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NARIZENI KOMISE (ES) & 702/2007

ze dne 21. éervna 2007,

kterym se méni nafizeni (EHS) ¢ 2568/91 o charakteristikich olivového oleje a olivového oleje
z pokrutin a o pfislusnych metodich analyzy

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,
s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na nafizeni Rady (ES) ¢. 865/2004 ze dne 29. dubna
2004 o spolecné organizaci trhu s olivovym olejem a stolnimi
olivami a o zméné nafizeni (EHS) ¢. 827/68 (1), a zejména na ¢l.
5 odst. 3 uvedeného nafizeni,

vzhledem k témto davodtm:

(1)  Nafizeni Komise (EHS) ¢. 2568/91 (?) definuje fyzikdlni
a chemické charakteristiky olivového oleje a olivového
oleje z pokrutin a stanovi metody hodnoceni téchto
charakteristik. Tyto metody, jakoZ i mezni hodnoty tyka-
jici se charakteristik oleji, musi byt aktualizovany,
pfi¢emz je tieba zohlednit ndzory chemickych odborniki
a postupovat v souladu s dokonéenymi pracemi v rdmci
Mezindrodni rady pro olivovy olej.

(2)  Chemicti odbornici se pfedeviim domnivaji, Ze kvantifi-
kace procentudlniho podilu 2-glyceril monopalmititu je
pfesnéjsi pro detekci esterifikovanych oleji. SniZeni
mezni hodnoty pro stigmasta v panenskych olivovych
olejich také umoziiuje lepsi oddéleni panenskych
a rafinovanych olivovych olejt.

(3)  Aby se poskytlo obdobi pro pfizptsobeni se novym
normdm a pro zavedeni prostiedkil potfebnych k jejich
pouziti a v zdjmu zabranéni naruseni obchodnich operaci
je tieba pouziti tohoto nafizeni odlozit do 1. ledna 2008.
Ze stejnych divodd je tfeba stanovit, Ze olivové oleje
a pokrutiny, které byly v souladu s prévnimi predpisy
vyrobeny a oznaleny etiketou ve Spolecenstvi nebo

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu

V Bruselu dne 21. ¢ervna 2007.

() Uk vést. L 161, 30.4.2004, 5. 97.
(3 Uf. vést. L 248, 5.9.1991, s. 1. Nafizeni naposledy pozménéné
naffzenim (ES) ¢. 1989/2003 (Uf. vést. L 295, 13.11.2003, s. 57).

byly dovezeny do Spolecenstvi a propustény do volného
obéhu pred uvedenym datem, mohou byt uvddény na trh
aZ do vycerpdni zdsob.

(4)  Opatfeni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se
stanoviskem Ridictho vyboru pro olivovy olej a stolni

olivy,
PRIJALA TOTO NARIZENI:

Cldnek 1
Nafizeni (EHS) ¢. 2568/91 se méni takto:

1) V ustanoveni ¢l. 2 odst. 1 se $estd odrdzka nahrazuje timto:

,— pro stanoveni procentniho podilu 2-glyceril monopalmi-
titu metodou uvedenou v piiloze VIL*.

2) Prilohy se méni v souladu s piilohou tohoto nafizeni.

Clanek 2

Toto nafizeni vstupuje v platnost tfetim dnem po vyhldseni
v Ufednim véstniku Evropské unie.

Toto nafizeni se pouzije ode dne 1. ledna 2008.

Produkty, které viak byly v souladu s pravnimi pfedpisy vyro-
beny a oznaleny etiketami ve Spolecenstvi nebo dovezeny do
Spolecenstvi a propustény do volného obéhu pted 1. lednem
2008, mohou byt uvddény na trh az do vycerpani zisob.

a piimo pouzitelné ve viech clenskych statech.

Za Komisi
Mariann FISCHER BOEL
clenka Komise
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PRILOHA

Prilohy nafizeni (EHS) ¢. 256891 se méni takto:
1) Obsah se méni takto:
a) ndzev piilohy II se nahrazuje timto:

,Stanoveni volnych mastnych kyselin, metoda za studena®;

b) nazev piilohy VII se nahrazuje timto:

L»Stanoveni procentudlniho podilu 2-glyceril monopalmitdtu®.

2) Piiloha I se nahrazuje timto:
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3) Dodatek 1 se méni takto:

a) prvni odrdzka se nahrazuje timto:

,— Kyselost Priloha II Stanoveni volnych mastnych kyselin, metoda za studena‘;

b) tiindctd odrdzka se nahrazuje timto:

,— Nasycené mastné kyseliny Piiloha VII Stanoveni procentnfho podilu 2-glyceril monopalmitdtu*.

v poloze 2

4) V piiloze II se nazev nahrazuje timto:

,STANOVENI VOLNYCH MASTNYCH KYSELIN, METODA ZA STUDENA“.

