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REGOLAMENTO DI ESECUZIONE (UE) 2019/1604 DELLA COMMISSIONE
del 27 settembre 2019

che modifica il regolamento (CEE) n. 2568/91 relativo alle caratteristiche degli oli d’oliva e degli oli
di sansa d’oliva nonché ai metodi ad essi attinenti

LA COMMISSIONE EUROPEA,
visto il trattato sul funzionamento dell'Unione europea,

visto il regolamento (UE) n. 1308/2013 del Parlamento europeo e del Consiglio, del 17 dicembre 2013, recante organiz-
zazione comune dei mercati dei prodotti agricoli e che abroga i regolamenti (CEE) n. 922/72, (CEE) n. 234/79, (CE) n.
1037/2001 e (CE) n. 1234/2007 del Consiglio (!), in particolare l'articolo 91, primo comma, lettera d),

considerando quanto segue:

(1) 1l regolamento (CEE) n. 2568/91 della Commissione (?) definisce le caratteristiche fisico-chimiche e organolettiche
degli oli di oliva e degli oli di sansa di oliva e stabilisce i metodi di valutazione di tali caratteristiche.

(2) I metodi e i valori limite relativi alle caratteristiche degli oli vengono aggiornati periodicamente in base al parere
degli esperti nel settore chimico e conformemente all’attivita svolta in sede di Consiglio oleicolo internazionale
(COl).

(3)  Per garantire l'applicazione a livello dell'Unione delle pitt recenti norme internazionali stabilite dal COI, ¢
opportuno aggiornare taluni metodi di analisi stabiliti nel regolamento (CEE) n. 2568/91.

(4)  La norma commerciale del COI ¢ stata modificata per quanto riguarda l'espressione del limite dell'acidita libera,
l'indice di perossidi, la valutazione organolettica (mediana del difetto e mediana del fruttato) e la differenza tra
ECN42 (HPLC) e ECN42 (calcolo teorico) a fini di coerenza con i margini di precisione del metodo analitico.

(5) A norma dellarticolo 2 bis, paragrafo 5, del regolamento (CEE) n. 2568/91, gli Stati membri devono verificare se
un campione di olio di oliva & conforme alla categoria dichiarata controllando le caratteristiche di cui all'allegato
I del medesimo regolamento in un ordine qualsiasi oppure nell’'ordine previsto da uno degli schemi decisionali di
cui all'allegato I ter dello stesso regolamento.

(6)  Alla luce dei recenti sviluppi ¢ opportuno aggiornare le tabelle dell'allegato I ter del regolamento (CEE) n.
2568/91 e la relativa appendice. Inoltre, il termine «diagramma di flusso» risulta piti appropriato di «schema
decisionale», visto il contenuto del citato allegato I ter.

(7) 1l punto 9.4 dell’allegato XII del regolamento (CEE) n. 2568/91 definisce la mediana dei difetti come la mediana
del difetto percepito con l'intensita piit alta. Nell'ambito delle controanalisi e dato che la conformita dell'olio deve
essere valutata da pill panel, & opportuno chiarire che la decisione relativa alla conformita delle caratteristiche di
un olio alla categoria dichiarata ¢ legata soltanto al valore della mediana del difetto principale, a prescindere dalla
sua natura.

(8)  E quindi opportuno modificare di conseguenza il regolamento (CEE) n. 2568/91.

(9)  Le misure di cui al presente regolamento sono conformi al parere del comitato per l'organizzazione comune dei
mercati agricoli,

HA ADOTTATO IL PRESENTE REGOLAMENTO:

Articolo 1

1l regolamento (CEE) n. 2568/91 ¢ cosi modificato:
(1) Tlarticolo 2 & cosi modificato:
a) al paragrafo 1, la lettera 1) ¢ sostituita dalla seguente:

d) per la determinazione della composizione e del contenuto di steroli e per la determinazione dei composti
alcolici mediante gascromatografia con colonna capillare, il metodo di cui all'allegato XIX»;

(") GUL 347 del 20.12.2013, pag. 671.
(*) Regolamento (CEE) n. 2568/91 della Commissione, dell'11 luglio 1991, relativo alle caratteristiche degli oli d’oliva e degli oli di sansa
d’oliva nonché ai metodi ad essi attinenti (GU L 248 del 5.9.1991, pag. 1).
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b) al paragrafo 2, il terzo comma ¢ sostituito dal seguente:

«Qualora il panel non confermi la categoria dichiarata, sotto il profilo delle sue caratteristiche organolettiche,
a richiesta dell'interessato le autorita nazionali o i loro rappresentanti incaricano altri panel riconosciuti di
effettuare quanto prima due controanalisi. Almeno uno dei panel ¢ un panel riconosciuto dallo Stato membro
di produzione dell'olio. Le caratteristiche in questione sono considerate conformi a quelle dichiarate se le due
controanalisi confermano la classificazione dichiarata. In caso contrario, a prescindere dal tipo di difetti
constatati durante le controanalisi, la classificazione ¢ dichiarata incoerente con le caratteristiche e il costo delle
controanalisi € a carico dell'interessato.»;

allarticolo 2 bis, paragrafo 5, la lettera b) ¢ sostituita dalla seguente:

«b) nell'ordine previsto dal diagramma di flusso di cui all'allegato I ter, fino a raggiungere una delle decisioni
figuranti nel suddetto diagramma.»;

la tabella c<ALLEGATI Sommario» ¢ sostituita dalla tabella dell'allegato I del presente regolamento;
l'allegato I & sostituito dal testo dell'allegato II del presente regolamento;
all'allegato I bis, il punto 2.1 ¢ sostituito dal seguente:

«2.1. Ciascun campione elementare deve essere suddiviso in campioni di laboratorio, conformemente al punto 2.5
della norma EN ISO 5555, e sottoposto alle analisi nell'ordine indicato nel diagramma di flusso di cui
allallegato I ter o in qualunque altro ordine casuale.»;

l'allegato I ter € sostituito dal testo dell’allegato III del presente regolamento;
l'allegato V ¢ soppresso;
all'allegato VII, il punto 4.2 ¢ sostituito dal seguente:

«4.2. n-esano (qualita per cromatografia). L'esano puo essere sostituito da isoottano (2,2,4 trimetilpentano di
qualita per cromatografia), a condizione che vengano raggiunti margini di precisione comparabili.»;

l'allegato XII & modificato in conformita all’allegato IV del presente regolamento;
l'allegato XVII ¢ modificato in conformita all’allegato V del presente regolamento;
l'allegato XVIII ¢ modificato in conformita all'allegato VI del presente regolamento;
l'allegato XIX ¢ sostituito dal testo dell’allegato VII del presente regolamento;
allallegato XX, il punto 4.2 ¢ sostituito dal seguente:

«4.2. n-esano per cromatografia o analisi dei residui. L'esano pu0 essere sostituito da isoottano (2,2,4 trimetil-
pentano di qualita per cromatografia), a condizione che vengano raggiunti margini di precisione comparabili.
[ solventi con punto di ebollizione superiore a quello dell'n-esano hanno tempi di evaporazione piti lunghi.
Tuttavia, vengono preferiti a causa della tossicita dell'esano. Verificare la purezza, ad esempio controllando il
residuo d’evaporazione di 100 ml di solvente.

AVVERTENZA: i vapori possono incendiarsi. Tenere lontano da sorgenti di calore, scintille o fiamme libere.
Tenere i contenitori ben chiusi. Usare con ventilazione adeguata. Evitare 'accumulo di vapori ed eliminare
ogni possibile causa di incendio, quali riscaldatori o apparecchi elettrici non antideflagranti. Nocivo per
inalazione: puo causare danni alle cellule del sistema nervoso. Evitare di respirare i vapori, usare se necessario
un apparecchio respiratorio adatto. Evitare il contatto con gli occhi e la pelle.

L'isoottano ¢ un liquido inflammabile che presenta un rischio di incendio. I limiti di esplosivita nell'aria sono
compresi tra 1,1 % e 6,0 % (frazione volumetrica). E tossico per ingestione e per inalazione. Utilizzare una
cappa ventilata in buone condizioni di funzionamento per lavorare con questo solvente.»
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Articolo 2

Il presente regolamento entra in vigore il ventesimo giorno successivo alla pubblicazione nella Gazzetta ufficiale
dell’'Unione europea.

Il presente regolamento ¢ obbligatorio in tutti i suoi elementi e direttamente applicabile in
ciascuno degli Stati membri.

