22.6.2007

Euroopa Liidu Teataja

L 161/11

KOMISJONI MAARUS (EU) nr 702/2007,
21. juuni 2007,

millega muudetakse miirust (EMU) nr 2568/91 oliividlide ja pressimisjiikide omaduste ja
asjakohaste analiiiisimeetodite kohta

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Uhenduse asutamislepingut,

vottes arvesse ndukogu 29. aprilli 2004. aasta madrust (EU) nr
865/2004 (mis kasitleb oliividli- ja lauaoliivide turu ihist
korraldust ja millega muudetakse médrust (EMU) nr
827/68), (1) eriti selle artikli 5 1diget 3,

ning arvestades jargmist:

(1) Komisjoni mairuses (EMU) nr 2568/91 (3) on mddrat-
letud oliividlide ja oliivijadkolide fiiiisikalised ja keemi-
lised omadused ning nende hindamise meetodid. Neid
meetodeid ning Olide teatavate omaduste piirvddrtusi
tuleb ajakohastada vastavalt keemiaekspertide seisukohta-
dele ning ldhtudes rahvusvahelise oliividlindukogu
raames ldbiviidud uurimustest.

(2)  Keemiaeksperdid on leidnud, et 2-gliitseriiiilmonopalmi-
taadi sisalduse mddramine on tipsem meetod esterdatud
olide sisalduse iseloomustamiseks. Stigmastadieeni piir-
vadrtuse vihendamine neitsioliiviblides vdimaldab ka
paremini eraldada neitsioliividlid ja rafineeritud oliividlid
teineteisest.

(3)  Uute normidega kohanemise vdimaldamiseks ja nende
rakendusmeetmete kehtestamiseks ning héirimatu kauple-
mise tagamiseks on otstarbekas litkata kiesoleva madruse
kohaldamine edasi kuni 1. jaanuarini 2008. Samadel
pohjustel tuleks ette niha, et enne nimetatud kuupieva
tthenduses seaduslikult valmistatud ja mérgistatud voi
tihendusse oiguspdraselt imporditud ja vabasse ringlusse

lubatud oliividli ja oliivijaakoli voib turustada kuni asjao-
maste laovarude 16ppemiseni.

(4)  Kdesoleva miirusega ettendhtud meetmed on kooskdlas
oliivioli ja lauaoliivide korralduskomitee arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Artikkel 1
Méirust (EMU) nr 2568/91 muudetakse jérgmiselt.

1. Artikli 2 16ike 1 kuues taane asendatakse jargmisega:

,— 2-gliitseriilmonopalmitaadi ~ protsendiline  sisaldus
maédratakse kindlaks VII lisas sitestatud meetodil.”

2. Lisasid muudetakse vastavalt kdesoleva miiruse lisale.

Artikkel 2

Kiesolev méidrus joustub kolmandal pieval parast avaldamist
Euroopa Liidu Teatajas.

Kiesolevat mairust kohaldatakse alates 1. jaanuarist 2008.

Samas voib tooteid, mis on tthenduses digusparaselt valmistatud
ja mirgistatud vdi mis on iihendusse Siguspdraselt imporditud
ja lubatud vabasse ringlusse enne 1. jaanuari 2008, turustada
kuni laovarude 16ppemiseni.

Kiesolev mairus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav kéikides liitkmesriikides.

Briissel, 21. juuni 2007

(1) ELT L 161, 30.4.2004, Ik 97.
(3 EUT L 248, 5.9.1991, Ik 1. Méérust on viimati muudetud mairusega
(EU) nr 1989/2003 (ELT L 295, 13.11.2003, Ik 57).

Komisjoni nimel
komisjoni liige
Mariann FISCHER BOEL
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LISA

Miiruse (EMU) nr 2568/91 lisasid muudetakse jirgmiselt.
1. Kokkuvotet muudetakse jargmiselt:
a) 1II lisa pealkiri asendatakse jirgmise pealkirjaga:

,Vabade rasvhapete mddramine kiilmmeetodil”;

b) VII lisa pealkiri asendatakse jargmise pealkirjaga:

»2-glitseriiilmonopalmitaadi protsendilise sisalduse maaramine”.

2. 1 lisa asendatakse jirgmise tekstiga:
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3. 1. liidet muudetakse jargmiselt:
a) esimene taane asendatakse jirgmise tekstiga:

,— Happelisus II lisa Vabade rasvhapete médramine killmmeetodil”;

b) kolmeteistkiimnes taane asendatakse jargmise tekstiga:

,— Killastunud rasvhapped 2. VII lisa 2-gliitseriiiilmonopalmitaadi protsendilise sisalduse maira-
positsioonis mine”.
4. 11 lisa pealkiri asendatakse jargmise tekstiga:

,VABADE RASVHAPETE MAARAMINE KULMMEETODIL”.

