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(Veroffentlichungsbediirftige Rechtsakte)

VERORDNUNG (EWG) Nr. 2568/91 DER KOMMISSION
vom 11. Juli 1991

iiber die Merkmale von Olivendlen und Oliventresterélen sowie die Verfahren zu ihrer
Bestimmung

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN
GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europiischen
Wirtschaftsgemeinschaft,

. gestiitzt auf die Verordnung Nr. 136/66/EWG des Rates

. vom 22. September 1966 iiber die Errichtung einer gemein-
samen Marktorganisation fiir Fette ('), zuletzt gedndert
durch die Verordnung (EWG) Nr. 3577/90 (2), insbesonde-
re auf Artikel 35a,

in Erwigung nachstehender Griinde:

Im Anhang der Verordnung Nr. 136/66/EWG sind die
Bezeichnungen und Begriffsbestimmungen fiir Olivenéle und
Oliventresterdle zur Vermarktung im innerstaatlichen und
innergemeinschaftlichen Hande! sowie im Handel mit Dritt-
lindern festgelegt.

Unbeschadet der bereits geltenden einschlidgigen Bestimmun-
gen miissen zur Unterscheidung der Olivenélkategorien die
entsprechenden chemisch-physikalischen Merkmale sowie
die organoleptischen Merkmale nativer Olivenole festgelegt
werden, damit Reinheit und Qualitit der betreffenden
Erzeugnisse gewihrleistet sind.

Die Merkmale der einzelnen Olivendle miissen gemein-
schaftsweit einheitlich bestimmt werden. Daher miissen
gemeinschaftliche Verfahren fiir die chemische Analyse und
die organolepnsche Priifung festgelegt werden. Allerdings
sollten wahrend einer Ubergangszeit auch andere in den
Mitgliedstaaten iibliche Analyseverfahren zuldssig sein,
wobei jedoch vorzusehen ist, daf§ bei abweichenden Ergeb-
nissen die nach dem gemeinschaftlichen Verfahren erzielten
Ergebnisse gelten.

Die Festlegung der chemisch-physikalischen Merkmale von
Olivenolen und der Analyseverfahren erfordert eine Anpas-
sung der Zusatzvorschriften zu Kapitel 15 der Kombinierten
Nomenklatur.

Zur Bewertung der organoleptischen Merkmale nativer
Olivenoéle miissen Gruppen von ausgewihlten und geschul-
ten sensorischen Priifern gebildet werden; dafiir ist eine

(1) ABL Nr. 172 vom 30. 9. 1966, S. 3025/66.
(2) ABL Nr. L 353 vom 17. 12. 1990, S. 23.

ausreichende Zeitspanne vorzusehen. Da einige Mitglied-
staaten solche Priifergruppen nicht ohne weiteres zusammen-
stellen kénnen, muf ihnen die Méglichkeit eingeriumt
werden, die in anderen Mitgliedstaaten eingesetzten Priifer-
gruppen zu befassen.

Damit das einwandfreie Funktionieren der fiir die Einfuhr
von Oliventrestersl geltenden Abschopfungsregelung ge-
wihrleistet ist, muf} ein einheitliches Verfahren zur Bestim-
mung des Olgehalts dieser Erzeugnisse vorgesehen wer-
den.

Um Nachteile fiir den Handel auszuschlieflen, sollte Oliven-
6l, das vor Inkrafttreten dieser Verordnung abgefiillt wurde,
wihrend einer bestimmten Zeit noch vermarktet werden
diirfen.

Die Verordnung (EWG) Nr. 1058/77 def Kommission (3),
zuletzt geandert durch die Verordnung (EWG) Nr. 1858/
88 (4), ist aufzuheben.

Der Verwaltungsausschuf§ fiir Fette hat nicht innerhalb der
ihm von seinem Vorsitzenden gesetzten Fnst Stellung genom-
men —

HAT FOLGENDE VERORDNUNG ERLASSEN:

Artikel 1

(1)  Native Olivenéle im Sinne der Nummer 1 Buchsta-
ben a), b) und ¢) des Anhangs der Verordnung Nr. 136/
66/EWG sind Ole, deren Merkmale mit den in Anhang I
Nummern 1, 2 und 3 dieser Verordnung genannten Merk-
malen iibereinstimmen.

(2)  Natives Lampant6l im Sinne der Nummer 1 Buchsta-
be d) des Anhangs der Verordnung Nr. 136/66/EWG ist Ol,
dessen Merkmale mit den in Anhang I Nummer 4 dieser
Verordnung genannten Merkmalen tibereinstimmen.

(3) Raffiniertes Olivenél im Sinne der Nummer 2 des
Anhangs der Verordnung Nr. 136/66/EWG ist Olivendl,
dessen Merkmale mit den in Anhang I Nummer 5 dieser
Verordnung genannten Merkmalen tbereinstimmen.

(*) ABL Nr. L 128 vom 24. 5. 1977, S. 6.
(*) ABL. Nr. L 166 vom 1. 7. 1988, S. 10.
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(4) - Olivensl im Sinne der Nummer 3 des Anhangs der
Verordnung Nr. 136/66/EWG ist O}, dessen Merkmale mit
den in Anhang I Nummer 6 dieser Verordnung genannten
Merkmalen iibereinstimmen. .

(5) Rohes Oliventresterol im Sinne der Nummer 4 des -

Anhangs der Verordnung Nr. 136/66/EWG ist Olivenal,
dessen Merkmale mit den in Anhang I Nummer 7 dieser
Verordnung genannten Merkmalen iibereinstimmen.

(6)  Raffiniertes Oliventresterdl im Sinne der Nummer §
des Anhangs der Verordnung Nr. 136/66/EWG ist Oliven-
ol, dessen Merkmale mit den in Anhang I Nummer 8 dieser
Verordnung genannten Merkmalen iibereinstimmen.

(7)  Oliventresterd! im Sinne der Nummer 6 des Anhangs
der Verordnung Nr. 136/66/EWG ist Olivenol, dessen
Merkmale mit den in Anhang I Nummer 9 dieser Verord-
nung genannten Merkmalen tibereinstimmen.

Artikel 2

(1)  Die Merkmale der Ole gemiff Anhang I dieser Ver-
ordnung werden nach folgenden Analysenverfahren be-
stimmt:

— freie Fettsauren, berechnet in Prozent Olsiure, nach dem
Verfahren des Anhangs II;

— Peroxidzahl nach dem Verfahren des Anhangs III;

— aliphatische Alkohole nach dem Verfahren des
Anhangs IV; :

— Sterinfraktion nach dem Verfahren des Anhangs V;
— Erythrodiol nach dem Verfahren des Anhang VI;

— gesittigte Fettsduren in 2-Stellung der Triglyceride nach
dem Verfahren des Anhangs VII;

— Trilinoleingehalt nach dem Verfahren des An-
hangs VIII;

— spektrophotometrische Analyse nach dem Verfahren des
Anhangs IX;

— Fettsiurezusammensetzung nach dem Verfahren der
Anhinge XA und XB; ’

— fliichtige halogenierte Losungsmittel nach dem Verfah-
ren des Anhangs XI;

— Bestitﬁmung der organoleptischen Merkmale nativer
Olivenole nach dem gemifl Absatz 2 angewandten
Verfahren des Anhangs XII;

— Raffinationsnachweis nach dem Verfahren des An-
hangs XIII.

(2) Die organoleptischen Merkmale werden von einem
Analytiker — auch unter Hinzuziehung von Sachverstindi-
gen — nach dem im Priifbogen gemif Anhang XII vorgese-
henen Verfahren bewertet. Stellt der Analytiker Abweichun-
gen zwischen den von ihm erfaften und den aufgrund
der Produktbezeichnung zu erwartenden organoleptischen
Merkmalen fest, so mufl er die Probe von einer Gruppe
von sensorischen Priifern gemif den Bestimmungen des
Anhangs XII priifen lassen.

Die Kontrollanalysen werden von der Gruppe nach densel-
ben Bestimmungen durchgefiihrt. :

Die Pn'ifergrﬁppe bewertet die organoleptischen Eigenschaf-
ten im Zusammenhang mit Interventionsmaffnahmen nach
den Vorschriften des Anhangs XII.

Artikel 3

Unbeschadet der Einfithrung der Analysenverfahren gemafl
Artikel 2 diirfen die Mitgliedstaaten bis 31. Oktober 1992
andere erprobte und wissenschaftlich begriindete Verfahren
verwenden, soweit der freie Verkehr mit den in Anwendung
der Gemeinschaftsverfahren als vorschriftsmif3ig anerkann-
ten Erzeugnissen nicht behindert wird. Die betreffenden
Mitgliedstaaten notifizieren der Kommission diese anderen
Verfahren vor ihrer Verwendung.

Fithrt eines dieser anderen Verfahren zu einem anderen
Ergebnis als das Gemeinschaftsverfahren, so gilt das nach
dem Gemeinschaftsverfahren erzielte Ergebnis.

Artikel 4

(1)  Zur Beurteilung der organoleptischen Merkmale bil-
den die Mitgliedstaaten Gruppen von sensorischen Priifern,
die nach den Regeln des in Anhang XII beschriebenen
Verfahrens geschult wurden.

(2)  Sollte ein Mitgliedstaat in seinem Hoheitsgebiet nicht -
ohne weiteres eine Priifergruppe bilden kénnen, so kann er
eine in einem anderen Mitgliedstaat titige Priifergruppe
befassen.

Artikel 5

Die zusitzlichen Vorschriften 2, 3 und 4 zu Kapitel 15 der
Kombinierten Nomenklatur werden durch die des Anhangs
XIV ersetzt.

Artikel 6

(1) Der Olgehalt von Trester und anderen Riickstin-
den der Olivenélextraktion (KN-Codes 2306 90 11 und
2306 90 19) wird nach dem Verfahren des Anhangs XV
bestimmt.

(2) Der Olgehalt gemifd Absatz 1 wird in Massenprozen-
ten, bezogen auf die Trockenmasse, berechnet.

Artikel 7

Fir andere als im Anhang XI aufgefithrte unerwiinschte
Stoffe gelten die entsprechenden Gemeinschaftsvorschrif-
ten.

Artikel 8
(1)  Die Mitgliedstaaten teilen der Kommission die Maf-

nahmen mit, die sie zur Durchfithrung dieser Verordnung
getroffen haben.
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(2)  Die Mitgliedstaaten iibermitteln der Kommission zu
Beginn jedes Halbjahres eine Zusammenstellung der analy-
tischen Daten der im vorangegangenen Halbjahr durchge-
fithrten Bestimmungen.

Diese Ergebnisse werden vom Verwaltungsausschuff fiir
Fette nach dem Verfahren des Artikels 39 der Verordnung
Nr. 136/66/EWG gepriift.

Artikel 9 -

Die Verordnung (EWG) Nr. 1058/77 wird aufgehoben.

Artikel 10

(1) Diese Verordnung tritt am dritten Tag nach ihrer
Veroffentlichung im Amtsblatt der Europdischen Gemein-
schaften in Kraft.

Das Verfahren des Anhangs XII ist jedoch, aufler wenn es
sich um Interventionsmaffnahmen handelt, ab 1. Januar
1992 anwendbar.

(2)  Diese Verordnung gilt nicht fiir Olivenél und Oliven-
tresterdl, das vor dem Tag des Inkrafttretens dieser Verord-
nung abgefiillt und bis zum 31. Oktober 1992 vermarktet
wurde. .

Diese Verordnung ist in allen ihren Teilen verbindlich und gilt unmittelbar in jedem

Mitgliedstaat.

Briissel, den 11. Juli 1991

‘Fiir die Kommission
Ray MAC SHARRY

Mitglied der Kommission
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ANHANG II ~
BESTIMMUNG DER FREIEN FETTSAUREN
1. ANWENDUNGSBEREICH
" Bestimmung der freien Fettsiuren in Olivenélen. Der Gehalt an freien Fettsduren wird iber den Gehalt
an freien Sauren in konventioneller Weise berechnet.
1.1. Prinzip der Methode
Die Probe wird in einem geeigneten Lésungsmittelgemisch geldst. Dann werden die vorhandenen freien
Sduren mit einer ethanolischen Kaliumhydroxidlosung titriert.
1.2, Reagenzien
Alle Reagenzien miissen anerkannte Anaylsenqualitit aufweisen; als Wasser ist destilliertes Wasser
oder Wasser gleicher Reinheit zu verwenden.
1.2.1. Diethylether/Ethanol 95%ig (V/V), Mischung 1:1.
Vorsicht: Diethylether ist leicht brennbar und kann explosive Peroxide bilden. Es muff daher unter besonderen
Vorsichtsmafinahmen verwendet werden.
Das Diethylether/Ethanol-Gemisch muf unmittelbar vor dem Gebrauch mit einer Kaliumhydroxid-
lésung (1.2.2) unter Zusatz von 0,3 ml Phenolphthaleinlésung (1.2.3) pro 100 ml Losungsmittelge-
misch neutralisiert werden.
Anmerkung: Wenn Diethylether nicht benutzt werden kann, so kann auch eine Mischung aus Ethanol und Toluol
verwandt werden. Eventuell kann auch Ethanol durch 2-Propanol ersetzt werden.
1.2.2 Kaliumhydroxid, ethanolische Lésung, 0,1 molar oder, falls erforderlich, 0,5 molar.

b Die genaue Konzentration der ethanolischen Kaliumhydroxidlésung muff bekannt sein und unmittel-
bar vor der Verwendung iiberpriift werden. Die Losung sollte mindestens 5 Tage vorher hergestellr und
in eine braune Flasche, die mit einem Gummistopfen verschlossen wird, dekantiert werden. Sie muf§
farblos oder nur schwach gefirbt sein.

Anmerkung: Eine stabile farblose Kaliumhydroxidlésung kann wie folgt hergestellt werden: 1 000 ml Ethanol mit
8 g Kaliumhydroxid und 0,5 g Aluminiumspine eine Stunde am Riickflu8kiihler kochen. Sofort
destillieren. Die erforderliche Menge Kaliumhydroxid in dem destillierten Ethanol lésen und mehrere
Tage stehen lassen. Die klare Losung von dem ausgefallenen Karbonat abdekantieren.
Die Lésung kann auch ohne Destillation wie folgt hergestellt werden: 1 000 ml Ethano! mit 4 ml
Aluminiumbutylat mehrere Tage stehen lassen. Die iiberstehende Fliissigkeit abdekantieren und die
erforderliche Menge Kaliumhydroxid darin lésen. Diese Losung ist gebrauchsfertig.
1.2.3. Phenolphthalein, Lésung von 10 g/1in 95-96%igem Ethanol oder Alkaliblau (bei sehr stark gefirbten
Fetten), Losung von 20 g/1in 95-96%igem Ethanol. :
i
1.3 Gerite
Ubliche Laborgerite u. a.:
1.3.1. Analysenwaage,
1.3.2. 250-ml-Erlenmeyerkolben,
1.3.3. 10-ml-Biirette mit 0,05-ml-Graduierung.
1.4, Verfahren
1.4.1. Die Bestimmung erfolgt mit der filtrierten Probe. Betrigt der Gesamtgehalt an Wasser und -
Verunreinigungen weniger als 1%, so wird die Bestimmung mit der unfiltrierten Probe durchge-
fithre.
1.4.2. Probe

Die Grof8e der Einwaage richtet sich nach dem zu erwartenden Gehalt an freien Fettsauren (Angaben in
der nachstehenden Tabelle).
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Erwarteter Gehalt Einwaage Genauigkeit der Einwaage
an freien Fettsduren {in g) (in g)
<1 20 0,05
1—4 10 0,02
4—15 2,5 0,01
15—-75 0,5 0,001
>75 0,1 0,0002

Die Probe in den Erlenmeyerkolben (1.3.2) einwiegen.

1.4.3.-  Durchfithrung der Bestimmung

Die Probe (1.4.2) in 50 bis 150 ml der neutralisierten Diethylether/Ethanol-Mischung (1.2.1) lésen.
Mit der 0,1 molaren Kaliumhydroxidlésung (1.2.2) (Anmerkung 2) unter Schiitteln bis zum Umschlag
des Indikators titrieren. (Die Rosafirbung des Phenolphthaleins muff mindestens 10 Sekunden

anhalten.)

Anmerkungen:

1.  Die ethanolische Kaliumhydroxidlosung (1.2.2) kann durch eine wiflrige Kaliumhydroxid- oder Natrium-
hydroxidldsung ersetzt werden, wenn die zugefiihrte Wassermenge keine Phasentrennung bewirkt.

2. Werden zur Titration mehr als 10 ml der 0,1 molaren Kaliumhydroxidlésung benétigt, so ist eine 0,5 molare
Losung zu verwenden.

3.  Wird die Lésung wihrend der Titration triibe, so ist eine ausreichende Menge Losungsmittelmischung (1.2.1)
zuzufiigen, bis die Losung wieder klar ist.

1.5. Berechnung des Gehalts an freien Fettsiuren in % Olsiure

Der Gehalt an freien Fettsiuren in Gewichtsprozent ist

M 100 VxcxM

V xcx X =
1000 m 10 x m
Dabei sind: ’
-V = Verbrauch an Kaliumhydridlésung in ml,
¢ = genaue Konzentration der Kaliumhydroxidlésung in mol/I,
M = Molekulargewicht in g der Siure, die fiir die Berechnung zugrunde gelegt wird ( = 282),
m = Probeneinwaage in g.

Als Ergebnis gilt das arithmetische Mittel von zwei Bestimmungen.
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ANHANG I1II
BESTIMMUNG DER PEROXIDZAHL

1. ZWECK
Diese Norm beschreibt ein Verfahren fiir die Bestimmung der Péroxidzahl von Olen und Fetten.

2. ANWENDUNGSBEREICH
Diese Norm gilt fiir tierische und pflanzliche Ole und Fette.

3. DEFINITION
Die Peroxidzahl ist die Gesamtmenge solcher Substanzen in der Probe, ausgedriickt in Millidquiva-
lenten aktiven Sauerstoffs pro kg, die unter den beschriebenen Arbeitsbedingungen Kaliumiodid
oxidieren. .

4. PRINZIP
Behandlung der in Essigsiure und Chloroform gelosten Probe mit einer Kaliumiodidlésung. Titration
des freigesetzten Iods durch eine eingestellte Natriumthiosulfatlésung.

S. GERATE
Die Gerite miissen frei von reduzierenden oder oxidierenden Substanzen sein.
Anmerkung: Schliffflachen nicht einfetten.

5.1, Mikrobecherglischen, 3 ml.

5.2, 250-ml-Schliffkolben mit Stopfen, die zuvor getrocknet und mit einem reinen, trockenen Inertgas
(Stickstoff oder vorzugsweise Kohlendioxid) gefiillt wurden.

5.3. 25- oder 50-ml-Biirette, mit 0,1-ml-Graduierung.

6. REAGENZIEN '

6.1. Chloroform, analytisch rein, durch Einleiten von reinem, trockenem Inertgas von Sauerstoff
befreit. :

6.2. Eisessig, analytisch rein, durch Einleiten von reinem, trockenem Inertgas von Sauerstoff befreit.

6.3. Kaliumiodid, gesittigte wiflrige Losung, frisch zubereitet, frei von Iod und Iodaten.

6.4. Natriumthiosulfat, genau 0,01 oder 0,002 N wiflrige Losung, unmittelbar vor der Verwendung
eingestellt.

6.5. Stirkeldsung, wiflrige Dispersion, von 10 g/1, aus natiirlicher Iéslicher Stirke frisch hergestellt.

7. PROBE
Die Probe ist unter Lichtabschluff zu entnehmen und zu lagern und kiihl in vollstindig gefiillten
Glasgefiflen, die mit Glas- oder Korkstopfen verschlossen sind, aufzubewahren.

8. VERFAHREN

Die Bestimmung soll bei diffusem Tageslicht oder kiinstlichem Licht durchgefiihrt werden. In ein
Mikrobecherglischen (5.1) oder aber in einen Kolben (5.2) die Probemenge auf 0,001 g genau

einwiegen, unter Beriicksichtigung der erwarteten Peroxidzahl gemif nachstehender Tabelle:
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Erwartete Peroxidzahl Probemenge
(meq O./kg) (g)

0Obis12 5,0 bis 2,0

12 bis 20 "~ 2,0bis 1,2

20 bis 30 1,2 bis 0,8

30 bis 50 0,8 bis 0,5

50 bis 90 ' 0,5 bis 0,3

Den Stopfen von dem Kolben (5.2) abnehmen und den Mikrobecher mit der Probemenge einfiihren.
10 m! Chloroform (6.1) hinzufiigen. Die Probe schnell unter Rithren auflosen, 15 ml Essigsaure (6.2),
dann 1 ml Kaliumiodidlésung (6.3) hinzufiigen. Den Stopfen rasch einsetzen, eine Minute schiitteln
und genau fiinf Minuten unter Lichtabschluf bei einer Temperatur von 15 bis 25 °C stehenlassen.

Etwa 75 ml destilliertes‘Wasser zugeben. Das freigesetzte lod mit Natriumthiosulfatlésung (6.4) unter
kraftigem Schiitteln titrieren (0,002-N-Losung fiir erwartete Werte unter 12 und 0,01-N-Lésung fiir
erwartete Werte iiber 12). Stirkeldsung (6.5) als Indikator verwenden.

Zwei Bestimmungen mit derselben Probe durchfiihren.

Zur gleichen Zeit einen Blindversuch durchfiihren. Ubersteigt das Ergebnis des Blindversuchs 0,05 ml
einer 0,01-N-Natriumthiosulfatlésung (6.4), so sind die unreinen Reagenzien) Zu ersetzen.

ABFASSUNG DER ERGEBNISSE

Die Peroxidzahl (P.V.), ausgedriickt in Millidquivalenten aktiven Sauerstoffs pro kg, wird nach
folgender Formel errechnet:

_VxTxlOOO
- m

P.V.

Dabei sind:

V. = die Anzahl ml der eingestellten Natriumthiosulfatlésung (6.4), die fiir die Bestimmung
verbraucht werden, korrigiert durch den entsprechenden Wert des Blindversuchs,

T
m

die genaue Normalitit der Natriumthiosulfatlésung (6.4),

das Gewicht der Probe in g.

Als Ergebnis gilt das arithmetische Mittel der beiden so durchgefithrten Bestimmungen.
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ANHANG IV
BESTIMMUNG DES GEHALTS AN ALIPHATISCHEN ALKOHOLEN MIT DER KAPILLAR-
GASCHROMATOGRAPHIE

1. ANWENDUNGSBEREICH -

Die Methode beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung der Zusammensetzung und des Gehalts an
aliphatischen Alkoholen. )

2. 'KURZBESCHREIBUNG

Das Fett wird mit 1-Eicosanol als internem Standard versetzt, mit ethanolischer Kaliumhydroxidls-
sung verseift und das Unverseifbare mit Ethylether extrahiert. Die Alkoholfraktion wird diinnschicht-
chromatographisch iiber basische Kieselgelplatten vom Unverseifbaren abgetrennt., Die aus dem
Kieselgel isolierten Alkohole werden in Trimethylsilylether iiberfithrt und mit Hilfe der Kapil-
lar-Gaschromatographie untersucht.

3. GERATE UND HILFSMITTEL

3.1. — Kaolben, 250 ml, mit Riickfluflkiihler und Schliffstopfen,

3.2. — Scheidetrichter, 500 ml, ’

3.3. ~ Kolben, 250 ml,

3.4 — komplette Apparatur fiir die Diinnschichtchromatographie mit Glasplatten 20 x 20 cm,

3.5. — UV-Lampe, Wellenlidnge 366 oder 254 nm,

3.6. — Mikroliterspritzen, 100 und 500 pl,

3.7. — Glasfiltertiegel mit Porenfilter G 3 (Porositit 15 — 40 um), etwa 2 cm Durchmesser, 5§ cm Héhe,
geeignetem Anschlufistiick fiir die Vakuumfiltration und Schliffmuffe 12/21,

3.8. — Vakuumflasche, 50 ml, mit Schliffmuffe 12/21, firr Glasfiltertiegel (3.7),

3.9. . — 10-ml-Réhrchen mit konischem Boden und dichtschlieSendem Stopfen,

3.10. — Gaschromatograph, geeignet fiir die Verwendung von Kapillarsdulen mit Splitsystem, bestehend
aus:

3.10.1. — thermostatisierbarem Saulenofen, einstellbar auf die gewiinschte Temperatur mit einer Genauig-
keit von = 1°C, _

3.10.2. — temperaturregelbare Verdampfeinrichtung mit Verdampfer aus persilanisiertem Glas,

3.10.3. — Flammenionisations-Detektor mit Verstirker,

3.10.4. — Integrator mit Schreiber, mit Verstirker zu koppeln,

3.11. — Kapillarsiule aus Glas oder fused silica, 20 - 30 m Linge, 0,25 - 0,32 mm Innendurchmesser,
Innenwand belegt mit SE-52 oder SE-54 oder einer gleichwertigen stationiren Phase, Schichtdicke
0,10-0,30 pm,

3.12. — Mikroliterspritze fiir die Gaschromatographie, 10 ul, mit geharteter Nadel,

4. REAGENZIEN

4.1. — Kaliumhydroxid, ethanolische Lésung 2 N: 130 g Kaliumhydroxid (Titer mindestens 85 %) in
200 ml destilliertem Wasser unter Kithlen 16sen und mit Ethanol auf 11 auffiillen. Die Lésung sollte
in gut verschlossenen braunen Glasflaschen aufbewahrt werden,

4.2. - — Ethylether, analysenrein,

4.3. — wasserfreies Natriumsulfat, analysenrein,
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4.4, — mit Kieselgel beschichtete Glasplatten ohne Fluoreszenzindikator, Schichtdicke 0,25 mm (ge-
brauchsfertig im Handel erhiltlich),

4.5. — Kaliumhydroxid, ethanolische Lésung 0,2 N: 13 g Kaliumhydroxid in 20 ml destilliertem Wasser
|6sen und mit Ethanol auf 1 I auffiillen,

4.6. — Benzol fiir die Chromartographie {siche 5.2.2),

4.7. — Aceton fiir die Chromatographie (siehe 5.2.2),

4.8. — Hexan fiir die Chromatographie (siche 5.2.2),

4.9. — Ethylether fiir die Chromatographie (siche 5.2.2),

4.10. — Chloroform, analysenrein,

4.11. — Referenzlosung fiir die Diinnschichtchromatographie: 5%ige Lésung von C,, bis C;g-Alkoholen in
Chloroform,

4.12. = 2’, 7-Dichlorfluorescein, 0,2%ige ethanolische Lésung, leicht alkalisch durch Zusatz einiger

‘Tropfen alkoholischer 2-N-Kaliumhydroxid-Lésung,

4.13. — wasserfreies Pyridin fiir die Cﬁromatographie,

4.14.  — Hexamethyldisilazan,

415. — Trimethylchlorsilan,

4.16. — Standardldsung der Trimethylsilylether der aliphatischen Alkohole von Czy — Cy4, unmittelbar vor

Gebrauch ansetzen aus einer Mischung der reinen Alkohole,

4.17. — 1-Eicosanol, 0,1%ige Losung (m/V) in Chloroform (interner Standard),
4.18. — Trigergase: Wasserstoff oder Helium, rein fiir die Gaschromatographie,
4.19. — Hilfsgase: Wasserstoff und Luft, rein, fiir die Gaschromatographie.

S. VERFAHREN

5.1. Herstellung des Unverseifbaren

5.1.1. Mit einer 500-ul-Mikroliterspritze so viel von der 0,1%igen 1-Eicosanolldsung in Chloroform (4.17)
in einen 250-ml-Kolben geben, daff die Menge an 1-Eicosanol (ebensogut kann 1-Eneicosanol
verwendet werden) etwa 10% des Gehalts an aliphatischen Alkoholen des zur Analyse verwandten
aliquoten Teils der Probe entspricht. So werden z. B. fir § g Olivend! oder Samenol 250 pl der
0,1%igen 1-Eicosanollésung benétigt und fir Oliventresterdl 1 500 ul.

Die Probe im Stickstoffstrom bis zur Trocknung eindampfen. In den gleichen Kolben genau 5 g der
trockenen und filtrierten Probe einwiegen.

5.1.2. Die Probe bei aufgesetztem Riickflukithler mit 50 ml 2-N-ethanolischer Kaliumhydroxidlésung
versetzen, auf dem Wasserbad erhitzen und unter kriftigem Schiitteln und schwachem Sieden verseifen
(wobei die Losung klar wird). Die Probe weitere 20 Minuten am Sieden halten und dann durch den
Riickflu8kiihler mit S0 ml destilliertem Wasser versetzen; den Riickflufkiihler entfernen und den
Kolben auf etwa 30 °C abkiihlen.

5.1.3. Den Kolbeninhalt quantitativ in einen 500-ml-Scheidetrichter iberfithren, wobei mehrfach mit
insgesamt 50 ml destilliertem Wasser nachgespiilt wird. Die Probe mit etwa 80 ml Ethylether versetzen,
30 Sekunden kriftig schiitteln und absetzen lassen (Anmerkung 1).

Die wifirige Phase in einen anderen Scheidetrichter ablassen und dann noch zweimal nach dem gleichen
Verfahren mit 60 — 70 ml Ethylether extrahieren.

Anmerkung 1: Etwaige Emulsionen koénnen mit Hilfe einer Waschflasche durch Zusatz kleiner Mengen
Ethylalkohol oder Methylalkohol zerstért werden.

5.1.4. Die Etherausziige in einem Scheidetrichter vereinigen und mehrmals mit jeweils 50 ml destilliertem
Wasser waschen, bis das Waschwasser neutral reagiert.

Das Waschwasser ablassen, die Etherphase mit wasserfreiem Natriumsulfat trocknen und iiber
wasserfreiem Natriumsulfat in einen zuvor gewogenen 250-ml-Kolben filtrieren. Scheidetrichter und
Filter mit kleinen Mengen Ethylether nachspiilen. -
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5.1.5.

5.2,

5.2.13.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.3.

5.3.1.

Den Ether bis auf wenige ml abdestillieren, den Riickstand unter leichtem Vakuum oder im
Stickstoffstrom trocknen, !/, Stunde im Trockenschrank bei 100 °C Qachtrocknen, im Exsikkator
abkiihlen lassen und wiegen. N

Abtrennen der Alkoholfraktion

Herstellung der basischen Platten

Die Kieselgelplatten (4.4) vollstindig ca. 10 Sekunden lang in eine ethanolische 0,2-N-Kaliumhydro-
xidlésung (4.5) eintauchen, dann unter einem Abzug 2 Stunden trocknen lassen, anschliefend noch
1 Stunde bei 100 °C im Trockenschrank. -

Die Platten aus dem Trockenschrank nehmen und in einem Exsikkator iiber Calciumchlorid bis zum
Gebrauch aufbewahren. (Derart behandelte Platten miissen innerhalb von 14 Tagen gebraucht
werden.)