Fatto a Bruxelles, il 27 settembre 2019

Per la Commissione
1l presidente
Jean-Claude JUNCKER
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ALLEGATO I
«ALLEGATI

SOMMARIO

Caratteristiche degli oli di oliva

Campionatura delle partite di olio di oliva o di olio di sansa di oliva consegnate in imballaggi
immediati

Diagramma di flusso per la verifica della conformita di un campione di olio di oliva alla ca-
tegoria dichiarata

Determinazione degli acidi grassi liberi, metodo a freddo

Determinazione dell'indice di perossidi

Determinazione del contenuto di cere mediante gascromatografia con colonna capillare
Determinazione della percentuale di 2-gliceril monopalmitato

Analisi spettrofotometrica nell'ultravioletto

Determinazione degli esteri metilici degli acidi grassi mediante gascromatografia
Determinazione del tenore dei solventi alogenati nell'olio di oliva

Metodo del consiglio oleicolo internazionale per la valutazione organolettica degli oli di oliva
vergini

Metodo di determinazione del tenore in olio di oliva delle sanse
Determinazione del numero di iodio
Metodo di determinazione degli stigmastadieni negli oli vegetali

Determinazione della differenza tra il contenuto effettivo e il contenuto teorico di triacilglice-
roli con ECN 42

Determinazione della composizione e del contenuto di steroli e del contenuto di composti
alcolici mediante gascromatografia con colonna capillare

Metodo per la determinazione del contenuto di cere e metil ed etil esteri degli acidi grassi
mediante gascromatografia con colonna capillare

Risultati dei controlli di conformita eseguiti sugli oli di oliva di cui al paragrafo 2 dell'arti-
colo 8»
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«ALLEGATO 1

CARATTERISTICHE DEGLI OLI DI OLIVA

Caratteristiche di qualita

Valutazione organolettica
Acidita Indice di peros- Esteri etilici di
Categoria (yl 1* sidi K,;, Ky65 0 Kysg Delta-K acidi grassi
(e) () (mEq O,/kg) Mediana del di- | Mediana del frut- (mg/kg)
fetto (Md) (¥) tato (Mf)
1. Olio extra vergine di oliva < 0,80 < 20,0 < 2,50 <0,22 < 0,01 Md =0,0 Mf > 0,0 <35
2. Olio di oliva vergine <20 < 20,0 < 2,60 < 0,25 < 0,01 Md < 3,5 Mf > 0,0 —
3. Olio di oliva lampante >2,0 — — — — Md> 3,5 () — —
4. Olio di oliva raffinato < 0,30 <50 — < 1,25 < 0,16 — —
5. Olio di oliva composto di oli di oliva raf- < 1,00 < 15,0 — < 1,15 < 0,15 — —
finati e di oli di oliva vergini
6. Olio di sansa di oliva greggio — — — — — — —
7. Olio di sansa di oliva raffinato < 0,30 <50 — < 2,00 < 0,20 — —
8. Olio di sansa di oliva < 1,00 < 15,0 — < 1,70 <0,18 — —

La mediana del difetto puo essere inferiore o pari a 3,5 quando la mediana del fruttato ¢ pari a 0,0.
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Caratteristiche di purezza

Composizione in acidi grassi (') Somma de- Differenza:
Somma de- | gli isomeri Stiomasta- ECN42
Catevoria Miristico Linolenico | Arachidico Eicose- Beenico Lignocerico | gli isomeri | translino- I%ieni (HPLQ) e 2-gliceril monopalmitato
8 (%) (%) (%) noico (%) (%) transoleici | leici + tran- (mgfkg) () ECN42 (%)
(%) (%) slinolenici 8Ix8 (calcolo
(%) teorico)
. Olio extra vergine di oliva < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20] | = 0,9 se % acido palmi-
tico totale < 14,00
< 1,0 se % acido palmi-
tico totale > 14,00
. Olio di oliva vergine < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,20] < 0,9 se % acido palmi-
tico totale < 14,00
< 1,0 se % acido palmi-
tico totale > 14,00
. Olio di oliva lampante < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,10 < 0,10 < 0,50 <10,30] | = 0,9 se % acido palmi-
tico totale < 14,00
< 1,1 se % acido palmi-
tico totale > 14,00
. Olio di oliva raffinato < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30] 0,9 se % acido palmi-
tico totale < 14,00
< 1,1 se % acido palmi-
tico totale > 14,00
. Olio di oliva composto di| < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30] | =< 0,9 se % acido palmi-
oli di oliva raffinati e di oli tico totale < 14,00
di oliva vergini
< 1,0 se % acido palmi-
tico totale > 14,00
. Olio di sansa di oliva greg- | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 < 0,10 — <10,60| <14
gio
. Olio di sansa di oliva raffi- < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <1,4
nato
. Olio di sansa di oliva < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — < 0,50| <1,2

Tenore di altri acidi grassi (%): palmitico: 7,50-20,00; palmitoleico: 0,30-3,50; eptadecanoico: < 0,40; eptadecenoico: < 0,60; stearico: 0,50-5,00; oleico: 55,00- 83,00; linoleico: 2,50-21,00.
Somma degli isomeri che potrebbero (0 non potrebbero) essere separati mediante colonna capillare.
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Composizione in steroli

Steroli totali

Eritrodiolo e

Cere (mg/kg)

Categoria Colesterolo Brassicasterolo | Campesterolo | Stigmasterolo p-sitosterolo | Delta-7-stigma- k uvaolo ok
(%) (%) " (%) apparente (?) stenolo (1) (mgfkg) (%) (%) ™)
(%) (%) (%)
. Olio extra vergine di oliva <05 <01 < 4,0 < Camp. = 93,0 <0,5 =1 000 <45 C,, +C,, +Cyy =150
. Olio di oliva vergine <05 <01 < 4,0 < Camp. > 93,0 <05 =1 000 <45 C,, +C,, +C =150
. Olio di oliva lampante <0,5 <01 < 4,0 — > 93,0 <0,5 >1 000 <45(0) | CutChtC,ytC, s
300 ()
. Olio di oliva raffinato <0,5 <0,1 <4,0 < Camp. > 93,0 <0,5 >1 000 <45 CptC,tC+Cys
. Olio di oliva composto di <05 <01 < 4,0 < Camp. = 93,0 <0,5 =1 000 <45 CptCp+C+Cys
oli di oliva raffinati e di oli 350
di oliva vergini
. Olio di sansa di oliva greg- <05 <0,2 < 4,0 — > 93,0 <05 =2 500 > 4,5 (% CptCpu+C+Cy>
gio 350 (%
. Olio di sansa di oliva raffi- <0,5 <0,2 <40 < Camp. > 93,0 <0,5 >1 800 > 45 CpytCytCputCp>
nato
. Olio di sansa di oliva <0,5 <0,2 < 4,0 < Camp. > 93,0 <0,5 >1 600 > 45 CptC,+C+Cp>

—

—

—

Si veda l'appendice al presente allegato.
p-sitosterolo apparente: Delta-5,23-stigmastadienolo+clerosterolo+beta-sitosterolo+sitostanolo+delta-5-avenasterolo+delta-5,24-stigmastadienolo.
Gli oli con un tenore di cere compreso fra 300 mg/kg e 350 mg/kg sono considerati oli di oliva lampanti se gli alcoli alifatici totali sono inferiori o pari a 350 mg/kg o se la percentuale di eritrodiolo e

uvaolo ¢ inferiore o paria 3,5 %.

Gli oli con un tenore di cere compreso tra 300 mg/kg e 350 mg/kg sono considerati olio di sansa di oliva greggio se gli alcoli alifatici totali sono superiori a 350 mg/kg e se la percentuale di eritrodiolo e

uvaolo ¢ superiore a 3,5 %.
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Note:

a) I risultati delle analisi devono essere espressi con un numero di decimali uguale a quello previsto per ogni caratte-
ristica. L'ultima cifra deve essere aumentata di una unita se la cifra successiva ¢ superiore a 4.

b) E sufficiente che una sola caratteristica non corrisponda ai valori indicati perché I'olio venga cambiato di categoria
o dichiarato non conforme ai fini del presente regolamento.

¢) Per l'olio di oliva lampante, entrambe le caratteristiche di qualita contrassegnate da un asterisco (*) possono simulta-
neamente non rispettare i valori limite stabiliti per tale categoria.

d) Le caratteristiche contrassegnate con due asterischi (**) implicano che per l'olio di sansa di oliva greggio entrambi
i corrispondenti valori limite possono non essere rispettati simultaneamente. Per l'olio di sansa di oliva e I'olio di
sansa di oliva raffinato, uno dei corrispondenti valori limite pud non essere rispettato.

Appendice

Schema decisionale

Schema decisionale per il campesterolo nell'olio di oliva vergine e nell'olio extra vergine di oliva.

( 4,0% < Campesterolo < 4,5% ]
|

1
[ Stigmasterolo < 1,4% ] [ A-T7-stigmastenolo < 0,3% ]

Gli altri parametri devono rispettare i limiti fissati dal presente regolamento.
Schema decisionale per il Delta-7-stigmastenolo.

— Nell'olio di oliva vergine e nell'olio extra vergine di oliva

[ 0,5% < A\-T-stigmastenolo<0.8% ]

'|

| |

P-sitosterolo app./
Campesterolo = 3,3% (campest + A7stig) =25 Stigmasterolo < 1,4% A ECN42< 0,10/
SR s 2

Gli altri parametri devono rispettare i limiti fissati dal presente regolamento.