5) Piloha IV se nahrazuje timto:

3.2

33

3.4

LPRILOHA IV

STANOVENI OBSAHU VOSKU POMOCI KAPILARNI PLYNOVE CHROMATOGRAFIE

PREDMET
Tato metoda popisuje postup stanoveni obsahu vosku v olivovych olejich. Vosky se déli podle poctu atoma

uhliku. Tuto metodu Ize pouZit zejména k rozliSeni mezi olivovym olejem ziskanym lisovinim a extrakei
(olivovy olej z pokrutin).

PODSTATA METODY

K tuku nebo oleji se pfimisi vhodny vnitini standard a poté se provddi chromatografickd frakéni destilace na
hydratované silikagelové koloné. Ziskand frakce eluovand nejprve pii testovacich podminkdch (jejiz polarita je
mensi neZ polarita triglyceridt) se piimo analyzuje pomoci kapildrni plynové chromatografie.

PRISTROJE A POMUCKY
Koénickd 25ml barka.

Sklenénd chromatografickd plynovd kolona o vnitinim priméru 15 mm a délce 30 az 40 cm vybavend
ventilem.

Plynovy chromatograf vhodny pro pouZiti s kapildrni kolonou a vybaveny pfimym vstiikovdnim, obsahujici:
Termostatickou komoru pro kolony vybavenou programdtorem teploty.

Studené néstiikové zafizeni pro piimé zavadéni do kolony.

Plameno-ioniza¢ni detekéni ¢idlo a konverzni zesilovac.

Integrator se zapisovacem, vhodny pro provoz s konverznim zesilovacem (3.3.3), s rychlosti odezvy nizsi nez 1
sekundu a s nastavitelnou rychlosti posunu papiru. (Lze téZ pouzit informacni systémy, které umoznuji
ziskavani dat z plynové chromatografie pomoci PC.)

Kapildrni kolona, ze skla nebo taveného kiemene, dlouhd 8 az 12 m s vnitinim primérem 0,25 az 0,32 mm,
obsahujici kapalnou fizi, o jednotné tloustce 0,10 az 0,30 um. (Kapalné fize SE 52 nebo SE 54 vhodné
k pouziti v obchodu.)

Mikrostitkacka na 10 pl pro pimy vstiik do kolony opatfend tvrzenou jehlou.
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3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

Elektricky vibrator.

Rotacni odpafovac.

Muflové pec.

Analytické vihy s pfesnosti méfeni + 0,1 mg.
Bézné laboratorni sklenéné nadoby.

REAKCNI CINIDLA
Silikagel s velikost{ zrna od 60 do 200 pm.

Silikagel se umisti alespori na ¢tyii hodiny do pece o teploté 500 °C. Nechd se ochladit a pfidaji se 2 % vody
v poméru k odebranému mnozstvi silikagelu. R4dnym protiepanim se smés homogenizuje. Pied pouzitim se
ponechd nejméné 12 hodin ve tmé.

n-hexan pro chromatografii.
Diethylether pro chromatografii.
n-heptan pro chromatografii.

Standardni roztok 0,1 % (m/V) laurylarachiddtu v hexanu (vnitini standard). (Lze téZ pouzit palmityl palmitdt
a myristyl steardt.)

Sudan 1 (1-fenyl-azo-2-naftol).

Nosny plyn: vodik nebo ¢isté helium pro plynovou chromatografii.
Pomocné plyny:

— vodik, ¢isty pro plynovou chromatografii,

— wvzduch, €isty pro plynovou chromatografii.

POSTUP
Piiprava chromatografické kolony

Provede se suspenze 15 g silikagelu (4.1) v n-hexanu (4.2) a zavede se do kolony (3.2). Po spontdnni sedi-
mentaci se tato dokon¢i pomoci elektrického vibratoru (3.5), aby byla chromatografickd vrstva co nejhomo-
genngjsi. Provede se perkolace 30 ml n-hexanu za Gcelem odstranéni piipadnych neistot. Pomoci vah (3.8) se
navazi pfesné 500 mg vzorku do banky (3.1) a pfidd se vhodné mnozstvi vnitintho standardu (4.5) v zavislosti
na predpoklddaném obsahu vosku. Napt. 0,1 mg laurylu arachiddtu v p¥ipadé olivového oleje a 0,25 az 0,5 mg
v piipadé olivového oleje z pokrutin. Ziskany vzorek se za pomoci dvou dévek 2 ml n-hexanu (4.2) prevede do
chromatografické kolony.