5. IV lisa asendatakse jargmiselt:

AV LISA

VAHADE SISALDUSE MAARAMINE KAPILLAARGAASIKROMATOGRAAFIA ABIL

1. EESMARK

Kdesoleva meetodiga méiratakse vahade sisaldust oliividlides. Vahade eraldamine toimub siisinikuaatomite arvu
alusel. Meetodit voib eeskitt kasutada pressimisega saadud oliividlide eristamiseks ekstraheerimisega saadud
olidest (oliivijadkolidest).

2. POHIMOTE

Rasvainele lisatakse sobivat sisestandardit, seejdrel fraktsioneeritakse kromatograafiliselt, kasutades hiidrateeritud
silikageelkolonni; katse tingimustes esimesena elueeritav fraktsioon ainetega, mis on trigliitseriididest vdhem
polaarsed, eraldatakse ning seda analiiiisitakse kapillaargaasikromatograafia abil.

3. SEADMED

3.1.  25milliliitrine Erlenmeyeri kolb.

3.2, Klaasist gaasikromatograafiakolonn sisediameeteriga 15,0 mm ja pikkusega 30-40 cm, mis on varustatud
kraaniga.

3.3.  Sobiv kapillaarkolonniga gaasikromatograaf, mis on varustatud siisteemiga, mis vdimaldab otse kolonni siisti-
mist ja koosneb jirgmistest osadest:

3.3.1. programmeeritava temperatuuriga termostaatkapp kolonnide jaoks;
3.3.2. killminjektor proovi viimiseks otse kolonni;
3.3.3. leckionisatsioondetektor ja muundurvdimend;

3.3.4. integraatormeerik, mida saab kasutada koos muundurvdimendiga (3.3.3), mille reageerimisaeg on alla 1 sekundi
ning mille paberi kiirust saab muuta; (vdib kasutada ka infotehnoloogiasiisteeme, milles gaasikromatograafia
andmed edastatakse arvuti vahendusel);

3.3.5. klaasist voi sulatatud ranidioksiidist kapillaarkolonn pikkusega 8-12 m ja sisediameetriga 0,25-0,32 mm, mis
on seestpoolt kaetud jaotusvedelikuga, mille kihi paksus on iihtlaselt 0,10-0,30 mm (vdib kasutada miiiigilo-
levaid SE 52 voi SE 54 tiiiipi jaotusvedelikke).

3.4.  10mikroliitrine mikrosiistal otse kolonni siistimiseks, mille ndelal on tugevdatud pinnakiht.
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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.

Elektriline vibraator.

Poordaurusti.

Muhvelahi.

Analiiiitiline kaal, kaalumistdpsus + 0,1 mg.
Tavalised klaasist laborindud.

REAKTIIVID

Silikageel, tera suurus 60-200 pm.

Geel pannakse vihemalt neljaks tunniks ahju temperatuuriga 500 °C. Lastakse jahtuda, seejdrel lisatakse vett
koguses, mis vastab 2 %le silikageeli massist. Segatakse korralikult iihtlase massi saamiseni. Hoitakse pimedas
vihemalt 12 tundi enne kasutamist.

n-heksaan, kromatograafias kasutamiseks.
Etiiiileeter, kromatograafias kasutamiseks.
n-heptaan, kromatograafias kasutamiseks.

Lauriiiilarahidaadi 0,1 % (m/V) standardlahus heksaanis (sisestandard) (vdib kasutada ka palmitiiiilpalmitaati voi
miiristiiiilstearaati).

. Sudaan 1 (1-feniiiil-aso-2-naftool).

Kandegaas: puhas vesinik voi heelium, gaasikromatograafias kasutamiseks.
Abigaasid:

— puhas vesinik, gaasikromatograafias kasutamiseks;

— puhas ohk, gaasikromatograafias kasutamiseks.

TOO KAIK
Kromatograafiakolonni valmistamine

n-heksaanis (4.2) suspendeeritakse 15 g silikageeli (4.1) ning viiakse kolonni (3.2). Lastakse settida. Homogeen-
sema kromatograafilise kolonni saamiseks to6deldakse settinud kolonni elektrilise vibraatoriga (3.5) ja lisandite
eemaldamiseks voolutatakse kolonni 30 ml n-heksaaniga. 25 milliliitrisesse Erlenmeyeri kolbi (3.1) kaalutakse
tapselt kaalu (3.8) abil 500 mg proovi ning lisatakse sobiv kogus sisestandardit (4.5), arvestades eeldatavat
vahasisaldust; nt oliivioli puhul lisatakse 0,1 mg ja oliivijadkoli puhul 0,25-0,5 mg lauriiiilarahidaati. Eelkirjel-
datud viisil ettevalmistatud proov kantakse kromatograafiakolonni, kasutades kahte n-heksaani (4.2) kogust
mahuga 4 2 ml.