— Negli oli di sansa di oliva (greggi e raffinati)

[ 0.5 % < A-7-stigmastenolo< 0,7 % J

Resto dei parametri
AECN42< |0.40] Stigmasterolo < 1,4% nei limiti

Gli altri parametri devono rispettare i limiti fissati dal presente regolamento.»
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DIAGRAMMA DI FLUSSO PER LA VERIFICA DELLA CONFORMITA DI UN CAMPIONE DI OLIO DI OLIVA

Tabella generale

ALLEGATO III

«ALLEGATO 1 ter

ALLA CATEGORIA DICHIARATA

Olio dichiarato come:

] g B i R=a g SH c

o B g = g8 5 = 2o ]

82 = e gy g€ r % B 52 te)

[l = . =5, = = 5 =]

2 - g g ke = Hd 5

@ 8 2 = Tag 8 S 2

2 o 5] o g =] o =}

5 ° ° e
Tabella 1 Tabe}la 2 Tabgla 5 Tabglla 6 Tabe}la & Tabella 10
Crite¥i di Crit¥1 di Tabdlla 4 Crit¥1 di Crit#: di Tabdlla 8 Crité¥1 di Critlri di

qualita qualitd qualita qualitd qualita qualitd
L1 | criedai | L 1 ; Citesi di ; ;
i | purezza H purezza |
v 1 T V 1 T i |
i Y ; | i L i ! i i
[} ] ' ] 1 I
Tabella 3 ' ; Tabella 7 | i | Tabellall !
| i | ; | : '. | ; T |
| Critdri di | C | Criteridi | | { | Critefidy |
i purgzza ! ' | purezza ! | | purepzal |
I| : i ! . | ]

E i i : | i : i ; |
A A S N T v
: : b ! L L :
1 L v o i i A : i i
i 1 ] i 1 ] | i
' Olio conforme alla categoria ¥ ] ' Olio non co¥forme 4lla categoria i
v dichiara v v dichiara® ¥
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Tabella 1 - Olio extra vergine di oliva — Criteri di qualita

1 Acidita % <0.80 = 0,80 I—— V. 0OV (Tabella 2
¥
2 Indice di perossidi =200 =200 - R V. 00L (Tahella 4)
(mEq Oukg)
3 | Spetirofotometria TV =0,22 =022 - > V. 00V (Tabella 1)
(K 2msz)
g
L 4 Ei
4 | Spettrofotometria TV =10,01 =001  f---- » ;"j V. QOL (Tabella 4)
0 2
i
L 2 ’%
& | Spettrofotometria TV =230 =230 - » E V. 00V (Tabella 1)
(K 1a1) Ea
3
1=}
) &
6 Valutazi Modizm dal frottate =00 | Mediza dal frottate =00 [-—-- * e V. OOL (Tabella 4)
organolettica mmu.am:o,n
Madizma dal frutate > 0,0 V. OOV (Tabella 2)
Madiany dal difatto > 0,0 [-—-———1
7 | Etil esteri deghi acidi =35 =33 pe--- +* V.00V (Tabella 1)

grassi (mg'kg)

L 2

Olic conforma a
quanto dichiarato
riguarde a criteri di
qualita
Andare zlla Tabella 3

(critari di puresza)
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Tabella 2 - Olio di oliva vergine — Criteri di qualita

1 Acidita % =10 =20 p---- -
¥
Indice di perossidi -
2 =200 =00 0 b____
(mEq Ovkg) : : |
_ L 4
Spettrofotometria
3 w <023 B [ +
(K zroas)
¥
Spettrofotometria
4 L <001 0,01 —-- b
(AK)
- v
Spettrofotometria
5 mw <1260 =160 I
(K 2)
L 4
. . Medimmna del futtate > 0,0 Madiana dal futtato =00 [[T77 "™ L
5 ' alutam!le p
organolettica Medizna del difetto <3,5 | Mediana sl Srestata =00 8
Madiaza dol difette =35 f--—-—- |
¥
Olio conforms 2
quanty dichiarato
nzuarde a1 criten di
qualiti
Andare zlla Tabella 3
{ritari di poresza)

rme alla categona dichiarata

it

Olic non co

V. DOL (Tzbellz 4)
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Tabella 3 - Olio extra vergine di oliva e olio di oliva vergine — Criteri di purezza

a dichiarata

i om conforme alla catege

i
R

Indizio della
presznza di oli
raffinat: (di oliva o
altri)

Indizio della
presznra di oli
Taffirel (di ol o
almi)

;

Indizio della
prezznza di oli
paiTamed

Indizio della
presanza di ali
axframel

Indizio della
presznza di oli
axframed

Indizio della
presenza di olio di
samsa di ol

Indizio della
presenza di olio di
samsa di alima

y | Stcmertudien 20,05 = 0,03
(mgle) =R 1 TR -
L 3
. . TR e tC18:1 =-0,0% apprare
5 | Isomeri trans degli ClEl=00fe ) T IR ]
L - - - R 182 + 183
acidi grassi (%) | ycis2+cismenes | UCIELTEIES
k4
3 Composizione in acidi Conforme Waon confomme
grass all'allegato I all"allegato I [F---——"
1 AFCN42 < |5.20] = | 020 I
A 4
= Lty Confomme Mon conforme
§ steroli e temore di all'alle=ato [ all'alle=ata T E— ™
sterali totali e galn
h 4
5 | Eritrodicls = uvasla 45 Y
(%) =1 peee-- #
- Cere (mg/lz) <150 =130
CAI+CA4+CAE == 1 7 beee-e- ,
Conforms
all'allogaso I
3 2-gliceril =08 Y smacido Mor conforme
monopalmitate (%) palmiica = 12,00 %5 all"allegato I
oppez | 7 Lo *
= 1,0 % ss acado
palmitics =- 14,00 %

W

Olio conforme alla categoria dichisrata

Indizio della
presenza di ali
estertficati o ad alte
tenors di acido
Fpalmitico
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Tabella 4 - Olio di oliva lampante - Criteri di qualita

Sogmastadieni .
1 p—— =050 g5 | ____ "
Indizio della presenza
1 di oli raffimeti (di oliva
o ahri)
&l =010 e ~151 2000 '
1 Izgmeri trans deghi e pela:l=0dus - —
weidi gracsi (4] BTS2+ CLE) HC1ET + C218:3) = 0,10
=0,10 ) ’
1 Composizione in Conforma Man conforme I
- acidi grassi all"allagato all'allegata [
4 AECN42 =z |-:|,3::| = |tg3ij| I— Indizio della prazenza di
oli estramei
:
Composizicne in .
_ mp ‘ . Conforme Maon conforme . ’ﬁ
] steroli & tenore di sl allzmato I all'allezzto T e
steroli totali = = 55‘
%I
1 g
=
6 Emrwp]g + avasle <45 43 do__,| 3
) .E
1
S
- Cere <300 300 < Clara < 350 2350 Loy A Indizio della prezenza
CAMCAICascas | =7 RERES = “ di alio di sansa di
oliva sreggio
E+U=35% s )
i aleoh sEfasici 51 Mo
<150 mp'lg —
| /
T-aliceril Confoorees all”allegato I Hon Iﬂdiz:i'o c;JLai]Iﬂ =
’ = =09 % 5 peide palnsitico = 14,00 % | conforme {-- - di ol esterificati 0 2d
Elﬂﬂﬂil:_LmltilW et all'zllezata alto tenore di acido
(%) = 1.1 % 52 acide palmitics =~ 14,00 % I palmitico
vy
Obin conforme slla categoria dichiarata
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Tabella 5 - Olio di oliva raffinato — Criteri di qualita

1 Acidita (%) =030 > 0,30 it
4
2 [u?;;:]eE l;i Ei;?;;mi <50 L R S—— »
3 Spettrofotometria UV <1135 > 135 I
(K 270:268) -
1
N Spettmftzﬁetﬁa v =0.16 016 oo >

Tabella 6 - Olio di oliva (composto di oli di oliva raffinati e di oli di oliva vergini) - Criteri di qualita

Olio conforme a quanto dichiarato riguardo ai
criteri di qualita
Andare alla Tabella 7 (criteri di purezza)

Olio non conforme alla categoria dichiarata

Olio non conforme alla categoria dichiarata

1 Acidita (%) =1,00 = 1,00 i =
v
Indice di perossidi - - ‘
2 =150 =150 it
(mEq Ov/kg)
3 Spettrofl-ltometria v <115 =115 e p
(K 2m0268) :
Spettrofotometria UV = &
4 =015 =015 [--—---d >
(AK) | -
L J

Olio conforme a quanto dichiarato riguardo ai

criteri di qualita

Andare alla Tabella 7 {criteri di purezza)
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Tabella 7 — Olio di oliva raffinato e olio di oliva composto di oli di oliva raffinati e di oli di oliva vergini —
Criteri di purezza

tC18:1 =020 tC18:1= 0,20
1 Izsomeri trans degli a oppura
acidi grassi (%) t{CI8:2+C18:3) #{C18:2 + C18:3)
2030 =030
¥
» | Composizione in acidi Conforme Fon conforma
= prassi allallagato I all’zllagato I
3 AFCN42 = |030| = |030]
¥
Composizione in x -
4 steroli e tenore di jcjli‘::;'el :\ﬂ:jl?a‘ltl?hﬁ'-
steroli totali - atesao azato L
¥
= | Eritrodiolo + uvaolo <
5 =45 =43
(%)
h 4
Cere {mg;’lr.g) 257 350
6| CieCiCi6 254 =
L
2-gliceril monopalmitato = 0,9 % se
acido palmitico = 14,00 %%
oppure : =
1 2-gliceril monopalmitato = 1,1 %4 (per = Tha
O0R) o = 10 % (per 00) se acido
palmitico = 14,00 %4

me alla categoria dechuarata

fior

Olio non eor

Indizio della prezenza
di oli estrana:

