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KOMISSION ASETUS (EY) N:o 796/2002,

annettu 6 piivini toukokuuta 2002,

oliivioljyn ja uutetun oliividljyn ominaisuuksista sekd niiden méiritysmenetelmisti annetun
asetuksen (ETY) N:o 2568/91 seki tariffi- ja tilastonimikkeistostd ja yhteisesti tullitariffista annetun
neuvoston asetuksen (ETY) N:o 2658/87 liitteessi olevien lisihuomautusten muuttamisesta

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan yhteisén perustamissopimuksen,

ottaa huomioon rasva-alan yhteisestd markkinajérjestelystd 22
pdivind syyskuuta 1966 annetun neuvoston asetuksen N:o
136/66/ETY (1), sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna
asetuksella (EY) N:o 1513/2001 (3, ja erityisesti sen 35 a
artiklan,

ottaa huomioon tariffi- ja tilastonimikkeistostd ja yhteisestd
tullitariffista 23 pdivdnd heindkuuta 1987 annetun neuvoston
asetuksen (ETY) N:o 2658/87 (%), sellaisena kuin se on viimeksi
muutettuna komission asetuksella (EY) N:o 578/2002 (¥, ja
erityisesti sen 9 artiklan,

sekd katsoo seuraavaa:

)

Oliivioljyn ja uutetun oliividljyn ominaisuuksista sekd
niiden mdaritysmenetelmistd 11 pdivind heindkuuta
1991 annetussa komission asetuksessa (EY) N:o 2568/
91 (), sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna asetuk-
sella (EY) N:o 2042/2001 (%), madritellddn oliivioljyn ja
uutetun oliividljyn (oliivin puristemassadljyn) fysikaa-
liset, kemialliset ja aistinvaraiset ominaisuudet sekd
kyseisten ominaisuuksien arviointimenetelmat.
Asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 4
kohdassa tarkoitetun, 1 pdivdstd marraskuuta 2001
sovellettavan raa'an oliivin puristemassadljyn luokan
uuden mdéiritelmdn mukaan tietyt oliivin puristemas-
sasta saadut Oljyt vastaavat tiettyjd ominaisuuksia lukuun
ottamatta oliivilamppudljyja.

Jotta analyyttisen parametrin puuttuessa voitaisiin
erottaa toisistaan oliivin puristemassasta sentrifugoimalla
saadut oljyt oliivilamppuéljyistd, olisi vahvistettava
vaha-, erytrodioli- ja uvaolikoostumukseen tai alifaat-
tisten alkoholien kokonaiskoostumukseen liittyvit raja-
arvot riippumatta oljyjen valmistustavasta. Tatd varten
olisi mddriteltivi menetelmi alifaattisten alkoholien
kokonaispitoisuuden madrittamiseksi.

Kyseisten uusien raja-arvojen vahvistamisen vuoksi on
tarpeen muuttaa asetuksen (ETY) N:o 2658/87 liitteessi I
oleva yhdistetyn nimikkeiston 15 ryhmién lisshuomautus
2. Tdssd yhteydessd olisi poistettava asetuksen (ETY) N:o
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2568/91 5 artikla ja liite XIV sekd erdidt asetuksessa
(ETY) N:o 2568/91 olevat virheet.

Oljyjen  rasvahappokoostumuksen — midrittimiseen
tarkoitettujen rasvahappojen metyyliesterien valmistus-
menetelmien  yhdenmukaistamiseksi ~ talli  hetkelld
voimassa olevassa asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liit-
teessi X B esitettyjen menetelmien lukumdaird voidaan
médritysmenetelmien teknisen kehityksen ansiosta rajata
oOljyjen vapaiden happojen pitoisuuden perusteella
kahteen.

Kansainvilinen oliivi6ljyneuvosto on saatujen koke-
musten perusteella kehittinyt uuden neitsytoliivioljyn
aistinvaraisten  ominaisuuksien  arviointimenetelman.
Kyseinen menetelmd on luotettavampi ja yksinkertai-
sempi kuin asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liitteessd XII
sdddetty menetelmd. Liitteessd XII sdddetty menetelma
olisi siis korvattava uudella neitsytoliividljyjen aistinva-
raisten ominaisuuksien arviointimenetelmalla.

Uuden aistinvaraisen arviointimenetelmin soveltamiseksi
on tarpeen sditdd vilimiesmenettelysta silloin, jos ilmoi-
tettu luokka ja arvioinnin tekevdn hyviksytyn raadin
médrittelemd luokka poikkeavat toisistaan.

Mairitysten  tekemisedellytysten —varmistamiseksi ja
erdiden alueiden maantieteellisten —eroavaisuuksien
huomioon ottamiseksi on tarpeen sddtid sddolojen
vuoksi eri mairdajoista niytteiden lihettimiselle labora-
torioon niytteenoton jilkeen. Oljyjen luokittelun osalta
olisi tdsmennettdvd, ettd médritystuloksia verrataan
asetuksessa (ETY) N:o 2568/91 sdddettyihin rajoihin,
joissa on jo otettu huomioon kdytettdvien médritysme-
netelmien toistettavuuden ja uusittavuuden marginaalit.

Tassd asetuksessa saddettyjd muutoksia olisi sovellettava
vasta 1 pdivistd syyskuuta 2002, jotta aikaa jéisi uusiin
standardeihin sopeutumiselle ja niiden soveltamisen
vaatimien vilineiden kiyttoonotolle ja jottei kaupan-
kdynnille aiheutettaisi hairioitd; lisiksi olisi sdadettdvd
poikkeuksesta ennen kyseistd paivimadrda vihittdis-
kauppaa varten pakattujen oliividljyjen ja oliivin puriste-
massadljyjen osalta.

Tissd asetuksessa sdddetyt toimenpiteet ovat rasvan
hallintokomitean ja tullikoodeksikomitean lausuntojen
mukaiset niiden toimivaltaan kuuluviin asioihin liittyvien
toimenpiteiden osalta,
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ON ANTANUT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

Muutetaan asetus (ETY) N:o 2568/91 seuraavasti:
1) Muutetaan 2 artiklan 1 kohta seuraavasti:

a) Korvataan kolmas luetelmakohta seuraavasti:

”

— vahapitoisuuden mdédrittdiminen liitteen IV menetel-
malla,”;

b) Lisitddn luetelmakohta seuraavasti:

”

— alifaattisten alkoholien pitoisuuden madérittiminen
liitteen XIX menetelmailld,”.

2) Korvataan 2 artiklan 2 kohta seuraavasti:

2. Kansallisilta viranomaisilta tai ndiden edustajilta edel-
lytettavistd neitsytoliividljyjen aistinvaraisten ominaisuuk-
sien tarkistuksesta vastaavat jdsenvaltioiden hyviksymat
maistajaraadit.

Ensimmdisessd kohdassa tarkoitetun oliividljyn aistinva-
raisten ominaisuuksien katsotaan olevan yhdenmukaisia
ilmoitetun oliividljyluokan kanssa, jos asianomaisen jdsen-
valtion hyviksymd raati vahvistaa kyseisen luokituksen.

Jos hyviksytty raati ei vahvista ilmoitusta ilmoitetun olii-
vidljyluokan aistinvaraisten ominaisuuksien osalta, kansal-
liset viranomaiset tai niiden edustajat teettdvit asianomaisen
pyynnostd muilla hyvaksytyilld raadeilla kaksi seurantaméda-
ritystd, joista ainakin toisen tekee asianomaisen tuottajaji-
senvaltion hyviksymd raati. Kyseisten ominaisuuksien
katsotaan olevan yhdenmukaisia ilmoitettujen ominaisuuk-
sien kanssa, jos ilmoitettu luokitus vahvistetaan molem-
missa seurantamdadrityksissd. Pédinvastaisessa tapauksessa
seurantamadrityksen kustannuksista vastaa asianomainen,
sanotun kuitenkaan rajoittamatta seuraamusten sovelta-
mista.”

3) Korvataan 2 artiklan 3 kohdan toinen alakohta seuraavasti:

"Rajoittamatta standardin EN ISO 5555 ja standardissa EN

ISO 661 olevan 6 luvun mdirdysten soveltamista ndytteet

on sijoitettava viipymittd valolta ja limmoltd suojattuun

paikkaan ja ldhetettivd laboratorioon mdédritettdviksi

viimeistaan:

— lokakuun ja toukokuun vilisend aikana nidytteenottoa
seuraavana kymmenentend tyopdivini, ja

— kesdkuun ja syyskuun vilisend aikana nédytteenottoa
seuraavana viidentend tyopdivina.”

4) Lisdtddn 2 artiklaan 5 kohta seuraavasti:

”5.  Madritystuloksia verrataan suoraan tdssd asetuksessa
sdddettyihin rajoihin oliivi6ljyjen ominaisuuksien madrittele-
miseksi 1 kohdassa sdddettyjd menetelmid noudattaen.”

5) Poistetaan 3 ja 3 a artikla.
6) Asetuksen 3 b artiklasta tulee 3 artikla.
7) Korvataan 4 artiklan 1 kohta seuraavasti:

"1.  Jdsenvaltiot voivat hyviksyd maistajaraateja, jotta
kansalliset viranomaiset tai niiden edustajat voivat arvioida
ja valvoa aistinvaraisia ominaisuuksia.