Umozni se, aby hladina rozpoustédla poklesla tak, aby byla 1 mm nad horni drovni absorbentu, a poté se
provede perkolace 70 ml doplitkového n-hexanu za Gcelem odstranéni n-alkand, které jsou pfirozené piitomny.
Poté se zahdji chromatografické eluovéni, odejme se 180 ml smési n-hexanu/diethyletheru v poméru 99:1 pii
pritoku pfiblizné 15 kapek za 10 sekund. Eluovani vzorku se musi provést pii teploté okoli 22 °C # 4.

Pozndmky:
— Smés n-hexanu s diethyletherem v poméru 99:1 se musi pfipravovat kazdy den.
— Aby bylo mozno vizudlné kontrolovat spravné eluovani voskd, je mozno do roztoku vzorku pfidat 100 ul 1 % Sudanu

v eluovaci smési. Jelikoz mé barvivo pfechodnou vazbu mezi vosky a triglyceridy, je tieba eluci pferusit, jakmile zabarven{
dosdhne spodni ¢dsti chromatografické kolony, nebot vSechny vosky byly eluovany.
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5.2
5.2.1

5.2.2

5.3

Ziskand frakce se ususi v rotatnim odpafovaci (3.6), aZ je téméf vSechno rozpoustédlo odstranéno. Posledni
2 ml rozpoustédla se odstrani za pomoci slabého proudu dusiku; poté se pfidd 2—4 ml n-heptanu.

Analyza plynovou chromatografii
Pripravné prdce

Kolona se spoji s plynovym chromatografem (3.3), vstupni port se pipoji ke kolonovému systému (on-column
system) a vystupni port k detek¢énimu ¢inidlu. Poté se plynovy chromatograf prekontroluje (t€snost plynovych
vedenti, funkce detekéniho ¢inidla a zdznamniku atd.).

Kapilarni kolony, které maji byt pouzity poprvé, je nutno nejprve kondicionovat. Kapildrni kolonou se nechd
protékat malé mnozstvi nosného plynu, poté se zapne plynovy chromatograf a nechd se postupné zahfivat.
Postupné se zahfivd, dokud neni zhruba po 4 hodinich dosazeno teploty 350 °C. Tato teplota se udrzuje
nejméné dvé hodiny a poté se provede regulace pracovnich podminek (regulace pratoku plynu, zapdleni
plamene, piipojeni elektronického zapisovace (3.3.4), nastaveni teploty kolonové komory, detekéntho cinidla
atd.) a signdl se nastavi na citlivost, kterd ¢ini nejméné dvojndsobek nejvyssi drovné uvazované pro provedeni
analyzy. Zakladni linie zdznamu musi byt rovnd, bez jakychkoli piki nebo driftd.

Zéaporné drifty jsou zndmkou nedokonalé tésnosti spoji kolony, zatimco kladné svédéi o nedostatecné kondi-
cionaci kolony.

Vybér pracovnich podminek

Pracovni podminky, které je tfeba vSeobecné dodrzovat, jsou tyto:

— teplota kolony:

20 °C/min 5 °C/min 20 °C/min
nejdiive — 240 °C — 325°C - 340 °C
80 °C (6") (10")
1)

— teplota detekéntho cinidla: 350 °C,

— mnozstvi nastitknuté latky: 1 pl roztoku n-heptanu (2-4 ml),

— nosny plyn: optimalni linedrn{ rychlost helia nebo vodiku u vybraného plynu (viz dodatek),

— citlivost piistroje: md odpovidat nize uvedenym podminkdm:

Tyto podminky mohou byt upraveny podle charakteristik kolony a plynového chromatografu s cilem oddélit
vSechny vosky, dosdhnout dostate¢ného rozpusténi pikd (viz obrizek) a reten¢niho Casu vnitintho standardu
C3,, ktery musi byt 18 = 3 minuty. Nejreprezentativngjsi pik vosku musi doséhnout nejméné 60 % z plného
rozsahu.

Parametry pro integraci piki se nastavi tak, aby doslo ke spravnému vyhodnoceni ploch uvazovanych pikd.

Pozndmka: Vzhledem k tomu, Ze konecnd teplota je vysokd, pfipousti se kladny drift, ktery nesmi preséhnout 10 % z plného
rozsahu.

Provedeni analyzy
Do mikrostifkacky na 10 pl se natdhne 1 pl roztoku; pist mikrostifkacky se povytdhne tak, aby se vyprazdnila

jehla. Jehla se zavede pfes septum vstiikové komory a piiblizné po jedné nebo dvou sekundidch se rychle
nastitkne roztok; piiblizné po péti sekundich se jehla pomalu vytdhne.

