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Sis dokumentas yra skirtas tik informacijai, ir institucijos néra teisiSkai atsakingos uZ jo turinj

KOMISIJOS REGLAMENTAS (EEB) Nr. 2568/91

1991 m. liepos 11 d.

dél maiSyto alyvuogiy aliejaus ir maiSyto alyvuogiy iSspaudy aliejaus savybiy ir dél atitinkamy

analizés metody

(OL L 248, 1991 9 5, p. 1)

i§ dalies kei¢iamas:

> M1
> M2
> M3
> M4
> M5
> M6
> M7

> M8
> M9

> M10
> M1t
> M12
> Mi3
> Mi4
> Mis
> Mi6
> M17
> Mi8
> M19
> M20
> M21
> M22
> M23
> M24

pataisytas:
»C1

1991 m. gruodzio 17 d. Komisijos Reglamentas (EEB) Nr. 3682/91
1992 m. geguzés 26 d. Komisijos Reglamentas (EEB) Nr. 1429/92
Commission Regulation (EEC) No 1683/92 of 29 June 1992 (*)
Commission Regulation (EEC) No 1996/92 of 15 July 1992 (¥)
1992 m. lapkri¢io 12 d. Komisijos reglamentas (EEB) Nr. 3288/92
1993 m. sausio 29 d. Komisijos reglamentas (EEB) Nr.183/93

i§ dalies pakeistas 1993 m. balandzio 6 d. Komisijos reglamentu (EEB)
Nr. 826/93

Commission Regulation (EEC) No 620/93 of 17 March 1993 (*)
1994 m. sausio 28 d. Komisijos reglamentas (EB) Nr. 177/94
Commission Regulation (EC) No 2632/94 of 28 October 1994 (*)
1995 m. kovo 28 d. Komisijos reglamentas (EB) Nr. 656/95
Commission Regulation (EC) No 2527/95 of 27 October 1995 (¥)
Commission Regulation (EC) No 2472/97 of 11 December 1997 (*)
1998 m. vasario 3 d. Komisijos reglamentas (EB) Nr. 282/98
Commission Regulation (EC) No 2248/98 of 19 October 1998 (*)
1999 m. vasario 19 d. Komisijos reglamentas (EB) Nr. 379/1999
Commission Regulation (EC) No 455/2001 of 6 March 2001 (*)
Commission Regulation (EC) No 2042/2001 of 18 October 2001 (*)
Commission Regulation (EC) No 796/2002 of 6 May 2002 (*)

2003 m. lapkri¢io 6 d. Komisijos reglamentas (EB) Nr. 1989/2003
2007 m. birzelio 21 d. Komisijos reglamentas (EB) Nr. 702/2007
2008 m. liepos 4 d. Komisijos reglamentas (EB) Nr. 640/2008

2011 m. sausio 24 d. Komisijos reglamentas (ES) Nr. 61/2011

2012 m. liepos 19 d. Komisijos igyvendinimo reglamentas (ES)
Nr. 661/2012

Klaidy istaisymas, OL L 111, 2011 4 30, p. 48 (61/2011)

(*) Sis aktas nebuvo skelbtas lietuviy kalba.

Oficialusis leidinys

Nr.

L 349
L 150
L 176
L 199
L 327
L 22
L 87

L 66
L 24
L 280
L 69
L 258
L 341
L 28
L 282
L 46
L 65
L 276
L 128
L 295
L 161
L 178
L 23
L 192

puslapis

36
17
27
18
28
58

6

29
33
43

1
49
25

5
55
15

57
11
11
1
3

data

1991 12 18
1992 6 2
1992 6 30
1992 7 18
1992 11 13
1993 1 30
1993 4 7

1993 3 18
1994 1 29
1994 10 29
1995 3 29
1995 10 28
1997 12 12
1998 2 4
1998 10 20
1999 2 20
2001 3 7
2001 10 19
2002 5 15
2003 11 13
2007 6 22
2008 7 5
2011 1 27
2012 7 20
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KOMISIJOS REGLAMENTAS (EEB) Nr. 2568/91
1991 m. liepos 11 d.

dél maiSyto alyvuogiy aliejaus ir maiSyto alyvuogiy iSspaudy
aliejaus savybiy ir dél atitinkamy analizés metody

EUROPOS BENDRIJU KOMISIJA,

atsizvelgdama | Europos ekonominés bendrijos steigimo sutarti,

atsizvelgdama | 1966 m. rugs¢jo 22 d. Tarybos reglamenta (EEB)
Nr. 136/66/EEB dél bendro aliejy ir riebalu rinkos organizavimo (')
su  paskutiniais  pakeitimais, padarytais Reglamentu (EEB)
Nr. 3577/90 (%), ypaé i jo 35a straipsni,

kadangi Reglamento Nr. 136/66/EEB priede pateikiami alyvuogiy alie-
jaus ir alyvuogiy iSspaudy aliejaus, parduodamo kiekvienoje valstybéje
nar¢je, Bendrijos vidaus rinkoje ir prekyboje su tre¢iomis Salimis, apra-
Symai ir apibrézimai;

kadangi siekiant diferencijuoti aliejus pagal jvairias rtsis, turi buti
apibréztos kiekvienos ju fizikinés ir cheminés savybés bei organolep-
tinés pirmo spaudimo aliejaus savybés, kad buity garantuotas nagriné-
jamo produkto grynumas ir kokybé¢, nepazeidziant kity esanciy nuostaty;

kadangi skirtingy riiSiy aliejaus savybés turi biiti nustatomos vienodai
visoje Bendrijoje; kadangi tuo tikslu turi buiti sukurti Bendrijos
cheminés analizés ir organoleptinio vertinimo metodai; kadangi pereina-
majam laikotarpiui turi buti leista naudoti kitus metodus, taikomus vals-
tybése narése, su salyga, kad gavus skirtingus rezultatus lems rezultatai,
gauti taikant bendra metoda;

kadangi alyvuogiy aliejaus fizikiniy ir cheminiy savybiy ir analizés
metody apibrézimas reikalauja i§ dalies pakeisti Kombinuotosios
nomenklattiros 15 skyriaus papildomas pastabas;

kadangi pirmo spaudimo aliejaus organoleptiniy savybiy vertinimo
metodas numato parinkty ir paruosty degustatoriy grupiy sudaryma;
kadangi dél to turi biiti nustatyta tokios struktiiros sukiirimo trukmé;
kadangi atsizvelgiant | sunkumus, su kuriais susidurs kai kurios vals-
tybés narés sudarydamos degustatoriy grupes, turi biti leista grupes
naudoti kitose valstybése narése;

(") OL 172, 1966 9 30, p. 3025/66.
() OL L 353, 1990 12 17, p. 23.
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kadangi, siekiant uztikrinti alyvuogiy iSspaudy importui taikomos
rinkliavy sistemos teisinga funkcionavima, turi biiti patvirtintas vienas
metodas aliejaus kiekiui Siuose produktuose nustatyti;

kadangi, siekiant nepakenkti prekybai, turi biiti priimta nuostata dél iki
Sio reglamento jsigaliojimo jpakuoto aliejaus realizavimo per ribota
laika;

kadangi butina panaikinti Komisijos reglamenta (EEB) Nr. 1058/77 (1) su
paskutiniais pakeitimais, padarytais Reglamentu (EEB) Nr. 1858/88 (?);

kadangi Aliejaus ir riebaly vadybos komitetas nepateiké savo nuomonés
per pirmininko nustatyta laika,

PRIEME $] REGLAMENTA:

VY M20

1 straipsnis

1. Aliejai, kuriy charakteristikos atitinka §io reglamento I priedo 1, 2
punktuose nustatytas charakteristikas, laikomi pirmojo spaudimo
alyvuogiy aliejumi, kaip apibrézta Reglamento (EEB) Nr. 136/66 priedo
1 punkto a ir b papunkciuose.

2. Aliejus, kurio charakteristikos atitinka Sio reglamento I priedo 3
punkte nustatytas charakteristikas, laikomas pirmojo spaudimo klasi-
kiniu alyvuogiu aliejumi lampante, kaip apibrézta Reglamento (EEB)
Nr. 136/66 priedo 1 punkto ¢ papunktyje.

3. Aliejus, kurio charakteristikos atitinka §io reglamento I priedo 4
punkte nustatytas charakteristikas, laikomas rafinuotu alyvuogiy alie-
jumi, kaip apibrézta Reglamento (EEB) Nr. 136/66 priedo 2 punkte.

4.  Aliejus, kurio charakteristikos atitinka $io reglamento I priedo 5
punkte nustatytas charakteristikas, laikomas alyvuogiy aliejumi, suda-
rytu i§ rafinuoty ir pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejy, kaip apibrézta
Reglamento (EEB) Nr. 136/66 priedo 3 punkte.

5. Aliejus, kurio charakteristikos atitinka Sio reglamento I priedo 6
punkte nustatytas charakteristikas, laikomas neapdorotu alyvy iSspaudy
aliejumi, kaip apibrézta Reglamento (EEB) Nr. 136/66 priedo 4 punkte.

6.  Aliejus, kurio charakteristikos atitinka Sio reglamento I priedo 7
punkte nustatytas charakteristikas, laikomas rafinuotu alyvy iSspaudy
aliejumi, kaip apibrézta Reglamento (EEB) Nr. 136/66 priedo 5 punkte.

7. Aliejus, kurio charakteristikos atitinka Sio reglamento I priedo 8
punkte nustatytas charakteristikas, laikomas alyvy iSspaudy aliejumi,
kaip apibrézta Reglamento (EEB) Nr. 136/66 priedo 6 punkte.

(') OL L 128, 1977 5 24, p. 6.
() OL L 166, 1988 7 1, p. 10.
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YM19

VYM21

VY M20

VY M20

YMi1

VYMi13

VYM19

VYM23

2 straipsnis
1.  Aliejy savybés, nurodytos I priede, nustatomos taikant toliau

pateiktus analizés metodus:

— laisvosioms riebiosioms ragstims, skaiCiuojant oleino riigsties
procentiniu kiekiu, nustatyti — II priede nurodyta metoda,

— peroksidy skai¢iui nustatyti — III priede nurodyta metoda,

— for determination of the wax content, the method given in Annex 1V,

— steroliy kiekiui nustatyti — V priede nurodyta metoda,

— eritrodiolio ir uvaolio kiekiui nustatyti — VI priede nurodyta metoda,

— procentiniam 2-glicerilo monopalmitato kiekiui nustatyti — VII
priede nurodyta metoda,

— spektrofotometrinei analizei — IX priede nurodyta metoda,

— riebiyjy rugsciy sudéciai nustatyti — X A ir X B prieduose nurodyta
metoda,

— lakiyjy halogeninty tirpikliy kiekiui nustatyti — XI priede nurodyta
metoda,

— organoleptinéms pirmo spaudimo alyvuogiy aliejaus savybéms jver-
tinti — XII priede nurodyta metoda,

— stigmastadieny kiekiui nustatyti — XVII priede nurodyta metoda,

— for determining the content of triglycerides with ECN42, the method
set out in Annex XVIII,

— for determination of the aliphatic alcohol content, the method given
in Annex XIX,

— vaskuy, riebiyjy ragsciy metilo esteriy ir riebiyjy ragsciy etilo esteriy
kiekio nustatymo kapiliarinés dujy chromatografijos budu metodika
i8déstyta XX priede.
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YM19

2. Verification by national authorities or their representatives of the
organoleptic characteristics of virgin oils shall be effected by tasting
panels approved by the Member States.

The organoleptic characteristics of an oil as referred to in the first
subparagraph shall be deemed consonant with the category declared if
a panel approved by the Member State confirms the grading.

Should the panel not confirm the category declared as regards the
organoleptic characteristics, at the interested party's request the national
authorities or their representatives shall have two counter-assessments
carried out by other approved panels, at least one by a panel approved
by the producer Member State concerned. The characteristics concerned
shall be deemed consonant with the characteristics declared if at least
two of the counter-assessments confirm the declared grade. If that is not
the case, the interested party shall be responsible for the cost of the
counter-assessments.

YM17

" 3. When the national authorities or their representatives verify the
characteristics of the oil as provided for in paragraph 1, samples shall
be taken in accordance with international standards EN ISO 661 on the
preparation of test samples and EN ISO 5555 on sampling. However,
notwithstanding point 6.8 of standard EN ISO 5555, in the case of
batches of such oils in immediate packaging not exceeding 100 litres,
the sample shall be taken in accordance with Annex Ia to this Regula-
tion.

YM19
Without prejudice to standard EN ISO 5555 and Chapter 6 of standard
EN ISO 661, the samples taken shall be put in a dark place away from
strong heat as quickly as possible and sent to the laboratory for analysis
no later than:

— the tenth working day after they are taken, during the period from
October to May, and

— the fifth working day after they are taken, during the period from
June to September.

YM17

" 4. »M20 Tikrinant 3 dalyje nustatyta tvarka, analizés, nurodytos II,
I, IX, X ir XII prieduose, ir, jei daromos, bet kokios nacionaliniuose
istatymuose numatytos kontraanalizés atlickamos prie§ pasibaigiant
minimaliam bandiniy galiojimo laikui. Jei bandiniai paimami daugiau
nei prie§ keturis ménesius iki pasibaigiant minimaliam galiojimo laikui,
jie turi buti analizuojami ne véliau kaip ketvirtaji ménesi po bandiniy
paémimo. Kitoms Siame reglamente numatytoms analizéms jokie laiko
apribojimai netaikomi. <«
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Yym17

Unless the sample was taken less than one month before the minimum
durability date, if the results of the analyses do not match the characte-
ristics of the category of olive oil or olive-residue oil declared, the party
concerned shall be notified no later than one month before the end of
the period laid down in the first subparagraph.

vYM19
5. For the purpose of determining the characteristics of olive oils by
the methods provided for in paragraph 1, the analysis results shall be
directly compared with the limits laid down in this Regulation.

Vv M20
2a straipsnis

Patikrinti, ar bandinys atitinka deklaruota kategorija, nacionalinés
valdzios institucijos arba ju atstovai gali Siais biidais:

a) atlikdami bet kuria eilés tvarka I priede nurodytas analizes, arba

b) laikydamiesi Ib priedo schemoje sprendimams priimti nustatytos
eilés tvarkos, kol gaunamas vienas $ioje schemoje jraSyty atsakymy.

VYM19

»M19 3 <« straipsnis

Jei nustatoma, kad aliejaus organoleptinés savybés neatitinka jo apra-
Symo, suinteresuota valstybé naré, nespr¢gsdama i$ anksto apie bet
kokias kitas bausmes, taiko administracines finansines baudas, atsizvelg-
dama { nustatyto pazeidimo sunkuma.

Ivertinant pazeidima ypatingai turi biiti kreipiamas démesys | savaime
suprantamus jprastomis salygomis laikomo aliejaus savybiy pakitimus.

Kiekvieno pusmecio pradZioje valstybés narés informuoja Komisija apie
nustatyty pazeidimy skaiCiy bei pobiidi ir apie per praéjusi pusmeti
pritaikytas bausmes.

4 straipsnis

VYM19
1. The Member States may approve assessment panels so that
national authorities or their representatives can assess and verify orga-
noleptic characteristics.

The terms of approval shall be set by Member States and ensure that:

— the requirements of Annex XII.4 are met,

— the panel head is given training recognised for this purpose by the
Member State,
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YM19

— continued approval depends on performance in annual checks
arranged by the Member State.

Member States shall notify to the Commission a list of approved panels
and the action taken under this paragraph.

VM5
2. Jei valstybés narés jos teritorijoje kuriant degustatoriy grupes susi-
duria su sunkumais, jos gali pasikviesti kitoje valstybéje naréje
patvirtinta degustatoriy grupg.
3. Kiekviena valstybé narj pateikia degustatoriy grupiy, sukurty
profesiniy arba tarpSakiniy organizacijy pagal Sio straipsnio 1 dalyje
nustatytas salygas, sarasa ir uztikrina, kad ty salygy biity laikomasi.
vYM19
vB
6 straipsnis
1. Aliejaus kiekis aliejaus iSspaudose ir kitose alyvuogiuy aliejaus
ekstrahavimo atlieckose (KN kodai 2306 90 11 ir 2306 90 19) nusta-
tomas, taikant XV priede nurodyta metoda.
2. Straipsnio 1 dalyje minimas aliejaus kiekis skai¢iuojamas aliejaus
masés procentais sausos medZiagos masei.
VY M20
7 straipsnis
Taikomos Bendrijos nuostatos dél nepageidaujamy medziagy.
Tirpikliams, kuriy sudétyje yra halogeny, visy kategoriju alyvuogiy
aliejams nustatytos §ios ribinés vertés:
— maksimalus bet kurio aptikto tirpiklio, kurio sudétyje yra halogeny,
kiekis: 0,1 mg/kg,
— maksimalus bendras visy tirpikliy, kuriy sudétyje yra halogeny,
kiekis: 0,2 mg/kg.
VB

8 straipsnis

1.  Valstybés narés pranesa Komisijai apie priemones, kuriy buvo
imtasi reglamentui jgyvendinti.

2. Valstybés narés kiekvieno pusmecio pradzioje siuncia Komisijai
per pra¢jusi pusmeti atlikty tikrinimy analizés duomeny oficialia suves-
tine.
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Rezultatus nagrinéja Aliejaus ir riebaly vadybos komitetas, laikydamasis
Reglamento Nr. 136/66/EEB 39 straipsnyje nustatytos tvarkos.

9 straipsnis

Siuo dokumentu Reglamentas (EEB) Nr. 1058/77 yra panaikinamas.

10 straipsnis

1.  Sis reglamentas isigalioja tre¢ia diena po jo paskelbimo Europos
Bendrijy oficialiajame leidinyje.

Taciau XII priede nurodytas metodas taikomas nuo PMI1 1992 m.
lapkricio 1 d. <, iSskyrus atvejus, susijusius su intervencinés sistemos
operacijomis.

Tas metodas netaikomas pirmo spaudimo alyvuogiy aliejui, paruoStam
parduoti iki 1992 m. lapkricio 1 d.

2. Sis reglamentas netaikomas alyvuogiy aliejui ir alyvuogiu ispaudy
aliejui, jpakuotam iki Sio reglamento isigaliojimo ir parduotam iki
1992 m. spalio 31 d.

Sis reglamentas yra privalomas visas ir tiesiogiai taikomas visose vals-
tybése narése.
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I priedas

Ia priedas

Ib priedas

II priedas

I priedas

IV priedas
V priedas

VI priedas

VII priedas

VY M20

IX priedas

XA priedas
Annex X B
XI priedas

Annex XII

VY M20

YM19

XV priedas
XVI priedas
XVII priedas

Annex XVIII

Annex XIX
VYM23

XX priedas

PRIEDAI

Turinys

Alyvuogiy aliejaus savybés

Alyvuogiy aliejaus arba alyvy iSspaudy aliejaus bandiniy,
pristatyty ne didesnése kaip 100 litry pakuotése, paémimas

Schema sprendimams priimti

»M21 Laisvyjy riebaly riig8ciy kiekio nustatymas, naudo-
jant Saltaji metoda <«

Peroksidy skaiciaus nustatymas

» M6 Vasko kiekio nustatymas dujy ir skysciu kapiliariniy
stulpeliy chromatografijos metodu <«

Steroliy sudéties ir kiekio nustatymas kapiliarinés dujy
chromatografijos metodu

Eritrodiolio ir uvaolio nustatymas

» M21 2-glicerilo monopalmitato procentinio kiekio nusta-
tymas <«

Spektrofotometrinis tyrimas ultravioletinéje srityje

Riebiyjy ragséiy metilesteriy analizé dujy chromatografijos
metodu

Preparation of the fatty acid methyl esters from olive oil
and olive-pomace oil

Lakiyjy halogeninty tirpikliy kiekio alyvuogiy aliejuje
nustatymas

Organoleptic assessment of virgin olive oils

Aliejaus kiekio alyvuogiy atliekose nustatymas
Jodo skaiCiaus nustatymas
Stigmastadieny nustatymas augaliniuose aliejuose

Method for determining the content of triglycerides with
ECN42

Method for determining aliphatic alcohol content

vasky, riebiyjy rigsciy metilo esteriy ir riebiyjy rugsciy
etilo esteriy kiekio nustatymo kapiliarinés dujy chromato-
grafijos budu metodika



V¥ M23

1 PRIEDAS

ALYVUOGIUY ALIEJAUS SAVYBES

Kategorija

Riebiyjy ragsciy metilo
esteriai (FAME) ir

riebiyjy ragsciy etilo este-

riai(FAEE)

Ragstin-
gumas
(%)
*)

Peroksidy
skaiius,
mEq
O,/kg
*)

Vaskai
mg/kg
(**)

2-glicerilo monopalmitatas

(%)

Stigastadie
nai

mg/kg ()

Skirtumas
tarp
HPLC
ECN42
ir teorinio
ECN42

Koz (%)

K70 (%)

Delta-K (¥)

Organoleptinis
trikumy
vidurkio

ivertinimas
(Md)

Organolep-
tinis vaisiy
likuciy
vidurkio
ivertinimas

Mf) (%)

Auksciausios kokybés
pirmojo spaudimo alyvuogiy
aliejus

Pirmojo spaudimo
alyvuogiy aliejus

Pirmojo spaudimo klasikinis
alyvuogiy aliejus lampante

Rafinuotas alyvuogiy aliejus

¥ FAME + FAEE
<75 mg/kg or
75 mg/kg <X
FAME + FAEE
< 150 mg/kg and

(FAEE/FAME) < 1,5

<08

> 2,0

<20

< 250

<250

<300 ©)

<350

< 0,9, jei bendras
palmitino riigsties %
<14 %

< 1,0, jei bendras
palmitino riigSties %
> 14 %

< 0,9, jei bendras
palmitino riigSties %
<14 %

< 1,0, jei bendras
palmitino riigSties %
> 14 %

< 0,9, jei bendras
palmitino riigsties %
<14 %

< L1, jei bendras
palmitino riigSties %
> 14 %

< 0,9, jei bendras
palmitino riigSties %
<14 %

< 1,1, jei bendras
palmitino riigsties %
> 14 %

<0,10

<0,10

< 0,50

<02

< 2,50

< 2,60

< 0,22

<0,25

< 1,10

< 0,01

< 0,01

< 0,16

Md=0

Md < 3,5

Md > 3,5 )

Mf > 0

Mf >0

C10T'80°60 — IT— 89STUI661

100'+20

01



Vv M23

Peroksid Skirtumas o leptini Organolep-
Riebiyjy rags¢iy metilo | Ragstin- ergf] t o . . tarp TEANOICPUNIS | 4inis vaisiy
. X skaicius, Vaskai .. . Stigastadie trikumy o
.. esteriai (FAME) ir gumas 2-glicerilo monopalmitatas . HPLC % % « . . likuciy
Kategorija riebiuiu riesdiu etil te- o mEq mg/kg o nai Koz (*) | Koy (¥) | Delta-K (*) vidurkio . .
yjy rigsciy etilo este (%) 0.k (%) (%) me/ke (1) ECN42 vertinimas vidurkio
riai(FAEE) *) (2*)g sfke ir teorinio B (Md) ivertinimas
ECN42 (Mf) (%)
5. Maisytas rafinuoto ir — <10 <15 <350 < 0,9, jei bendras — <0,3 — < 0,90 <0,15 — —
pirmojo spaudimo palmitino riigSties %
alyvuogiy aliejus <14 %
< 1,0, jei bendras
palmitino riigSties %
> 14 %
6. Neapdorotas alyvy iSspaudy — — — > 350 (%) <14 — <0,6 — — — — —
aliejus
7. Rafinuotas alyvy iSspaudy — <03 <5 > 350 <14 — <0,5 — < 2,00 < 0,20 — —
aliejus
8. Alyvuogiy isspaudy aliejus — <1,0 <15 > 350 <1,2 — <0,5 — < 1,70 <0,18 — —

Izomery, kurie (ne)galéty bati atskirti kapiliarine kolonéle, suma.