Lahustil lastakse voolata, kuni absorbendi iilemise pinna kohale jidb 1 mm vedelikku, seejirel voolutatakse
kolonni veel 70 ml n-heksaaniga, et eemaldada proovis tavaliselt sisalduvad n-alkaanid. Seejdrel alustatakse
voolutamist; kogutakse 180 ml n-heksaani-etiiiileetri segu (vahekorras 99:1) voolukiirusel umbes 15 tilka 10
sekundi jooksul. Proovi elueerimine toimub toatemperatuuril 22 + 4 °C.

NB:

— n-heksaani-dietiiiileetri segu (99:1) tuleb valmistada igal paeval uuesti.

— Vahade nouetekohase elueerimise visuaalseks kontrollimiseks voib proovi lahusele lisada 100 pl 1 % sudaani lahust
elueerimissegus. Virvaine retentsiooniaeg on vahade ja trigliitseriidide retentsiooniaegade vahel; kui virvaine jéuab kroma-
tograafiakolonni pdhjani, tuleb elueerimine peatada, sest kdik vahad on elueeritud.
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5.2.
5.2.1.

5.2.2

5.3.

Niimoodi saadud fraktsiooni aurustatakse poordaurustis (3.6), kuni peaaegu kogu lahusti on eemaldatud.
Viimased 2 ml lahustit eemaldatakse norga limmastikuvoolu abil, seejirel lisatakse 2—4 ml n-heptaani.

Gaasikromatograafiline analiiiis
Ettevalmistustood

Kolonn pannakse gaasikromatograafi (3.3); sisselaskekoht iihendatakse on-column-siisteemiga ja viljalaskekoht
detektoriga. Kontrollitakse, et gaasikromatograafiaseade oleks tookorras (gaasijuhtmete lekkekindlus, detektori
tundlikkus, meerik jne).

Kui kolonni kasutatakse esimest korda, on soovitatav see tasakaalustada. Libi kolonni hakatakse norga joana
juhtima gaasi, seejdrel lilitatakse gaasikromatograafiaseade sisse. Jark-jargult, 4 tunni jooksul, tdstetakse tempe-
ratuur 350 °C-ni. Sellist temperatuuri hoitakse vdhemalt kaks tundi, secjirel reguleeritakse seade tooreziimile
(reguleeritakse gaasivoolu kiirust, leegi siitidet, thendatakse elektrilise meerikuga (3.3.4), reguleeritakse kolonni
termostaatkapi temperatuuri, detektorit jne). Registreeritakse signaal vahemalt kaks korda suuremal tundlikkusel,
kui on vaja analiitisi labiviimiseks. Saadav nulljoon peaks olema sirge, ilma igasuguste piikideta, ning see ei
tohiks kummalegi poole triivida.

Negatiivne sirge triiv nditab, et kolonn ei ole korralikult ithendatud; positiivne triiv osutab kolonni puudulikule
tasakaalustamisele.

. Todtingimuste valimine

Tootingimused on reeglina jirgmised:

— kolonni temperatuur:

20 °C/min 5 °C/min 20 °C/min

algul 80 °C - 240 °C - 325°C - 340 °C
(1) (6) (10)

— detektori temperatuur: 350 °C;

— sisestatava aine kogus: 1 pl lahust n-heptaanis (2—-4 ml);

— kandegaas: heelium voi vesinik asjaomase gaasi optimaalsel voolukiirusel (vt liide);

— seadme tundlikkus peab vastama jargmistele tingimustele:

Olenevalt kolonni ja gaasikromatograafi omadustest voib tingimusi muuta, et saavutada koikide vahade eraldu-
mine, piikide rahuldav lahutus (vt joonis) ja et Cj, sisestandardi retentsiooniaeg oleks 18 * 3 minutit. Vaha
koige tutipilisem piik peab olema vihemalt 60 % tiisskaalast.

Piigi integreerimisparameetrid madratakse kindlaks nii, et uuritavate piikide pindalasid oleks voimalik Bigesti
hinnata.

NB: Arvesse vottes korget 1dpptemperatuuri, on lubatav positiivne triiv, mis ei tohi iiletada 10 % skaala ulatusest.
Analiiiisi libiviimine
10mikroliitrisesse mikrosiistlasse voetakse 1 pl lahust; kolb tdmmatakse tagasi, kuni ndel on tithi. Noel viiakse

injektsioonisiisteemi ning 1-2 sekundi pdrast tehakse kiire siist. Umbes 5 sekundi pdrast tdmmatakse ndel
ettevaatlikult vilja.

Detektori signaali registreeritakse seni, kuni vahad on tiielikult elueeritud.

Nulljoon peab kogu aeg vastama nduetele.
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5.4.

5.5.