Zaznamenavani je provadéno, dokud vosky nejsou zcela eluovany.

Zékladni linie zdznamu musi vidy odpovidat pozadavkim.
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5.4

5.5

Identifikace pikii
Identifikace jednotlivych pikii se provddi podle reten¢nich ¢asti a porovndnim se smésmi voskd, jejichZ retenéni
¢asy jsou zndmé a které byly analyzovdny za stejnych podminek.

Chromatogram voskt panenského olivového oleje je zndzornén na obrazku.

Kvantitativni vyhodnoceni

Pomoci integritoru se vypocitaji plochy pikii odpovidajicich vnitinimu standardu a alifatickym esterim Cy¢ az
C46.

Obsah vosku jednotlivych esterti vyjadfeny v mgfkg tukové litky se vypocitd podle vzorce:

Ay x mg x 1 000
As xm

ester, mg/kg =

Ay = plocha piku kazdého esteru v milimetrech ¢tvere¢nich;

A; = plocha piku vnitintho standardu v milimetrech Ctverecnich;
mg = hmotnost pfidaného vnitiniho standardu v miligramech;
m = hmotnost vzorku pouzitého pro stanoveni v gramech.

VYJADRENI VYSLEDKU

Uvadi se souhrn obsaht jednotlivych voska Cy az Cuv mglkg tukové litky (ppm).

Pozndmka: Slouceniny, které je tfeba kvantifikovat, se stanovi vzhledem k pikim esterti s poctem uhlikéi mezi C4g a Cy44 podle
piikladu chromatogramu voski olivového oleje uvedeného na ndsledujicim obrazku. Pokud se ester C,q objevi dvakrit,

doporucuje se pro jeho identifikaci provést analyzu frakce voskd olivového oleje z pokrutin, v niZ je pik C44 snadno
rozpoznatelny, jelikoz jasné prevazuje.

Vysledky se vyjadii s pfesnosti na jedno desetinné misto.
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Obrdzek

Chromatogram voskit olivového oleje (*)

30 .00_1 N

25.004

20.004

15.00

10 .00

U
5.00- 3

0004 L 1 l__s-—l
T
35

Vysvétlivky:

LS. = Lauryl arachiddtu;
1 = Estery diterpenu;
2 +2' = Estery Cy;

3+ 3" = Estery Cyp

4 + 4" = Estery Cyy

5 = Estery Cyg;

6 = Estery sterolt a triterpenicky alkohol.

(*) Po eluovani estert: sterolii musi byt chromatografickd linie bez vyznamnych pika (triglyceridd).

Dodatek
Stanoveni linedrni rychlosti plynu

Do plynového chromatografu nastaveného na normdlni pracovni podminky se vstitkne 1 aZ 3 pl methanu nebo
propanu. ZméH se doba prichodu plynu kolonou od pocatku vstitku do okamziku eluce pika (tyy).

Linedrni rychlost proudéni v cm/s je dina pomérem Lfty, kde L je délka kolony v cm a (ty) je Cas zméfeny
v sekunddch.”
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6) Piiloha VII se nahrazuje timto:

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10

3.11

3.13

3.14

LPRILOHA VII

STANOVENI PROCENTNIHO PODILU 2-GLYCERIL MONOPALMITATU

PREDMET A ROZSAH POUZITI

Tato metoda popisuje analyticky postup stanoveni procentudlntho podilu kyseliny palmitové ve 2. pozici
triglyceridt hodnocenim 2-glyceril monopalmitatu.

Tato metoda se pouzije na tekuté rostlinné oleje pii teploté okoli (20 °C).

PODSTATA METODY

Po piipravé se vzorek oleje podrobi tcinku pankreatické lipazy. Parcidlni a specifickd hydrolyza v pozici 1
a 3 molekuly triglyceridu zptisobuje, Ze monoglyceridy se objevi na 2. pozici. Procentudlni podil 2-glyceril
monopalmitdtu v monoglycerické frakci se stanovi po silylaci pomoci kapildrni plynové chromatografie.

PRISTROJE A POMUCKY
Kénickd 25ml barka.

Kédinky na 100, 250 a 300 ml.

Sklenénd chromatografickd kolona o vnitinim priméru 21-23 mm a délce 400 mm s vlozkou ze sintro-
vaného skla a kohoutem.

Nedélené pipety na 10, 50, 100 a 200 ml.

Barky na 100 a 250 ml.

Rotaéni odpafovac.

Centrifuga¢ni zkumavky s konickym dnem na 10 ml se zabrousenou sklenénou zitkou.
Odstredivka pro zkumavky o obsahu 10 a 100 ml.