»C1 Arba kai trikumy mediana mazesné arba lygi 3,5; ,,vaisiy“ pozymio mediana lygi 0. <«

Alicjai, kuriuose yra nuo 300mg/kg iki 350 mg/kg vasky, laikomi lampante alicjais, jei bendras alifatiniy alkoholiy kickis yra nedidesnis nei 350 mg/kg arba eritrodiolio ir uvaolio procentin¢ dalis yra ne didesné nei 3,5
Aliejai, kuriuose yra nuo 300mg/kg iki 350 mg/kg vasky, alyvuogiy iSspaudy aliejais, laikomi neapdorotais,jei bendras alifatiniy alkoholiy kiekis yra didesnis nei 350 mg/kg arba
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Rigs¢iy sudeétis (1) Trans- steroliy sudétis
Trans oleiniy ir
il trans- Bendras Eritro-
oleiniy . . L
Kategoriia Eik Eik Li izomery linole- Chol Brasi K. D -7 steroliy diolis ir
eory Miristo | Linoleno Z;n?)_ z::n(;_ Beheno éi?c?_ suma niniy te&ﬁz_ karsetl:';) i:;gfs_ Stigmasterol | b -sterolis | stigma kiekis uvaolis
0 ) 0 izome 9 %) (2 i mg/k %) (**
(%) (%) %) %) (%) %) %) sumz:q %) %) %) (%) (%) (® ste?olls (mg/kg) [ (%) (**)
(%)
(%)
1. Aukséiausios kokybés pirmojo spau- | < 0,05 <10 ] <06 | <04 | <02 ]<02[|<5005]5005]| <05 < 0,1 <40 [ < Camp. >93.0 <0,5 | 21000 <45
dimo alyvuogiy aliejus
2. Pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejus | < 0,05 <10 [ £0,6 | £04 | 0,2 | £0,2 |<0,05|<0,05| <0,5 | <0,1 <40 [ < Camp. | =93,0 ,5 1= 1000 <4,
3. Pirmojo spaudimo klasikinis | < 0,05 <10 ] <06 | <04 | <02 ] <02 |<010]|=50,10]| 0,5 <0, <40 — > 93,0 <05 [>1000 | <450
alyvuogiy aliejus lampante
4. Rafinuotas alyvuogiy aliejus < 0,05 <10 ] <06 | <04 | <02 ]<02]<020]=5030]| <0,5] 0,1 <40 | <Camp. | 293,0 | <0,5 | >1000 <45
5. Maisytas rafinuoto ir pirmojo spau- | < 0,05 <10 ]| <06 | <04 | <02 ] <02 |<020([<030]| <0, <0,1 <40 | <Camp. | >293,0 | <0,5 | > 1000 < 4,5
dimo alyvuogiy aliejus
6. Neapdorotas alyvy iSspaudy aliejus < 0,05 <10 ] <06 | <04 | <03 <02 1<020]<0,10]| 0,5 <02 | <40 — >93,0 <05 [>2500 | >45(*
7. Rafinuotas alyvy iSspaudy aliejus < 0,05 <10 ] <06 | <04 | <03 ] <02 ]<040]<035| <05 ]<02 ] <40 | <Camp. | 293,0 | <0,5 | >1800 > 45
8. Alyvuogiy iSspaudy aliejus <005 | <10 | <0, <0, <03 | <0, <040 (<035 <05 [ <02 [ <40 | <Camp. | 2930 | <0,5 [ > 1600 > 45
(") Kitos riebiosios ragstys (%): palmitino: 7,5 - 20,0; palmitoleino: 0,3 - 3,5; heptadekano: < 0.3; heptadeceno: < 0.3; stearino: 0,5 - 5,0; oleino: 55,0 - 83,0; linolo: 3,5 - 21,0.
(®) Suma : A-5,23-stigmastadienolis + klerosterolis + B-sitosterolis + sitostanolis + A-5-avenasterolis + A-5,24-stigmastadienolis.
() Aliejai, kuriuose yra nuo 300mg/kg iki 350 mg/kg vasky, laikomi lampante aliejais, jei bendras alifatiniy alkoholiy kiekis yra nedidesnis nei 350 mg/kg arba eritrodiolio ir uvaolio procentiné dalis yra ne didesné nei 3,5.
(*) P> C1 Aliejai, kuriuose yra nuo 300 mg/kg iki 350 mg/kg vasky, laikomi neapdorotais alyvuogiy iSspaudy aliejais, jei bendras alifatiniy alkoholiy kiekis yra didesnis nei 350 mg/kg arba eritrodiolio ir uvaolio procentiné dalis
yra didesné nei 3,5. « jei eritrodiolio ir uvaolio procentiné dalis yra didesné nei 3,5.
Pastabos:
a)  Analizés rezultatai turi buti pateikti tokiu pat tikslumu po kablelio, kaip nustatyta kiekvienai savybei. Apvalinant rezultata nustatytu tikslumu, paskutinysis skaitmuo yra didinamas vienetu, jei po jo sekantis skaitmuo
didesnis uz 4.
b)  Aliejus turi biti priskirtas kitai kategorijai arba paskelbtas neatitinkanciu Siame reglamente jam keliamy grynumo kriterijy net ir tuo atveju, jei vienintelés charakteristikos verté nesutampa su nustatyta ribine verte.
¢) Zvaigzdute (*) pazymétos aliejaus kokybés savybes reiskia:
— lampante alyvuogiy aliejus nebitinai vienu metu turi atitikti visas ribines vertes;
— pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejai net ir tuo atveju, jei vienintelés charakteristikos verté nesutampa su nustatyta ribine verte, yra priskiriami kitai aliejaus kategorijai, taciau vis tiek klasifikuojami kaip pirmojo spaudimo
alyvuogiy aliejus.
d) Dviem zvaigzdutémis (**) pazymétos aliejaus kokybés savybésreiskia, kad alyvy i$spaudy aliejus nebitinai vienu metu turi atitikti visas ribines vertes.
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la PRIEDAS

ALYVUOGIU ALIEJAUS ARBA ALYVU ISSPAUDU ALIEJAUS
BANDINIU, PRISTATYTU NE DIDESNESE KAIP 100 LITRU
PAKUOTESE, PAEMIMAS

Sis bandiniy paémimo bidas taikomas alyvuogiu aliejaus arba alyvy isspaudy
aliejaus 125 000 litry nevir§ijanCioms siuntoms, pristatytoms ne didesnése kaip
100 litry pakuotése.

Jei siunta virsija 125 000 litry, ji turi buti padalinta { kelias 125 000 litry arba
mazesnes partijas. Jei siunta mazesné nei 125 000 litry, ji laikoma viena partija.
Tiriama atskirai kiekviena partija.

Priklausomai nuo partijos dydzio, pagal 1 punkte pateikta lentelg¢ nustatomas
reikalingy priminiy bandiniy skaicius.

Bandinio dydis pagal 2.1 punkte pateikta lentel¢ nustatomas atsizvelgiant
pakuotés talpa.

Savokos ,,siunta®, ,,pirminis bandinys* ir ,laboratorijos bandinys* apibrézti stan-
darte EN ISO 5555.

»HPartija“ susideda i§ daugelio prekés vienety, kurie buvo pagaminti ir supakuoti
tokiomis aplinkybémis, kad kiekviename prekés vienete esantis aliejus pagal
visas analitines charakteristikas gali bati laikomas homogenisku.

1. REIKALINGU PIRMINIY BANDINIU SKAICIUS

Pagal Sia lentelg, priklausomai nuo partijos dydzio, nustatomas reikalingy
priminiy bandiniy skaicius:

Partijos dydis (litrais), maZesnis nei | Reikalingy priminiy bandiniy skaigius
7 500 2
25000 3
75 000 4
125 000 5

Pirminiams bandiniams paimti turi bati pasirenkamos $alia viena kitos esan-
C¢ios tos partijos pakuotés.

I8kilus abejonéms, valstybé naré padidina reikalingy priminiy bandiniy
skai¢iy.

2. PIRMINIU BANDINIYU SUDETIS

2.1 Kiekviena pirminj bandinj sudaro:

Jei pakuotés talpa: Pirminj bandinj sudarys aliejus is:

a) 5 litrai ir daugiau a) 3 pakuodiy

b) ne maziau nei 3, bet ne daugiau | b) 3 pakuociy
nei 5 litrai

¢) ne maziau nei 2, bet ne daugiau | ¢) 3 pakuociy
nei 3 litrai

d) ne maziau nei 1, bet ne daugiau | d) 6 pakuociy
nei 2 litrai

e) ne maziau nei 0,75, bet ne | e) 6 pakuoCiy
daugiau nei 1 litras

f) maziau nei 0,75 litro f) trigubo aliejaus kiekio i§ mini-
malaus pakuociy, kuriy bendras
taris didesnis nei 5 litrai, skai-
Ciaus
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pirminiai bandiniai nustatyta tvarka suskirstomi i tris laboratorinius
bandinius, norint atlikti:

a) analizes, nurodytas II, III, IX ir X prieduose,
b) analizes, nurodytas XII priede,
c) kitas analizes.

Pakuotés, sudarancios pirminj méginj, suskirstomos nacionaliniuose
istatymuose patikrinimo procediirai nustatytos tvarkos.

ANALIZES IR REZULTATAI

a) Kiekvienas 1 punkte apibréztas pirminis bandinys suskirstomas i tris
laboratorinius bandinius standarto EN ISO 5555 2.5 punkte nustatyta
tvarka ir analizuojamas taip:

— remiantis 2 straipsnio 1 dalies pirma jtrauka nustatomos laisvosios
riebiosios rugstys,

— remiantis 2 straipsnio 1 dalies antra jtrauka nustatomas peroksido
skaicius,

— remiantis 2 straipsnio 1 dalies aStunta jtrauka atlickama spektrofoto-
metriné analize,

— remiantis 2 straipsnio 1 dalies devinta jtrauka nustatoma riebiyju
rugsciy sudetis.

b) Jei bent vieno tos pacios partijos pirminio bandinio analiziy, i§vardyty a
dalyje, rezultatai neatitinka deklaruotos alyvuogiy aliejaus kategorijos
charakteristiky, laikoma, kad visa partija neatitinka $iy charakteristiky.

Jei visy tos pacios partijos pirminiy bandiniy analiziy, iSvardyty a dalyje,
rezultatai, esant pasikartojancioms naudoty metody savybéms, yra skir-
tingi, visa partija laikoma nehomogeniska, ir kiekvienas pirminis
bandinys turi buiti analizuojamas visais likusiais nurodytais analizés
budais. Kitu atveju likusiais nurodytais analizés buidais turi bati anali-
zuojamas tik vienas tos partijos pirminis bandinys.

C

~

Jei bent vieno tos pacios partijos pirminio bandinio analiziy, iSvardyty
antros straipsnio dalies b dalyje, rezultatai neatitinka deklaruotos
alyvuogiy aliejaus kategorijos charakteristiky, laikoma, kad visa partija
neatitinka $iy charakteristikuy.

Jei visi tos pacios partijos pirminio bandinio analiziy, i§vardyty antros
straipsnio dalies b dalyje, rezultatai atitinka deklaruotos alyvuogiy alie-
jaus kategorijos charakteristikas, laikoma, kad visa partija atitinka Sias
charakteristikas.
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SCHEMA SPRENDIMAMS PRIIMTI, SIEKIANT NUSTATYTI, AR
ALYVUOGIU ALIEJAUS BANDINYS ATITINKA DEKLARUOTA
KATEGORIJA

Analizé siekiant nustatyti, ar alyvuogiy aliejus arba alyvy iSspaudy aliejus
atitinka deklaruota kategorija, gali buti atlikta taip:

a) bet kuria eilés tvarka atliekant I priede nurodytas aliejaus atitikimo deklaruotai
kategorijai analizes; arba

b) laikantis schemoje sprendimams priimti nustatytos tvarkos, kol gaunamas
vienas §ioje schemoje jrayty atsakymuy.

Taip pat, atsizvelgiant | Bendrijos nuostatas, turi biti atlikta papildoma analizé
nepageidaujamoms medziagoms nustatyti.

Schema sprendimams priimti taikoma visoms alyvuogiy aliejaus ir alyvy
iSspaudy aliejaus kategorijoms. Ja sudaro nuo 1 iki 11 numeruotos lentelés,
kurios taikomos atsizvelgiant i deklaruota alicjaus kategorija bendrojoje lenteléje
nustatyta eilés tvarka.

Bendrosios lentelés ir lenteliy nuo 1 iki 11 paaiskinimai:

— dviguba linija (=) nurodo sekantj zingsnj sprendimo link, jei buvo patenkintos
salygos, nurodytos pries tai buvusiame staciakampyje (teigiamas atsakymas).
Punktyriné linija (...) nurodo sekantj zingsni neigiamo atsakymo atveju,

— Remiantis $io priedo 1 priedélyje pateikta atitikmeny lentele, 1-11 schemose
esanciy sta¢iakampiy laukeliy pavadinimais nurodomos analizés, numatytos
Siame reglamente.

— 1-11 schemose esanciomis raidémis skliausteliuose (neigiamas atsakymas)
nurodomos pastabos, pateiktos Sio priedo 2 priedélyje. Pacios raidés nereiskia
butinybés atlikti kitas analizes.
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Bendroji lentelé

Alyvuogiy aliejus, deklaruotas kaip:

>
8 S w w» g’ 50 o - @
Ses \ [ 2 \[ 2 : |/ 3388 £ g2 2
ST 25s 2 9 = SSE3 T 2 s
3% 335 S % = 3853 P oS =
Qo - w = =S w O Z‘%;ﬁE I 8z T
9o o2 o D > 85 © Q= @ s 5 T S
209 o] S K S 2B TET 53 R s
;gg; E 3 o £ ;.g"g'-a 23 R @
@ E= g =] ] BTE 3 g8 i =
5 & x =58 g = 2
< =
1. lentelé & el ‘ 5. lentele | 6. lentele ‘ | 9. lentele | 10. lentelé
Kokybés Kokybés Kokybés Kokybés - Kokybés Kokybés
kriterijai kriterijai 4, lentelé kriterijai kriterijai 8. lentele kriterijai kriterijai
IL Il - IL Il Kokybeés ir | I
* Kokybes ir * grynumo kriterijai
grynumo kriterijai
3. lentelé 7. lentelé 11. lentelé
Grynumo Grynumo Grynumo
kriterijai kriterijai kriterijai
\4 v \Vi
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4

Aligjaus rusis atitinka deklaruota kategorija

Aliejaus rusis neatitinka deklaruotos kategorijos
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1lentelé

Auksciausios kokybés pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejus
(Kokybés kriterijai)

Riigstingumas %

Peroksido skaicius mEq O2/kg

=20 >20

v

UV spektrometrija

Koo > 0,22

Koro<0,22

v

H Aliejaus rasis
neatitinka deklaruotos H
. kategorijos
(a)
’.o 0:
N ’."

Aliejaus rasis
neatitinka deklaruotos
kategorijos

UV spektrometrija
AK>0,01

AK=0,01

v

UV spektrometrija

K232 > 2,50

K232 2,50

v

Organoleptinis jvertinimas

Vaisiy likuéiy vid. = 0

(b)

Vaisiy likuciy vid. > 0
ir
Vaisiy likugiy vid. > 0 ir

trokumy vid. =0
trokumy vid. > 0

Aliejaus rasis atitinka deklaruota kategorija,

Toliau j 3 lentele (Grynumo kriterijai)
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2 lentelé

Pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejus

(Kokybeés kriterijai)
Ragstingumas %
<20 >20
Peroksido skaicius mEq Oa/kg
<20 <20
UV spektrometrija LT ...,
Koo < 0,25 Karo > 0,25
l H Aliejaus risis
UV spektrometrija neatitinka deklaruotos
kategorijos
AK <0,01 AK > 0,01 @ i
UV spektrometrija e o
Koz2 < 2,60 K2z > 2,60
Organoleptinis jvertinimas
L Vaisiy likuciy vid. = 0
Vaisiy I|kul0|q vid. >0 arba
) r Vaisiy likuéiy vid. > 0 ir
trakumy vid. <2,5 trdkumy vid. > 2,5 N
Ar lenteléje pateiktos vertés atitinka auksciausios kokybés pirmojo spaudimo
alyvuogiy aliejaus kokybeés kriterijus? i
(1. lentelé) H
: Aliejaus rasis
NE AP | >; neatitinka deklaruotos
E kategorijos
(b)

Aliejaus rasis atitinka deklaruota kategorija,

Toliau j 3 lentele (Grynumo kriterijai)
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3 lentelé
Auksciausios kokybés pirmojo ir pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejai
(Grynumo kriterijai)
Kokybés kriterijai (1 ir 2 lentelé)
........................ > Aliejaus rii$is neatitinka
TAIP NE deklaruotos :
* 5 kategorijos :
3,5 — Stigmastadijos mg/kg '
<015 >0,15
& Aliejaus rasis
: neatitinka deklaruotos H
Transizomerinés riebiosios riigstys % kategorijos i
@
tC18:1<0,05 tC18:1>0,05
(C18:2 +C18:3) < 0,05 t(C18:2 + C18:3) > 0,05 e
Riebiujy rtigsciy sudétis
TAIP NE .“‘,‘.. ....... ..
AECN42 > Aliejaus rasis §
: neatitinka deklaruotos H
<02 >0.2 H kategorijos :
Steroliy sudétis ir bendras kiekis
TAIP NE
Eritrodiolis + uvaolis %
<20 20<E+U<45 >45
2
U > neatitinka H
Veshai mg/kg H deklaruotos i
<250 > 250 -_“ kate?l;rljos