Anmerkung 2: Bei Verwendung von basischen Kieselgelplatten zur Abtrennung der Alkoholfraktion eriibrigt sich
die Behandlung des Unverseifbaren mit Aluminiumoxid. Auf diese Weise bleiben simtliche sauren
Verbindungen (Fettsiuren und andere) an der Startlinie. So erhilt man eine saubere Trennung der
Zone der aliphatischen Alkohole und Terpenalkohole von den Sterinen. )

Die Entwicklerkammer bis zu einer Hohe von etwa 1 cm mit einem -Benzol/ Aceton-Gemisch 95:5
(V/V) beschicken. Statt dessen kann auch ein Hexan/Ethylether-Gemisch 65:35 (V/V) verwandt
werden. Die Kammer mit einem geeigneten Deckel verschlieffen und mindestens eine halbe Stunde
stehen lassen, damit sich ein Gleichgewicht zwischen Flussigkeit und Dampfphase einstellt. An der
Innenwand der Kammer kénnen Filterpapierstreifen befestigt werden, die in das Fliefmittel
eintauchen. Dadurch kann die Laufzeit um ein Drittel verkiirzt und eine gleichmifige Elution der
Komponenten erzielt werden.

Anmerkung 3: Um gut reproduzierbare Trennungen zu erzielen, ist das Gemisch jedesmal frisch anzusetzen.

Von einer 5%igen Lésung des Unverseifbaren (5.1.5) in Chloroform mit einer 100-pl-Spritze 0,3 ml als
durchgehenden, gleichmifSigen Strich 2 cm vom unteren Plattenrand entfernt auf die Diinnschicht-
platte (5.2.1) auftragen. In der Verlangerung der Startlinie werden am Rande 2—3 pl der
Standardlésung der aliphatischen Alkohole (4.11) aufgetragen, um die Alkoholzone nach der
Entwicklung identifizieren zu konnen.

Die Platte in die nach 5.2.2 vorbereitete Entwicklerkammer stellen. Die Temperatur der Umgebung
sollte 15-20 °C betragen. Die Kammer mit dem Deckel verschlieffen und die Platte so lange
entwickeln, bis die Fliefmittelfront bis 1 cm unter den oberen Plattenrand gestiegen ist. Dann die Platte
aus der Entwicklerkammer nehmen und das Losungsmittel in einem warmen Luftstrom abdampfen
oder die Platte eine geraume Zeit unter dem Abzug liegen lassen.

Die Platte vorsichtig und gleichmifig min 2°, 7°-Dichlorfluoresceinlésung besprithen. Die Lage der
Zone der aliphatischen Alkohole mit Hilfe des Flecks der Standardlésung bestimmen. Die Zone der
aliphatischen Alkohole und die Zone der unmittelbar dariiber liegenden Terpenalkohole werden mit
einem schwarzen Stift umrandet.

Anmerkung 4: Da unter den Bedingungen dieses Verfahrens die Terpenalkohole betrichtliche Mengen an
aliphatischen Alkoholen enthalten, miissen beide Zonen zusammen erfaf$t werden.

Das in der markierten Zone liegende Kieselgel mit einem Metallspatel abkratzen, fein mahlen und in
einen Glasfiltertiegel (3.7) iiberfithren. Mit 10 ml warmem Chloroform versetzen, mit Hilfe des
Metallspatels griindlich vermischen und unter Vakuum filtrieren. Das Filtrat in der an den
Glasfiltertiegel angeschlossenen Vakuumflasche (3.8) auffangen.

Den Riickstand im Glasfiltertiegel dreimal mit je 10 ml Ethylether waschen und das Filtrat wiederum in
der Vakuumflasche auffangen. Das Filtrat bis auf ein Volumen von etwa 4—S5 ml eindampfen und den
Rest der Losung in das zuvor gewogene 10-ml-Probenglas (3.9) iiberfithren. Durch vorsichtiges
Erhitzen unter einem schwachen Stickstoffstrom bis zur Tocknung eindampfen. Mit einigen Tropfen
Aceton versetzen, wieder bis zur Trocknung eindampfen, etwa 10 Minuten im Trockenschrank auf
105 °C erhitzen, anschliefend im Exsikkator abkiihlen lassen und wiegen.

Der Riickstand in dem Probenglischen enthilt die Fraktion der aliphatischen Alkohole.

Herstellung der Trimethylsilylether (TMSE)

Dem Probengliaschen mit der Fraktion der aliphatischen Alkohole je Milligramm aliphatischem
Alkohol 50 ul Silanisierungsreagenz, bestehend aus einem Gemisch aus Pyridin, Hexamethyldisilazan
und Trimethylchlorsilan im Verhiltnis 9:3:1 (V/V/V) (Anmerkung 5) zusetzen. Dabei darf es nicht zur
Aufnahme von Wasser kommen (Anmerkung 6).

Anmerkung S: Gebrauchsfertige Losungen sind im Handel erhiltlich; daneben gibt es auch andere Silanisierungs-
reagenzien, wie beispielsweise N,O- bis - Trimethylsilyltrifluoracetamid + 1% Trimethylchlorsilan,
das mit gleichen Teilen wasserfreiem Pyridin gemischt werden muf3.
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5.3.2. Das Probenglischen verschlieBen und griindlich, nicht zu stark schiitteln, bis sich die aliphatischen
: Alkohole gelost haben. Die Probe mindestens 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen und dann
einige Minuten zentrifugieren. Die klare Lésung kann nun gaschromatographisch untersucht

werden.

Anmerkung 6: Die Beobachtung einer leichten Opaleszenz ist normal und bedeutet keine Stérung. Die Bildung eines
weiflen Niederschlags oder der Eindruck einer Rosafirbung sind Anzeichen der Anwesenheit von
Feuchtigkeit oder der Zersetzung des Reagens. In diesem Fall soll der Test wiederholt werden.

5.4. Gaschromatographische Analyse

5.4.1. Vorarbeiten, Einfahren der Siule

5.4.1.1. Die Siule in den Gaschromatographen einsetzen, wobei das Einlaflteil an den mit dem Trennsystem
verbundenen Verdampfer und das Auslafteil an den Detektor angeschlossen wird. Uberpriifung des
Gaschromatographen auf Dichtigkeit der Gasleitungen, Betriebsbereitschaft des Detektors, des
Trennsystems, des Schreibers usw.

5.4.1.2., Wird die Saule zum erstenmal verwendet, ist es ratsam, sie einzufahren. Einen schwachen Gasstrom
durch die Saule geben, den Gaschromatographen einschalten und allmahlich auf eine Temperatur von .
mindestens 20 °C iiber der Arbeitstemperatur (Anmerkung 7) aufheizen. Diese Temperatur ist
mindestens 2 Stunden konstant zu halten, und dann sind die Analysenbedingungen einzustellen
(Gasstrom, Split, Ziinden der Flamme, Schreiberanschluff, Ofentemperatur, Injektor, Detektor). Dann
eine Empfindlichkeit wihlen, die mindestens doppelt so grof ist wie bei der Durchfiihrung der Analyse.
Die Grundlinie muf linear verlaufen, ohne Peaks oder Drift.

Eine negative Drift ist ein Indiz fiir einen undichten Anschluff der Siule, eine positive deutet auf ein
mangelhaftes Einfahren der Saule hin.

Anmerkung 7: Die Einfahrtemperatur muf§ in jedem Fall 20 °C unter der fiir die stationire Phase angegebenen
Maximaltemperatur liegen. '

5.4.2. Wahl der Arbeitsbedingungen

5.4.2.1. Anhaltspunkte fiir die Arbeitsbedingungen:

Siulentemperatur: anfangs isotherm 8 Minuten bei 180 °C, dann stufenweise um 5 °C pro Minute bis
auf 260 °C ansteigend, anschlieffend 15 Minuten bei 260 °C;

Verdampfertemperatur: 280 °C;
Detektortemperatur: 290 °C;
* Strémungsgeschwindigkeit des Tragergases: Helium 20—35 cm/s, Wasserstoff 30—50 cm/s;
Splitverhilenis: /5o — /1003
Geriteempfindlichkeit: das 4- bis 16fache der Mindestdampfung;
Detektorempfindlichkeit: 1—2 mV f. s.;
Papiervorschub: 30—60 cm/Std;
Einspritzvolumen: 0,5—1 pl TMSE-L&sung.
Diese Bedingungen kénnen entsprechend den Kenndaten der Siule und des Gaschromatographen

derart geindert werden, dafl die damit aufgezeichneten Chromatogramme folgende Bedingungen
erfiillen:

— die Retentionszeit des C,¢-Alkohols muff 18 + 5 Minuten betragen;

— der Peak des C,;-Alkohols muf bei Olivenél 80 + 20% und bei Samenélen 40 + 20% der
gesamten Skala erreichen.

5.4.2.2. Zur Uberpriifung der vorstehenden Bedingungen werden wiederholt Proben von TMSE-Alkohol-
) Gemischen eingespritzt und die Arbeitsbedingungen optimiert.

5.4.2.3. Die Parameter fiir die Peak-Integration sind so zu wihlen, daf fir die in Betracht kommenden Peaks
korrekte Werte erzielt werden.
5.4.3. Durchfihrung der Analyse .

5.4.3.1. Mit der 10-ul-Mikroliterspritze 1 pl Hexan entnehmen, 0,5 pl Luft und anschlieBend 0,5—1 pl
' Probenlésung aufziehen, dabei den Kolben der Spritze so weit einziehen, dafl die Nadel leer ist. Die
Nadel in die Membran des Injektors einfithren, nach 1—2 Sekunden schnell einspritzen, dann nach

etwa 5 Sekunden die Nadel langsam herausziehen. -

5.4.3.2. Das Chromatogramm aufzeichnen, bis alle vorhandenen aliphatischen Alkohole eluiert sind.

Die Grundlinie muf stets den vorgeschriebenen Anforderungen (5.4.1.2) gentigen.

5.4.4. Identifizierung der Peaks

Die einzelnen Peaks werden ahand der Retentionszeiten und durch Vergleich mit dem unter denselben
Bedingungen analysierten TSME-Gemisch der aliphatischen Alkohole identifiziert.

Abbilding 1 zeigt ein Chromatogramm der Alkoholfraktion eines nativen Olivendls.

5.4.5. Quantitative Bestimmung

5.4.5.1. DiePeakflachen von 1-Eicosanol und der aliphatischen Alkohole von C,, bis C,s werden mit Hilfe eines
Integrators ermittelt.
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5.4.5.2. Der Gehalt an den einzelnen aliphatischen Alkoholen in mg/100 g Fett wird nach folgender Formel
- berechnet:
. *m,- 100
Alkohol x = xM5'100
Ayem
Darin bedeuten:
A, = Peakfliche des Alkohols x in mm?,
A, = Peakfliche von 1-Eicosanol in mm?,
m, = zugesetzte Menge 1-Eicosanol in mg,
m = Menge der fiir die Bestimmung entnommenen Probe in g.
6. ERGEBNISSE

Der Gehalt an den einzelnen aliphatischen Alkoholen wird in mg/100 g Fett angegeben und zum
»Gesamtgehalt an aliphatischen Alkoholen® addiert.

ANLAGE

‘Bestimmung der linearen Stromungsgeschwmdtgkett

In den auf Normalbedingungen eingestellten Gaschromatographen werden 1 bis 3 ul Methan (oder Propan)
eingespritzt und die von dem Gas benétigte Durchlaufzeit durch die Saule vom Zeitpunkt des Einspritzens bis zum
Peak-Austritt (ty;) gemessen.

Die lineare Stromungsgeschwindigkeit in cm/s ist durch die Beziehung L/t); definiert; dabei ist L die Lange der
Saule in cm und ty; die gemessene Zeit in Sekunden.

—

1 6

3

S BTN

Abbildung 1: Chromatogramm der Alkobolfraktion eines nativen Olivendls

1 = Eicosanol (int. Stand.), §5 = Pentacosanol,
2 = Dicosanol, 6 = Hexacosanol,
3 = Tricosanol, 7 = Heptacosanol,
4 = Tetracosanol, 8 = Octacosanol.
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ANHANG V

BESTIMMUNG DER ZUSAMMENSETZUNG UND DES GEHALTS AN -STERINEN MIT DER

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.

3.11.

4.1.

KAPILLAR - GASCHROMATOGRAPHIE

UMFANG UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Methode beschreibt das Verfahren zur Bestimmung der Sterinzusammensetzung und des
Steringehalts von Fetten.

KURZBESCHREIBUNG
Das Fett wird mit a-Cholestanol als innerem Standard versetzt und mit ethanolischer Kaliumhydro-
xidldsung verseift. Die Sterinfraktion wird aus dem Unverseifbaren diinnschicht-chromatographisch

iiber basische Kieselgelplatten abgetrennt.

Die aus dem Kieselgel isolierten Sterine werden in Trimethylsilylether uberfiihrt und mit Hilfe der
Kapillar-Gaschromatographie untersucht. ‘

GERATE UND HILFSMITTEL

Kolben, 250 ml, mit Riickflu8kiihler und Schliffstopfen,

Scheidetrichter, 500 ml,

Kolben, 250 ml,

komplette Apparatur fiir die Diinnschichtchromatographie mit Glasplatten 20 x 20 cm,
UV-Lampe, Wellenlinge 366 oder 254 nm,

Mikroliterspritzen, 100 und 500 pl,

Glasfiltertiegel mit Porenfilter G 3 (Porositit 15—40 pm), etwa 2 cm Durchmesser, 5 cm Hohe, mit
geeignetem AnschluBstick fiir die Vakuumfiltration und Schliffmuffe 12/21,

Vakuumflasche, 50 ml, mit Schliffmuffe 12/21, fiir Glasﬁltertiegei (3.7),
10-ml-Réhrchen mit konischem Boden und dicht schlieendem Stopfen,

Gaschromatograph, geeignet fiir die Verwendung von Kapillarsiulen, mit Splitsystem, bestehend
aus: : .

einem thermostatisierbaren Siulenofen, einstellbar auf die gewiinschte Temperatur mit einer
Genauigkeit von £ 1 °C, )

einer temperaturregelbaren Verdampfereinrichtung mit Verdampfer aus persilankisiertem Glas,
einem Flammenionisations-Detektor mit Verstirker,

einem Integrator mit Schréiber, mit Verstirker zu koppeln,

einer Kapillarsiule aus Glas oder fused silica, 2030 m Linge, 0,25—0,32 mm Innendurchmesser,
Innenwand belegt mit SE-52 oder SE-54 oder einer gleichwertigen stationidren Phase, Schichtdicke

0,10—0,30 pm,

Mikroliterspritze fiir die Gaschromatographie, 10 pl, mit gehartéter Nadel.

REAGENZIEN

Kaliumhydroxid, ethanolische Lésung 2 N: 130 g Kaliumhydroxid (Titer mindestens 85 %) in 200 ml
destilliertem Wasser unter Kiihlen 18sen und mit Ethanol auf 1 Liter auffiillen. Die Lésung ist in gut
verschlossenen Braunglasflaschen haltbar (Ethanol 95% V/V),
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4.2. Ethylether, analysenrein,

4.3, wasserfreies Natriumsulfat, analysenrein,

4.4, kieselgelbeschichtete Glasplatten ohne Fluoreszenzindikator, Schichtdicke 0,25 mm (gebrauchsfertlg
im Hande] erhiltlich),

4.5. Kallumhydrox:d ethanolische Lésung 0,2 N: 13 g Kahumhydroxnd werden in 20 ml desulhertem
Wasser gelost und mit Ethanol auf 1 Liter aufgefiillt,

4.6. Benzol fiir die Chromatographie (siehe 5.2.2),

4.7. Aceton fiir die Chromatographie (siehe 5.2.2),

4.8. Hexan fiir die Chromatographie (siehe 5.2.2),

4.9. Ethylether fiir die Chromatographie (siche 5.2.2),

4.10. Chloroform, analysenrein,

4.11. Referenzlésung fiir die Diinnschichtchromatographie: Cholesterin oder Phytosterole, 5 %ige Losungin
Chloroform,

4.12. 2’, 7’-Dichlorfluorescein, 0,2%ige ethanolische Losung, leicht alkalisch durch Zusatz einiger Tropfen

" alkoholischer 2-N-Kaliumhydroxid-Lésung,

4.13. wasserfreies Pyridin fiir die Chromatographie,

4.14. Hexamethyldisilazan,

4.15. Trimethylchlorsilan,

4.16. Standardlésung von Sterin-Trimethylsilylethern unmittelbar vor Gebrauch ansetzen mit reinen
Sterinen oder Sterinmischungen aus Olen, in denen sie enthalten sind,

4.17. a-Cholestanol, 0,2%ige Losung (m/V) in Chloroform (interner Standard),

4.18. Tragergas: Wasserstoff oder Helium, rein, fiir die Gaschromatographie,

4.19. Hilfsgase: Wasserstoff und Luft, rein, fir die Gaschromatographie.

S. VERFAHREN

5.1. Herstellung des Unverseifbaren

5.1.1. Mit einer 500-pul-Mikroliterspritze so viel der 0,2%igen a-Cholestanollésung in Chloroform (4.17) in
einen 250-m1-Kolben geben, daf} die Menge an Cholestanol etwa 10 % des Steringehalts des zur Analyse
verwandten aliquoten Teils der Probe entspricht. So werden z. B. fiir S g Olivenol 500 pl der 0,2%igen
a-Cholestanollosung benétigt, 1 500 pl fiir Samendle oder Oliventresterdl. Im Stickstoffstrom bis zur
Trocknung abdampfen. In den gleichen Kolben genau 5 g der trockenen und filtrierten Probe
einwiegen. :
Bei tierischen und pﬂanzlichén Fetten, die grofiere Mengen an Cholesterin enthalten, kann ein Peak mit
der gleichen Retentionszeit wie Cholestanol auftreten. In diesem Fall ist die Sterinfraktion einmal mit
und einmal ohne internen Standard zu analysieren.

5.1.2. Die Probe bei aufgesetztem Riickflufkithler mit 50 ml 2-N-ethanolischer Kaliumhydroxidlésung
versetzen, auf dem Wasserbad erhitzen und unter kriftigem Schiitteln und schwachem Sieden verseifen
(wobei sich die Losung klirt). Die Probe weitere 20 Minuten am Sieden halten und dann durch den
RiickfluBkithler mit 50 ml destilliertem Wasser versetzen, den Riickflukiihler entfernen und den
Kolben auf etwa 30 °C abkihlen.

5.1.3 Den Kolbeninhalt quantitativ in einen 500-ml-Scheidetrichter iberfilhren, wobei mehrfach mit

insgesamt 50 ml destilliertem Wasser nachgespiilt wird. Die Probe mit etwa 80 ml Ethylether
versetzen, 30 Sekunden kriftig schiitteln und absetzen lassen (vgl. Hinweis 1).

Die wiflrige Phase in einen anderen Scheidetrichter ablassen und dann noch zweimal nach dem gleichen
Verfahren mit 60—70 ml Ethylether extrahieren.

Hinweis 1: Etwaige Emulsionen kénnen mit Hilfe einer Waschflasche durch Zusatz kleiner Mengen Ethyl- oder
Methylalkohol zerstdrt werden. )
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5.1.4. Die Etherausziige in einem Scheidetrichter vereinigen und mehrmals mit jeweils 50 ml destilliertem
Wasser waschen, bis das Waschwasser neutral reagiert.

Das Waschwasser ablassen, die Etherphase mit wasserfreiem Natriumsulfat trocknen, {iber wasser-
freiem Natriumsulfat in einen zuvor gewogenen 250-ml-Kolben filtrieren. Scheidetrichter und Filter
mit kleinen Mengen Ethylether nachspiilen.

5.1.5. Den Ether bis auf wenige ml abdestillieren, den Riickstand unter leichtem Vakuum oder im
Stickstoffstrom trocknen, 1/, Stunde im Trockenschrank bei 100 °C nachtrocknen, im Exsikkator
abkiihlen lassen und wiegen.

5.2, Trennung der Sterinfraktion

5.2.1. Herstellung der basischen Platten
Die Kieselgelplatten (4.4) vollstindig ca. 10 Sekunden lang in eine 0,2-N-ethanolische Alkalihydro-
xidlosung (4.5) eintauchen, dann unter einem Abzug 2 Stunden trocknen lassen, anschliefend noch
1 Stunde bei 100 °C im Trockenschrank.

Die Platten aus dem Trockenschrank nehmen und in einem Exsikkator iiber Calciumchlorid bis zum
Gebrauch aufbewahren. (Derart behandelte Platten miissen innerhalb von 15 Tagen gebrauche
werden.)

Hinweis 2: Bei Verwendung von alkalischen Kieselgelplatten zur Trennung der Sterinfraktion eriibrigt sich die
Behandlung des Unverseifbaren mit Aluminiumoxid. Auf diese Weise bleiben simtliche sauren
Verbindungen (Fettsiuren und andere) an der Startlinie. So erhilt man eine saubere Trennung der
Sterinzone von denen der aliphatischen Alkohole und Terpenalkohole.

§.2.2. Die Entwicklerkammer bis zu einer Hohe von etwa 1 cm mit einem Benzol/Aceton-Gemisch 95:5
(V/V) beschicken. Statt dessen kann auch ein Hexan/Ethylether-Gemisch 65:35 (V/V) verwandt
werden. Die Kammer mit einem geeigneten Deckel verschlieen und mindestens eine halbe Stunde
stehen lassen, damit sich ein Gleichgewicht zwischen Fliissigkeit und Dampfphase einstellt. An der
Innenwand der Kammer konnen Filterpapierstreifen befestigt werden, die in das Fliefmitte]
eintauchen. Dadurch kann die Laufzeit um ein Drittel verkiirzt und eine gleichmiaflige Elution der
Komponenten erzielt werden.

Hinweis 3: Das Gemisch ist jedesmal frisch ‘anzusetzcn, damit die Wiederholbarkeit gewihrleistet ist.

5.2.3. Von einer 5%igen Losung des Unverseifbaren (5.1.5) in Chloroform mit einer 100-pl-Spritze 0,3 ml
als durchgehenden, gleichm#Bigen Strich 2 cm vom unteren Plattenrand entfernt auf die Diinnschicht-
platte (5.2.1) auftragen. In der Verlingerung der Startlinie werden am Rande 2—3 pl der Sterin-
Standardlssung (4.11) aufgetragen, um die Sterinzone nach der Entwicklung zu identifizieren.

. 5.2.4. Die Platte in die nach 5.2.2 vorbereitete Entwicklerkammer stellen. Die Temperatur der Umgebung
sollte 15—20 °C betragen. Die Kammer mit dem Deckel verschlieen und die Platte so lange -
entwickeln, bis die FlieBmittelfront bis 1 cm unter den oberen Plattenrand gestiegen ist. Dann die Platte
aus der Entwicklerkammer nehmen und das Lésungsmittel in einem warmen Luftstrom abdampfen
oder die Platte eine geraume Zeit unter dem Abzug liegen lassen. '

5.2.5. Die Platte vorsichtig und gleichmifig mit 2’,7’-Dichlorfluoresceinlésung besprithen. Die Lage der
Sterinzone mit Hilfe des Flecks der Standardlésung bestimmen und mit einem schwarzen Stift den
fluoreszierenden Bereich markieren.

5.2.6. Das in der markierten Zone liegende Kieselgel mit einem Metallspatel abkratzen, fein mahlen und in |
einen Glasfiltertiegel (3.7) iberfithren. Mit 10 ml warmem Chloroform versetzen, mit Hilfe des
Metallspatels griindlich vermischen und unter Vakuum filtrieren. Das Filtrat in der an dem
Glasfiltertiegel angeschlossenen Vakuumflasche (3.8) auffangen.

Den Riickstand im Glasfiltertiegel dreimal mit je 10 ml Ethylether waschen und das Filtrat wiederum in
der Vakuumflasche auffangen. Das Filtrat bis auf ein Volumen von etwa 4—5 ml eindampfen und den
Rest der Lésung in das zuvor gewogene 10-mi-Probenglas (3.9) tberfithren. Durch vorsichtiges
Erhitzen unter einem schwachen Stickstoffstrom bis zur Trocknung eindampfen. Mit einigen Tropfen
Aceton versetzen, wieder bis zur Trocknung eindampfen, etwa 10 Minuten im Trockenschrank auf
105 °C erhitzen, anschliefend im Exsikkator abkiihlen lassen und wiegen.

Der Riickstand in dem Probenglischen besteht aus der Sterinfraktion.

5.3. Herstellung der Trimethylsilylether (TMSE)

5.3.1. Dem Probenglischen mit der Sterinfraktion werden je Milligramm Sterin 50 pl Silanisierungsreagenz,
bestehend aus einem Gemisch aus Pyridin, Hexamethyldisilazan und Trimethylchlorsilan im
Verhiltnis 9:3:1 (V/V/V), zugesetzt (Hinweis 4) unter Ausschluff von Feuchtigkeit (Hinweis 5).

Himweis 4: Gebrauchsfertige Losungen sind im Handel erhaltlich; daneben gibt es auch andere Silanisierungsre-
agenzien, z. B. N,O-bis-Trimethylsilyltrifluoracetamid + 1% Trimethylchlorsilan, das mit gleichen
Teilen wasserfreiem Pyridin gemischt werden mufS.
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5.3.2. Das Probenglischen verschlieen und griindlich (nicht zu stark) schiitteln, bis sich die Sterine gelost

haben. Die Probe mindestens 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen und dann einige Minuten

zentrifugieren. Die klare Lésung kann gaschromatographisch untersucht werden.

Hinweis 5: - Die Beobachtung einer leichten Opaleszenz ist normal und bedeutet keine Storung. Die Bildung eines

weiflen Niederschlags oder der Eindruck einer Rosafirbung sind Anzeichen der Anwesenheit von
Feuchtigkeit oder der Zersetzung des Reagens. In diesem Fall soll der Test wiederholt werden.
’i
5.4. Gaschromatographische Analyse
5.4.1. Vorbereiten, Einfahren der Siule
5.4.1.1. Die Saule in den Gaschromatographen einsetzen, wobei das Einlafiteil an den mit dem Trennsystem
) verbundenen Verdampfer und das Auslaflteil an den Detektor angeschlossen wird.
Uberpriifung des Gaschromatographen (Dichtigkeit der Gasleitungen, Betriebsbereitschaft des
Detektors, des Trennsystems, des Schreibers usw.).
5.4.1.2. Wird die Saule zum erstenmal verwendet, ist es ratsam, sie einzufahren. Einen schwachen Gasstrom
durch die Saule geben, den Gaschromatographen einschalten und allmahlich auf eine Temperatur von
mindestens 20 °C iiber der Arbeitstemperatur (Hinweis 6) aufheizen. Diese Temperatur ist mindestens

2 Stunden konstant zu halten, und dann sind die Analysenbedingungen einzustellen (Gasstrom, Split,

Ziinden der Flamme, Schreiberanschluf}, Einstellen der Ofentemperatur, Injektor, Detektor). Dann

eine Empfindlichkeit wihlen, die mindestens doppelt so grof ist wie bei der Durchfithrung der Analyse.

Die Grundlinie muf linear verlaufen, ohne Peaks oder Drift.

Eine negative Drift ist ein Indiz fiir einen undichten Anschluf§ der Saule, eine positive deutet auf ein

mangelhaftes Einfahren der Siule hin.

Himwveis 6: Die Einfahrtemperatur muff in jedem Fall 20 °C unter der fiir die stationire Phase angegebenen

Maximaltemperatur liegen.
5.4.2. Wahl der Arbeitsbedingungen
5.4.2.1. Anhaltspunkte fiir die Arbeitsbedingungen:

Siulentemperatur: 260 °C + 5 °C,

Verdampfertemperatur: 280 °C,

Detektortemperatur: 290 °C,

Stromungsgeschwindigkeit: Helium 20—35 cm/s; Wasserstoff 30—50 cm/s,

Splitverhlenis: 1:50—1:100, .

Geriteempfindlichkeit: das 4- bis 16fache der Mindestdimpfung,

Detektorempfindlichkeit: 1—2 mV f. s.,

Papiervorschub: 30—60 cm/Std.,

Einspritzvolumen: 0,5—1 pl TMSE-Losung.

Diese Bedingungen konnen entsprechend den Charakteristiken der Sdule und des Gaschromatographen

derart geiindert werden, daff die damit aufgezeichneten Chromatogramme folgende Bedingungen

erfiillen:

— die Rerentionszeit von B-Sitosterin mufl 20 + § Minuten betragen; )

— der Campesterin-Peak muf§ bei Olivenél (Durchschnittsgehalt 3%) 15 + 5% des Skalenbereichs
und bei Sojad! (Durchschnittsgehalt 20 %) 80 + 10 % des Skalenbereichs betragen;

— alle enthaltenen Sterine miissen getrennt werden; die anderen Peaks miissen ebenfalls voéllig
aufgelést sein, d. h. der Peakverlauf muf auf die Grundlinie zuriickfithren, bevor der nichste Peak
beginnt; eine unvollstindige Aufldsung ist nur unter der Bedingung akzeptabel, daff der
RRT-1,02-Peak mit Hilfe der Senkrechten quantitativ zu bestimmen ist.

5.4.3. . Durchfilhrung der Analyse
5.4.3.1.  Mit der 10-ul-Mikroliterspritze 1 ul Hexan entnehmen, 0,5 pl Luft und anschllef?end 0,5—1 pl

Probenlésung aufziehen; dabei den Kolben der Spritze so weit einziehen, daff die Nadel leer ist. Die

Nadel in die Membran des Injektors einfithren, nach 1—2 Sekunden schnell einspritzen, dann nach

etwa 5 Sekunden die Nadel langsam herausziehen.

5.4.3.2. Das Chromatogramm aufzeichnen; bis alle Sterin-TMS-Ether eluiert sind.
Die Grundlinie mufS stets den vorgeschriebenen Anforderungen (5.4.1.2) geniigen.
5.4.4, Identifizierung der Peaks

Die einzelnen Peaks werden anhand der Retentionszeiten und durch Vergleich mit dem unter denselben
Bedingungen analysierten TSME-Gemisch der Sterine bestimmt.

Die Sterine werden in folgender Reihenfolge eluiert: Cholesterin, Brassicasterin, 24-Methylen-Chole-
sterin, Campesterin, Campestanol, Stigmasterin, A7-Campesterin, A5, 23-Stigmastadienol, Chlero-
sterin, B-Sitosterin, Sitostanol, AS-Avenasterin, AS, 24-Stigmastadienol, A7-Stigmastenol, A7-Ave-
nasterin. B
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5.4.5.

5.4.5.1.

5.4.5.2.

6.1.