Piikide méiramine
Piigid madratakse retentsiooniaja pdhjal, vordlusest samadel tingimustel analiiiisitud teadaoleva retentsiooniajaga
vahade segudega.

Joonisel on esitatud neitsioliividli vahade kromatogramm.

Kvantitatiivne hindamine

Sisestandardile ja alifaatsetele estritele C4—Cygvastavate piikide pindalad arvutatakse integraatori abil.

Iga estri vahasisaldus milligrammides rasvaine kilogrammi kohta arvutatakse jargmiselt:

Ay x mg x 1 000
A xm

ester, mg/kg =

>
I

x = iga estri piigi pindala ruutmillimeetrites;

A = sisestandardi piigi pindala ruutmillimeetrites;
m, = lisatud sisestandardi mass milligrammides;
m = mdadramisel kasutatud proovi mass grammides.

TULEMUSTE VALJENDAMINE

Mirgitakse erinevate C4o- kuni Cy¢-vahade sisalduste summa milligrammides rasva kilogrammi kohta (ppm).

NB. Miiratavate koostisosade puhul osutatakse vahade piikidele, mis paiknevad paarisarvulise siisinikuaatomite arvuga estrite
Cy9 ja Cy6 vahel, vastavalt jargneval joonisel esitatud oliividli vahade kromatogrammile. Kui ester C4¢ esineb kahekordsena, on
soovitatav selle identifitseerimiseks analiiiisida pressimisjdikide oli vahafraktsiooni, kus C4¢ piiki on kerge éra tunda, sest see
on oluliselt suurem.

Tulemused viljendatakse ithe kiimnendkoha tipsusega.
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Joonis

Oliividli vahade kromatogramm (*)

30 .00_1 I I
I.S.
25.004
20 00|
15.00
4
3
10 00}
2
2 H
500 3
'
0004 L 1 e
1 6
T T T T T T T
(o] 5 10 15 20 25 30 35
Tahistused:
LS. = lauriiiilarahidaat
1. = diterpeenestrid
2+ 2" = estrid Cy
3+ 3" = estrid Cyy
4+ 4" = estrid Cyy
5. = estrid Cyq
6. = steroolestrid ja triterpeenalkoholid.

(*) Pirast steroolestrite valjumist ei tohi kromatogrammil enam ilmuda mérkimisvéirseid piike (trigliitseriide).

Liide
Gaasi voolukiiruse miiramine

Kui gaasikromatograaf on viidud tavapirasesse tooreziimi, siistitakse kolonni 1-3 pl metaani voi propaani ning
mdddetakse stopperiga aeg siistimise hetkest kuni piigi alguseni (tyy); selle ajaga liks metaan voi propaan ldbi kolonni.

Voolukiirus (cm/s) madratakse valemiga Lfty, kus L on kolonni pikkus sentimeetrites ja ty; on stopperiga mdddetud
aeg sekundites.”
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JVII LISA

2-GLUTSERUULMONOPALMITAADI PROTSENDILISE SISALDUSE MAARAMINE

EESMARK JA RAKENDAMISALA

Kiesoleva meetodiga madratakse trigliitseriidide 2. positsioonis oleva palmitiinhappe protsendilist sisaldust
2-gliitseriiilmonopalmitaadi hindamise abil.

Seda meetodit saab kasutada toatemperatuuril (20 °C) vedelate taimedlide puhul.

POHIMOTE

Pirast Oliproovi ettevalmistamist lastakse proovil reageerida pankrease lipaasiga — toimub trigliitseriidi
molekuli spetsiifiline osaline hiidroliiiis 1. ja 3. positsioonis, mille tulemusena tekivad 2-monogliitseriidid.
2-gliitseriiiilmonopalmitaadi sisaldus monogliitseriidi fraktsioonis maaratakse parast silaanimist kapillaar-
kolonn-gaasikromatograafia abil.

KASUTATAVAD SEADMED JA MATERJALID

25milliliitrine Erlenmeyeri kolb
100-, 250- ja 300milliliitrised keeduklaasid

Klaasist kromatograafiakolonn sisediameetriga 21-23 mm ja pikkusega 400 mm, mis on varustatud
klaasfilterketta ja kraaniga

Gradueeritud 10-, 50-, 100- ja 200milliliitrised modtesilindrid

100- ja 250milliliitrised iimarkolvid

Poordaurusti

10milliliitrised lihvkorgiga tsentrifuugitopsid, millel on kooniline pdhi
Tsentrifuug tooks 10- ja 100milliliitriste tsentrifuugitopsidega
Termostaat, mis vdimaldab hoida temperatuuri 40 + 0,5 °C
Gradueeritud 1- ja 2milliliitrised pipetid