Aliejaus rasis atitinka deklaruota kategorija,
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4lentelé

e . Pirmojo spaudimo klaiskinis alyvuogiy aliejus lampante
Rugstingumas % (Kokybés ir grynumo kriterijai)
>2,0 <20
Kokybés kriterijai | e T .
(1 ir 2 lentelé) -
B Aliejaus riisis neatitinka *
NE TAlP >:‘ deklaruotos kategorijos ::
@
v v e e
35— Stigmastadijosmglg | e
<0,50 >05 S —
l ’ Aliejaus rasis neatitinka -
Transizomerinés riebiosios rigstys % H deklaruotos kategorijos :
:, (b)
tC18:1<0,10 tC18:1>0,10
t(C18:2 +C18:3)< 0,10 t(C18:2 + C18:3) > 0,10
Riebiujy riigsciy sudétis
W | e e,
AECN42 S
> Aligjaus risis neatitinka %
>0,3 | >0,3 5 deklaruotos kategorijos :
Steroliy sudétis irbendras kieckis | e
TAIP NE >
Eritrodiolis + uvaolis % | e i
<15 ‘ 15<E+U=45 | >45 > : )
' Aliejaus risis
neatitinka deklaruotos |
Vaskai mg/kg ) kategorijos B
. c ::
<300 300 < vaski < 350 > 350 © o
= 9 is=
£C18:1 < 0,05% E + U= 3,5 % arba alkoholis = 350 mg/kg >
$(C18.2+ C18.3)<0,05% | TAIP NE | e
TAIP NE Ly,
2 pozicijoje prisotintos riebiosios rugstys % B Aliejaus rasis 3
M e T i neatitinka deklaruotos
ﬁ 17 =19 > 18 > kategorijos
(@)
Aliejaus rusis atitinka deklaruota kategorija S :
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5 lentelé

Rafinuotas alyvuogiy aliejus

(Kokybés kriterijai)

Rugstingumas %

<03 >0,3

Peroksido skai¢ius mEq O2/kg

>5

Aliejaus rasis neatitinka
deklaruotos kategorijos

UV spektrometrija

Koo = 1,10 K270 > 1,10

UV spektrometrija

AK 0,16

AK>0,16

Aliejaus rasis atitinka deklaruota kategorija,

Toliau j 7 lentele (Grynumo kriterijai)
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6 lentelé

Alyvuogiy aliejus, sudarytas i$ rafinuoty ir pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejy
(Kokybeés kriterijai)

Rigstingumas %

<1,0 >1,0
Peroksido skai¢ius mEq Oa/kg L U TR
<15 >15 .:..m'." "'n.\"
Aliejaus rasis
neatitinka deklaruotos
kategorijos
UV spektrometrija ’ .
K270<0,90 Ka70 > 0,90 ‘...... LY -
|
UV spektrometrija
AK=0,15 AK>0,15

Aliejaus rasis atitinka deklaruota kategorija

Toliau j 7 lentele (Grynumo kriterijai)
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7 lentelé

Alyvuogiy aliejus, sudarytas i$ rafinuoty ir pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejy
(Grynumo kriterijai)

Kokybeés kriterijai (5ir6lentefe)
TAIP NE
* Aliejaus rii$is neatitinka
Trans izomerinés riebiosios rigstys% | | > deklaruc.:.t 0s
5 kategorijos :
tC18:1<0,20 tC18:1>0,20
t(C18:2 +C18:3) < 0,30 t(C18:2 + C18:3) > 0,30
Riebiyjy ragsciy sudétis
TAP ‘ NE >
* .............. >. Aligjaus riiSis neatitinka 5
AECN42 deklaruotos :
i kategorijos
<03 >0,3

v

Steroliy sudétis ir bendras kiekis

TAIP NE
Eritrodiolis + uvaolis % """" e, .
< 4, 5 S 4)5 ::.. ',‘.
* Aliejaus risis neatitinka
U e —— > . deklaruotos
Wiy kategorijos
(a)
<350 | > 350 .
L<8%:{C181<0,10%¢(C18:2¢C18:3) <0,00% |
L > 8% :tC18:1 < 0,10% t(C18:2+C18:3) < 0,15%
TAIP ‘ NE
2 pozicijoje prisotintos riebiosios rugstys % )
,-" Aliejaus rasis neatitinka
<18 18 e > deklaruotos
' ' H kategorijos
(b)

Aliejaus rasis atitinka deklaruota kategorija
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8lentelé

Neapdorotas alyvy iSspaudy aliejus
(Grynumo kriterijai)

Trans izomerinés riebiosios rigstys % ' ‘
tC18:1<0,20 tC18:1>0,20 H Aliejaus rasis neatitinka 3
t(C18:2 +C18:3)< 0,10 t(C18:2 + C18:3) > 0,10 deklaruotos kategorijos :
* E @ B
Riebiujy rugséiy sudétis e,
TA|P ‘ NE .............
AECN42
<06 >06
* Aliejaus rasis .
1 neatitinka deklaruotos H
Steroliy sudétis ir bendras kiekis ':’ kategorijos :
TAIP NE T
Eritrodiolis + uvaolis %
>4,5 15<E+V<45 <15
Vaskai mg/kg
Aliejaus rasis
> 350 300 < vaski < 350 <350 : neatitinka H
H deklaruotos H
K kategorijos i
* ............................. > b
Alkoholis > 350 mg/kg un E + U> 3,5 % ’
TAIP NE
tC18:1 < 0,10% e
t(C18:2 + C18:3) < 0,05%
2 pozicijoje prisotintos riebiosios ..~"
TAIP ‘ NE —P riigatys %
H Aliejaus rasis
<22 522 e > neatitinka H
deklaruotos
5 kategorijos H
Aliejaus rasis atitinka deklaruota (c)
kategorija
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9 lentelé

Rafinuotas alyvy isspaudy aliejus
(Kokybés kriterijai)

Ragstingumas %

<03 >03

v

Peroksido skai¢ius mEq O2/kg
>5

<5

v

UV spektrometrija

Ka70 < 2,00 K270 > 2,00

v

UV spektrometrija

AK>0,20

AK 0,20

Aliejaus rusis atitinka deklaruota kategorija

Toliau j 7 lentele (Grynumo kriterijai)

Aliejaus risis
neatitinka deklaruotos

kategorijos
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Alyvy isspaudy aliejus
(Kokybés kriterijai)

Riigstingumas %

<10 >1,0

:

Peroksido skai¢ius mEq O2/kg

<15 >15

v

UV spektrometrija

Koo < 1,70

Koro > 1,70

UV spektrometrija

AK<0,18 AK>0,18

* s
Aliejaus rasis B
H neatitinka deklaruotos
................... >‘_ kategorijos

..
eay

.
A
.

Aliejaus rusis atitinka deklaruota kategorija

Toliau j 7 lentele (Grynumo kriterijai)
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11 lentelé

< Rafinuotas alyvy iSspaudy ir alyvy isspaudy aliejus

(Grynumo kriterijai) >
Kokybés kriterijai
TAIP NE
+ _:. Aliejaus rasis :
- e T or T Ty @ : neatitinka deklaruotos
Trans izomerinés riebiosios rigstys % : kategorijos
tC18:1<0,40 tC18:1> 0,40 e D
t(C18:2+C18:3)< 0,35 t(C18:2 +C18:3) > 0,35
Riebiyjy ragséiy sudets | . —
TAIP | NE
AECN42 Aliejaus rasis
> neatitinka deklaruotos
<05 | >0,5 kategorijos i
Steroliy sudétis ir bendras kiekis
TA”:) ‘ NE ------------
Eritrodiolis + uvaolis %
>45 45
UL CILLY Aliejaus rusis
: neatitinka deklaruotos :
> 350 <1350 '-_ kategorijos H
L <8%:tC18:1 <0,20 % t(C18:2+C18:3) < 0,10 % e
L >8% : tC18:1 < 0,20 % t(C18:2+C18:3) < 0,15 % 2 poricijoje prisotintos
riebiosios riigstys % .
TAIP NE > {0 ieassrigs b
<22 599 i Aliejaus rasis 3
! D 2% neatitinka deklaruotos
H kategorijos
¢ (@ i
Aliejaus risis atitinka deklaruota kategorijg )
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YM20

VYM21

VY M20

YM21

1 priedélis

Sio reglamento priedy ir schemos sprendimams priimti laukeliy atitikmeny lentelé

Rigstingumas

Peroksido skaicius
UV spektrometrija

Organoleptinis jvertinimas

3,5-Stigmastadijos

Transizomerinés riebiosios
ragstys

Riebiyjy riigsciy sudétis

AECN42

Steroliy sudétis ir bendras
kiekis
Eritrodiolis ir uvaolis

Vaskai

Alifatiniai alkoholiai

2 pozicijoje prisotintos
riebiosios ragstys

I priedas

III priedas
IX priedas
XII priedas

XVII priedas

X.air

X.b priedas
X.air

X.b priedas

XVIII priedas

V priedas

VI priedas
IV priedas

XIX priedas

VII priedas

Laisvyjy riebaly raigsciy kiekio nustatymas,
naudojant $altaji metoda

Peroksidy skai¢iaus nustatymas
Spektrofotometrinis tyrimas

Pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus orga-
noleptiniy charakteristiky vertinimas

Stigmastadijy nustatymo augaliniame alie-
juje metodai

Riebaly riigséiy metilesteriy analizé dujy
chromatografijos metodu

Riebaly rugséiy metilesteriy ruosimas

Riebaly rugsciy metilesteriy analizé dujy
chromatografijos metodu

Riebaly rtgsciy metilesteriy ruoSimas

Trigliceridy sudéties nustatymas su ECN42
(skirtumas tarp HPLC duomeny ir teorinés
sudéties)

Steroliy sudéties ir kiekio nustatymas kapi-
liarinés dujy chromatografijos metodu

Eritrodiolio ir uvaolio nustatymas
Vasky kiekio nustatymas kapiliarinés dujy
chromatografijos metodu

Alifatiniy alkoholiy kiekio nustatymas
kapiliarinés dujy chromatografijos metodu

2-glicerilo  monopalmitato
kiekio nustatymas

procentinio
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2 priedélis
1 lentelé
a) Ziiréti pirmojo spaudimo arba lampante alyvuogiy aliejy (Kokybés kriterijai
— 2 lentele, arba Kokybés ir grynumo kriterijai — 4 lentelé)
b) Ziaréti lampante alyvuogiu aliejy (Kokybés ir grynumo kriterijai — 4 lentelé)
2 lentelé
a) Zitréti lampante alyvuogiy alieju (Kokybés ir grynumo kriterijai — 4 lentelé)
b) Ziaréti aukiciausios kokybés pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejy (Kokybés
kriterijai — I lentelé)
3 lentelé

a) Sudétyje yra rafinuoto aliejaus (alyvuogiy ar kito)

b) Sudétyje yra alyvy iSspaudy aliejaus

4 lentelé

a) Zitréti Auk$¢iausios kokybés pirmojo spaudimo ir pirmojo spaudimo
alyvuogiy aliejy (Kokybés kriterijai — 1 ir 2 lentelé)

b) Sudétyje yra rafinuoto aliejaus (alyvuogiy ar kito)
c¢) Sudétyje yra alyvy i$spaudy aliejaus

d) Sudétyje yra esterifikuoty aliejy

7 lentelé
a) Sudétyje yra alyvy iSspaudy aliejaus
b) Sudétyje yra esterifikuoty alieju

8 lentelé
a) Sudétyje yra rafinuoto aliejaus (alyvuogiy ar kito)
b) Ziiiréti lampante alyvuogiy alieju (Kokybés ir grynumo kriterijai — 4 lentelé)

c¢) Sudétyje yra esterifikuoty aliejy

11 lentelé

a) Sudétyje yra esterifikuoty aliejy
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1l PRIEDAS

LAISVUJU RIEBALU RUGSCIU KIEKIO NUSTATYMAS, NAUDOJANT

1.1.

1.2.

1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

1.3.

SALTAJ] METODA

RUGSTINGUMO NUSTATYMAS

Laisvyjy riebiyjy rog$¢iy nustatymas alyvuogiy aliejuose. Laisvyjy rigsciy
kiekis iSreiSkiamas sutartu biidy skai¢iuojamu ragstingumu.

Metodo esmé

Bandinys iStirpinamas tirpikliy miSinyje ir esancios laisvosios riebiyjy
rugstys titruojamos kalio hidroksido tirpalu etanolyje.

Reagentai

Visi reagentai turi buti pripazintos analiziSkai gryny reagenty kokybés,
naudojamas distiliuotas arba atitinkamo grynumo vanduo.

Dietileterio ir 95 % (v/v) etanolio lygiy ttrio daliy miSinys.

Pastaba. Dietileteris yra labai degus ir gali sudaryti sprogius peroksidus.
Ji naudojant, turi biti imamasi ypatingy atsargumo priemoniy .

Visiskai prie§ pat naudojima miSinys neutralizuojamas kalio hidroksido
tirpalu (1.2.2), 100 ml miSinio jpilant 0,3 ml fenolftaleino tirpalo (1.2.3).

Pastaba. Jei negalima naudoti dietiletrio, gali biiti naudojamas tirpikliy
misinys, kuri sudaro etanolis ir toluenas. Prireikus etanolj galima
pakeisti 2-propanoliu.

Kalio hidroksido titruotas tirpalas etanolyje, c(KOH) apie 0,1 mol/l arba,
jei tai butina, ¢(KOH) apie 0,5 mol/l.

Turi bati zinoma kalio hidroksido tirpalo etanolyje tiksli koncentracija, ji
tikrinama prie§ pat naudojima. Reikia turéti paruosta tirpala bent penkios
dienos prie§ naudojima, ji dekantavus | butelj i§ rudo stiklo su guminiu
kams¢iu. Tirpalas turi biti bespalvis arba $viesiai geltonos spalvos.

Pastaba. Patvarus bespalvis kalio hidroksido tirpalas gali buti paruostas
taip. 1 000 ml etanolio, idéjus 8 g kalio hidroksido ir 0,5 g
aliuminio drozliy, uzvirinama ir vieng valanda verdama su griz-
tamuoju kondensatoriumi. Tuojau pat distiliuvojama. Distiliate
iStirpinamas reikiamas kiekis kalio hidroksido. Palickama kelias
dienas stovéti, paskui skaidrus vir§ kalio karbonato nuosédy
esantis tirpalas dekantuojamas.

Tirpala galima paruosti ir be distiliacijos: { 1 000 ml etanolio
ipilama 4 ml aliuminio butilato, miSinys palickamas kelias
dienas stovéti. Vir§ nuosédy esantis skystis dekantuojamas ir
jame istirpinamas reikiamas kiekis kalio hidroksido. Tirpalas
paruostas naudoti.

Fenolftaleino 10 g/l tirpalas 95-96 % (v/v) etanolyje arba Sarminio
zydriojo (ypa¢ zymiai spalvoty riebaly atveju) 20 g/l tirpalas 95-96 %
(v/v) etanolyje.

Aparatiira

Iprasta laboratoriné jranga, tarp kity irenginiy:
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1.4.
1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

L.5.

. analizinés svarstyklés;

. 250 ml talpos kaiginé kolba;

. 10 ml biureté, sugraduota 0,05 ml padalomis.

Darbo eiga

Bandinio ruo$imas analizei

(Atliekama filtruoto bandinio analizé. Jei drégmé ir priemaiSos kartu
sudaro maziau kaip 1 %, bandinys analizuojamas be tolesnio apdorojimo;
jei ju yra daugiau kaip 1 %, bandinj reikia filtruoti.)

Bandinio émimas

Bandinio imama, atsizvelgiant | numatoma ruigsciy skaiciy, pagal tokia
lentelg:

Laukiamas rigiciy Bandinio masé Svérimo tikslumas
skaicius © ©
<1 20 0,05
1-4 10 0,02
4-15 2,5 0,01
15-75 0,5 0,001
> 75 0,1 0,0002

Bandinys sveriamas kaigingje kolboje (1.3.2).
Nustatymas

Bandinys (1.4.2) istirpinamas 50—150 ml pries$ tai neutralizuoto dietileterio
ir etanolio misinio (1.2.1).

Titruojama 0,1 mol/l koncentracijos kalio hidroksido tirpalu (1.2.2) (zr. 2
pastaba) maiSant, kol pasikei¢ia indikatoriaus spalva (roziné fenolftaleino
spalva nepranyksta bent 10 sekundziy).

I pastaba. Titruotas kalio hidroksido tirpalas etanolyje (1.2.2) gali biti
pakeistas vandeniniu kalio arba natrio hidroksido tirpalu, jei
titravimo metu jpilamas vanduo nesukelia iSsisluoksniavimo.

2 pastaba. Jei 0,1 mol/l kalio hidroksido tirpalo reikia daugiau kaip 10 ml,
naudojamas 0,5 mol/l tirpalas.

3 pastaba. Jei titruojant tirpalas susidrumséia, jpilama tiek tirpikliy
misinio (1.2.1), kad tirpalas pasidarytu skaidrus.

Rigstingumas: skaiiuojamas oleino riigSties procentiniu kiekiu

Rugstingumas masés procentais skai¢iuojamas pagal formulg:

M 100 Vxcx M
VXeX —X — = ———
1000 m 10 x m
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kurioje:

V = titravimui sunaudoto kalio hidroksido tirpalo tiiris, mililitrais;

¢ = tiksli naudoto kalio hidroksido titruoto tirpalo koncentracija, moliais
litre;

M = moliné masé riigsties, pagal kuria skaifiuojamas rezultatas (= 282);

m = bandinio masé, gramais.

Rezultatas skaic¢iuojamas P M6 dvieju apskaiCiavimy <«  aritmetinis
vidurkis.
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5.1.

5.2.

5.3.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

111 PRIEDAS
PEROKSIDU SKAICIAUS NUSTATYMAS

TIKSLAS

Siame standarte aprasytas aliejy ir riebaly peroksidy skai¢iaus nustatymo
metodas.

TAIKYMOSRITIS

Sis standartas taikytinas gyvuliniams ir augaliniams aliejams ir riebalams.

APIBREZIMAS

Medziagy, kurios apraSytomis bandymo salygomis oksiduoja kalio jodida,
kiekis, skaiCiuojamas aktyvaus deguonies miliekvivalentais kilogramui
bandinio, vadinamas peroksidy skai¢iumi.

METODOESME

Acto ragsties ir chloroformo miSinyje iStirpinta analizuojamo bandinio
dalis veikiama kalio jodido tirpalu. I$siskyrgs jodas titruojamas etaloniniu
natrio tiosulfato tirpalu.

APARATURA

Visoje naudojamoje jrangoje neturi buti oksiduojanciy arba redukuojanciy
medziagy.

Pastaba. Slifo sujungimai netepami.

3 ml talpos stikliné bertuvéle.

Mazdaug 250 ml talpos kolbos su $lifo kaklais ir kamséiais i§ anksto
i8dziovintos ir uzpildytos S$variomis, sausomis inertinémis dujomis
(azotu arba geriau anglies dioksidu).

25 arba 50 ml biureté, sugraduota 0,1 ml padalomis.

REAGENTAI

Chloroformas, analiziskai grynas, iSvalytas nuo deguonies, barbotuojant
per ji Svariy ir sausy inertiniy dujy srove.

Lediné (atSaldyta) acto rligstis, analizi§kai gryna, iSvalyta nuo deguonies,
barbotuojant per ja §variy ir sausy inertiniy dujy srove.

Kalio jodidas, neseniai paruostas prisotintas vandeninis tirpalas, be jodo ir
jodaty.

Natrio tiosulfatas, tiksliai etalonuotas 0,01 arba 0,002 mol/l vandeninis
tirpalas. Titras nustatomas prie§ pat naudojima.

Krakmolo tirpalas, 10 g/l dispersija vandenyje, neseniai paruostas i$ natii-
ralaus tirpaus krakmolo.

BANDINYS

Reikia ziaréti, kad bandinys biity imamas ir laikomas neapsviestoje Saltoje
vietoje, visiSskai uzpildytame stikliniame inde, hermetiskai uzkim$tame
slifo arba kams¢iamedzio kams¢iais.
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DARBO EIGA

Analizé turi bati atlieckama i$sklaidytoje dienos Sviesoje arba esant dirbti-
niam ap$vietimui. Stiklinéje bertuvéléje (5.1) arba, jos neturint, kolboje
(5.2) 0,001 g tikslumu pasveriama bandinio masé, kuri pasirenkama i$
lentelés duomeny, atsizvelgiant { numatoma peroksidy skaiéiy:

Laukiamas peroksidy skaicius Analizuojamos bandinio dalies masé
(mekv.) (®)
0-12 5,0-2,0
12-20 2,0-1,2
20-30 1,2-0,8
30-50 0,8-0,5
50-90 0,5-0,3

Kolba (5.2) atkem$ama ir { ja idedama stikliné bertuvélé su bandiniu.
Ipilama 10 ml chloroformo (6.1). Bandinys greitai iStirpinamas maisant.
Ipilama 15 ml ledinés acto ragsties (6.2) ir paskui 1 ml kalio jodido
tirpalo (6.3). Kolba greitai uzkemsama, kratoma viena minutg ir lygiai
penkias minutes palickama stovéti neapsviestoje vietoje, 15-25 °C tempe-
ratiiroje.

Ipilama mazdaug 75 ml distiliuoto vandens. ISsiskyrgs jodas titruojamas
natrio tiosulfato tirpalu (6.4) (0,002 mol/l, jei manoma, kad peroksidy
skaiCius yra mazesnis kaip 12, ir 0,01 mol/l, jei numatomos vertés yra
didesnés kaip 12), stipriai kratant. Indikatoriumi naudojamas krakmolo
tirpalas (6.5).

Tam paciam analizuojamam bandiniui atlickami du nustatymai.

Tuo paciu metu atlickamas tusCiasis bandymas. Jei tus¢iojo bandymo
rezultatas didesnis kaip 0,05 ml 0,01 mol/l natrio tiosulfato tirpalo
(6.4), negryni reagentai pakeiCiami.