6.2,

In Tabelle I sind die Retentionszeiten relativ zu P-Sitosterin fiir eine SE-52- und SE-54-Siule
aufgefiihrt.

Die Abbildungen 1 und 2 zeigen die typischen Chromatogramme einiger Ole.

Quantitative Bestimmung

Mit Hilfe des Integrators werden die Peak-Fliachen von a-Cholestanol und der Sterine berechnet. Dabei
sind etwa auftretende Peaks von Substanzen, die in Tabelle I nicht aufgefithrt sind, nicht zu
beriicksichtigen. Der Responsefaktor von x-Cholestanol soll gleich 1,00 gesetzt werden.

Der Gehalt an den einzelnen Sterinen in mg/100 g Fett wird nach folgender Formel berechnet:

A, m - 100
Sterinx = X s 77
A;'m

Darin bedeuten:
A, = Peakfliche des Sterins x in mm?,
A; = Peakfliche von a-Cholestanol in mm?,
mg = zugesetzte Menge an a-Cholestanol in mg,
m = Menge der fiir die Bestimmung entnommenen Probe in g.
ERGEBNISSE

Der Gehalt an den einzelnen Sterinen wird in mg/100 g Ol angegeben, ihre Summe als ,Gesamt-
sterine®. .

Der prozentuale Anteil jedes einzelnen Sterins errechnet sich aus dem Quotienten der Peakfliche des
entsprechenden Peaks und der Summe der Peakflichen aller Sterine nach der Formel

A
Steringehalt in % x =—* . 100
teringe i x =<5

Darin bedeuten:

A, = Peakfliche des Sterins x,

TA Summe der Peakfliche aller Sterine.

ANLAGE

Bestimmung der linearen Stromungsgeschwindigkeit

In den auf Normalbedingungen eingestellten Gaschromatographen werden 1 bis 3 pl Methan (oder Propan)

eingespritzt und bis zum Peak-Austritt (tm) gemessen.

Die lineare Strémungsgeschwindigkeit in cm/s ist durch die Beziehung L/ty definiert; dabei ist L die Lange der
Sdule in cm und ty die gemessene Zeit in Sekunden.
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Tabelle I
Relative Retentionszeit der Sterine
o Relative Retentionszeit

Peak Identifizierung
SE 54 SE 52
1 Cholesterin A-5-Cholesten-38-ol 0,67 0,63
2 Cholestanol Sa-Cholestan-3p-ol _ 0,68 0,64
3 Brassicasterin [24S]-24-Methyl-A-5,22-cholestadien-3B-ol 0,73 0,71
4 24-Methylen-Cholesterin 24-Methylen-A-5,24-cholestadien-3p-ol 0,82 0,80
N Campesterin [24R]-24-Methyl-A-5-cholesten-3B-ol 0,83 0,81
6 Campestanol [24R]-24-Methyl-cholestan-3B-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterin [24R]-24-Ethyl-A-5,22-cholestadien-3B-ol 0,88 0,87
8 A-7-Campesterol [24R]-24-MethleA-7-cho]esten-SB-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-Stigmastadienol  [24R,S]-24-Ethyl-A-5,23-cholestadien-3p-ol 0,95 0,95
10 Chlerosterin [24S]-24-Ethyl-A-5,25-cholestadien-3B-ol 0,96 0,96
11 B-Sitosterin [24R]-24-Ethyl-A-5-cholestan-3p-ol . 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-Ethylcholestan-3B-ol 1,02 1,02
13 A-5-Avenasterin [24Z]-24-Ethyliden-A-5-cholesten-3p-ol 1,03 1,03
14 A-5,24-Stigmastadienol  [24S,R]-24-Ethyl-A-5,24-cholestadien-3p-ol 1,08 1,08
15 A-7-Stigmastenol [24S,R]-24-Ethyl-A-7,24-cholestadien-38-ol 1,12 1,12
16 A-7-Avenasterin ' 1,16 1,16

[24Z]-24-Ethyliden-A-7-cholesten-3B-ol
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Abbildung 1

Gaschromatogramm der Sterinfraktion von rohem Oivendl
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Abbildung 2
Gaschromatogramm der Sterinfraktion von raffiniertem Olivendl
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" ANHANG VI
BESTIMMUNG DES ERYTHRODIOLS UND DES UVAOLS

EINLEITUNG

Das (iiblicherweise als Summe von Erythrodiol und Uvaol angegebene) Erythrodiol ist ein Bestandteil
des Unverseifbaren, das fiir verschiedene Fette charakteristisch ist. Seine Konzentration ist in
extrahierten Olivenolen erheblich héher als in anderen Olen (Olivendl aus Pressung, Traubenkernél),
in denen es auch vorkommt. Deshalb kann es zum Nachweis fiir das Vorhandensein von extrahiertem
Olivenél dienen.

1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Die Methode beschreibt ein Verfahren fiir die Bestimmung des Erythrodiolgehalts in Fetten.

2, PRINZIP DER METHODE

Das Fett wird mit einer ethanolischen Kaliumhydroxidlésung verseift, dann das Unverseifbare mit
Ethylether extrahiert und iiber eine Aluminiumoxidsiule gereinigt.

Die Fraktionierung des Unverseifbaren wird durch Diinnschichtchromatographie auf Kieselgelplatten
durchgefiihrt, anschliefend werden die Zonen der Sterinfraktion und der Erythrodiolfraktion isoliert.
Die von der Platte isolierten Sterine und das Erythrodiol werden in Trimethylsilylether iiberfiihrt, dann
wird die Mischung gaschromatographisch untersucht. Das Ergebnis wird angegeben als Prozent
Erythrodiol der Gesamtmenge von Erythrodiol plus Sterine. )

3. GERATE

3.1. Die im Anhang V (Bestimmung des Steringehalts) beschriebenen Gerite.

4, REAGENZIEN

4.1. Die im Anhang V (Bestimmung des Steringehalts) vorgeschriebenen Reagenzien.
4.2. Referenzlésung von 0,5% Erythrodiol in Chloroform.

S. VERFAHREN

5.1. Herstellung des Unverseifbaren

Es wird gemifS 5.1.2 des in Anhang V beschriebenen Verfahrens vorgegangen.

5.2. Abtrennung des Erythrodiols und der Sterine
5.2.1. Vergleiche 5.2.1 in Anhang V. |
5.2.2. Vergleiche 5.2.2 in Anhang V.

5.2.3. Eine 5%ige Losung des Unverseifbaren in Chloroform herstellen. Mit einer 0,1-ml-Mikroliterspritze
0,3 ml dieser Lésung auf eine Diinnschichtplatte 1,5 cm vom unteren Plattenrand entfernt in einem
moglichst diinnen und gleichmiafigen Strich auftragen. An einem Ende der Platte werden als
Referenzsubstanzen einige Mikroliter der Losungen von Cholesterin und Erythrodiol aufgetragen.

5.2.4. Die Platte in die nach 5.2.2 vorbereitete Entwicklerkammer geben. Die Raumtemperatur soll etwa
20 °C betragen. Die Kammer sofort mit dem Deckel verschliefflen und so lange entwickeln, bis die
Loésungsmittelfront 1 cm unter dem oberen Plattenrand angekommen ist. Die Platte aus der
Entwicklerkammer nehmen und das Lésungsmittel in einem warmen Luftstrom abdampfen.

5.2.5. Die Platte gleichmiflig mit der alkoholischen 2’, 7’ -Dichlorfluoresceinlosung besprithen. Unter
UV-Licht den Verlauf der Sterin- und Erythrodiolzone an Hand der Referenzsubstanzen identifizieren
und etwas auflerhalb der fluoreszierenden Zonen markieren.
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5.2.6.

5.3.

5.4.

Die markierten Kieselgelzonen mit einem Metallspatel abkratzen. Das von der Platte isolierte Material
in ein 50-ml-Becherglas geben, 15 ml warmes Chloroform zugeben, gut schiitteln und in einen

- Glasfiltertiegel fiillen. Dreimal mit je 10 ml warmem Chloroform auswaschen und die Filtrate in einem

100-ml-Rundkolben sammeln. Bis auf ein Volumen von 4—5 ml eindampfen, in'ein vorher gewogenes,
konisches 10-ml-Zentrifugenréhrchen geben, im warmen Stickstoffstrom trocknen und anschlieSend
wiegen.

Herstellung der Trimethylsilylether
Nach dem in Anhang V unter 5.3 beschriebenen Verfahren vorgehen.
Gaschromatographische Analyse

Nach der Beschreibung unter 5.4 des vorgenannten Verfahrens vorgehen.

Die Bedingungen der gaschromatographischen Analyse miissen so gewahlt werden, daf nicht nur die

TMS-Ether der Sterine, sondern .auch die TMS-Ether von Erythrodiol und Uvaol getrennt.

werden.

Nach dem Einspritzen das Schreiberpapier ablaufen lassen, bis alle Sterine, Erythrodiol und Uvaol
eluiert sind. Identifizieren der Peaks (Erythrodiol und Uvaol haben im Vergleich zu B-Sitosterin relative
Retentionszeiten von etwa 1,45 und 1,55) und Berechnung der Flichenprozente, wie fiir Sterine
beschrieben.

ABFASSUNG DER ERGEBNISSE

. Ay + A,
% E | = ——————— 100
o Erythrodio A+ AT Agers X

Hierin bedeuten:
Ay
A,

% Agierine = Summe der vorhandenen Sterinpeaks in mm?.

It

Fliache des Erythrodiolpeaks in mm?,
Flache des Uvaolpeaks in mm?,

Das Ergebnis wird mit einer Dezimale nach dem Komma angegeben.
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ANHANG vII

BESTIMMUNG VONvFETTSAUREN IN 2-STELLUNG DER TRIGLYCERIDE

-

1. ZWECK

Diese Methode beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung der Zusammensetzung des Teils der
Fettsauren eines Oles oder Fettes, die in 2-Stellung (B oder innere Stellung) des Glycerins verestert
sind. .

2. ANWENDUNGSBEREICH

Diese Methode gilt fiir Ole und Fette mit einem Schmelzpunkt unter 45 °C, bedingt durch die
Besonderheiten der Wirkungsweise der Pankreaslipase.

Sie ist nicht uneingeschrankt anwendbar auf Ole und Fette mit hoheren Anteilen an Fettsiuren mit
zwolf oder weniger Kohlenstoffatomen (Kokos- und Palmkerndl, Butterfett), hoch ungesittigten
Fettsduren (mit mehr als vier Doppelbindungen), die zwanzig oder mehr Kohlenstoffatome enthalten
(Fisch- und Seetierdle), oder Fettsauren mit sauerstoffhaltigen Gruppen aufler der Sauregruppe.

3. PRINZIP

Wenn notig, Neutralisierung von sauren Olen und Fetten in einem Losungsmittel. Reinigung iiber eine
Aluminiumoxidsiule. Teilhydrolyse der Triglyceride durch Pankreaslipase in einer vorgegebenen Zeit.
Abtrennung der gebildeten Monoglyceride durch Dinnschichtchromatographie und Umesterung
dieser Monoglyceride mit Methanol. Die gewonnenen Methylester werden gaschromatographisch

analysiert.
4. . GERATE
4.1. 100-ml-Rundkolben.
4.2, 25-ml-Rundkolben mit Schliff.
4.3. 1 m langes Steigrohr mit Schliffansatz fiir den Kolben 4.2.-
4.4, 250-ml-Kolben.
4.5. 50-ml-Becherglas.
4.6. 500-ml-Scheidetrichter.
4.7. Glassiule fir die Sdulenchromatographie, 13 mm Innendurchmesser, 400 mm Linge, mit Hahn und

glasernem Frittenboden.

4.8. 10-ml-Zentrifugenglas, mit Schliffstopfen.

4.9. 5-ml-Biirette, Graduierung 0,05 ml.

4.10. 1-ml-Injektionsspritze, mit diinner Kanile.

4.11. Mikroliterspritze, zur Abgabe von Tropfen von jeweils 3—4 ul.

4.12. Beschichtungsgerit fiir Diinnschichtplatten.

4.13. Glasplatten fiir Diinnschichtchromatographie, 20 x 20 cm.
4.14. Entwicklerkammer fiir die Diinnschichtchromatographie, mit Schliffrand, fiir 20 x 20 cm Platten.
4.15. Sprither fiir die Diinnschichtchromatographie.

4.16. Trockenschrank, einstellbar auf 103 + 2 °C.

4.17. Thermostat, regulierbar zwischen 30 und 45 °C 1 0,5 °C.
4.18. Rotationsverdampfer.
4.19. Elektrisches Schiittel- und Vibriergerit zum kriftigen Schiitteln des Zentrifugenglases.

'4,20. Ultraviolettlampe zur Betrachtung der Diinnschichtplatten.
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Und fiir die Kontrolle der Lipasetdtigkeit:
4.21. Ein pH-Mef8gerit.

4.22. Propellerriihrer.

4.23. 5-ml-Biirette.

4.24. Stoppuhr.

Und fiir die eventuelle Zubereitung der Lipase:

4.25. Laborriihrgerit zum Zerkleinern und Mischen heterogener Materialien.

5. REAGENZIEN

5.1, n-Hexan oder, falls nicht verfiigbar, Petrolether (Kp. 30—50 °C), fiir die Chromatographie.

5.2. 2-Propanol oder Ethanol 95 %ig (V/V), analytisch rein.

5.3. 2-Propanol oder Ethanol, 1:1 waflrige Losung.

5.4. Diethylether, peroxidfrei.

5.5. Aceton.

5.6. Ameisensiure, mindestens 98 %ig (m/m).

5.7. Fliefmittel: Mischung aus n-Hexan (5.1), Diethylether (5.4) und Ameisensiure (5.6) im Verhaltnis von
70:30:1 (V/V/V).

5.8. Aktiviertes Aluminiumoxid fiir die Chromatographie, neutral, Aktivititsstufe Brockmann 1.

5.9. Kieselgel, mit Bindemittel fiir die Diinnschichtchromatographie.

5.10. Pancréaslipase mit ausreichender Aktivitit (Anmerkungen 1 und 2).

5.11. Natriumhydroxid, 120 g/l wifirige Losung.

5.12. Salzsaure, 6 N.

5.13. Kalziumchlorid (CaCl,), 220 g/1 wifirige Losung.
5.14. Natriumcholat (Enzymqualitit), 1 g/l wifirige Lésung.

5.15. Pufferldsung: 1 M wiflrige Lésung von tris-Hydroxymethylaminomethan durch Zusatz von Salzsiure
: (5.12) auf pH 8 gebracht (durch Potentiometer tiberpriifen).

5.16. Phenolphthalein, Lésung von 10 g/1 in 95 %igem (V/V) Ethanol.

5.17. 2',7' -Dichlorfluorescein, Losung von 2 g/l in 95 %igem (V/V) Ethanol, schwach alkalisch durch
Zusatz eines Tropfens 1-N-Natriumhydroxidlésung pro 100 ml.

Und fiir die Kontrolle der Lipasetdtigkeit:
5.18. Neutralisiertes Ol.

5.19. Natriumhydroxid, 0,1 N wifirigre Lésung.

5.20. Natriumcholat (Enzymqualitat), wiflrige Losung vor‘1 200 g/l.
5.21. Gummiarabikum, wiffrige Lésung von 100 g/1.
6. VORBEREITUNG DER PROBE

Liegt der Gehalt an freien Fettsiuren nach einer Bestinmung gemif§ Anhang Il unter 3 %, so ist direkt
iiber Aluminiimoxid, wie unter 6.2 beschrieben, zu reinigen. Weist die Probe einen Gehalt an freien
Fertsiuren von iiber 3 % gemif Anhang II auf, so ist sie in Gegenwart eines Lésungsmittels gemif$ 6.1
mit Alkali zu neutralisieren und dann iber Aluminiumoxid gemaf$ 6.2 zu geben.

6.1. Neutralisierung durch Alkali in Gegenwart eines Lﬁsungsniittels

Etwa 10 g rohes Ol in einen Scheidetrichter (4.6) geben und 100 ml Hexan (5.1), 50 ml 2-Propanol
(5.2), einige Tropfen Phenolphthaleinlésung (5.16) und so viel Natriumhydroxidlésung (5.11)
hinzufiigen, wie dem Gehalt des Ols an freien Fettsiuren zuziglich 0,3 % Uberschuf entspricht. Eine
Minute lang kriftig schiittéln, 50 ml destilliertes Wasser zugeben, erneut schiitteln und absetzen
lassen.

Nach dem Absetzen die untere, die Seifen enthaltende Schicht sowie etwaige Zwischenschichten
(Schleim, unlésliche Stoffe) entfernen. Die Hexanlésung des neutralisierten Ols mehrmals mit
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25—30 ml der 2-Propanollésung (5.3) wascheﬁ, bis die Rosafarbung des Phenolphthaleins verschwin-
det. ‘ .

Den grofiten Teil des Hexans unter Vakuum im Rotationsverdampfer (4.18) abdestillieren, das Ol bei
30—40 °C unter Vakuum in einem Stickstoffstrom trocknen, bis das Hexan volistindig entfernt
ist.

6.2. Reinigung iiber Aluminiumoxid

Eine Suspension von 15 g aktiviertem Aluminiumoxid (5.8) in 50 ml Hexan (5.1) herstellen und unter
Riihren in die Chromatographiesiule (4.7) gieen. Das Aluminiumoxid gleichmifig absetzen lassen
und warten, bis das Lésungsmittel auf 1—2 mm iiber dem Absorptionsmittel abgelaufen ist. Auf die
Siule vorsichtig eine Losung von § g Ol in 25 ml Hexan (5.1) gieBen; die gesamte aus der Siule
ablaufende Fliissigkeit in einem Rundkolben (4.1) sammeln. .

7. HERSTELLUNG DER DUNNSCHICHTPLATTEN

Die Glasplatten (4.13) sorgfiltig mit Ethanol, Petrolether und Aceton reinigen, um jeden Fettrest zu
beseitigen. In einen Erlenmeyerkolben (4.4) 30 g Kieselgel (5.9) geben, 60 ml destilliertes Wasser
hinzufiigen, verschlieRen und eine Minute kriftig schiittteln. Die Suspension sofort in das Beschich-
tungsgerit (4.12) geben und eine 0,25 mm dicke Schicht auf die Platten auftragen. Die Platten 15
Minuten an der Luft und eine Stunde im Trockenschrank (4.16) bei 103 + 2 °C trocknen. Die Platten
vor Verwendung in einem Exsikkator auf Raumtemperatur abkiihlen.

Fertigplatten sind im Handel erhiltlich.

8. VERFAHREN

8.1. Hydrolyse durch Pancreaslipase*

In das Zentrifugenglas (4.8) etwa 0,1 g der vorbereiteten Probe einwiegen; handelt es sich um ein festes
Fett, muf es in 0,2 ml Hexan (5.1), evtl. unter schwachem Erwirmen, gelst werden.

20 mg Lipase (5.10) und 2 ml der Pufferlésung (5.15) hinzufiigen. Sorgfiltig und vorsichtig schiitteln

und dann 0,5 ml der Natriumcholatlésung (5.14) und 0,2 ml der Kalziumchloridldsung (5.13)

hinzufiigen. Das Glas mit dem Schliffstopfen verschlieen, vorsichtig schiitteln (Befeuchten des

Stopfens vermeiden), das Glas sofort bei 40 + 0,5 °C in den Thermostaten (4.17) stellen und genau
. eine Minute mit der Hand schiitteln.

Das Glas aus dem Thermostaten nehmen und mit Hilfe des Vibriergerﬁts (4.19) genau 2 Minuten lang
kriftig schiitteln.

Sofort in fliefRendem Wasser abkiihlen; 1 ml Salzsiure (5.12) und 1 ml Diethylether (5.4) hinzufiigen.
Verschliefen und kriftig mit dem elektrischen Schiittelgerit schiitteln. Stehen lassen und die organische
Phase mit Hilfe der Spritze (4.10), gegebenenfalls nach Zentrifugiéren, abnehmen.

8.2. Abtrennung der Monoglyceride durch Diinnschichtchromatographie

Den Extrakt mit der Mikroliterspritze (4.11) auf die Diinnschichtplatte auftragen, und zwar 1,5 cm
vom unteren_Rand entfernt, als diinnen, einheitlichen Strich. Die Platte in die gut gesittigte
Entwicklerkammer (4.14) stellen und mit dem Fliefmittel (5.7) bei etwa 20 °C bis 1 cm vom oberen
Plattenrand entfernt entwickeln.

Die Platte an der Luft bei der gleichen Temperatur wie in der Entwicklerkammer trocknen und mit
24,7’ -Dichlorfluoresceinlésung (5.17) bespriihen. Die Zone der Monoglyceride (Rf etwa 0,035) unter
UV-Licht (4.20) markieren.

8.3. Analyse der Monoglyceride durch Gaschromatographie

Die nach 8.2 erhaltene Kieselgelzone mit einem Spatel abkratzen (vermeiden, dafl auch die auf der
Startlinie verbleibenden Bestandteile mit erfaflt werden) und in das Methylierungskélbchen (4.2)
iberfiihren.

Das gesammelte Kieselgel, so wie es vorliegt, nach dem Verfahren gemifl Anhang XB behandeln, die

Monoglyceride in Methylester iiberfithren, dann die Ester gaschromatographisch nach dem Verfahren
gemif Anhang XA untersuchen.

9. FORMULIERUNG DER ERGEBNISSE

Die Zusammensetzung der Fettsduren in 2-Stellung auf eine Dezimalstelle genau angeben (Anmer-
kung 3).
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10.

ANMERKUNGEN

Anmerkung 1:

Anmerkung 2:

Anmerkung 3:

Anmerkung 4:

Prifung der Lipasetitigkeit

Aus einem Gemisch von 165 ml Gummiarabikumlésung (5 .21), 15 g gemahlenem Eis und 20 ml
neutralisiertem Ol (5.18) mit einem geeigneten Rithrgeriit eine Olemulsion herstellen.

10 ml dieser Emulsion in ein Becherglas (4.5) geben, anschlleﬁend 0,3 ml Natriumcholatlosung
(5.20) und 20 ml destilliertes Wasser hinzufiigen.

Das Becherglas bei 37 + 0,5 °C (Anmerkung 4) in einen Thermostaten stellen; die Elektroden eines
pH-Meters (4.21) und einen Spiralriihrer (4.22) einsetzen.

Mit Hilfe einer Biirette (4.23) tropfenweise Natriumhydroxidlésung (5.19) hinzufiigen bis zu einem
pH-Wert von 8,5.

Eine ausreichende Menge der wifirigen Lipasesuspension (siehe nachstehend) hinzufiigen. Sobald das
pH-Meter 8,3 anzeigt, die Stoppuhr anstellen (4.24) und Natriumhydroxidlésung (5.19) so
zutropfen lassen, daf der pH-Wert bei 8,3 gehalten wird. Das Volumen der pro Minute verbrauchten
Alkalilésung notieren.

Die Werte in ein Koordinatensystem eintragen, und zwar die Zeitablesungen als Abszisse und die
Anzahtml Alkalilésung zur Konstanthaltung des pH-Werts als Ordinate. Dabei mufd sich eine Gerade
ergeben.

jeden Versuch soviel der Suspension verwenden, daff in 4 bis 5 Minuten etwa 1 1yl Alkalilosung
verbraucht wird. Normalerweise werden etwa 1—S5 mg Lipasepulver gebraucht. Di§ Lipaseeinheit
wird als die Menge Enzym definiert, die 10 Mikroiquivalente Siure pro Minute freisetzt. Damit
ergibt sich die Aktivitat A des verwendeten Pulvers, ausgedriickt als Lipaseeinheiten in mg, anhand
folgender Formel:

Die vorstehend erwihnte Lipasesuspension ist eine Suspension von eins zu Tausean Wasser. Fiir

Dabei entspricht V der Anzahl der pro Minute verbrauchten ml Natriumhydroxidlésung (5.19),
berechnet aus der graphischen Darstellung, m ist das Gewicht der Lipaseprobe in mg.

Herstellung der Lipase

Lipasen mit ausreichender Lipasetitigkeit sind im Handel erhiltlich. Sie konnen aber auch im Labor
wie folgt hergestellt werden: § kg frisches Schweinepankreas auf 0 °C abkiihlen; das umhiillende
feste Fett und die anhingenden Gewebe entfernen und im Mixer zerkleinern, bis ein fliissiger Brei
ensteht. Diesen Brei mit dem Riihrgerit (4.25) 4—6 Stunden mit 2,5 | wasserfreiem Aceton rithren,
anschliefend zentrifugieren. Den Riickstand noch dreimal mit dem gleichen Volumen Aceton, dann
zweimal mit einer Mischung von Aceton und Diethylether 1:1 (V/V) und zweimal mit Diethylether
extrahieren. Den Riickstand im Vakuum 48 Stunden lang trocknen, bis ein stabiles Pulver entsteht,
das im Kiihlschrank aufbewahrt werden sollte.

In jedem Fall ist es ratsam, die Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren der gleichen Probe zu
bestimmen, da ein Vergleich mit den Fettsiuren in 2-Stellung bei der Interpretation der Werte von
Nutzen ist. ) )

Die Hydrolysentemperatur wird auf 37 °C eingestellt, wenn ein fliissiges Ol verwendet wird. Sie wird
jedoch fiir die Untersuchungsproben auf 40 °C festgelegt, um auch die Untersuchung von Fetten mit
Schmelzpunkten bis zu 45 °C zu erméglichen.
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ANHANG vl
BESTIMMUNG DES TRILINOLEINGEHALTS

1. ZWECK
Die vorliegende Norm beschreibt ein Verfahren zur Trennung und quantitativen Bestimmung der

Zusammensetzung von Triglyceriden in Abhingigkeit von Molekulargewicht und Grad der Ungesit-
tigtheit, ausgedriickt in ,iquivalenten Kohlenstoffzahlen“ (siche Anmerkung 1).

2. ANWENDUNGSBEREICH
Diese Norm gilt fiir alle pflanzlichen Ole, die Triglyceride langkettiger Fettsiuren enthalten. Das
Verfahren eignet sich insbesondere zum Nachweis von kleinen Mengen linolsaurereicher halbtrock-

nender Ole in den Olen, die tiberwiegend Olsiure als ungesittigte Fettsiure enthalten, wie z. B.
Olivensl.

3. PRINZIP

Trennung der Triglyceride durch Umkehrphasenchromatographie in Abhingigkeit von ihren dquiva-
lenten Kohlenstoffzahlen und Auswertung der Chromatogramme.

4. GERATE

4.1. Fliissigchromatograph, der so ausgestattet ist, daf8 die Temperatur der Siule iiber einen Thermostaten
kontrolliert werden kann.

4.2. Einspritzsystem mit einer 10-pl-Probenschleife.

4.3. Detektor: Differentialrefraktometer. Im Bereich der hichsten Empfindlichkeit sollten wenigstens 10 ~*
Einheiten des Brechungsindexes erreicht werden.

4.4, Siule: Sdule aus rostfreiem Stahl von 250 rﬁm Linge und 4,5 mm Durchmesser, gefiillt mit
Kieselgelpartikeln, die mit Oktadecylsilan belegt sind (Durchmesser 5 pm). Die durchschnittliche
, Kohlenstoffbelegung sollte bei etwa 22—23 % liegen (sieche Anmerkung 2).

4.5. Schreiber und/oder Integrator.

5. REAGENZIEN

Die Reagenzien miissen analytisch rein sein. Die Fliemittel sollten entgast sein. Sie kénnen mehrere
Male wiederverwendet werden, ohne daf8 dadurch die Trennleistungen beeinflufSt werden. '

5.1. Chloroform.

5.2. Aceton.

5.3. Acetonitril.

5.4, Fliefmittel: Aceton/Acetonitril. Das Mischungsverhiltnis ist so einzustellen, daf8 damit die ge-

wiinschte Trennung erzielt wird. Man geht zunichst von einem Mischungsverhiltnis von 1:1 aus.
5.5. Lésungsmittel: Aceton oder eine Mischung von Aceton/Chloroform im Verhilenis 1:1.

5.6. Triglyceride als Referenzsubstanzen. Entweder mit Hilfe der im Handel verfiigbaren Triglyceride
(Tripalmitin, Triolein usw.) ein Diagramm aus den Retentionszeiten und den dquivalenten Kohlen-
stoffzahlen aufzeichnen oder ein Referenzchromatogramm des Sojadls verwenden (siche Anmerkungen
3 und 4 sowie Abbildungen 1 und 2).

6. VORBEREITUNG DER PROBEN
Von der zu analysierenden Probe wird eine 5 %ige Losung hergestellt, indem genau 0,5 g + 0,001 g

der Probe in einen 10-ml-Meflkolben eingewogen und mit dem Lésungsmittel (5.5) auf 10 ml aufgefiill
werden. ) -
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7.1.

VERFAHREN

Das HPLC-Gerit in Betrieb setzen. Das Fliemittel (5.4) wird mit einer Stromungsgeschwindigkeit von
1,5 ml/min durch die Siule gepumpt, um das gesamte System zu reinigen. Es wird so lange gewartet,
bis eine stabile Grundlinie erreicht ist. Anschliefend werden 10 pl der gemif Ziffer 6 hergestellten
Probe eingespritzt.

BERECHNUNG UND ABFASSUNG DER ERGEBNISSE

Es wird die Methode der inneren Standardisierung angewandt, d. h. man geht davon aus, daf die
Summe der Peakflichen, die den verschiedenen Triglyceriden entsprechen, 100 % darstellen. Der
relative prozentuale Anteil eines jeden Triglycerids wird berechnet nach der Formel

Peakfliche
Summe der Peakflichen

% Triglycerid = x 100

Das Ergebnis ist auf eine Stelle nach dem Komma anzugeben.

Anmerkung 1: Die Reihenfolge der Elution kann durch die Berechnung der ,iquivalenten Kohlenstoffzahlen“ (NCE)
ermittelt werden. Diese sind wie folgt definiert:

NCE = NC - 2n.
Dabei ist NC die Zahl der Kohlenstoffatome und n die Zahl der Doppelbindungen.

Wenn n,, n und ny, die Zahlen der Doppelbindungen sind, die von der Ol- bzw. der Linol- und
Linolensiure stammen, so kann die dquivalente Kohlenstoffzahl berechnet werden nach der
Formel

NCE = NC - dono — diny ~ dinnin.
Die Koeffizienten d,, d; und dy, kénnen mit Hilfe der Triglyceride, die als Referenzsubstanzen benutzt

wurden, berechnet werden. Unter den in dieser Methode beschriebenen Bedingungen gilt etwa
folgende Beziehung .

NCE = NC - 2,60n, - 2,35 - 2,17 ny,.

Anmerkung 2: Beispiele: Lichrosorb RP 18 (Merck) Art 50333,
. Lichrospher 100 CH-18 (Merck) Art 50377 oder shnliches Fiillmaterial.