Jasenvaltioiden on vahvistettava hyviksymistd koskevat
edellytykset etenkin siten, etta:
— liitteessd XII olevan 4 kohdan edellytykset tdyttyvit,

— raadin puheenjohtajan koulutuksesta vastaa laitos jdsen-
valtion tissd tarkoituksessa hyviksymin edellytyksin,

— hyviksynnin pitevyys ratkaistaan jasenvaltion kdyttoon-
ottamassa vuotuisessa valvontajirjestelmdssd saatujen
tulosten perusteella.

Kunkin jdsenvaltion on toimitettava komissiolle luettelo
hyviksytyistd raadeista ja timin kohdan mukaisesti toteute-
tuista toimenpiteistd.”

8) Poistetaan 5 artikla.

9) Muutetaan liitteet timin asetuksen liitteen mukaisesti.

2 artikla

Muutetaan asetuksen (ETY) N:o 2658/87 liitteessi I oleva
yhdistetyn nimikkeiston 15 ryhmin lisihuomautus 2 seuraa-
vasti:

1) Korvataan B kohdan I kohdan a alakohta seuraavasti:
"a) vahapitoisuus on enintddn 300 mg/kg;”.

2) Korvataan B kohdan I kohdan g alakohdan 4 alakohta
seuraavasti:

"4) aistein todettavien ominaisuuksien virheiden mediaani
on yli 6 asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liitteen XII
mukaisesti.”.

3) Korvataan B kohdan II kohdan g alakohta seuraavasti:

»

g) aistein todettavien ominaisuuksien virheiden mediaani
on enintddn 6 asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liitteen XII
mukaisesti.”.

4) Korvataan D kohdan b alakohta seuraavasti:

"b) erytrodioli- ja uvaolipitoisuus on yli 4,5.”.

3 artikla

Tama asetus tulee voimaan seitsemantend pdivind sen jalkeen,
kun se on julkaistu Euroopan yhteisgjen virallisessa lehdessd.

Vahittdiskauppaa varten pakattuihin oliiviéljythin ja oliivin
puristemassadljyihin sitd sovelletaan 1 paiviastd syyskuuta
2002.
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Tami asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaisenaan kaikissa jasenval-
tioissa.

Tehty Brysselissi 6 pdivind toukokuuta 2002.

Komission puolesta
Franz FISCHLER

Komission jdsen
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LIITE

1) Muutetaan asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liitteitd koskeva yhteenveto seuraavasti:

a) Poistetaan liitteestd XIV ilmaisu "Yhdistetyn nimikkeiston 15 ryhmén lisshuomautukset 2, 3 ja 4”.
b) Lisitddn otsikko seuraavasti: "Liite XIX: Alifaattisten alkoholien pitoisuuden mdiritysmenetelma”.

2) Korvataan liite 1 seuraavasti:



"LIITE 1

OLIIVIOLJYJEN OMINAISUUDET

Triglyseridin HPLC:l4 Alsti
s . 2-asemassa . madritetyn ja K,,, alumii- Aistinva- Mstinva-
Happo- Peroksidiluku | Halogenoidut Stigmasta- A 270 T . . rainen arvio
L Lo Vahat olevat tyydyt- A teoreettisesti % % nioksidikisit- rainen arvio
Luokka pitoisuus mekv liuottimet ko (% dieeni lask K5, () Ky, ) ) Delta-K (¥ ith & Hedelmii-
%) ¢ 02/kg (9 ma/kg () () mg/kg (**) tyneet rasva- mglke () asketun _telyn Virl een medi- syyden medi-
hapot ECN42:n jilkeen (%) aani (Md) (¥) i (Mf) ()
(%) vilinen ero aan (
1. Ekstra-neitsytoliivioljy <10 <20 <0,20 <250 <13 <0,15 <0,2 < 2,50 < 0,20 < 0,10 < 0,01 Md=0 Mf>0
2. Neitsytoliivioljy <20 <20 < 0,20 <250 <13 <0,15 <0,2 < 2,60 <0,25 < 0,10 < 0,01 Md < 2,5 Mf>0
3. Yleisen  kauppalaadun <33 <20 <0,20 <250 <1,3 <0,15 <0,2 < 2,60 <0,25 <0,10 < 0,01 Md < 6,0 (%) —
neitsytoliivioljy
4. Neitsytoliivioljy >33 > 20 > 0,20 <300 () <13 < 0,50 <03 < 3,70 > 0,25 <0,11 — Md > 6 —
5. Puhdistettu oliivioljy <0,5 <5 <0,20 <350 <1,5 — <0,3 < 3,40 <1,20 — <0,16 — —
6. Oliivioljy <1,5 <15 <0,20 <350 <1,5 — <0,3 < 3,30 < 1,00 — <0,13 — —
7. Raaka oliivin puriste- | > 0,5 (**) — — >350 () <18 — <0,6 — — — — — —
massadljy
8. Puhdistettu oliivin puris- <0,5 <5 <0,20 > 350 <20 — <0,5 < 5,50 <2,50 — <0,25 — —
temassaoljy
9. Oliivin puristemassa'dljy <1,5 <15 <0,20 > 350 <20 — <0,5 < 5,30 < 2,00 — < 0,20 — —

(') Elektronikaappausdetektorin havaitsemien halogenisoitujen yhdisteiden yliraja yhteensi.
Kunkin yksittdisen havaitun yhdisteen yliraja on 0,10 mg/kg.
(3) Sellaisten isomeerien yhteismaard, joka voidaan (tai jota ei voida) erottaa kapillaarikolonnin avulla.
() Jos K,,, ylittdd kyseisen luokan raja-arvon, K,,, on mddritettivid uudelleen alumiinioksidikasittelyn jilkeen, jotta puhdistetut 6ljyt voidaan madritella.
(*) Jos hedelmiisyyden mediaani on 0, virheiden mediaani saa olla enintdin 2,5.
(*) Kun 6ljyn vahapitoisuus on 300—350 mg/kg, sitd pidetddn lamppuéljynd, jos alifaattisten alkoholien kokonaispitoisuus on enintdin 350 mg/kg tai jos erytrodioli- ja uvaolipitoisuus on enintddn 3,5 prosenttia.
(°) Kun 6ljyn vahapitoisuus on 300—350 mg/kg, sitd pidetddn oliivin puristemassadljynd, jos alifaattisten alkoholien kokonaispitoisuus on yli 350 mgfkg ja jos erytrodioli- ja uvaolipitoisuus on yli 3,5 prosenttia.
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Translinoli-
Happopitoisuus Trans- isomeerien Delta-7
oleiini- ja transli- . | Brassikaste- | Kampeste- | Stigmaste- | Beetasito- oeta-s Sterolit | Erytrodioli
. ) . Kolesteroli ) : . . stigmaste- B . .
Luokka isomeerien | noleeni- %) roli roli roli steroli ol yhteensd | ja uvaoli
Myristiini | Linoleeni | Arakidiini | Eikosaeeni Beheeni Ll‘%ﬁgise_ sug/gna 1s$rr;erenr;en ) ) ) @) () (%) (mefkg) 00 %)
(%) (%) (%) (%) (%) %) %)
1. Ekstra—neitsytoliivi— < 0,05 <09 <0,6 <04 <0,2 <0,2 < 0,05 < 0,05 <0,5 <0,1 <40 < Kamp. >93,0 <0,5 >1000 <45
oljy
2. Neitsytoliiviéljy < 0,05 <09 <0,6 <04 <0,2 <0,2 < 0,05 < 0,05 <0,5 <0,1 <40 < Kamp. >93,0 <0,5 >1000 <45
3. Yleisen kauppa- | <0,05 <09 <0,6 <04 <0,2 <0,2 < 0,05 < 0,05 <0,5 <01 <4,0 <Kamp. | 2930 <05 21000 <45
laadun neitsytoliivi-
oljy
4. Neitsytoliivilamppu- < 0,05 <09 <0,6 <04 <0,2 <0,2 <0,10 <0,10 <0,5 <0,1 <40 — >93,0 <0,5 >1000 | <450
oljy
5. Puhdistettu oliiviéljyy | < 0,05 <09 <0,6 <04 <0,2 <0,2 < 0,20 < 0,30 <0,5 <01 <4,0 <Kamp. | 2930 <05 21000 <45
6. Oliivioljy < 0,05 <09 <0,6 <04 <0,2 <0,2 < 0,20 < 0,30 <0,5 <01 <4,0 <Kamp. | 2930 <05 >1000 <45
7. Raaka oliivin puris- | <0,05 <09 <0,6 <04 <0,3 <0,2 < 0,20 < 0,10 <0,5 <0,2 <4,0 — >93,0 <05 22500 | >45()
temassadljy
8. Puhdistettu  oliivin | < 0,05 <09 <0,6 <04 <0,3 <0,2 < 0,40 < 0,35 <0,5 <0,2 <4,0 <Kamp. | 2930 <05 > 1800 > 4,5
puristemassaoljy
9. Oliivin puristemas- | < 0,05 <09 <0,6 <04 <0,3 <0,2 < 0,40 < 0,35 <0,5 <0,2 <4,0 <Kamp. | 2930 <05 > 1600 > 4,5
saoljy

(') Seuraavien summa: delta-5,23-stigmastadieeni + kolesteroli + beetasitosteroli + sitostanoli + delta-5-avenasteroli + delta-5,24-stigmastadieeni.
(¥ Kun 6ljyn vahapitoisuus on 300—350 mglkg, sitd pidetddn lamppudljyni, jos alifaattisten alkoholien kokonaispitoisuus on enintdin 350 mg/kg tai jos erytrodioli- ja uvaolipitoisuus on enintddn 3,5 prosenttia.
(}) Kun 6ljyn vahapitoisuus on 300—350 mg/kg, sitd pidetddn oliivin puristemassadljynd, jos alifaattisten alkoholien kokonaispitoisuus on yli 350 mg/kg ja jos erytrodioli- ja uvaolipitoisuus on yli 3,5 prosenttia.