Indizio della presenza
di olic di sansa di oliva

Indizmo della prezenza
di oli estenificati o 2d
zlto tenore di zcido
palmitico

¥

Olic conforme alla categoria dichiarata
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Tabella 8 - Olio di sansa di oliva — Criteri di purezza

monopalmitato (%4)

Lsomeri trans #C18:1 = 0,20 #0181 = 0,20 R
1 degli acidi e oppure
grassi (%) HC181+C18:3) = 0.10 HC18:2 + C1E:3) = 0,10
» | Composizione in acidi Conforme Woncomforme | _____
= grassi all'allagato I all'allagato I
3 AECN42 < | 0,60] =|os0| po--- »
Composizione in -
3 3 Conformea MWon conforme e
4 steroli e tenore di allallagato I all’allegato I *
steroli totali
5 Eritrodiolo + uvaolo =45 =45
(%a)
Cere (mg'ks)
p C40+C42+C44+C46
=350 300 = Cere =350 | =500 [-----M
¥
E+U= 3,5 % e aleoli
. alifatici = 350 me'ks
21 Mo  p---- L2
¥ ¥ l
? ] - 0 Nem_——_— .r.
g 2-gliceril =14 =14

Olie non confonme alla categona dichiarata

Indizio dallz presenza di
oli raffinati {di cliva o
altri)

Indizio della prezenza
di oli estrana:

V. Q0L (Taballz 4)

Olic conforme alla categoria dichiarata

Indizio della prezenza
d oli esterificati o 2d
alto tenore di zcido
palmitico
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Tabella 9 - Olio di sansa di oliva raffinato — Criteri di qualita

1 Acidita (%) =030 0,30
!

2 I"milaﬁ:;;ldi <50 =5
}

3 Spem":'ﬂffj‘:f::;;*‘ Lt <2,00 = 2,00
|

1 Smfﬁ%‘m" e =020 = 0,20

Olio conforme a guanio dichiarato riznardo ai
criteri di gualita
Amndare alla Tabella 11 {crten & purezza)

Tabella 10 - Olio di sansa di oliva - Criteri di qualita

1 Acidita (%) <1,00 = 1,00
|

: Inﬁ;zi&if{ysfiﬂi =150 =150
|

| = o
}

. Spenmfiziiﬁeu"hﬁ"' =018 > 0,18

Olio conforme a guanto dichiarato risnardo ai
criteri di qualita
Andazre allz Tabellz 11 {eriters di purezza)

orme alla categonia dichiarata

onfi

C

COlio nom

Olio non conforme alla categora dicluarata
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Tabella 11 - Olio di sansa di oliva raffinato e olio di sansa di oliva — Criteri di purezza

(Oio nen conforme alla categona dichiarata

Indizic dalla pressnza di

oli estranei

. Criteri di qualita N
Ll (Tabelle 9 e 10) 5 Mo
Isomeri trans #C18:1 =040 tC18:1 =040  |---- -
2 degli acidi e oppure
grassi HC18:2+C18:3) < 0,35 | t{C18:2 + C18:3) =033
3 Compasizione in Conforme Mon conforme  [---- *
acidi grassi all’allegato I all’allezato I
4 AECN42 < | 0,30] =|030]  b---- -
L
= iroli : tone ]: Conforme Men conforme F---- e
5 | stermie fenare allallegato T all'allegato I
steroli totali
Eritrodiole + uvacle N 1----»
(] ., =45 =45
%) - =
L 4
Cere (mg
= C40+C42+C44+C46
>3350 <350 pFe---
' !
2-gliceril .
\ < 1.4 (per O20R) =14 (par OSOR) [ ____4l
§ m”““?;ﬁl_;”m“ = 1,2 (per OS0) »1,2 (per 0S0)

l

Olio conforme alla categoria dichiarata ».

Indizio della prazenza
di oli estenificati o ad
alto tenore di acido
palnutico
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ALLEGATO IV

L'allegato XII ¢ cosi modificato:

1) il punto 3.3 ¢ sostituito dal seguente:

«3.3. Terminologia facoltativa ai fini dell’etichettatura

Su richiesta, il capo panel puo certificare che gli oli valutati corrispondono alle definizioni e agli intervalli relativi
esclusivamente alle diciture di seguito elencate, in funzione dell'intensita e della percezione degli attributi.

Attributi positivi (fruttato, amaro e piccante): in funzione dell'intensita della percezione:

— intenso, quando la mediana dell’attributo € superiore a 6,0;

— medio, quando la mediana dell’attributo & superiore a 3,0 e inferiore o pari a 6,0;

— leggero, quando la mediana dell'attributo ¢ inferiore o pari a 3,0.

Fruttato

Fruttato verde

Fruttato maturo

Equilibrato

Olio dolce

Insieme delle sensazioni olfattive, che dipendono dalla varieta delle olive, caratteristiche dell'olio
ottenuto da frutti sani e freschi senza predominanza del fruttato verde o del fruttato maturo, per-
cepite per via diretta efo retronasale.

Insieme delle sensazioni olfattive che ricordano i frutti verdi, dipendono dalla varieta delle olive e
sono caratteristiche dell'olio ottenuto da frutti verdi, sani e freschi, percepite per via diretta e/o re-
tronasale.

Insieme delle sensazioni olfattive che ricordano i frutti maturi, dipendono dalla varieta delle olive
e sono caratteristiche dell'olio ottenuto da frutti sani e freschi, percepite per via diretta efo retro-
nasale.

Olio che non presenta squilibrio. Per squilibrio si intende la sensazione olfatto-gustativa e tattile
dell'olio in cui la mediana dell'attributo amaro e quella dell’attributo piccante non superano di
pit di 2,0 punti la mediana del fruttato.

Olio in cui la mediana dellattributo amaro e quella dell’attributo piccante sono inferiori o uguali
a2,0.

Elenco delle diciture in funzione dell'intensita della percezione:

Diciture soggette alla presentazione di un Mediana dellattributo
certificato delle prove organolettiche

Fruttato —

Fruttato maturo —

Fruttato verde —

Fruttato leggero <30

Fruttato medio 3,0 < Me < 6,0
Fruttato intenso >6,0

Fruttato maturo leggero <30

Fruttato maturo medio 3,0 <Me < 6,0
Fruttato maturo intenso > 6,0

Fruttato verde leggero <30

Fruttato verde medio 3,0 < Me < 6,0
Fruttato verde intenso > 6,0
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Diciture soggette alla presentazione di un Mediana dellattributo
certificato delle prove organolettiche

Amaro leggero <30

Amaro medio 3,0 <Me< 6,0

Amaro intenso > 6,0

Piccante leggero <30

Piccante medio 3,0 <Me < 6,0

Piccante intenso > 6,0

Olio equilibrato La mediana dell'attributo amaro e quella dell’attributo piccante non supe-
rano di pitt di 2,0 punti la mediana del fruttato.

Olio dolce La mediana dell'attributo amaro e quella dell’attributo piccante sono infe-
riori o uguali a 2,0.»

(2) il punto 9.4 ¢ sostituito dal seguente:
«9.4. Classificazione dell’olio di oliva

L'olio ¢ classificato nelle categorie sotto riportate in funzione della mediana dei difetti e della mediana dell’attributo
fruttato. Per mediana dei difetti si intende la mediana del difetto percepito con lintensita piti alta. La mediana dei
difetti e la mediana del fruttato sono espresse con una sola cifra decimale.

La classificazione dell'olio avviene confrontando il valore della mediana dei difetti e della mediana del fruttato con gli
intervalli di riferimento indicati di seguito. Poiché i limiti di questi intervalli sono stati stabiliti tenendo conto del
margine di errore del metodo, sono considerati assoluti. I programmi informatici consentono di visualizzare la classi-
ficazione su una tabella di dati statistici o un grafico.

a) Olio extravergine di oliva: la mediana dei difetti & pari a 0,0 e la mediana del fruttato ¢ superiore a 0,0;

b) olio di oliva vergine: la mediana dei difetti ¢ superiore a 0,0 e inferiore o pari a 3,5 e la mediana del fruttato ¢
superiore a 0,0;

¢) olio di oliva vergine lampante: la mediana dei difetti & superiore a 3,5 oppure la mediana dei difetti & inferiore
o pari a 3,5 e la mediana del fruttato ¢ pari a 0,0.

Nota 1: quando la mediana dell’amaro efo piccante ¢ superiore a 5,0 il capo panel lo segnalera nel certificato di
analisi dell’olio.