Anmerkung 3: Man kann ebenfalls mit mehreren Triglyceriden als Referenzsubstanzen und mit Hilfe der korrigierten
Retentionszeit TR’ = TR — TRpssungsminet die Selektivitit in bezug auf Triolein wie folgt berech-

nen:
o TR
TR’ Olein

Die graphische Darstellung von log a = f(Zahl der Doppelbindungen) erméglicht es, die Retention
von allen Triglyceriden zu bestimmen, die die Fettsiuren enthalten, die in den als Referenzsubstanzen
verwendeten Triglyceriden vorkommen (siche Abbildung 2).

Anmerkung 4: Die Trennfahigkeit der Saule muf eine klare Trennung des Trilinolein-Peaks (LLL) auch von den
Peaks der Triglyceride erméglichen, die eine nur wenig unterschiedliche Retentionszeit besitzen.
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Abbildung 1

Chromatogramm eines Sojadls

Monoglyceride
"und Diglyceride

-LLnLn

LLLn

— LLL

OLLn
PLLn

o

— - OLL

PLL

ooL

POL + StLL

; POO

PPO

Anmerkung: P = Palmitinsdure; St = Stearinsiure; O = Olsaure; L = Linolsaure; Ln = Linolensiure.
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Abbildung 2

Graphische Darstellung von log a als Funktion von f (Zahl der Doppelbindungen)
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Anmerkung: La = Laurinsiure; My = Myristinsdure; P = Palmitinsiure; St = Stearinsiure; O = Olsiure;
L = Linolsiure; Ln = Linolensiure.
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"ANHANG IX
UV-SPEKTROPHOTOMETRISCHE ANALYSE

EINLEITUNG

Die spektrophotometrische Untersuchung im Ultraviolettlicht kann Angaben iiber die Qualitit eines
Fettes, seine Haltbarkeit und die infolge technologischer Verfahren eingetretenen Verinderungen
erbringen.

Die Absorption bei den in dem Verfahren vorgesehenen Wellenlidngen ist bedingt durch das
Vorkommen konjugierter Dien- und Triensysteme. Die Absorption wird als spezifische Extinktion
Eycn 1 % angegeben (Extinktion einer 1%igen Losung des Fettes in dem vorgeschriebenen Losungs-
mittel bei einer Schichtdicke von 1 cm). Sie wird tiblicherweise als K bezeichnet (auch Extinktions-
koeffizient genannt).

1. ANWENDUNGSBEREICH
Das Verfahren beschreibt die Durchfiihrung der spektrophotometrischen Untersuchung von Fetten im
Ultraviolettlicht.

2. PRINZIP

Das zu untersuchende Fett wird in dem vorgeschriebenen Losungsmittel gelst, anschlieend wird die
Extinktion der Lésung bei der vorgeschriebenen Wellenlinge im Vergleich zum reinen Losungsmittel
bestimmt. Die spezifischen Extinktionen werden mit Hilfe der abgelesenen spektrophotometnschen
Werte errechnet.

3. GERATE

3.1. Spektrophotometer, geeignet zum Messen der Extinktionen im UV-Licht zwischen 220 und 360 nm
und mit der Méglichkeit, einzelne nanometrische Einheiten ablesen zu kénnen.

3.2, -Rechteckige Quarzkiivetten mit Deckel und einer optischen Linge von 1 cm. Die Extinktionen der mit
Wasser oder einem geeigneten Losungsmittel gefiillten Kiivetten diirfen nicht mehr als 0 01 Einheiten
voneinander abweichen. »

3.3. 25-ml-Meflkolben.

3.4 Chromatographische Saule von 450 mm Linge und 35 mm Durchmesser, ausgestattet mit einem
Abfluffirohr von etwa 10 mm Durchmesser.

4. REAGENZIEN

4.1. — Isooktan (2,2,4-Trimethylpentan), spektrophotometrisch rein: es muff im Vergleich zu destillier-
tem Wasser eine Durchlissigkeit von mindestens 60 % bei 220 nm und mindestens 95 % bei
250 nm haben; oder

— Cyclohexan, spektrophotometrisch .rein: es muff im Vergleich zu destilliertem Wasser eine
Durchlissigkeit von mindestens 40 % bei 220 nm und mindestens 95 % bei 250 nm haben;

— andere geeignete Losungsmittel, in denen Fette sich vollstandlg lésen lassen (Ethylalkohol fiir

Rizinusol).
4.2. Basisches Aluminiumoxid zur Saulenchromatographxe, das gemifd Anlage 1 vorbereitet und gepriift
wurde.
4.3. n-Hexan, zur Chromatographie.
5. '~ VERFAHREN
5.1, Die zu untersuchende Probe mufS absolut homogen und frei von suspendierten Verunreinigungen sein.

Die bei Raumtemperatur fliissigen Ole werden bei einer Temperatur von etwa 30 °C iiber Papier
filtriert. Die festen Fette werden homogenisiert und bei einer Temperatur von héchstens 10 °C iiber
ihrem Schmelzpunkt filtriert. :
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5.2.

5.3.

5.4.

6.1.

6.2.

A.1.1.

Etwa 0,25 g der so vorbereiteten Probe in einen 25-ml-MefSkolben einwiegen, mit dem vorgeschrie-
benen Losungsmittel auffiillen und homogenisieren. Die so hergestellte Losung muf absolut klar sein.
Wenn die Losung triib ist oder Verunreinigungen enthilt, muf schnell ber Papier filtriert
werden.

Mit der so hergestellten Losung wird eine Kiivette gefiillt und die Extinktion bei der entsprechenden
Wellenlinge zwischen 232 und 276 nm gemessen, wobei das Lésungsmittel als Referenzlgsung
verwendet wird.

Die abgelesenen Extinktionen miissen im Bereich von 0,1 bis 0,8 liegen; andernfalls miissen die
Messungen unter Verwendung von entsprechend stirker konzentrierten oder verdiinnten Lsungen
wiederholt werden.

Wird eine Bestimmung der spezifischen Extinktion nach Behandlung mit Aluminiumoxid verlangt, so
ist wie folgt zu verfahren: 30 g basisches Aluminiumoxid werden in einer Hexansuspension in die Saule
gegeben. Nach dem Absetzen des Adsorbens wird {iberschiissiges Hexan bis auf 1 cm oberhalb der
Aluminiumoxidfiillung entfernt.

10 gFett, das wie unter 5.1 beschrieben homogenisiért und filtriert wurde, wird in 100 mi Hexan gelost
und die Losung auf die Saule gegeben. Das Eluat wird gesammelt und das Losungsmittel im Vakuum
bei Temperaturen unter 25 °C entfernt. '

Mit dem so erhaltenen Fett wird sofort weiter verfahren wie unter 5.2 beschrieben.

ABFASSUNG DER ERGEBNISSE

Angegeben werden die bei den verschiedenen Wellenlingen bestimmten spezifischen Extinktionen
(Extinktionskoeffizienten), die wie folgt zu berechnen sind:

E,
K, =—
T s
Dabei bedeuten:
K,
E, = die bei der Wellenlinge A gemessene Extinktion,

die spezifische Extinktion (Extinktionskoeffizient) bei der Wellenlange ,,

c die Konzentration der Lésung in g/100 ml,
s = die Linge der Kiivette in cm.

Die Ergebnisse werden mit zwei Dezimalstellen angegeben.

Die spektrophotometrische Untersuchung von Olivenél nach dem amtlichen Verfahren der EWG-Ver-
ordnungen sieht die Bestimmung der spezifischen Extinktion in einer Isooktanlésung bei den
Wellenlingen 232 und 270 nm sowie die Bestimmung von A K gemif folgender Formel vor:

Kn-4+Kp.4

AK = K, - .

Dabei ist K, die spezifische Extinktion bei der Wellenlinge m, bei der im Bereich von 270 nm das
Maximum der Absorption liegt.

ANLAGE I

Vorbereitung des Aluminiumoxids und Priifung seiner Aktivitdt

Vorbereitung des Aluminiumoxids

Das zuvor im Trockenschrank bei 380—400 °C 3 Stunden lang getrocknete Aluminiumoxid in ein gut
verschlieBbares Gefifl geben, je 100 g Aluminiumoxid 5 ml destilliertes Wasser zugeben, das Gefif§
rasch verschlieffen, mehrfach schiitteln und vor der Verwendung mindestens 12 Stunden stehen
lassen.
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A.1.2.

A2,

A2.1.

A22.

Uberpriifung der Aktivitat des Aluminiumoxids

Eine chromatographische Saule mit 30 g Aluminiumoxid fiillen und weiter wie unter 5.4 beschrieben
verfahren. Uber die Saule gibt man eine Mischung bestehend aus ’

— 95% nativermn Olivendl mit einer spezifischen Extinktion bei 268 nm von weniger als 0,18 und

— 5% Erdnufsl, das bei der Raffination mit Bleicherde behandelt wurde und eine spezifische
Extinktion bei 268 nm von mindestens 4 aufweist. '

Weist die Mischung nach dem Passieren der Siule eine spezifische Extinktion bei 268 nm von mehr als
0,11 auf, so ist das Aluminiumoxid geeignet, anderenfalls ist der Wasserzusatz zu erh6hen.

ANLAGE II

Eichung des Spektrophotometers

Das Gerit muf regelmifig (mindestens alle 6 Monate) im Hinblick auf die Emstellung der We]lenlange
und die Genauigkeit der Anzeige iiberpriift werden

Die Uberpriifung der Einstellung der Wellenlinge kann mit Hilfe einer Quecksilberdampflampe oder
geeigneter Filter erfolgen. e

- Zur Uberpriifung der photoelektrischen Zelle und des Photomultipliers wird wie folgt verfahren: 0,2 g

reines Kaliumchromat fiir die Spektrophotometrie einwiegen und in einer 0,05-N-Kaliumhydroxid-
16sung 16sen, dann in einen Mefkolben geben und auf 1 000 m! auffiillen. Anschliefend genau 25 ml
der so hergestellten Lésung in einen 500-ml-Meflkolben iiberfithren und mit der gleichen Kaliumhy-
droxidlésung auffiillen. Die Extinktion der so hergestellten Losung bei 275 nm messen und dabei die
Kaliumhydroxidlésung als Referenzlosung verwenden. Die mit einer 1-cm-Kiivette gemessene
Extinktion muf 0,2 + 0,005 betragen.
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2.1.

2.2.

2.2.1.
2.2.2.

2.3.

3.1,

3.1.1.

3.1.2.

ANHANG XA
GASCHROMATOGRAPHISCHE ANALYSE DER FETTSAUREMETHYLESTER

ANWENDUNGSBEREICH

Diese Norm enthilt aligemeine Anweisungen zur Anwendung der Gaschromatographie miit gepackten
Siulen oder mit Kapillarsdulen zur Bestimmung der qualitativen und quantitativen Zusammensetzung
einer Mischung von Fettsduremethylestern, die nach dem in Anhang XB beschriebenen Verfahren
hergestellt wurden. ‘

Das Verfahren eignet sich nicht fiir polymerisierte Fettsauren.

REAGENZIEN.

Tragergas

Inertgas (Stickstoff, Helium, Argon, Wasserstoff usw.), vollstindig getrocknet und mit einem
Sauerstoffgehalt unter 10 mg/kg.

Anmerkung 1: Der ausschlielich in Kapillarsiulen als Trigergas verwendete Wasserstoff kann dievAnalysenge-
schwindigkeit verdoppeln, ist aber gefihrlich. Sicherheitsvorrichtungen sind verfiigbar.

Hilfsgase
Wasserstoff (Reinheit iber 99,9 %), frei von organischen Verunreinigungen.

Luft oder Sauerstoff, frei von organischen Verunreinigungen.

Referenzstandard

Eine Mischung aus reinen Fettsiuremethylestern oder die Methylester eines Fetts mit bekannter
Zusammensetzung, die méglichst der Zusammensetzung des zu analysierenden Fetts dhnlich sind.

Eine Oxidation der mehrfach ungesittigten Fettsiuren muff vermieden werden.

\

GERATE

Die vorliegenden Instruktionen gelten fiir die iibliche Ausriistung fiir die Gaschromatographie mit
gepackter Siule oder Kapillarsiule und Flammenionisationsdetektor. Jedes Gerit, das die in 4.1.2
beschriebene Leistung und Trennung erbringt, ist geeignet, )

Gaschromatograph

Der Gaschromatograph muf iiber folgende Bestandteile verfiigen:

Einspritzsystem
Verwendet wird ein Einspritzsystem entweder in Verbindung

a) mit gepackten Siulen und méglichst geringem Totvolumen (es muf in diesem Fall auf
Temperaturen erhitzt werden konnen, die um 20—50 °C Gber der Siulentemperatur liegen)
oder '

b) mit Kapillarsiulen. In diesem Fall muf das Einspritzsystem speziell fiir diese Sdulen vorgesehen
sein. Es kann das Split-System oder das System der splitlosen ,On Column“-Injektion sein.

Anmerkung 2: Sind Fettsiuren mit weniger als 16 Kohlenstoffatomen nicht vorhanden, so kann ein Injektor mit
beweglicher Nade! verwendet werden. :

Ofen

Der Ofen sollte so ausgelegt sein, dafl die Siule auf mindestens 260 °C aufgeheizt und die Temperatur
bei gepackten Siulen auf 1 °C und bei Kapillarsaulen auf 0,1 °C genau konstant gehalten werden
kann. Letztere Bedingung ist vor allem dann wichtig, wenn eine ,Fused Silica“-Saule verwendet

wird. :

In jedem Fall, besonders aber bei Fettsiuren mit weniger als 16 Kohlenstoffatomen, wird eine Heizung
mit Temperaturprogramm empfohlen.
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3.1.3. Gepaékte Siule

3.1.3.1. Saule aus einem Material, das unempfindlich ist gegeﬁ(iber den zu analysierenden Substanzen (z. B.
Glas oder rostfreier Stahl). :

Grofle der Siule:

_a) Linge: 1—3 m. Eine relativ kurze Siule sollte verwendet werden, wenn langkettige Fettsduren
(iiber C,,) vorkommen. Bei der Analyse von Sduren mit 4 oder 6 Kohlenstoffatomen wird eine 2 m
lange Sdule empfohlen;

b) Innendurchmesser: 2—4 mm.

Anmerkung 3: Sind mehrfach ungesittigte Bestandteile mit mehr als drei Doppelbindungen vorhanden, so kénnen
sie in einer Sdule aus rostfreiem Stahl zersetzt werden.

Anmerkung 4: Es kann ein System mit zwei gepackten Siulen verwendet werden.
3.1.3.2. Fillung, bestehend aus folgenden Bestandteilen:

a) Trdgermaterial: Mit Siure gewaschenes und silanisiertes Kieselgur oder sonstiges geeignetes
neutrales Triagermaterial mit einem engen Korngrofenbereich (Schwankungsbereich 25 pm
innerhalb der Grenzwerte von 125 bis 200 um), wobei die durchschnittliche Korngréfle auf den
Innendurchmesser der Siule abgestimmt wird.

'b) Stationire Phase: Polare Fliissigkeit vom Typ Polyester (z. B. Diehtylenglykolpolysuccinat,
Butandiolpolysuccinat, Ethylenglykolpolyadipat usw.), Cyanosilicone oder sonstige Flissigkei-
ten, die die erforderliche chromatographische Trennung ermoglichen (siche Ziffer 4). Die
stationdre Phase solite 5—20% (m/m) der Fiillung ausmachen. Fiir bestimmte Trennungen kann
eine nichtpolare stationire Phase verwendet werden.

3.1.3.3. = Vorbereitung der Siule

Nachdem die Siule vom Detektor getrennt worden ist, den Ofen allmihlich auf 185 °C aufheizen und
einen Inertgasstrom von 20—60 ml/min mindestens 16 Stunden bei 185 °C sowie weitere 2 Stunden
bei 195 °C durch die frisch hergestellte Saule leiten. )

3.1.4. Kapillarsiule

3.1.4.1. Kapillare aus einem Material, das nicht mit den zu analysierenden Stoffen reagiert (iiblicherweise Glas
oder ,Fused Silica®). Der Innendurchmesser sollte zwischen 0,2 und 0,8 mm liegen. Die Innenflichen
missen vor dem Auftragen der stationiren Phase einer geeigneten Behandlung unterzogen werden
(beispielsweise Oberflichenvorbereitung, Desaktivierung). In den meisten Fillen ist eine Lange von
25 m ausreichend.

3.1.4.2. Die stationire Phase ist iblicherweise vom Typ Polyglykol (Polyethylenglykol 20 000), Polyester
(Butandiolpolysuccinat) oder polarem Polysiloxan (Cyanosilicon). Vernetzte (cross linked) Sdulen sind
geeignet.

Anmerkung 5: Bei Verwendung von polaren Polysiloxanen kénnen bei der Identifizierung und Trennung von
Linolensdure und C,o-Séuren Schwierigkeiten auftreten.

Die Beschichtung sollte diinn, beispielsweise nur 0,1 bis 0,2 um, sein.
3.1.4.3. Einbau und Vorbereitung der Siule

Beim Einbau der Kapillarsiule miissen die iiblichen Vorsichtsmafinahmen, wie Anordnung der Siule
im Ofen (Triger), Auswahl und Zusammenbau der Verbindungsstiicke (Abdichtung), Ausrichten der
Siulenenden in dem Einspritzsystem und im Detektor (Verringerung von Totvolumen), getroffen
werden. Die Saule wird mit dem Trigergasstrom gespiilt (z. B. bei einet Sdulenlange von 25 m und
einern Innendurchmesser von 0,3 mm mit 0,3 bar (30 kPa)).

Zur Vorbereitung der Siule wird das Temperaturprogramm des Ofens auf 3 °C/min eingestellt-und
die Siule, ausgehend von der Raumtemperatur, auf eine Temperatur von 10 °C unter der
Zersetzungsgrenze der stationiren Phase erhitzt. Diese Ofentemperatur wird 1 Stunde beibehalten, bis
‘die Grundlinie stabilisiert ist. Dann auf 180 °C zuriickschalten und unter isothermen Bedingungen
weiterarbeiten. ‘ :

Anmerkung 6: - Entsprechend vorbehandelte Fertigsdulen kénnen im Handel bezogen werden.

3.1.5. Der Detektor solite auf eine hohere Temperatur als die Saulentemperatur erhitzt werden kénnen.

3.2, Spritze

Die Spritze solite eine maximale Kapazitat von 10 ul und eine Graduierung in 0,1 ul haben.

3.3. Schreiber

Wird die von dem Schreiber aufgezeichnete Kurve zur Berechnung der Zusammensetzung der
analysiérten Mischung verwendet, so wird ein mit dem verwendeten Gerit kompatibler Schreiber von
hoher Prizision benétigt. Der Schreiber sollte folgende Merkmale aufweisen:

a) Ansprechgeschwindigkeit unter 1,5 s, vorzugsweise 1 s (die Ansprechgeschwindigkeit ist die Zeit,
die der Schreiber benétigt, um nach plétzlicher Auslésung eines Signals (100 %) von 0 % auf 90 %
auszuschlagen);
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3.4.

4.1.
4.1.1.

4.1.1.1.

b) Papierbreite mindestens 20 cm;

c) Vorschubgeschwindigkeit einstellbar zwischen 0,4 und 2,5 cm/min.

Integrator oder Rechner (fakultativ)

Eine schnelle und genaue Berechnung ist mit Hilfe eines elektronischen Integrators oder Rechners
moglich, der eine lineare Reaktion bei angemessener Empfindlichkeit liefern soll. Dabei muf die
Korrektur bei Abweichungen von der Grundlinie zufriedenstellend sein.

VERFAHREN

Die in 4.1 bis 4.3 beschriebenen Verfahren beziehen sich auf den Gebrauch eines Flammenionisa-
tionsdetektors.

Alternativ kann auch-éin Gaschromatograph mit einem Katharometer-Detektor (der auf dem Prinzip
der Anderungen der Wirmeleitfihigkeit beruht) verwendet werden. In diesem Fall miissen die
Betriebsbedingungen entsprechend Ziffer 6 geandert werden.

Versuchsbedingungen
Ermittlung der optimalen Betriebsbedingungen

Gepackre Siule

Bei der Ermittlung der Versuchsbedingungen miissen folgende Variablen beriicksichtigt werden:

a) Lange und Durchmesser der Siule;

o

) Art und Menge der stationiren Phase;

¢) Siulentemperatur;

o,

) Tragergasstrom;

J

) erforderliche Trennleistung;

()

) Grofle der zu untersuchenden Probe, die so ausgewihlt sein muf8, daf§ Detektor und Elektrometer
eine lineare Anzeige ergeben;

g) Analysendauer.

Im allgemeinen fithren die in den Tabellen 1 und 2 genannten Werte zu dem gewiinschten Ergebnis,
d. h. mindestens 2 000 theoretische Béden pro Meter Saulenlinge fiir Methylstearat und dessen
Elution innerhalb von 15 Minuten.

Sofern die Gerite es erlauben, sollte das Einspritzsystem etwa 200 °C und der Detektor mindestens
genauso heiff wie die Saule sein.

Im aligemeinen liegt das Verhiltnis der Stromungsgeschwindigkeit des Wasserstoffs fiir den
Flammenionisationsdetektor und der des Trigergases zwischen 1:2 und 1:1 je nach Sdulendurchmes-
ser. Der Sauerstoffstrom betrigt etwa das 5- bis 10-fache des Wasserstoffstroms.

Tabelle 1
lnpendurchmesser der Saule in mm Tragergasstrom in ml/min
2 15 bis 25
3 20 bis 40
4 40 bis 60
Tabelle 2
Konzentration der stationiren Phase in % (m/m) Saulentemperatur in °C
N 175
10 180
15 ' 185
20 185
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4.1.1.2. Kapillarsiule ‘ .

Die Eigenschaften der Kapillarsiule, nimlich Leistungsfahigkeit und Durchlissigkeit, bedingen, daf§
die Trennung der Bestandteile und die Analysendauer weitgehend von der Stromungsgeschwindigkeit
des Tragergases in der Siule abhingen. Daher ist eine Optimierung der Betriebsbedingungen durch
Einwirkung auf deren Parameter (einfacher ausgedriickt: auf den Druckverlust der Siule) notwendig, je
nachdem, ob eine bessere Trennung oder eine schnellere Analyse gewtinscht wird.

4.1.2. Bestimmung def Zahl der theoretischen Bdden (Leistungsfihigkeit) und der
Auflésung (siehe Abbildung 1)

Die Analyse wird mit einer Mischung aus etwa gleichen Teilen Methylstearat und Methyloleat
(beispielsweise Methylestern der Kakaobutter) durchgefihrt.

Die Siulentemperatur und der Trigergasstrom sind so zu wihlen, daff das Maximum des
Methylstearat-Peaks etwa 15 Minuten nach dem Lésungsmittelpeak aufgezeichnet wird. Dabei muf§
eine ausreichende Menge Methylestermischung verwendet werden, damit der Methylstearat-Peak etwa
Dreiviertel des vollen Skalenanschlags erreicht.

Die Zahl der theoretischen Béden n wird nach folgender Formel berechnet:
dr 1 2
n =16 @)

Die Auflésung R wird berechnet nach der Formel:

2A
R = —o
Oy + O
Dabei sind: ) )
dyp = die Retention in Millimetern, vom Start des Chromatogramms bis zum Maximum des
Methylstearat-Peaks; .
@@ + @y = die Breite des Methylstearat- bzw. Methyloleat-Peaks in Millimeters, gemessen
zwischen den Schnittpunkten der Wendetangenten mit der Grundlinie;
A = die Entfernung zwischen den Maxima des Methylstearat- und des Methyloleat-Peaks

in Millimetern.
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Abbildung 1

Chromatogramm zur Bestimmung der Zahl der theoretischen Béden (Leistungsfihigkeit) und der Auflésung

Luft

Losungsmittel

q

Methyloleat

Methylstearat

Q

drn) A

Start

4.2,

4.3.

Die Betriebsbedingungen sind so zu wihlen, daf sich fiir Methylstearat wenigstens 2 000 theoretische
Boden pro Meter Siule ergeben und eine Auflésung von wenigstens 1,25 erreicht wird.

Zu untersuchende Probe

Mit Hilfe der Spritze (3.2) werden 0,1 bis 2 pl der nach Anhang XB hergestellten Methylester auf die
Saule gespritzt. Sind die Ester nicht gelost, so sind 100 mg/ml in chromatographisch reinem Heptan zu
16sen und davon etwa 0,1 bis 1 pl einzuspritzen.

Miissen Bestandteile bestimmt werden, die lediglich in Spuren vorkommen, so kann die ProbengréfSe
gesteigert werden (bis zum Zehnfachen). .

Analyse

Im allgemeinen soll unter den in 4.1.1 beschriebenen Bedingungen gearbeitet werden. Es kann jedoch
mit einer niedrigeren Saulentemperatur gearbeitet werden, wenn eine Bestimmung von Fettsduren mit
weniger als 12 Kohlenstoffatomen erforderlich ist. Bei der Bestimmung von Fettsduren mit mehr als 20
Kohlenstoffatomen kann die Temperatur erhoht werden. In beiden Fillen kann auch mit Tempera-
turprogramm gearbeitet werden. Beispiel: Enthilt die Probe Fettsiuremethylester mit weniger als 12
Kohlenstoffatomen, so wird die Probe bei 100 °C (oder bei 50—60 °C falls Buttersaure vorkommt)
eingespritzt und die Temperatur sofort mit einer Anstiegsrate von 4—8 °C/min bis zum Optimum
erhoht. In manchen Fillen kénnen die beiden Verfahren kombiniert werden.

Nach dem programmierten Aufheizen wird die Elution bei gleichbleibender Temperatur fortgesetzt,
bis alle Bestandoteile eluiert sind. Verfiigt das Gerit {iber keine programmierbare Heizung, so ist bei
zwei festliegenden Temperaturen zwischen 100 °C und 195 °C zu arbeiten. Gegebenenfalls ist es
ratsam, die- Analyse mit zwei Phasen von unterschiedlicher Polaritit durchzufithren, um die
Abwesenheit von verdeckten Peaks beispielsweise bei gleichzeitigem Vorkommen von C g ; und
C,g.00der C ;3 ;und C,g, konjugiert, sicherzustellen.
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4.4, Herstellung von Referenzchromatogrammen und Referenzkurven

Die Referenz-Standardmischung (2.3) wird unter den gleichen Arbeitsbedingungen wie die Probe
analysiert und die Retentionszeiten oder die Retention der vorkommenden Fettsiuren bestimmt. Fiir
jeden Grad der Ungesittigtheit wird auf halblogarithmischem Papier eine graphische Darstellung
angefertigt, die den Logarithmus der Retentionszeit oder der Retention als Funktion der Zahi der
Kohlenstoffatome zeigt. Unter isothermen Bedingungen miifften die graphischen Darstellungen der
geradzahligen Sduren mit dem gleichen Grad der Ungesittigtheit gerade Linien ergeben. Die Geraden
sollten annahernd parallel verlaufen. :

Es miissen Bedingungen vermieden werden, unter denen verdeckte Peaks auftreten, d. h. Bedingungen,
unter denen die Auflésung zu gering ist, um zwei Bestandteile zu trennen.

5. DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE

5.1, Qualitative Analyse

Die Methylester-Peaks der Probe werden aus der nach 4.4 erstellten graphischen Darstellung
identifiziert, wenn nétig durch Interpolation.

5.2. Quantitative Analyse

5.2.1. Bestimmung der Zusammensetzung

Abgesehen von Ausnahmefillen wird die Methode der inneren Normalisierung angewandt, d. h. man
geht davon aus, dafi alle Bestandteile der Probe auf dem Chromatogramm erscheinen, so daff die
Gesamtheit der Peakflichen 100 % der Bestandteile darstellt (vollstindige Elution).

Enthilt das Gerit einen Integrator, so sind dessen Daten zu verwenden. Andernfalls muf die Fliche
unter jedem Peak durch Multiplikation der Peakhéhe mit der Breite auf halber Héhe bestimmt werden.

Gegebenenfalls sind auch die verschiedenen wihrend der Aufzeichnung verwendeten Abschwichungen
zu beriicksichtigen.

5.2.2. Berechnung
5.2.2.1. Allgemeiner Fall

Der Gehalt eines Bestandteils i (ausgedriickt in Massenprozent Methylester) wird durch Bestimmung
des prozentualen Anteils der jeweiligen Peakfliche im Verhiltnis zur Summe aller Peakflichen
berechnet. Dazu wird folgende Formel verwendet:

Aj
— x 100
A ¢
Hierbei sind:
A;j = die Peakfliche, die dem Bestandteil i entspricht,

TA = die Summe aller Peakflichen.
Das Ergebnis ist auf eine Stelle nach dem Komma anzugeben.

Anmerkung 7: In diesem allgemeinen Fall wird davon ausgegangen, dafl das auf relative Flichen bezogene
Berechnungsergebnis den jeweiligen Massenprozenten entspricht. Fiir die Fille, in denen diese
Annahme nicht zulissig ist, siche 5.2.2.2.

5.2.2.2. Anwendung von Korrekturfaktoren

In bestimmten Fillen, beispielsweise in Gegenwart von Fettsduren mit weniger als 8 Kohlenstoffatomen
oder von Fettsauren mit sekundiren Gruppen, bei Verwendung eines Wirmeleitfahigkeits-Detektors
oder wenn eine besonders hohe Genauigkeit erforderlich ist, sollten Korrekturfaktoren angewandt
werden, um die prozentualen Peakflachen in Massenprozente der Bestandteile umzurechnen. Die
Korrekturfaktoren werden mit Hilfe eines Chromatogramms bestimmt, das durch Analyse einer
Referenzmischung von Methylestern bekannter Zusammensetzung unter den gleichen Bedingungen
wie bei der Analyse der Probe erstellt wurde.

Fiir diese Referenzmischung ergibt sich der prozentuale Massenanteil des Bestandteiles i aus der

Formel:
= % 100
Im

Hierin sind:

m; = die Masse des Bestandteils in der Referenzmischung,

Im = die Gesamtheit aller Massen der verschiedenen Bestandteile der Referenzmischung.
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5.2.2.3.

Aus dem Chromatogramm der Referenzmischung (4.4) wird der.prozentuale Anteil (Fliche/Fliche)
des Bestandteils i wie folgt berechnet:

Aj
—— x 100
za <10
Hierin sind:
A; = die Peakfliche des Bestandeteiles i,
YA = die Summe aller Peakflichen.
Der Korrekturfaktor ergibt sich aus der Formel _
m; X LA
Ki = ————
A; X Tm

Im allgemeinen werden die Korrekturfaktoren auf Kc1¢ bezogen, so daf die relativen Faktoren nach
folgender Formel berechnet werden:

Kcis

Der Gehalt der Probe an jedem Bestandteil i, ausgedriickt in Massenprozent Methylester, ist:
K’'i x Aj

— X 100

T(KGx A)

Die Ergebnisse sind auf eine Stelle nach dem Komma anzugeben.

