere smjesom
rastvora za eluiranje, prebacujuci i to u kolonu.

Otvaranjem pipka pri dnu kolone, rastvor se ispusti do visine od 1 cm iznad povrSine silika gela.

4.3.2.  Hromatografija na koloni

S ta¢noS¢u od 0,001 g odvatti 2,5 + 0,1 g prethodno filtriranog, homogenizovanog i osusenog ulja, ako je
potrebno, u odmjernu tikvicu zapremine 50 ml (4.1.7.).

Rastvoriti u oko 20 ml rstvora za eluiranje (4.2.3.). Ako je potrebno, lagano zagrijati da bi se lakse
rastvorilo. Ohladiti na sobnu temperaturu i prilagoditi zapreminu rastvorom za eluiranje.
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4.5.

Pomoc¢u volumetrijske pipete unijeti 20 ml rastvora u kolonu pripremljenu u skladu s 4.3.1., otvoriti pipak i
pustiti da rastvor eluira do nivoa sloja silika gela.

Potom eluirati sa 150 ml rastvora za eluiranje (4.2.3.), prilagodavajuci protok rastvora na oko 2 ml/min (za
150 ml treba 60 do 70 minuta da prode kroz kolonu).

Eluat se skuplja u tikvicu okruglog dnazapremine 250 ml (4.1.1.) prethodno tariranu u peéi i toéno izvaganu.
Rastvor se ukloni na rotiraju¢em vakuum uparivacu (4.1.9.) te zatim izvaze ostatak u tikvici koji ¢e se
koristiti za pripremu rastvora za HPLC analizu i za pripremu metil estera.

Udio sakupljenog uzorka iz kolone mora biti najmanje 90 % za kategorije ekstra djevi¢anskog,
djevicanskog, obi¢nog i rafinisanog maslinovog ulja te najmanje 80 % za maslinovo ulje lampante i ulje
komine maslina.

4.3.3. Ciscéenje s ekstrakcijom na évrstoj fazi

Kolona sa silika gelom za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi aktivira se sa 6 ml heksana (4.2.3.) u vakuumu,
izbjegavajuci isusenje.

S ta¢nosc¢u od 0,0001 g izvagati 0,12 g u posudi od 2 ml (4.1.15.) i rastvoriti s 0,5 ml heksana (4.2.3.).

Rastvor unijeti u kolonu za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi i eluirati s 10 ml heksana-dietil etera (87:13 v/v)
(4.2.3.) pod vakuumom.

Sakupljena frakcija se u rotacijskom isparivacu (4.1.9.) upari do suvoée pod snizenim tlakom na sobnoj
temperaturi. Ostatak se rastvori u 2 ml acetona (4.2.6.) za analizu triacilglicerola (TAG).

4.4. Analiza HPLC metodom
4.4.1. Priprema uzoraka za hromatografiju

5 %-tni rastvoruzorka koji ¢e se analizirati priprema se vaganjem 0,5
+ 0,001 g uzorka u odmjernoj tikvici od 10 ml te nadopunjavanjem do 10 ml rastvora (4.2.9.).

4.4.2. Postupak

Postaviti sastav za hromatografiju. Upumpati rastvor za eluiranje (4.2.8.) brzinom od 1,5 ml/min da bi se
procistio cijeli sastav. Pricekati dok se ne dobije stabilna bazna linija.

Injekovati 10 pl uzorka pripremljenog kao u tacki 4.3.

4.4.3. Izracunavanje i izrazavanje rezultata

Koristiti metodu normalizacije povrSine, odnosno, pretpostavlja se da zbir povrSina pikova koji odgovaraju
TAG-ovima od ECN42 do ECN52 iznosi 100 %.

Izracunati relativni postotak svakog triglicerida pomocu formule:

triglicerida ¥ povrsina pika U 8 100=ZbirZbir povrsina pikovaP. Rezultate treba izraziti s najmanje dva
decimalna broja.

Vidjeti napomene 1. do 4.

Izra¢unavanje sastava triacilglicerola (Mol %) na osnovu podataka o sastavu masnih kiselina (%
povrsina)

4.5.1. Odredivanje sastava masnih kiselina

Sastav masnih kiselina utvrduje se u skladu s normom ISO 5508 pomocu kapilarne kolone. Metil esteri
pripremaju se na temelju COI/ T.20/dok. br. 24.

4.5.2. Masne kiseline koje se uzimaju u obzir za izracunavanje

Gliceridi se grupisu prema njihovom ekvivalentnom broju ugljenika (ECN), uzimajuéi u obzir sljedece
ekvivalentnosti izmedu ECN-a i masnih kiselina. U obzir se uzimaju samo masne kiseline sa 16 i 18 atoma
ugljenika jer su samo one bitne za maslinovo ulje. Masne kiseline bi trebalo normalizovati do 100 %.
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Molekuska
Masna kiselina masa
(MK) Skracenica ECN
(Mm)
Palmitinska
kiselina P 256,4 16
Palmitoleinska
kiselina Po 254.,4 14
Stearinska kiselina S 2845 18
Oleinska kiselina 0] 2825 16
Linolna kiselina L 280,4 14
Linolenska
kiselina Ln 278,4 12

4.5.3. Preracunavanje povrsina (%) u molove za sve masne kiseline (1)
% povrsine

povrsine
P
% p

MolP %' MMP
povrsine
oo
3% 3

MolO %' MmO

S

3 b
Mol )
TS wI MMS 1 Mol Po %'

% povrsine

- r

£
Mol )
TL w1 MmL 1 Mol Ln %'

4.5.4. Normalizacija-masnih kiselinana 100——M

% (2)
Mol P &
% Mol P 8 1,2,3p 100
& Mol 8PhSpPopObLpLnb
Mol S &
% Mol S 31,2,3p 100
& Mol 3PpShPopOpL b Lnb
% Mol Po 81,2,3p Mol Po & 100
& Mol 8P pSpPobObLb Lnp
Mol O &
% Mol 0 8 1,2,3p 100
& Mol 3PpShPopOpL b Lnb
Mol L &
% Mol L 1,2,3p 100
& Mol 3PpShPopOpL b Lnb
Mol Ln & 100

% Mol Ln 6 1,2,3p
Ya

Mol 3PpSpPopOpLpLnb

% povrsine
Po
d p

MMPo 1
% povrsine
in
i £

MmLn 1

Kao rezultat se dobija udio svake masne kiseline u molskim procentima s obzirom na sve polozaje u

triagliceridima (1,2,3-).

Zatim se izra¢unava ZbirZbirzbir zasi¢enih masnih kiselina P i S (ZMK) i nezasi¢enih masnih kiselina Po,

0, LiLn (NMK) (3):

Mol % ZMK ¥ Mol % P p Mol % S
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Mol % NMK ¥ 100 — Mol % ZMK

4.5.5. Izracunavanje sastava masnih kiselina na 2- i 1, 3-polozaju TAG-a

Masne kiseline rasporedene su u tri grupe kako slijedi: dvije istovjetne grupe za 1- i 3- polozaj i jedna za 2-
polozaj, sa razlicitim koeficijentima za zasi¢ene (P i S) i nezasi¢ene masne kiseline (Po, O, L i Ln).