Imilliliitrine hiipodermiline siistal

100mikroliitrine mikrosiistal

1 000 milliliitrine jaotuslehter

Kapillaarkolonniga gaasikromatograaf, mis on varustatud siisteemiga, mis voimaldab proovi otse kiilmalt
kolonni siistimist, ja ahjuga, mis hoiab soovitud temperatuuri 1 °C tipsusega

Kilminjektor proovi viimiseks otse kolonni
Leekionisatsioondetektor ja elektromeeter

Koos elektromeetriga kasutatav integraatormeerik, mille reageerimisaeg on kuni 1 sekund ning mille
paberi kiirust saab muuta

Klaasist voi sulatatud ranidioksiidist kapillaarkolonn pikkusega 8-12 m ja sisediameetriga 0,25-0,32 mm,
mis sobib to6ks kuni 370 °C juures ja mis on seestpoolt kaetud 5 % metiiiilpoliisiloksaani voi feniiiil-
metiiiilpoliisiloksaani kihiga, mille paksus on 0,10-0,30 pm

Vahemalt 7,5 cm pikkune 10mikroliitrine mikrosiistal otse kolonni siistimiseks, mille ndelal on tugev-

datud pinnakiht
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5.1.
5.1.1.

5.1.1.1.

REAKTIIVID

Silikageel tera suurusega 0,063-0,200 mm (sdelaava 70-280), mis on ette valmistatud jirgmisel viisil.
Silikageel pannakse portselankaussi, kuivatatakse kuivatuskapis 160 °C juures 4 tundji, lastakse eksikaatoris
jahtuda toatemperatuurini. Lisatakse vett koguses, mis vastab 5 % le silikageeli massist, tehes seda jargmisel
viisil: 500milliliitrisesse Erlenmeyeri kolbi kaalutakse 152 g silikageeli ja lisatakse 8 g destilleeritud vett,
suletakse korgiga ja segatakse ettevaatlikult, et tagada vee iihtlane jaotumine. Enne kasutamist lastakse
seista viahemalt 12 tundi.

n-heksaan, kromatograafias kasutamiseks
Isopropanool
Isopropanooli vesilahus (mahusuhe 1:1)

Pankrease lipaas. Kasutatava lipaasi aktiivsus peab olema vahemikus 2,0-10 lipaasiithikut mg kohta
(muiigilolevate lipaaside aktiivsus on 2-10 iihikut ensiiimi mg kohta)

Puhverlahus: 1 M tris-hiidroksiimetiiiilaminometaani lahuse pH reguleeritakse potentsiomeetriga kontrol-
lides véirtusele 8, lisades selleks kontsentreeritud soolhapet (mahusuhe 1:1)

Naatriumkolaat, ensiiimikvaliteediga, 0,1 % vesilahus (lahus tuleb dra kasutada 15 pdeva jooksul parast
valmistamist)

Kaltsiumkloriid, 22 % vesilahus

Dietiiiileeter, kromatograafias kasutamiseks

Elueerimislahus: n-heksaani ja dietiiiileetri segu (mahusuhe 87:13)
Naatriumhiidroksiid, 12massiprotsendiline lahus

Fenoolftaleiin, 1 % lahus etanoolis

Kandegaas: vesinik voi heelium gaasikromatograafias kasutamiseks

Abigaasid: kuiv vesinik, vdhemalt 99 % puhtusega, ei tohi sisaldada orgaanilisi aineid; dhk kromatograafias
kasutamiseks, sama puhtusastmega

Silaanimisreaktiiv: piiridiini, heksametiiiildisilasaani ja trimetiiiilklorosilaani segu (mahusuhe 9:3:1). (Miitigil
on vastavad valmissegud. Kasutada voib ka muid silaanimisreaktiive, niiteks bistrimetiiiilsiliriiltrifluoroat-
setamiid + 1 % trimetiiiilklorosilaani, mis on lahustatud samas koguses veevabas piiridiinis.)

Standardproovid: puhtad monogliitseriidid voi proovile sarnaste mahusuhetega monogliitseriidide segud,
mille teadaolevad mahusuhted on samad kui proovil.

TOO KAIK
Proovi ettevalmistamine

Olisid, milles vabade hapete sisaldus on alla 3 %, ei ole vaja neutraliseerida enne kromatografeerimist
silikageelkolonnis. Olid, mille vabade hapete sisaldus on suurem kui 3 %, tuleb neutraliseerida vastavalt
punktile 5.1.1.1.

1 000 milliliitrisesse jaotuslehtrisse (3.13) kallatakse 50 g &li ja 200 ml n-heksaani. Lisatakse 100 ml
isopropanooli ja selline kogus 12 % naatriumhiidroksiidi (4.11), mis on 5 % suurem kui vabade hapete
kogus olis. Loksutatakse tugevasti 1 minuti jooksul. Lisatakse 100 ml destilleeritud vett, loksutatakse
uuesti ja lastakse seista.