Per le analisi eseguite ai fini del controllo di conformita, si effettua un’unica prova. Nel caso di analisi contraddittorie
dev’essere effettuata l'analisi in doppio in sessioni di assaggio distinte. I risultati dell'analisi in doppio devono essere
statisticamente omogenei. (Cfr. punto 9.5.) In caso negativo, il campione deve essere analizzato ancora due volte. 1l
valore finale della mediana degli attributi di classificazione sara calcolato sulla base della media di entrambe le
mediane.»
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ALLEGATO V

L'allegato XVII ¢ cosi modificato:
(1) il punto 5.1 ¢ sostituito dal seguente:

«5.1. Esano o miscela di alcani con intervallo di ebollizione a 65-70 °C, distillato su colonna di rettificazione.
L'esano pud essere sostituito da isoottano (2,2,4 trimetilpentano di qualita per cromatografia), a condizione
che vengano raggiunti margini di precisione comparabili. Puo essere controllato il residuo d’evaporazione di
100 ml di solvente. 1 solventi con punto di ebollizione superiore a quello dell'n-esano hanno tempi di
evaporazione pitt lunghi. Tuttavia, vengono preferiti a causa della tossicita dell'esano.»;

(2) al punto 6.3.3, ¢ aggiunto il seguente testo:
«Nota 10. Quando gli stigmastadieni appaiono in concentrazioni superiori a 4 mg/kg, se ne ¢ richiesta la quantifi-

cazione, deve essere applicato il metodo del Consiglio oleicolo internazionale per la determinazione degli stereni
negli oli raffinati.»
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ALLEGATO VI

L'allegato XVIII ¢ cosi modificato:
(1) il punto 4.2.1 ¢ sostituito dal seguente:

«4.2.1. Etere di petrolio 40-60 °C, qualitd per cromatografia o esano. L'esano puo essere sostituito da isoottano
(2,24 trimetilpentano di qualita per cromatografia), a condizione che vengano raggiunti margini di
precisione comparabili. I solventi con punto di ebollizione superiore a quello dell'n-esano hanno tempi di
evaporazione pitt lunghi. Tuttavia, vengono preferiti a causa della tossicita dell'esano.»;

(2) ¢ aggiunto il seguente punto 4.2.12:

«4.2.12. Eptano per cromatografia. L'eptano puo essere sostituito da isoottano (2,2,4 trimetilpentano di qualita per
cromatografia).»
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ALLEGATO VI
«ALLEGATO XIX

DETERMINAZIONE DELLA COMPOSIZIONE E DEL CONTENUTO DI STEROLI E DEL CONTENUTO DI
COMPOSTI ALCOLICI MEDIANTE GASCROMATOGRAFIA CON COLONNA CAPILLARE

1. OGGETTO

Il metodo descrive un procedimento per la determinazione del contenuto di composti alcolici, singoli e totali,
degli oli di oliva e degli oli di sansa di oliva nonché di miscele di tali oli.

I composti alcolici degli oli di oliva e degli oli di sansa di oliva comprendono alcoli alifatici, steroli e dialcoli
triterpenici.

2. PRINCIPIO

i oli, Zionati di o i i . . i ficati . . .
Gli oli, addizionati di a-colestanolo e di 1-eicosanolo quali standard interni, sono saponificati con idrossido di
potassio in soluzione etanolica, quindi l'insaponificabile viene estratto con etere etilico.

Le diverse frazioni costituite da composti alcolici sono separate dall'insaponificabile mediante cromatografia su
strato sottile su una placca di gel di silice basica (metodo di riferimento) oppure mediante HPLC con colonna di
gel di silice. La frazione recuperata dalla separazione su gel di silice viene trasformata in trimetilsilileteri e quindi
analizzata mediante gascromatografia in colonna capillare.

PARTE 1

PREPARAZIONE DELL'INSAPONIFICABILE
1. OGGETTO

La presente parte descrive la preparazione e lestrazione dellinsaponificabile, compresa la preparazione e
I'estrazione dell'insaponificabile dagli oli di oliva e dagli oli di sansa di oliva.

2. PRINCIPIO

Una porzione di prova viene saponificata mediante ebollizione a ricadere con una soluzione etanolica di
idrossido di potassio. L'insaponificabile viene estratto con etere etilico.

3. APPARECCHIATURA

La normale apparecchiatura di laboratorio e in particolare quanto segue.
3.1.  Matraccio a fondo arrotondato (pallone) da 250 ml, munito di refrigerante a ricadere con giunti smerigliati.
3.2.  Imbuto separatore da 500 ml.
3.3.  Matracci da 250 ml.
3.4.  Microsiringhe da 100 pl e 500 pl.

3.5. Imbuto cilindrico filtrante a setto poroso G 3 (porositd 15-40 pum) di diametro circa 2 cm e altezza circa 5 cm,
idoneo per filtrazione sotto vuoto con giunto smerigliato maschio.

3.6. Beuta da 50 ml con giunto femmina smerigliato, adattabile all'imbuto filtrante (3.5).
3.7.  Provetta da 10 ml a fondo conico con tappo di vetro a tenuta.

3.8.  Essiccatore a cloruro di calcio.

4. REAGENTI

4.1. Idrossido di potassio, titolo minimo 85 %.
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4.2.  Idrossido di potassio, soluzione etanolica circa 2 M:

si sciolgono, sotto raffreddamento, 130 g di idrossido di potassio (4.1) in 200 ml di acqua distillata, quindi si
porta ad 1 litro con etanolo (4.7). Si conserva la soluzione in bottiglie di vetro scuro ben tappate, per un
massimo di due giorni.

4.3.  Etere etilico, per analisi.

4.4.  Sodio solfato anidro, per analisi.
4.5.  Acetone, per cromatografia.
4.6.  Etere etilico, per cromatografia.
4.7.  Etanolo per analisi.

4.8.  Acetato di etile per analisi.

4.9. Quale standard interno, a-colestanolo puro a oltre il 99 % (la purezza deve essere verificata mediante analisi
gascromatografica).

4.10. a-colestanolo, soluzione di standard interno allo 0,2 % (m/V) in acetato di etile (4.8).
4.11. Fenolftaleina, soluzione di 10 g/L in etanolo (4.7).

4.12. 1-eicosanolo, soluzione allo 0,1 % (m/v) in acetato di etile (standard interno).

5. PROCEDIMENTO

Nel matraccio da 250 ml (3.1) si introduce, impiegando la microsiringa da 500 pl (3.4), un volume di soluzione
di standard interno a-colestanolo (4.10) e un volume di 1l-eicosanolo (4.12) che contenga una quantita di
colestanolo e di eicosanolo corrispondente a circa il 10 % del contenuto di steroli e di alcoli del campione. Ad
esempio, per 5 g di campione di un olio di oliva si aggiungano 500 pl della soluzione di a-colestanolo (4.10) e
250 pl della soluzione di 1-eicosanolo (4.12). Per gli oli di sansa di oliva si aggiungano 1 500 pl della soluzione
di a-colestanolo (4.10) e altrettanti della soluzione di 1-eicosanolo (4.12). Si fa evaporare fino a secchezza in
leggera corrente di azoto su bagnomaria caldo. Dopo il raffreddamento, nello stesso matraccio si pesano
5,00 £ 0,01 g di campione secco filtrato.

Nota 1: In oli e grassi animali e vegetali contenenti quantita notevoli di colesterolo puo essere presente un picco
avente tempo di ritenzione identico al colestanolo. In tali casi occorre analizzare la frazione sterolica in
doppio con e senza standard interno.

Si aggiungono 50 ml di soluzione etanolica di idrossido di potassio 2 M (4.2) e della pomice, si applica il
refrigerante a ricadere e si scalda a leggera ebollizione fino a saponificazione avvenuta (la soluzione diviene
limpida). Si continua il riscaldamento ancora per 20 minuti, quindi si aggiungono 50 ml di acqua distillata
facendoli scendere dall'alto del refrigerante, si stacca il refrigerante e si raffredda il matraccio a circa 30 °C.

Si travasa il contenuto del matraccio quantitativamente, in un imbuto separatore da 500 ml (3.2), aiutandosi con
acqua distillata, a piu riprese (50 ml). Si aggiungono circa 80 ml di etere etilico (4.6), si agita energicamente per
circa 60 secondi, smettendo periodicamente di applicare pressione mediante capovolgimento dell'imbuto
separatore e apertura del rubinetto. Si lascia quindi riposare fino alla completa separazione delle due fasi (Nota 2).
A questo punto si raccoglie la maggior quantita possibile di soluzione saponificata in un secondo imbuto
separatore. Sulla fase acquosa-alcolica si effettuano ancora due estrazioni, con le stesse modalita, impiegando 60-
70 ml di etere etilico (4.6).

Nota 2: Eventuali emulsioni possono essere eliminate aggiungendo piccole quantita di etanolo (4.7).

Si riuniscono i tre estratti eterei in un unico imbuto separatore contenente 50 ml di acqua e si continua il
lavaggio con acqua (50 ml) finché quest'ultima non presenta pitt una colorazione rosa allaggiunta di una goccia
di soluzione di fenolftaleina (4.11). Eliminata l'acqua di lavaggio, si filtra su sodio solfato anidro (4.4) in un
matraccio da 250 ml precedentemente pesato, lavando imbuto e filtro con piccole quantita di etere etilico (4.6).

Si distilla il solvente in un evaporatore rotante a 30 °C sotto vuoto. Si aggiungono 5 ml di acetone (4.5) e si
rimuove completamente il solvente volatile in leggera corrente di azoto. Il residuo viene essiccato in stufa
a 103 + 2 °C per 15 minuti, raffreddato in essiccatori e pesato approssimando a 0,1 mg.
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3.1.
3.2.
3.3.
3.4.