4.5.5.1. Zasicene masne kiseline na 2-polozaju [P(2) i S(2)] (4):

Mol % Pa2p ¥ Mol % P 6 1,2,3p 4 0,06
Mol % S&2pb ¥ Mol % S 6 1,2,3p 4 0,06

4.5.5.2. Nezasi¢ene masne kiseline na 2-polozaju [Po(2), O(2), L(2) i Ln(2)] (5):

Mol % Pod2p ;M0 % Pod12304 5 100 — Mol % P&2b — Mol % S82pp
Mol % NMK
Mol % 082b 1,M! % 981234 5 100 — Mol % P&2b — Mol % S&2bb
Mol % NMK
Mol % La2p 1M1 % L8234 5100 — Mol % P&2b — Mol % S32phb
Mol % NMK
Mol % Lnd2p 1Mo % n8L23P8 5100 — Mol % P&2b — Mol % S82bb
Mol % NMK

4.5.5.3. Masne Kiseline u 1,3-polozajima [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3), L(1,3) i
Ln(1,3)] (6):

Mol % P&1,3p y,Mo! % Po123p- Mol % PazPyy \ o] 05 PH1,2,3P
2

Mol % S81,3p y,Mo! % S0L.23P- Mol % 02y \jg] 05 S51,2,3P
2

Mol % Pod1,3b 1/,Mo! % Pod1:2.3>- Mol % Pos2byy N5 04 Pod1,2,3P
2

Mol % 0381,3p 1/M! % 081.23>-Mol % 082 \j0] 05 051,2,3P
2

Mol % L&1,3p 1Mol % Lo1.23p- Mol % La2Pyy \po) o |_§1,2,3P
2

Mol % Lnd1,3p y,Mo! % Lndl. 23>~ Mol % Lnd2byy \o) o Lng1,2,3b
2

4.5.6. Izracunavanje triacilglicerola

4.5.6.1. TAG sa jednom masnom kiselinom (AAA, ovdje LLL, PoPoPo) (7)

Vol % Aaav. Mol % A31,3b & Mol % Ad2b & Mol %
A31,3b 10 000

4.5.6.2. TAG s dvije masne kiseline (AAB, ovdje PoPoL, PoLL) (8)

Mol % Aasy. Mol % A31,3P & Mol % A32b & Mol % Ba1,3p 4
210000

Mol % AsAy; Mol % Ad1,3P & Mol % Bo2p & Mol %
Ad1,3p 10 000

4.5.6.3. TAG sa tri razli¢ite masne kiseline (ABC, ovdje OLLn,
PLLn, PoOLn, PPoLn) (9)

Mol % aBcy: Mol % Ad1,3P & Mol % B2k & Mol % C31,3p &2
10 000
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vior % Beavs Mol % B31,3b & Mol % C82P 4 Mol % AS1,3P 4 2
10 000

Mol % casy: Mol % C081,3b & Mol % Ad2p & Mol % Bd1,3p & 2
10 000

4.5.6.4. Triacilgliceroli sa ECN 42

Sljedeci triacilgliceroli sa ECN 42 uzimaju su u obzir prema jednacinama 7, 8 i 9, redoslijedom ocekivanog
eluiranja pri analizi HPLC metodom (obi¢no samo tri pika):

LLL

PoLL i pozicioni izomer LPoL

OLLn i pozicioni izomeri OLnL i LnOL
PoPoL i pozicioni izomer PoLPo

PoOLn i pozicioni izomeri OPoLn i OLnPo
PLLn i pozicioni izomeri LLnP i LnPL
PoPoPo

SLnLn i pozicioni izomer LnSLn

PPoLn i pozicioni izomeri PLnPo i PoPLn

Triacilgliceroli s ECN 42 izrazeni su kaoZbirZbir ovih devet triacilglicerola, uklju¢uju¢i njihove pozicione
izomere. Rezultate treba izraziti s najmanje dva decimalna broja.
5. OCJENJIVANJE REZULTATA

IzraCunati teoretski udio uporeduje se s udjelom utvrdenim HPLC analizom. Ako je apsolutna razlika koju
dobijemo kad od podataka HPLC oduzmemo teoretske podatke veéa od vrijednosti navedenih za
odgovarajucu kategoriju ulja u normi, uzorak sadrzi sjemensko ulje.

Rezultati se izrazavaju s dva decimalna broja.

6. PRIMJER (BROJEVI SE ODNOSE NA ODJELJKE U TEKSTU METODE)
— 4.5.1. Izracunavanje molarnih % masnih kiselina iz podatakadobijenih gasno-tecno hromatografijom

(normalizovana povrsina %)

Gasno-te¢nom hromatografijom dobijaju se sljedeci
podaci o sastavu masnih kiselina:

MK P S Po ) L Ln

Mm 256,4 | 2845 | 2544 | 282,5 | 280,4 | 278,4

% povrsine 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0

— 4.5.3. Preracunavanje % povrsina u molove za sve masne kiseline (vidjeti formulu (1))

10

256, ¥ 0,03900 mola
MolP = 4 P
3 1,0,01054 mola

Mol S = 284, S
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—4.5.4,

— 455,

5
1
254, ¥, 0,00393 mola
MolPo= 4 Po

75
282, v 0,26549 mola
MolO = 5 O
10
280,
MolL = 4 %,0,03566 mola L
1
Mol 278, ¥10,00359 mola
Ln = 4 Ln
Ukupn
0 =0,35821 Mol TAG

Normalizacija masnih kiselina na 100 % (vidjeti formulu (2))

0,03900 mola P & 100, 10,887

Mol % P(1,2,3) = 0,35821mola %
0,01054 mola S 4 100

Mol % S(1,2,3) = 0,35821 mola ¥4 2,942 %
0,00393 mola Po a

Mol % 100

Po(1,2,3) = 0,35821 mola % 1,097 %
0,26549 mola O &
100 Y4 74,116

Mol % 0(1,2,3) = 0,35821 mola %
0,03566 mola L & 100

Mol % L(1,2,3) = 0,35821 mola ¥ 9,955 %
0,00359 mola Ln &

Mol % 100

Ln(1,2,3) = 0,35821 mola ¥ 1,002 %
Ukupno Mol % =100 %

ZbirZbir zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina na 1,2,3-polo-
zaju TAG (vidjeti formulu (3)):

mola % ZMK ¥4 10,887 % p 2,942 % ¥.13,829 %

mola % NMK %, 100,000 % — 13,829 % ¥486,171 %

Izracunavanje sastava masnih kiselina na 2- i 1,3-polozaju TAG

—4.5.5.1. Zasi¢ene masne kiseline na 2-polozaju [P(2) i S(2)]

(vidjeti formulu (4))

Mol % Pa2p ¥ 10,887 % & 0,06 ¥ 0,653 Mol %

Mol % Sa2b ¥4 2,942 % & 0,06 %2 0,177 Mol %

—4.5.5.2. Nezasi¢ene masne

Kiseline

na 2-polozaju [Po(1,3), O(1,3),
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L(1,3) i Ln(1,3)] (vidjeti formulu (5))

1,097 %
Mol % Pod2b 86,171 &9 100 — 0,653 — 1,262 Mol
Ya % 0,177p Y4 %
74,116

%
Mol % Od82p 86,171 & 8100 — 0,653 —0,177p 85,296 Mol

Ya % Ya %
9,955
%
Mol % Ld2p 86,171 &3 100 — 0,653 — 11,457 Mol
Ya % 0,177p Vs %
1,002 %
Mol % Lnd2p 86,171 &9 100 — 0,653 — 1,153 Mol
Ya % 0,177P %4 %
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— 4.5.5.3. Masne kiseline na 1,3-polozajima [P(1,3), S(1,3),

—4.5.6.