Termostat umoziujici udrZet teplotu na 40 °C s pfesnosti na 0,5 °C.

Délené pipety na 1 a 2 ml

Hypodermicka stifkacka na 1 ml.

Mikrostitkacka na 100 pl.

Nélevka na 1 000 ml.

Plynovy chromatograf pro kapildrni kolony se studenym néstiikovym zafizenim on column pro piimé
zavadéni vzorku do kolony a s termostatem, ktery je schopen udrzovat zddanou teplotu s pfesnosti na
1°C.

Studené néstiikové zafizeni on column pro piimé zavadéni vzorku do kolony.
Plameno-ioniza¢ni detektor a elektrometr.

Integrator se zapisovacem, vhodny pro elektrometr, s rychlosti odezvy nizsi nez 1 sekundu a s nastavi-
telnou rychlosti posunu papiru.

Kapildrni kolona, ze skla nebo taveného kiemene, dlouhd 8 az 12 m s vnitfnim primérem 0,25 aZ
0,32 mm, obsahujici methylpolysiloxan nebo 5 %-fenyl-methylpolysiloxan, o tloustce 0,10 az 0,30 pm,
kterou je mozno pouzit pii 370 °C.

Mikrostitkacka na 10 pl pro piimy vstiik do kolony opatfend tvrzenou jehlou o délce min. 7,5 cm.



22.6.2007

[ Cs ]

Utedni véstnik Evropské unie

L 161/21

4.2

43

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

4.11

412

4.13

4.14

4.15

4.16

5.1.1.1

CHEMIKALIE

Silikagel s velikosti zrna od 0,063 az po 0,200 mm (70/280 mesh), ktery se pfipravi takto: silikagel se
polozi do porceldnové misky, susi se v susdrné po dobu 4 hodin pii teploté 160 °C, pak se nechd ochladit
v exsikdtoru pii pokojové teploté. Pfidd se voda o objemu shodném s 5% vihy silikagelu takto: do
500 ml banky se navdzi 152 g silikagelu a piidd se 8 g destilované vody, baiika se zazitkuje a jemné
protiepd, aby se voda rozlozila rovnomérné. Nechd se odstdt na alespont 12 hodin pfed pouzitim.

n-hexan pro chromatografii.
Isopropanol.
Isopropanol, vodny roztok 1/1 (V/V).

Pankreatickd lipdza. Pouzitd lipdza musi mit aktivitu mezi 2,0 A 10 jednotkami lipdzy na mg (v obchodé
existuji pankreatické lipdzy s aktivitou mezi 2 a 10 jednotkami na mg enzymu).

Tlumivy roztok trihydroxy-methyl-aminomethanu: 1 M vodny roztok upraveny na pH 8 (kontrola poten-
ciometrem) pfiddnim koncentrované kyseliny chlorovodikové (1/1 V/[V).

Choldt sodny (enzymatické kvality), vodny roztok o koncentraci 0,1 % (tento roztok se musi pouZit do
15 dnt po piiprave).

Chlorid vapenaty, vodny roztok o koncentraci 22 %.

Diethylether pro chromatografii.

Vyvijeci rozpoustédlo: smés n-hexanu/diethyletheru (87/13) (V/[V).
Hydroxid sodny, roztok o koncentraci 12 % hmotnostnich.
Fenolftalein, 1 % roztok ethanolu.

Nosny plyn: vodik nebo helium, pro plynovou chromatografii.

Pomocné plyny: — vodik o minimdlni cistoté 99 %, bez vlhkosti a organickych latek, a vzduch, pro
plynovou chromatografii stejnd Cistota.

Silaniza¢ni ¢inidla: smés pyridinu/hexametyldisilazanu, trimetylchlorosilanu 9/3/1 (V/V[V) (Roztoky pfipra-
vené k pouziti jsou na trhu. Mohou se pouZit jind silyla¢ni ¢inidla, zejména bis-trimethylsilyl trifluorace-
tamid + 1 % trimetylchlorosilan, zfedénd stejnym objemem bezvodého pyridinu.)

Referencni vzorky: ¢isté monoglyceridy nebo smési, které maji podobné procentudlni sloZen{ jako vzorek.

POSTUP
Piiprava vzorku

Oleje, které maji volnou kyselost nizsi nez 3 %, nemusi byt neutralizovdny pted chromatografii na
silikagelové koloné. Oleje, které maji volnou kyselost vy3si nez 3 %, musi byt neutralizovany podle
bodu 5.1.1.1.