Huom.

a) Midritystulokset on ilmaistava yhtd monen desimaalin tarkkuudella kuin kunkin ominaisuuden osalta esitetdin.
Viimeinen ilmaistava luku on pyoristettivi yhdelld yksikolld ylospéin, jos sitd seuraava luku on suurempi kuin 4.
b) Jos yksikin ominaisuus poikkeaa annetuista arvoista, 6ljyn luokka muutetaan tai sen puhtausarvoa ei hyviksyta.
¢) Oljyn laatuun viittaavat tahdelld () merkityt ominaisuudet tarkoittavat, etti:
— lamppuoliividljyn osalta sitd koskevia rajoja (lukuun ottamatta K,,:ta) ei tarvitse noudattaa samanaikaisesti;
— jos jotain rajaa ei noudateta muiden neitsytoliividljyjen osalta, luokkaa muutetaan, mutta se siilyy edelleen luokiteltuna johonkin neitsytoliiviéljyluokkaan.
d) Kahdella tihdelld (**) merkityt ominaisuudet tarkoittavat ettd kyseisen oliivin puristemassadljyn osalta kaikkia rajoja ei tarvitse noudattaa samanaikaisesti.”
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3) Korvataan liite X B seuraavasti:

"LIITE X B

OLIIVIOLJYN JA OLIIVIN PURISTEMASSAOLJYN RASVAHAPPOJEN METYYLIESTEREIDEN VALMISTA-
MINEN

Oliividljyn ja oliivin puristemassadljyn metyyliestereiden valmistamiseksi suositellaan seuraavia kahta menetelmaa:
Menetelmd A: Transesterdinti kaliumhydroksidin metanoliliuoksella kylmassa.

Menetelmd B: Metylointi natriummetylaatin metanoliliuoksella kuumassa, minka jilkeen esteréinti happamassa
ymparistossd.

Menetelmd valitaan maédriteltdvdn analyyttisen parametrin ja 6ljyluokan perusteella seuraavasti:

a) E,,-triglyseridien mddritystulosten ja teoreettisten pitoisuuksien valisen eron mddrittiminen:

— menetelmdd A sovelletaan kaikkien luokkien oljyihin sen jalkeen, kun 6ljy on puhdistettu pithappogeelikolon-
nissa;

b) rasvahappokoostumuksen madrittiminen:
— menetelmdd A sovelletaan suoraan seuraavien luokkien oOljynéytteisiin:
— neitsytoliivioljy, jonka vapaiden happojen pitoisuus on alle 3,3 %,
— puhdistettu oliivioljy,
— oliivioljy (neitsytoliiviéljyn ja pudistetun oliividljyn sekoitus),
— puhdistettu oliivin puristemassadljy,
— oliivin puristemassadljy (neitsytoliivioljyn ja puhdistetun oliivin puristemassadljyn sekoitus),
— menetelmdd B sovelletaan sellaisenaan seuraavien luokkien oljyndytteisiin:
— neitsytoliividljy, jonka vapaiden happojen pitoisuus on yli 3,3 %,
— Raaka oliivin puristemassaéljy,

¢) trans-isomeerien rasvahappojen mdarittiminen:
— menetelmdd A sovelletaan suoraan seuraavien luokkien Oljynaytteisiin:
— neitsytoliivioljy, jonka vapaiden happojen pitoisuus on alle 3,3 %,
— puhdistettu oliividljy,
— oliivioljy (neitsytoliiviéljyn ja pudistetun oliiviéljyn sekoitus),
— puhdistettu oliivin puristemassadljy,
— oliivin puristemassadljy (neitsytoliividljyn ja puhdistetun oliivin puristemassadljyn sekoitus),
— menetelmédd A sovelletaan seuraavien luokkien 6ljyihin sen jilkeen, kun 6ljy on puhdistettu pithappogeelikolon-
nissa:
— neitsytoliivioljy, jonka vapaiden happojen pitoisuus on yli 3,3 %,
— raaka oliivin puristemassadljy.

OLJYNAYTTEIDEN PUHDISTAMINEN

Niytteet on tarvittaessa puhdistettava pithappogeelikolonnissa kiyttden liuottimena heksaania/dietyylioksidia (87:13,
vfv) IUPAC 2.507 -menetelmdssd kuvatulla tavalla.

Vaihtoehtoisesti voidaan tehdd kiintedfaasiuutto pithappopatruunoita kdyttien. Pithappopatruuna (1 g, 6 ml) laitetaan
tyhjioeluutiolaitteeseen ja pestdin 6 mllla heksaania. Tyhjiointi lopetetaan, jottei kolonni kuivu. Kolonniin laitetaan
oljylivos (noin 0,12 g) 0,5 mlissa heksaania. Tyhjiidddn, jotta liuos imeytyy piihappoon, eluoidaan tyhjiossd
10 mlla heksaania/dietyylioksidia (87:13 v/v). Homogenoidaan eluaatti kokonaan ja jaetaan se kahdeksi yhtd suureksi
ndytteeksi. Toinen nidyte haihdutetaan kuiviin alipaineessa pyorohaihduttajassa huoneenlimmossd. Jaannos liotetaan
1 ml:aan heptaania. Saadusta liuoksesta voidaan maarittdd rasvahapot kaasukromatografialla. Toinen ndyte haihdute-
taan ja liuotetaan jadnnds 1 ml:aan asetonia triglyseridien madrittdmiseksi tarvittaessa HPCL-menetelmalla.

RASVAHAPPOJEN METYYLIESTERIEN VALMISTUSMENETELMAT

1 Menetelmi A: Transesterdinti kaliumhydroksidin metanoliliuoksella kylmdssi

1.1 Soveltamisala

T4td nopeaa menetelmai sovelletaan oliividljyihin ja oliivin puristemassadljyihin, joiden vapaiden happojen
pitoisuus on alle 3,3 %. Vapaat rasvahapot eivit esteridy kaliumhydroksidilla. Rasvahappojen etyyliesterit
transesterdityvit hitaammin kuin glyseroliesterit, ja on mahdollista, ettd ne metyloituvat vain osittain.
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1.2

1.3

1.4

1.5

2.1

2.2

23

2.4

2.5

Periaate

Metyyliesterit muodostuvat transesterditymalld kaliumhydroksidin metanoliliuoksessa vilivaiheessa ennen
saippuointia (ISO 5509:2000 -menetelmin 5 kohta, IUPAC 2.301 -menetelmin 5 kohta).

Reagenssit
Metanolia, jossa enintddn 0,5 % (m/m) vettd.
Heptaania kromatografiaa varten.

Kaliumhydroksidin noin 2 N metanoliliuos, joka saadaan liuottamalla 11,2 grammaa kaliumhydroksidia
100 ml:aan metanolia.

Vilineisto
Kierrekorkkisia koeputkia (tilavuus 5 ml), joiden korkissa PTFE-liitos.

Mitta- tai automaattipipetit, 2 ja 0,2 ml.

Suoritus

Mitataan 5 mln kierrekorkilliseen koeputkeen noin 0,1 grammaa niyteoljyd. Lisitddn 2 ml heptaania ja
ravistetaan. Lisdtddn 0,2 ml kaliumhydroksidin 2 N metanoliliuosta, suljetaan tiiviisti PTFE-liitoksella varus-
tetulla korkilla, ravistetaan voimakkaasti 30 sekuntia. Putken annetaan seistd kunnes liuoksen pintakerros
kirkastuu. Erotetaan pintakerros, jossa metyyliesterit ovat. Heptaaniliuos voidaan injektoida kromatografiin.
Liuos on syytd sdilyttad jadkaapissa kunnes se mairitetddn kromatografilla. Liuosta ei suositella sdilytettavaksi
yli 12:ta tuntia.

Menetelmi B: Metylointi natriummetylaatin metanoliliuoksella kuumassa, minkd jilkeen esterdinti
happamassa ympiristossi

Soveltamisala

T4td menetelmdd sovelletaan oliivioljyihin ja oliivin puristemassadljyihin, joiden vapaiden happojen pitoisuus
on yli 3,3 %.

Periaate

Vapaiden rasvahappojen neutralointi ja glyseridien emaksinen metanolyysi, minkd jilkeen rasvahapot esteroi-
dddn happamassa ympdristossd (IUPAC 2.301 -menetelmidn 4.2 kohta).

Reagenssit

— heptaania kromatografiaa varten,
— metanolia, jossa enintddn 0,05 % (m/m) vettd,

— natriummetylaatin 0,2 N metanoliliuos, joka saadaan liuottamalla 5 g natriumia 1 000 ml:aan metanolia
(voidaan valmistaa kaupallisesta liuoksesta),

— fenoliftaleiinin 0,2 % metanoliliuos,

— rikkihapon 1 N metanoliliuos, joka saadaan lisddmalld 3 ml 96 %:sta rikkihappoa 100 ml:aan meta-
nolia,

— natriumkloridin kyllastettyd vesiliuosta.