Po(1,3), O(1,3), L(1,3) i Ln(1,3)] (vidjeti formulu
(6))

10,887 —
Mol % P&1,3p 0,653 Y, 16,004 mola
Y, 2 b 10,887 %
2,942 —
Mol % S81,3p 0,177
Y, 2 b 2,942 Y, 4,325 mola %
1,097 —
Mol % Pod&1,3p 1,262
Yy 2 p1,097 ¥ 1,015 mola %
74,116 —
Mol % 081,3p _ 85296  h 74,116 ¥ 68,526 mola
Ya 2 %
9,955 —
Mol % L&1,3p 11,457
Y, 2 b 9,955 ¥, 9,204 mola %
1,002 —
Mol % Lnd1,3p 1,153
Yy 2 b 1,002 ¥4 0,927 mola %

Izracunavanje triacilglicerola

Iz izraCunatog sastava masnih kiselina na sn-2- i sn-1,3-
poloZajima:

MK u 1,3-polozaju 2-polozaju
P 16,004 % 0,653 %
S 4,325 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,262 %
0] 68,526 % 85,296 %
L 9,204 % 11,457 %
Ln 0,927 % 1,153 %
ZbirZbir 100,0 % 100,0 %

izracunavaju se sljedeci triacilgliceroli:

LLL

PoPoPo

PoLL s jednim pozicionim izomerom
SLnLn s jednim pozicionim izomerom
PoPoL s jednim pozicionim izomerom
PPoLn s dva poziciona izomera

OLLn s dva pozicionim izomera

PLLn s dva pozicionim izomera
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PoOLn s dva pozicionim izomera

— 4.5.6.1. TAG sa jednom masnom kiselinom (LLL, PoPoPo)
(vidjeti formulu (7))
MOl % LLL 1/49,204 %&11,457 %&9,204 % 009706 Mol L LI 10 000
Mol % PoPoPo Y/,*0t> 41262 %aL015 %1/, 0 00013 Mol PoPoPo 10 000

— 4.5.6.2. TAG sa dvije masne kiseline (PoLL, SLnLn,
PoPoL) (vidjeti formulu (8))

Mol 9% PoLLpLLPov: 1,015 % & 11,457 % & 9,204 % @ 2 y,,02141 10 000
Mol % LpoLy: 9,204 % 8 1,262 % & 9,204 % 10,0106 10 000

0,03210 Mol PoLL
Mol % SLnLn p LnLnS 1,325 %4L153 %a0.927 %42y, 3 00092 10 000

Mol % LnsLnv: 0,927 % 8 0,177 % & 0,927 % v 00002
10 000

0,00094 Mol SLnLn
Mol % PoPoL p LPoPo 1,105 %4L.262 %a9.204 %421, 3 00236 10 000

Mol % PoLPovs 1,015 % 8 11,457 % @ 1,015 % yg 00118
10 000

0,00354 Mol PoPoL

—4.5.6.3. TAG sa tri razli¢ite masne kiseline (PoPLn, OLLn,
PLLn, PoOLn) Vidjeti formulu (9)

Mol % ppoLnvs 16,004 % 8 1,262 % 8 0,927 % 8 2 449 060'6 27 % 8 2 500374 10

Mol % Lnppovs 0,927 % & 0,653 % a 1,015 % & 2 v,0,00012 10 000
Mol % PoLnpv: 1,015 % & 1,153 % & 16,004 % & 2 1,0 90375 10 000

0,00761 Mol PPoLn

Mol % oLLnv: 68,526 % a 11,457 % & 0,927 % & 2 014556 10
000

Mol % LnoLv 0,927 % & 85,296 % & 9,204 % & 2 014555 10 000
Mol % LLnovs 9,204 % & 1,153 % & 68,526 % & 2 10 14544 10 000

0,43655 Mol OLLn

Mol % pLLnv. 16,004 % & 11,457 % & 0,927 % & 2 4,003309 10
000

Mol % LnpLy: 0,927 % 80,653 % & 9,204 % & 2 1,0,00111 10 000
Mol % LLnpy: 9,204 % & 1,153 % & 16,004 % & 2 1,0,03307 10 000

0,06907 Mol PLLn
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Mol % PooLnv: 1,015 % 8 85,296 % & 0,927 % & 2 01605 10 000

Mol % Lnpoov: 0,927 % 8 1,262 % & 68,526 % & 2 1001603 10 000
Mol % OLnpov: 68,526 % 8 1,153 % & 1,015 % & 2 4,0, 01604 10 000

0,04812 Mol PoOLnN
ECN42 = 0,69512 Mol TAG

Napomena 1.: Redoslijed eluiranja moze se odrediti izra¢unavanjem ekvivalentnog broja ugljenika, $to se najéesce
definise izrazom ECN % CN — 2n, pri ¢emu je CN broj atoma ugljenika, a n broj dvostrukih veza; preciznije se
moze izracunati tako da se u obzir uzme izvor dvostruke veze. Ako sun , nin, brojevi dvostrukih veza koje se
pripisuju oleinskoj, linolnoj i linolenskoj kiselini, ekvivalentni broj ugljenik se moze izra¢unati pomocu izraza:

ENY%CN-dony,—d;n;—dpnj,

pri ¢emu se koeficijentd 4, d | i d |, moze izraunati pomocu referentnih triglicerida. U uslovima propisanim ovom
metodom, priblizno vrijedi sljedeéi odnos:

ECNY%CN-0260n,,-6235nP-0217n,p
Napomena 2.: S nekoliko referentnih triglicerida je takode moguce izracunatirezoluciju u odnosu na triolein:

o Y4 RT'=RT triolein
o

primjenom korigovanog (smanjenog) vremena zadrzavanja RT *¥s RT — RT otapalo

Grafikon log o u zavisnosti od f (broj dvostrukih veza) omogucuje odredivanje vremena zadrZavanja za sve
trigliceride masnih kiselina koji su prisutni u referentnim trigliceridima — vidjeti sliku 1.

Napomena 3.: Efikasnost kolone mora omoguciti jasno razdvajanje pika trilinoleina od pikova triglicerida sa
susjednim RT. Eluiranje se sprovodi do pika ECN 52.

Napomena 4.: Ispravno odredivanje povrsina svih pikova vaznih za analizu jeosigurano ako drugi pik koji
odgovara ECN 50 doseze 50 % pune skale pisaca.
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Slika 1.

Grafik zavisnosti log a od f (broj dvostrukih veza)
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Broj dvostrukih veza

La: laurinska kiselina; My: miristinska kiselina; P: palmitinska kiselina; St: stearinska kiselina; O:
oleinska kiselina; L: linolna kiselina; Ln: linolenska kiselina



Slika 2.
Maslinovo ulje sa niskim udjelom linolne kiseline

(@)

14415

4. 16 -
L L__, _ngé_fvj‘&l LJ&&?J U ] \,_J./\_ﬁ 19

Sa rastvorom: Aceton/Acetonitril.

PROFIL a: Glavne komponente hromatografskih pikova: ECN42: (1) LLL + PoLL; (2) OLLn +
PoOLn; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL + PoOL; (5) OOLn + PLL; (6) POLn + PPoPo; (7) OOL +
PoOO; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn +
SPoPo; (12) PLP; ECN48: (13) 000 + PoPP; (14 + 15) SOL + POO; (16) POP; ECN50: (17)
SOO; (18) POS + SLS.

(b)

13
15

17

4 16
WJMU_M?&J il E _f\J\ 8

Sa rastvorom: Propionitril

PROFIL b: Glavne komponente hromatografskih pikova: ECN42: (1) LLL; (2) OLLn + PoLL; (3)
PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo + PPoL;
ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo;
(12) PLP; ECN48: (13) OO0 + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO; (18)
POS + SLS
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Slika 3.
Maslinovo ulje sa visokim udjelom linolne kiseline

(@)

08

17

03 "

Sa rastvorom: Aceton/Acetonitril (50:50).