Do nélevky na 1 000 ml (3.13) se vleje 50 g oleje a 200 ml n-hexanu. Pfidd se 100 ml isopropanolu
a mnozstvi roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 12 % (4.11) odpovidajici volné kyselosti oleje, plus
5% navic. Jednu minutu se dikladné protiepe. PFidd se 50 ml destilované vody, znovu se protiepe
a nechd se usadit.

Po déleni se odstrani spodni mydlové vrstva. Odstrani se také jakékoli mezilehlé vrstvy (sliz, nerozpustné
hmoty). Hexanovy roztok neutralizovaného oleje se promyje ndslednymi ddvkami 50 az 60 ml roztoku
isopropanolu/vody 1/1 (V/V) (4.4), dokud razové zabarveni fenolftaleinu nezmizi.

Vétsina hexanu se odstrani destilaci ve vakuu (napf. v rotacnim odpafovaci) a olej se pielije do banky na
100 ml (3.5). Olej se susi ve vakuu, dokud nebude rozpoustédlo zcela odstranéno.

K tomu musi byt kyselost oleje nizsi nez 0,5 %.
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5.1.2

5.2
5.2.1

522

Do koénické 25 ml banky (3.1) se pfevede olej piipraveny podle vyse uvedeného zpiisobu a rozpusti se ve
vyvijecim rozpoustédle (10 ml, 4.10). Roztok se nechd odstdt na alespori 15 minut pfed chromatografii na
silikagelové koloné.

Pokud je roztok kalny, odstedi se, aby byly zabezpeceny optimalni podminky pro chromatografii. (Mohou
se pouZit kartony silikagelu SPE na 500 mg, které jsou pfipraveny k pouZiti.)

Piiprava chromatografické kolony

Do kolony se vlije (3.3) zhruba 30 ml vyvijectho rozpoustédla (4.10) a pomoci sklenéné tycinky se do

spodni ¢asti kolony zavede kousek vaty. Stlaci se, aby se odstranil vzduch.

V kddince se pfipravi suspenze 25 g silikagelu (4.1) ve zhruba 80 ml vyvijectho rozpoustédla a naleje se
do kolony za pomoci ndlevky.

Ovéfi se, zda je cely silikagel zaveden do kolony; vymyje se vyvijecim rozpoustédlem (4.10), otevie se
kohoutek a hladina kapaliny se nechd dostoupit zhruba 2 mm nad horni droven silikagelu.

Kolonovd chromatografie

Do 25 ml batiky (3.1) se navdzi pfesné 1,0 g pfipraveného vzorku podle bodu 5.1.

Vzorek se rozpusti v 10 ml vyvijectho rozpoustédla (4.10). Roztok se vlije do pfipravené chromatografické
kolony podle bodu 5.1.3. Zabrani se tomu, aby se plocha kolony hybala.

Otevie se kohoutek a roztok vzorku se nechd odkapat, nez dosihne hladiny silikagelu. Rozpusti se
pomoci 150 ml vyvijectho rozpoustédla. Pritok se upravi na 2 ml/min (tak, aby 150 ml proteklo do
kolony piiblizné za 60-70 minut).

Do baniky na 250 ml, kterd byla predtim zvdZena, se odebere eludt. Rozpoustédlo se ve vakuu odpaii
a jeho zbylé stopy se odstrani pod proudem dusiku.

Barika se zvdZi a vypocitd se mnozstvi ziskaného extraktu.

(V ptipadé pouziti uz hotovych silikagelovych patron SPE se postupuje takto: zavede se 1 ml roztoku
(5.1.2) do predem pfipravenych patron s 3 ml n-hexanu.

Po perkolovéni roztoku se vyviji 4 ml n-hexanu/dietyleteru v objemovém poméru 9/1 (V/V).
Eludt se odebere do 10 ml zkumavky a odpatuje se pod proudem dusiku az do vysuseni.

Suché reziduum se podrobi pankreatické lipaze (5.2). Zdkladem je ovéfit sloZeni mastnych kyselin pfed
a po prechodu patronou SPE.)
Hydrolyza pankreatickou lipizou

Do centrifuga¢ni zkumavky se odvdze 0,1 g oleje piipraveného podle bodu 5.1. Pfidd se 2 ml tlumivého
roztoku (4.6), 0,5 ml roztoku choldtu sodného (4.7) a 0,2 ml roztoku chloridu vépenatého, pficemz po
kazdém piidani se protiepe fddné smési. Zkumavka se uzavie zdbrusovou zitkou a umisti se do termo-
statu pii teploté 40 £ 0,5 °C.