Vilineisto

— tasapohjainen mittapullo, tilavuus 50 ml, pitkd- ja kapeakaulainen ja hiosliitoksella varustettu,
— palautusjddhdytin. IImapalautusjadhdytin (1 m), jossa hiosliitos,

— Kiehumakivi

— Lasisuppilo

Suoritus

Kaadetaan 0,25 g ndytedljyd hiottukaulaiseen 50 mlin pulloon. Lisitddn lasisuppilon avulla 10 ml natrium-
metylaatin 0,2 N metanoliliuosta ja kiehumakivi. Palautusjdddytin asennetaan paikoilleen, ravistetaan ja
keitetddn kichuvaksi. Liuoksen on muututtava kirkkaaksi noin 10 minuutissa. Reaktio on kdytinnossi
loppunut 15 minuutin kuluttua. Otetaan pullo limmonldhteestd, odotetaan palautuksen loppumista, poiste-
taan jadhdyttdjd ja lisitddn 2 tippaa fenoliftaleiiniliuosta. Lisitdan muutama ml rikkihapon 1 N metanoli-
livosta kunnes se muuttuu vérittomaksi, minkd jilkeen lisitddn vield 1 ml. Kytketddn jadhdytin paille ja
kuumennetaan uudestaan kichuvaksi noin 20 minuutin ajan. Otetaan pullo limmonldhteestd ja jaddytetdin
juoksevan veden alla. Poistetaan jadhdyttdja, lisitddn 20 ml kyllastettyd natriumkloridiliuosta ja ravistetaan.
Lisitddn 5 ml heptaania, suljetetaan pullo ja ravistetaan voimakkaasti 15 sekuntia.
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2.6

2.6.1

2.6.1.1

2.6.1.2

2.6.1.3

2.6.1.4

2.6.2

2.6.2.1

2.6.2.2

2.6.2.3

Annetaan erottua, kunnes molemmat faasit ovat tdysin erottuneet. Lisitddn kylldstettyd natriumkloridiliuosta
kunnes vesifaasi nousee pullon kaulan alareunan tasalle. Pullon kaulassa oleva pintafaasi sisdltdd metyylies-
terit. Saatu liuos voidaan injektoida kaasukromatografiin.

Huom: Menetelmidi B kiytettdessd metylointi on tehtivd vetokaapissa.

Vaihtoehtoja menetelmin B mukaiselle metyloinnille

Menetelmd C

Periaate

Méiritettdvd rasva tai Oljy kasitellddn vetykloridin metanoliliuoksella suljetussa suppilossa 100 °C:ssa.

Vilineisto

— Noin 5 mln vahvaseindinen lasisuppilo (korkeus 40—45 mm, halkaisija 14—16 mm).

— Mittapipettejd, 1 ja 2 ml.

Reagenssit

Kloorivetyhapon 2 % metanoliliuos, valmistettu kaasumaisesta kloorivetyhaposta ja vedettdmastid metanolista
(Huom. 1).

Heksaania kromatografiaa varten

Huom 1: On mahdollista kiyttdd kaupallisia kloorivetyhapon metanoliliuoksia. Pienid madrid vetykloridikaasua voidaan
helposti valmistaa laboratoriossa lisddmalld kaupalliseen liuokseen (p = 1,18) muutama tippa vikeviid rikkihappoa.
Metanoli absorboi vetykloridihappoa hyvin nopeasti, minké vuoksi se on liuotettava varovasti, esimerkiksi johta-
malla kaasu pieneen, ylosalaisin olevaan pulloon, jonka suu koskettaa nestepintaa. Vetykloridin metanoliliuosta
voidaan valmistaa suuria marid etukiteen, silld se siilyy pimedssd erittdin hyvin lasitulpallisissa pulloissa. Reagenssi
voidaan valmistaa my6s liuottamalla asetyylikloridia vedettomdin metanoliin.

Suoritus

— Ennalta natriumsulfaatilla kuivattua ja suodatettua rasvaa tai 6ljyd punnitaan 0,2 g lasipulloon ja lisdtddn
2 ml vetykloridin metanoliliuosta. Suljetaan pullo.

— Upotetaan pullo 100 °C:een 40 minuutiksi.
— Jadhdytetddn pullo juoksevan veden alla, avataan ja lisitddn 2 ml tislattua vettd ja 1 ml heksaania.
— Sentrifugoidaan ja poistetaan heksaanifaasi, joka on valmis kiytettavaksi.

Menetelmd D

Periaate

Méiritettdvdd rasvaa tai Oljyd kuumennetaan palautusjadhdyttimelld varustetussa koeputkessa metanolin,
heksaanin ja rikkihapon kanssa. Syntyneet metyyliesterit uutetaan petrolieetterilld.

Vilineisto

— Hiosliitoksella varustettu koeputki, tilavuus noin 20 ml, jossa noin 1 m:n pituinen ilmapalautusjdah-
dytin.

— Mittapipetti, 5 ml

— Erotussuppilo, 50 ml

— Koeputkia, 10 ja 25 ml

— Kartiopohjainen koeputki, tilavuus 15 ml

Reagenssit

— Metylointireagenssi: vedettoméin metanolin, heksaanin ja vikevdn rikkihapon (p = 1,84) seos 75:25:1

(v[v]v).
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2.6.2.4

— Petrolieetteri, 40—60 °C.
— Vedetén natriumsulfaatti.

Suoritus
Punnitaan 20 mlin putkeen 0,1 g oljyd ja lisitddn 5 ml metylointireagenssia.

Palautusjddhdytin asennetaan paikoilleen ja koeputkea kuumennetaan 30 minuuttia kiehuvassa vesihauteessa
(Huom. 2).

Seos siirretddn kvantitatiivisesti 50 mln erotussuppiloon kiyttien 10 ml tislattua vettd ja 10 ml petrolieet-
terid. Ravistetaan voimakkaasti ja odotetaan faasien erottumista. Erotetaan vesifaasi ja pestddn eetterifaasi
kaksi kertaa 20 mllla tislattua vettd. Erotussuppiloon lisitddn pieni mddrd vedetontd natriumsulfaattia,
ravistetaan, annetaan laskeutua muutama minuutti ja suodatetaan. Suodos kerdtddn 15 mln kartiopohjaiseen
koeputkeen.

Liuotin haihdutetaan vesihauteessa typpivirrassa.

Huom. 2: Kiehumisen hillitsemiseksi koeputkeen asetetaan lasisauva ja estetddn vesihauteen limpdtilaa nousemasta yli
90 °C:n.

Tarkkuusparametrit

Kansainvilisen oliividljyneuvoston menetelmissi COI/T.20/DOC. nro 24 esitetidn menetelmien A ja B
tarkkuuden tilastollinen arvio.

SUOSITUKSET OLIIVIOLJYN JA OLIIVIN PURISTEMASSAOLJYN RASVAHAPPOJEN ESTERIEN KAASUKROMATOG-

2.1

2.2

RAFISTA MAARITYSTA VARTEN

Suoritus

Rasvahappojen esterien heksaaniliuosten kaasukromatografinen madaritys tehddan I1SO 5508 -standardin
mukaisesti kdyttimilld kapillaarikolonnia (pituus 50 m x sisihalkaisija 0,25 tai 0,32 mm), joka on varus-
tettu syanopropysilikonipinnoitteella, kuten trans-isomeerien rasvahappojen maéirittdmiseksi on vahvistettu.
(ks. COI|T.20/Asiakirja nro 17).

Kuviossa 1 esitetddn rasvahappojen metyyli- ja etyyliestereitd sekd metyyliestereiden trans-isomeerejd sisdl-
tavin oliivin puristemassadljyn tyypillinen kromatogrammi.

Laskeminen

Rasvahappokoostumuksen ja ECN42:n laskemiseksi on otettava huomioon seuraavat rasvahapot:
Myristiinihappo (C14:0).

Palmitiinihappo (C16:0) Metyyli- ja etyyliestereitd vastaavien piikkien pinta-alojen summa.
Palmitoleiinihappo (C16:1) Metyyliestereiden ©9- ja w7 -isomeereji vastaavien piikkien pinta-alojen summa.
Heptadekaanihappo (C17:0).

Heptadekeenihappo (C17:1).

Steariinihappo (C18:0).

Oleiinihappo (C18:1) Metyyliestereiden ©9- ja ©7 -isomeerejd, etyyliesterejd sekd metyyliestereiden trans-
isomeerejd vastaavien piikkien pinta-alojen summa.

Linolihappo (C18:2) Metyyli- ja etyyliesterejd ja metyyliestereiden trans-isomeerejd vastaavien piikkien pinta-
alojen summa.

Arakidiinihappo (C20:0).

Linoleenihappo (C18:3) Metyyliesterejd ja metyyliestereiden trans-isomeerejd vastaavien piikkien pinta-alojen
summa.

Eikosaeenihappo (C20:1).

Beheenihappo (C22:0).

Lignoseriinihappo (C24:0).

Skvaleenia ei oteta huomioon kokonaispinta-alaa laskettaessa.

Trans-C18:1:n prosenttiosuutta laskettaessa kdytetddn kyseisen rasvahapon metyyliestereitd vastaavaa piikkia.
Trans-C18:2 ja trans-C18:3:n summan saamiseksi lasketaan yhteen kaikki molempien rasvahappojen trans-
isomeerejd vastaavat piikit. Kokonaispinta-alan laskemiseksi otetaan huomioon kaikki 2.1 kohdassa mainitut
piikit. (ks. COI/T.20/Asiakirja nro 17).