Profil a: Glavne komponente hromatografskih pikova: ECN42: (1°) LLL + PoLL; (2°) OLLn +
PoOLn; (3”) PLLn; ECN44: (4”) OLL + PoOL; (5’) OOLn + PLL; (6”) POLn + PPoPo; ECN46:
(7”) OOL + PoOO; (8’) PLO + SLL + PoOP; (9°) PLP + PoPP; ECN48: (10°) O0O0; (11°) POO
+ SLL + PPoO; (12”) POP + PLS; ECN50: (13”) SOO; (14”) POS + SLS

(b)

04 A

16
02 1
5 9 12] 17
1
] 1 - 11
2 18
2

M 1 T f JI T ‘r }/\Il‘Li
0.0 —-] | B s i | =1 Y

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Sarastvaracem: Propionitril.

Profil b: Glavne komponente hromatografskih pikova: ECN42: (1) LLL; (2 +2’) OLLn + PoLL;
(3)PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn +

PPoPo + PPoL; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP +

SPoL + SOLn + SPoPo; ECN48: (12) PLP; (13) OO0 + PoPP; (14) SOL; (15) POO;

(16) POP; ECN50: (17) SOO; (18)POS + SLS; ECN52: (19) AOO.
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3.4.

3.7.

3.8.

3.10.1.

3.10.2.

3.10.4.

3.11.

3.12.

PRILOG 13

ODREDIVANJE SADRZAJA ALIFATICNIH ITRITERPENSKIH
ALKOHOLA KAPILARNOM GASNOM HROMATOGRAFIJOM

PREDMET

Ovim Prilogom se opisuje metoda za odredivanje sadrzaja alifati¢nih i triterpenskih alkohola u uljima i
mastima.

PRINCIP

Masna supstanca s dodatkom 1-eikosanola koji sluzi kao interni standard saponifikuje se rastvorom kalijum
hidroksida u etanolu i zatim se neosapunjiva supstanca ekstrahuje dietil etrom. Alkoholna frakcija se odvaja
od neosapunjive supstance tankoslojnom hromatografijom na bazi¢noj podlozi od silika-gela; alkoholi koji
se dobiju sa silika-gela transformisu se u trimetilsilil etre i analiziraju kapilarnom gasnom hromatografijom.
supstance

OPREMA

Tikvica okruglog dna zapremine 250 ml s povratnim hladilom i nastavcima od brusenog stakla.
3.2. Lijevak za odjeljivanje zapremine 500 ml.

3.3. Tikvice okruglog dna zapremine 250 ml.

Hromatografska kadica za tankoslojnu hromatografiju, za staklene ploce velicine 20 % 20 cm.
3.4. Ultraljubicasta svjetiljka talasne duzine 366 ili 254 nm.

3.5. Mikrospric od 100 pl i 500 pl.

Cilindri¢ni lijevak za filtriranje s poroznom plo¢om G3 (poroznost 15-40 pum), promjera priblizno 2 cm i
dubine priblizno 5 cm, s nastavkom prikladnim za filtriranje pod vakuumom i 12/21 s muskim slifom od
brusenog stakla.

Vakuumska tikvica zapremine 50 ml, s 12/21 Zenskim §lifom od brusenog stakla za kori$éenje s lijevkom za
filtriranje (3.7.).

3.9. Epruveta zapremine 10 ml s konusnim dnom i nepropusnim ¢epom.

koris¢enjekoriséenje

termostatske komore za kolone (pe¢), koja moze odrzavati Zeljene temperature uz taénost = 1 °C;

jedinica za injektiranje s mogucénoS¢u podeSavanja temperature, s elementom za uparavanje od
persilaniziranog stakla;

3.10.3. plamenojonizujuci detektor i mjerni pretvarac s pojacalom;

snimac-integrator koji se moze povezati s pretvaratem s pojacalom (3.10.3.), s vremenom reakcije koje nije
duze od jedne sekunde i s varijabilnom brzinom papira.

staklena ili kvarcna kapilarna kolona duzine 20 do 30 m, unutra$njeg promjera 0,25 do 0,32 mm, s SE-52,
SE-54 ili drugom odgovaraju¢om tecnom fazom, ravnomjerne debljine filma izmedu 0,101 0,30 pm.

Mikro$pric za gasnu hromatografiju zapremine 10 pl, s tvrdom iglom.

3.13. Analiticka vaga osjetljivosti 1 mg (s podjelom od 0,1 mg).

REAGENSI
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4.1.

4.4,

4.5.

4.11.

4.12.

4.16.

5.1.1

5.1.2.

Kalijum hidroksid, priblizno 2 mol/l rastvora u etanolu: 130 g kalijum hidroksida (minimalne koncentracije
85 %) rastvori se uz hladenje u 200 ml destilovane vode i zatim dopuni etanolom do jednog litra. Rastvor
treba Cuvati u dobro zacepljenoj boci od tamnog stakla.

4.2. Dietil etar, analiticke Cistoce.

4.3. Bezvodni natrijum sulfat, analiticke Cistoce.

Staklene ploce sa slojem silika gela, bez indikatora fluorescencije, debljine 0,25 ml (na trzi$tu su dostupne
ploce spremne za upotrebu).

Kalijum hidroksid, priblizno 0,2 mol/l rastvora u etanolu: 13 g kalijum hidroksida otopi se u 20 ml
destilovane vode i zatim dopuni etanolom do jednog litre.

4.6. Benzen, za hromatografiju (vidjeti 5.2.2.).
4.7, Aceton, za hromatografiju (vidjeti 5.2.2.).

4.8. Heksan, za hromatografiju (vidjeti 5.2.2.).
4.9. Dietilni eter, za hromatografiju (vidjeti 5.2.2.).
4.10. Hloroform, za hromatografiju.

Y M28

Referentni ratsvorza tankoslojnu hromatografiju: C », -Cyg alkohola 0,5 % u hloroformu ili alkoholna frakcija
dobijena kako je navedeno u tacki 5.2. od neosapunjivih supstancesupstanci ulja komine maslina.

YM19
0,2 %-tni rastvor 2°,7’-dihlorfluoresceina u etanolu. Moze se uciniti blago alkalinimdodavanjem nekoliko
kapi rastvora 2 mol/l kalijum hidroksida.

4.13. Bezvodni piridin, za hromatografiju.
4.14. Heksametildisilazan.
4.15. Trimetilhlorosilan.

Standardni ratsvortrimetilsilil etra alifati¢nih alkohola od Cyy do C 5 . Mogu se pripremiti iz mje$avina ¢istih
alkohola, neposredno prije upotrebe.

4.17. 0,1 %-tni (m/v) rastvor 1-eikosanola u hloroformu (interni standard).
4.18. Nose¢i gas: vodonik ili helijum, hromatografske Cistoce.

4.19. Pomoc¢ni gas: azot, hromatografske Cistoce.

POSTUPAK

5.1. Priprema neosapunjive supstancesupstanci

Pomoc¢u mikrosprica od 500 pl u tikvicu okruglog dna zapremine 250 ml ubrizgati zapreminu 0,1 %-tnog
rastvora 1-eikosanola u hloroformu (4.17.), koji sadrzi udio 1-eikosanola priblizno jednak 10 % sadrzaja
alifaticnih alkohola u dijelu uzorka koji se uzima za analizu. Na primjer, za 5 g uzorka dodaje se 250 ul 0,1
%-tni rastvor 1-eikosanola u slu¢aju maslinovog ulja i 1 500 pl u slu¢aju ulja komine maslina.

Upariti do suvog u struji azota i zatim izvagati ta¢no 5 g suvog filtriranog uzorka u istu tikvicu.