Pridd se 20 mg lipazy, opatrné se protiepe (tak, aby se nenamocila zdtka), a zkumavka se dd do termo-
statu pfesné na 2 minuty, potom se vybere, béhem 1 minuty diikladné protfepavd a nechd se vychladit.

Pridd se 1 ml dietyleteru, zazdtkuje se a diikladné protiepe, potom se odstiedi a pomoci mikrostifkacky se
roztok etheru pfenese do €isté a suché zkumavky.

Pfiprava silanizovanych derivdti a plynovd chromatografie

Pomoci mikrostifkacky se 100 pl roztoku (5.2.3) zavede do 10 ml zkumavky s konickym dnem.

Rozpoustédlo se odstrani pod slabym proudem dusiku, ptidd se 200 pl silaniza¢niho ¢inidla (4.15),
zkumavka se uzavie zdtkou a nechd 20 minut odstat.

Po 20 minutdch se ptidd 1 az 5 ml n-hexanu (v zdvislosti na chromatografickych podminkach): vysledny
roztok je pfipraveny pro plynovou chromatografii.
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5.4

5.4.1

5.4.2

Plynova chromatografie

Pracovni podminky jsou tyto:

— teplota néstiikového zafizeni (ndstiikové zafizeni on column) niZ§i nez teplota varu rozpoustédla
(68 °0),

— teplota detektoru: 350 °C,

— teplota kolony: nastaveni teploty pece: 60 °C béhem 1 minuty, kazdou minutu se zvysi o 15 °C az do
dosazeni 180 °C, potom o 5 °C za minutu az do 340 °C, dile se udrzuje 340 °C béhem 13 minut,

— nosny plyn: vodik nebo helium nastavené na linedrni rychlost pfiméfenou k dosazeni rozlieni
znazornéného na obrdzku 1. Retencni ¢as triglyceridu Cs4 musi byt 40 + 5 minut (viz obrdzek 2)
(Vyse uvedené podminky postupu se uvadéji pouze orienta¢né. Kazdy subjekt je musi pro dosazeni
pozadovaného rozliSeni optimalizovat. Vyska piku odpovidajici 2-glyceril monopalmitdtu musi dosih-
nout alespont 10 % rozsahu stupnice zapisovace.),

— mnozstvi nastifknuté latky: 0,5-1 pl roztoku (5 ml) n-hexanu (5.3.3).
Identifikace pikil
Identifikace jednotlivych monoglyceridi se provadi podle reten¢nich Castt a porovninim se standardnimi

smésmi monoglyceridti, které byly analyzovany za stejnych podminek.

Kvantitativni vyhodnoceni

Plocha kazdého piku se vypocitd pomoci elektronického integratoru.
VYJADRENI VYSLEDKU

Procentudlni obsah glyceryl monopalmitdtu se vypocitd na zakladé vztahu mezi plochou odpovidajiciho
piku a souctem ploch piktt vdech monoglyceridil (viz obrdzek 2), podle vzorce:

Glycéril monopalmitate (%): %g x 100

(Glycéril monopalmitate = glyceril monopalmitat)

kde:

A, = plocha piku, ktery odpovida glyceril monopalmitétu;

SA = soucet ploch viech pikd, které odpovidaji monoglyceridiim;

Vysledek se uvadi s presnosti na jedno desetinné misto.

ZPRAVA O ANALYZE

Zprava o analyze musi uvadét:

— odkaz na tuto metodu,

— viechny tdaje potfebné k tplné identifikaci vzorku,

— vysledek analyzy,

— kazdy odklon od této metody, at uz pokud jde o rozhodnuti dotcenych stran nebo z jiného divodu,

— podrobné identifikacni tidaje o laboratofi, datum uskutecnéni analyzy a podpis osob odpovédnych za
analyzu.
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Obrdzek 1

Chromatogram produkti z reakce silanizace, které byly ziskdny lipizou na rafinovaném olivovém
oleji s pfidinim 20 % esterifikovaného oleje (100 %)

100 10.384 12.266 21.649 23.310
- Huile d’olive raffinée
+ 20% huile estérifiée 17.89 -
1-2 monopalmitine
Acides gras libres
Squalene
1-2 mono C18 insat.
%
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12.525 1-2 monopalmitoléine 17 525 22203
'
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Vysvétlivky: ,acides gras libres* = volné mastné kyseliny; ,Huile d’olive raffinée + 20 % huile estérifiée” = rafinovany
olivovy olej + 20 % esterifikovany olej; ,1-2 monopalmitoléine“ = 1-2 monopalmitolein; ,1-2 mono Cig insat.”“ =

nenasyceny 1-2 mono Cg; ,squalene” = squalen.
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Obrdzek 2

Chromatogram:

A) neesterifikovaného olivového oleje po lipize; po silanizaci; za téchto podminek (kapildrni
kolona 8-12 m) je voskové frakce eluovand zdroveti s frakci diglyceridu nebo kritce poté.