Verwendung eines inneren Standards

In bestimmten Fillen ist es erforderlich, einen inneren Standard zu verwenden (beispielsweise, wenn
nicht alle Fettsduren quantitativ bestimmt werden sollen, wie beim Vorkommen von Sauren mit 4 und 6
Kohlenstoffatomen neben Sauren mit 16 oder 18 Kohlenstoffatomen, oder wenn die absolute Menge
an Fettsduren in der Probe bestimmt werden soll). Dazu werden hiufig Fettsiduren mit 5, 15 oder 17
Kohlenstoffatomen verwendet.

Auch fiir den inneren Standard sollte der Korrekturfaktor bestimmt werden (sofern einer verwendet
wird).

Der Anteil des Bestandteils i in MasSeﬁprozcnt, ausgedriickt als Methylester, ergibt sich dann aus der
Formel: ’
ms X K’j x Aj
—— e x 100
m x K's x A

Hierin ist:
A;
As
K’;
K's

m

die Peakfliche des Bestandteils i,

die Peakfliache des inneren Standards, -

der Korrekturfaktor fiir den Bestandteil i (bezogen auf Kc1¢), .

i

der Korrekturfaktor fiir den inneren Standard (bezogen auf Kc1s),

die Masse der zu untersuchenden Probe in Milligramm,

It

ms = die Masse des inneren Standards in Milligramm.

Das Ergebnis ist auf eine Stelle nach dem Komma anzugeben.

SONDERFALL — VERWENDUNG EINES KATHAROMETER-DETEKTORS (BASIERT AUF
DEM PRINZIP DER ANDERUNG DER WARMELEITFAHIGKEIT)

Zur Bestimmung der qualitativen und quantitativen Zusammensetzung eines Gemisches von
Fettsiuremethylestern kann auch ein Gaschromatograph mit einem Detektor verwendet werden, der
auf der Grundlage von Anderungen der Warmeleitfihigkeit (Katharometer) arbeitet. In diesem Fall
miissen die in den Ziffern 3 und 4 beschriebenen Arbeitsbedingungen gemifd der Tabelle 3 gedndert
werden. :

Fiir die quantitative Analyse sind die in 5.2.2.2 beschriebenen Korrekturfaktoren anzuwenden.
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Tabelle 3
Variable Daten/ Arbeitsbedingungen
Siule Lange: 2—4'm
Innendurchmesser: 4 mm
Tragermaterial Korngréfle zwischen 160 und 200 pm

Konzentration der stationiren Phase

Tragergas

Hilfsgase

Temperatur des Einspritzsystems
Saulentemperatur
Strédmungsgeschwindigkeit des Tragergases
Menge der eingespritzten Probe

15% (m/m) bis 25% (m/m)

Helium oder, wenn nicht vorhanden, Wasser-
stoff, mit moglichst geringem Sauerstoffgehalt

Keine
40—60 °C hoher als die der Saule

- 180—200 °C

Im allgemeinen zwischen 60 und 80 ml/min

Im allgemeinen zwischen 0,5 und 2 pl

7. UNTERSUCHUNGSBERICHT

Im Untersuchungsbericht miissen das zur Herstellung der Methylester angewandte Verfahren, das
gaschromatograpische Verfahren und die Ergebnisse genau angegeben werden. Dartiber hinaus sind
alle Arbeitsbedingungen zu nennen, die einen Einfluf§ auf die Ergebnisse gehabt haben kénnen, auch
wenn sie nicht in dieser Internationalen Norm aufgefiihrt wurden oder als fakultativ gelten.

Der Untersuchungsbericht muff alle zur vollstindigen Identifizierung der Probe notwendigen

Informationen enthalten.
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ANHANG XB

VORBEREITUNG DER FETTSAUREMETHYLESTER GEMASS ANHANG VI ABSCHNITTE I UND II
DER VERORDNUNG (EWG) Nr. 72/77 ODER GEMASS DEM NACHSTEHEND BESCHRIEBENEN

3.2.
3.3.
3.4.

3.5.

4.1.

VERFAHREN

EINLEITUNG

Die Wahl der Methode ist abhingig von der Zusammensetzung der Fettsduren, vom Gehalt an freien
Fettsduren des zu untersuchenden Fettes und von der auszufiihrenden gaschromatographischen
Analyse.

In Frage kommen

— fiir Fette mit Fettsiuren unter C12 nur Verfahren in geschlossenen Ampullen oder mit
Dimethylsulfat,

— fiir Fette mit einem Gehalt an freien Fettsiuren von iiber 3 % nur Verfahren mit Methanol-Salzsiure
oder Dimethylsulfat,

— fiir gaschromatographische Bestimmungen von trans-Isomeren nur Verfahren mit Natriummethy-
lat oder Dimethylsulfat,

— das Verfahren mit Methanol-Hexan-Schwefelsiure muf angewandt werden fiir die Herstellung
von Methylestem aus kleinen Fettmengen nach deren dunnschlchtchromatographlscher Abtren-
nung.

Das Unverseifbare kann vernachlissigt werden wenn ¢s einen Gehalt von 3 % nicht uberschreltet,
anderenfalls miissen die Methylester aus den Fettsduren hergestellt werden

METHODEN

Im folgenden werden 5 Methoden fiir die Herstellung der Methylester aus Fetten beschrieben:
a) mit Natriummethylat,

b) mit Natriummethylat in einer verschlossenen Ampulle,
¢) mit Methanol-Salzsaure in einer verschlossenen Ampulle, |

d) mit Dimethylsulfat,

e) mit Methanol-Hexan-Schwefelsiure.

Methode A

PRINZIP DER METHODE

Das zu untersuchende Fett wird unter Riickfluff mit Methanol und Natriummethylat erhitzt. Die
gewonnenen Methylester werden mit Ethylether extrahiert.

GERATE

100-ml-Kolben mit Riickflufkiihler, oben mit einem Calciumchloridrohr verschlossen, mit Schliff-
anschliissen. .

50-ml-Mef3zylinder.
5-ml-Mef3pipette, mit 0,1-ml-Graduierung.

250-ml-Scheidetrichter.

-200-ml-Kolben.

REAGENZIEN

Wasserfreies Methanol.
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4.2. Natriummethylat, etwa 1%ige Lésung in Méthanol; Herstellung durch Auflésen von 0,34 g
metallischem Natrium in 100 ml wasserfreiem Methanol.

4.3. Ethylether. ‘

4.4. Natriumchlorid, 10%ige L(")sungy.

4.5. . Petrolether, Kp 40° - 60 °C.

5. VERFAHREN

5.1. In den 100-ml-Kolben 2 g des iiber Natriumsulfat getrockneten und filerierten Fettes einwiegen; 35 ml

Methanol hinzufiigen, den Kiihler aufsetzen und unter Riickfluf§ einige Minuten kochen lassen.

5.2. Das Erwirmen unterbrechen, die Kiihlung abstellen und schnell 3,5 ml Natriummethylatlésung
zugeben. Die Kiihlung wieder anstellen und unter Riickflu mindestens 3 Stunden sieden lassen. Die
Methylierung ist beendet, wenn das gesamte Fett in Lésung gegangen ist und das Reaktionsgemisch bei
Raumtemperatur klar bleibt. . :

5.3. Abkiihlen lassen und das Reaktionsgemisch in einen 250-ml-Scheidetrichter iiberfithren, 30 — 40 ml
Ethylether, 100 ml Wasser und § — 6 ml 10%ige Natriumchloridlésung zugeben. Schiitteln und die
Schichten absetzen lassen. Die wifirige Phase in einen zweiten Scheidetrichter ablassen und erneut mit
25 ml Ethylether extrahieren. Die vereinigten Etherfraktionen mit 50 ml Petrolether Kp 40— 60°C
versetzen — dadurch erfolgt eine Abtrennung von Wasser, das dann entfernt wird. Die Etherphase
dreimal mit je 10 — 15 ml Wasser waschen, iiber Natriumsulfat trocknen, durch ein Filter in einen
200-m!l-Kolben filtrieren.

Das Losungsmittel auf dem Wasserbad abdestillieren und den Riickstand in einem Strom von reinem
Stickstoff trocknen.

Methode B

2, PRINZIP DER METHODE

Das zu untersuchende Fett wird mit einer methanolischen Natriummethylatlésung in einer verschlos-
senen Ampulle bei 85—90 °C umgesetzt.

3. GERATE

3.1. Dickwandige Glasampulle, ca. 5 ml Inhalt (Linge 40—45 mm, Durchmesser 14—16 mm).

3.2. 1-ml-MeBpipette, mit 0,1-ml-Graduierung.

4. REAGENZIEN

4.1. Natriummethylat, 1,5%ige Losung in Methanol, hergestellt durch Auflésen von 0,50 g metallischem

Natrium in 100 ml wasserfreiem Methanol.

5. VERFAHREN

5.1. In die Ampulle 2 g des iiber Natriumsulfat getrockneten und filtrierten Fettes einwiegen, 0,3 g (ca. 0,4
ml) Natriummethylatlésung hinzufiigen und die Ampulle ber der Flamme zuschmelzen.

5.2. Die Ampulle zwei Stunden in ein Wasserbad von 85—90 °C stellen und von Zeit zu Zeit schiitteln. Das
Ende der Veresterung in der Ampulle zeigt sich darin, daff der Inhalt nach Absetzen des Glycerins und °
des Riickstands der Reagenzien klar wird.

5.3. ‘Auf Raumtemperatur abkiihlen. Die Ampulle erst 6ffnen, wenn die Methylester gebraucht werden. Sie
brauchen fiir die Verwendung im Gaschromatographen nicht weiter behandelt zu werden.

Methode C

2. PRINZIP DER METHODE

Das zu untersuchende Fett wird mit Methanol-Salzsiure in einer verschlossenen Ampulle bei 100 °C
umgesetzt.
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GERATE
Dickwandige Glasampulle, ca. 5 ml Inhalt (Linge 40—45 mm, Durchmesser 14—16 mm).

Geeichte Pipetten von 1 und 2 mi.

REAGENZIEN

2%ige methanolische Salzsiure. Herstellung mit gasférmiger Salzsiure und wasserfreiem Methanol
(Anmerkung 1, Methode E). )

Hexan fiir die Gaschromatographie.

VERFAHREN

In die Ampulle 2 g des iiber Natriumsulfat getrockneten und filtrierten Fettes einwiegen, 2 ml der

methanolischen Salzsiurelésung hinzufiigen und die Ampulle iber der Flamme zuschmelzen.
Die Ampulle 40 Minuten in ein-Wasserbad von 100 °C stellen.

Unter fliefendem Wasser abkiihlen, 6ffnen, 2 ml destilliertes Wasser und 1 ml Hexan hinzufagen.
Zentrifugieren und die Hexanphase abnehmen, sie ist fertig zum Gebrauch.

Methode D

PRINZIP DER METHODE
Das zu untersuchende Fett wird mit methanolischer Kaliumhydroxidlésung verseift, dann mit

Dimethylsulfat behandelt. Nach Zusatz von Salzsiure erfolgt eine Abtrennung der Methylester. Durch
anschlieBende Behandlung mit Aluminiumoxid erhilt man sehr reine Methylester.

GERATE

Reaktionsgefif aus dickwandigem Glas, etwa 20 ml Inhalt, mit Schliffstopfen 10/19 und Sicherheits-
haken. .

Rickfluflkihler mit Schliff 10/19.
Glasfiltertiegel G 2, 20 mm Durchmesser.
Glasrohrchen, etwa 10 ml Inhalt, mit konischem Boden.

1- und 5-ml-Spritzen.

REAGENZIEN

Kaliumhydroxid, 10%ige Lésung in Methanol fiir die Gaschromatographie.

Indikator aus Bromkresolgriin: 0,05%ige Losung in Methanol.

Dimethylsulfat (d= 1,335 bei 15 °C).

Konzentrierte Salzsiure, d = 1,19, Verdiinnung 1:1 mit Methanol fiir die Gaschromatographie.

Aluminiumoxid, standardisiert nach Brockmann, fiir die Adsorptionschromatographie.

VERFAHREN

In das 20 ml fassende Reaktionsgefiff etwa 2 g (ungefihr 2,2 ml) des iiber Natriumsulfat getrockneten
und filtrierten Fettes einfiillen, 5 ml Kaliumhydroxidldsung und einige Siedesteinchen zugeben. Den
Riickfluflkiihler aufsetzen und auf kleiner Flamme 5§ Minuten unter Schiitteln erhitzen. Die Verseifung
ist vollstindig, wenn die Lésung klar aussieht. Unter fliefendem Wasser abkiihlen und den
Riickflu8kiihler entfernen.
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5.2. Zwei Tropfen Indikatorlésung zugeben, dann langsam mit einer Spritze 1 ml Dimethylsulfat. Das
Reakrionsgefafl fest verschliefen und 2—3 Minuten schiitteln, wihrend das untere Ende in ein
siedendes Wasserbad getaucht wird. Die Reaktion ist beendet, wenn der Indikator von blau nach gelb
umschligt. Unter flieBendem Wasser abkithlen, 6ffnen und 5 ml methanolische Salzsiure zugeben.

5.3. Einige Sekunden schiitteln, das Gefif§ schrig halten und durch leichtes Klopfen das Absetzen der
Methylester in Form einer éligen Masse beschleunigen (Anmerkung A). Die Methylester mit Hilfe einer
Spritze, die bis auf den Boden des Gefifies reicht, aufnehmen, so viel Aluminiumoxid zugeben, wie
etwa !/, des Volumens der Methylester entspricht, schiitteln und durch ein Papierfilter filtrieren.

Anmerkung A: Sofern keine sofortige Abtrennung der Methylester erfolgt, 5 ml Wasser in das Gefif} geben und
schiitteln. .

Methode E

2. PRINZIP DER METHODE

Das zu untersuchende Fett wird unter Riickfluf mit einer Mischung aus Methanol, Hexan und
Schwefelsidure erhitzt. Die dabei entstehenden Methylester werden mit Petrolether extrahiert.

3. GERATE

3.1. Reaktionsgefifd von etwa 20 ml Inhalt, mit Steigrohr von etwa 1 m Linge und Schliffverschluf.
3.2. 5-ml-Pipette, graduiert. ’ -

3.3. 50-ml-Scheidetrichter.

3.4. 10- und 25-ml-MefSzylinder. _

3.5. Versuchsgefaf3, 15 ml Inhalt, mit konisch;m Boden.

4. REAGENZIEN

4.1. Methylierungsreagenz: wasserfreies Methano!l, Hexan und Schwefelsiure (d = 1,84) im Verhiltnis

75:25:1 (V/V/V) gemischt.’

4.2. Petrolether, Kp. 40—~60 °C.

4.3. Wasserfreies Natriumsulfat.

5. VERFAHREN

5.1, In das 20-ml-Reaktionsgeféf§ das von einer Diinnschichtplatte gewonnene Material einfiillen und 5 ml

Methylierungsreagenz zuftigen.

5.2. Den RiickfluSkiihler anschliefen und im siedenden Wasserbad 30 Minuten erhitzep (Anmer-

kung 2).
5.3. _ . Die Mischung quantitativ mit Hilfe von 10 ml destilliertem Wasser und 10 ml Petrolether in einen

50-ml-Scheidetrichter iiberfithren. Kriftig schiitteln, die Phasen absetzen lassen, die wifirige Schicht
ablaufen lassen und die Petroletherschicht zweimal mit je 20 ml destilliertem Wasser waschen. In den
Scheidetrichter eine kleine Menge wasserfreies Natriumsulfat geben, schiitteln, einige Minuten stehen
lassen und abfiltrieren. Das Filtrat in das 15-ml-Gefif§ mit konischem Boden fiillen.

Das Losungsmittel im Wasserbad unter Einleiten von Stickstoff abdampfen.

Anmerkung 1: Kleinere Mengen gasformiger SalZsdure kdnnen im Labor leicht hergestellt werden, indem man in
eine kiufliche Salzsiure (p = 1,18) konzentrierte Schwefelsiure (p = 1,84) eintropfen 1alt. Das
freigesetzte Gas kann leicht getrocknet werden, indem man es iiber konzentrierte Schwefelsiure
leitet. Salzsdure wird schnell von Methanol absorbiert, deshalb miissen beim Lésen Vorkehrungen
getroffen werden, z. B. indem man das Gas umgekehrt durch einen kleinen Trichter leitet, dessen
Rand die Oberfliche der Flissigkeit beriihrt. Gréflere Mengen an methanolischer Salzsiure lassen
sich auf Vorrat herstellen, da die Losung in dunklen Glasflaschen mit Glasstopsel haltbar ist.

Anmerkung 2: Zur Kontrolle des Siedevorgangs sollte man einen Glasstab in das Rca‘ktionsgefﬁfi stellen und die
Temperatur des Wasserbades nicht tber 90 °C ansteigen lassen.
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ANHANG XI
BESTIMMUNG DES GEHALTS AN FLUCHTIGEN HALOGENIERTEN LOSUNGSMITTELN
IN OLIVENOL

1. PRINZIP
Gaschromatographische Headspace-Analyse.

2. GERATE

2.1. Gaschromatograph mit Elektroneneinfangdetektor (ECD).

2.2, Headspace-Vorrichtung.

2.3. Gaschromatographische Glassiule von-2 m Lange und 2 mm Durchmesser.
Stationire Phase: 10 % OV 101 oder eine gleichwertige Phase, aufgezogen auf mit Saure gewaschenem
und silanisiertem Kieselgur mit einer Korngréfle von 80—100 Mesh.

2.4, Triger- und Hilfsgas: Stickstoff fiir die Gaschromatographie, geeignet fiir Elektroneneinfangdetek-

- toren.

2.5. Glasflischchen 10—15 ml, versehen mit einem Verschluff aus Aluminium und Teflon, der eine
Entnahme mit Hilfe einer Spritze erméglicht.

2.6. Klemmen fiir absolut dichten Verschluf.

2.7. Spritzen 0,5 bis 2 ml, zum Einspritzen von Gas.

3. REAGENZIEN -
Standard: Fliichtige halogenierte Lésungsmittel mit einem fiir die Gaschromatographie geeigneten
Reinheitsgrad,
Pentan mit einem fiir die Gaschromatographie geeigneten Reinheitsgrad.

4. ANALYSENVERFAHREN

4.1. Etwa 3 g Ol in ein Glasflaschchen (das nicht wieder verwendet werden darf) genau einwiegen und das
Flaschchen mit dem Verschluf§ absolut dicht verschliefen. Das Flaschchen bei 70 °C eine Stunde in
einen Thermostaten stellen. Mit Hilfe einer Spritze genau ein Volumen von 0,2 bis 0,5 ml aus dem
Dampfraum entnehmen und auf die Saule des Gaschromatographen spritzen. Der Gaschromatograph
ist wie folgt einzustellen:
— Verdampfungstemperatur: 150 °C,
— Siulentemperatur: 70 bis 80 °C,
— Detektortemperatur: 200 bis 250 °C.
Es konnen auch andere Temperaturen eingestellt werden, sofern dabei gleichwertige Ergebnisse
erziehlt werden. ~

4.2, Referenzldsungen: Standardlésungen mit unterschiedlichen Konzentrationen von fliichtigen haloge-
nierten Lésungsmitteln zwischen 0,05 und 1 mg/kg herstellen unter Verwendung von Olivendl, das
frei von Losungsmittelspuren ist. Falls erforderlich, werden die halogenierten Losungsmittel mit Pentan
verdiinnt.

4.3. Quantitative Auswertung. Das Verhiltnis bilden zwischen den Peakflichen oder den Peakhshen der
Probe und der Standardlésung, deren Konzentration der erwarteten Konzentration am nichsten liegt.
Liegt der relative Unterschied iiber 10 %, so muff die Analyse mit einer neuen Standardlésung
wiederholt werden, bis ihre Konzentration innerhalb des obengenannten relativen Unterschieds liegt.
Der Gehalt wird auf der Basis des Mittelwerts einzelner Einspritzungen ermittelt.

4.4. 'Abfassung der Ergebnisse. Die Ergebnisse werden in mg/ kg (ppm) angegeben. Die Nachweisgrenze des

Verfahrens liegt bei 0,01 mg/kg.
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ANHANG XII
ORGANOLEPTISCHE PRUFUNG VON NATIVEM OLIVENOL

1. UMFANG UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Arbeitsvorschrift bestimmt die Kriterien zur Bewertung des Flavours von nativem Olivendl und
beschreibt die dafiir zu verwendende Methodik.

2, KURZBESCHREIBUNG

Das beschriebene Verfahren gilt nur fiir die organoleptische Bewertung und Einstufung von nativem
Olivenél fiir den direkten Genuff. Dabei wird das native Olivendl von einer Gruppe. ausgewahlter
Priifer mit Hilfe eines Priifbogens nach einer Bewertungstabelle gemif den von ihm hervorgerufenen
Sinneseindriicken eingestuft.

3. SENSORISCHE PRUFUNG: GRUNDBEGRIFFE

Siehe Kapitel ,,Sensorische Priifung: Grundbegriffe.

4. SPEZIFISCHE BEGRIFFE FUR OLIVENOL

Alt: Bezeichnung fiir das typische Flavour von zu lange in Lagerbehiltern aufbewahrtem Olivensl.
Kann auch durch zu langes Aufbewahren in Verpackungsbehiltern auftreten.

Apfelartig: Flavour von an Apfel erinnerndes Olivengl.

Bitter: Bezeichnung fiir den typlschen Geschmack von Olivenél griiner oder griinlicher Oliven. Je nach
Intensitit als mehr oder weniger angenehm empfunden.

Brandig oder erhitzt: Bezeichnung fiir das typische Flavour von Olivenél, das durch iibermifiige
und/oder zu lange Erwirmung bei der Gewinnung verursacht wird, insbesondere durch unsachgemifie
warme Behandlung bei der Herstellung der Paste.

Erdig: Bezeichnung fiir das typische Flavour von Olivendl, das von anhaftender Erde oder Schlamm
ungewaschener Oliven herrithrt. Dieses Flavour kann in Einzelfillen von modrigen Anklingen
begleitet sein.

Espartograsartig: Bezeichnung fiir das typische Flavour von Olivenél aus Oliven, die mit Hilfe neuer
Espartograskorbe geprefit wurden. Dieses Aroma kann in verschiedenen Nuancen auftreten, je
nachdem, ob Kérbe aus griinem oder trockenem Espartogras verwendet wurden.

Fad oder schal: Flavour von Olivendsl mit schwach ausgeprigten organoleptischen Eigenschaften
infolge des Verlusts seiner Aromastoffe.

Fruchtig: In Arotha und Bukett an gesunde, frische und erntereife Frichte erinnernd.

Fruchtwasserartig: Bezeichnung fiir das typische Flavour von Olivendl, das von mangelhaftem
" Dekantieren und zu langem Kontakt mit Fruchtwasser herriihrt.

Grasig: Bezeichnung fiir das typxsche an frisch gemihtes Gras ennnernde Aroma mancher
Olivenole.

Gurkenartig: Durch zu langes Lagern in luftdichten Behiltnissen, insbesondere in Dosen, hervorge-
rufenes Flavour von Olivendl, das von 2,6-Nonadienal herriihrt.

Heuartig: Bezeichnung fiir das typische, an mehr oder weniger trockenes Heu erinnernde Flavour
mancher Olivendle. .

Lakig: Bezeichnung fiir das Flavour von Olivené] aus in Salzlake aufbewahrten Oliven.

Mandelartig: Dieser Begriff bezeichnet zweierlei: einmal das typische Flavour frischer Mandeln und
zum zweiten das Flavour getrockneter, gesunder Mandeln, das mit einem ranzigen Anklang
verwechselt werden kann. Im Kontakt mit Zunge und Gaumen als Abgang wahrnehmbar; erinnert an
siifliche Olivenéle mit verhaltenem Bukett.

Metallisch: An Metall erinnerndes Flavour. Typisch fiir Olivenél, das beim Vermahlen, Schlagen,
Pressen -oder Lagern unter unsachgerechten Bedingungen zu lange mit Lebensmitteln oder Metall-
oberfliachen in Kontakt stand.
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Muffig: Bezeichnung fiir das typische Flavour von Olivené! aus Oliven mit erheblichem Schimmel- und
Hefepilzbefall infolge mehrtigiger feuchter Lagerung.

Nach Pressmatten: Bezeichnung fiir das typische Flavour von Olivenél, das mit Hilfe von Pressmatten
gewonnen wurde, die mit vergorenen Riickstinden verschmutzt waren.

Adstringierend: Bezeichnung fiir die Adstringenz mancher Olivenoéle.

Ranzig: Bezeichnung fiir das durch Autoxidation infolge des zu langen Kontakts mit der Luft
entstehende typische Flavour von Fetten und Olen. Dieses Flavour ist unerwiinscht und irre-
versibel.

Nach griinen Blittern (bitter): Bezeichnung fiir das von zu griinen Oliven oder von mitvermahlenen
Blittern und Stengeln herrithrende Flavour von Olivenol.

Sif: Bezeichnung fiir den Wohlgeschmack von Olivendl ohne aufdringliche Siife und ohne
hervortretende Bitterkeit, Adstringenz und Schérfe.

Schlammtg Bezeichnung fiir das typische Aroma von Olivenél, das aus dekantiertem Olschlamm aus

unterirdischen Becken oder Behaltern gewonnen wurde.

Schmierélartig: Bezeichnung fiir den Geruch von Olivendl aus einer Olmiihle, deren Ausriistung nicht
sachgerecht von Benzin-, Fett- oder Mineraldlresten gereinigt wurde.

Seifig: Bezeichnung fiir ein Flavour, das einen schmiierseifenartigen Sinneseindruck vermittelt.

Stichig (,atrojado®): Bezeichnung fiir das typische Aroma von Ol aus Oliven, die sich bereits in einem
fortgeschrittenen Zustand der Zersetzung durch Girung befanden.

Roh: Bezéichnung fiir Olivendl, das im Mund einen dickﬂﬁssigén, pastosen Sinneseindruck
hinterlaf3t. :

Tresterartig: Bezeichnung fiir das typische Flavour von Oliventrestern.

Nach reifen Friichten: Bezeichnung fiir Olivenél aus vollreifen Friichten, allgemein mit schwachem
Bukett und siifem Aroma.

Wein- oder Essigartig: Bezeichnung fiir das typische Flavour von an Wein oder Essig erinnerndes
Olivenél, das vor allem durch die anormal starke Bildung von Essigsiure, Ethylacetat und Ethanol
verursacht wird.

Wurmstichig: Bezeichnung fiir das typische Flavour von Olivenél aus stark von Larven der Olivenfliege
(Dacus oleae) befallenen Oliven.

PRUFGLAS FUR OLE

Siehe Kapitel ,,Priifglas fiir Ole“.

PRUFRAUM

Siehe Kapitel ,Leitlinien fir die Einrichtung des Priffraums®.

HILFSMITTEL

Jedem Priifer sind in seiner Kabine die zur Erfillung seiner Aufgabe notwendigen Hilfsmittel zur
Verfiigung zu stellen. Diese Hilfsmittel umfassen:

— Gliser (genormt) mit den Proben, die nach einem Zufallsschliissel mit einem Ziffernpaar oder
einem Ziffern-Buchstaben-Paar gekennzeichnet sind. Die Kennzeichnung ist mit einem unverwisch-
baren und geruchlosen Stift anzubringen;

— Uhrgliser mit identischer Markierung zum Abdecken der Gliser;
— Priifbogen, vgl. Abbildung 2, mit Ausfiillhinweisen;

— Bleistift oder Kugelschreiber;

— Schilchen mit Apfelstiicken;

— Glas Wasser von Raumtemperatur.

5.9.91
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8. VERFAHREN

Dieser Abschnitt regelt die Vorkenntnisse fiir die Durchfithrung der sensorischen Priifung von nativem
Olivensl; ferner dient er der Reglementierung des Verhaltens und der Arbeitsweise der an der Priifung
teilnehmenden Priifer, die sowohl den allgemeinen als auch den besonderen Empfehlungen fiir das
Verkosten von Olivendl Rechnung zu tragen haben.

8.1. Aufgaben des Priifungsleiters bzw. des Vorsitzenden der Gruppe (bzw. des Panels)

Der Priifungsleiter muf ausreichend vorgebildet sein und iiber die nétige Sach- und Fachkunde fir die
zur Beurteilung anstehenden Olivenéle verfiigen. Er ist die Schliisselfigur der Priifergruppe und trigt
die Verantwortung fiir Organisation und Ablauf der Priifungsarbeit. Er ladt die Priifer rechtzeitig ein
und klirt sie iiber die Durchfithrung der Priifungen auf, enthilt sich aber jedweder Meinungsiuflerung
tiber die Proben. :

Er ist verantwortlich fiir das Vorhandensein der Hilfsmittel, deren peinliche Sauberkeit, die
Vorbereitung und Verschliisselung der Proben, deren Ubergabe an die Priifer gemif der geeigneten
Priifungsfolge sowie fiir das Einsammeln und die statistische Auswertung der Priifdaten, damit
gewahrleistet ist, daff mit moglichst geringem Aufwand méglichst zuverlassige Ergebnisse erzielt
werden.

Die Arbeit des Priifungsleiters erfordert sensorisches Feingefiihl, Sorgfalt bei der Priifungsvorbereitung,
strengste Ordnung hinsichtlich ihrer Durchfithrung sowie Geschick und Geduld bei der Planung und
Durchfithrung der Priifungen. Aufgabe des Priifungsleiters ist es, die Mitglieder zu motivieren und bei
ihnen Interesse, Neugier und Wettbewerbsgeist zu wecken. Er hat sich einer Meinungsiuflerung zu
enthalten und muf8 sicherstellen, daff méglicherweise tonangebende Priifer die anderen nicht
beeinflussen. Thm obliegen ferner Schulung, Auswahl und Uberwachung der Priifer auf ihre gebotene

Eignung.
8.2, Priifbedingungen

) 8.2.1. Probenumfang
Jedes Glas muff 15 ml Ol enthalten.

8.2.2. Temperatur der Probe

Die zur Priifung anstehenden Proben sind im Glas auf einer Temperatur von 28 °C + 2 °C zu halten.
Die gewihlte Temperatur gestattet am besten die Erfassung der organoleptischen Unterschiede bei
Normaltemperatur, wenn Ole als Zutaten verwendet werden. Bei tieferen oder hoheren Temperaturen
kommen entweder die Aromastoffe kaum zur Entfaltung oder aber es entfalten sich die fiir erhitzte Ole
typischen Aromastoffe.