Pirast kihistumist eemaldatakse alumine kiht, mis sisaldab seepe. Eemaldatakse ka véimalikud vahepealsed
kihid (lima ja mittelahustuvad ained). Neutraliseeritud 6li lahust heksaanis pestakse jirjestikuste
50-60milliliitriste isopropanooli vesilahuse (mahusuhe 1:1) (4.4) kogustega kuni fenoolftaleiini roosa
virvuse kadumiseni.

Vaakumdestilleerimisega (nditeks podrdaurusti abil) eemaldatakse suurem osa heksaanist ja 8li kantakse iile
100milliliitrisesse imarkolbi (3.5). Oli kuivatatakse vaakumis kuni lahusti tdieliku eemaldamiseni.

Selle toimingu tulemusena peab 8li happelisus jadma alla 0,5 %.
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5.1.2.

5.2.
5.2.1.

1,0 g eespool kirjeldatud viisil ettevalmistatud 8li pannakse 25milliliitrisesse Erlenmeyeri kolbi (3.1) ja
lahustatakse 10 ml elueerimislahuses (4.10). Enne kromatografeerimist silikageelkolonnis lastakse lahusel
vihemalt 15 minutit seista.

Kui lahus on higune, tsentrifuugitakse see, et luua optimaalsed tingimused kromatograafia jaoks. (On
lubatud kasutada miiiigilolevaid valmis SPE silikageelipadruneid (500 mg)).

Kromatograafiakolonni valmistamine

Kolonni (3.3) kallatakse ligikaudu 30 ml elueerimislahust (4.10), kolonni alumisse otsa viiakse klaaspulga

abil vatitiikk ja pressitakse seda 6hu eemaldamiseks.

Keeduklaasis valmistatakse suspensioon 25 g silikageelist (4.1) ja ligikaudu 80 ml elueerimislahusest;
suspensioon kallatakse lehtri abil kolonni.

Kontrollitakse, et kogu silikageel oleks viidud kolonni, loputatakse seda elueerimislahusega (4.10), avatakse
kraan ja lastakse vedelikul voolata, kuni silikageeli kohale jaib ligikaudu 2 mm vedelikku.
Kolonnkromatograafia

25 milliliitrisesse Erlenmeyeri kolbi (3.1) kaalutakse tdpselt 1,0 g punkti 5.1 kohaselt ettevalmistatud

proovi.

Proov lahustatakse 10 ml elueerimislahuses (4.10). Lahus kantakse iile punkti 5.1.3 kohaselt valmistatud
kromatograafiakolonni. Tuleb viltida kolonnitdidise pinna liigutamist.

Avatakse kraan ja proovi lahusel lastakse vilja voolata seni, kuni tase jouab silikageeli tasemeni. Elueeri-
takse 150 ml elueerimislahusega. Elueerimislahust lisatakse kiirusega 2 ml/min (150 ml lisamine kolonni
votab aega ligikaudu 60-70 min).

Eluaat kogutakse eelnevalt kaalutud 250milliliitrisesse iimarkolbi. Lahusti aurustatakse vaakumis, viimased
lahusti jdljed eemaldatakse limmastikuvoolus.

Umarkolb kaalutakse ja arvutatakse eraldatud aine kogus.

(Juhul kui kasutatakse miitigilolevaid valmis SPE silikageelipadruneid, toimitakse jargmiselt: 1 ml lahust
(5.1.2) viiakse padrunitesse, mis on eelnevalt ette valmistatud 3 ml n-heksaaniga.

Pirast lahuse ndrgumist kolonni elueeritakse 4 ml n-heksaani-dietiitileetri lahusega (mahusuhe 9:1).
Eluaat kogutakse 10milliliitrisesse katseklaasi ja aurustatakse limmastikuvoolus kuivaks.

Kuivaine hiidroliiiisitakse pankrease lipaasiga (5.2). Oluline on kontrollida rasvainete sisaldust enne ja
parast SPE-padruni kasutamist).
Hiidroliiiis pankrease lipaasiga

Tsentrifuugitopsi kaalutakse 0,1 g punkti 5.1 kohaselt ettevalmistatud proovi. Lisatakse 2 ml puhverlahust
(4.6), 0,5 ml naatriumkolaadi lahust (4.7) ja 0,2 ml kaltsiumkloriidi lahust; parast iga lahuse lisamist
segatakse hoolikalt. Tops suletakse lihvkorgiga ja asetatakse termostaati temperatuuriga 40 + 0,5 °C.

Lisatakse 20 mg lipaasi, segatakse hoolikalt (viltides korgi kokkupuutumist lahusega) ning asetatakse tops
tapselt 2 minutiks termostaati, seejirel vdetakse see termostaadist vilja, loksutatakse tugevasti tdpselt iihe
minuti jooksul ning lastakse jahtuda.