REZULTATU APSKAICIAVIMAS

Peroksidy skaiéius (PS), skai¢iuojant aktyvaus deguonies miliekvivalen-
tais kilogramui, nustatomas pagal formulg:

V x T x 1000
pv = -~~~ 7
m
kurioje:
V = nustatymui sunaudoto etaloninio natrio tiosulfato tirpalo (6.4) turis,

pataisytas pagal tus¢iojo bandymo rezultata, ml;
T = tiksli naudoto natrio tiosulfato tirpalo (6.4) moliné koncentracija;
m = analizuojamos bandinio dalies masé, g.

Rezultatas skaic¢iuojamas kaip dviejy nustatymy aritmetinis vidurkis.
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VYM21
1V PRIEDAS
VASKU KIEKIO NUSTATYMAS DUJU CHROMATOGRAFIJOS
METODU KAPILIARINEJE KOLONELEJE

1. TIKSLAS IR TAIKYMO SRITIS

Siuo metodu nustatomi vasky kiekiai alyvuogiy aliejuje. Vaskai identifi-
kuojami pagal anglies atomy skai¢iy. Metodas taikomas atskirti spaudimo
budu gauta alyvuogiy aliejy nuo alyvuogiy aliejaus, gauto ekstrahavimo
budu (maisytas alyvuogiy iSspaudy aliejus).

2. METODO ESME

I riebalus arba aliejy pridedama atitinkamo vidinio etalono ir chromato-
grafiskai frakcionuojama kolonéléje, uzpildytoje hidratuotu silikageliu.
Frakcija, kuri bandymo salygomis iSplaunama pirmoji (jos poliskumas
yra mazesnis kaip trigliceridy), tiesiogiai tiriama duju chromatografijos
metodu kapiliarinéje kolonéléje.

3. IRANGA

3.1. 25 ml Erlenmejerio kolba.

3.2.  Stikliné dujy chromatografijos kolonélé su Ciaupu, kurios vidinis skersmuo
15 mm, ilgis 3040 cm.

3.3. Tinkamas dujy chromatografas su kapiliarine kolonéle ir méginio tiesio-
ginio jpurskimo jtaisu. Chromatografa sudaro:

3.3.1. Kolonéliy termostatas su temperatiiros programavimo jrenginiu.
3.3.2. Saltas inzektorius méginiui tiesiogiai { kolonéle jpurksti.
3.3.3. Liepsnos jonizacinis detektorius ir konverteris stiprintuvas.

3.3.4. Kintamo popieriaus tiekimo greiCio savirasis integratorius, dirbantis su
konverteriu stiprintuvu (3.3.3), kurio atsako sparta ne didesné kaip viena
sekundé. (Taip pat galima naudoti kompiuterizuotas sistemas, leidziancias
kompiuteriu gauti dujy chromatografijos duomenis.).

3.3.5. 8-12 m ilgio ir 0,25-0,32 mm vidinio skersmens stikliné arba kvarcinio
stiklo kapiliariné kolonélé, i§ vidaus padengta lygia 0,10-0,30 pm storio

stacionarios fazés plévele. (Naudoti paruostos plévelés parduodamos kaip
SE-52 arba SE-54.).

34. 10 pl mikrosvirkstas su kietinta adata, pritaikytas méginiui tiesiogiai
ipurksti { kolonélg.

3.5.  Elektriné purtyklé.

3.6.  Sukamasis garintuvas.

3.7.  Mufeliné krosnis.

3.8.  Analizinés svarstyklés, kuriy svérimo tikslumas + 0,1 mg.
3.9. Iprasti laboratoriniai stikliniai indai.

4. REAGENTAI

4.1.  Silikagelis, kurio granuliy dydis 60-200 pm.

Jis paruoSiamas taip: silikagelis dedamas i krosnj ir ne trumpiau kaip
keturias valandas kaitinamas 500 °C temperatiiroje. Leidziama atvésti ir
ipilama 2 % (silikagelio masés) vandens. Gauta suspensija homogenizuo-
jama gerai sumaiSant. Prie§ naudojima laikoma tamsoje ne maziau kaip 12
valandy.
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YM21

4.2. n-heksanas, tinkamas chromatografijai.
4.3.  Etileteris, tinkamas chromatografijai.
4.4. n-heptanas, tinkamas chromatografijai.

4.5.  Etaloninis 0,1 % (m/v) laurileikozanato tirpalas heksane (vidinis etalonas).
(Taip pat galima naudoti palmitilo palmitatq arba miristilstearatq).

4.5.1. Sudanas 1 (l-fenilazo-2-naftolis).

4.6. Nesanciosios dujos: vandenilis arba helis, kuriy grynumas atitinka dujy
chromatografijos reikalavimus.

4.7. Pagalbinés dujos:
— grynas vandenilis, tinkamas dujy chromatografijai,
— grynas oras, tinkamas dujy chromatografijai.

5. DARBO EIGA
5.1.  Chromatografinés kolonélés paruosimas.

15 g silikagelio (4.1.) suspenduojama n-heksane (4.2.) ir supilama i kolo-
nélg (3.2.). Silikageliui leidziama savaime nusésti. Kad chromatografinis
sluoksnis biity homogeniskesnis, nusodinimas baigiamas, naudojant elek-
tring purtyklg (3.5.). PriemaiSos paSalinamos per silikageli praleidziant
30 ml n-heksano. [ 25 ml talpos Erlenmejerio kolba (3.1) svarstyklémis
(3.8) tiksliai pasveriama 500 mg meéginio ir pridedamas reikiamas vidinio
etalono (4.5) kiekis, atsizvelgiant | numatoma vasko kieki méginyje. Pvz.:
analizuojant alyvuogiy alieju jdedama 0,1 mg laurileikozanato, analizuo-
jant maiSyta alyvuogiy iSspaudy aliejy — 0,25-0,5 mg. Paruostas méginys
dviem 2 ml n-heksano (4.2.) porcijomis supilamas | chromatografijos
kolonélg.

Tirpikliui leidziama iStekéti iki 1 mm lygio vir§ absorbento virSutinio
pavirsiaus, tuomet per silikagelj praleidziama 70 ml n-heksano natiraliai
tirpaluose esantiems n-alkanams pasalinti. Chromatografinis iSplovimas
pradedamas palaikant 15 laSy per 10 sekundziy srauto greitj, surenkama
180 ml n-heksano/etileterio miSinio, paruosto santykiu 99:1. Méginio
iSplovimas turi buti atlickamas kambario, t. y. 22 + 4 °C, temperatiiroje.

Pastabos: — n-heksano/etileterio misinys (99:1) turi biti ruoSiamas
kasdien.

— Siekiant vizualiai sekti, ar vaskai tinkamai iSplaunami, {
skysta méginio iSplovimo miSinj galima jpilti 100 pl 1 %
sudano tirpalo. Kadangi daziklio sulaikymo trukmé yra
tarping, lyginant su vasky ir trigliceridy sulaikymo trukme,
todél dazikliui pasiekus chromatografinés kolonélés dugna,
iSplovimo procesas nutraukiamas, nes visi vaskai jau biina
iSplauti.

Gauta frakcija dziovinama sukamajame garintuve (3.6.), kol iSgarinamas
beveik visas tirpiklis. Paskutinieji 2 ml tirpiklio pasalinami silpna azoto
srove; tuomet jpilama 2—4 ml n-heptano.

5.2.  Dujy chromatografiné analizé
5.2.1. ParuoSiamieji darbai

Kolonélé prijungiama prie duju chromatografo (3.3), kolonélés pradzia
sujungiant su tiesioginio {purSkimo jtaisu, gala — su detektoriumi. Patik-
rinamas dujy chromatografijos jrenginys (duju kilpy, detektoriaus, ir savi-
raSio veikimas ir t. t.).
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Jei kolonélé naudojama pirma karta, patartina ja kondicionuoti. Per kolo-
nele paleidziama nestipri dujy srové, tuomet jjungiamas duju chromato-
grafas. Palaipsniui kaitinama, kol temperatira per apytiksliai 4 valandas
pakyla iki 350 °C. Si temperatiira palaikoma ne maziau kaip 2 valandas,
po to nustatomos irenginio darbo salygos (sureguliuojamas dujy srauto
greitis, uzdegama liepsna, prijungiamas elektroninis saviraSis (3.3.4.),
nustatoma termostato kameros temperatiira, sureguliuojamas detektorius
ir t. t.) ir esant bent du kartus didesniam jautriui nei tas, kuris reikalingas
analizei atlikti, uZraSomas signalas. Baziné linija turi bati tiesi, be jokiy
smailiy ir nukrypimy.

Neigiamas tiesinis nuokrypis rodo, kad nesandariis kolonélés sujungimai;
teigiamas nuokrypis — kad kolonélé nepakankamai kondicionuota.

5.2.2. Darbo sqlygy parinkimas

Paprastai turi buti laikomasi tokiy darbo salygu:

— kolonélés temperatiira:

20 °C/ 5 °C/ 20 °C/
minute minute minute
pradiné — 240 °C — 325 °C — 340 °-
temperatlira (6") C(10")
80 °C
19

— detektoriaus temperatiira: 350 °C,

— jpurkstas medziagos kiekis: 1 pl (2—4 ml) n-heptano tirpalo,

— neSanciosios dujos: helis arba vandenilis, naudojamas pasirinktoms
dujoms optimalus linijinis greitis (zr. priedélj),

— prietaiso jautris: atitinkantis toliau nurodytas salygas:

Sios salygos gali bati keiiamos, atsizvelgiant | kolonélés bei dujy chro-
matografo savybes, kad biity pasiektas visy vasky atskyrimas, pakankama
smailiy skiriamoji geba (zr. paveiksla). Vidinio etalono Cs, sulaikymo
trukmé turi bati 18 £ 3 minutés. Budingiausios vasky smailés aukstis
turi sudaryti ne maziau kaip 60 % visos skalés aukscio.

Smailiy integravimo parametrai nustatomi taip, kad blity gautas teisingas
nagrinéjamy smailiy ploty ivertinimas.

Pastaba. Kadangi galutiné temperatiira auksta yra leidziamas teigiamas
nuokrypis, nevirsijantis 10 % visos skalés aukscio.

5.3. Analizé

10 pl mikrosvirkstu jsiurbiama 1pl méginio tirpalo; stimoklis traukiamas,
kol adata iStustéja. Adata jkiSama | jpurSkimo {taisg ir po vienos-dviejy
sekundziy tirpalas greitai iSvirk§¢iamas. Mazdaug po penkiy sekundziy
adata létai iStraukiama.

UzraSin¢jama, kol vaskai visiskai i$plaunami.



1991R2568 — LT — 09.08.2012 — 024.001 — 38

VY M21
Baziné linija turi visuomet atitikti nustatytas salygas.
5.4. Smailiy identifikavimas

Smailés identifikuojamos pagal sulaikymo trukmes, lyginant jas su
zinomas sulaikymo trukmes turinciais vasky miSiniais, analizuotais tomis
paciomis salygomis.

Gryno alyvuogiy aliejaus vasky chromatograma parodyta paveiksle.
5.5. Kiekybinis vertinimas
Integratoriumi iSmatuojami vidinio etalono ir C4y—Cye alifatiniiy esteriy

smailiy plotai.

Kiekvieno vaska sudarancio esterio kiekis mg/kg riebaly, apskaiciuojamas
pagal formulg:

A, x mg x 1000

esteris, mg/kg = .
m
S

kurioje:
A, = kiekvieno esterio smailés plotas, kvadratiniais milimetrais

A, = kiekvieno vidinio etalono esterio smailés plotas, kvadratiniais mili-
metrais

mg = pridéto vidinio etalono masé, miligramais
m = tyrimui paimto méginio mas¢, gramais.
6. REZULTATU PATEIKIMAS

Pateikiami atskiry Cyo—Cyq vasSky kiekiai ir iy kiekiy suma, mg/kg riebaly

(ppm).

Pastaba. Vasky sudedamyjy daliy kiekiai nustatomi remiantis alyvuogiy
aliejaus chromatogramos esteriy poriniy anglies skaiciaus
smailiy Cy49—Cyg pavyzdziu, pateiktu paveiksle. Jei Cyq esteris
matomas du kartus, jam identifikuoti rekomenduojama analizuoti

maiSyta alyvuogiu i$spaudy aliejy, kuriame Cyq lengvai nusta-
tomas, nes Siame aliejuje jo yra daugiausia.

Rezultatai pateikiami vieno Zenklo po kablelio (deSimtyjy) tikslumu.
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Paveikslas

Alyvuogiy aliejaus vasky chromatograma (')

30 .00]]

25004

20 .00

15.004

10.00

A
5.00 3

000-¢ — 1 e

Paaiskinimas:

LS. = Laurileikozanatas

1. = Diterpeniniai esteriai
2 +2° = Esteris Cy

3 +3” = Esteris Cy

4 + 4 = Esteris Cyy

5. = Esteris Cyg

6. = Steroliniai esteriai ir triterpeninis alkoholis

(") Atlikus steroliniy esteriy iSplovima, chromatografingje linijoje rySkiy smailiy (trigliceridy) neturi bati.
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Priedélis
Dujy linijinio greicio nustatymas

I dujy chromatografa, nustatyta normalioms darbo salygoms, jpurSkiama 1-3 pl
metano arba propano ir matuojamas laikas, kurj dujos uztruks tekédamos per
kolonélg nuo jpurskimo momento iki smailés iskilimo momento (ty).

Linijinis greitis, cm/s, gaunamas pagal formulg L/t\;, kurioje L yra kolonélés
ilgis, centimetrais, ty; yra iSmatuotas laikas sekundémis.
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V PRIEDAS

STEROLIU SUDETIES IR KIEKIO NUSTATYMAS KAPILIARINES

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8

3.9.

3.10.1

3.10.2.

3.10.3.

3.10.4.

DUJU CHROMATOGRAFIJOS METODU

TIKSLAS

Siame metode aprasytas atskiry steroliy ir ju bendro kiekio nustatymo
riebalinése medziagose budas.

METODO ESME

Riebaliné medziaga, idéjus B-cholestanolio kaip vidinio etalono, muili-
nama kalio hidroksido tirpalu etanolyje ir nemuilinama dalis ekstrahuo-
jama dietileteriu.

Steroliy frakcija i§ nemuilinamy medziagy ekstrakto iSskiriama chroma-
tografiskai ant Sarmu impregnuoty silikagelio ploksteliy. I§ silikagelio
regeneruoti steroliai paverciami trimetilsilileteriais ir analizuojami kapi-
liarinés dujy chromatografijos metodu.

APARATURA

250 ml tario kolba ir griztamasis kondensatorius, turintys $lifo sujun-
gimus.

500 ml talpos dalijamieji piltuvai.
250 ml talpos kolbos.

Visa jranga plonasluoksnei chromatografinei (PSC) analizei atlikti, pritai-
kyta stiklinéms ploksteléms, kuriy matmenys 20 x 20 cm.

UV 366 arba 254 nm ilgio $viesos bangy lempa.
Mikrosvirkstai 100 ir 500 pl tdiriams imti.

G3 akytumo stiklinis filtras (1540 pm akytumas) mazdaug 2 cm skers-
mens ir 5 cm auk$cio, tinkamas vakuuminiam filtravimui, su 12/21 §lifo
mova.

50 ml talpos vakuuminé kolba su 12/21 §lifo imova filtrui (3.7) prijungti.
10 ml talpos mégintuvelis su kiiginiu dugnu ir kamsciu.

Darbui su kapiliarine kolonéle naudojamas ir bandinio dozatoriy turintis
dujy chromatografas, kurj sudaro:

termostatuojama kamera norimai temperatiirai kolon¢léje palaikyti = 1 °C
tikslumu;

reguliuojamos temperatiros garinimo jrenginys su polisiloksanu dengtu
garinimo elementu;

liepsnos jonizacinis detektorius ir konverteris stiprintuvas;

darbui kartu su konverteriu-stiprintuvu (3.10.3) pritaikytas kintamo
popieriaus tiekimo greifio saviraSis-integratorius, kurio inertiSkumas ne
didesnis kaip viena sekundé.

Stikliné arba lydyto kvarco 20-30 m ilgio kapiliariné kolonélé, kurios
vidinis skersmuo 0,25-0,32 mm, padengta 0,10-0,30 pum storio skystos
fazés SE-52 arba SE-54 plévele arba ja atitinkancia plévele.

10 pl talpos mikrosvirkstas dujy chromatografijai su kietinta adata.
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4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

49.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

REAGENTAI

Kalio hidroksido mazdaug 2 mol/l tirpalas etanolyje: 130 g kalio hidro-
ksido (maziausia koncentracija 85 %) iStirpinama Saldant 200 ml disti-
liuoto vandens ir praskiedziama etanoliu iki 1 litro. Tirpalas turi biti
laikomas gerai uzkimstame tamsaus stiklo butelyje.

Dietileteris, analizi§kai grynas.
Bevandenis natrio sulfatas, analiziSkai grynas.

Fluorescencijos indikatoriumi neuzterSto silikagelio 0,25 mm sluoksniu
dengtos stiklinés PSC plokstelés (gali biti naudojamos gatavos pramonés
gaminamos plokstelés).

Kalio hidroksido 0,2 mol/l tirpalas etanolyje: 13 g kalio hidroksido istir-
pinama 20 ml distiliuvoto vandens ir praskiedziama etanoliu iki 1 litro.

Benzenas, tinkamas chromatografijai (zr. 5.2.2).
Acetonas, tinkamas chromatografijai (zr. 5.2.2).
Heksanas, tinkamas chromatografijai (zr. 5.2.2).
Dietileteris, tinkamas chromatografijai (zr. 5.2.2).
Chloroformas, tinkamas chromatografijai (zr. 5.2.2).

Etaloninis tirpalas plonasluoksnei chromatografijai: cholesterolis arba
fitosteroliai, M6 2 % < tirpalas chloroforme.

0,2 % 2',7'-dichlorfluoresceino tirpalas etanolyje. Jis truputj paSarmi-
namas, ilaSinant kelis laSus 2 mol/l kalio hidroksido tirpalo.

Bevandenis piridinas, tinkamas chromatografijai.
Heksametildisilazanas.
Trimetilchlorsilanas.

Etaloniniai steroliy trimetilsilileteriy tirpalai. RuoSiami prie§ pat juos
naudojant i§ gryny steroliy arba jy miSiniy, gauty i$ juos turiniy aliejy.

0,2 % (m/v) B-cholestanolio tirpalas chloroforme (vidinis etalonas).

Dujos nesikliai: vandenilis arba helis, grynumas atitinka dujy chromato-
grafijos reikalavimus.

Pagalbinés dujos:

— vandenilis, kurio grynumas atitinka duju chromatografijos reikala-
vimus,

— oras, kurio grynumas atitinka dujy chromatografijos reikalavimus.

DARBO EIGA

Nemuilinamy medziagy gavimas

1 250 ml talpos kolba 500 pl mikrosvirkstu iSvirk§¢iamas toks 0,2 % [-
cholestanolio tirpalo turis, kuriame cholestanolio kiekis biity lygus
mazdaug 10 % steroliy kiekio analizei paimto bandinio alikvotinéje
dalyje. Pavyzdziui, { 5 g alyvuogiy aliejaus bandinj jpilama 500 pl
0,2 % B-cholestanolio tirpalo, 1500 pl — i PM6 —— <
aliejaus i§ alyvuogiy i$spaudy bandinj.

Vidinio etalono tirpalas N, srovéje iSgarinamas iki sauso likucio, paskui |
ta pacia kolba tiksliai pasveriama 5 g sauso, filtruoto bandinio.
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5.14.

5.2

5.2.1.

> M6 Alicjai <, kuriuose yra nemazi kiekiai cholesterolio, chromato-
gramoje gali turéti smailg, kurios sulaikymo trukmé tokia pati kaip ir
cholestanolio. Tokiu atveju steroliy frakcija turi bati analizuojama du
kartus, su vidiniu etalonu ir be jo »M6 arba vietoje cholestanolio turi
biti naudojamas betulinolis <.

I kolba jpilama 50 ml 2 mol/l kalio hidroksido tirpalo alkoholyje, prijun-
giamas griztamasis kondensatorius ir kolba ant vandens vonios Sildoma
iki nestipraus virimo, nuolat stipriai maiSant, kol jvyksta muilinimas
(tirpalas pasidaro skaidrus). Sildymas tesiamas dar 20 minuéiu, paskui
per kondensatoriaus virSy jpilama 50 ml distiliuoto vandens, kondensa-
torius atjungiamas ir kolba atauSinama mazdaug iki 30 °C.

Kolbos turinys kiekybiskai supilamas { 500 ml talpos dalijamaji piltuva,
nuplovimui per kelis kartus sunaudojant mazdaug 50 ml distiliuoto
vandens. [pilama mazdaug 80 ml dietileterio, turinys stipriai plakamas
30 sekundziy, paskui leidziama iSsisluoksniuoti (1 pastaba).

Apatinis vandeninis sluoksnis iSleidziamas | antraji dalijamaji piltuva.
Vandeninis sluoksnis ekstrahuojamas tuo paciu biidu dar du kartus, kiek-
vieng karta sunaudojant 60—70 ml dietileterio.

1 pastaba. Bet kokia susidariusi emulsija gali biiti panaikinta, jpurSkiant
nedidelj kieki etanolio arba metanolio.