3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.8.1.
3.8.2.
3.8.3.
3.8.4.

4.1.
4.2.

4.3.
4.4.

4.5.

4.6.

PARTE 2
SEPARAZIONE DELLE FRAZIONI DEI COMPOSTI ALCOLICI

OGGETTO

L'insaponificabile preparato come descritto nella parte 1 ¢ frazionato nei diversi composti alcolici, alcoli alifatici,
steroli e dialcoli triterpenici (eritrodiolo e uvaolo).

PRINCIPIO

L'insaponificabile puo essere frazionato per mezzo della cromatografia basica su strato sottile (metodo di
riferimento), rivelato per poi raschiare ed estrarre le corrispondenti bande. Come metodo alternativo, la
separazione puo essere realizzata mediante HPLC con colonna di gel di silice e rivelatore UV raccogliendo le
diverse frazioni. Gli alcoli alifatici e triterpenici nonché gli steroli e i dialcoli triterpenici sono isolati insieme.

APPARECCHIATURA

La normale apparecchiatura di laboratorio e in particolare quanto segue.

Attrezzatura completa per analisi cromatografica su strato sottile, per lastre di vetro 20 x 20 cm.
Lampada a luce ultravioletta, con lunghezza d’onda 366 o 254 nm.

Microsiringhe da 100 pl e 500 pl.

Imbuto cilindrico filtrante a setto poroso G 3 (porosita 15-40 pm) di diametro circa 2 cm e altezza circa 5 cm,
idoneo per filtrazione sotto vuoto con giunto smerigliato maschio.

Beuta da 50 ml con giunto femmina smerigliato, adattabile allimbuto filtrante (3.4).
Provetta da 10 ml a fondo conico con tappo di vetro a tenuta.

Essiccatore a cloruro di calcio.

Sistema HPLC costituito da:

pompa binaria;

iniettore manuale o automatico dotato di loop da 200 pl;

degassificatore in linea;

rivelatore UV-VIS o IR.

Colonna HPLC (25 cm x 4 mm d.i.) con gel di silice 60 (particelle da 5 pm).

Filtro per siringhe da 0,45 pm.

Beuta da 25 ml.

REAGENTI

Idrossido di potassio, titolo minimo 85 %.
Idrossido di potassio, soluzione etanolica circa 2 M:

si sciolgono, sotto raffreddamento, 130 g di idrossido di potassio (4.1) in 200 ml di acqua distillata, quindi si
porta a 1 litro con etanolo (4.9). Si conserva la soluzione in bottiglie di vetro scuro ben tappate, per un massimo
di due giorni.

Etere etilico, per analisi.
Idrossido di potassio, soluzione etanolica circa 0,2 M:
si sciolgono 13 g di idrossido di potassio (4.1) in 20 ml di acqua distillata e si porta a 1 litro con etanolo (4.9).

Lastre di vetro 20 x 20 cm stratificate con gel di silice, senza indicatore di fluorescenza, spessore 0,25 mm (sono
reperibili in commercio gia pronte per l'uso).

Acetone, per cromatografia.
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4.7. n-esano, per cromatografia.
4.8.  Etere etilico, per cromatografia.
4.9.  Etanolo per analisi.

4.10. Acetato di etile per analisi.

4.11. Soluzione di riferimento per la cromatografia su strato sottile: colesterolo, fitosteroli, alcoli e soluzione di
eritrodiolo al 5 % in acetato di etile (4.10).

4.12. Soluzione di 2,7-diclorofluoresceina, soluzione etanolica allo 0,2 %. Si rende leggermente basica aggiungendo
qualche goccia di soluzione alcolica 2 M di idrossido di potassio (4.2).

4.13. Miscela n-esano (4.7)/etere etilico (4.8) in rapporto 65:35 (V/[V).

4.14. Per la fase mobile HPLC, n-esano (4.7)/etere etilico (4.8) in rapporto 1:1 (V/V).

5. METODO DI RIFERIMENTO: SEPARAZIONE DEI COMPOSTI ALCOLICI MEDIANTE LASTRA BASICA PER LA CROMATO-
GRAFIA SU STRATO SOTTILE

Preparazione delle lastre basiche per la cromatografia su strato sottile: si immergono o intingono le lastre al gel di
silice (4.5) per circa 4 cm nella soluzione etanolica 0,2 M di idrossido di potassio (4.4) per 10 secondi, si lasciano
quindi asciugare sotto cappa per due ore e infine si pongono in stufa a 100 °C per un’ora.

Si tolgono dalla stufa e si conservano in essiccatore a cloruro di calcio (3.7) fino al momento dellimpiego (le
lastre cosi trattate devono essere impiegate entro 15 giorni).

Nella camera di sviluppo delle lastre si introduce una miscela esanofetere etilico (4.13) (Nota 3) fino all’altezza di
circa 1 cm. Si chiude la camera con 'apposito coperchio e si lascia cosi per almeno mezz'ora, in luogo fresco, in
modo che si stabilisca I'equilibrio liquido-vapore. Sulle superfici interne della camera possono essere fissate delle
strisce di carta da filtro che peschino nell'eluente: questo accorgimento permette di ridurre di circa 1/3 il tempo
di sviluppo e di ottenere una pit uniforme e regolare eluizione dei componenti.

Nota 3: Al fine di ottenere condizioni di eluizione perfettamente riproducibili, la miscela di sviluppo deve essere
sostituita a ogni prova; in alternativa € possibile utilizzare un solvente costituito da n-esano/etere etilico

50:50 (V/V).

Si prepara una soluzione al 5 % circa di insaponificabile preparato come descritto nella parte 1 in acetato di etile
(4.10) e, con la microsiringa da 100 pl (3.3), si depositano sulla placca cromatografica (4.5), a 2 cm dall'estremita
inferiore, 0,3 ml della soluzione in una striscia sottile e uniforme. In allineamento con la linea di caricamento, si
depositano 2-3 pl della soluzione di riferimento (4.11), allo scopo di identificare, a sviluppo ultimato, le bande
degli steroli, dei dialcoli triterpenici e degli alcoli.

Si pone la placca nella camera di sviluppo (3.1). La temperatura ambiente dovra essere mantenuta fra 15 e 20 °C
(Nota 4). Si chiude subito la camera col coperchio e si lascia eluire fino a che il fronte del solvente sia arrivato
a circa 1 cm dal bordo superiore della placca. Si rimuove quindi la placca dalla camera di sviluppo e si fa
evaporare il solvente in corrente di aria calda oppure lasciando la placca per un po’ di tempo sotto cappa.

Nota 4: Una temperatura pil elevata potrebbe peggiorare la separazione.

Si spruzza la placca debolmente e uniformemente con la soluzione di 2,7-diclorofluoresceina (4.12) e la si lascia
asciugare. Osservando la placca alla lampada ultravioletta (3.2) si individuano le bande degli steroli, dei dialcoli
triterpenici e degli alcoli per allineamento con la macchia ottenuta con la soluzione di riferimento (4.11); si
delimitano con una matita nera i limiti delle bande lungo i margini di fluorescenza (v. placca cromatografica
Figura 1).

Con una spatola metallica si raschia il gel di silice compreso nell’area delimitata. Il materiale asportato, finemente
sminuzzato, viene introdotto nellimbuto filtrante (3.4); si aggiungono 10 ml di acetato di etile caldo (4.10), si
mescola accuratamente con la spatola metallica e si filtra (sotto vuoto se necessario), raccogliendo il filtrato nella
beuta (3.5) collegata all'imbuto filtrante.

Si lava il residuo nella beuta per tre volte con etere etilico (4.3) (circa 10 ml per volta), raccogliendo sempre il
filtrato nella stessa beuta attaccata allimbuto; si fa evaporare il filtrato fino a un volume di circa 4-5 ml, si
trasferisce la soluzione residua nella provetta da 10 ml precedentemente pesata (3.6), si porta a secco con blando
riscaldamento in leggera corrente di azoto, si riprende con qualche goccia di acetone (4.6), si riporta ancora
a secco mediante evaporazione. Il residuo contenuto nella provetta ¢ costituito dalle frazioni di steroli e dialcoli
triterpenici o dalle frazioni di alcoli e alcoli triterpenici.
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3.1.
3.2

3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.2.4.

3.3.

3.4.

4.1.
4.2.
4.3.

SEPARAZIONE DELLA FRAZIONE ALCOLICA MEDIANTE HPLC

Si dissolve l'insaponificabile ottenuto come descritto nella parte 1 in 3 ml della fase mobile (4.14), si filtra la
soluzione con un filtro per siringa (3.10) e si mette da parte.

Si iniettano 200 pl della soluzione di insaponificabile filtrata nel sistema HPLC (3.8).

Si effettua la separazione HPLC a 0,8 ml/min, si scartano i primi 5 minuti e si raccoglie in beute da 25 ml (3.11)
trai 5 ei 10 minuti per gli alcoli alifatici e triterpenici e tra 11 e 25 minuti per gli steroli, l'eritrodiolo e I'uvaolo
(Nota 5).

La separazione puo essere controllata con un rivelatore UV a lunghezze d’onda 210 nm o un rivelatore dell'indice
di rifrazione (v. Figura 6).

Le frazioni sono fatte evaporare fino a secchezza e preparate per l'analisi cromatografica.