Lisatakse 1 ml dietiiiileetrit, suletakse tops korgiga ja loksutatakse tugevasti, seejirel segu tsentrifuugitakse
ning eetrilahus kantakse mikrosiistla abil puhtasse ja kuiva topsi.

Silaanitud iihendite valmistamine ja gaasikromatograafia

Mikrosiistla abil viiakse 100 pl lahust (5.2.3) 10milliliitrisesse koonilise pShjaga topsi.

Lahusti eemaldatakse norga limmastikuvoolu all, lisatakse 200 pl silaanimisreaktiivi (4.15), tops suletakse
korgiga ja lastakse seista 20 minuti jooksul.

20 minuti pérast lisatakse 1-5 ml n-heksaani (soltuvalt kromatograafia labiviimise tingimustest) — saadav
lahus on valmis gaasikromatograafia labiviimiseks.
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5.4. Gaasikromatograafia

T66 pohitingimused on jargmised:
— injektori (on-column-injektor) temperatuur on madalam lahusti keemistemperatuurist (68 °C);
— detektori temperatuur: 350 °C;

— kolonni temperatuur: ahju temperatuuri muudetakse jargmise programmi kohaselt: 60 °C 1 minuti
jooksul, temperatuuri tdstetakse 15 °C minutis kuni temperatuurini 180 °C, seejirel 5 °C minutis kuni
temperatuurini 340 °C, 340 °C 13 minuti jooksul;

— kandegaas: vesinik voi heelium, mille lineaarkiirust reguleeritakse nii, et saada joonisel 1 kujutatud
lahutus; trigliitseriidi Cs4 retentsiooniaeg peab olema 40 + 5 minutit (vt joonis 2); (Need t60 pohitingi-
mused on ligikaudsed. To0 teostaja peab neid soovitud tulemuste saamiseks kohandama. 2-gliitseriiiilmonopal-
mitaadi piigi kdrgus peab olema vihemalt 10 % registreerimisseadme skaala ulatusest.);

— kolonni siistitava aine kogus on 0,5-1 pl n-heksaani lahust (5 ml) (5.3.3).

5.4.1. Piikide mddramine

Piigid mdéiratakse retentsiooniaja pohjal, vordlusest samadel tingimusel analiiiisitud monogliitseriidide
standardsegude puhul saadud tulemustega.

5.4.2. Kvantitatiivne hindamine

Elektroonilise integraatori abil leitakse iga piigi pindala.

6. TULEMUSTE VALJENDAMINE

Gliitseriiilmonopalmitaadi protsendiline sisaldus arvutatakse vastava piigi pindala ja monogliitseriidide
piikide kogupindala suhtena (vt joonis 2) vastavalt jirgmisele valemile:

Gycéril monopalmitate (%): Q—; x 100

kus:

A, = glitseriiiilmonopalmitaadi piigi pindala;
A = monogliitseriidide piikide kogupindala.

Tulemus esitatakse tthe kiimnendkoha tipsusega.

7. ANALUUSI PROTOKOLL

Analiiiisi protokollis tuleb esitada jirgmine teave:

— viide kiesolevale meetodile;

— kogu teave, mis on vajalik proovi tiielikuks identifitseerimiseks;
— analiiiisi tulemus;

— koik korvalekaldumised kiesolevast meetodist, kas asjaomaste poolte kokkuleppe tottu voi muudel
pohjustel;

— andmed laboratooriumi kohta, analiiiisi labiviimise kuupdev ja analiiiisi ldbiviimise eest vastutavate

isikute allkirjad.
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Joonis 1

Silaanimisreaktsiooni saaduste kromatogramm (rafineeritud oliividlile on lisatud 20 % tiielikult
esterdatud 3li, segu on toddeldud lipaasiga ja reaktsioonisaadused on silaanitud)

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.

%
10.218
12.525 1-2 monopalmitoléine 17 525 22.203
'
8.889
9.581 11.103 22.618
MAM/J " k\,\_“%
9 ; T v - ; . r T ¥ T - r e T—— v T ¥ g T - - Scan
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Kirjad joonisel: Acides gras libres = vabad rasvhapped Huile d'olive raffinée + 20 % huile estérifiée = rafineeritud oliivioli
+ 20 % esterdatud 8li 1-2 monopalmitoléine = 1-2 monopalmitoleiin 1-2 monopalmitine = 1-2 monopalmitiin 1-2
monoCig insat. = 1-2 monoC,y kiillastamata Squalene = skvaleen]
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Joonis 2

Kromatogramm:

A) esterdamata oliivioli pirast lipaasiga t66tlemist; pirast silisiilimist; kdnealuste tingimuste
juures (kapillaarkolonni pikkus 8-12 m) elueeritakse vahafraktsioon samaaegselt digliitseriidi
fraktsiooniga voi veidi hiljem.