Kunkin rasvahapon prosenttiosuus lasketaan seuraavan kaavan mukaisesti:

% X = (pinta-ala X x 100) | (kokonaispinta-ala)
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Kuvio 1: Metylaatiomenetelmilld kylmédssd saatu oliivin puristemassadljyn kromatogrammi. Kromatog-
rammin piikit vastaavat metyyliestereitd, ellei toisin mainita.”

4) Korvataan liite XII seuraavasti:

3.1

"LIITE XII

NEITSYTOLIIVIOLJYN AISTINVARAINEN ARVIOINTI

TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Talld menetelmilld on tarkoitus vahvistaa asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 1 kohdassa tarkoitet-
tujen neitsytoliiviéljyjen aistinvaraisten ominaisuuksien arvioimiseksi tarvittavat perusteet ja kuvata mene-
telmd niiden luokittelemiseksi taltd osin.

Kuvattua menetelmdi sovelletaan ainoastaan neitsytoliivioljyjen luokitteluun hedelmaisyyden ja virheiden
médrin mukaan, jotka maarittdd 4 kohdan mukaisesti raadin muodostava ryhma valittuja ja koulutettuja
maistajia.

YLEISTA

Yleisen perussanaston, maistamishuoneen, yleisen menettelyn ja oljyjen maistamislasien osalta suositellaan
noudatettavaksi kansainvilisen oliividljyneuvoston ohjeita.

ERITYINEN SANASTO

Positiiviset ominaisuudet

Hedelmdinen: oliivien lajikkeesta riippuvat, suoraan tai jdlkivaiheessa havaitut hajuaistimukset, jotka ovat
ominaisia hyvinlaatuisista ja tuoreista, raaoista tai kypsistd oliiveista saadulle oljylle.

Karvas: raaoista tai vield kypsyvistd oliiveista saadun 6ljyn ominaismaku.

Pistava: pistelevd suutuntuma, joka on ominainen kasvukauden alussa pdiasiassa vield raaoista oliiveista
tuotetuille 6ljyille.
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3.2

5.1

Negatiiviset ominaisuudet

Tunkkainen: maku, joka on ominainen kasoina varastoiduista oliiveista, joissa kdyminen on padssyt pitkalle,
saadulle oljylle.

Homeinen, kostea: maku, joka on ominainen sellaisista oliiveista saadulle 6ljylle, joita on siilytetty useita paivid
kosteissa olosuhteissa, joissa niithin on paissyt kasvamaan sienirihmastoa ja hometta.

Sakkainen: maku, joka on ominainen oljylle, joka on ollut kosketuksissa tynnyrien ja sammioiden pohjasakan
kanssa.

Viinimdinen-etikkainen: erdille oljyille ominainen viinid tai etikkaa muistuttava maku. Se johtuu paiasiassa
oliivien kadymisestd, joka johtaa etikkahapon, etyyliasetaatin ja etanolin muodostumiseen.

Metallinen: maku, joka muistuttaa metallia. Se on ominainen 6ljylle, joka on ollut pitkiaikaisessa kosketuk-
sessa metallinpintojen kanssa murskauksen, sekoituksen, puristuksen tai varastoinnin aikana.

Eltagntunut: hapettuneisiin 6ljyihin liittyvd maku.

Paistunut tai palanut: Oljyille ominainen maku, joka johtuu lijallisesta tai liian pitkdstd kuumentamisesta
valmistuksen aikana, varsinkin kun tahnaa sekoitetaan ja kuumennetaan samanaikaisesti ja se tehdddn
sopimattomissa limpoolosuhteissa.

Heinamadinen-puumainen: erdiden kuivista oliiveista saatujen 6ljyjen maku.

Karkea: erdiden 6ljyjen aiheuttama paksu, tahmea tuntu suussa.

Rasvainen: 6ljyn maku, joka muistuttaa petrolia, rasvaa tai mineraalioljya.
Sivumaku: maku, joka syntyy kun 6ljy on ollut kauan kosketuksissa veden kanssa.
Suolavesi: suolaliemessd sdilotyistd oliiveista saadun 6ljyn maku.

Espartoheind: uusien espartomattojen lapi puristetun 6ljyn maku. Se voi olla erilainen sen mukaan, oliko
mattojen esparto vihredd vai kuivaa.

Maa: pesemittomistd maahan pudonneista tai mutaisista oliiveista saadun 6ljyn maku.

Toukkainen: oliivikirpdsen (Bactrocera Oleae) toukkien pilaamista oliiveista saadun 6ljyn maku.

Kurkku: sellaisen 6ljyn maku, jota on silytetty ilmatiiviissd peltiastioissa liian kauan; se johtuu 2,6-nonadie-
naalin muodostumisesta.

RAATI

Jdsenvaltion nimittdmaan raatiin kuuluu puheenjohtaja ja 8—12 maistajaa. Markkinointivuonna 2001/2002
maistajia voi kuitenkin olla alle 8.

Puheenjohtajalla on oltava vankka koulutus ja asiantuntemus, ja hinen on tunnettava perusteellisesti kaikki
oljytyypit. Hin on vastuussa raadista, sen jdrjestimisestd ja toiminnasta, niytteiden valmistelemisesta,
koodauksesta ja esittelystd maistajille sekd tietojen keruusta ja niiden Kkisittelysté tilastollisesti.

Puheenjohtaja valitsee maistajat. Lisdksi hidn huolehtii maistajien koulutuksesta ja niiden tehtivien valvon-
nasta varmistaakseen, ettd maistajien soveltuvuus tehtdvdansa siilyy asianmukaisena.

Oliivi6ljyn aistinvaraisten ominaisuuksien tarkastukseen osallistuvat maistajat on kansainvilisen oliividljyneu-
voston neitsytoliiviéljyn patevien maistajien valintaa, koulutusta ja valvontaa koskevien ohjeiden mukaisesti
valittava ja koulutettava sen mukaan, miten he pystyvit erottamaan toisistaan samankaltaisia naytteitd.
Raatien on sitouduttava osallistumaan havaintoja koskevien perusteiden sddnnélliseksi valvomiseksi ja yhden-
mukaistamiseksi kansallisella, yhteison tai kansainviliselld tasolla suunniteltuihin aistinvaraisiin arviointeihin.

Lisdksi niiden on toimitettava asianomaiselle jasenvaltiolle vuosittain tiedot raadin kokoonpanosta ja hyvik-
syttynd raatina tehtyjen arviointien lukumaarasti.

AISTINVARAINEN ARVIOINTIMENETTELY JA LUOKITTELU

Miten maistaja kiyttdd profiililomaketta

Maistajan kayttima profiililomake on timidn menetelmin lisiyksessd A.
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5.2

5.3

5.4

Kunkin raatiin kuuluvan maistajan on haistettava ja maistettava (') tarkasteltavaa maistelulasissa olevaa oljy
ja arvioitava haju-, maku- ja suutuntumahavaintoja sekd kineettisid havaintoja. Sen jilkeen hdnen on
merkittavd profiililomakkeeseensa kunkin negatiivisen ja positiivisen ominaisuuden voimakkuusaste.

Jos maistaja havaitsee negatiivisia ominaisuuksia, joita ei ole merkitty profiililomakkeeseen, ne on merkittava
kohtaan 'muut’ ja kdytettdvd niitd timin menetelmidn 3.2 kohdassa maéariteltyjd ilmaisuja, jotka parhaiten
kuvaavat kyseisid ominaisuuksia.

Miten raadin puheenjohtaja kiyttid tietoja

Raadin puheenjohtajan on kerittivd kunkin maistajan tdyttimat profiililomakkeet ja tarkistettava merkityt
voimakkuusasteet. Jos havaitaan poikkeavuuksia, puheenjohtaja pyytdd maistajaa tarkistamaan profiililomak-
keensa ja tarvittaessa toistamaan kokeen.

Raadin puheenjohtaja voi viedd kunkin maistajan tiedot tietokonesovellukseen mediaanin laskemiseksi (lisdys
B). Kutakin néytettd koskevat tiedot kootaan taulukkoon, jossa on sarakkeet kullekin 10:lle aistihavaintoa
koskevalle ilmaisulle ja maistajien lukumairad vastaava mddrd rivejd.

Kun vihintddn puolet raadin jdsenistd on merkinnyt negatiivisen ominaisuuden kohtaan 'muut, raadin
puheenjohtajan on laskettava kyseisen ominaisuuden mediaani ja tehtdvd vastaava luokitus.

Kun kyse on vaatimustenmukaisuustarkastuksina tai seurantaméirityksind tehdyistd arvioinneista, raadin
puheenjohtajan on arvioitettava 6ljy aistinvaraisesti kolme kertaa vihintddn yhden péivin vilein. Ilmaisujen
mediaani lasketaan kaikkien profiililomakkeisiin kolmessa testissdi merkittyjen tietojen perusteella.