Dodati 50 ml 2 mol/l rastvora kalijum hidroksida u etanolu, pri¢vrstiti povratni hladnjak(kondezator) i
zagrijavati u vodenom kupatilu do tacke slabog vrenja, uz neprekidno mijesanje tokom zagrijavanja, dok se
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5.1.3.

ne zavrsi saponifikacija (rastvor postaje bistar). Zagrijavanje nastaviti jo§ sljede¢ih 20 minuta i zatim kroz
hladnjak dodati 50 ml destilovane vode. hladnjak se zatim odvoji i tikvica ohladi na priblizno 30 °C.

Sadrzaj tikvice kvantitativno prenijeti u lijevak za odjeljivanje zapremine 500 ml dodaju¢i destilovanu vodu
nekoliko puta, tako da se ukupno doda priblizno 50 ml destilovane vode. Dodati priblizno 80 ml dietil etra,
snazno muckati priblizno 30 sekundi i odloziti da se slegne (Napomena 1).

Odvojiti donju vodenu fazu sakupljajuci je u drugom lijevku za razdvajanje. Na vodenoj fazi na isti se nacin
vrse jo§ dvije ekstrakcije, uz koris¢enje 60 do 70 ml dietil etra za svaku.

Ako se stvori emulzija, moze se ukloniti prskanjem malimkoli¢inama etanola ili metanola.

5.1.4.

5.1.5.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

Ekstrakte dietil etra mijeSati u lijevku za odjeljivanje i isprati destilovanom vodom (po 50 ml) dok voda
kojom se ispiralo ne pokaze neutralnu reakciju.

Vodu od ispiranja odbaciti, a etarsku-fazu osusiti bezvodnim natrijum sulfatom i profiltrirati u prethodno
izvaganu tikvicu zapremine 250 ml, uz ispiranje lijevka i filtera malim koli¢inama dietil etra koje se dodaju
na ukupnu koli¢inu.

Eter destilovati do zapremine od nekoliko ml te zatim susiti pod blagim vakuumom ili pod strujom azota,
susenje se zavrSava u pe¢i na 100 °C priblizno Cetvrtinu sata te zatim vaga nakon hladenja u eksikatoru.

5.2. Razdvajanje alkoholnih frakcija

Priprema osnovnih ploca za tankoslojnu hromatografiju: silika gel ploce (4.4) potpuno se uranjaju u rastvor
kalijum hidroksida, koncentracije 0,2 mol/l (4.5.), na 10 sekundi te zatim ostave da se suSe dva sata u
digestoru i konac¢no stave u pe¢ na 100 °C sat vremena.

Ploce se izvade iz peci i skladiste u eksikator s kalcijum hloridom do upotrebe (ploce obradene na ovaj nacin
moraju se upotrijebiti u roku od 15 dana).

Kada se koriste osnovne silika gel ploCe za razdvajanje alkoholnih frakcija, nije potrebno tretirati
neosapunjive supstancesupstance aluminijum oksidom. Na taj se nacin svi kiseli sastojci (masne Kiseline i
drugi) zadrzavaju na pocetku, ¢ime se dobija traka alifati¢nog alkohola i traka terpenskog alkohola, a obje se
znacajno razlikuju od trake sterola.

U komoru za razvijanje plo¢a unijeti mjeSavinu heksana i dietil etra u zapreminskom odnosu 65/35 (v/v), do
nivoa od priblizno 1 cm (*).

Komora se zatvara odgovaraju¢im poklopcem i ostavlja pola sata kako bi se uspostavila ravnoteza izmedu
pare i teCnosti. Trake filter-papira namocene u eluens mogu se pricvrstiti na unutrasnju povrsinu komore
kako bi se skratilo vrijeme razvijanja za otprilike jednu tre¢inu i dobila jednoli¢nija, pravilna eluacija
komponenata.

) Posebno u tim slucajevima, za eluiranje se mora koristiti smjesa benzena i acetona u promjeru 95:5 (v/v),
kako bi se dobilo jasno razdvajanje traka.

Napomena 3: Rastvor za razvijanje mora se zamijeniti za svaku analizu
kako bi se postigli ponovljivi uslovi razvijanja.

Pripremi se priblizno 5 %-tna rastvora neosapunjivih supstance (5.1.5) u hloroformu i, pomo¢u mikrosprica
od 100 pl, nanese 0,3 ml tog rastvora u §to tanjoj i jednoli¢nijoj liniji na TLC plocu priblizno 2 cm od donje
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5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.3.1L

ivice TLC ploce. U ravnini originalnog sloja, nanosi se 2 do 3 ul referentnog rastvoraalifati¢nih alkohola
(4.11.) radi identifikovanja trake alifaticnog alkohola nakon zavrsetka razvijanja.

Plo¢a se smjesti u komoru za razvijanje pripremljenu kako je opisano u 5.2.2. Temperaturu okoline treba
odrzavati izmedu 15 i1 20 °C. Komora se odmah zatvara poklopcem i ostavi da eluira dok prednji dio rastvora
ne dosegne priblizno 1 cm od gornjeg ruba ploce.

Ploca se zatim izvadi iz komore za razvijanje, a rastvor isparuje pod strujom vruc¢eg vazduha ili se ploca
ostavlja neko vrijeme u digestoru.

Ploca se blago i jednoliko posprica rastvorom 2',7'diklorfluoresceina kad se posmatra pod ultraljubic¢astim
svjetlom. Trakualifati¢nih alkohola moguce je identifikovati uporedbom sa slojem dobijenim od referentnog
rastvora: krajevi trake oznace se crnom olovkom; oznacavajuéi zajedno traku alifatiénih alkohola i traku
terpenskih alkohola neposredno iznad nje (napomena 4.)

Trakealifati¢nih alkohola i terpenskih alkohola uzimajuse zajedno zbog moguéih migracija nekih alifati¢nih
alkohola u vrpcu triterpenskih alkohola. Primjer odjeljivanja tankoslojnom hromatografijom prikazan je na
slici 1. Dodatka.

Silika gel koji se nalazi u oznaCenom podru¢ju sastrugati pomoc¢u metalne spatule. Tako dobijeni fino
usitnjeni materijal unijeti u lijevak za filtriranje (3.7.). Dodati 10 ml vruceg hloroforma, pazljivo izmijesati
metalnom spatulom i filtrirati pod vakuumom, skupljajuéi filtrat u Erlenmajerovu tikvicu (3.8.) spojenu na
lijevak za filtriranje.

Silika gel u tikvici isprati tri puta dietil etrom (priblizno 10 ml svaki put), skupljajuéi filtrat u istu tikvicu
spojenu na lijevak. Filtrat ispariti do zapremine od 4 do 5 ml, prenijeti preostali rastvor u prethodno izvaganu
epruvetu zapremine 10 ml (3.9.), su$iti laganim zagrijavanjem pod blagom strujom azota, rastvoriti s
nekoliko kapi acetona, ponovo susiti, staviti u pe¢ na 105 °C priblizno 10 minuta, ostaviti da se ohladi u
eksikatoru i izvagati.

Ostatak unutar epruvete sastoji se od alkoholne frakcije.

5.5.Pripremanje trimetilsilil etara

Reagens za silaniziranje, koji se sastoji od mjeSavine piridina, heksame- tildisilazana i trimetilklorosilana u
volumnom promjeru 9:3:1 (v/v/v) (Napomena 5.), u pre¢niku od po 50 ul na svaki miligram alifati¢nih
alkohola, dodaje se u epruvetu koja sadrzi alkoholnu frakciju, tako da se izbjegne bilo kakva apsorpcija
vlage (Napomena 6).