Po lipdze by obsah triglyceridii nemél pfekrocit 15 %

*%

_L__MJLJL - III —

Vysvétlivky:

1 Volné mastné kyseliny
2 = Monoglyceridy

3 = Diglyceridy

4 = Triglyceridy

* = 2-monopalmitin

** = Triglycerid Cs,
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Chromatogram:

B) esterifikovaného olivového oleje po lipize; po silanizaci; za téchto podminek (kapildrni
kolona 8-12 m) je voskovd frakce eluovand zdroveini s frakci diglyceridu nebo kritce poté.

Po lipize by obsah triglyceridit nemél pfekrocit 15 %

B
*
ek
1T , A  dnet®) 4
7 2 3
T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 45

Vysvétlivky:

1 = Volné mastné kyseliny
2 = Monoglyceridy

3 = Diglyceridy

4 = Triglyceridy
* = 2-monopalmitin

** = Triglycerid Cs,

8. POZNAMKY
Pozndmka 1: PRIPRAVA LIPAZY

Lipdzy s dostatecnou aktivitou jsou obchodné dostupné. Je ale rovnéz mozné je pfipravit v laboratofi takto:

5 kg Cerstvé vepfové slinivky bfisni se vychladi na 0 °C; okolni sadlo a vazivova tkan se oddéli a v michadle se rozmélni,
dokud nevznikne tekutd mazlava pasta. Tato pasta se protiepe po dobu 4 az 6 hodin s 2,5 | bezvodého acetonu a poté
odstiedi. Zbytek se extrahuje tiikrdit pomoci stejného mnozstvi bezvodého acetonu, potom dvakrit pomoci smési
acetonu a diethyletheru 1:1 (V/V) a dvakrdt pomoci diethyletheru.

Zbytek se po 48 hodin susi ve vakuu za Gcelem ziskdni stabilntho prasku, ktery je mozné dlouho skladovat v lednicce
chrénény pred vlhkosti.
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Pozndmka 2: KONTROLA AKTIVITY LIPAZY

Emulze olivového oleje se pfipravi takto:

V michadle se po 10 minut protfepdvd smés slozend ze 165 ml roztoku arabské gumy o koncentraci 100 g/, 15 g
drceného ledu a 20 ml piedem neutralizovaného oleje.

Do 50 ml kddinky se zavede 10 ml této emulze, poté se postupné piidd 0,3 ml roztoku choldtu sodného o koncentraci
0,2 g/ml a 20 ml destilované vody.

Kédinka se vlozi do termostatu udrzovaného na teploté 37 °C; vlozi se elektrody pH metru a spirdlovité michadlo.
Pomoci byrety se po kapkich piiddvd roztok hydroxidu sodného 0,1 N, dokud hodnota pH nedosihne 8,3.

Pfidd se objem vodni suspenze lipdzy (0,1 g/ml lipdzy). Jakmile pH metr za¢ne ukazovat pH 8,3, zapnou se stopky a po
kapkdch se piikapava roztok hydroxidu sodného takovou rychlosti, aby se udrzovala hodnota pH 8,3. Zaznamend se
objem spotiebovaného roztoku za minutu.

Udaje se zaznamendvaji do grafového systému soufadnic tak, Ze osa nezdvisle proménnych (x-ovd osa) ponese Casové
tdaje a na ose zdvisle proménnych se uvede pocet mililitrii alkalického roztoku 0,1 N spotiebovaného na udrzeni
konstantniho pH. Vysledny graf musi byt linedrni.

Aktivita lipdzy vyjadfend v lipdzovych jednotkdch na 1 mg je pak ddna timto vzorcem:

VXN x100
B m

A

kde:

A je aktivita vyjddiend v jednotkdch lipdzy/mg;

V  je pocet ml roztoku hydroxidu sodného 0,1 N za minutu (vypocitany z grafu);
N je molarita roztoku hydroxidu sodného;

m je hmotnost zkusebni lipizy v mg.

Jednotka lipazy je definovand jako mnoZstvi enzymu, které uvolni 10 mikro-ekvivalentt kyseliny za minutu.”

7) V piiloze X ,A“ se bod 6.2 nahrazuje timto:

,6.2 Metylestery se pfipravi postupem B uvedenym v dalsi pfiloze X ,B". Tuky nebo oleje s obsahem volnych kyselin

vy$$im nez 3 % musi byt dopfedu neutralizovany v souladu s bodem 5.1.1 piilohy VIL®