Nota 5: Controllare attentamente la pressione della pompa HPLC, l'etere etilico pud aumentare la pressione;
regolare il flusso in modo da mantenere sotto controllo la pressione.

PARTE 3

ANALISI GASCROMATOGRAFICA DELLE FRAZIONI DEI COMPOSTI ALCOLICI
OGGETTO

La presente parte fornisce un orientamento generale per la determinazione mediante gascromatografia con
colonna capillare della composizione qualitativa e quantitativa dei composti alcolici isolati con il procedimento
specificato nella parte 2 del presente metodo.

PRINCIPIO

Le frazioni raccolte dallinsaponificabile mediante cromatografia su strato sottile o HPLC sono trasformate in
trimetilsilileteri e analizzate mediante gascromatografia in colonna capillare con iniezione split e rivelatore
a ionizzazione di flamma.

APPARECCHIATURA

La normale apparecchiatura di laboratorio e in particolare quanto segue.
Provetta da 10 ml a fondo conico con tappo di vetro a tenuta.

Gascromatografo idoneo per il funzionamento con colonna capillare, dotato di dispositivo di iniezione di tipo
split, costituito da:

camera termostatica per le colonne, in grado di mantenere la temperatura desiderata con la precisione di * 1 °C;
complesso di iniezione termoregolabile con elemento vaporizzatore in vetro persilanizzato e sistema split;
rivelatore a ionizzazione di fiamma;

sistema di acquisizione di dati idoneo per il funzionamento con il rivelatore a ionizzazione di fiamma (3.10.3),
integrabile manualmente.

Colonna capillare in silice fusa, lunga 20 - 30 m, diametro interno 0,25 - 0,32 mm, internamente ricoperta di
una miscela costituita da 5 % difenil - 95 % dimetilpolisilossano (fase stazionaria SE-52 o SE-54 o equivalenti),
fino a uno spessore uniforme compreso fra 0,10 e 0,30 pum.

Microsiringa per gascromatografia da 10 pl con ago cementato idonea all'iniezione split.

REAGENTI

Piridina anidra, per cromatografia.
Esametildisilazano per analisi.

Trimetilclorosilano per analisi.
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4.4.  Soluzioni campione di trimetilsilileteri degli steroli: si preparano al momento dell'impiego partendo da steroli ed
eritrodiolo ottenuti da oli che li contengano.

4.5.  Soluzioni standard di trimetilsilileteri degli alcoli alifatici da C20 a C28: si preparano al momento dell'impiego
a partire da miscele di alcoli puri.

4.6.  Gas vettore: idrogeno o elio, puri per gascromatografia.
4.7.  Gas ausiliari: idrogeno, elio, azoto e aria, puri per gascromatografia.

4.8. Reagente per la sililazione costituito da una miscela 9:3:1 (V/V[V) di piridina-esametildisilazano-trimetilcloro-
silano.

4.9. n-esano, per cromatografia.

5. PREPARAZIONE DEI TRIMETILSILILETERI

Nella provetta (3.1) contenente la frazione di composto alcolico si aggiunge il reagente per la sililazione (4.8)
(Nota 6), in ragione di 50 pl per ogni milligrammo di composto alcolico, evitando ogni assorbimento di umidita
(Nota 7).

Nota 6: Esistono in commercio soluzioni gia pronte per l'uso; sono inoltre disponibili altri reagenti per la
sililazione, quali ad esempio il bis-trimetilsililtrifluoroacetammide + 1 % di trimetilclorosilano da diluire
in uno stesso volume di piridina anidra. La piridina puo essere sostituita dalla stessa quantita di
acetonitrile.

Nota 7: Leventuale formazione di una leggera opalescenza ¢ normale e non ¢ causa di alcuna anomalia. La
formazione di un flocculato bianco o la comparsa di una colorazione rosa sono indizio della presenza
di umidita o di alterazione del reagente. In questi casi la prova dovra essere ripetuta (solo se si utilizza
esametildisilazano/trimetilclorosilano).

Si tappa la provetta (3.1), si agita cautamente (senza capovolgere) fino a completa solubilizzazione dei composti.
Si lascia a sé per almeno 15 minuti a temperatura ambiente, quindi si centrifuga per alcuni minuti: la soluzione
limpida ¢ pronta per l'analisi gascromatografica.

6. ANALISI GASCROMATOGRAFICA
6.1.  Operazioni preliminari, condizionamento della colonna capillare

Si installa la colonna (3.3) nel gascromatografo, collegando il terminale di ingresso all'iniettore del dispositivo
split e il terminale di uscita al rivelatore.

Si eseguono i controlli generali del complesso gascromatografico (tenuta dei circuiti dei gas, efficienza del
rivelatore, efficienza del sistema di split e del sistema di registrazione ecc.).

Se la colonna ¢ messa in uso per la prima volta ¢ consigliabile procedere al suo condizionamento: si fa scorrere
un leggero flusso di gas attraverso la colonna stessa, quindi si accende il complesso gascromatografico e si inizia
un riscaldamento graduale fino a raggiungere una temperatura di almeno 20 °C superiore a quella di esercizio
(Nota 8). Si mantiene tale temperatura per almeno due ore, quindi si porta il complesso alle condizioni di funzio-
namento (regolazione del flusso dei gas e del dispositivo split, accensione della fiamma, collegamento con I'elabo-
ratore, regolazione della temperatura della colonna, del rivelatore e dell'iniettore ecc.) e si registra il segnale a una
sensibilita almeno due volte superiore a quella prevista per l'esecuzione dell'analisi. Il tracciato della linea di base
deve risultare lineare, esente da picchi di qualsiasi natura, e non deve presentare deriva. Una deriva rettilinea
negativa indica imperfetta tenuta delle connessioni della colonna, mentre una deriva positiva indica un insuffi-
ciente condizionamento della colonna.

Nota 8: La temperatura di condizionamento deve in ogni caso essere inferiore di almeno 20 °C rispetto alla
temperatura massima prevista per la fase stazionaria utilizzata.
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6.2.  Condizioni operative

Ottimizzare il programma di temperatura e il flusso del gas vettore in modo da ottenere cromatogrammi simili
alle Figure da 3 a 6.

Sono stati testati e sono risultati utili i seguenti parametri:

6.2.1. Alcoli alifatici

Programma della stufa 180 °C (8 min.) — 260 °C (a 5 °C/min.) — 260 °C (15 min.)
Temperatura dell'iniettore 280 °C

Temperatura del rivelatore 290 °C

Velocita lineare del gas vettore elio (20 - 30 cm/s); idrogeno (30 - 50 cms)

Rapporto di split da 1:50 a 1:100

Volume iniettato 0,5 - 1 pl di soluzione di TMSE.

6.2.2. Steroli e dialcoli triterpenici

Programma della stufa 260 + 5 °C isotermica

Temperatura dell'iniettore 280 - 300 °C

Temperatura del rivelatore 280 - 300 °C

Velocita lineare del gas vettore elio (20 - 30 cm/s); idrogeno (30 - 50 cms)
Rapporto di split da 1:50 a 1:100

Volume iniettato 0,5 - 1 pl di soluzione di TMSE.

Tali condizioni possono essere modificate in funzione delle caratteristiche della colonna e del gascromatografo, in
modo da ottenere cromatogrammi che soddisfino le condizioni seguenti:

— il tempo di ritenzione dell’'alcole C26 deve essere 18 + 5 minuti

— il picco dell’alcole C22 deve essere: per l'olio di oliva 80 = 20 % del fondo scala, per l'olio di sansa di oliva
40 £ 20 % del fondo scala

— il tempo di ritenzione del picco di p-sitosterolo deve essere 20 * 5 minuti
— il picco del campesterolo deve essere: per 'olio di oliva (contenuto medio 3 %) 20 £ 5 % del fondo scala

— si deve avere separazione di tutti gli steroli presenti; ¢ necessario che i picchi oltre che separati siano anche
completamente risolti, cio¢ che il tracciato del picco raggiunga la linea di base prima di risalire per il picco
successivo. E tuttavia tollerata anche una risoluzione incompleta purché il picco TRR 1,02 (sitostanolo) sia
quantificabile secondo la perpendicolare.

6.3. Esecuzione dell’analisi

Con la microsiringa da 10 pl (3.4) si preleva 1 pl di esano, si aspirano 0,5 pl di aria e successivamente 0,5 - 1 pl
della soluzione del campione; si alza ancora lo stantuffo della siringa in modo che l'ago sia vuoto. Si introduce
l'ago attraverso la membrana dell'iniettore e dopo 1-2 secondi si inietta rapidamente e si estrae quindi lentamente
I'ago dopo circa 5 secondi. E possibile utilizzare anche un iniettore automatico.

Si effettua la registrazione fino a completa eluizione dei TMSE dei corrispondenti composti alcolici presenti. La
linea di base deve essere sempre corrispondente ai requisiti delle pertinenti condizioni operative (6.2.1 0 6.2.2).
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6.4.

6.5.