Napomena 5: Rastvori spremni za upotrebu dostupni su u slobodnoj trgovini. Takode su dostupni drugi
reagensi za silaniziranje kao Sto su npr. bis-trimetilsililtrifluoracetamid + 1 % trimetil hlorosila, za mijeSanje
sajednakom zapreminom bezvodnog piridina.

Normalno je da dode do blage opalescencije koja nece uticati na rezultat. Stvaranje bijelog flokulata ili
pojava ruzicastog obojenja upucuju na prisutnost vlage ili propadanje reagensa. U tom slucaju ispitivanje
treba ponoviti.
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5.3.2. Epruvetu treba zacepiti i pazljivo promuckati (bez preokretanja) dok se alifati¢ni alkoholi potpuno ne
rastvore. Ostavi se da stoji najmanje 15 minuta na sobnoj temperaturi i zatim centrifugira nekoliko minuta.
Bistri rastvor spreman je za analizu gasnim hromatografom.

5.6. Analiza gasnim hromatografom
5.4.1. Preliminarni postupci, punjenje kolone

5.4.1.1. Kolona se ucvrsti u gasni hromatograf, prikljucuju¢i pocetak kolone na injektor spojen sa sastavom
razdvajanja, a kraj kolone na detektor. Sprovesti opstuu provjeru sklopa ganog hromatografa (¢vrstocu spoja
(zatvaranja) gasnih prikljucaka, efikansot detektora, efikasnost sastava razdvajanja i sastava za biljeZenje
itd.).

5.4.1.2. Ako se kapilarna kolona koristi prvi put, preporucuje se da se podvrgne kondicioniranju. Kroz kapilarnu
kolonu pusti se da prote¢e malo noseeg gasa, a zatim se sklop gasnog hromatografa ukljuéi i postupno se
zagrijava dok se ne postigne temperatura koja je najmanje 20 °C iznad radne temperature (vidjeti napomenu
7.). Ta se temperatura treba odrzavati ne krace od dva sata, zatim se sklop dovede na radne uslove
(regulisanje protoka gasa, paljenje plamena dijeljenja, spoj na elektroni¢ki uredaj za biljezenje,
prilagodavanje temperature komore (pe¢i) kapilarne kolone, detektor i injektor, i tako dalje), a signal se
prilagodava na osjetljivost koja je najmanje dvostruko visa od najviSeg nivoa predvidenog za vrSenje analize.
Bazna linija za pracenje treba biti linearna, bez pikova ikakve vrste 1 ne smije pokazivati nikakve znakove
otklona. Negativan pravougaoni otklon ukazuje na to da spojevi kolone nisu savr§eno ¢vrsti (zapiveni), dok
pozitivan otklon ukazuje na to da kolona nije dovovljno kondicionirana.

Temperatura kondicioniranja mora biti najmanje 20 °Cniza od maksimalne temperature predvidene za
primijenjenu tecnu fazu.

5.4.2. Izbor radnih uslova

5.4.2.1. Opsti radni uslovi su sljedecéi:

— temperatura kolone: inicijalna izoterma postavlja se na 180 °C osam minuta, a zatim se programira na
povecanje od 5 °C/min dok ne dosegne 260 °C i daljih 15 minuta pri 260 °C,

— temperatura injektora: 280 °C

— temperatura detektora: 290 °C

— linearna brzina noseéeg gasa: helijum 20 do 35 cm/s, vodonik 30 do 50 cm/s,

— odnos razdvajanja: 1:50 do 1:100,

— osjetljivost instrumenta: 4 do 16 puta veca od minimalne atenuacije,

— osjetljivost biljeZzenja: 1 do 2 mV pune skale,
— brzina papira: 30 do 60 cm/h,
— kolicina injektovanesupstance: 0,5 do 1 ul TMSE rastvora,

Uslovise mogu se modifikovati u skladu s karakteristikama kolone i gasnog hromatografa kako bi se dobili
hromatogrami koji zadovoljavaju sljede¢im uslovima:

— retenciono vrijeme alkohola C , treba biti 18 + 5 minuta,
— pik alkohola C ,, treba biti 80 + 20 % vrijednosti pune skale za maslinovo ulje, odnosno 40 + 20 %
vrijednosti pune skale za sjemensko ulje.
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5.4.2.2. Zahtjevi SE provjeravajuponovljenim injektiranjem standardne TMSE mjeSavine alkohola i radni uslovi se
prilagodavaju kako bi se postigli najbolji moguci rezultati.

5.4.2.3. Parametri za integrisanje pikova odreduju se na takav nacin da se postigne ispravna procjena povrSine
pikova koje se analizira.

5.4.3. Postupak analize

5.4.3.1. Kori$¢enjem mikrospricazapremine 10 pl unosi se 1 pl heksana, za kojim slijedi 0,5 pl vazduha, a nakon
toga 0,5 do 1 p 1 rastvora uzorka. Pritom klip mikroSprica treba podignuti da bi se igla ispraznila. Igla se
uvodi kroz membranu sklopa za injektovanje; nakon jedne do dvije sekunde rastvor se brzo injektuje, a
nakon priblizno pet sekundi igla se polako izvlaci.

5.4.3.2. Biljezenje treba sprovoditi sve dok se TMSE prisutnih alifaticnih alkohola u potpunosti ne eluira. Bazna
linija treba u svakom trenutku da odgovara zahtjevima ts¢ke 5.4.1.2.

5.4.4. Identifikovanje pikova.

Identifikovanje pojedinacnih pikova sprovodi se u skladu s retencionim vremenima i uporedivanjem sa
standardnom TMSE smjeSom koja se analizira pri jednakim usovima.

Primjeri hromatograma alkoholne frakcije rafinisanog maslinovog ulja prikazani su na slikama 2. i 3.
Dodatka.

5.4.5. Kvantitativna ocjena

5.4.5.1. Povrsine pikova 1-eikosanola i alifati¢nih alkohola C , , C 54, C 26 i C 55 izraunavaju se elektroni¢kom
integracijom.

5.4.5.2. Sadrzaj svakog alifati¢nog alkohola, iskazan u mg/1 000

g masne supstance, izracunava se kako slijedi:

A.-m_- 1000
alkohol x =

A -m

pri cemu je:
AX = povrsina pika alkohola x

As = povrsina 1-eikosanola
masa 1-eikosanola u
ms = miligramima

m= masa uzorka u gramima

6. IZRAZAVANJE REZULTATA

Iskazuje se sadrzaj pojedinih alifati¢nih alkohola u mg/1 000 g masne supstance i zbir ,,ukupnih alifati¢nih
alkohola”.

Primjer razdvajanja tankoslojnom hromatografijom i primjeri Hromatograma
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Slika 1.

Ploce za tankoslojnu hromatografiju neosapunjive frakcije maslinovog ulja

eluirane heksanom/dietil etrom (65/35)

E

1 Alkohol C 26
2 Alkohol C 3

3 Alkohol C 5

Alkoholne mjeSavine C ..
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5 Ekstra djevicansko
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A Steroli
Alifati¢ni
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Triterpenski
C alkoholi

D Skvalen
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Slika 2.

Hromatogram alkoholne frakcije rafinisanog maslinovog ulja

w

1= Fitol

2 = Geranilgeraniol
= Alkohol C

320 (15)
= Alkohol C

4 22

5= Alkohol C 24
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11
Lok ik

9 =24-
metilencikloartenol

10 = Citrostadienol

11 = Ciklobranol
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Slika 3.

Alifati¢ni i triterpenski alkoholi u rafinisanom maslinovom ulju i maslinovom ulje koje je
podvrgnuto dvostrukom centrifugiranju
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PRILOG 14

ODREDIVANJE SADRZAJA ISPARLJIVH HALOGENISANIH RASTVORA

2.3.