8.2.3. Priffungszeiten

Die fiir das Verkosten von Olivené! geeignetste Tageszeit ist der Vormittag. Geruchs- und
Geschmackssinn sind zu bestimmten Tageszeiten nachweislich besonders empfindlich.

So ist die Empfindlichkeit von Geruchs- und Geschmackssinn vor den Mahlzeiten besonders groff und
geht danach zuriick.

Ubertreibung ist aber auch hier zu vermeiden, da Hungergefiihle die Priifer ablenken, ihr Unterschei-
dungsvermégen beeintrichtigen und insbesondere ihre Priferenz- und Akzeptanzschwelle herabset-
zen.

9. PRUFER

Die an der organoleptischen Priifung von Speiseolivendl als Priifer teilnehmenden Personen sind zu
schulen und entsprechend ihrer Eignung zur Unterscheidung 4hnlicher Proben auszuwihlen, wobei zu
beriicksichtigen ist, ob und inwieweit ihre Urteilsfihigkeit im Zuge der Schulung zunimmt
(vgl. entsprechenden Absatz).

Zur Prifung bendétigt man 8 bis 12 Priifer nebst einigen Reservepriifern zur Deckung von
Ausfillen.

~

9.1. Allgemeine Verhaltensmafregeln fiir Kandidaten und Priifer
Diese Empfehlungen gelten fiir das Verhalten der Kandidaten und Priifer bei ihrer Arbeit.

Wer vom Priifungsleiter zur Teilnahme an einer organoleptischen Priifung aufgefordert wurde, muf§ zu
der ihm genannten Uhrzeit zur Teilnahme in der Lage sein und hat dazu folgende Vorschriften zu
beachten:
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9.1.1.

9.2.

Er stellt mindestens 30 Minuten vor der festgesetzten Uhrzeit das Rauchen ein.

Parfiim, Kosmetika oder Seife, deren Geruch bei der Priifung noch wahrnehmbar ist, darf nicht
verwendet werden. Zum Hindewaschen ist unparfiimierte oder schwachparfiimierte Seife zu
verwenden; dabei sind die Hinde so lange mit Wasser nachzuspiilen und abzutrocknen, bis jedweder
Geruch beseitigt ist.

Der Priifer muf bei Priifungsantritt seit mindestens einer Stunde niichtern sein.

Wer an einer Unpiflichkeit und insbesondere einer Beeintrichtigung des Geruchs- oder Geschmacks-
empfindens oder an einer die Konzentrationsfahigkeit beeinfluffenden psychischen Belastung leidet, hat
dies dem Priifungsleiter mitzuteilen, damit dieser ihn von seiner Aufgabe entbindet oder aber die
geeigneten Maflnahmen trifft, wobei auch eine mogliche Abweichung von den Durchschnittswerten
der ibrigen Mitglieder der Gruppe zu beriicksichtigen ist.

Der die vorstehenden Vorschriften erfiillende Priifer sucht die ihm zugewiesene Kabine auf; dies hat so
leise und diskret wie moglich zu geschehen.

Nachdem er darin Platz genommen hat, priift er, ob alle erforderlichen Hilfsmittel vorhanden und
ordentlich vorbereitet sind und vergewissert sich, ob die Kennzeichnung des Glases mit der
Kennzeichnung des damit abgedeckten Uhrglases iibereinstimmt.

Er liest die Hinweise auf dem Priifbogen sorgfaltig durch und beginnt erst dann mit der Priifung der
Proben, wenn er sich iiber seine Aufgabe ‘vollends im klaren ist. Unklarhelten sind mit dem
Priifungsleiter unter vier Augen zu kliren.

Der Priifer nimmt das Glas zur Hand, hilt es dabei mit dem Uhrglas bedeckt schrig und schwenkt es
dabei einmal ganz um, damit die Innenseite méglichst ganz benetzt wird. Er liiftet das Uhrglas und
inhaliert das Bukett der Probe in leichten, ruhigen und langen Ziigen durch die Nase so lange, bis er sich
ein Urteil iiber die zur Priifung anstehende Probe gebildet hat. Das eigentliche Riechen darf nicht linger
als 30 Sekunden dauern. Gelangt er nach dieser Zeit nicht zu einem Urteil, legt er eine kleine Pause ein
und macht einen weiteren Versuch. Nach dem Riechen priift er das Flavour (Gesamtsinneseindruck aus
Geruchs-, Geschmacks und Tastempfindung). Dazu nippt er einen kleinen Schiuck Ol von etwa 3 ml.
Sehr wichtig ist, daf alle geschmacksempfindlichen Teile des Mundes mit dem Ol benetzt werden, vom

vorderen Teil des Mundes und der Zungenspitze iber die Rénder des Zungenriickens bis zum Gaumen
und zur Zungenwurzel, da die Grundgeschmacke siif}, salzig, sauer und bitter an verschiedenen Stellen
der Zunge und des Gaumens unterschiedlich stark wahrgenommen werden.

Es ist unbedingt darauf zu achten, daff geniigend Olivenél von der Zungenspitze bis zum Gaumen und
zur Kehle langsam verteilt wird, wobei auf die Reihenfolge des Auftretens der Bitterkeit und der Schirfe
zu achten ist. Anderenfalls kann es bei manchen Olivenélen vorkommen, daf§ beide Sinneseindriicke

nicht wahrgenommen werden oder die Bitterkeit von der Schirfe verdeckt wird.

Durch kurzes, wiederholtes Einsaugen von Luft durch den Mund wird die Probe in der gesamten
Mundhéhle verteilt, so daff die fliichtigen Aromastoffe iiber den Gaumen in die Nase gelangen.

Auch die Tastempfindungen sind zu erfassen; so miissen die Merkmale FlieRfihigkeit, Dickflissigkeit,
Schirfe oder Stechen erfat und je nach den Erfordernissen der Probe quantifiziert werden.

Bei der organoleptischen Priifung von nativem Olivenél wird in jedem Priifgang eine einzige Probe
bewertet, damit keine Kontrastwirkungen durch das sofortige Verkosten anderer auftreten.

Da es bei aufeinanderfolgenden Priifgingen zu Ermiidungserscheinungen oder zur Diampfung der
Sinneswahrnehmung durch die vorangehenden Eindriicke kommt, sind die Olreste des vorherigen
Priifgangs mit einem geeigneten Mittel aus dem Mund zu entfernen.

Dazu empfiehlt sich ein kleines Stiick Apfel von etwa 15 g, das nach dem Kauen ausgespuckt werden
kann; anschliefend ist der Mund mit Wasser von Zimmertemperatur zu spiilen. Zwischen dem Ende
eines Priifgangs und dem Beginn des nichsten miissen mindestens 15 Minuten vergehen.

Vorauswahl der Kandidaten

Der Priifungsleiter fithrt eine Vorauswahl der Kandidaten in Einzelgesprichen durch, um ihre

Personlichkeit und ihr Umfeld kennenzulernen. An die physiologischen und psychologischen.

Voraussetzungen werden keine sehr hohen Anforderungen gestellt, da jeder Gesunde diese Aufgabe
wahrnehmen kann. Alter, Geschlecht und bestimmte Gewohnheiten (Rauchen) usw. bleiben in der
Bedeutung hinter anderen Gesichtspunkten wie Gesundheit, personliches Interesse und Abkémmlich-
keit fiir diese Arbeit zuriick.

Der Priifungsleiter klirt den Kandidaten im‘einzelnen tiber die von ihm wahrzunechmende Aufgabe auf
und unterrichtet ihn {iber den Zeitaufwand dafiir. Anschlieend sammelt er Anhaltspunkte zur Priifung
des Interesses und der Motivation des Kandidaten sowie seiner tatsichlichen Abkommlichkeit. Der
folgende Fragebogen kann dabei als Grundlage verwendet werden.
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FRAGEBOGEN
Bitte beantworten Sie folgende Fragen:
Ja Nein
1. Madchten Sie bei dieser Aufgabe mitarbeiten? ] O
Lo L . . s Ja Nein
2. Halten Sie diese Aufgabe fiir wichtig, um die Lebensmittelqualitat in Ihrem Land
sowie im internationalen Handel zu verbessern? O _ O
3. Weshalb? (1) oottt et i i i e e e
. . . i . Ja. Nein
4. Bedenken Sie, daf} Sie im Rahmen ihrer Titigkeit Olivendl verkosten miifiten.
Wiren Sie dazu bereit? O O
Ja Nein

5. Wiirden Sie gern Thren Geruchs- und Geschmackssinn mit dem Ihrer Kollegen

messen? : . O O

Nei
6. Sind Sie abkémmlich? Sind Sie soweit unabhingig, daf§ Sie ihre Tagesgeschifte Ja .
selbst organisieren kénnen? ) O . O
7. Sofern Sie einen Vorgesetzten haben, meinen Sie, daf§ er damit einverstanden P
" . . A ; Ja Nein
wire, dafd Sie dadurch an aufeinanderfolgenden Tagen manchmal bis zu einer
halben Stunde ihrer tiglichen Arbeit fernblieben? 0 D
. . e el 1: . o . . Ja Nein
8. Konnten Sie die fiir die sensorische Priifung geopferte Zeit nacharbeiten, um
ihren tiglichen Arbeitsverpflichtungen nachzukommen? O O
Ja Nein
9. Meinen Sie, dafd diese Arbeit vel;giitet werden miisse? D O

10. Inwelcher Form? . ... ... . ... ittt it e

() Begriinden Sie, warum Lebensmittel und insbesondere Olivend! einer organoleptischen Priifung unterzogen
werden miissen.

Der Priifungsleiter nimmt anhand dieser Daten eine Vorauswahl vor, wobei er die Kandidaten -
aussondert, die an dieser Arbeit wenig Interesse zeigen, wenig Zeit aufbringen kénnen oder nicht in der
Lage sind, ihre Vorstellungen zu artikulieren.

9.3. Bestixﬂmung der ,Durchschnittsschwelle der Gruppe* fiir ,,typische Merkmale*

Es werden vier Ole ausgewihlt, welche die Merkmale ,stichig“ (,,atrojado*), ,weinartig®, ,,ranzig* und
»bitter“ jeweils typgerecht und so deutlich wie méglich verkérpern.

Mit aliquoten Mengen jedes Typs und einem geeigneten Substrat werden Verdiinnungsreihen in
Abstufungen um den Faktor 2 angesetzt, bis bei den zwei oder drei letzten Verdiinnungsstufen kein
Unterschied gegeniiber dem Glas mit dem reinen Substrat mehr wahrnehmbar ist. Zwei Glaser mit dem
reinen Substrat bilden den Abschluf8 der Reihe. ‘

Die Reihe wird mit Verdiinnungen héherer Konzentration bis auf 8 aufgestockt.

Es werden so viele Muster der verschiedenen Konzentrationen angesetzt, daf§ jedem der Kandidaten fiir
jedes Merkmal vollstindige Verdiinnungsreihen bereitgestellt werden konnen.

Zur Ermittlung der ,Durchschnittsschwelle“ der Kandidaten sind jedem von jeder Verdiinnungsstufe
ein Glas mit 15 ml der Verdiinnung sowie ein Glas mit 15 ml des reinen Substrats bereitzustellen. Der
Kandidat muf$ nach Durchfiihrung der Prisfung angeben, ob sie identisch oder verschieden voneinander
sind.

Die gleiche Priifung wird mit Verdiinnungsreihen der verbleibenden Priifmerkmale durchgefiihrt.

Die Zahl der richtigen Antworten aller Kandidaten fiir die jeweilige Verdiinnungsstufe wird
aufgezeichnet und als Prozentsatz der Anzahl der durchgefithrten Priifungen angegeben.
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9.4,

In einem Koordinatensystem werden die Prozentsitze. der richtigen Antworten fir die jeweilige
Verdiinnungsstufe auf der Ordinate und die gepriiften Verdiinnungsstufen in ansteigender Reihenfolge
auf der Abszisse eingetragen.

Abbildung 1 zeigt ein praktisches Beispiel fiir diese Darstellung. Als Wahrnehmungsschwelle gilt die
Verdiinnungsstufe, fiir die zu 75 % richtige Beurteilungen abgegeben wurden. Sie wird ermittelt durch
Extrapolation dieses Punktes von der Kurve auf die Abszisse. :

Diese Schwellenkonzentration, die je nach Intensitit des Merkmals fir jedes gepriifte Olivenél
unterschiedlich ausfallen kann, diirfte fiir die einzelnen Gruppen von Kandidaten shnlich sein; sie ist
unabhingig von Gebriuchen, Gewohnheiten oder persénlicher Priferenz und infolgedessen ein
gemeinsamier Bezugspunkt fiir jede Gruppe von Durchschnittsmenschen, so daf§ sie zur Harmonisie-
rung der verschiedenen Priifergruppen hinsichtlich der Geruchs- und Geschmacksempfindlichkeit
verwendet werden kann.

Anhand der ermittelten Schwellenkonzentration der Gruppe ist wie folgt zu verfahren:

Es wird eine Verdiinnungsreihe mit zunehmender und abnehmender Konzentration in der Weise
angesetzt, daf§ die Schwellenkonzentration mit dem Platz 10 dieser Reihe zusammenfillt. Daraus ergibt
sich folgerichtig, daf8 die Verdiinnungen 11 und 12 stirker verdiinnt sind, so dafl sehr schwer
festzustellen ist, daf8 sie Ol mit dem entsprechenden Merkmal enthalten.

Ausgehend von der Konzentration C,; kénnen die iibrigen Verdiinnungen nach folgender Formel
angesetzt werden:

ClO - a"

Darin bedeuten:

a = Konstante fiir den Verdiinnungsfaktor 1,5,
n = Exponent mit einem Wert von 9 bis - 2.

Beispiel:

Gegeben sei ein Schwellenwert fiir ranziges Olivenél von 0,32. Mit C;y = 0,32 und a = 1,5 ergeben
sich folgende Verdinnungsstufen:

Probe 1 2 3| a|s5s |6 | 7 8 | 9 |10 | 11 ] 12
Konzentration|12,30| 8,20 | 5,47 | 3,65 | 2,43 | 1,62 | 1,08 | 0,72 | 0,48 | 0,32 | 0,21 | 0,14

Durch Ansetzen von Verdiinnungsreihen nach dieser Arbeitsvorschrift anhand der nach diesem
Berechnungsverfahren bestimmten Schwellenwerte fiir die iibrigen Merkmale erhilt man fiir alle
Laboratorien Skalen mit gleicher Reizabstufung fiir jedes einzelne Merkmal, selbst wenn die Fehler der
verwendeten Olivenéle unterschiedlich stark festzustellen sind.

Auswahl der Prifer nach dem Verfahren der »intensititseinstufung®

Zur Auswahl sind zwei- bis dreimal so viele Kandidaten heranzuziehen, wie zur Bildung der
Priifergruppe erforderlich sind, damit die mit der héchsten Sinnenschirfe und dem gréfSten
Unterscheidungsvermégen ausgewihlt werden kénnen. Die Priifung sollte immer mit dem gleichen
Erzeugnis wie das spiter zu Priifende durchgefiihrt werden (daher wird immer Olivendl verwen-
det).
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Bei der Auswahl des Verfahrens ist unabhingig von seiner Leistungsfihigkeit auch seine Wirtschaft-
lichkeit hinsichtlich der Olmenge, der Anzahl der Proben und des Zeitaufwands zu beriicksichtigen.
Ein Auswahlverfahren ist umso wirksamer, je besser es gelingt, das optimale Niveau der folgenden drei
abhingigen Variablen zu bestimmen: a) ,Kosten“ in Abhingigkeit von der Anzahl der Priifungen,
b) ,Anteil“ der moglicherweise geeigneten Kandidaten, die durch Zufall leider ausgesondert werden,
und c) ,Anzahl“ der ungeeigneten Kandidaten, die das Gliick hatten, das Auswahlverfahren dennoch zu

bestehen.

Fiir die Auswahl wird das Verfahren der ,Intensititseinstufungspriifung® (intensity rating test) gemif

den Normen ASTM (American Society for Testing and Materials), STP (Special Technical Publication)

Nr. 440, S. 53, verwendet, das in folgenden Punkten abgeindert wurde:

1. Verringerung der Zahl der Proben in der Priifreihe;

2. Erweiterung der Reiistoffpalette durch Aufnahme weiterer Geruchs- und Geschmacksnoten fiir die
Auswahl, um den hiufigsten wahrnehmbaren Fehlern von Olivenl Rechnung zu tragen;

3. Variation des Konzentrationsverhiltnisses in der Priifreihe und

4. statistische Auswertung der Ergebnisse.

Gerite und Hilfsmittel: .

— Flaschen oder Kolben, 1 500 ml,

— dunkelfarbige Priifgliser,

— Reagenzgliser, 10 ml, 15 ml, 1 000 ml und 1 500 ml.

Reagenzien:

— Merck-Paraffin (Nr. 7.160, DAB 6, USP XX) oder geruch- und geschmackloses Olsubstrat (frisch
raffiniertes Oliven- oder anderes (51)

— Olivenéle: stichig (,atrojado®), weinartig, ranzig und bitter.
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9.4.1.

9.4.2.

9.4.3.

' 9.4.4.

Verfahren

Nach dem Ansetzen der Verdiinnungen wird, ausgehend von 25 Kandidaten, mit dem Auswahlver-
fahren begonnen. Die Auswahl wird nach dem nachstehend beschriebenen Verfahren fiir jede
Geschmacksnote durchgefiihrt.

1. Verdiinnungsreihen mit 12 verschliisselt gekennzeichneten Glisern (eine Reihe pro Kandidat)
werden vorbereitet. In jedes Priifglas werden 15 ml Probe mit der nach der Formel C,, + a" jeweils
hergestellten Konzentration gegeben.

2. Nach dem Fiillen werden die Gliser mit aufliegendem Uhfglasdeckel mindestens eine Stunde vor

Beginn der Prifungen bei einer Temperatur von 20—22 °C im Priifungsraum stehen gelassen, um
sie auf Raumtemperatur zu bringen.

3. Die 12 Glaser werden vom Priifungsleiter in absteigender Reihenfolge der Konzentrationen in einer
Reihe aufgestellt.

Anschliefend wird jeder Kandidat aufgefordert,-die Priifung einzeln durchzufithren; dazu sind ihm
folgende Anweisungen zu erteilen: - '

Anweisungen fiir die Kandidaten

Die 12 vor dem Kandidaten aufgestellt'en Glaser enthalten jeweils Verdiinnungen der Reize ,,stichig*
(natrojado®), ,weinartig“, ,ranzig® und ,bitter“. Die Gldser unterscheiden sich hinsichtlich der
Intensitit des Geruchs, wobei das mit dem stirksten Geruch ganz links steht und die- Konzentrationen
stufenweise nach rechts abnehmen. Das ganz rechts stehende Glas kann so wenig von dem Geruchsstoff
enthalten, daf er nicht mehr wahrnehmbar ist. ’

Gehen Sie bitte wie folgt vor: Machen Sie sich mit den Geriichen der einzelnen Gliser der Reihe
vertraut. Beginnen Sie dabei mit dem Geruch des rechten Glases (Nr. 12) und versuchen Sie, sich die
Intensitit des Geruchs zu merken. Sinnenermiidung ist zu vermeiden.

Sobald Sie sich die Reihenfolge der Verdiinnungsstufen gemerkt haben, verlassen Sie den
Priifraum. '

Anschliefend nimmt der Priifungsleiter ein Glas aus der Reihe heraus, stellt es gleichauf mit dem ganz
rechts stehenden und schliefft die Liicke durch Verschieben der iibrigen Gliser. Sie betreten darauf
wieder den Priifstand und setzen die Prifung fort.

Die Priifung besteht aus folgender Aufgabe:

Das herausgenommene Glas ist an seinen urspriinglichen Platz in der Reihe zuriickzustellen. Dazu kann
beliebig oft ein Geruchsvergleich der Gliser durchgefithrt werden. Zu beachten ist, daf das Glas bei
korrekter Plazierung stirker als das unmittelbar rechts daneben stehende und schwicher als das
unmittelbar. links daneben stehende riechen muff. Diese Priffung wird mit drei weiteren Glisern
wiederholt. '

Zur Erleichterung der Priifung und der Abgabe der Antworten erhalten die Kandidaten zusammen mit
den vorstehenden Anweisungen folgendes Formblatt.

KANDIDATENAUSWAHL

Ergebnisse

Der Ubersichtlichkeit halber notiert der Priifungsleiter die von den einzelnen Kandidaten gemachten
Angaben wie folgt: :

gewihlter Platz |  richtiger Platz Bewertung
Merkmal p K

Name des Kandidaten (K'—K)2

Statistische Auswertung der Antworten

Im vorliegenden Fall sind die an ihren urspriinglichen Platz zuriickzustellenden Glaser fir alle
Kandidaten gleich; nach den statistischen Berechnungen fiir diesen Fall muf§ es sich dabei um die
folgenden Gliser mit den fiir das jeweilige Merkmal aufgefiihrten Seriennummern handeln:
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("mgi‘;}:)‘% - Weinarcig (W) Ranzig (R) Bitter (B)
Glas Nr. Glas Nr. Glas Nr. Glas Nr.
(10, 5, 7, 2) , (11,3,8,6) (7, 4, 10, 2) (6, 3,11, 9)

Die der entsprechenden Position des Glases in der Reihe entsprechende Nummer darf nicht variieren,
da die statistischen Berechnungen fiir diesen Fall auf der Wahrscheinlichkeit beruhen, mit der die Glaser
durch Zufall an ihren rechten Platz zuriickgestellt werden.

Damit die Kandidaten keine Informationen untereinander austauschen kénnen, hat der Priifungsleiter
folgende Regeln zu beachten:

1. Es muf ausgeschlossen sein, daff die Kandidaten Informationen austauschen konnen. Fiir jeden
Kandidaten miissen unterschiedliche Aufschriften verwendet werden.

2. Es muf ausgeschlossen sein, daf8 die Kandidaten in Erfahrung bringen kénnen, welche Gliser .
herausgenommen wurden.

3. Jedem Kandidaten sind die Glaser mit den vorstehenden Nummern in einem anderen Prufungsgang
zu prisentieren.

Die Ergebnisse jedes Kandidaten werden wie folgt benotet:

Die 12 Glaser mit den entsprechenden Verdiinnungsstufen des Merkmals i seien in abnehmender
Reihenfolge ihrer Konzentration mit eiy, €'y, ... €l ; bezeichnet (i = ein beliebiges der Merkmale stichig
(»atrojado“), weinartig, ranzig und bitter).

Es seien eiy ein beliebiges Glas und K’ der von dem Kandidaten gewiihlte Platz des betreffenden Glases in
der Reihe. Die Werte fiir K und K’ sind demnach ganze Zahlen zwischen 1 und 12 einschlieflich und
bezeichnen den tatsichlichen und den vom Kandidaten gewihlten Platz des betreffenden Glases in der
Reihe.

T (maximal zulissige Abweichung) sei ein vorab auf einen bestimmten Betrag, in unserem Fall auf den
Betrag 3, festgesetztes Kriterium, das bei K'—K > T den automatischen Ausschluff des Kandidaten zur
Folge hat (1).

Ist dagegen K'—K =< T, so wird der Kandidat allgemein nicht ausgeschlossen, sondern kann weiter an
. der Priifung teilnehmen, da er in der Lage ist, das herausgenommene Glas an den richtigen Platz
zuriickzustellen, zumindest aber an zwei unmittelbar benachbarte Platze.

In diesem Fall ist die Note, die ein Kandidat erhilt, der ein bestimmtes Geschmacksmerkmal
(Konzentration) beurteilt hat (z. B. stichig (,atrojado*), gleich dem Quadrat aus der Differenz zwischen
der richtigen Stelle in der Reihenfolge der Glaser und der Stellc, an die der Kandidat das Glas gestelit
hat

PSy, = (K'—K)2

Da ein Kandidat anhand von vier Intensititsstufen (Verdiinnungsstufen) jedes einzelnen Merkmals
gepriift wird, bestimmt sich die Einzelbewertung fiir das folgende Merkmal (z.B. ,stichig®
(»atrojado®)) wie folgt:

7St = PS:h + pS(i + PSy 4 pS(m
Zum besseren Verstindnis nachstehend einige Beispiele:

Beispiel 1:
Nehmen wir an, der Kandidat A habe die Fragen nach den vier Intensititsstufen der Versuchsreihe des
Merkmals (i) wie folgt beantwortet:

Rihiger g dsClss el P Difren: o dem
(K) (K) (K—K)
7 7—7= 0
5 4—5 = —1
10 6 10—6 = -4(1)
2 4 24 =2

(1) Dieser Kandidat scheidet aus, da er bei der Priifung nur einen Wert von T > 3 erreicht hat.

(1) Der Prifungsleiter muff den Kandidaten unbedingt veranlassen, die Priifung mit Bedacht zu absolvieren, damit sein
Geruchssinn nicht abstumpft.
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Beispiel 2:
Nehmen wir an, der Kandidat ordnet die Verdiinnungsstufen eines Merkmals wie folgt zu:

Richtiger Platz des Glases i Differenz zu dem
in der Reihe Gewalzge;)r Platz richtigen Platz
(K) (K'—K)
7 7 7—7 = 0
4 4 4—4 = 0
10 7 10—7 = 3
2 3 2—3 = —1

Dieser Kandidat scheidet nicht aus. Er hat fir dieses Auswahlmerkmal folgende Benotung
erreicht:

Zi=02+ 0y + 32+ (—1)2 =10

Die Gesamtbewertung fiir die Auswahl oder das Ausscheiden des Kandidaten aufgrund seiner
Antworten zu den vier Auswahlmerkmalen geschieht wie folgt:

I)Sth + pSti + PS:i + pStm = 7St
P¥, + P¥, + PW, 4+ P¥ = ZW
PRh + PR’ -+ PRi + PRm = ZR

PBh + PBI + PBi + PBm = Z7ZB
Z Gesamt = Z5 ..... + ZB

Darin bedeutet: St = stichig (,atrojado),

W = weinartig,
R = ranzig,
B = bitter.

Es stellt sich nun die Frage, bis zu welchem Betrag von Z davon auszugehen ist, daff der Kandidat iiber
Sinnenschirfe, Geruchsgedichtnis und Zuordnungsvermogen in dem Mafle verfiigt, wie es zur
richtigen Beantwortung im Hinblick auf die vier Merkmale erforderlich ist. Z ist definitionsgemif nie
negativ, und ein Betrag Z = 0 bedeutet, daff der Kandidat alle 16 ihm prisentierten Verdiinnungsstufen
(vier fiir jedes Merkmal) erkannt und richtig zugeordnet hat. Ist der Betrag von Z von Null verschieden,
so bedeutet dies, daff der Kandidat die Bereiche, zu denen die ausgewihlten Verdiinnungen gehéren,
zwar erkannt hat, den genauen Platz jedoch nicht feststellen konnte, da er tiber kein gutes
Unterscheidungsvermégen hinsichtlich der Verdiinnungsreihe, die ihm fiir ein oder mehrere Merkmale
prisentiert wurden, verfiigt.

Es empfiehlt sich daher, einen kritischen Wert Z_ festzulegen, fiir den bei ausschlieflich zufilliger
Platzbewertung durch den Kandidaten innerhalb der von ihm zuvor erkannten Bereiche die
Wahrscheinlichkeit eines Gesamtwerts Z < Z_ ein hinreichend kleiner Wert a ist, der vorher festgelegt
werden kann. Mit anderen Worten, die Wahrscheinlichkeit, daff mit diesem Verfahren ein Priifer
ausgewihlt wird, dessen Unterscheidungsvermogen fiir die bei der Auswahl herangezogenenen
Merkmale unzureichend ist, ist kleiner als a.

Bei gegebenem o, das in unserem Fall auf 0,05 festgelegt wurde, ergibt sich Z_ aus der Wahrschein-
lichkeitsverteilung der Variablen Z, die sich ihrerseits aus den Wahrscheinlichkeitsverteilungen der
Variablen P ergibt (K’).

Aus der statistischen Berechnung<ergibt sich fiir Z_ ein Betrag von 34.

Nachdem der von jedem Kandidaten efreichte Wert Z feststeht, scheiden all jene Kandidaten aus, die
einen Wert von iiber 34 erreicht haben.

So erhalten die Kandidaten A und B folgende Bewertungen:

Merkmal Kandidat A Kandidat B

Stichig (,,atrojado®) (St) ZSt = 10 Z5 = 12
Weinartig (W) ' Z¥ = 10 Z¥ = 11
Ranzig (R) ZR =10 ZR =15
Bitter (B) ZB =4 ZB = 0
T =34 X =38

Die Kandidaten A und B kommen auf jeweils 34 bzw. 38 Punkte; demnach hat der Kandidat A die
Priifung bestanden, B dagegen nicht und scheidet aus. Nachdem die Kandidaten mit iber 34 Punkten
ausgeschieden sind, werden die iibrigen in der Reihenfolge der von ihnen erzielten Punkte in einer
Eignungsliste aufgelistet und die zwdlf besten ausgewihlt.

5.9.91
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9.5. Schulung

Die Schulung verfolgt hauptsichlich folgende Ziele:

a) Die Prifer sollen mit den zahlreichen Geruchs- und Geschmacksnoten von nativem Olivendl
vertraut gemacht werden. .

b) Die Priifer sollen mit den spezifischen sensorischen Methoden vertraut gemacht werden.

¢) Die Fahigkeit jedes einzelnen, die sensorischen Merkmale wahrzunehmen, zu identifizieren und
quantitativ zu bestimmen, soll geschult werden.

d) Sinnenschirfe und Gedichtnis fiir die verschiedenen Merkmale sollen verbessert werden, damit
eine zuverlissige Beurteilung gewihrleistet ist.

Entsprechend den Méglichkeiten der Teilnehmer sowie der Untersuchung umfaflt die Schulung
gewdhnlich eine Reihe von Priifungsgingen, bei denen die Priifer die Ole einzeln priifen und
anschlieend die dabei angetroffenen Schwierigkeiten gemeinsam mit dem Leiter diskutieren und die
Bewertungen erliutern, um Kriterien und Meinungsbildung zu vereinheitlichen.

Der nach einer bestimmten Zahl von Priifungsgingen erreichte Stand der Schulung wird anhand der
Zunahme des Prozentsatzes richtiger Bewertungen bei Unterscheidungspriifungen oder anhand der
Analyse der Varianz der durchschnittlichen Einzelbewertungen der Gruppe bei Skalenpriifungen
ermittelt.

Der praktische Nutzen dieser Schulung wurde eingehend erértert; heute gilt sie als sehr effizient und
sogar als unverzichtbar zur Erzielung zuverlissiger, richtiger sensorischer Daten.