Oljyjen luokittelu

Oljy luokitellaan jiljempiné esitettyihin luokkiin virheiden ja hedelméisyyden mediaanin mukaan. Virheiden
mediaanilla tarkoitetaan voimakkaimmin havaitun negatiivisen ominaisuuden mediaania. Kyseisen negatii-
visen ominaisuuden robustin variaatiokertoimen on oltava enintdin 20 prosenttia.

a) Ekstra-neitsytoliivioljy: virheiden mediaani on 0 ja hedelmiisyyden mediaani yli 0;
b) neitsytoliividljy: virheiden mediaani on 0—2,5 ja hedelmdisyyden mediaani yli 0;

¢) yleisen kauppalaadun neitsytoliivioljy: virheiden mediaani on 2,5—6,0 tai virheiden mediaani on korkeintaan
2,5 ja hedelmiisyyden mediaani 0;

d) neitsytoliivilamppudljy: virheiden mediaani on yli 6,0.
Luokat ¢ ja d korvataan kuitenkin 1 péivdstd marraskuuta 2003 seuraavalla luokalla:

¢) Oliivilamppudljy: virheiden mediaani on yli 2,5 tai virheiden mediaani on korkeintaan 2,5 ja hedelmai-
syyden mediaani 0.
Erityistapaukset

Jos jonkin muun positiivisen ominaisuuden kuin hedelmaisyyden mediaani on yli 5,0, raadin puheenjohtaja
tekee siitd merkinndn 6ljyn arviointitodistukseen.

(') Maistaja voi kieltdytyd maistamasta, jos hdnen mielestddn ndytteessd on jokin erittdin vastenmielinen ominaisuus. Tdstd poikkeukselli-
sesta tapahtumasta on tehtivd merkintd profiililomakkeeseen.
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LISAYS A

Profiililomake

(maistajan kayttoon)

HAVAITUT VIRHEET VOIMAKKUUS

: »
Tunkkainen I

: »
Homeinen, kostea I

: »
Viinimdinen—etikkainen I

: »
Sakkainen I

| »
Metallinen I

| »
Eltaantunut I

| »
Muut (tdsmennettidva) I

HAVAITUT POSITIIVISET OMINAISUUDET

Hedelmdinen I
. »
Karvas I
Pistdvi I
Maistajan nimi Niytteen tunnus

Piiviys:



L 128/22 Euroopan yhteisojen virallinen lehti 15.5.2002

LISAYS B

MEDIAANIN JA LUOTTAMUSVALIN LASKUTAPA

Mediaani

Me=[P(X<Xm)<1/2AP(X<Xm)z1/2]

Mediaani on reaaliluku Xm, joka osoittaa, ettd todenndkdisyys (P) siihen, ettd jakauman arvot (X) ovat pienempii kuin
Xm, on korkeintaan 0,5 ja ettd samanaikaisesti todenndkoisyys (P) siihen, ettd jakauman arvot ovat korkeintaan Xm,
on vahintédin 0,5. Toisen maaritelmdn mukaan mediaani on 50. prosenttipiste suuruusjirjestykseen asetetuista luvuista.
Toisin sanoen mediaani on keskimmadinen suuruusjirjestykseen asetuista luvuista, jos niitd on pariton mddrd, tai
kahden keskimmadisen luvun keskiarvo, jos suuruusjdrjestykseen asetettuja lukuja on parillinen méara.

Robusti keskihajonta

1,25 IQR
1,35 \N

Jotta mediaanin variaatiosta saataisiin luotettava arvio, on kiytettdvd Stuartin ja Kendallin arviointimenetelmédd
robustin keskihajonnan méirittdmiseksi. Asymptoottisen keskihajonnan (S) kaava sisdltdd arvot N ja IQR. N on
havaintojen lukumaéira ja IQR kvartiilivalin pituus eli kyseessd olevien tietojen variaation robusti arvio (tismalleen 50
prosenttia minkd tahansa todenndkoisyysjakauman havainnoista on kvartiilivélilld). Kvartiilivali lasketaan laskemalla
75. ja 25. prosenttipisteen vilinen poikkeama.

IQR = 75. prosenttipiste — 25. prosenttipiste
Prosenttipiste on arvo Xpc, joka osoittaa ettd todenndkoisyys (P) sithen, ettd jakauman arvot ovat pienempid kuin Xpc,
on korkeintaan tietty prosentti, ja ettd samanaikaisesti todenndkoisyys siihen, ettd jakauman arvot ovat korkeintaan

Xpc, on véhintddn kyseinen prosentti. Prosentti ilmoittaa tietyn jakauman arvon. Kun kyseessd on mediaani, se on
50/100.

n n
Prosenttipiste = [P (X < Xpc) s — A P (X < Xpc) 2 —
P [P ( pe) oo ( pe) lOOJ

Prosenttipiste on siis jakauman arvo, joka vastaa tiettyd aluetta, joka on mddritelty jakauman tai tiheyden kaarelta.
Esimerkiksi 25. prosenttipiste osoittaa jakauman arvoa, joka vastaa aluetta kohdassa 0,25 tai 25/100.

Robusti variaatiokerroin (%)

S
CVR=—100
Me

Robusti variaatiokerroin on puhdas (eli dimensioton) luku, joka osoittaa analysoitavan lukujoukon variaation prosent-
tiosuuden suhteessa mediaanin arvoon Me. Timin vuoksi kyseinen kerroin on erittdin hyodyllinen raadin jisenten
luotettavuuden tarkistamiseksi.

95 prosentin luottamusvili suhteessa mediaaniin
95 prosentin luottamusvili (IC) (ensimmdisen lajin virheen arvo on 0,05 tai 5 prosenttia) kuvaa vilid, jolla mediaanin
arvo voi vaihdella, jos koe olisi mahdollista toistaa lukemattomia kertoja. Kdytinnossd luottamusvili osoittaa kokeen
vaihteluvilid valituissa toimintaolosuhteissa, jos kokeen voisi toistaa useita kertoja. Luottamusvilin, kuten robustin
variaatiokertoimenkin avulla voidaan arvioida kokeen luotettavuus.
I. C. Sup.=Me + (c.5)
I. C. Inf. = Me - (c.S)

jossa ¢ on 1,96 kun luottamusvili on 0,95.

Luokittelu tehdddn vertaamalla mediaanin arvoja menetelmin 5.3 kohdassa maariteltyihin vertailuvaleihin. Tietokone-
sovelluksen avulla luokittelu voidaan esittdd visuaalisesti tilastotiedoista koottuna taulukkona tai kaaviona.”
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5) Poistetaan liite XIV.

6) Lisdtddn liite XIX seuraavasti:

"LIITE XIX

ALIFAATTISTEN ALKOHOLIEN PITOISUUDEN MAARITTAMINEN KAASUKROMATOGRAFISESTI KAPIL-

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10

3.10.1

3.10.2

3.10.3

3.10.4

4.1

4.2

4.3

LAARIKOLONNILLA

TARKOITUS

Téssd kuvataan menetelmd rasvojen tai 6ljyjen sisiltdimien yksinkertaisten alifaattisten alkoholien pitoisuuden
ja niiden kokonaispitoisuuden médrittdmiseksi.

MENETELMAN PERIAATE

Rasva tai 0ljy, johon on lisitty 1-eikosanolia sisdiseksi standardiksi, saippuoidaan kaliumhydroksidin avulla
etanoliliuoksessa ja saippuoitumattomat osat uutetaan eetterilld. Alkoholifraktio erotetaan saippuoitumatto-
masta uutteesta kromatografian avulla emiksiselld silikageelilevylld; silikageelistd saadut alkoholit muutetaan
trimetyylisilyylieettereiksi ja maéiritetddn kapillaarikaasukromatografian avulla.

VALINEISTO

Pullo, 250 ml, jossa on hiotut lasiliitinnat sekd palautusjadhdytin.

Erotussuppilo, 500 ml.

Pulloja, 250 ml

Ohutkerroskromatografialaitteisto, jonka lasilevyjen koko on 20 x 20 cm.

UV-valo, jonka aallonpituus on 366 tai 254 nm.

Mikroruiskuja, 100 pl ja 500 pl.

Lasisintterisuodatinsuppilo, jonka huokoskoko on G 3 (15—40 mm), halkaisija noin 2 cm ja korkeus noin
5 cm ja jossa on liitdntd tyhjidimusuodatusta varten sekd koirashios 12/21.

Tyhjiéimupullo, 50 ml, jossa on suodatinsuppiloon (3.7) sopiva naarashios.
Koeputki, 10 ml, jossa on ilmatiivis tulppa ja kartiomainen pohja.

Kaasukromatografi, jota voi kdyttda kapillaarikolonnin kanssa ja johon liittyy virtauksenjakojérjestelm, jonka
osat ovat:

termostaattisddtoinen kolonniuuni, joka sdilyttdd halutun limpétilan noin = 1°Cn tarkkuudella,
injektiolaite, jonka limpotilaa voi sditdd ja jonka hoyrystimisosa on persilanoitua lasia,
liekki-ionisaatiodetektori ja muuntajavahvistin,

integraattori-piirturi, joka toimii muuntajavahvistimen kanssa ja jonka vasteaika on enintdin 1 sekunti ja
jonka paperin nopeutta voidaan sdatda.

Lasinen tai kvartsilasinen kapillaarikolonni, jonka pituus on 20—30 m ja sisihalkaisija 0,25—0,32 mm ja
jonka sisdpinta on pddllystetty nesteelld SE-52 tai SE-54 tai vastaavalla siten, ettd nestekerroksen paksuus on
0,10—0,30 pm.

Mikroruisku, jossa on karkaistu neula kaasukromatografiaa varten, 10 pl.

Analyysivaaka, herkkyys 1 mg (ndytto 0,1 mgn tarkkuudella).