2.4.
2.5.

4.2.

4.3.

U MASLINOVOM ULJU

METODA

Analiza gasnom hromatografijom uz kori$éenje ,,head space” tehnike.
OPREMA

Uredaj za gasnu hromatografiju opremljen detektorom zahvata elektrona (ECD).
2.2. Uredaj ,,head space”.

Staklena kolona za gasnu hromatografiju, duzine 2 m i razmjera 2 mm, stacionarna faza faza OV 10110 % ili
ekvivalent, na nosacu od kalcinisane, diatomejske zemlje, oprane kiselinom i silanizovane,veli¢ine Cestica 80
do 100 mesh.

Nosac¢ i pomocni gas: azot za gasnu hromatografiju, odgovarajuéi za detekciju zahvatom elektrona.

Staklene tikvice od 10 do 15 ml, sa teflonskim slojem i aluminijskim ¢epom kroz koji se moze uvesti $pric.

2.6. Spojnice za hermeticko zatvaranje.
2.7. Spric za gas izmedu 0,5 i 2 ml.
REAGENSI

Standard: isparljivi rastvori €iji stepen Cistoce odgovara za gasnu hromatografiju.
POSTUPAK

Tacno odvagajte oko 3 g ulja u staklenoj tikvici (koja se nece ponono Kkoristiti); hermeticki je zatvorite.
Stavite je u termostat na 70 °C na sat vremena. Koriste¢i $pric pazljivo izuzmite izmedu 0,2 i 0,5 ml ,;head
space”-a (parne faze). Injektirajte je u kolonu uredaja za gasnu hromatografiju namjesteno 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 uslovom da rezultati ostanu ekvivalentni.

Referentni rastvori: pripremite standardne rastvore koriste¢i rafinisano maslinovo ulje bez tragova rastvora u
koncentracijama u rasponu od 0,05 do 1 ppm (mg/kg) i koji odgovaraju pretpostavljenom sadrzaju uzorka.
Halogenisani rastvori mogu se razblazitikoriS¢éenjem pentana.

Kvantitativno prosudivanje: uporedite povrSine ili visine pikova uzorka i standardnog rastvora one
koncentracije za koju pretpostavljate da je najpribliznije. Ako je odstupanje vec¢e od 10 %, treba ponoviti
analizu uz uporedivanje s nekim drugim rastvorom standarda dok odstupanje ne bude manje od 10 %.
Sadrzaj se odreduje na temelju prosjeka elementarnih injiciranja.

4.4. Iskazivanje rezultata: u ppm (mg/kg). Granica detekcije za ovu metodu je
0,01 mg/kg.
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PRILOG 15

SADRZAJ ULJA U KOMINI MASLINA

1.1. Oprema

— primjeren uredaj za ekstrakciju opremljen tikvicom s okruglim dnom zapremine 200 — 250 ml,
— elektri¢no grijano kupatilo (npr., pjescano kupatilo ili vodeno kupatilo) ili grejna ploca,

— analiticka vaga,

— susnica postavljena na maksimalnu temperaturu od 80 °C

— elektri¢no grijana suSnica s ugradenim termostatom postavljenim na 103 £ 2 °C, koji se moze pro¢istiti
strujom vazduha, ili kojim se moZe rukovati pri snizenom pritisku,

— mehanicki mlin koji se lako ¢isti i koji omoguc¢ava mljevenje komine maslina bez povecanja njene
temperature ili bilo koje druge promjene sadrzaja vlage, isparljivihsupstance ili supstance koje se ekstrahujz
heksanom,

— Caura za ekstrakciju i vata ili filter-papir s kojeg su ve¢ odstranjene supstance koje se mogu ekstrahovai
heksanom,

— eksikator,
— sito sa otvorima promjera 1 mm,
— male Cestice prethodno osusenog kamena plovuéca.

1.2. Reagensi
Normalni heksan tehni¢kog stepena Cistoce, iza kojega, nakon §to je potpuno ispario, suvi ostatak mora biti
manji od 0,002 g na 100 ml.
2. POSTUPAK
2.1, Pripremanje uzorka za ispitivanje
Ako je potrebno, za mljevenje laboratorijskog uzorka upotrijebite prethodno dobro oc¢i$¢eni mehanicki mlin

da uzorak usitnite dovoljno da Gestice mogu proci kroz sito.

Upotrijebite otprilike jednu dvadesetinu uzorka da biste obavili postupak ¢iS¢enja mlina, samljeveni
materijal bacite, a ostatak sameljite i sakupite, pazljivo promijesajte i odmah ga analizirajte.
2.2. Uzorak za ispitivanje

Odmah nakon mljevenja za analizu odvagajte otprilike 10 g uzorka s dopustenim odstupanjem od 0,01 g.

2.3. Pripremanje ¢aure za ekstrakciju

Uzorak za ispitivanje stavite u Cauru za ekstrakciju i zacepite vatom. Ako koristite filter-papir, uzorak za
ispitivanje umotajte u njega.

2.4, Prethodno suSenje

Ako je komina masline vrlo vlazna (odnosno, ako je sadrzaj vlage i isparlivih supstance visi od 10 %),
izvrsite prethodno susenje tako da napunjenu Cauru za ekstrakciju (ili filtaer-papir) na odgovarajuce vrijeme
stavite u suSnicu u kojoj temperatura nije visa od 80 °C, a sa ciljem smanjivanja sadrzaja vlage i
isparljivihsupstance na manje od 10 %.
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3.

2.5. Pripremanje tikvice s okruglim dnom

Odmijerite, uz odstupanje do 1 mg, tikvicu u kojoj se nalaze jedna ili dvije Cestice plovuéca, prethodno
osu$enu u susnici na 103 + 2 °C, a nakon toga ohladenu u eksikatoru ne krace od jednog sata.

2.6. Pocetna ekstrakcija

Cauru za ekstrakciju (ili filter-papir) u kojoj je uzorak za ispitivanje umetnite u uredaj za ekstrahovanje. U
tikvicu ulijte potrebnu koli¢inu heksana. Spojite tikvicu s uredajem za ekstrahovanje i sve zajedno stavite na
elektri¢no grijanu kupku. Stepwn zagrijavanja prilagodite na takav nacin da brzina refluksa ne bude sporija
od tri kapi u sekundi (umjereno, ne snazno kljucanje). Nakon cetiri sata ekstrahovanja pustite da se ohladi.
Izvadite Cauru za ekstrakciju iz uredaja za ekstrahovanje i postavite je u vazdusnu stuju s ciljem
odstranjivanja vecine rastvora.

2.7. Druga ekstrakcija

Sadrzaj Caure za ekstrakciju istresite u mikro-drobilicu i sameljite ga $to je sitnije moguce. Vratite svu
samljevenu mjesavinu u ¢auru (bez rasipanja) i stavite je nazad u uredaj za ekstrahovanje.

Nastavite s ekstrahovanjem tokom sljedeca dva sata koriste¢i istu tikvicu s okruglim dnom koja je sadrzala
inicijalni ekstrakt.

Dobijeni rastvor u tikvici za ekstrahovanje mora biti bistar. Ako nije, profiltrirajte ga kroz filter-papir te
tikvicu i filter-papir nekoliko puta isperite heksanom. Sakupite filtrat i rastvor za ispiranje u drugu tikvicu s
okruglim dnom koja je prethodno bila osuSena i izvagana uz odstupanje do 1 mg.