Eteriniai ekstraktai supilami { viena dalijamaji piltuva ir plaunami disti-
liuotu vandeniu (50 ml vienu kartu), kol plovimo vanduo rodo neutralia
reakcija.

Atskyrus plovimo vandenis, eterinis ekstraktas dziovinamas vir§ bevan-
denio natrio sulfato ir filtruojamas per bevandenj natrio sulfata { 250 ml
talpos kolba, kuri buvo prie§ tai pasverta, dalijamaji piltuva ir filtra
nuplaunant nedideliu kiekiu dietileterio.

Eteris garinamas, kol tiiris sumazéja iki keliy mililitry, paskui likutis
dziovinamas nedideliame vakuume arba azoto srovéje. Dziovinimas
uzbaigiamas, laikant mazdaug ketvirtj valandos dziovinimo spintoje
100 °C temperatiiroje, paskui atausintas eksikatoriuje likutis pasveriamas.

Steroliy frakcijos atskyrimas

Ruosiamos bazinés PSC plokstelés. Silikageliu dengtos plokstelés (4.4)
10 sekundziy visiskai jmerkiamos { 0,2 mol/l kalio hidroksido tirpala
(4.5), pakui palickamos dvi valandas dziati traukos spintoje ir véliau
vieng valanda laikomos 100 °C temperatiiroje dziovinimo spintoje.

Plokstelés iSimamos i§ dziovinimo spintos ir laikomos eksikatoriuje su
kalcio chloridu, kol ju prireikia. (Taip apdorotos plokstelés turi buti
panaudotos per 15 dienu.)

2 pastaba. Kai steroliy frakcijai atskirti naudojamos bazinés silikagelio
plokstelés, nemuilinamy medziagy nebitina apdoroti Al,O3,
nes visi ragstinés prigimties junginiai (riebiosios ragstys ir
kiti) sulaikomi uzlasinimo linijoje, ir steroliy juosta aiskiai
atsiskiria nuo alifatiniy ir terpeny alkoholiy juostos.
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52.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

5.3.

5.3.1

I ryskinimo inda mazdaug 1 cm storio sluoksniu jpilama benzeno ir
acetono miSinio, kurio tiiriy santykis 95:5. Vietoj Sio miSinio gali buti
naudojamas heksano ir dietileterio miSinys, kurio tdriy santykis
65:35. Indas uzdaromas ir palickamas ne maziau kaip pusei valandos
pusiausvyrai tarp gary ir skys¢io nusistovéti. Ant vidiniy indo sieneliy
gali buti uzdedamos filtro popieriaus juostelés. Tai mazdaug tre¢daliu
sutrumpina ry$kinimo trukme ir komponenty iSplovimas biina vieno-
desnis bei pastovesnis.

3 pastaba. Visiskai pakartojamoms ryskinimo salygoms uztikrinti, ryski-
nimo tirpalas turi buti pakei¢iamas kiekvienai analizei.

Ruosiamas mazdaug 5 % nemuilinamy medziagy (5.1.5) tirpalas chloro-
forme, 300 pl $io tirpalo 100 pl talpos mikroSvirkstu uzlasinama vienodo
ir kuo mazesnio storio juostele ant PSC plokstelés (5.2.1), mazdaug per
2 cm nuo jos apacios. Vienoje linijoje su $ia juostele uzlaSinama 2-3 pl
steroliy etaloninio tirpalo (4.11) ju juostai identifikuoti rySkinima
uzbaigus.

Plokstelé dedama i ryskinimo inda, paruosta kaip nurodyta 5.2.2 punkte.
Palaikoma 15-20 °C aplinkos temperatiira. Indas i§ karto uzdengiamas ir
plaunama, kol tirpiklio frontas atsiduria 1 cm atstumu nuo plokstelés
virSaus. Plokstelé iSimama i§ ry$kinimo indo, tirpiklis iSgarinamas karsto
oro srovéje arba plokstelé trumpam paliekama traukos spintoje.

Plokstelé plonai ir vienodai apipurskiama 2',7'-dichlorfloresceino tirpalu.
Zitirint ultravioletingje §viesoje, steroliy juosta gali biiti atpaZinta pagal
buvimg viename lygyje su etaloninio tirpalo déme. Juostos ribos pagal
fluorescuojanéius krastus pazymimos juodu piestuku.

Silikagelis pazymétame plote nugrandomas metaline mentele. Gerai
susmulkinta medZziaga supilama { stiklinj filtra (3.7). Ipilama 10 ml karsto
chloroformo, misinys kruops¢iai sumaiSomas metaline mentele ir
vakuumu filtruojamas i prie filtro prijungta kiiging kolba (3.8).

Likutis ant filtro tris kartus plaunamas dietileteriu (mazdaug po 10 ml
kiekviena karta), filtruojant { ta pacia prie filtro prijungta kolba. Filtratas
nugarinamas mazdaug iki 4-5 ml tiirio, likgs tirpalas supilamas { 10 ml
talpos mégintuvelj (3.9), kuris prie§ tai pasveriamas. Mégintuvélio
turinys dziovinamas nestipriai kaitinant nedideléje azoto srovéje, i
naujo tirpinamas keliuose acetono laSuose, vél sausinamas, paskui
mégintuveélis su likuéiu mazdaug 10 minuciy dedamas | 105 °C tempe-
ratiros dziovinimo spinta, iSimtas auSinamas eksikatoriuje ir pasve-
riamas.

Likutj mégintuvélyje sudaro steroliy frakcija.

Trimetilsilileteriy ruo$imas

I mégintuvélj su steroliu frakcija, vengiant bet kokio drégmés patekimo
(5 pastaba), jpilama sililinimo reagento, kurj sudaro piridino, heksame-
tildisilazano ir trimetilchlorsilano miSinys tiriy santykiu 9:3:1
(4 pastaba), vienam steroliy miligramui imant 50 pl miSinio.

4 pastaba. Galima pirkti paruos$ty naudoti tirpaly. Yra pirkti kity silili-
nimo  reagenty, pvz., N,O-bi(trimetilsilil)trifluoraceta-
mido + 1 % trimetilchlorsilano miSinys, kuris turi bati pras-
kiestas tuo paciu sauso piridino tdriu.
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5.4.

5.4.1.

5.4.1.1.

5.4.1.2.

5.4.2.

5.4.2.1.

Meégintuvélis uzkem$amas ir atsargiai kratomas (neapverciant), kol stero-
liai visiSkai iStirpsta. Po to jis 15 minuciy paliekamas stovéti kambario
temperatiiroje, paskui kelias minutes centrifuguojamas. Skaidrus tirpalas
paruostas dujy chromatografinei analizei.

5 pastaba. Nedidelé opalescencija yra jprastas reiskinys ir nesukelia
trukdymy. Balty dribsniy susidarymas ir roziné spalva yra
drégmés patekimo arba reagento sugedimo pozymiai. Siuo
atveju bandymas pakartojamas.

Dujy chromatografiné analizé
Paruosiamieji darbai, kolonélés uzpildymas.

Kapiliariné kolonélé¢ prijungiama prie dujy chromatografo, kolonélés
i¢jima sujungiant per garintuva su bandinio dozatoriumi, i§¢jima — su
detektoriumi.

Atliekamas bendras dujy chromatografavimo jrenginio patikrinimas
(nutekéjimai dujy sistemoje, detektoriaus, dozatoriaus jtaiso ir savirasio
veikimas, t. t.).

Pirma karta naudojama kapiliaring kolonélg rekomenduojama kondicio-
nuoti. Per kolonélg paleidziama nestipri dujy nesiklio srové, paskui jjun-
giamas chromatografas ir atlickamas laipsniskas kaitinimas, kol tempera-
tira nepakyla bent 20 °C auks¢iau nei naudojama darbe (6 pastaba).
Sioje temperatiiroje kolonélé laikoma ne maziau kaip dvi valandas,
véliau jrenginys nustatomas darbo rezimu (reguliuojamas dujy srautas,
uzdegama ugnis, prijungiamas elektroninis saviraSis, nustatoma kapilia-
rinés kolonélés krosnies, detektoriaus ir inzektoriaus temperatira ir t. t.)
ir uzraSomas signalas bent du kartus didesniu jautrumu, nei bus naudo-
jamas analizei atlikti. Pagrindo linija turi bti bréziama tiesi, be bet kokio
pobudzio smailiy ir dreifo pozymiy.

Neigiamas tiesinis dreifas yra kolonélés sujungimy nesandarumo
pozymis, tuo tarpu teigiamas dreifas rodo nepakankama kolonélés kondi-
cionavima.

6 pastaba. Kondicionavimo temperatiira visuomet turi biiti bent 20 °C
mazesné¢, nei naudojamai stacionariai fazei nustatyta
didZiausia temperatiira.

Darbo salygy parinkimas

Orientacinés darbo salygos yra tokios:

— kolonélés temperatiira: 260 °C £+ 5 °C,

— garintuvo temperatiira: 280 °C,

— detektoriaus temperatiira: 290 °C,

— duju nesiklio linijinis greitis: helio 20-35 cm/s, vandenilio
30-50 cm/s,

— padalinimo santykis nuo 1:50 iki 1:100,
— prietaiso jautrumas: 4-16 karty didesnis nei minimalus silpninimas,
— uzraSymo jautrumas: 1-2 mV per visa skalg,

— popieriaus slinkimo greitis: 30—60 cm/val,
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5.4.3.

5.43.1.

5.4.3.2.

5.44.

54.5.

5.4.5.1.

5.4.5.2.

— ipurkstos medziagos kiekis: 0,5-1 pul TMSE tirpalo.

Nurodytos salygos gali buti kei¢iamos pagal kolonélés ir dujy chroma-
tografo savybes, kad bty gautos chromatogramos, atitinkancios tokias
salygas:

— PB-sitosterolio sulaikymo trukmé turi bati 20 + 5 minutés,

— kampesterolio smailés aukstis turi baiti: alyvuogiy aliejui (vidutinis
kiekis 3 %) 15 £ 5 % visos skalés aukscio; sojos aliejui (vidutinis
kiekis 20 %) 80 + 10 % visos skalés aukscio,

— visi esantys steroliai turi biti atskirti. Be to, jy smailés turi bati visiskai
atsiskyrusios, t. y. smailés trajektorija turi sugrizti iki pagrindo linijos,
kol prasideda kilimas atsiradus naujai smailei. TaCiau nevisiSkas atsis-
kyrimas leidziamas, jei smailés su santykine sulaikymo trukme 1,02
plotas gali buti apskaiCiuotas naudojant statmeni.

Analizé

10 ul talpos mikro§virkstu jsiurbiama 1pl heksano, paskui 0,5 pl oro ir
0,5-1 pl bandinio tirpalo. Mikro§virkSto plunZzeris pakeliamas aukstyn,
kad adata iStuStéty. Adata jkiSama per jpurSkimo jtaiso membrang ir po
vienos dviejy sekundziy tirpalas greitai j$virk§¢iamas, paskui po kokiy
penkiy sekundziy adata létai iStraukiama.

UzraSymas atliekamas, kol bus visiskai iSplauti esanciy steroliy TMSE.

Pagrindo linija turi visa laika atitikti reikalavimus (5.4.1.2).

Smailiy identifikavimas

Atskiry smailiy identifikavimas atlieckamas pagal sulaikymo trukmes ir lygi-
nant su etaloniniu TMSE miSiniu, analizuojamu tomis paciomis salygomis.

Steroliai i$plaunami tokia eilés tvarka: cholesterolis, brasikasterolis,
24-metilencholesterolis, kampesterolis, kampestanolis, stigmasterolis,
A-7-kampesterolis, A-5,23-stigmastadienolis, klerosterolis, B-sitosterolis,
sitostanolis, A-5-avenasterolis, A-5,24-stigmastadienolis, A-7-stigmaste-
nolis, A-7-avenasterolis.

Sitosterolio sulaikymo trukmeés kolonéléje su SE-52 ir SE-54 yra paro-
dytos I lentelgje.

1 ir 2 bréziniuose vaizduojamos tipiskos kai kuriy aliejy chromato-
gramos.

Kiekybinis vertinimas

Naudojant integratoriy, apskai¢iuojamas [-cholestanolio ir steroliy
smailiy plotas. Neatsizvelgiama | I lenteléje nenurodyty junginiy smailes.
B-cholestanolio kalibravimo koeficientas turi bati lygus 1.

Kiekvieno sterolio kiekis, skaiCiuojant miligramais 100 g riebalinés
medziagos, nustatomas pagal formule:

sterolioxkiekis =
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6.2.

kurioje:

Ay = x sterolio smailés plotas » M6 ——— <«;

Ay = B -cholestanolio smailés plotas PM6 ———— «;
mg = {déto P -cholestanolio mas¢, miligramais;

m = nustatymui paimto bandinio masé, gramais.

REZULTATU PATEIKIMAS

UzraSomos atskiry steroliy koncentracijos, miligramais 100 g riebalinés
medziagos, ir ju ,,.bendro kiekio® verté.

Pagal atskiro sterolio smailés ploto santykj su visy steroliy smailiy plotu
apskai¢iuojamas procentinis kiekvieno sterolio kiekis.

Ax
A

sterolio x % = - 100,

kurioje:
A, = x sterolio smailés plotas;

>~ A= visy steroliy smailiy plotas.
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PRIEDELIS

Dujy linijinio greicio nustatymas

I normalioms darbo salygoms sureguliuota dujy chromatografa jpurskiama 1-3 pl
metano (arba propano) ir matuojamas laikas, kurj dujos uztruks tekédamos per
kolonélg nuo jpurskimo momento iki smailés iSplovimo momento (tyy).

Linijinis greitis, cm/s, gaunamas pagal formulg L/ty;, kurioje L yra kolonélés ilgis
centimetrais, ty; yra sekundémis iSmatuotas laikas.

1 lentelé

Santykiné steroliy sulaikymo trukmé

Santykin¢ sulaikymo
trukmé
Smailé Pavadinimas
SE 54 SE 52
kolon¢le | kolonele
1 cholesterolis A-5-cholesten-3p-olis 0,67 0,63
2 cholestanolis Sa-cholestan-3f-olis 0,68 0,64
3 brasikasterolis [24S]-24-metil-A-5,22-cholestadien-3B-olis 0,73 0,71
4 24-metilencholesterolis 24-metilen-A-5,24-cholestadien-3f-olis 0,82 0,80
5 kampesterolis [24R]-24-metil-A-5-cholesten-3p-olis 0,83 0,81
6 kampestanolis [24R]-24-metilcholestan-3f-olis 0,85 0,82
7 stigmasterolis [24R]-24-etil-A-5,22-cholestadien-3B-olis 0,88 0,87
8 A-7-kampesterolis [24R]-24-metil-A-7-cholesten-3B-olis 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienolis  [24R,S]-24-etil-A-5,23-cholestadien-3f3- 0,95 0,95
olis
10 klerosterolis [24S]-24-etil-A-5,25-cholestadien-3f-olis 0,96 0,96
11 B-sitosterolis [24R]-24-etil-A-5-cholesten-3B-olis 1,00 1,00
12 sitostanolis 24-etilcholestan-3B-olis 1,02 1,02
13 A-5-avenasterolis [24Z]-24-ctiliden-5-cholesten-3B-olis 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienolis  [24R,S]-24-etil-A-5,24-cholestadien-3f3- 1,08 1,08
olis
15 A-7-stigmastenolis [24R,S]-24-etil-A-7,24-cholestadien-3- 1,12 1,12
olis
16 A-T-avenasterolis [24Z]-24-etiliden-A-7-cholesten-3p-olis 1,16 1,16




1991R2568 — LT — 09.08.2012 — 024.001 — 49

1 brézinys

Negryninto alyvuogiy aliejaus steroliy frakcijos chromatograma

13

..
3




1991R2568 — LT — 09.08.2012 — 024.001 — 50

2 breézinys

Gryninto alyvuogiy aliejaus steroliy frakcijos chromatograma

1

13
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5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

VI PRIEDAS
ERITRODIOLIO IR UVAOLIO NUSTATYMAS

[VADAS

Eritrodiolis (paprastai suprantamas kaip du glikoliai, eritrodiolis ir uvaolis,
kartu) yra kai kuriy roi$iy riebalinéms medziagoms biidingos nemuilinamos
frakcijos sudedamoji dalis. Jo Zzenkliai didesniy koncentracijy randama
tirpikliais ekstrahuojamose aliejuose, nei kituose aliejuose, pvz., spaudimo
biidu gautame alyvuogiy aliejuje ir vynuogiy kauliuky aliejuje, kuriuose jo
taip pat yra. Taigi eritrodiolio buvimas gali rodyti, kad yra tirpikliais
ekstrahuoto aliejaus.

TIKSLAS

Siame metode aprasytas eritrodiolio nustatymo riebalinése medZiagose
biidas.
METODO ESME

Riebaliné medziaga muilinama kalio hidroksido tirpalu etanolyje. Nemui-
linama dalis ekstrahuojama dietileteriu ir gryninama leidziant per kolonéle
su aliuminio oksidu.

Nemuilinamos medziagos chromatografuojamos plonasluoksnés chromato-
grafijos metodu ant silikagelio ploksteliy, kol atskiriamos steroliy ir eritro-
diolio frakcijas atitinkancios juostos. Nuo plokstelés regeneruoti steroliai ir
eritrodiolis paverCiami trimetilsilileteriais ir miSinys analizuojamas dujy
chromatografijos metodu.

Rezultatas apskaiCiuojamas eritrodiolio procentiniu kiekiu eritrodiolio ir
steroliy miSinyje.

APARATURA

V priede apraSyta aparatiira (steroliy kiekio nustatymas).

REAGENTALI

V priede aprasyti reagentai (steroliy kiekio nustatymas).
Etaloninis 0,5 % eritrodiolio tirpalas chloroforme.

DARBO EIGA
Nemuilinamy medZiagy paruoSimas

Kaip aprasyta V priedo 5.1.2 skirsnyje.

Eritrodiolio ir steroliy frakcijos atskyrimas

Zr. V priedo 5.2.1 skirsni.
Zr. V priedo 5.2.2 skirsni.
Ruosiamas mazdaug 5 % nemuilinamy medziagy tirpalas chloroforme.

0,1 ml talpos mikrosvirkstu 0,3 ml Sio tirpalo vienodo ir kuo mazesnio
storio juostele uzlasinama ant chromatografinés plokstelés, mazdaug per
1,5 cm nuo jos apacios.

Viename plokstelés gale uzlaSinama keli mikrolitrai etaloniniy choleste-
rolio ir eritrodiolio tirpaly.

Plokstelé dedama i ryskinimo inda, paruosta kaip nurodyta 5.2.1 punkte.
Palaikoma mazdaug 20 °C aplinkos temperatira. Indas i§ karto uzden-
giamas ir plaunama, kol tirpiklio frontas atsiduria 1 cm atstumu nuo
plokstelés virSaus. Plokstelé iSimama i§ ryskinimo indo, tirpiklis i$gari-
namas kar$to oro srovéje.
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5.2.5.

5.2.6.

5.3.

5.4.

Plokstelé plonai ir vienodai apipurSkiama 2',7'-dichlorfloresceino tirpalu
alkoholyje. Zitirint ultravioletingje §viesoje, steroliy ir eritrodiolio juostos
gali biti atpazintos pagal buvima viename lygyje su etaloniniy tirpaly
démémis. Fluorescuojanéios vietos pazymimos iSilgai kraSty.

Silikagelis pazymétame plote nugrandomas metaline mentele. Medziaga
nuo plokstelés supilama | 50 ml kolba. [pilama 15 ml karSto chloroformo,
gerai sumaiSoma ir filtruojama per stiklinj filtra, silikageli supilant ant
filtro. Filtras tris kartus plaunamas chloroformu (mazdaug po 10 ml kiek-
vieng kartg), filtratas kaupiamas 100 ml kolboje. Filtratas nugarinamas iki
4-5 ml turio, tirpalas supilamas | 10 ml talpos graduota centrifugavimo
mégintuvelj su kiiginés formos dugnu. Mégintuvélio turinys dziovinamas
nestipriai kaitinant azoto srovéje ir pasveriamas.

Trimetilsilileteriy ruosimas
Kaip aprasyta V priedo 5.3 skirsnyje.
Dujy chromatografiné analizé

Kaip apraSyta anks¢iau minéto metodo apraS§ymo 5.4 skirsnyje. Analizuo-
jant chromatografo darbo salygos turi biiti tokios, kad blity galima atlikti
steroliy analizg ir atskirti ju TMSE (trimetilsilileterius) nuo eritrodiolio ir
uvaolio.

[Svirkstus bandinj, uzra§ymas tgsiamas, kol, iSplovus sterolius, iSplaunami
eritrodiolis ir uvaolis. Tuomet identifikuojamos smailés (santykinés eritro-
diolio ir uvaolio sulaikymo trukmés pagal B-sitosterolj yra atitinkamai apie
1,45 ir 1,55) ir nustatomas jy plotas, kaip tai daroma steroliy atveju.

REZULTATU APSKAICIAVIMAS

Eritrodiol io % = At A x 100,
Al + Ay + Y Ageroly
kurioje:
Ay = eritrodiolio smailés plotas PM6 ——— «;
A, = uvaolio smailés plotas PM6 ——— «;
> Ageroliy = Visu steroliy smailiy plotas M6 ————— <.