Identificazione dei picchi

L'identificazione dei singoli picchi viene effettuata in base ai tempi di ritenzione e per paragone con miscele di
TMSE degli alcoli alifatici e triterpenici o degli steroli e dei dialcoli triterpenici, analizzate nelle medesime
condizioni. La Figura 3 riporta un cromatogramma della frazione costituita da alcoli alifatici e triterpenici; la
Figura 2 riporta i corrispondenti cromatogrammi degli steroli e dei dialcoli triterpenici.

Gli alcoli alifatici vengono eluiti secondo il seguente ordine: C20-olo (S.1), C22-olo, C23-olo, C24-olo, C25-olo,
C26-olo, C27-olo e C28-olo.

Gli steroli e i dialcoli triterpenici vengono eluiti secondo il seguente ordine: colesterolo, brassicasterolo,
ergosterolo, 24-metilencolesterolo, campesterolo, campestanolo, stigmasterolo, A7-campesterolo, A5,23-stigmasta-
dienolo, clerosterolo, f-sitosterolo, sitostanolo, A5-avenasterolo, A5,24-stigmastadienolo, A7-stigmastenolo, A7-
avenasterolo, eritrodiolo e uvaolo.

Valutazione quantitativa

Si procede al calcolo delle aree dei picchi di 1-eicosanolo e degli alcoli alifatici C22, C24, C26 e C28 mediante un
sistema di acquisizione dei dati. Il coefficiente di risposta di 1-eicosanolo si deve intendere unitario.

Si procede al calcolo delle aree dei picchi di a-colestanolo, steroli e dialcoli triterpenici mediante l'elaboratore.
Non vengono considerati i picchi di eventuali componenti non compresi fra quelli elencati nella Tabella 1 (non si
deve calcolare l'ergosterolo). Il coefficiente di risposta dell'a-colestanolo si deve intendere unitario.

Si calcola la concentrazione di ogni singolo composto alcolico, in mg/kg di sostanza grassa, come segue:

Composto alcolico x = A xmg 1000
A, Xm

in cui:

>
1

area del picco del composto alcolico x, in unita di calcolo dell'elaboratore

>
I

area del picco di 1-eicosanolo/a-colestanolo, in unita di calcolo dell'elaboratore

=]
I

massa di 1-eicosanolo/a-colestanolo aggiunta, in milligrammi

massa del campione prelevato per la determinazione, in grammi.

8
I

ESPRESSIONE DEI RISULTATI

Si riportano le concentrazioni dei singoli alcoli alifatici e triterpenici, in mg/kg di sostanza grassa e, come «tenore
totale di alcoli alifatici», la loro somma. Il tenore totale ¢ la somma di C22, C24, C26 e C28.

Il contenuto di ogni singolo composto alcolico deve essere espresso con una cifra decimale.
La concentrazione totale di steroli deve essere espressa senza decimali.

Si calcola il contenuto percentuale di ogni singolo sterolo dal rapporto fra l'area del picco corrispondente e la
somma delle aree dei picchi degli steroli:

Sterolo x = A x 100
A

in cui:
A_ = area del picco per lo sterolo x
YA = somma delle aree di tutti i picchi degli steroli.

P-sitosterolo apparente: A5,23-stigmastadienolo + clerosterolo + [-sitosterolo + sitostanolo + A5-
avenasterolo + A5,24-stigmastadienolo.



L 250/44

Gazzetta ufficiale dell'Unione europea 30.9.2019

Si calcola il contenuto percentuale di eritrodiolo e uvaolo:

Eritrodiolo 4+ uvaolo = Aw T Aw 100
in cui: T
A, = area dell'eritrodiolo in unita di calcolo dell’elaboratore
A, = area dell'uvaolo in unita di calcolo dell'elaboratore
3, = somma delle aree degli steroli + eritrodiolo + uvaolo in unita di calcolo dell’elaboratore.

Oltre a calcolare la percentuale relativa dei singoli steroli e dialcoli triterpenici e la concentrazione totale di
steroli, si deve calcolare anche la concentrazione di eritrodiolo e uvaolo e la relativa somma, in mg/kg di sostanza
grassa, secondo le seguenti espressioni:

Ap X mg

Eritrodiolo = x 1000
Uvaolo = Ag XM, 1000
in cui: S
A, = area del picco di eritrodiolo, in unita di calcolo dell'elaboratore
Ay, = area delluvaolo in unita di calcolo dell’elaboratore
A, = area del picco dell'a-colestanolo, in unita di calcolo dell'elaboratore
m, = massa di a-colestanolo aggiunta, in milligrammi

m = massa del campione prelevato per la determinazione, in grammi.
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Appendice

Idrocarburi

Prenoli

Metilsteroli

Steroli

o N e NN e L S

a-tocoferolo

Alcoli triterpenici
Alcoli alifatici

Dialcoli triterpenici

Figura 1 - Cromatografia su strato sottile della frazione insaponificabile dell'olio di sansa di oliva eluita due volte in
esano:etere etilico (65:35), sviluppata con SO4H2 (50 %) e riscaldata. Le bande da raschiare sono quelle all'interno del
rettangolo; 1 sono le bande degli alcoli alifatici e 2 quelle degli steroli e dei dialcoli triterpenici.

Tabella I - Tempi di ritenzione relativi degli steroli

Tempo di ritenzione relativo

Picco Identificazione
Colonna SE 54 Colonna SE 52
1 Colesterolo A-5-colesten-3-olo 0,67 0,63
2 Colestanolo 5a-colestan-3£-olo 0,68 0,64
3 Brassicasterolo [24S]-24-metil-A-5,22-colestadien-3f-olo 0,73 0,71
* Ergosterolo [245]-24-metil-A-5,7,22 colestatrien-34- 0,78 0,76
olo
4 24-metilencolesterolo 24-metilen-A-5,24-colestadien-36-010 0,82 0,80
5 Campesterolo (24R)-24-metil-A-5-colesten-3£-olo 0,83 0,81
6 Campestanolo (24R)-24-metil-colestan-3£-olo 0,85 0,82
7 Stigmasterolo (248S)-24-etil-A-5,22-colestadien-38-olo 0,88 0,87
8 A-7-campesterolo (24R)-24-metil-A-7-colesten-38-olo 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienolo | (24R,S)-24-etil-A-5,23-colestadien-3£-olo 0,95 0,95
10 Clerosterolo (248)-24-etil-A-5,2 5-colestadien-3£-olo 0,96 0,96
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Tempo di ritenzione relativo
Picco Identificazione
Colonna SE 54 Colonna SE 52
11 R-sitosterolo (24R)-24-etil-A-5-colesten-3£-olo 1,00 1,00
12 Sitostanolo 24-etil-colestan-3£-olo 1,02 1,02
13 A-5-avenasterolo (24Z)-24-etiliden-A-colesten-3£3-olo 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienolo | (24R,S)-24-etil-A-5,24-colestadien-38-olo 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenolo (24R,S)-24-etil-A-7-colesten-3£3-olo 1,12 1,12
16 A-7-avenasterolo (24Z)-24-etiliden-A-7-colesten-38-olo 1,16 1,16
17 Eritrodiolo 5a-olean-12-en-3,28-diolo 1,41 1,41
18 Uvaolo A12-ursen-3,28-diolo 1,52 1,52
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Figura 2 - Profilo cromatografico GC-FID degli steroli e dei dialcoli triterpenici di un olio di oliva raffinato. 1)
colesterolo, 2) a-colestanolo (S.I), 3) 24-metilencolesterolo, 4) campesterolo, 5) campestanolo, 6) stigmasterolo, 7)
A5,23-stigmastadienolo, 8) clerosterolo, 9) f-sitosterolo, 10) sitostanolo, 11) A5-avenasterolo, 12) A5,24-stigmasta-
dienolo, 13) A7-stigmastenolo, 14) A7-avenasterolo, 15) eritrodiolo, 16) uvaolo.
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Figura 3 - Profilo cromatografico GC-FID degli steroli e dei dialcoli triterpenici di un olio di oliva lampante. 1)
colesterolo, 2) a-colestanolo (S.I), 3) brassicasterolo, 4) 24-metilencolesterolo, 5) campesterolo, 6) campestanolo, 7)
stigmasterolo, 8) A7-campesterolo, 9) A5,23-stigmastadienolo, 10) clerosterolo, 11) f-sitosterolo, 12) sitostanolo, 13) A5-
avenasterolo, 14) A5,24-stigmastadienolo, 15) A7-stigmastenolo, 16) A7-avenasterolo, 17) eritrodiolo, 18) uvaolo.
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Figura 4 - Profilo cromatografico GC-FID degli alcoli alifatici e degli alcoli triterpenici dell'olio di oliva. (S.I) C20-olo, 1)
C22-olo, 2) C24-olo, 3) C26-olo, 4) C28-olo, 5) alcoli triterpenici.
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Figura 5 - Profilo cromatografico GC-FID degli alcoli alifatici e degli alcoli triterpenici di un olio di oliva raffinato e un
olio di oliva di seconda centrifugazione. (S.I) C20-olo, 1) C22-olo, 2) C24-olo, 3) C26-olo, 4) C28-olo, 5) alcoli

triterpenici.
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Figura 6 - Cromatogramma HPLC dell'insaponificabile di un olio di oliva separato mediante HPLC con rivelatore UV. 1)
Alcoli alifatici e triterpenici 2) Steroli e dialcoli triterpenici»
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