2.8. Odstranjivanje rastvora i vaganje ekstrakta

Veéi dio rastvora odstranite destilacijom na elektricno grijanoj kupki. Sve preostale tragove rastvora
odstranite zagrijavanjem tikvice u susnic na 103 = 2 °C tokom 20 minuta. Postupak odstranjivanja pospjesite
bilo uduvavanjem vazduha, ili pak, §to je preporucljivo, nekog inertnog gasa, u odredenim vremenskim
intervalima ili koriS¢enjem snizenog pritiska.

Ostavite tikvicu da se hladi u eksikatoru ne krac¢e od jednog sata i zatim je izvagate s odstupanjem do 1 mg.
Ponovo zagrijavajte 10 minuta u istim uslovima, ohladite u eksikatoru i izvagajte.

Razlika izmedu dva vaganja ne smije biti ve¢a 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 dobijenu posljednjim vaganjem tikvice.

Sprovedite dva uporedna odredivanja.

ISKAZIVANJE REZULTATA

3.1 Metoda izra¢unavanja i formula

(a) Ekstrakt, iskazan kao procenat u odnosu na masu primljenog proizvoda, jednak je:
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pri ¢emu je: S = maseni udio ekstrakta u odnosu na primljeni proizvod,
m, = masa uzorka, u gramima,
m; = masa ekstrakta nakon suSenja, u gramima.

Za rezultat uzmite aritmeti¢ku sredinu dva uporedna odredivanja, pod uslovom da su ispunjeni zahtjevi za
ponovljivost.

Rezultat iskazite jednim decimalnim brojem.

(b) Ekstrakt se iskazuje na temelju suve tvari, kori¢enjem sljedeée formule:

100
S Ujg0au¥s procenat ulja u ekstraktu na temelju suve supstance;

pri Cemu je: S = procenat ekstrakta u smislu primljenog
proizvoda (vidjeti tacku (a)),

U = njegov sadrzaj vlage i isparljivh tvari.

3.2. Ponovljivost

Razlika izmedu dva uporedna odredivanja koje isti analitiCar sprovodi istovremeno, ili neposredno jedno za
drugim, ne smije biti visa od 0,2 g ekstrakta heksana na 100 g uzorka.

Ako ovaj uslov 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 Cetiri odredivanja.
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PRILOG 16
ODREDIVANJE JODNOG BROJA

uvoD

Ovim prilogom utvrduje se metoda za odredivanje jodnog broja u mastima zivotinjskog i biljnog porijekla i u
uljima, u daljem tekstu: masti.

DEFINICIJA

Za potrebe ove metode primjenjuje se sljedeca definicija:

Jodni broj oznac¢ava masu joda koju je uzorak apsorbovao u radnim uslovima adicijom na dvostruke veze masti
ili ulja.

Vrijednost jodnog broja iskazuje se u gramima joda na 100 g uzorka.

PRINCIP

Dio uzorka za ispitivanje rastvori se u rastvoru uz dodatak Wijsovog reagensa. Nakon odredenog vremena
dodaju se rastvor kalijum jodida i voda, a oslobodeni jod se titruje rastvorom natrijum tiosulfata.

REAGENSI

Svi reagensi moraju biti prihvacene analiticke Cistoce.

4.1. Voda, u skladu sa zahtjevima nstandardae 1SO 3693, 3. stadijum.
4.2. Kalijum jodid, rastvor 100 g/1, koji ne sadrZi jodate niti slobodni jod.
4.3. Skrob, rastvor.

5 g rastvorljivog skroba pomijesa se sa 30 ml vode, pa se ova mjesavinadoda u 1 000 ml kljucale vode, pusti da
vri tri minuta i zatim ostavi da se ohladi.

Natrijum tiosulfat, standardni volumetrijski rastvor koncentracije ¢(Na, S ,0 3 .5H , O) = 0,1 mol/l, koji je
standardizovan ne duze od sedam dana prije upotrebe.

Rastvorpripremljen mijesanjem jednakih zapremina cikloheksana isir¢etnekiseline.

Wijsov reagens, sadrzi jodni monohlorid u sir¢etnojkiselini. Treba koristitiWijsov reagens koji je dostupan u
slobodnoj trgovini.

OPREMA

Uobicajena laboratorijska oprema, a posebno sljedeca:
Staklene odmjerne posudice, pogodne za dio uzorka za ispitivanje injegovo rasporedivanje u tikvice (6.2).
Erlenmajerove tikvica, zapremine 500 ml, sa¢epovima od brusenog stakla ipotpuno suve.

PRIPREMANJE UZORKA ZA ISPITIVANJE

Homogenizovaniuzorak osusi se iznad natrijum sulfata i filtrira.

POSTUPAK

7.1. Uzorak za ispitivanje

Masa uzorka za ispitivanje razlikuje se zavisno od njegovog ocekivanog jodnog broja, kao §to je prikazano u
tabeli 1.
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Tabela 1.

Ocekivani jodni broj Masa dijela uzorka za ispitivanje (g)
manje od 5 3,00
5do 20 1,00
21 do 50 0,40
51 do 100 0,20
101 do 150 0,13
151 do 200 0,10

Uzorak odmijeriti u staklenoj odmjernoj posudici (5.1.) uz odstupanje do 0,1 mg.
7.2. Odredivanje

Dio uzorka za ispitivanje staviti u tikvicu zapremine 500 ml (6.2.). Dodati 20 ml rastvora (4.5.) da bi se
rastvorila mast. Dodajte tatno 25 ml Wijsovog reagensa (4.6.), umetniti ¢ep, kruzno promijesatisadrzaj i staviti
tikvicu na tamno mjesto. Za Wijsov reagens ne smije se koristiti usna pipetal

Na sli¢an nacin pripremiti slijepu probu sa rastvorom 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 ¢iji je jodni broj visi
od 150 i za polimerizovane proizvode ili u zna¢ajnoj mjeri oksidovane proizvode, ostavite u tami dva sata.

Po isteku zadatog vremena u svaku tikvicu dodati po 20 ml rastvora kalijum jodida (4.2.) i 150 ml vode (4.1.).
Titrovatistandardnim volumetrijskim rastvorom natrijum tiosulfata (4.4.) sve dok Zuta boja koju daje jod
gotovo u potpunosti ne nestane. Dodati nekoliko kapi rastvora skroba (4.3.) i nastavitititrovati sve dok
neposredno nakon vrlo energi¢nog protresanja ne nestane plava boja.

Dopusteno je potenciometrijsko titrovanjeza odredivanje zavrsnetacke.

7.3.Broj odredivanja

Izvrsitidvostruko odredivanje na istom uzorku za ispitivanje.

ISKAZIVANJE REZULTATA

Jodni broj (g 1,/100 g ulja) raduna se prema sledecoj jednacini:

Jodni broj (g J»/100 g ulja) =[ (V1 —-V2) /m]x 12,69 x ¢
pri ¢emu je:

= broj¢ana vrijednost ta¢ne koncentracije, iskazana u moovlima po litru, upotrijebljenog standardnog
volumetrijskog rastvora natrijum tiosulfata (4.4.);

= brojéana vrijednost zapremine, u mililitrima, standardnog volumetrijskog rastvora natrijum tiosulfata (4.4.)
koji je koriSten za slijepu probu;

V 2 = broj¢ana vrijednost zapremine, u mililitrima, standardnog volumetrijskog rastvora natrijum tiosulfata
(4.4.) koja je koristena za odredivanje;
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M = broj¢ana vrijednost mase, u gramima, uzorka za ispitivanje (7.1.).

Za rezultat uzetiaritmeticku sredinu dva odredivanja, pod uslovim da su ispunjeni zahtjevi za ponovljivost
(9.2.)
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