Rezultatas pateikiamas vieno Zenklo po kablelio tikslumu.



1991R2568 — LT — 09.08.2012 — 024.001 — 53

VY M21
VII PRIEDAS

2-GLICERIL MONOPALMITATO PROCENTINIO KIEKIO
NUSTATYMAS

1. TIKSLAS IR TAIKYMO SRITIS

Apra8yti analiting procediira 2-oje triglicerido padétyje esancios palmi-
tino riigSties procentinei daliai apskaiCiuoti, nustatant 2-glicerilo mono-
palmitato kieki.

Sis metodas taikomas aplinkos temperatiiros (20 °C) skystiems augali-
niams aliejams.

2. METODO ESME

Paruostas aliejaus méginys veikiamas kasos lipaze: dél dalinés ir speci-
finés 1 bei 3 padéties triglicerido molekulés hidrolizés monogliceridai
atsiranda 2-oje padétyje. Procentinis 2-glicerilo monopalmitato kiekis
monoglicerido frakcijoje nustatomas kapiliarinés dujy chromatografijos
metodu, pries tai atlikus sililinima.

3. [RANGA IR MEDZIAGOS
3.1. 25 ml Erlenmejerio kolba

3.2. 100, 250 ir 300 ml cheminés stiklinés

3.3. Stikliné chromatografijos kolonélé su deginto stiklo disku ir Ciaupu,
kurios vidinis skersmuo 21-23 mm, ilgis 400 mm.

34. 10, 50, 100 ir 200 ml matavimo cilindrai
3.5. 100 ir 250 ml kolbos
3.6. Sukamasis garintuvas

3.7. 10 ml centrifugavimo mégintuvéliai su kiiginés formos dugnu, uzdaromi
matinio stiklo kamsc¢iu

3.8. Centrifuga 10 ir 100 ml mégintuvéliams

3.9. Termostatas, kuriame galima palaikyti 40 + 0,5 °C temperatiira
3.10. 1 ir 2 ml graduotos pipetés

3.11. 1 ml poodinis $virkstas

3.12. 100 pl mikroSvirkstas

3.13. 1000 ml talpos piltuvas

3.14. Kapiliarinis dujy chromatografas su $alto tiesioginio jpurS$kimo ijtaisu
méginiui tiesiogiai i kolonéle patalpinti, ir krosnis, kurioje norima tempe-
ratiirg galima palaikyti apytiksliai 1 °C tikslumu

3.15.  Salto tiesioginio jpurskimo jtaisas méginiui tiesiogiai { kolonélg patalpinti
3.16. Liepsnos jonizacinis detektorius ir elektrometras

3.17. Kintamo popieriaus tiekimo greifio savira$is integratorius, dirbantis su
elektrometru, kurio atsako sparta ne didesné kaip viena sekundé

3.18.  8-12 m ilgio ir 0,25-0,32 mm vidinio skersmens stikliné arba kvarcinio
stiklo kapiliariné kolonélé, padengta 0,10-0,30 pum storio metilpolisilok-
sano arba 5 % fenil metilpolisiloksano plévele. Kolonélé gali buti naudo-
jama 370 °C temperatiiroje.
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4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

5.1
5.1.1.

10 pl mikro§virkstas su ne trumpesne kaip 7,5 cm kietinta adata, pritai-
kytas meéginiui tiesiogiai {Svirksti | kolonélg.

REAGENTAI

Silikagelis, kurio granuliy dydis 0,063-0,200 mm (70/280 mesy),
paruostas taip: silikagelis dedamas { porcelianinj inda, 4 valandas dzio-
vinamas 160 °C dziovinimo spintoje, po to eksikatoriuje vésinamas iki
kambario temperattiros. [pilama 5 % (silikagelio masés) vandens: Erlen-
mejerio kolboje pasveriama 152 g silikagelio ir jpilama 8 g distiliuoto
vandens, kolba uzkem$ama ir atsargiai pakratoma, kad vanduo tolygiai
pasiskirstyty. Prie§ naudojant paliekama nusistovéti ne maziau kaip 12
valandy.

n-heksanas, tinkamas chromatografijai

Izopropanolis

Izopropanolis, 1/1 vandeninis tirpalas (v/v)

Kasos lipazé. Naudojamos lipazés aktyvumas turi bati nuo 2,0 iki 10
lipazés vienetuw/mg (Rinkoje prekiaujama kasos lipaze, kurios aktyvumas
nuo 2 iki 10 vienety 1 mg fermento).

Buferinis tri(hidroksimetil)aminometano tirpalas: 1 M vandeninis tirpalas
pariigStinamas iki pH 8 (potenciometrinis patikrinimas) koncentruotu
HCI (1:1 v/v)

Natrio choliato (fermenty kokybés) 0,1 % vandeninis tirpalas (Sis tirpalas
turi biiti sunaudotas per 15 dieny nuo jo paruo$imo)

Kalcio chlorido 22 % vandeninis tirpalas

Dietileteris, tinkamas chromatografijai

Judancioji fazé: n-heksano ir dietileterio (87/13) (v/v) miSinys

Natrio hidroksido 12 % (svorio procentais) tirpalas

Fenolftaleino 1 % tirpalas etanolyje

Nesanciosios dujos: helis arba vandenilis, tinkamas dujy chromatografijai

Pagalbinés dujos: ne mazesnio kaip 99 % grynumo vandenilis, iSvalytas
nuo drégmés ir organiniy medziagy, ir tokio pat grynumo oras, tinkamas
dujy chromatografijai.

Sililinizavimo reagentas: piridino, heksametildisilazano ir trimetilchlorsi-
lano miSinys santykiu 9:3:1 (v/v/v). (Rinkoje prekiaujama naudoti
paruostais tirpalais. Gali biti naudojami kiti sililinimo reagentai, pvz.,
N,O-bi(trimetilsilil)trifluoracetamido + 1 % trimetilchlorsilano miSinys,
praskiestas tuo paciu sauso piridino tiriu).

Etaloniniai tirpalai: grynieji monogliceridai arba monogliceridy miSiniai,
kuriy procentiné sudétis yra artima tiriamy meéginiy sudéciai.

DARBO EIGA

Meéginio paruosSimas

Taikant silikagelio kolonéling chromatografija aliejams, kuriuose laisvyjy
rugsciy kiekis mazesnis kaip 3 %, ju neutralizuoti nereikia. Aliejai,
kuriuose laisvyju rigsciu kiekis didesnis kaip 3 %, turi bati neutralizuo-
jami pagal 5.1.1.1. punkta.
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5.1.1.1.1 1 000 ml talpos piltuvg (3.13) jpilama 50 g aliejaus ir 200 ml
n-heksano. [pilama 100 ml izopropanolio ir 12 % natrio hidro-
ksido tirpalo (4.11). Ipilamas natrio hidroksido tirpalo kiekis,
atitinka aliejaus laisvyjy rags¢iuy kieki, padidinta 5 %. Viena
minutg stipriai kratoma. [pilama 100 ml distiliuvoto vandens, vél
kratoma ir paliekama nusistovéti.

Atlikus dekantavima, apatinis muilo sluoksnis pasalinamas. ISleidziamas
tarpinis sluoksnis (gleivés, netirpios medziagos). Neutralizuoto aliejaus
tirpalas heksane plaunamas izopropanolio ir vandens tirpalo (1:1 (v/v))
(4.4) 50-60 ml porcijomis, kol pranyksta roziné fenolftaleino spalva.

Didesnioji heksano dalis pasalinama distiliuojant vakuume (pvz., naudo-
jant sukamaji garintuva) ir aliejus perpilamas | 100 ml kolba (3.5).
Aliejus dziovinamas vakuume, kol tirpiklio visiSkai nebelieka.

Baigus $ia procediira, aliejaus rugStingumas turi biti ne didesnis kaip
0,5 %.

5.1.2. 1 25 ml talpos Erlenmejerio kolba (3.1) jpilama 1,0 g aliejaus, paruosto
anksCiau minétu budu, ir itirpinama 10 ml judanciosios fazés (4.10)
miSinio. Tirpalas, pries atliekant silikagelio kolonéling chromatografija,
paliekamas nusistovéti ne trumpiau kaip 15 minuciy.

Jei tirpalas drumstas, jis centrifuguojamas, sickiant sudaryti optimalias
salygas chromatografijai. (Gali biti naudojama 500 mg naudoti paruosty
SPE silikagelio kapsuliy).

5.1.3.  Chromatografinés kolonélés paruosSimas

I kolonélg (3.3) jpilama apie 30 ml judanciosios fazés (4.10), stikline
lazdele i kolonélés apacia ikiSamas ir paspaudziamas gabalélis vatos, kad
iSeity oras.

Cheminéje stiklinéje paruoSiama 80 g judancCiosios fazés ir 25 g silika-
gelio (4.1) suspensija ir naudojant piltuva supilama i kolonélg.

Patikrinama, ar i kolonéle supiltas visas silikagelio kiekis; i$plaunama
judanciaja faze (4.10), atsukamas Ciaupas ir skystis turi pasiekti 2 mm
lygi vir§ silikagelio.

5.1.4.  Kolonéliné chromatografija

25 ml talpos Erlenmejerio kolboje (3.1.) tiksliai pasveriama 1,0 g pagal
5.1 punkta paruoSto méginio.

Meéginys iStirpinamas 10 ml judanciosios fazés (4.10). Tirpalas supilamas
i chromatografing kolonélg, paruosta pagal 5.1.3 punkta. Kolonéles
pavirSiaus stengiamasi nejudinti.

Atsukamas Ciaupas ir méginio tirpalui leidziama tekéti, kol jis pasiekia
silikagelio lygj. Procesas tgsiamas, naudojant 150 ml judanciosios fazés.
Nustatomas 2 ml/min tekéjimo greitis (taip, kad 150 ml i§ kolonélés
iStekéty per 60—70 min).

I i§ anksto pasverta 250 ml talpos kolba surenkamas elivatas. Tirpiklis
iSgarinamas vakuume ir jo liku¢iai pasalinami azoto srove.

Kolba pasveriama ir apskaiiuojamas iSgautas ekstrakto kiekis.
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Jei naudojamos naudoti paruostos SPE silikagelio kapsulés, i i§ anksto su
3 ml n-heksano paruostas kapsules jpilama 1 ml tirpalo (5.1.2.).

Tirpalas filtruojamas ir veikiamas 4 ml n-heksano ir dietileterio (9/1)
(v/v) miSiniu.

Eliuatas surenkamas | 10 ml talpos mégintuvélj ir iSdziovinamas azoto
srovéje.

Sausas likutis apdorojamas kasos lipaze (5.2). Pries ir po SPE kapsuliy
naudojimo labai svarbu patikrinti riebiyjy riigsciy sudéty.).

5.2. Hidrolizé kasos lipaze

5.2.1. Centrifugavimo mégintuvélyje pasveriama 0,1 g pagal 5.1. punkta
paruosto aliejaus. Ipilama 2 ml buferinio tirpalo (4.6), 0,5 ml natrio
choliato tirpalo ir 0,2 ml kalcio chlorido tirpalo (4.7), ipylus kiekviena
i§ $iy tirpaly, gerai iSmaiSoma. Mégintuvélis uzdaromas matinio stiklo
kams¢iu ir dedamas | termostata, kuriame palaikoma 40 + 0,5 °C tempe-
ratura.

5.2.2. ldedama 20 mg lipazés, atsargiai pakratoma (taip, kad nesudrékty
kamstis) ir mégintuvélis jdedamas | termostata lygiai 2 min, po to i§
jo iSimamas, stipriai kratomas lygiai 1 min ir palickamas atveésti.

5.2.3. Ipilama 1 ml dietileterio, uzkemSama ir smarkiai kratoma, po to centri-
fuguojama ir eterio tirpalas mikrosvirkstu perpilamas { Svary ir sausa
megintuvel].

5.3. Sililinizuoty dariniy ir dujy chromatografijos paruosimas

5.3.1. 1 10 ml talpos mégintuvéli su kiiginés formos dugnu mikrosvirkstu
iSvirks¢iama 100 pl tirpalo (5.2.3).

5.3.2. Tirpiklis pasalinamas nestipria azoto srove, jpilama 200 pl sililinizavimo
reagento (4.15), mégintuvélis uzkemSamas ir 20 minuciy paliekamas
nusistoveéti.

5.3.3. Po 20 minuciy, jpilama 1-5ml n-heksano (atsizvelgiant { chromatogra-
fines salygas): gautas tirpalas yra paruostas dujy chromatografinei
analizei.

5.4. Dujy chromatografija
Darbo salygos:

— inzektoriaus (tiesioginio jpurS$kimo jtaiso) temperatira Zemesné nei
tirpiklio virimo temperatiira (68 °C),

— detektoriaus temperatira: 350 °C,

— kolonélés temperatiira: krosnies temperatiiros nustatymas: 60 °C
1 minutg, po to kas minut¢ didinama po 15 °C, kol pasiekiama
180 °C, po to kas minut¢ didinama po 5 °C, kol pasiekiama
340 °C, tuomet 340 °C temperatiira palaikoma 13 minuciy,

— nesanciosios dujos: vandenilis arba helis, naudojami nustacius atitin-
kama linijinj greitj, kad buity pasiekta 1 paveiksle pavaizduota skiria-
moji geba. Triglicerido Csy sulaikymo trukmé turi biiti 40 + 5 minutés
(zr. 2 paveiksla). (Nurodytos sqlygos yra orientacinés. Operatoriai
turi jas optimizuoti, kad bity pasiekta pakankama skiriamoji geba.
Glicerino monopalmitatq atitinkancios smailés minimalus aukstis turi
biiti ne mazesnis kaip 10 % savirasio skalés),
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— ipurkstas medziagos kiekis: 0,5-1 pl (5 ml) n-heptano tirpalo (5.3.3.).
5.4.1.  Smailiy identifikavimas

Monogliceridai identifikuojami pagal sulaikymo trukmes ir Sias trukmes
lyginant su standartiniy monogliceridy misiniy sulaikymo trukmémis,
analizuojamomis tomis paciomis salygomis.

5.4.2. Kiekybinis vertinimas
Kiekvienos smailés plotas apskaiCiuojamas elektroniniu integratoriumi.

6. REZULTATU APSKAICTAVIMAS

Procentinis glicerilo monopalmitato kiekis apskaic¢iuojamas pagal atitin-
kamos smailés ploto santyki su visy monogliceridy smailiy plotu (zr. 2
paveiksla), taikant tokia formule:

A
glicerilo monopalmitatas (%): Zt\ x 100
kurioje:
Ay = Glicerino monopalmitata atitinkancios smailés plotas
> A = visy monoglicerido smailiy ploty suma.

Rezultatai pateikiami vieno zenklo po kablelio (deSimtyjy) tikslumu.
7. ANALIZES ATASKAITA

Analizés ataskaitoje pateikiama:

— nuoroda | §j metoda,

— iSsami pilnam méginio identifikavimui reikalinga informacija,

— analizés rezultatas,

— bet kokie nukrypimai nuo metodo, padaryti atitinkamoms S$alims
nusprendus ar dél kity priezasCiy,

— laboratorijos identifikavimo duomenys, analizés atlikimo data ir uz
analiz¢ atsakingo asmens parasas.
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1 paveikslas

Sililinizavimo reakcijos produkty, gauty rafinuota alyvuogiy aliejy su 20 % esterifikuoto
aliejaus (100 %) priedu, paveikus lipaze, chromatograma

100 10.384 12.266 21.649 23.310
- Huile d’olive raffinée
+ 20% huile estérifiée 17. "
1-2 monopalmitine
Acides gras libres
Squalene
1-2 mono C18 insat.
%
10.218
itoldil 22.203
12.525 1-2 monopalmitoléine 17 525
7
8.889
9.581 11.103 22.618
{ MAMJ A 19N'40\7 J L‘A«M
0 ; T T T T T T T T T T Ty T T T T T - T T g S
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Paaiskinimas: Acides gras libres — Laisvosios riebaly rugstys; Huile d’olives raffinée + 20 % huile
estérifiée — Rafinuotas alyvuogiy aliejus + 20 % esterifikuoto aliejaus; 1-2 monopalmitoléine —
1-2 monopalmitoleinas; 1-2 monopalmitine — 1-2 monopalmitinas; 1-2 mono C;g insat. —
1-2 mono C;g neprisot; Squalene — Skvalenas.
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2 paveikslas

Chromatograma:

A) neesterifikuotas alyvuogiy aliejus po poveikimo lipaze; po sililinizavimo; tokiomis saly-
gomis (8-12 m ilgio kapiliariné kolonélé) vasky frakcija iSplaunama tuo pacdiu metu arba
truputj véliau nei digliceridy frakcija.

Paveikus lipaze trigliceridy kiekis neturéty virSyti 15 %

*%
*
u sk | I *.L'l“' ~
t J¢ —
” 2 3 4
1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Paaiskinimas:

—
Il

Laisvosios riebaly riigstys

2 = Monogliceridai
3 = Digliceridai

4 = Trigliceridai

* = 2-monopalmitinas

** = Trigliceridas Csy
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Chromatograma:
B) esterifikuotas aliejus po poveikio lipaze; po sililinizavimo; tokiomis salygomis (8-12 m ilgio
kapiliariné kolonél¢) vasky frakcija iSplaunama tuo paciu metu arba truputj véliau nei
digliceridy frakcija.
Paveikus lipaze trigliceridy kiekis neturéty virSyti 15 %
B
*
ke
1 A A g
I 1 G ] 3 4
1 2
1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45
Paaiskinimas:
1 = Laisvosios riebaly riigstys
2 = Monogliceridai
3 = Digliceridai
4 = Trigliceridai
* = 2-monopalmitinas

** = Trigliceridas Csy
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8. PASTABOS
1 pastaba.  LIPAZES RUOSIMAS

Rinkoje prekiaujama naudoti paruosta pakankamo aktyvumo
lipaze. Lipazg taip pat galima paruosti laboratorijoje:

0 °C temperatiroje atSaldoma 5 kg Sviezios kiauliy kasos.
Pasalinami aplinkui esantys kieti riebalai bei apie juos esantis
jungiamasis audinys, sumalama, kad susidaryty pastos pavi-
dalo skysta mase. Si pasta keturias-§esias valandas kratoma su
2,5 1 absoliuciojo acetono ir centrifuguojama. Likutis dar tris
kartus ekstrahuojamas tuo paciu acetono tariu, paskui du
kartus 1:1 (v/v) acetono ir dietileterio miSiniu ir du kartus
dietileteriu.

Likutis 48 valandas dziovinamas vakuume, tam kad gauti
milteliai buty patvariis. Tokie milteliai, apsaugant juos nuo
drégmés, gali buti laikomi ilga laika Saldytuve.

2 pastaba. LIPAZES AKTYVUMO TIKRINIMAS

Alyvuogiy aliejaus emulsija ruoSiama taip:

Maisytuve 10 minuc¢iy plakamas miSinys, sudarytas i§ 165 ml
gumiarabiko tirpalo (100 g/1), 15 g smulkinto ledo ir 20 ml
neutralizuoto alyvuogiy aliejaus.

[ 50 ml talpos cheming stikling jpilama 10 ml Sios emulsijos,
po to 0,3 ml natrio choliato tirpalo (0,2 g/ml) ir 20 ml disti-
livoto vandens.

Chemin¢ stikliné dedama { termostata, kuriame palaikoma
37 °C temperatiira; jstatomi pH matuoklio elektrodai ir sraig-
tinis maisiklis.

Biurete lasinamas natrio hidroksido tirpalas, kol pH pasiekia
8,3.

[ vandenj jpilama lipazés milteliy suspensijos (0,1 g/ml
lipazés). Kai tik pH matuoklis parodo 8,3, paleidZziamas chro-
nometras ir natrio hidroksido tirpalas lasinamas tokiu greiciu,
kad pH visa laika bity 8,3. Kas minutg¢ pasiZzymimas sunau-
doto tirpalo taris.

Matavimai pavaizduojami x/y koordinaciy sistemoje, absciséje
nurodant laika, o ordinatéje — sunaudoto 0,1 N natrio hidro-
ksido turj (mililitrais), kuris sunaudotas pastoviam pH iSlai-
kyti. Turi biiti gaunamas linijinis grafikas.

Lipazés aktyvumas, matuojamas lipazés vienetais/mg, apskai-
¢iuojamas pagal tokia formule:

V. x N x 100
- m

A

kurioje:
A aktyvumas, iSreikstas lipazés vienetais/mg

V 0,1 N natrio hidroksido tirpalo mililitry skaicius per
minut¢ (apskaiCiuotas pagal grafika)

N natrio hidroksido tirpalo moliné ekvivalenty koncentracija
m analizuojamos lipazés méginio masé, mg.

Lipazés vienetas yra apibréziamas kaip fermento kiekis, kuris
i§skiria 10 mikroekvivalenty riigsties per minutg.

VY M20
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IX PRIEDAS

SPEKTROFOTOMETRINIS TYRIMAS ULTAVIOLETINEJE SPEKTRO
DALYJE

[ZANGA

Spektrofotometrinis tyrimas ultravioletinéje spektro dalyje gali suteikti infor-
macijos apie riebaly kokybeg, ju issilaikymo biklg ir technologiniy procesy
metu jvykusius pasikeitimus.