REAGENSSIT

Kaliumhydroksidi, noin 2 N etanoliliuos: 130 g kaliumhydroksidia (vdhintdin 85-prosenttista) liuotetaan
samalla jadhdyttden 200 mlaan tislattua vettd ja lisitddn etanolia niin, ettd liuosta on yksi litra. Liuos
sdilytetdan tiiviisti suljetuissa tummissa lasipulloissa.

Etyylieetteri, analyysilaatua.

Vedeton natriumsulfaatti, analyysilaatua.
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4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

4.12

413

4.14

4.15

4.16

4.17

4.18

4.19

5.1.4

Silikageelilla paillystetyt lasilevyt, ilman fluoresenssi-indikaattoria, paksuudeltaan 0,25 mm (voidaan ostaa
kiyttovalmiina).

Kaliumhydroksidin 0,2 N etanoliliuos: 13 g kaliumhydroksidia liuotetaan 20 ml:aan tislattua vettd ja lisd-
tddn etanolia niin ettd livosta on 1 litra.

Bentseeni, kromatografiaa varten (ks. 5.2.2).

Asetoni, kromatografiaa varten (ks. 5.2.2).

Heksaani, kromatografiaa varten (ks. 5.2.2).

Etyylieetteri, kromatografiaa varten (ks. 5.2.2).

Puhdas kloroformi, analyysilaatua.

Vertailuliuos ohutkerroskromatografiaa varten: kolesterolin tai fytosterolin 5-prosenttinen kloroformiliuos.

2,7-dikloorifluoreseiinin 0,2-prosenttinen etanoliliuos. Liuos tehdéin lievisti emaksiseksi lisdadmaélld muutama
tippa kaliumhydroksidin 2 N alkoholiliuosta.

Vedeton pyridiini, kromatografiaa varten.
Heksametyylidisilatsaani.
Trimetyylikloorisilaani.

Alifaattisten C,;—C,, -alkoholien trimetyylisilyylieettereiden standardiliuokset. Ne valmistetaan puhtaiden
alkoholien seoksista juuri ennen kayttoa.

0,1-prosenttinen (m/V) 1-eikosanolin kloroformiliuos (sisdinen standardi).
Kantajakaasut: vety tai helium, kaasukromatografista laatua.

Apukaasut: typpi, kaasukromatografista laatua.

MENETTELY

Saippuoitumattoman osan esikisittely

250 mln pulloon lisitdidn 500 plin mikroruiskulla sellainen tilavuusmaird 0,1-prosenttista 1-eikosanolin
kloroformiliuosta (4.17), jonka sisiltima 1-eikosanolin médrd on suunnilleen 10 % mdadritystd varten otet-
tavan néytteen alifaattisten alkoholien maardstd. Esimerkiksi, jos ndytettd on 5 g ja se on oliividljyd, lisitddn
250 pl 0,1-prosenttista 1-eikosanoliliuosta, ja jos se on uutettua oliivioljyd, lisitdan 1500 pl liuosta.

Haihdutetaan livos kuiviin typpivirrassa ja punnitaan tarkalleen 5 g kuivaa, suodatettua naytettd samaan
pulloon.

Lisatdan 50 ml kaliumhydroksidin 2 N etanoliliuosta, palautusjaidhdytin kdynnistetddn ja liuosta kuumenne-
taan vesihauteessa hiljalleen kiechuvaksi koko ajan voimakkaasti sekoittaen, kunnes saippuoituminen on
tapahtunut (livos kirkastuu). Kuumentamista jatketaan vield 20 minuutin ajan ja lisitddn sitten 50 ml
tislattua vettd jadhdyttimen ldpi. Sen jilkeen palautusjidhdytin irrotetaan ja pullo jadhdytetddn noin 30 °C:n
lampéatilaan.

Pullon sisilto siirretddn kvantitatiivisesti 500 mln erotussuppiloon kayttimilld huuhteena yhteensd noin
50 ml tislattua vettd. Lisitddn noin 80 ml etyylieetterid, ravistetaan voimakkaasti noin 30 sekuntia ja
annetaan seisti niin ettd kerrokset erottuvat (Huom. 1).

Pohjalla oleva vesifaasi siirretddn toiseen erotussuppiloon. Vesifaasi uutetaan vield kaksi kertaa kuten edells,
kayttden molemmilla kerroilla 60—70 ml etyylieetterii.

Huom. 1: Mahdollinen emulsio voidaan hajottaa lisidmalld pieni maard etanolia tai metanolia suihkeena.

Eetteriuutteet yhdistetddn yhteen erotussuppiloon ja pestddn tislatulla vedelld (50 ml kerrallaan), kunnes
pesuvesi on neutraalia.

Pesuvesi heitetddn pois, eetteriuutteet kuivataan vedettomalld natriumsulfaatilla ja suodatetaan etukiteen
punnittuun 250 mln pulloon ja pestdin suppilo ja suodatin pienilldi maarilld etyylieetterii.

Eetterid haihdutetaan, kunnes sitd on hyvin vihin jiljelld, ja kuivataan heikossa alipaineessa tai typpivirrassa;
lopuksi kuivataan limpokaapissa 100 °Cissa noin 15 min, jadnnds jaahdytetddn eksikkaattorissa ja punni-
taan.
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5.2

5.2.1

5.2.4

5.2.5

5.2.6

5.3

Alkoholifraktioiden erottaminen

Emiksisten levyjen valmistelu: silikageelilevyt (4.4) upotetaan kokonaan kaliumhydroksidin 0,2 N etanoli-
liuokseen (4.5) 10 sekunniksi, minkd jilkeen niiden annetaan kuivua vetokaapissa kahden tunnin ajan ja
lopuksi yhden tunnin ajan limpokaapissa 100 °C:ssa.

Levyt otetaan limpokaapista ja sdilytetddn kalsiumkloridia sisdltavissd eksikkaattorissa kayttohetkeen asti
(ndin kasitellyt levyt on kiytettdvd kahden viikon kuluessa).

Huom. 2: Kun kiytetddn emiksisid silikageelilevyji alkoholifraktion erottamiseen, saippuoitumattomia aineita ei tarvitse
kisitelld alumiinilla. Tédten kaikki happamat yhdisteet (rasvahapot ja muut hapot) jaavit lihtoviivalle. Talloin
saadaan sekd alifaattisten alkoholien vyohyke ettd terpeenisten alkoholien vydhyke, jotka molemmat erottuvat
selvisti sterolivydhykkeesta.

Heksaanin ja etyylieetterin seos, 65:35 (V[V), kaadetaan kehitysastiaan niin ettd sitd on noin 1 cm (¥).

Astia suljetaan sopivalla kannella ja annetaan olla vahintdin puoli tuntia suljettuna, jotta neste ja hoyry
saavuttavat tasapainon. Suodatinpaperisuikaleita, jotka ulottuvat eluointiaineeseen, voidaan kiinnittdd astian
sisdseinddn. Ndin kehitysaika lyhenee noin kolmanneksella ja aineosat eluoituvat tasaisemmin.

Huom. 3: Seos on vaihdettava uuteen jokaista mdiiritystd varten, jotta eluointiolosuhteet olisivat tdysin toistettavissa.

Saippuoitumattomasta osasta (5.1.5) valmistetaan noin 5-prosenttinen kloroformiliuos ja 0,3 ml liuosta
levitetidan mahdollisimman ohuena ja tasaisena nauhana kayttien 100 plin mikroruiskua, noin 2 cm:n
pddhin lasilevyn alareunasta. Asetetaan yhdelle levyn reunoista 2—3 pl alifaattisten alkoholien vertailuliuosta
(4.11) lahtoviivan tasalle, jotta alifaattisten alkoholien vyShyke olisi helppo tunnistaa kehittdmisen jalkeen.

Levy asetetaan kehitysastiaan, joka on valmisteltu 5.2.2 kohdan mukaisesti. Ympiriston lampétilan on oltava
15—20 °C. Astia suljetaan kannella vilittomasti, minkd jilkeen ndytteen annetaan eluoitua, kunnes liuotin-
rintama on noussut 1 cmun pddhin levyn ylireunasta.

Levy otetaan kehitysastiasta ja liuotin haihdutetaan kuumassa ilmavirrassa tai levy jétetddn joksikin aikaa
kuivumaan vetokaappiin.

Levylle suihkutetaan ohuelti ja tasaisesti 2,7-dikloori-fluoreseiiniliuosta. Alifaattisten alkoholien vyohyke
erottuu ultraviolettivalossa tarkasteltuna vertailuliuostdplddn verrattaessa; alifaattisten alkoholien vyohykkeen
ja vilittomasti sen yldpuolella olevan, terpeenialkoholeja vastaavan vyohykkeen muodostaman kokonai-
suuden ympdrille piirretddn viiva mustalla kynalla.

Huom. 4: Koska terpeenialkoholien vyohyke sisdltid ndissi koeolosuhteissa huomattavan méirin alifaattisia alkoholeja,
molemmat vydhykkeet on kerattivi talteen yhdessi.

Silikageelikerros raaputetaan rajatulta alueelta metallilastalla. Saatu aines hienonnetaan, siirretddn suodatin-
suppiloon (3.7), lisitdidn 10 ml kuumaa kloroformia, sekoitetaan huolellisesti metallilastalla ja suodatetaan
suodatinsuppiloon liitettyyn pulloon (3.8) tyhjiolla.