Pirast lipaasiga tootlemist ei tohi trigliitseriidide sisaldus iiletada 15 %.

A
| %k
*
II lm.. |I|IJ‘L h I | —g‘l“_—l
e eeeed 3 4
1 2
1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tahistused:
1 = vabad rasvhapped
2 = monogliitseriidid
3 = diglitseriidid
4 = triglitseriidid

= 2-monopalmitiin

= trigliitseriid Csy
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Kromatogramm:

B) esterdatud Oli pirast lipaasiga tootlemist; pdrast silaanimist; kdnealuste tingimuste juures
(kapillaarkolonni pikkus 8-12 m) elueeritakse vahafraktsioon samaaegselt digliitseriidi frakt-
siooniga vdi veidi hiljem.

Pirast lipaasiga t66tlemist ei tohi trigliitseriidide sisaldus iiletada 15 %.

B
1T A A 4
— 2 3
1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45

Tahistused:
1 = vabad rasvhapped
2 = monogliitseriidid
3 = digliitseriidid
4 = triglitseriidid
* = 2-monopalmitiin
** = trigliitseriid Csy
MARKUSED

Markus 1. LIPAASI VALMISTAMINE

Miiiigil on rahuldava aktiivsusega lipaase. Lipaasi saab valmistada ka laboris jirgmisel viisil:

5 kg virsket seapankreast jahutatakse temperatuurini 0 °C. Eemaldatakse tahke rasvkude ja seda iimbritsev sidekude ning
pankreas peenestatakse 1dikenugadega peenestajas kuni iihtlase vedela massi saamiseni. Saadud massi segatakse 4—6 tunni
jooksul 2,5 liitri veevaba atsetooniga, seejirel tsentrifuugitakse. Saadud jadki ekstraheeritakse veel kolm korda sama
koguse veevaba atsetooniga, seejirel kaks korda sama koguse atsetooni/dietiiiileetri seguga (mahusuhe 1:1) ning veel
kaks korda dietiiiileetriga.

Saadud jaaki kuivatatakse 48 tunni jooksul vaakumis; tulemusena saadakse stabiilne pulber, mida on vdimalik killmkapis
kuivas pikemaajaliselt hoida.
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Markus 2. LIPAASI AKTIIVSUSE KONTROLLIMINE

Valmistatakse oliividli emulsioon jargmisel viisil:

Mikseris segatakse 10 minuti jooksul jirgmist segu: 165 ml kummiaraabiku lahust kontsentratsiooniga 100 gfl, 15 g
purustatud jadd ja 20 ml eelnevalt neutraliseeritud oliivioli.

5Omilliliitrisesse keeduklaasi viiakse 10 ml saadud emulsiooni, seejirel 0,3 ml naatriumkolaadi lahust kontsentratsiooniga
0,2 g/ml ja 20 ml destilleeritud vett.

Keeduklaas asetatakse termostaati temperatuuriga 37 °C, lahusesse viiakse pH-meetri elektroodid ja spiraalsegaja.
Biireti abil lisatakse tilkhaaval naatriumhiidroksiidi 0,1 N lahust, kuni pH saavutab vairtuse 8,3.

Lisatakse teatav kogus lipaasi suspensiooni vees (0,1 g/ml lipaasi). Kui pH-meeter niitab pH vairtust 8,3, kiivitatakse
stopper ja hakatakse tilkhaaval lisama naatriumhiidroksiidi lahust sellise kiirusega, et hoida pH-d véartusel 8,3. Iga minuti
mooddudes margitakse iiles selleks kulunud lahuse kogus.

Andmed kantakse graafikule, vottes abstsissteljeks ajatelje ja kandes ordinaatteljele 0,1 N leelise lahuse kogused milliliit-
rites, mis on kulunud pH véirtuse hoidmiseks konstantsena. Graafik peab olema lineaarne.

Lipaasi aktiivsus, mida viljendatakse lipaasi ithikutes mg kohta, arvutatakse jirgmise valemi abil:

~ VxNx100
- m

A

A aktiivsus lipaasi iihikutes mg kohta;

V0,1 N naatriumhiidroksiidi lahuse kulu milliliitrites minuti kohta (arvutatud graafiku alusel);

N naatriumhiidroksiidi lahuse normaalsus;

m  prooviks vdetud lipaasi mass, mg.

Lipaasi tthik on médratletud kui ensiiimi kogus, mis vabastab 10 mikroekvivalenti hapet ithe minuti jooksul.”

7. XA lisa punkt 6.2 asendatakse jargmisega:

,6.2. Metiiiilestrid valmistatakse XB lisas kirjeldatud meetodi B kohaselt. Rasvained, milles vaba happe sisaldus on

suurem kui 3 %, tuleb eelnevalt neutraliseerida VII lisa punkti 5.1.1 kohaselt.”