Absorbcija metode nurodyty bangy ilgiy srityje vyksta dél konjuguoty dieny
ir trieny sistemy buvimo. Si absorbcija reiskiama savitosios ekstinkcijos
E! %, . pavidalu (1 cm sluoksnio storio 1 % riebaly tirpalo tam tikrame
tirpiklyje ekstinkcija), pagal susitarima Zymimos K raide (taip pat vadinamos
,ekstinkcijos koeficientu®).

1. TIKSLAS

Metode apra$yta riebaly tyrimo ultravioletingje spektro dalyje atlikimo meto-
dika.

2. METODO ESME

Analizuojami riebalai iStirpinami reikiamame tirpiklyje, paskui, esant nusta-
tytam bangos ilgiui, matuojama $io tirpalo ekstinkcija, lyginant su grynu
tirpikliu. Pagal spektrofotometrinius duomenis skaiCiuojamos savitosios
ekstinkcijos vertés.

3. APARATURA

3.1. Spektrofotometras ekstinkcijai ultravioletin¢je spektro dalyje tarp 220 ir
360 nm matuoti su galimybe turéti nanometro eilés rodmenis.

3.2. Staciakampés 1 cm storio kiuvetés i§ kvarcinio stiklo, su dangciais. Ekstink-
cijos skirtumas tarp vandeniu arba kitu tinkamu tirpikliu uzpildyty kiuveciy
neturi buti didesnis kaip 0,01 ekstinkcijos vieneto.

3.3. 25 ml talpos matavimo kolbos.

3.4. Chromatografiné kolonélé, kurios virSutinés dalies ilgis 270 mm, skersmuo
35 mm, apatinés dalies ilgis 270 mm, skersmuo mazdaug 10 mm.

4. REAGENTAI

4.1. Spektrofotometriskai grynas izooktanas (2,2,4-trimetilpentanas). Pagal disti-
liuota vandenj jo pralaidumas turi blti ne mazesnis kaip 60 %, esant
220 nm, ir ne mazesnis kaip 95 %, esant 250 nm, arba

— spektrofotometriskai grynas cikloheksanas: pagal distiliuota vandenij jo
pralaidumas turi biti ne mazesnis kaip 40 %, esant 220 nm, ir ne
mazesnis kaip 95 %, esant 250 nm.

VB
4.2. Bazinis aliuminio oksidas kolonélinei chromatografijai, paruostas ir tikri-
namas kaip aprasyta I priedélyje.

4.3. Chromatografijai tinkamas n-heksanas.
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5.2

5.3.

5.4.

DARBO EIGA

. Analizuojamas bandinys turi biiti visiSkai vienalytis ir be jtartiny priemaisy.

Kambario temperatiiroje skystas aliejus turi bati nufiltruotas per filtro
popieriy, esant mazdaug 30 °C temperatirai. Kieti riebalai turi bGiti homo-
genizuoti ir nufiltruoti, esant temperatiirai ne aukstesnei kaip 10 °C vir§
lydymosi temperatiiros.

Apie 0,25 g taip paruoSto bandinio tiksliai pasveriama 25 ml matavimo
kolboje, praskiedziama iki zymés nurodytu tirpikliu ir sumaiSoma. Gautas
tirpalas turi buti visiSkai skaidrus. Jei atsiranda opalescencija arba drums-
tumas, reikia greitai nufiltruoti per filtro popieriy.

Kiuveté uzpildoma gautu tirpalu ir, esant reikiamam bangos ilgiui tarp 232
ir 276 nm, matuojama tirpalo ekstinkcija, palyginimui naudojant tirpiklj.

Gaunamos ekstinkcijos vertés turi biiti 0,1-0,8 dydziy intervale. Jei taip
néra, matavimai turi buti pakartoti, naudojant kur reikia labiau praskiestus
arba labiau koncentruotus tirpalus.

Kai reikia nustatyti savitaja ekstinkcija po apdorojimo aliuminio oksidu,
daroma taip: 30 g bazinio aliuminio oksido suspensijos heksane supilama
i chromatografing kolonélg. Absorbentui nusédus, heksano perteklius islei-
dziamas mazdaug iki 1 cm lygio vir§ aliuminio oksido sluoksnio virSaus.

10 g riebaly, homogenizuoty ir nufiltruoty kaip aprasyta 5.1 punkte, tirpi-
nama 100 ml heksano ir tirpalas supilamas i kolonéle. Eliuatas surenkamas,
visas tirpiklis iSgarinamas vakuume, esant zemesnei kaip 25 °C tempera-
tlrai.

Su taip gautais riebalais i§ karto daroma kaip nurodyta 5.2 punkte.

REZULTATU APSKAICIAVIMAS

. Uzrasomos savityjy ekstinkcijy (ekstinkcijos koeficienty) vertés, kurios ivai-

riems bangy ilgiams apskaiciuojamos pagal formulg:

kurioje:

~
£
I

= savitoji ekstinkcija, esant bangos ilgiui A;

E; = ekstinkcija, iSmatuota esant bangos ilgiui A;

¢ = tirpalo koncentracija g/100 ml;
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s = Kkiuvetés storis, cm.
Rezultatai turi biiti pateikiami dviejy zenkly po kablelio tikslumu.

Atliekant spektrofotometring alyvuogiy aliejaus analiz¢ pagal oficialy
metoda, aprasyta EEB reglamentuose, savitaja ekstinkcija nurodyta matuoti
izooktano tirpale, esant 232 ir 270 nm bangos ilgiams, ir nustatyti AK, kuris
apibréziamas lygtimi:

AK = K, — Kn_4 + Km+4"

2
kurioje K, yra savitoji ekstinkcija esant bangos ilgiui m. Tai didZiausios
absorbcijos 270 nm srityje bangos ilgis.
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A.l.l.

A.1.2.

I PRIEDELIS
Aliuminio oksido ruosimas ir jo aktyvumo tikrinimas

Aliuminio oksido ruo§imas

Aliuminio oksidas, pries tai krosnyje dziovintas tris valandas 380—400 °C
temperattiroje, supilamas | hermetiskai uzdaroma inda, jpilama distiliuoto
vandens, santykiu 5 ml vandens 100 g aliuminio oksido, indas tuojau pat
uzdaromas, kelis kartus pakratomas ir prie§ naudojant palickamas stovéti
maziausiai 12 valanduy.

Aliuminio oksido aktyvumo tikrinimas

Paruosiama chromatografiné kolonélé su 30 g aliuminio oksido. Pagal 5.4
punkte pateikta aprasyma, per kolonéle leidziamas miSinys, sudarytas is:

— 95 % pirmo spaudimo alyvuogiy aliejaus, kurio savitoji ekstinkcija,
esant bangos ilgiui 268 nm, mazesné kaip 0,18,

— 5 % gryninimo procese diatomitu apdoroto Zzemés rieSuty aliejaus,
kurio savitoji ekstinkcija, esant bangos ilgiui 268 nm,

ne mazesné kaip 4.

Jei, miSiniui pra¢jus per kolonélg, jo savitoji ekstinkcija, esant bangos
ilgiui 268 nm, yra didesné kaip 0,11, aliuminio oksidas tinkamas naudoti,
jei ne — jame reikia sumazinti vandens kieki.
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A2.

A2.1.

A22.

II PRIEDELIS
Spektrofotometro kalibravimas

Po tam tikro laiko tarpo (ne reciau kaip kas SeSi ménesiai) turi bati
tikrinamos prietaiso bangos ilgio ir tikslumo savybés.

Bangos ilgis gali biiti tikrinamas, naudojant gyvsidabrio gary lempa arba
atitinkamus filtrus.

Norint patikrinti fotocelés ir fotodaugintuvo veikima, daroma taip: pasve-
riama 0,2000 g spektrofotometriskai gryno kalio chromato, iStirpinama
1000 ml talpos matavimo kolboje 0,05 N kaliohidroksido tirpale ir
praskiedziama iki zymés. Paimama lygiai 25 ml gauto tirpalo ir tuo
paciu kalio hidroksido tirpalu 500 ml talpos matavimo kolboje praskie-
dziama iki zymes.

Esant bangos ilgiui 275 nm, matuojama tokiu biidu gauto tirpalo ekstink-
cija, palyginamuoju tirpalu naudojant kalio hidroksido tirpala. 1 cm
storio kiuvetéje iSmatuota ekstinkcijos verté turi bati 0,200 £+ 0,005.
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X A PRIEDAS

RIEBIUJU  RUGSCIU  METILESTERIY  ANALIZE  DUJUY

2.2.

2.2.1.

222

2.3.

3.1

CHROMATOGRAF1JOS METODU

TIKSLAS

Siame metode aprasyti bendri nurodymai, kaip taikyti duju chromato-
grafija su uzpildomomis arba kapiliarinémis kolonélémis, nustatant
pagal X B priede nurodyta metoda gauty riebiyjy rugsciy metilesteriy
kokybing ir kiekybing sudéti.

Metodas netinka polimerizuotoms riebiosioms ragstims.

REAGENTAI
Dujos nesiklis

Inertinés dujos (azotas, helis, argonas, vandenilis ir t. t), visiSkai i§dZio-
vintos, turin¢ios maziau kaip 10 mg/kg deguonies.

I pastaba. Vandenilis, kuris kaip dujos nesiklis naudojamas tik kapilia-
rinése kolonélése, gali du kartus padidinti analizés greitj,
taciau yra pavojingas. Galima pirkti saugiy itaisy.

Pagalbinés dujos

Vandenilis (grynumas > 99,9 %), neturintis organiniy priemaisy.

Oras arba deguonis, neturintys organiniy priemaisy.

Palyginamasis etalonas

Gryny riebiyjy rugs¢iy metilesteriy misinys arba Zinomos sudéties
riebaly, geriausiai tokiy, kurie yra pana$iis | analizuojama riebaling
medziaga, metilesteriai.

Reikia imtis atsargumo priemoniy, kad biity iSvengta nesociyjy riebiyjy
rigsciy su dideliu dviguby jungciy skai¢iumi oksidacijos.

APARATURA

Pateikiamuose nurodymuose kalbama apie jprasta iranga, kuri naudo-
jama dujy chromatografijoje, turin¢ia uzpildomas ir (arba) kapiliarines
kolonéles ir dujy jonizacini detektoriy. Tinka bet koks prietaisas, kuriuo
gaunamas 4.1.2 punkte nurodytas efektyvumas ir atskiriamoji galia.

Dujy chromatografas

Dujy chromatografa sudaro:

Ipurskimo jtaisas

Ipurskimo jtaisas naudojamas:

a) su uzpildytomis kolonélémis, turin¢iomis kuo mazesnj nenaudinga
tarj (Siuo atveju jpurSkimo jtaisa buty galima kaitinti iki tempera-
tiros, 20-50 °C aukstesnés nei kolonélés temperatiira); arba

b) su kapiliarinémis kolonélémis, kuriy atveju jpurskimo jtaisas
kuriamas specialiai darbui su jomis. Jis gali biiti su bandinio doza-
toriumi arba tiesioginio kolonélés inzektoriaus tipo be bandinio pada-
linimo.
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3.1.3.
3.1.3.1.

3.1.3.2.

3.1.3.3.

3.1.4.
3.1.4.1.

2 pastaba. Kai néra maziau kaip 16 atomy turinéiy riebiyjy rugsciy,
galima naudoti iSimama adatinj inzektoriy.

Krosnis

Krosnis turi ikaitinti kolonélg bent iki 260 °C ir pasirinkta temperatiirg
uzpildomose kolonélése palaikyti 1 °C tikslumu, kapiliarinése koloné-
lése — 0,1 °C tikslumu. Pastarasis reikalavimas ypac svarbus, kai naudo-
jamas lydyto kvarco vamzdis.

Visais atvejais rekomenduojamas programuotos temperattiros kaitinimo
rezimas, ypa¢ kai analizuojamos rtgstys, turin¢ios maziau kaip 16
anglies atomu.

Uzpildoma kolonéle

Kolonélé pagaminta i§ medziagy, inertiSky analizuojamiems junginiams
(t. y. i8 stiklo arba neraidijan¢io plieno), kurios matmenys tokie:

a) ilgis: 1-3 m. Kai yra riebiyjy rtigi¢iy su ilga anglies atomy grandine
(ilgesne nei C,p), turi buti naudojama palyginus trumpa kolonélé.
Kai analizuojamos riigstys su 4-6 anglies atomais, rekomenduojama
naudoti 2 m ilgio kolonélg;

b) vidinis skersmuo: 2—4 mm.

3 pastaba. Jei yra nesoCiyjy junginiy su daugiau kaip trimis dvigubomis
jungtimis, jie kolonéléje i§ neriidijancio plieno gali suskilti.

4 pastaba. Gali biiti naudojama sistema su dviem uZzpildomomis kolo-
nélémis.

Uzpildymas, susidedantis i§ tokiy elementy:

a) kieto nesiklio: rugstyje plauto ir silanizuoto diatomito arba kito
tinkamo inertiSko kieto neSiklio su siauru gridétumo intervalu
(25 pm intervalas 125-200 pum daleliy dydzio ribose), vidutiniam
grudeliy dydziui esant susietam su kolonélés vidiniu skersmeniu ir
ilgiu;

a) nejudanciosios fazes: polisko poliesteriy tipo skys¢io (pvz., dietilen-
glikolio polisukcinato, butandiolio polisukcinato, etilenglikolio polia-
dipato ir t. t.), cianpolisiloksany arba kurio nors kito skyscio, uztik-
rinancio reikiama chromatografinj atskyrima (zr. 4 punkta). Nejudan-
¢ioji fazé turi sudaryti 5-20 % (m/m) uzpildymo maseés. Kai kuriems
atskyrimams galima naudoti nepoliska nejudanciaja faze.

Kolonélés kondicionavimas

Kolonélei esant atjungtai, jei tai jmanoma, nuo detektoriaus, krosnis
laipsniskai kaitinama iki 185 °C ir, esant $iai temperatirai, per i$
naujo uzpildyta kolonélg bent 16 valandy 20-60 ml/min. greiciu
leidziama inertiniy dujy srové, véliau dar dvi valandas, temperatiira
pakelus iki 195 °C.

Kapiliariné kolonélé

Vamzdis pagamintas i§ medziagos, inertiSkos analizuojamoms medzia-
goms (paprastai stiklinio arba lydyto kvarco). Vidinis skersmuo yra
0,2-0,8 mm. Prie§ padengiant nejudanciaja faze, vidinis pavirSius atitin-
kamai apdorojamas (pvz., pavirSius paruoSiamas, inaktyvinamas).
Daugeliu atvejy uZtenka 25 mm ilgio vamzdzio.
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3.1.4.2.

3.1.4.3.

3.2.

3.3.

3.4.

Nejudancioji fazé paprastai yra poliglikoliy tipo (polietilenglikolis
20 000), poliesteris (butandiolio polisukcinatas) arba poliskas polisilok-
sanas (ciansiloksanai). Tinka kolonélés su susiiitos struktiiros (erdvinés
strukttiros) faze.

5 pastaba. Polisky polisiloksany atvejy gali biiti sunkiau identifikuoti ir
atskirti linoleno rugsti bei C,, rugstis.

Dangos turi buti plonos, t. y. 0,1-0,2 um.

Kolonélés surinkimas ir kondicionavimas

Surenkant kapiliarines kolonéles, laikomasi jprasty atsargumo prie-
moniy, t. y. kolonélés {statymas | krosni (tvirtinimas), sujungimy pasi-
rinkimas ir darymas (sandarumas), kolonélés galy jungimas su inzekto-
riumi ir detektoriumi (nenaudingy tiiriy sumazinimas). Prie kolonélés
prijungiamos dujos nesiklis (pvz., 0,3 bary (30 kPa) slégio, kai naudo-
jama 25 mm ilgio ir 0,3 mm vidinio skersmens kolonél¢).

Kolonélé kondicionuojama programuojant krosnies temperatiros kilima
3 °C/min. greifiu nuo kambario temperatiros iki 10 °C mazesnés uz
nejudanciosios fazés skilimo temperatiira. Krosnis §ioje temperatiiroje
laikoma viena valanda, kol nusistovi pagrindo linija. Paskui temperatiira
darbui izoterminémis salygomis sumazinama iki 180 °C.

6 pastaba. Tinkamai i$ anksto kondicionuoty kolonéliy galima pirkti.

Detektorius, geriausiai toks, kuri galima biity kaitinti iki temperatiiros,
aukstesnés nei kolonélés temperatiira.

Svirkstas

Didziausia $virksto talpa turi buti 10 pl, sugraduotas 0,1 pl padalomis.

Savirasis

Jei savirasio bréziama kreivé bus naudojama analizuojamo misinio sudé-
Ciai apskaiiuoti, reikalingas elektroninis didelio tikslumo savirasis,
suderinamas su naudojamu prietaisu. Savirasio savybés turi bati tokios:

a) inertiSkumas turi biti mazesnis kaip 1,5 s, geriausiai 1 s (inertis-
kumas matuojamas laiku, kurj rasanti plunksna sugaiSta pakildama
nuo 0 iki 90 %, kai staigiai paduodamas 100 % signalas);

b) popieriaus plotis ne mazesnis kaip 20 cm;

c) popieriaus greitis reguliuojamas 0,4-2,5 cm/min intervale.

Integratorius

Greitai ir tiksliai apskai¢iuoti galima elektroniniu integratoriumi. Jis turi
reikiamo jautrumo linijinj atsaka, bei turi patenkinamai atlikti korekcija
deél pagrindo linijos dreifo.
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4.1.
4.1.1.

4.1.1.1.

DARBO EIGA

4.1-4.3 punktuose apraSytuose veiksmuose naudojama jranga su
liepsnos jonizaciniu detektoriumi.

Kaip alternatyva gali buti naudojamas dujy chromatografas su kataro-
metru (veikian¢iu $ilumos laidumo poky¢io matavimo principu). Tuo
atveju darbo salygos keiéiasi, kaip tai apraSyta 6 punkte.

Analizés salygos

Optimaliy darbo salygu pasirinkimas

UzZpildoma kolonélé

Renkantis analizés salygas, atsizvelgiama { Siuos kintamus parametrus:
a) kolonélés ilgis ir skersmuo;

b) nejudanciosios fazés pobudis ir kiekis;

c) kolonélés temperatiira;

d) dujy nesiklio srauto greitis;

e) reikalinga atskiriamoji galia;

f) analizuojamos bandinio dalies dydis, parinktas taip, kad detektoriaus
ir elektrometro derinio atsakas biity tiesinis;

g) analizés trukmé.

Dazniausiai 1 ir 2 lenteléje pateiktos vertés duoda norimus rezultatus, t.
y. ne maziau kaip 2 000 teoriniy 1ék§¢iy vienam kolonélés ilgio metrui
metilstearato atveju ir jo iSplovimas jvyksta mazdaug per 15 minudiy.

Kai aparatiira tai leidzia, inZektoriaus temperatiira turi biiti apie 200 °C,
o detektoriaus temperatiira lygi kolonélés temperatiirai arba didesné.

Paprastai liepsnos jonizaciniam detektoriui tiekiamo vandenilio ir dujy
neSiklio srauto grei¢iy santykis yra nuo 1:2 iki 1:1, priklausomai nuo
kolonélés skersmens. Deguonies srauto greitis mazdaug 5-10 karty
didesnis uz vandenilio.

1 lentelé
Kolon¢lés vidinis skersmuo, Duju nesiklio srauto greitis,
mm ml/min.
2 15-25
3 2040
4 40-60
2 lentelée
Nejudancdiosios fazés koncentracija, Kolon¢lés temperatra,
% (m/m) °C
5 175
10 180
15 185
20 185
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4.1.1.2. Kapiliariné kolonélé

Kapiliariniy kolonéliy efektyvumo ir pralaidumo savybés reiskia, kad
komponenty atskyrimas ir analizés trukmé labai priklauso nuo dujy
nesiklio srauto kolonéléje greicio. Todél, optimizuojant darbo salygas,
bitina veikti §j parametra (arba,paprasCiau, slégio kritima kolonéléje),
priklausomai nuo to, ar norima pagerinti atskyrima, ar pagreitinti
analizg.

Teoriniy 1ékséiy (efektyvumo) ir atskiriamosios galios nustatymas (zr. 1
brézing)

Atliekama mazdaug lygiais kiekiais paimty metilstearato ir metiloleato
misinio analizé (pvz., kakao aliejaus metilesteriy analize).

Kolonélés temperatiira ir dujy nesiklio srauto greitis pasirenkami tokie,
kad metilstearato smailé uzraSoma praéjus mazdaug 15 minuciy po
tirpiklio smailés uzraSymo. Naudojamas pakankamas metilesteriy kiekis,
kad metilstrearato smailé buity per tris ketvirCius visos skalés aukscio.