9.6. Leistungskontrolle

Erfahrene Priifer nehmen gewohnlich regelmifig an sensorischen Priifungen teil, die ihnen sehr viel
abverlangen. Ihre Bewertungen sind in technischer und gewerblicher Hinsicht oft von grofler
Tragweite; daher miissen sie sich nach ihrer Auswahl und Schulung Leistungskontrollen unterziehen,
damirt die Verlafllichkeit der Ergebnisse gewihrleister ist. -

Daher miissen die an Routinepriifungen teilnehmenden Priifer regelmifig in bestimmten Abstinden
ihre Leistungsfihigkeit nachweisen.

10. VERFAHREN FUR DIE BEWERTUNG DER ORGANOLEPTISCHEN'ElGENSCHAFTEN
VON NATIVEM OLIVENOL

Nach Erfillung der Bedingungen und Bereitstellung der erforderlichen Mittel entsprechend den
vorstehenden Normen sowie nach Auswahl der Priifergruppe unterzieht jeder Priifer das ihm zur
Prifung bereitgestellte Glas mit dem Priifmuster einer Geruchs- und Geschmackspriifung (!); dabei
priift er die olfaktorischen, gustatorischen, taktilen und kinéstherischen Merkmale anhand des in
Abbildung 2 abgebildeten Priifbogens, in den er das Vorhandensein und die Intensitit der Merkmale
eintrigr. Alsdann bewertet er die Qualitit des Ols.

10.1. Verwendung des Priifbogens in Abbildung 2 (Flavourbeschreibung und Qualititsbewertung)

In der linken Hilfte des Bogens sind einige der typischsten sensorischen Merkmale aufgefiihrt, die bei
Olivenél am hiufigsten auftreten und fiir sein Flavour kennzeichnend sind. Werden aufler den
aufgefiilhrten Merkmalen weitere Merkmale wahrgenommen, so sind diese mit dem oder den
treffendsten Begriff(en) dafiir in dér Rubrik ,,Andere* zu vermerken. '

Die wahrgenommenen Merkmale sind entsprechend ihrer Intensitit durch Ankreuzen ( + ) des dafiir
vorgesehenen Kistchens entsprechend der nachstehenden Bewertungstabelle zu bewerten:
1= kaum wahrnehmbar,

2= schwach, ’

3= mittel,
4= stark,
5= extrem.

Die rechte Hilfte des Bogens enthilt eine Neun-Punkte-Bewertungstabelle (9 = auffergewéhnliche
Qualitit, 1 = ungeniigend), anhand derer der Priifer eine einheitliche Gesamtbewertung der
Olmerkmale vornimmt. Bei dieser Bewertung ist den guten Eigenschaften und den Fehlern, die bereits
in der linken Hilfte im einzelnen vermerkt wurden, Rechnung zu tragen.

(!) Sofern er bei der Geruchsprobe ein extrem oder stark unangenehm vorschmeckendes Merkmal feststellt, kann er
ausnahmsweise darauf verzichten und dies auf dem Priifbogen vermerken.
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10.2.

Die erste Spalte (Fehler) der Bewertungstabelle umfafit fiinf Rubriken, wonach Olivenéle hauptsichlich
aufgrund des vélligen Fehlens oder des mehr oder weniger ausgeprigten Auftretens von Flavourfehlern
beurteilt werden; da die Bewertungstabelle jedoch neun Punkte umfafit, sind die in der zweiten Spalte
(Merkmale) aufgefithrten Nuancen und Aspekte zu beriicksichtigen, die zu der Gesamtbewertung der
Qualitit entscheidend beitragen.

Endgiiltige Bewertung

Der Prifungsleiter sammelt die von den einzelnen Prafern abgegebenen [Bewertungen ein und
iiberpriift, ob die wahrgenommenen und die in der ,Profilbeschreibung“ vermerkten Merkmale und
Intensititen mit der in der ,Bewertungstabelle* erteilten Bewertung in Einklang stehen.

Bei deutlichen Abweichungen muf der Priifungsleiter den Priifer auffordérn, seinen Bewertungsbogen
zu iberprifen.

Erforderlichenfalls muf der Priifer die Untersuchung wiederholen.

Schliefllich stellt der Priifungsleiter die Bewertungen durch die Gesamtgruppe in einer Tabelle
zusammen und berechnet das arithmetische Mittel und die Art des Fehlers (des Mittelwerts).

Wenn die Art des Fehlers grofer ist als der Fehler der Methode so muf er die Untersuchung durch die
gesamte Gruppe wiederholen lassen.

Nur im Fall von Revisionsanalysen miissen die Untersuchungen so oft wiederholt werden, bis drei
Bewertungen je Probe vorliegen. Die endgiiltige Bewertung ist der Mlttelwert von drei Bewertungen,
wobei das Ergebnis auf eine Dezimalstelle angegeben wird.

Wenn der Mittelwert fiir die Intensitit von bitter und/oder pikant iiber 2,5 liegt, so wird dem Ol die
entsprechende Bewertung gegeben, wobei zusitzlich angegeben wird, daf es besonders bitter und/oder
pikant ist.

Abfassung der Ergebnisse: Der Priifungsleiter bestimmt auf der Basis des Mittelwerts die Kategorie, in
die die Probe entsprechend den in Anhang I vorgesehénen Grenzwerten eingeordnet wird. Der
Untersuchungsbericht gibt nur diese Kategorie an.

Anmerkung: Die Proben sind bis zu ihrer Untersuchung vegschlossen im Kiihlschrank aufzubewahren und sind
jedesmal wieder dort hinzubringen, bis die dritte Untersuchung abgeschlossen ist.
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Abbildung 2

Natives Olivenol

Profilbeséhreibung
Olfaktorische, gustatorische und taktile Merkmale Bewertungstabelle
) Wahrnehmung (2) Fehler Merkmale Gesamtnote:
Eigenschaften Punkee
01121314
Fruchtigkeit von Oli- 9
Fruchtigkeit (reif oder grin) (*) Keine ven, Fruchtigkeit von
- Oliven und anderen fri-
Apfel ... . schen Friichten 7
Andere reife Fricchte ............... o
Gering, kaum Schwache Fruchtigkeit 6
Griin (Blitter, Gras) ............... wahrnehmbar beliebiger Art
BItter oo te e . o
Fruchtigkeit unzuling-
Scharf . ... i e Wahrnehmbar lich, Geruch und Ge- S
: schmack anormal
SR v e e e
Andere zulissige Merkmale (spezifizieren) " Erheblich. noch Deutliche Fehler, Ge-
’ ruch und Geschmack 4
gerade annehmbar
.............................. unangenehm
L. . Grof8 und/oder schwer- | Geruch und Geschmack
Sauer/Wemartlg/E551gartlg<Sauerllch ) wiegend, deutlich wahr- | fir den Genuf§ véllig
Roh ...... ... . nehmbar unzumutbar 1
Metallisch ......................
Moderig ....... ...l Bemerkungen: ......... ...t e
Schlammig . .......... oo b Ll ] e e
Stichig (,Atrojado“) ............... Namedes Pritfers: . ..........c.0 vt
A L N I I
Andere unannehmbare Eigenschaften Codenummer der Probe:
(spezifizieren) ............. ..., ottty
.............................. Darum

(') Unzutreffendes bitte streichen.
(3) Wahrnehmung:

1 = kaum wahrnehmbar,
2 = schwach,

3 = mittel,

4 = stark,

5 = extrem.
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SENSORISCHE PRUFUNG: GRUNDBEGRIFFE
1. UMFANG UND ANWENDUNGSBEREICH
Diese Norm enthilt eine Zusammenstellung der bei der sensorischen Priifung zu verwendenden Begriffe
und ihrer Definitionen.
2. BEGRIFFE
2.1, Allgemeine Begriffe

Sensorische Priifung (Substantiv):

Sinnenpriifung der organoleptischen Eigenschaften.

Wahrnehmung (Substantiv):

Sinnliches Erfassen duflerer Gegenstinde und Vorkommnisse.

Organoleptisch (Adjektiv) (Merkmal oder Eigenschaft):

Bezeichnet Eigenschaften eines Erzeugnisses, die mit Hilfe der Sinnesorgane wahrgenommen weiden
konnen.

Sachverstindiger (Substantiv) (auf dem Gebiet der Priifung der organoleptischen Eigenschaften):
Auf die sensorische Priifung eines bestimmten Erzeugnisses spezialisierter Priifer, der tber Grund-
kenntnisse tiber dessen Herstellung und die Marktpriferenzen verfigt.

Priifer (Substantiv):

Ausgewihlte und geschulte Person mit Unterscheidungsvermégen und Sinnesschirfe zur sensorischen
Priifung der organoleptischen Eigenschaften eines Lebensmittels.

Priifergruppe (Substantiv): )

Gruppe von eigens ausgewihlten und geschulten Priifern, die zur sensorischen Priifung des
Erzeugnisses unter kontrollierten Bedingungen zusammentritt.

Empfindung (Substantiv):

Durch einen Sinnesreiz verursachtes subjektives Phinomen. Dieses Phinomen ist hinsichtlich seiner
Art, seiner Bewertung sowie seiner Intensitit subjektiv unterscheidbar und objektiv iiber das
betreffende Sinnesorgan beschreibbar.

Sinnenschdrfe (Substantiv):

Fahigkeit der Sinnesorgane zur qualitativen und quantitativen Wahrnehmung eines schwach ausge-
pragten Sinnesreizes oder von geringen Unterschieden zwischen Sinnesreizen.

Verkostung (Substantiv):

Vorgang des Wahrnehmens, Priifens und Beurteilens organoleptischer Eigenschaften, insbesondere der
olfaktorischen, gustatorischen, taktilen und kinisthetischen Eigenschaften eines Lebensmittels.
Akzeptanz (Substantiv): .

Positive Reaktion eines einzelnen oder einer Gruppe, die ein Erzeugnis aufgrund seiner organolepti-
schen Eigenschaften auslést. .

Harmonie (Substantiv):

Eigenschaft eines Erzeugnisses, die eine angenehme Gesamtempfindung verursacht. Diese Empfindung
wird verursacht durch die Wahrnehmung ihrer Einzelbestandteile in Form von olfaktorischen,
gustatorischen, taktilen und kinasthetischen Reizen, da die Einzelbestandteile in jeweils geeigneten
Konzentrationsverhiltnissen vorliegen.

Anklang (Substantiv):

Tatbestand der bereitwilligen Aufnahme eines Erzeugnisses aufgrund seiner organoleptischen
Eigenschaften durch den einzelnen oder eine Gruppe.

Unterscheidung (Substantiv):

Qualitative und/oder quantitative Unterscheidung zweier oder mehrerer Reize.

Kompensation (Substantiv):

Ergebnis des Zusammenwirkens mehrerer Sinnesreize derart, daff ein jeder davon schwicher
wahrnehmbar ist, als wenn er allein vorlige. '
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Aussehen (Substantiv):

Mit den Augen wahrgenommenes Gesamtbild der organoleptischen Eigenschaften: Grofle, Form,
Farbe, Erscheinungsbild, Triibheit, Klarheit, FlieBvermégen, Schaum und Efferveszenz. Dieser Begriff
ist dem Begriff Erscheinungsbild vorzuziehen.

Eigenschaft (Substantiv):

Wahrnehmbares Merkmal.

2.2, Physiologische Begriffe

Reizstoff (Substantiv):

Physikalisch oder chemisch beschreibbarer Stoff der eine speznflschc Reaktion der extérnen oder
internen Sinnesrezeptoren hervorruft.

Geschmack (Substantiv) (Geschmackssinn):

Einer der Sinne, dessen Rezeptoren sich im Mund und insbesondere auf der Zunge befinden und auf
verschiedene geléste Verbindungen reagieren.

Gustatorisch (Adjektiv):

Bezeichnet die Eigenschaft eines Erzeugnisses zur Reizung des Geschmackssinns und Hervorrufung
einer oder mehrerer der vier Grundgeschmacke: siiff, salzig, sauer und bitter.

Rezeptor (Substantiv):

Auf die Aufnahme von Reizen spezialisierter Teil eines Sinnesorgans, der in der Lage ist, Reize zu
empfangen und an die Nervenzellen weiterzuleiten.

Anmerkung: Die Rezeptoren werden nach der Art der Energie, die den entsprechenden Sinnesreiz auslésen,
unterschieden (Licht, Wirme, Schall usw.}).

Geruch (Substantiv):

Funktion der Geruchsorgane hinsichtlich der Wahrnehmung und Unterscheidung von Molekiilen, die
* in der Gasphase von auflen mittelbar oder unmittelbar durch die Nase mit 1hm in Beru-hrung
kommen. -

Intensitit (Substantiv):

Stirke der Energie einer Eigenschaft, die oberhalb der Schwelle mit Hilfe einer quantitativen
Werteskala bestimmt werden kann. :

Anpassung (Substantiv):

Voriibergehende Anderung der Sinnesschirfe bei der Wahrnehmung von sensorischen Reizstoffen als
Ergebnis einer stindigen, wiederholten Einwirkung eines bestimmten oder eines diesem dhnlichen
Reizstoffs.

.

Hemmung (Substantiv):

Ausbleiben der Reaktion eines Sinnesorgans oder eines seiner Teile unter der Einwirkung eines
gecigneten Reizstoffs, dessen Intensitit oberhalb der Schwelle liegt.

Reaktion (Substantiv):

Wirkung, mit der die Sinneszellen auf einen oder mehrere Reize eines bestimmten Sinns reagieren.

.

Korper (Substantiv):

In der Mundhohle wahrgenommene taktile Empfindung, die ein Gefiihl fir die Dichte, Viskositit,
Konsistenz oder Kompaktheit eines Erzeugnisses liefert.

Duftigkeit (Substantiv):

Frischer, weicher und milder Geruch.

Riechen (Verb) (Fahigkeit des Geruchssinns):

Fahigkeit der Geruchswahrnehmung.

Objektiv (Adjektiv):

a) Bezeichnung fiir die Vermittlung einer wirklichkeitsgetreuen und iiberpriifbaren Darstellung eines
Sachverhalts unter Vernachlassigung menschlicher Faktoren (z. B. Vorlieben, Gewohnheiten,
Affekte);

b) Bezeichnung fiir eine Technik, die es trotz der Verwendung sensorischer oder instrumentaler
Verfahren erlaubt, selbstverursachte Fehler zu vermeiden.

Anmerkung: Von der Verwendung des Begriffs instrumentell als Synonym wird abgeraten.

Subjektiv (Adjektiv):

Bezeichnung fiir die Vermittlung einer Wahrnehmung, die nicht allein durch den Reizstoff hervorge-
rufen wird, sondern auch durch unser Denken und Fiihlen.
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o

Kindsthetik:

Gesamtheit der Empfindungen, die sich beim Pressen der Probe bei der Bewegung in der Mundhohle
oder beim Pressen zwischen den Fingern ergeben (Beispiel: Zerdriicken von Kise zwischen den
Fingern).

Schwelle (Substantiv):

— absolute Schwelle
Mindestmenge eines Reizstoffes,
— die eine Empfindung hervorruft (Wahrnehmungsschwelle) oder

— bei der diese Empfindung identifiziert wird (Identifizierungsschwelle);

. — Unterscheidungsschwelle
Mindestmenge eines Reizstoffs, bei der ein merklicher Unterschied in der Intensitit der
Empfindungen feststellbar ist;
— Oberschwelle
Haochststirke eines Reizstoffs, oberhalb derer eine Zunahme der Starke nicht mehr wahrgenommen
wird; -
— Prdferenzschwelle

Mindestmenge eines Reizstoffs oder kritische supraliminare Konzentration dieses Reizstoffs, die im
Vergleich zu einem neutralen Reizstoff angenehme bzw. unangenehme Empfindungen hervorruft,
z. B. bei der Wahl zwischen einer Zuckerlosung und Wasser.

Anmerkung: Es ist zu unterscheiden zwischen absoluter Priferenzschwelle und Unterscheidungspriferenz-
schwelle.

- Subliminar (Adjektiv):
Unterhalb der absoluten Schwelle.

Supraliminar (Adjektiv):
Oberhalb der absoluten Schwelle.

Sinnenermiidung:

Besonderer Fall der Sinnengewdhnung, bei dem ein Riickgang der Sinnesschirfe zu verzeichnen ist.

Kompensation (Substantiv):

Ergebnis des Zusammenwirkens mehrerer Reizstoffe derart, dafl jeder schwicher wahrgenommen
wird, als wenn er alleine vorkime.

.

Synergistisch (Adjektiv):
Ergebnis des Zusammenwirkens bestimmter Stoffe in der Weise, daf§ die Intensitit der durch ihre
Mischung hervorgerufenen organoleptischen Eigenschaften stirker ist als die Summe der einzeln
wirkenden Komponenten.

Kontrastwirkung (Substantiv):

Steigerung der Reaktion auf die Unterschiede zweier gleichzeitig' oder nacheinander wirkender
Reizstoffe. Gegenteil von Konvergenzwirkung.

Konvergenzwirkung (Substantiv):

Abschwichung der Reaktion auf die Unterschiede gleichzeitig oder nacheinander wirkender Reizstof-
fe. Gegenteil von Kontrastwirkung.

2.3. Begriffe fiir 6rganoleptische Eigenschaften -
Sauer (Adjektiv):

a) Bezeichnung fiir den vorherrschenden Geschmack verdiinnter wissriger Losungen der meisten
Siuren (z. B. Zitronensiure, Milchsiure, Traubensiure); ’

b) Bezeichnung fiir die Eigenschaft von Stoffen, im Reinzustand oder als Gemisch diesen Grundge-
schmack hervorzurufen.

Das zugehérige Substantiv lautet: Aziditat.

Sduerlich (Adjektiv):

Bezeichnung fiir die Geruchs- und Geschmackswirkung von vor allem bei der Fermentierung
freiwerdenden Siuren sowie von Lebensmitteln, die diese Empfindungen hervorrufen.

Einige Faktoren, die zu dieser Empfindung beitragen, stehen in Beziehung zur Fermentierung, zum
Beispiel die Milchsiure- oder Essigsiurebildung eines Lebensmittels.
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Bitter (Adjektiv):

a) Bezeichnung fiir den vorherrschenden Geschmack verdiinnter wifiriger Losungen von verschiede-
nen Stoffen wie Chinin, Koffein sowie bestimmter Alkaloide;

b) Bezeichnung fiir die Eigenschaft von Stoffen, im Reinzustand oder als Gemisch diesen Grundge-
schmack hervorzurufen.

Das zugehdorige Substantiv lautet: Bitterkeit.

Salzig (Adjektiv):

a) Charakteristische Geschmacksempfindung, wie sie in typischer Weise von einer Natriumchlorid-
16sung hervorgerufen wird;

b) Bezeichnung fiir die Eigenschaft von Stoffen, im Reinzustand oder als Gemisch diesen Grundge-
schmack hervorzurufen.

Das zugehorige Substantiv lautet: Salzigkeit.

S4f (Adjektiv):

a) Bezeichnung fiir den vorherrschenden Geschmack wiflriger Lésungen verschiedener Stoffe,
z. B. Saccharose;

b) Bezeichnung fiir die Eigenschaft von Stoffen, im Reinzustand oder als Gemisch diesen Grundge-
schmack hervorzurufen.

Das zugehérige Substantiv lautet: Siifle.

Adstringierend (Adjektiv):

a) Bezeichnung fiir eine komplexe Empfindung, wie sie von einer verdiinnten wifirigen Losung
mancher Stoffe, z. B. von bestimmten Tanninen (Kaki- oder Schlehentannin), hervorgerufen
wird;

b) Bezeichnung fiir die Eigenschaft von Stoffen, im Reinzustand oder als Gemisch diese Empfindung
hervorzurufen.

Das zugehérige Substantiv lautet: Adstringenz.

Flavour (Substantiv):

Als Flavour bezeichnet man den durch das Zusammenwirken von olfaktorischen, gustatorischen,
taktilen und kinisthetischen Empfindungen hervorgerufenen Gesamtsinneseindruck, der fiir ein
Lebensmittel kennzeichnend ist und als mehr oder weniger angenehm oder unangenehm empfunden
wird.

Geschmack (Substantiv):

a) Empfindung, die durch die von bestimmten l6slichen Substanzen hervorgerufene Reizung der
Geschmackspapillen hervorgerufen wird;

b) Bezeichnung fiir die von solchen Stoffen hervorgerufene besondere Empfindung.

Grundgeschmack (Substantiv):

a) Beim Einatmen bestimmter flichtiger Stoffe iiber das Riechorgan wahrgenommener Gesamt-
sinneseindruck;

b) Bezeichnung fiir die von solchen Stoffen hervorgerufene besondere Empfindung.

Geruch (Substantiv):

a) Kombination von Empfindungen, die durch das Geruchsorgan wahrgenommen werden beim
Einziehen bestimmter fliichtiger Substanzen durch die Nase;

b) Eigenschaft einer spezifischen Empfindung, die von den obengenannten Substanzen herriihrt.
Aroma (Substantiv):
. a) Beim Verkosten eines Lebensmittels indirekt ber das Riechorgan wahrgenommene angenehme
Empfindungen; v
b) in der Parfiimerie sowie in der Umgangssprache wird der Begriff auch fiir dieselben direkt tiber die
Nase wahrgenommenen Empfindungen verwendet.
Nachgeschmack (Substantiv):

Von den zuerst wahrgenommenen Empfindungen abweichender Gesamtsinneseindruck, der sich
einstellt, nachdem der Reizstoff den Mund verlassen hat.

Aromatisch (Adjektiv):
a) Bezeichnung fiir den von manchen Stoffen im Reinzustand oder als Gemisch beim Verkosten
hervorgerufene, als Aroma bezeichnete Empfindung;

b) Bezeichnung fiir Stoffe, die bei der Geruchspriifing durch die Nase eine duftige, frische
Empfindung hervorrufen.
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2.1.

2.2,

Textur (Substantiv):

Eigenschaften eines Erzeugnisses im festen oder rheologischen Zustand, welche die mechanischen
Rezeptoren insbesondere der Mundregion beim Verkosten anregen konnen.

.

Himweis: Mit diesem Begriff werden ausschlieflich objektiv vorhandene Eigenschaften bezeichnet, nicht aber
hervorgerufene Empfindungen, die mit allgemeinen Begriffen wie Konsistenz, Faserigkeit, Geschmeidig-
keit usw. bezeichnet werden.

Kauen:

Vorgang, bei dem das Lebensmittel mit allen geschmacksempfindlichen Teilen des Mundes in
Berithrung gebracht wird, damit die von ihm hervorgerufenen Empfindungen im Mund wahrgenom-
men werden konnen. )

Himweis: Dieses Glossar kann erginzt werden unter Heranziehung der Normen ISO 5492/1-V und anderer
Verbffentlichungen, wie beispielsweise die von J. L. Magnen unter dem Tite! ,Les Cahiers techniques du
Centre National de Coordination des Etudes et Recherches sur la Nutrition et I’Alimentation® usw.

PRUFGLAS FUR OLE

UMFANG UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Vorschrift beschreibt die Eigenschaften des Glases zur organoleptischen Priifung von Speiseélen
(Geruch, Geschmack, Flavour).

Sie beschreibt ferner die Vorrichtung zum Anwirmen und Temperieren auf die fir diese Priifung
geeignete Temperatur.

BESCHREIBUNG

In Abbildung 1 ist ein Priifglas mit den am besten fiir diesen Zweck geeigneten Merkmalen dargestellt;
diese lassen sich wie folgt zusammenfassen:

a) héchstmogliche Standfestigkeit, um ein Umstoflen und Vergieflen des Inhalts zu verhindern;

b) Standflache paft in die Offnungen des Anwirmblocks hinein, was eine gleichmiflige Erwirmung
des Glasbodens ermoglicht;

¢) eine Form, die am Boden am weitesten ist, so daf§ die fliichtigen Bestandteile der Ole vollstindig
freigesetzt werden. Sie verengt sich im Mundbereich, so daf die gleichen Verbindungen
konzentriert werden, wodurch sichergestellt wird, daf§ sie durch die Nase besser wahrgenommen
und identifiziert werden kénnen;

d) dunkles Glas. Es verhindert, daf der Priifer die Farbe des Oles erkennt, dadurch voreingenommen
wird und sich méglicherweise von einer objektiven Bestimmung ablenken 14ft.

Mafe

Das in Abbildung 1 dargestelite Glas hat folgende Mafe:

— Gesamtvolumen ................... et 130 ml £ 10 ml,
— Gesamthéhe ...................... R 60 mm+ 1 mm,
— Durchmesser der Kelchéffnung . .................. e 50 mm+ 1 mm,
— grofiter Kelchdurchmesser . ................. e 70 mmt+ 1 mm,
— Durchmesser des Kelchbodens . ...........c0viiiiviennnnn. 35 mm+ 1 mm,
— Wandstirke . .... .. e 1,5mm + 0,2 mm,
— Stirke des Glasbodens .. .. e S mmz+ 1 mm.

Zu jedem Glas gehért ein Uhrglas mit einem um 10 mm gréferen Durchmesser als der der
Kelchéffnung. Dieses Glas dient als Deckel, damit nichts von dem Aroma verloren geht und kein Staub
eindringen kann. )

Fertigungsdaten

Das Glas muf8 aus resistentem, dunklem, blasen- und kratzerfreiem Glas gefertigt sein, so daf die Farbe
des Inhalts nicht erkennbar ist.

Der Glasrand muf8 gleichmifig, glatt und leicht umgebogen sein.

Das Glas muf$ getempert sein, damit es den bei den Priifungen auftretenden Temperaturschwankungen
standhilt.
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2.3. Vorschriften fiir den Gebrauch

Zur Reinigung der Glaser ist geruchsfreie Seife bzw. Spiilmittel zu verwenden und anschliefend
ausreichend mit Wasser nachzuspiilen, um jedwede Riickstinde von Reinigungsmittel zu entfernen.
SchlieBlich werden sie mit destilliertem Wasser nachgespiilt, man 14ft abtropfen und trocknet sie in
einem Trockenschrank.

Konzentrierte Sduren oder gar Chromsiuregemische diirfen nicht verwendet werden.

Die Glaser sind bis zum Gebrauch im Trockenschrank oder in einem Schrank zum Schutz gegen
Fremdgeruch aufzubewahren.

Vor jeder Verwendung ist jedes Glas durch Riechen auf Fremdgeruch zu priifen. Bei der Versuchs-
vorbereitung sind die Kennzeichen eines jeden Glases sowie das enthaltene Olmuster sorgfiltig
aufzuzeichnen, Nur der Priifungsleiter darf wissen, welches Kennzeichen welcher Olprobe ent-
spricht.

3. . VORRICHTUNG ZUM ANWARMEN DER PROBEN

Die organoleptische Priifung der Proben muf bei einer bestimmten Temperatur geschehen, die bei
Speisedlen 28 + 2 °C betragen mufl. Damit dies gewihrleistet ist, muf sich in jeder Kabine in
Reichweite des Priifers eine Anwirmvorrichtung gemif Abbildung 2 befinden. Sie besteht aus einem
Aluminiumblock in einem thermostatisch gesteuerten Wasserbad und gewihrleistet eine gleichmifige
Temperatur. Dieser Block weist eine Reihe von pafigenauen Vertiefungen fiir den Boden auf. Der
Unterschied zwischen der Temperatur der Anwirmvorrichtung und dem Ol.in den Glisern in den
Vertiefungen der einzelnen Blécke darf hochstens + 2 °C betragen. ‘

Abbildung 1 — Priifglas
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Abbildung 2 — Vorrichtung zum Anwirmen der Proben
(MafSe in mm)
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LEITLINIEN FUR DIE EINRICHTUNG EINES PRUFRAUMS

1. EINLEITUNG

Der Priifraum soll den an der sensorischen Priifung teilnehmenden Priifern zweckmifige, bequeme und
genormte Arbeitsbedingungen bieten, um ihnen die Arbeit zu erleichtern und die Wiederholbarkeit und
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewihrleisten.

2. UMFANG UND ANWENDUNGSBEREICH

Diese Vorschriften regeln die Grundvoraussetzungen fiir die Einrichtung eines Priifraums.

3. ALLGEMEINE SPEZIFIKATION DER EINRICHTUNG
Der Raum muf ungeachtet seiner Fliche (3.1) folgendén Anforderungen geniigen:

Der Raum muf$ angenehm und gut ausgeleuchtet (3.2), aber neutral gehalten sein. Daher empfiehlt
sich ein beruhigender, glatter und heller Wandanstrich zur Schaffung einer entspannten Atmo-
sphire (1).

Der Raum mufs leicht zu reinigen und darf keinen Gerauschquellen ausgesetzt sein; daher ist er nach
Maoglichkeit mit einer Schallisolierung zu versehen. Ferner darf er keinerlei Fremdgeruch ausgesetzt
sein und ist nach Méglichkeit mit einer geeigneten Liiftungsanlage auszuriisten. Sofern die Umge-
bungstemperaturen es verlangen, ist der Priifraum mit einer Klimaanlage auszustatten, die eine
konstante Temperatur von 20 bis 22 °C gewihrleistet.

3.1. Mafe

Die Mafle hiingen stark von den Méglichkeiten der Laboratorien bzw. Unternehmen ab. Allgemein
mufd der Raum zur Aufnahme von etwa 10 Kabinen und einem Bereich zur Vorbereitung der Proben
ausreichen.

Je grofler der Raum ist, desto besser ist es natiirlich, da in diesem Fall Nebenriume beispielsweise fiir die
Reinigung des Materials, die Herrichtung von Speisen und das Zusammentreten ,offener Prifgruppen®
eingerichtet werden konnen.

32 Beleuchtung

Die allgemeine natiirliche oder kiinstliche Beleuchtung (z. B. mit Tageshcht-Rohrenleuchten) mufl
gleichmiflig, regelbar und diffus sein.

3.3 Lufttemperatur und -feuchtigkeit

Der Raum muf stindig angenehme Lufttemperatur und -feuchtigkeit aufweisen. Es empfiehlt sich eine
Temperatur von 20—22 °C und eine relative Luftfeuchtigkeit von 60 bis 70 %, sofern keine
besonderen Bedingungen gelten.

4. BESCHREIBUNG DER KABINEN

4.1. Allgemeine Merkmale

Die Kabinen sind nebeneinander angeordnet, gleich ausgestattet und durch Trennwinde so
voneinander getrennt, daf die Priifer beim Sitzen keinen Kontakt zueinander haben. Sie kénnen aus
jedwedem geeigneten, reinigungsfreundlichen und haltbaren Material gefertigt werden (z. B. Holz,
glasierte Sperrholzplatten, Walzplatten usw.). Bei Verwendung von Anstrichen miissen diese nach dem
Trocknen véllig geruchlos sein.

Die in jeder Kabine aufgestellten Stithle miissen bequem und héhenverstellbar sein.