Suppiloon jddnyt aines pestddn kolme kertaa noin 10 mllla etyylieetterid, ja suodos kerdtddn suodatinsuppi-
loon liitettyyn pulloon. Suodosta haihdutetaan, kunnes sen tilavuus on noin 4—5 ml ja jddnnosliuos
kaadetaan etukiteen punnittuun 10 mln koeputkeen (3.9). Liuosta kuivataan alhaisella limmolld kevyessd
typpivirrassa; jdannos liuotetaan muutamaan tippaan asetonia, kuivataan jélleen ja pidetddn kymmenisen
minuuttia 105 °Cissa limpokaapissa, jadhdytetddn eksikkaattorissa ja punnitaan.

Koeputkessa oleva jddnnos sisiltdd alkoholifraktion.

Trimetyylisilyylieetterien valmistelu

Koeputkessa olevaan alkoholifraktioon lisdtddn silylointireagenssi niin, ettd kosteutta ei padse mukaan (Huom.
6); mainittu reagenssi on seos, jossa on tilavuussuhteessa 9:3:1 pyridiinid, heksametyylidisilatsaania ja
trimetyylikloorisilaania (Huom. 5); seosta tarvitaan 50 pl jokaista alifaattisten alkoholien milligrammaa kohti.

Huom. 5: Kéyttovalmiita liuoksia on kaupallisesti saatavana; lisiksi muita silylointireagensseja, kuten esim. bis-trimetyylisilyy-
litrifluoriasetamidi + 1 % trimetyylikloorisilaania; reagenssi laimennetaan samalla méirilld vedetdéntd pyridiinia.

Huom. 6: Lievd sameus on tavallista eikd ole haitaksi. Valkoiset hiutaleet tai vaaleanpunaiseksi varjaytyminen ovat merkkeji
kosteudesta tai reagenssien muuttumisesta. Jos nditd ilmenee, koe on uusittava.

Koeputki suljetaan tulpalla ja sitd ravistetaan varovasti (ei ylosalaisin), kunnes alifaattiset alkoholit ovat tdysin
liuenneet. Putken annetaan seistd vdhintddn 15 minuuttia huoneenldimmossa ja sen jdlkeen sitd sentrifugoi-
daan muutaman minuutin ajan; kirkas livos on nyt valmis kaasukromatografista mééritystd varten.

(*) Erityisesti tillaisissa tapauksissa on kiytettivd bentseenin ja asetonin eluointiseosta 95:5 (V|V), jotta vyohykkeet eroaisivat hyvin.
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5.4

5.4.1

5.4.1.1

5.4.1.2

5.4.2

5.4.2.1

5.4.2.2

5.4.2.3

5.4.3

5.43.1

5.4.3.2

Kaasukromatografinen miiritys

Esivalmistelut ja kolonnin valmistelu

Kapillaarikolonni asennetaan kaasukromatografialaitteistoon niin, ettd kolonnin alkupdd kiinnitetddn injekto-
riin, joka on liitetty virtauksenjakojirjestelmain, ja kolonnin loppupéi kiinnitetddn detektoriin. Tarkistetaan
kaasukromatografisten laitteiden toiminta (kaasuliitinnin tiiviys, detektorin, virtauksenjakojdrjestelmin ja
piirturin toimivuus jne.)

Jos kapillaarikolonnia ei ole aikaisemmin kdytetty, se on ensin valmisteltava kdyttoon. Pieni maird kaasua
johdetaan kolonnin ldpi, kdynnistetddn kaasukromatografi ja aloitetaan asteittainen limmittdminen, jota
jatketaan, kunnes limpétila on kohonnut vihintddn 20 °C korkeammaksi kuin kayttolimpétila (Huom. 7).
Korkeaa limpotilaa pidetddn ylld vahintddn kaksi tuntia, minkd jdlkeen kromatografialaitteisto saatetaan
kayttovalmiiksi (kaasuvirran ja erotuksen sddto, liekinsytytys, elektronisen piirturin kytkeminen, uunin lampo-
tilan sddt6 kolonnia varten, detektorin ja injektorin sddto jne.) ja signaalia rekisteroidadn herkkyydelld, joka
on vihintddn kaksi kertaa niin suuri kuin maarityksessd kdytettivd. Saadun perusviivan on oltava suora, eikd
siind saa olla minkaanlaisia piikkejd eikd siirtymdd mihinkddn suuntaan. Jos ilmenee negatiivista suoraviivaista
siirtymad, se on merkki kolonnin liitintjen vuodosta, ja jos ilmenee positiivista siirtymdd, se johtuu
kolonnin riittdméttomastd valmistelusta.

Huom. 7: Esivalmistelulimpdtilan on aina oltava vihintddn 20 °C alempi kuin kéytetyn stationdirifaasin korkein limpéotila.
5.4.2

Kiyttoolosuhteiden valinta

Kayttoolosuhteiden ohjearvot ovat seuraavat:

— kolonnin ldampatila: alussa isotermi sdddetddn 180 °C:seen kahdeksaksi minuutiksi ja ohjelmoidaan
nousemaan sen jilkeen 5 °C minuutissa, kunnes saavutetaan 260 °C:n limpotila, joka pidetddn ylla
seuraavat 15 minuuttia,

— hoyrystimen lampatila: 280 °C,

— detektorin lampatila: 290 °C,

— kantajakaasun lineaarinopeus: heliumille 20—35 cm/s, vedylle 30—50 cms,
— jakosuhde: 1:50—1:100,

— laitteiston herkkyys: 4—16 kertaa vdhimmaiisvaimennus,

— rekisterdintiherkkyys: 1—2 mV tdydestd asteikosta,

— paperin nopeus: 30—60 cmjh,

— injektoidun aineen mddrd: 0,5—1 pl trimetyylisilyylieetterilivosta (TMSE).

Niitd olosuhteita voidaan muuttaa kolonnin ja kaasukromatografin ominaisuuksien mukaan niin, ettd
saadaan aikaan kromatogrammeja, jotka tdyttdvit seuraavat vaatimukset:

— C,.-alkoholin retentioaika on 18 + 5 minuuttia,

— C,,-alkoholin piikki on 80 + 20 % tdydestd asteikosta oliivicljylle ja 40 + 20 % tdydestd asteikosta siemen-
oljylle.

Niiden ehtojen tdyttymisen tarkistamiseksi injektoidaan useaan kertaan standardi TMSE alkoholiseosta, ja
kiyttoolosuhteita sdddetddn niin, ettd saadaan parhaat mahdolliset tulokset.

Piikkien integrointiparametrit asetetaan niin, ettd saadaan oikeat arvot huomioon otettaville piikeille.

Madritys

Imetddn 10 plin mikroruiskuun 1 pl heksaania, sitten 0,5 pl ilmaa ja timan jalkeen 0,5—1 pl ndyteliuosta;
lopuksi mannilld vedetddn vield neula tyhjaksi. Neula tyonnetddn septumin ldpi injektiopesdin ja 1—2
sekunnin kuluttua seos injektoidaan nopeasti, odotetaan noin viisi sekuntia, jonka jilkeen neula vedetddn pois
hitaasti.

Piirturi pidetddn kdynnissd, kunnes niytteessd olevien alifaattisten alkoholien TMSE on eluoitunut taydelli-
sesti. Perusviivan on koko ajan oltava 5.4.1.2 kohdan vaatimusten mukainen.
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5.4.4

5.4.5
5.4.5.1
5.4.5.2

Piikkien tunnistaminen

Yksittdiset piikit tunnistetaan retentioaikojen perusteella ja vertaamalla alifaattisten alkoholien TMSE-seok-
seen, joka on médritetty samoissa olosuhteissa.

Kuva 1 esittdd neitsytoliiviéljyn alkoholifraktion kromatogrammia.

Kvantitatiivinen arviointi

1-eikosanolin ja C,,, C,,, C,, ja C,, alifaattisten alkoholien piikkien pinta-alat lasketaan integraattorilla.
Lasketaan kunkin alifaattisen alkoholin pitoisuus milligrammoina 1 000 g:ssa rasvaa tai Oljyd seuraavasti:
A_-m, 1000

x-alkoholi =
A 'm

s

jossa:

A = x-alkoholin piikin pinta-ala

A = 1-eikosanolin piikin pinta-ala
m_= lisityn 1-eikosanolin massa milligrammoina
m= ndytteen massa grammoina.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Ilmoitetaan yksinkertaisten alifaattisten alkoholien pitoisuudet milligrammoina 1 000 g:ssa Oljyé tai rasvaa
sekd pitoisuuksien summa alifaattisten alkoholien yhteenlaskettuna médrina.
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LISAYS

Kaasun lineaarinopeuden mddrittdminen

Kaasukromatografialaitteisto sdddetddn tavallisia kdyttGolosuhteita varten ja injektoidaan 1—3 pl metaania (tai
propaania) sekd mitataan aika, jonka kuluessa kaasu kulkee kolonnin ldpi, injektointihetkestd piikin muodostumiseen
(tM).

Lineaarinopeus (cm/s) saadaan kaavasta L[tM, missi L on kolonnin pituus senttimetreini ja tM on mitattu aika

1 1 6
4
8
4
2
5 7
3
o WP S '
Kuva 1 — Neitsytoljyn alkoholifraktion kromatogrammi

1= Eikosanoli 5= Pentakosanoli

2= Dokosanoli 6 = Heksakosanoli

3= Trikosanoli 7 = Heptakosanoli

4 = Tetrakosanoli 8 = Oktakosanoli”