Auflerdem mufl jede Kabine uber eine richtungs- und helligkeitsverstellbare Einzelbeleuchtung
verfigen.

Jede Kabine solite ferner iiber einen Schalter mit einer auflerhalb der Kabine gelegenen Lichtquelle
verbunden sein, mit der der Priifer dem Betreuer diskret melden kann, daf er mit der Priifung fertig ist,
weitere Proben wiinscht, ein Hilfsmittel bendtigt, eine Unregelmifigkeit festgestellt hat oder eine
Information bendtigt usw. .

() Farbe und Beleuchtung kénnen die Ergebnisse der sensorischen Priifung beeinflussen.
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4.2.

4.3.

Mafle
Die Kabinen miissen geniigend Platz bieten und bequem sein.

Allgemein sind folgende Mafle vorzusehen:
Linge:

0,75 m (ohne Spiilbecken),
0,85 m (mit Spiilbecken);

Tiefe:

0,50 m (Tisch),
0,20 m (Trennwandaufmag); i

Trennwandhéhe:

mindestens 0,60 m ab Tischhoéhe;
Tischhéhe:

0,75 m.

Anordnung
Die Tischplatte muf leicht zu reinigen sein.

Ein Teil dieser Tischplatte ist fiir ein Spiilbecken mit flieBendem Wasser vorgesehen. Sofern dies nicht
méglich sein sollte, ist dieser Bereich fiir eine Schiissel, einen Spucknapf oder hnliches vorzu-
sehen.

Falls die Proben wihrend der Priifung auf einer konstanten Temperatur iiber oder unter der
Raumtemperatur gehalten werden miissen, ist eine geeignete Einrichtung dafiir vorzusehen (Wasser-
bad, Heizplatte usw.).

In einer Hohe von etwa 1,10 Metern kann auch ein Regal angebracht werden, um verschiedene
Hilfsmittel (Glaser, kleine Geriite usw.) abstellen zu kénnen.

Sofern die Anordnung der Kabinen in dem Raum es erlaubt, sollte eine Einrichtung fir die
Bereitstellung der Proben vorgesehen werden. Diese konnte als Schiebefenster (Abbildung 1),
Drehfenster mit vertikaler Achse fiir Standgliser (hohe Glaser) (Abbildung 2) oder mit horizontaler
Achse fiir Probengefifle geringer Hohe (Abbildung 3) vorgesehen werden. Es kommt lediglich darauf
an, daf die Offnung grof} genug ist, dafd die Tabletts mit den Probengefifen hindurchpassen.

NEBENRAUME

Sofern geniigend Platz vorhanden ist, sind getrennte Raumlichkeiten fiir die Vorbereitung der Proben
(Versuchskiiche fiir den Fall der Durchfihrung von Priifungen mit Speisen o. a.), Regale fiir das
Abstellen der Glaser oder Hilfsmittel sowie fiir Besprechungen vor oder nach den Priifungen
vorzusehen. Diese Riumlichkeiten sind sauber zu halten und diirfen keinesfalls so gelegen oder
beschaffen sein, dafl die Arbeit der Priifer im Priifraum durch Geriiche, Geriausche oder Gespriche
beeintrichtigt werden kann.

Abbildung 4 zeigt ein Beispiel eines Priifraums mit Nebenraumen,

Hinweis: Beiden beschriebenen Verhiltnissen handelt es sich um Idealbedingungen; sollte es nicht méglich sein, eine
vergleichbare Einrichtung ausschlieflich fiir die sensorische Priifung bereitzustellen, konnten die
Priifungen in einem Raum durchgefiihrt werden, der die beschriebenen Mindestbedingungen (Licht,
Temperatur, Schall-Isolierung, Geriiche) erfiillt und in dem transportable Kabinen aus Faltelementen so
aufgestellt werden, daff zumindest die Priifer voneinander getrennt sind.



5.9.91

Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften

Nr. L 248/71-

1100

750

EINRICHTUNG DER KABINE

Abbildung 1

Regal

‘ \ Lampenschirm

<®
°

Durchreiche/Schiebefenster

™

600

N2

Ny

2

L
AY

1

N
/ .
Anwirmvorrichtung




Nr. L 248/72 Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften 5.9.91

DREHFENSTER MIT VERTIKALER ACHSE

Abbildung 2
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DREHFENSTER MIT HORIZONTALER ACHSE

Abbildung 3
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LABOR FUR DIE SENSORISCHE PRUFUNG

A= Priiferkabinen, Abbildung 4 — Beispiel eines Priifraums
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ANHANG X1l
RAFFINATIONSNACHWEIS

1. NEUTRALISIEREN UND BLEICHEN DES OLIVENOLS IM LABORATORIUM

1.1. Neutralisieren des Ols

1.1.1. Gerite
— hohes 300-ml-Becherglas,
— Laborzentrifuge mit 100-ml-Glisern,
— 250-ml-Becherglas,
— 100-ml-Rundkolben,
— 1-Liter-Scheidetrichter.

1.1.2. Reagenzien
— 12%ige wifdrige Natriumhydroxidlésung,
— 1%ige Lésung von Phenolphthalein in Athylalkohol,
— Hexan, analysenrein,

. — Isopropylalkohol, analysenrein.
1.1.3. Verfahren

a) Ole mit einem Gehalt an freien Fettsiuren, berechnet als Olsdure, von weniger als 30 %

Man gibt 50 g rohes Ol in ein hohes 300-ml-Becherglas und erwarmt im Wasserbad auf 65 °C.
Unter langsamem Riihren gibt man — mit einem Uberschuff von $% — so viel 12%ige
Natriumhydroxidlésung hinzu, wie dem Gehalt des Ols an freien Fettsduren entspricht. Unter
Aufrechterhaltung der Temperatur von 65 °C wird 5 Minuten weitergeriihrt.

Das Ganze wird in 100-ml-Zentrifugengléser tiberfiihrt und die Seifenmasse durch Zentrifugieren
abgetrennt. Das dekantierte Ol wird in ein 250-ml-Becherglas gegeben und mit 50 bis 60 ml
kochendem destilliertem Wasser gewaschen. Die wifSrige Phase wird mit Hilfe eines Saughebers
entfernt. Die Waschungen werden wiederholt, bis auch Spuren von Seifenresten entfernt sind
(Verschwinden der Rosafirbung des Phenolphthaleins).

Zur Entfernung der geringen Restwassermengen wird das Ol zentrifugiert.

b) Ole mit einem Gehalt an freien Fettsiuren, berechnet als Olsiure, von mebr als 30 %

In einen 1-Liter-Scheidetrichter gibt man 50 g rohes Ol, 200 ml Hexan, 100 ml Isopropylalkohol
und — mit einem Uberschuf! von 0,3 % — so viel 12%ige Natriumhydroxidlésung, wie dem
Gehalt des Ols an freien Fettsduren entspricht.

Eine Minute lang kraftig rithren. 100 ml destilliertes Wasser hinzugeben, erneut rithren und stehen
lassen. Nach der Phasentrennung wird die untere seifenhaltige Schicht abgelassen. In vielen Fillen
bildet sich zwischen den beiden Phasen (6lthaltige obere und wiflrige untere Schicht) eine

- Zwischenschicht, die Schleimstoffe und unlésliche Substanzen enthialt und die ebenfalls entfernt
werden muf8. ' '

Anschliefend wird die Hexanlosung des neutralen Ols mit Portionen von jeweils 50 bis 60 ml einer
Loésung aus Isopropylalkohol und destilliertem Wasser im Verhiltnis 1:1 (Volumenteile) bis zum
Verschwinden der Rosafirbung des Phenolphthaleins gewaschen. Darauf wird das Hexan durch
Abdestillieren im Vakuum (z. B. mit Hilfe eines Rotationsverdampfers) vollstindig entfernt.

1.2. Bleichen des neutralisierten Ols
1.2.1. Gerite

— 250-ml-Dreihalskolben mit Schliffansitzen fiir:
a) Thermometer mit Unterteilung in 1 °C fiir Messungen bis 90 °C,

b mechanisches Rithrwerk, 250 bis 300 Umdrehungen/min, geeignet zum Betrieb im Vaku-
um,

¢) Anschluf fiir die Vakuumpumpe;

— Vakuumpumpe fir 15 bis 30 Millibar Endvakuﬁm, mit Manometer.
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1.2.2.

Verfahren

In den Dreihalskolben werden etwa 100 g neutralisiertes Ol eingewogen. Thermometer und Rithrwerk
einfithren, Vakuumpumpe anschliefen und auf 90 °C unter Umriihren erwirmen; die Temperatur
wird unter stindigem Riihren so lange aufrechterhalten, bis das zu untersuchende Ol vollstindig vom
Wasser befreit ist (etwa 30 Minuten).

Danach wird das Vakuum unterbrochen und 2 bis 3 g aktivierte Bleicherde zugegeben.

Dann wird wieder ein Vakuum mit einem Druck von 15 bis 30 Millibar hergestellt, wobei iiber eine Zeit
von 30 Minuten die Temperatur auf 90 °C und die Drehzahl des Rithrwerks bei etwa 250
Umdrehungen/min gehalten werden. Danach wird in einem thermostatisch regulierten Trocken-
schrank warm filtriert (50—60 °C). :
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ANHANG X1V

ZUSATZLICHE ANMERKUNGEN 2, 3 UND 4 ZU KAPITEL 15 DER KOMBINIERTENb
NOMENKLATUR ‘

1. ,,Anmerkung 2.A: Als Olivenél im Smne der Positionen 1509 und 1510 gilt nur das ausschliefflich aus der
Verarbeitung von Oliven gewonnene Ol, nicht jedoch wiederverestertes Olivend! und
Mischungen von Olivendl mit anderen Olen

Die Anwesenheit von wiederverestertem Olivendl oder von anderen Olen wird mit den in
den Anhingen V, VII, IX, X und XII angegebenen Verfahren bestimmt. Die Sterin- und
Fettsaurezusammensetzungen aller Olivenéle der Positionen 1509 und 1510 sind in den
nachstehenden Tabellen aufgefiihrt.

Tabelle I — Gehalt an Fettsiuren in GHT ) Tabelle II — Gehalt an Sterinen in GHT
der Gesamtfettsauren der Gesamtstearine

Myristinsdure MO,1 Cholesterin MO,5
Linolensiure M 0,9 Brassicasterin M O,i
Arachinsiure M 0,7 Campesterin M 4,0
Eicosensdure MO,5 Stigmasterin < Campesterih
Behensaure MO0,3 Beta-Sitosterin (1) m 93,0
Lignocerinsiure MO0,5 Delta-7-Stigmasterin Mo0,5
M = maximaler Gehalt.

m = minimaler Gehalt.

(*) Summe aus Delta-5,23-Stigmastadienol + Cholesterin +  Beta-Sitosterin + Sitostanol + Delta-5-
Avenasterin + Delta-5,24-Stigmastadienol.

Anmerkung 2.B: Als ,native Olivenole* gelten Ole, die aus Oliven ausschliefflich durch mechanische oder
andere physikalische Verfahren unter Bedingungen, insbesondere Temperaturbedingun-
gen, gewonnen werden, die nicht zur Verschlechterung der Ole fiihren und die keine
andere Behandlung erfahren haben als Reinigen, Dekantieren, Zentrifugieren und
Filtrieren. Sie sind nachstehend in den Ziffern I und II definiert. Ausgeschlossen sind Ole,
die mit Hilfe von Lésungsmitteln gewonnen wurden (Position 1510).

I. Als ,Lampant6l“ im Sinne der Unterposition 1509 10 10 gilt natives Olivenél, das
unabhingig von seinem Gehalt an frejen Fettsiuren folgende Merkmale aufweist:

a) Gehalt an aliphatischen Alkoholen hochstens 400 mg/ kg;
b) Gehalt an Erythrodiol +.Uvaol héchstens 4,5 GHT;

c) Gehalt an gesittigten Fettsiuren in 2-Stellung der Triglyceride héchstens
1,3 GHT und/oder

d) eines der folgenden Merkmale:
1) Peroxidzahl mehr als 20 meq aktiver Sauerstoff je kg;

2) Gesamtgehalt an ﬂﬁchtigen halogenierten Lsungsmitteln mehr als 0,2 mg/
kg oder Gehalt an einem bestimmten ﬂuchtlgen halogenierten Lésungsmittel
mehr als 0,1 mg/kg;

3) Extinktionskoeffizient K,;, grofer als 0,25, nach Behandlung der Olprobe
mit aktiviertem Aluminiumoxid 0,11 oder weniger. Ole mit einem als Olsaure
berechneten Gehalt an freien Fettsiduren von mehr als 3,3 g je 100 g konnen
nach Behandeln mit aktiviertem Aluminiumoxid gemifd dem Verfahren in
Anhang XV einen Extinktionskoeffizienten K7, grofler als 0,11 aufweisen.
In diesem Fall mufl die Olprobe nach Neutralisieren und Bleichen im
Laboratorium folgende Merkmale aufweisen:
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Anmerkung 2.C:

Anmerkung 2.D:

Anmerkung 2.E:

— Extinktionskoeffizient K;7¢ kleiner oder gleich 1,20;

—\Schwankung des Extinktionskoeffizienten (AK) (1) bei 270 nm zwischen
0,01 und héchstens 0,16;

4) sensorische Merkmale mit wahrnehmbaren unannehmbaren Geschmacksfeh-
lern, mit einem Bewertungsergebnis von unter 3,5.

II. Als ,natives Olivensl* im Sinne der Unterposition 1509 10 90 gilt Olivendl, das
folgende Merkmale aufweist:

a) Gehalt an freien Fettsduren, berechnet als Olsiure, hochstens 3,3 g je 100 g;
b) Peroxidzahl hdchstens 20 meq aktiver Sauerstoff je kg;
¢) Gehalt an aliphatischen Alkoholen hochstens 300 mg/kg;

d) Gesamtgehalt an fliichtigen halogenierten Losungsmitteln hochstens 0,2 mg/kg,
oder Gehalt an einem bestimmten fliichtigen halogenierten Lésungsmittel
hochstens 0,1 mg/kg;

e). Extinktionskoeffizient K;,0 héchstens 0,250, nach Behandlung der Olprobe mit
aktiviertem Aluminiumoxid hochstens 0,10 (2); '

f) Schwankung des Extinktionskoeffizienten (AK) (') im Bereich von 270 nm
- héchstens 0,010;

g) sensorische Merkmale mit einem Bewertungsergebnis tiber 3,5, auch mit
wahrnehmbaren, jedoch noch annehmbaren Geschmacksfehlern; )

h) Gehalt an Erythrodiol + Uvaol héchstens 4,5 GHT;

i) Gehalt an gesittigten Fettsduren in 2-Stellung der Triglyceride hochstens
1,3 GHT.

Als Olivend! im Sinne der Unterposition 1509 90 00 gilt Olivenél, das durch Behandeln
von Olivenslen der Unterpositionen 1509 10 10 und/oder 1509 10 90 gewonnen wurde,
auch vermischt mit nativen Olivenélen, das folgende Merkmale aufweist:

a) Gehalt an freien Fettsiuren, berechnet als Olsiure, hochstens 3,3 g je 100 g;
b) Gehalt an aliphatischen Alkoholen hochstens 350 mg/kg;

c) Extinktionskoeffizient K,,, grofer als 0,250, jedoch nicht gréfer als 1,20 und nach
Behandlung der Olprobe mit aktiviertem Aluminiumoxid grofer als 0,10;

d) Schwankung des Extinktionskoeffizienten (AK) (1) im Bereich von 270 nm zwischen
mehr als 0,01 und nicht mehr als 0,16;

e) Gehalt an Erythrodiol + Uvaol hochstens 4,5 GHT;

f) Gehalt an gesittigten Fettsauren in 2-Stellung der Triglyceride héchstens 1,5
GHT.

Als’,,rohc Ole* im Sinne der Unterposition 1510 00 10 gelten Ole, insbesondere
Tresterdle, die folgende Merkmale aufweisen: ’

a) Gehalt an freien Fettsduren, berechnet als Olsiure, mehr als 2 g je 100 g;
b) Gehalt an Erythrodiol + Uvaol mehr als 12 GHT;

c) Gehalt an gesittigten Fettsiuren in 2-Stellung der Triglyceride hochstens 1,8
GHT.

Als Ole der Unterposition 1510 00 90 gelten Ole, die durch Behandeln von Olen der

Unterposition 1510 00 10 gewonnen wurden, auch vermischt mit nativen Olivendlen, _
und die nicht die Merkmale der Ole der Ziffern I und II aufweisen, sofern sie einen Gehalt

an gesittigten Fettsiuren in 2-Stellung der Triglyceride von héchstens 2 GHT aufwei-
sen.“

(*) Diese Schwankung ist wie folgt definiert:

AK =Kn=0,5 (Km-4 + K + 4)
K bezeichnet den Extinktionskoeffizienten fiir die-im Bereich von 270 nm liegende Wellenlinge, die im Maximum der

Absorptionskurve liegt,

Km-4 und Kp, + 4 bezeichnen die Extinktionskoeffizienten fiir eine um 4 nm niedriger bzw. héher liegende Wellenlinge

als K.

(2) Wenn der Extinktionskoeffizient K;7o grofler als 0,25 ist, mufl die Bestimmung nach Behandeln mit aktiviertem

Aluminiumoxid wiederholt werden. K;7, darf jetzt 0,10 nicht Gbersteigen.
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2, ,Anmerkung 3: Zu den Unterpositionen 1522 00 31 und 1522 00 39 gehéren nicht:

a) Riickstinde aus der Verarbeitung von Fettstoffen, die Ol enthalten, dessen Iodzahl nach
der Bestimmung mit dem Verfahren des Anhangs XVIweniger als 70 oder mehr als 100
betrigt:

b) Riickstinde aus der Verarbeitung von Fettstoffen, die Ol enthalten, dessen Iodzahl
zwischen 70 und 100 liegt, bei dem jedoch die Fliche des Peaks, der dem Retentions-
volumen des Beta-Sitosterins entspricht und der gemiff Anhang V der in der nachste-
henden zusitzlichen Anmerkung4 genannten Verordnung bestimmt worden ist,
weniger als 93 % der Gesamtfliche der Sterinpeaks ausmacht.*

3. ,Anmerkung 4: Fiir die Bestimmung der Merkmale der obengenannten Erzeugnisse sind die in den
Anhingen der Verordnung (EWG) Nr. 2568/91 beschriebenen Analysenverfahren anzu-
wenden.“ -
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ANHANG XV
1. OLGEHALT DER OLIVENTRESTER
1.1. Gerite
— Geeigneter Extraktionsapparat mit 200- bis 250-ml-Kolben,
— elektrisch beheiztes Bad (Sandbad, Wasserbad usw.) oder Heizplatte,
— Analysenwaage,
— Trockenschrank, eingestellt auf hochstens 80 °C,
— elektrischer Trockenschrank mit Thermostat, eingestellt auf 103 °C % 2 °C, der unter Einblasen
von Luft oder unter vermindertem Druck betrieben werden kann,
— mechanische Miihle, leicht zu reinigen, mit der die Trester ohne Erwirmung und ohne merkliche
Verringerung ihres Gehalts an Wasser und Ol zerkleinert werden kénnen,
— Extraktionshiilse und Watte oder Filterpapier, frei von mit Hexan extrahierbaren Stoffen,
— Exsikkator,
— Sieb, Maschendurchmesser 1 mm,
— Siedesteinchen, zuvor getrocknet.
1.2. Reagenzien
— technisches n-Hexan; Riickstand bei vollstindiger Verdampfung unter 0,002 g/100 ml.
2. ARBEITSVORSCHRIFT
2.1. Vorbereitung der Probe
“Die Probe wird, wenn nétig, in der zuvor gut gereinigten mechanischen Miihle so weit gemahlen, daf§
die Teilchen vollstandig das Sieb passieren kénnen.
Etwa ein Zwanzigstel der Probe ist zur Reinigung der Miihle zu benutzen; dieses Mahlgur ist zu
verwerfen. Der Rest ist fein zu mahlen, das Mahlgut aufzufangen, sorgfiltig zu mlschen und
unverziiglich zu analysieren.
2.2. Untersuchungsprobe
Etwa 10 g der Probe werden nach dem Mahlen auf 0,01 g genau fir die Untersuchung
abgewogen.
2.3. Vorbereitung der Extraktionshiilse
Die Probe wird in die Hiilse gegeben und diese mit einem Wattebausch verschlosscn Bei Verwendung
von Filterpapier wird das Mahlgut darin eingeschlagen.
2.4, Vértrocknung
Wenn die Trester sehr feucht sind (Gehalt an Wasser und fliichtigen Stoffen gréfler als 10 %), ist
vorzutrocknen, wobei die gefiillte Hiilse (bzw. das Filterpapier) so lange wie notig in den auf héchstens
80 °C geheizten Trockenschrank gestelit wird, um den Gehalt an Wasser und fliichtigen Stoffen auf
unter 10 % zu senken.
2.5. Vorbereitung des Kolbens
Der Kolben, der 1 bis 2 Siedesteinchen enthilt und zuvor im Trockenschrank bei 103 °C + 2 °C
getrocknet und danach mindestens 1 Stunde lang im Exsikkator abgekiihlt wurde, wird auf 1 mg genau
gewogen.
2.6. Erste Extraktion

Die Hiilse (bzw. das Filterpapier) mit der Probe wird in den Extraktionsapparat gestellt, die benétigte
Menge Hexan in den Kolben gegeben, der Kolben an den Extraktionsapparat angeschlossen und das
Ganze auf das elektrische Heizbad gestellt. Die Heizung ist so einzustellen, daf8 der Riickflu
mindestens 3 Tropfen in der Sekunde betrigt (miRiges, nicht heftiges Sieden)..

Nach 4stiindiger Extraktion 1i8t man abkiihlen. Die Hilse wird aus dem Extraktlonsapparat
genommen und in einen Luftstrom gestellt, um den groften Teil des Losungsmittels, mit dem sie
durchtrinkt ist, zu entfernen.
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2.7. Zweite Extraktion

Die ‘Hilse wird in die Mikrokugelmiihle entleert, und. es wird so fein wie moglich gemahlen. Das
Mabhlgut wird quantitativ in die Hiilse zuriickgegeben und diese wieder in den Extraktionsapparat
gestellt, : :

Es wird nochmals 2 Stunden extrahiert, wobei der die erste Extraktion enthaltene Kolben verwendet
wird. :

Die im Extraktionskolben enthaltene Lésung muf klar sein. Wenn nicht, ist sie aber Filterpapier zu
filtrieren, wobei der erste Kolben und das Filterpapier mehrmals mit Hexan gewaschen werden. Das -
Filtrat und die Waschfliissigkeit werden in einem zweiten, zuvor getrockneten und auf 1 mg
abgewogenen Kolben aufgefangen.

2.8. Entfernung des Lésungsmittels und Wiegen des Extrakts

Durch Destillieren auf dem elektrischen Heizbad wird der grofte Teil des Losungsmittels entfernt. Die
letzten Losungsmittelspuren werden durch 20miniitiges Erhitzen des Kolbens im Trockenschrank bei
103 °C + 2 °C beseitigt. Die Beseitigung der Lésungsmittelreste wird durch zeitweiliges Einfithren
eines Luftstroms oder besser eines Inertgasstroms oder durch Arbeiten unter vermindertem Druck
erleichtert. :

Den Kolben 148t man wenigstens 1 Stunde im Exsikkator abkiihlen und wiegt ihn dann auf 1 mg
genau. ’ :

Danach wird der Kolben erneut 10 Minuten unter den gleichen Bedingungen erhitzt, im Exsikkator
abgekiihlt und gewogen.

Der Unterschied zwischen den Ergebnissen der zwei Wigungen darf hochstens 10 mg betragen. Wenn
nicht, ist erneut 10 Minuten zu erhitzen, dann wieder abkiihlen zu lassen und zu wiegen, bis der
Gewichtsunterschied hochstens 10 mg betrigt. Das letzte Gewicht des Kolbens wird notiert. -

Fiir jede Untersuchung werden mit der gleichen Probe zwei Bestimmungen durchgefiihrt.

3. ERGEBNISSE
3.1. Berechnung und Formel
a}) Der Extrakt des Rohprodukts laflt sich in Gewichtsprozenten durch nachstehende Formel
berechnen:
1
S=m x 00
my

Dabei sind: S
me

Gewichtsprozente des Extrakts des Rohprodukts,
Gewicht der Untersuchungsprobe in g,
m,; = Gewicht des Extrakts nach der Trocknung in g.

Als Ergebnis ist das arithmetische Mittel aus den beiden Bestimmungen zu nehmen, falls die
Bedingungen der Wiederholbarkeit erfiillt sind.

Das Ergebnis wird auf eine Dezimalstelle angegeben.

b) Der Extrakt, bezogen auf den Trockenstoff, 14}t sich berechnen durch die Formel:

10
S x —IOTOO—IJ”= Extrake in % Fett, bezogen auf den Trockenstoff.

Dabei sind: S = Gewichtsprozente des Extrakts des Rohprodukts (vgl. a)),

U sein Gehalt an Wasser unf fliichtigen Stoffen.

i}

3.2. Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen von zwei gleichzeitig oder schnell nacheinander von ein und
demselben Analytiker vorgenommenen Bestimmungen darf nicht mehr als 0,2 g Hexan-Extrakt je
100 g Probe betragen. ’

Andernfalls ist die Analyse mit zwei weiteren Untersuchungsproben zu wiederholen. Liegt die Differenz
wieder itber 0,2 g, so ist als Ergebnis das arithmetische Mittel aus allen vier Bestimmungen zu
nehmen.
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ANHANG XVI
BESTIMMUNG DER IODZAHL

1. ANWENDUNGSBEREICH
Diese Internationale Norm beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung der lodzahl von tierischen und
pflanzlichen Fetten und Olen, nachfolgend als ,Fette* bezeichnet.

2. ' DEFINITION
In dieser Internationalen Norm gilt folgende Definition:

2.1. Iodzahl: lodmenge, die unter den in dieser Internationalen Norm beschriebenen Versuchsbedingungen
von der Probe aufgenommen wird.
Die Iodzahl wird in Gramm lod pro 100 g Probe angegeben.

3. PRINZIP
Die zu untersuchende Probe wird in dem Lésungsmittel gelést und mit dem Wijs-Reagens versetzt.
Nach einer bestimmten Zeit werden Kaliumiodidlésung und Wasser zugegeben und das freigesetzte lod
mit einer Natriumthiosulfatlésung titriert.

4. REAGENZIEN
Alle Reagenzien miissen von anerkannter analysenreiner Qualitat sein.

4.1, Kaliumiodidlésung, 100 g/1, die kein lodat oder freies Iod enthalt,

4.2. Stirkelosung
§ g losliche Stirke mit 30 ml Wasser mischen und in 1 000 ml kochendes Wasser geben; 3 Minuten
kochen und abkiihlen lassen.

4.3, Natriumthiosulfat, eingestellte Standardlésung ¢ (Na,$,0; - 5H,0) = 0,1 mol/l , héchstens 7 Tage
vor der Verwendung eingestellt. :

4.4, Lésungsmittel, hergestellt durch Mischen gleicher Volumenteile Cyclohexan und Essigsiure.

4.5. Wijs-Reagens, das lodmonochlorid in Essigsaure enthilt. Es soll das' im Handel erhiltliche
Wijs-Reagens verwendet werden.
Anmerkung: Das Reagens enthilt 9 g ICl; + 9 g I in Essigsdure. v

s. GERATE
Ubliche Laboreinrichtung und insbesondere nachstehende Gerite:

5.1. Mikrobecherglischen, die sich fiir die zu untersuchende Probe und zum Einfiihren in die Kolben (5.2)
eignen. - ’

5.2, 500-ml-Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen, vollstindig trocken.

6. VORBEREITUNG DER ANALYSEPROBE
Die homogenisierte Probe wird tiber Natriumsulfat getrocknet und filtriert.

7. VERFAHREN

7.1. Probemenge

Die Menge der zu untersuchenden Probe hingt von der erwarteten Iodzahl ab (Tabelle 1).
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7.2.

7.3.
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Tabelle 1
Erwartete Iodzahl Masse der zu untersuchenden Probe

weniger als 5 3,008
5— 20 - 1,00 g
21— 50 0,4Q g
51—100 0,20 g
101—150 0,13 g
151—200 0,10g

Die zu untersuchende Probe wird in einem Mikrobecherglischen (5.1) auf 0,1 mg genau eingewo-
gen.

Bestimmung

Die Probe wird in einen 500-m!-Kolben (5.2) gegeben und mit 20 ml Lsungsmittel (4.5) versetzt, um
das Fett zu 16sen, Genau 25 ml Wijs-Reagens (4.6) zugeben, den Kolben mit dem Stopfen verschliefSen,
schwenken und dunkel stellen. Fiir das Wijs-Redgens sollen keine Pipetten verwendet werden, die mit
dem Mund aufgezogen werden miissen.

Dann wird in dhnlicher Weise eine Blindprobe vorbereitet; die das Lésemittel und das Reagens, nicht
aber die Probe enthiilt. :

Bei Proben mit Iodzahlen unter 150 muf§ der Kolben 1 Stunde dunkel gestellt werden; bei Iodzahlen
iiber 150 sowie bei polymerisierten oder stark oxidierten Erzeugnissen sind es 2 Stunden.

Nach Ablauf dieser Zeit wird in jeden Kolben 20 ml Kaliumiodidlsung (4.1) und 150 ml Wasser
gegeben.

Nun mit der eingestellten Natriumthiosulfat-Standardlésung (4.3) titrieren, bis die durch lod bedingte
Gelbfarbung kaum noch sichtbar ist. Einige Tropfen Stirkeldsung (4.2) zugeben und weiter titrieren,
bis die Blaufarbung unter starkem Schiitteln verschwindet.

Anmerkung: Eine potentiometrische Bestimmung des Endpunkts ist zulissig.

Zahl der Bestimmungen

Es werden zwei Bestimmungen mit der gleichen Probe durchgefﬁhrt.

DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE

Die Iodzahl wird nach folgender Gleichung berechnet:

12,69 ¢ (V,-V,)
m

. Hierin bedeuten:

¢ = die genaue zahlenmiflige Angabe der Konzentration der verwendeten Natriumthiosulfat-
Standardlésung (4.3) in mol pro Liter;

V; = Volumen der fiir den Blindversuch verwendeten Natriumthiosulfat-Standardlésung (4.3) in

Millilitern;

V., = Volumen der zur Bestimmung verwendeten Natriumthiosulfat-Standardlésung (4.3) in Milli-
litern;

m = Masse der untersuchten Probe (7.1) in Gramm.

Als Ergebnis ist das arithmetische Mittel der beiden Bestimmungen anzugeben.
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