Teoriniy 1€ks¢iy skaiCius n (efektyvumas) apskaiiuojamas pagal
formule:

ir atskiriamoji galia, R, apskai¢iuojama pagal formule:

2A
R= ",
®; + o,
kuriose:
drl yra sulaikymo atstumas nuo chromatogramos pradzios iki
metilstearato smailés vir§iinés, milimetrais;
®p ir ®, yra atitinkamai metilstearato ir metiloleato smailiy plociai,
iSmatuoti tarp kreiviy perlinkio lie¢iamyjy susikirtimo su
pagrindo linija tasky, milimetrais;
A yra atstumas tarp metilstearato ir metiloleato smailiy

vir§tiniy, milimetrais;

ir atskiriamosios galios koeficientas Ir, taikant formulg

a
b’

kurioje:

a = nuo pagrindo linijos iSmatuotos Zemiausios smailés aukstis;

b = zemiausio tasko tarp dviejy gretimy smailiy atstumas iSmatuotas

nuo pagrindo linijos.
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1 brézinys

Chromatograma teoriniam léksciy skaiciui (efektyvumui) ir atskiriamajai galiai

nustatyti
Tirpiklis
q Metiloleatas
Metilstearatas
m i
1
1
Oras 1 1
N J\ N
' U]
o
3rq)

PradZia

4.2.

4.3.

Reikia pasirinkti tokias darbo salygas, kurios leisty analizuojant metils-
tearatg turéti bent 2 000 teoriniy 1éks¢iy vienam kolonélés ilgio metrui ir
ne mazesng kaip 1,25 atskiriamaja galia.

Analizei imama bandinio dalis

Mikrogvirkstu (3.2) paimama 0,1-2 pl pagal X B prieda paruosty meti-
lesteriy ir iSvirkS¢iama i kolonélg.

Kai esteriai neistirpinti, ruoSiamas jy mazdaug 100 mg/ml koncentracijos
tirpalas chromatografiskai gryname heptane, ir i$virk§¢iama 0,1-1 ml $io
tirpalo.

Jei analizuojamy komponenty yra tik pédsakai, analizuojama bandinio
dalis gali buti padidinta (iki 10 karty).

Analizé

Paprastai naudojamos 4.1.1 punkte apibréztos darbo salygos.

Taciau kolonélé gali dirbti Zemesnéje temperatiiroje, kai reikia anali-
zuoti riebiasias rigstis su maziau kaip 12 anglies atomy, arba auks-
tesnéje temperatiroje, kai analizuojamos riebiosios ragstys su
daugiau kaip 20 anglies atomy. Kartais abiem $iais atvejais galima
naudoti temperatliros programavima. Pavyzdziui, jei bandinj sudaro
maziau nei 12 anglies atomy turinCiy riebiyjy ragséiy metilesteriai,
bandinys i$virk§¢iamas 100 °C temperatiiroje (arba 50-60 °C, jei yra
sviesto ragsties) ir i§ karto temperatiira 4-8 °C/min. greiciu keliama
iki optimalios. Kai kuriais atvejais abi metodikos gali biiti naudo-
jamos kartu.



1991R2568 — LT — 09.08.2012 — 024.001 — 73

44,

5.2.
5.2.1.

52.2.
5.2.2.1.

Po programuojamo temperatiiros pakélimo, iSplovimas tgsiamas pasto-
vioje temperatiiroje, kol iSplaunami visi komponentai. Jei prietaisas
neturi programuoto kaitinimo, jis naudojamas esant dviems fiksuotoms
temperattiroms tarp 100 ir 195 °C.

Prireikus patikrinti, ar néra paslépty smailiy, pvz., kartu esant konjuguo-
tiems

Cig3 ir Cyg arba Cyg3 ir Cig, junginiams, rekomenduojama analizg
atlikti su dviem nejudanciomis fazémis, turiniomis skirtinga poliskuma.

Etaloninés chromatogramos ir etaloniniy grafiky ruosimas

Tomis paciomis salygomis, kurios naudojamos bandiniui analizuoti,
analizuojamas etaloninis miSinys (2.3), iSmatuojamos miSinj sudaranciy
riebiyjy rugsciy sulaikymo trukmés arba sulaikymo atstumai. Kiek-
vienam nesotumo laipsniui pusiau logaritminiame popieriuje braizomas
sulaikymo trukmés arba atstumo logaritmo priklausomybés nuo anglies
atomy skaiciaus grafikas. Pastovios temperatiros salygomis linijinés
grandinés rigsciy su tuo paciu nesotumo laipsniu grafikai turi buti
tiesés. Sios tiesés turi biiti daugiau arba maziau lygiagregios.

Bitina iSvengti salygy, kuriomis galéty atsirasti ,,paslépty smailiy®, t. y.
kai atskiriamoji galia yra nepakankama dviems komponentams atskirti.

REZULTATU APSKAICIAVIMAS
Kokybiné analizé

IS grafiky, gauty pagal 4.4 punkta, identifikuojamos bandinio metiles-
teriy smailés, prireikus taikant interpoliacija.

Kiekybiné analizé
Sudéties nustatymas

Isskyrus ypatingus atvejus, naudojamas vidinio normalizavimo metodas,
t. y. daroma prielaida, kad chromatogramoje yra visi bandinio kompo-
nentai, todél bendras smailiy plotas atstovauja 100 % visy iSplauty
komponenty.

Jei jranga turi integratoriy, naudojami juo gauti skaiiai. Jei integrato-
riaus néra, kiekvienos smailés plotas apskaiCiuojamas, padauginant jos
aukstj i§ pusaukscio plocio, kur reikia atsizvelgiant | uZraSymo metu
naudotus skirtingus signalo silpninimo laipsnius.

Apskaic¢iavimo metodas

Bendras atvejis

Duoto komponento i kiekis, reiskiamas metilesteriy masés procentine
dalimi, apskaifiuojamas nustatant procenting atitinkamos smailés ploto
dalj visy smailiy plote pagal formule:

— x 100,
YA

kurioje:
A; yra i komponentg atitinkancios smailés plotas;

YA yra visy smailiy ploty suma.



1991R2568 — LT — 09.08.2012 — 024.001 — 74

5222

Rezultatas pateikiamas vieno Zenklo po kablelio tikslumu.

7 pastaba. Siuo bendru atveju laikoma, kad apskaiéiavimy, kurie
remiasi santykiniais plotais, rezultatas reiskia masés procen-
ting dali. Apie atvejus, kuriems §i prielaida netaikytina, Zr.
5.2.2.2 punkte.

Korekcijos koeficienty naudojimas

Kai kuriais atvejais, pvz., esant riebiosioms riigstims, turinioms maziau
kaip astuonis anglies atomus, arba ruigstims su kitomis funkcinémis
grupémis, kai naudojami Silumos laidumo detektoriai arba kai yra
svarbu didesnis tikslumas, procentinei smailiy ploto daliai paversti
maseés procentine dalimi turi biiti naudojami korekcijos koeficientai.

Korekcijos koeficientai nustatomi pasinaudojant chromatogramomis,
gautomis analizuojant zinomos sudéties metilesteriy etalonini miSing
salygomis, atitinkanCiomis bandinio analizés salygas.

Siam etaloniniam miSiniui / komponento masés dalis apskaiCiuojama
pagal formulg:

M« 100
>.m '

kurioje:

m;

yra etaloninio miSinio i komponento mase;
>~ m yra jvairiy etaloninio miSinio komponenty masiy suma.

Pagal etaloninio miSinio chromatograma (4.4) i komponento ploto
procentin¢ dalis apskai¢iuojama taikant formulg:

A;
A
kurioje:

A; yra i komponenta atitinkanc¢ios smailés plotas;

i
> A yra visy smailiy ploty suma.

Tokiu badu korekcijos koeficientas apskai¢iuojamas pagal formulg:

m X YA
K, = &=
Aj X Y m

Paprastai skaiCiuojamas korekcijos koeficienty santykis su Kc¢yq, todél
santykiniai koeficientai atrodo taip:

' Ki
Ki = .
Keie

Bandiniui kiekvienos i sudétinés dalies kiekis, skai¢iuojant metilesteriy
mases procentais, yra lygus:

K x A

——— x 100
2K x Ay

Rezultatai pateikiami vieno Zenklo po kablelio tikslumu.
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vB
5.2.2.3. Vidinio etalono naudojimas
Kai kuriy analiziy atvejy (pvz., kai skai¢iavimuose naudojamos ne visos
rugstys, pvz., kai neskaiCiuojamos kartu su 16 ir 18 anglies atomy
turiniomis rugstimis esancios keturis ir SeSis anglies atomus turincios
rugstys, arba kai buitina nustatyti absoliuty riebiyjy rtgséiy kieki bandi-
nyje) bitina naudoti vidinj etalong. Daznai naudojamos riebiyjy rigstys
su penkiais, 15 arba 17 anglies atomy. Vidiniam etalonui turi biti
nustatytas korekcijos koeficientas (jei toks naudojamas).
Procentiné i komponento mases dalis, skaiCiuojant metilesteriais, nusta-
toma pagal formule:
K’ x A
My X B X Ay 00
m x K's x A
kurioje:
A; yra i-aja sudéting dalj atitinkancios smailés plotas;
Ay yra vidinj etalong atitinkancios smailés plotas;
K’; yra i-osios sudétinés dalies santykinis korekcijos koeficientas
pagal Kcye;
K's yra vidinio etalono santykinis korekcijos koeficientas pagal Kc¢¢;
m  yra analizuojamos bandinio dalies masé, miligramais;
mg yra vidinio etalono dalies masé, miligramais.
Rezultatai pateikiami vieno Zenklo po kablelio tikslumu.
M2
6. ATSKIRAS ATVEIIS — TRANS-IZOMERU NUSTATYMAS
Galima nustatyti riebiyjy riigsciy, turinCiy 10-24 anglies atomus, trans-
izomery kiekj, ju metilo esteriams atskirti naudojant dujy chromatogra-
fines kapiliarines kolonéles su tam tikru poliSkumu.
6.1. Kvarciné kapiliariné kolonélé, kurios vidinis skersmuo 0,25-0,32 mm,
ilgis 50 m, padengta 0,1-0,3 um storio cianpropilsiloksano plévele (tipas
SP 2380, C.P. sil. 88, silor 10 ir panasaus tipo).
VY M21
6.2. Metilesteriai ruoSiami, taikant X B priede nurodyta B metodika. Atsar-
gumo délei riebalinés medziagos, kuriose laisvyjuy rugsciy kiekis
didesnis kaip 3 %, turi buiti neutralizuojamos pagal VII priedo 5.1.1
punkta.
M2
6.3. Darbinés salygos dujy chromatografijoje bendru atveju yra tokios:

— kolonélés temperatiira nustatoma tarp 150 °C ir 230 °C (pvz,
165 °C 15 minuéiy, toliau didinama 5 °C per minutg iki 200 °C),

— inzektoriaus temperatira: 250 °C, naudojant bandinio dozavimo
itaisg, arba kolonélés pradiné temperatiira, jei naudojamas tiesioginio
ipurskimo itaisas,
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— detektoriaus temperatira: 260 °C,

— dujuy nesiklio srauto greitis (helio arba vandenilio): 1,2 ml per
minute.

Bandinio turi buti jpurSkiama tiek, kad naudojamo jautrumo salygomis
eikozano riigSties metilo esterj atitinkancios smailés aukstis sudaryty
20 % visos skalés arba daugiau.

6.4. [vairiy metilesteriy identifikavimas atlickamas pagal sulaikymo trukmes,
kurios lyginamos su etaloniniy misiniy sulaikymo trukmémis (kaip
pazyméta 2.3 punkte).

Trans-riebiyjy rugsciy esteriai iSplaunami anksciau kaip juy atitinkami
cis-izomerai. Chromatogramos pavyzdys pateiktas 2 brézinyje.

2 breézinys

Riebiyjy riugsciy trans-izomery dujy chromatograma, naudojant kapiliaring kolo-

néle
w v
o
3 e s @ =
v

18:1W7C

6.5. Kolonélés efektyvumas, nustatytas pagal 4.1.2 punkta, turi bati toks,
kad buty galima atskirti kai kurias visiSkai greta esancias poras, pvz.,
grupés frans-izooleino rugsciy ir oleino ruigsties smailés sudaryta pora,
trans C18: 1/cis C18: 1, esant atskiriamosios galios koeficientui dides-
niam kaip 2.

18:2TT
18:2CT
18:3TCC

16:1C

- 5
- > .
———— 18:27TC

@ 5
18:3CCC

.

6.6. lvairiy trans-riebiyju riig8¢iuy procentinis kiekis apskaifiuojamas,
remiantis atitinkamos smailés ploto ir visy turimy smailiy ploty sumos
santykiu.

Atsizvelgiama | procentinj kieki:

— trans-oktadeceno rugséiy (T 18: 1), kuris §io reglamento I priede
pazymétas kaip trans-oleino izomery bendras kiekis,

— cis-trans ir trans-cis oktadekadieno riig§¢iy [(CT/TC) 18: 2], kuris
Sio reglamento 1 priede pazymétas kaip frans-linoleiny izomery
bendras kiekis,

— trans-cis-trans, cis-cis-trans, cis-trans-cis, trans-cis-cis oktadekat-
rieno ragséiy [(TCT + CCT + CTC + TCC) 18: 3], kuris §io regla-

mento I priede pazymétas kaip trans-linoleiny izomery

bendras kiekis.
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8 pastaba. Atsizvelgiant | Sio metodo ypatingas charakteristikas,
praSome rezultatus pateikti 2 skaitmeny po kablelio tiks-
lumu.

ATSKIRAS ATVEJIS — KATAROMETRINIO DETEKTORIAUS
(VEIKIANCIO SILUMOS LAIDUMO KITIMO PRINCIPU) NAUDO-
JIMAS

Riebiyjy riigéciy metilesteriy kokybinei ir kiekybinei sudéciai nustatyti
taip pat gali biiti naudojamas dujuy chromatografas, naudojantis detek-
toriy, veikiant] Silumos laidumo kitimo principu (katarometra). Jei
naudojamas katarometras, 3 ir 4 punkte nurodytos salygos turi buti
pakeistos, kaip parodyta 3 lenteléje.

Kiekybinéje analizéje naudojami 5.2.2.2 punkte apibrézti korekcijos
koeficientai.

3 lentele

Kintamasis

Parametro verté

Kolonélé

Kietas nesiklis

Nejudanciosios fazés koncentra-
cija

Dujos nesiklis

Pagalbinés dujos
Inzektoriaus temperatiira
Kolonélés temperatiira
Duju nesiklio srauto greitis

Ipurskiamos  bandinio  dalies
dydis

Ilgis: 24 m
Vidinis skersmuo: 4 mm

Grudeliy dydis 160-200 pm
15-25 % (m/m)
Helis arba, jo neturint, vandenilis su

kiek galima mazesniu deguonies
kiekiu

Nereikia

40-60 °C aukstesné nei kolonélés
180-200 °C

Paprastai 60—80 ml/min.

Paprastai 0,5-2 pl

ANALIZES ATASKAITA

Analizés ataskaitoje nurodomi metilesteriy gamyboje ir dujy chromato-
grafinéje analizéje naudoti metodai ir gauti rezultatai. Joje taip pat
nurodomos visos darbo detalés, neapibréztos Siame tarptautiniame stan-
darte, arba laikomos pasirinktinémis, kartu nurodant bet kokiy atsiti-
kimy, galéjusiy turéti jtakos rezultatams, aplinkybes.

Analizés ataskaitoje nurodoma i$sami visiSkam bandinio identifikavimui
reikalinga informacija.
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YM19
ANNEX X B

PREPARATION OF THE FATTY ACID METHYL ESTERS FROM
OLIVE OIL AND OLIVE-POMACE OIL

The following two methods are recommended for preparing the fatty acid methyl
esters from olive oils and olive-pomace oils:

Method A:  Trans-esterification with cold methanolic solution of potassium
hydroxide

Method B:  Methylation by heating with sodium methylate in methanol
followed by esterification in acid medium.

Each method will be applied according to the analytical parameter to be deter-
mined and the oil category as indicated below:

(a) determination of difference between actual and theoretical content of trigly-
cerides with ECN42 (AECN42):

— method A will be applied to samples of all the oil categories after
purification of the oil by passing it through a silica gel column;

(b) determination of the fatty acid composition:

— method A will be applied directly to samples of the following oil cate-
gories:

— virgin olive oils with an acidity of less than 3,3 %,

— refined olive oil,

— olive oil (blend of virgin olive oils and refined olive oil),
— refined olive-pomace oil,

— olive-pomace oil (blend of virgin olive oils and refined olive-pomace
oil);

— method B will be applied directly to samples of the following oil cate-
gories:

— virgin olive oil with an acidity of more than 3,3 %,
— crude olive-pomace oil;
(c) determination of trans-isomers of fatty acids:

— method A will be applied directly to samples of the following oil cate-
gories:

— virgin olive oils with an acidity of less than 3,3 %,

— refined olive oil,

— olive oil (blend of virgin olive oils and refined olive oil),
— refined olive-pomace oil,

— olive-pomace oil (blend of virgin olive oils and refined olive-pomace
oil);

— method A will be applied to the following categories of oils after puri-
fication of the oil by passing it through a silica gel column:

— virgin olive oil with an acidity of more than 3,3 %,

— crude olive-pomace oil.
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PURIFICATION OF OIL SAMPLES

When necessary, the samples will be purified by passing the oil through a silica
gel column, eluting with hexane/diethyl ether (87:13, v/v) as described in [UPAC
method 2.507.

Alternatively, solid-phase extraction on silica gel phase cartridges can be used. A
silica gel cartridge (1 g, 6 ml) is placed in a vacuum elution apparatus and
washed with 6 ml of hexane. The vacuum is released to prevent the column
from becoming dry and then a solution of the oil (0,12 g approximately) in
0,5 ml of hexane is loaded into the column and vacuum is applied. The solution
is pulled down and then eluted with 10 ml of hexane/diethyl ether (87:13 v/v)
under vacuum. The combined eluates are homogenised and divided in two
similar volumes. An aliquot is evaporated to dryness in a rotary evaporator
under reduced pressure at room temperature. The pomace is dissolved in 1 ml
of heptane and the solution is ready for fatty acid analysis by GC. The second
aliquot is evaporated and the pomace is dissolved in 1 ml of acetone for trigly-
ceride analysis by HPLC, if necessary.

METHODS FOR PREPARING THE FATTY ACID METHYL ESTERS

1. Method A: Trans-esterification with cold methanolic solution of
potassium hydroxide

1.1. Purpose

This rapid method is applicable to olive oils and olive-pomace oils with
a free fatty acid content of less than 3,3 %. Free fatty acids are not
esterified by potassium hydroxide. Fatty acid ethyl esters are trans-este-
rified at a lower rate than glyceridic esters and may be only partially
methylated.

1.2. Principle

Methyl esters are formed by trans-esterification with methanolic potas-
sium hydroxide as an intermediate stage before saponification takes
place (title 5 in ISO-5509:2000, title 5 in IUPAC method 2.301).

1.3. Reagents

Methanol containing not more than 0,5 % (m/m) water.

Heptane, chromatographic quality.

Potassium hydroxide, approximately 2 N methanolic solution: dissolve
11,2 g of potassium hydroxide in 100 ml of methanol.

1.4. Apparatus

Screw-top test tubes (5 ml volume) with cap fitted with a PTFE joint.

Graduated or automatic pipettes, 2 ml and 0,2 ml

1.5. Procedure

In a 5 ml screw-top test tube weigh approximately 0,1 g of the oil
sample. Add 2 ml of heptane, and shake. Add 0,2 ml of 2 N methanolic
potassium hydroxide solution, put on the cap fitted with a PTFE joint,
tighten the cap, and shake vigorously for 30 seconds. Leave to stratify
until the upper solution becomes clear. Decant the upper layer contai-
ning the methyl esters. The heptane solution is suitable for injection into
the gas chromatograph. It is advisable to keep the solution in the refri-
gerator until gas chromatographic analysis. Storage of the solution for
more than 12 hours is not recommended.
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2. Method B: Methylation by heating with sodium methylate in methanol
followed by esterification in acid medium

2.1. Purpose

This method is applicable to olive oils and olive-pomace oils with a free
fatty acid content of more than 3,3 %.

2.2. Principle

Neutralisation of the free fatty acids and alkaline methanolysis of the
glycerides, followed by esterification of the fatty acids in acid medium
(title 4.2. in IUPAC method 2.301).

2.3. Reagents

— heptane, chromatographic quality,
— methanol containing not more than 0,05 % (m/m) water,

— sodium methylate, 0,2 N methanolic solution: dissolve 5 g of
sodium in 1000 ml of methanol (this may be prepared from
commercial solutions),

— phenolphthalein, 0,2 % methanolic solution,

— sulphuric acid, 1 N in methanolic solution: add 3 ml of 96 %
sulphuric acid to 100 ml of methanol,

— saturated solution of sodium chloride in water.

2.4. Apparatus

— 50 ml flat-bottomed volumetric flask with long, narrow, ground
neck,

— reflux condenser: air condenser (1 m long) with ground joint appro-
priate to the neck of the flask,

— boiling chips,
— glass funnel.

2.5. Procedure

Transfer about 0,25 g of the oil sample into a 50 ml ground-necked
volumetric flask. With the aid of a funnel, add 10 ml of 0,2 N sodium
methylate in methanol and the boiling chips. Fit a reflux condenser,
shake, and bring to the boil. The solution should become clear, which
usually occurs in about 10 minutes. The reaction is complete after
15 minutes. Remove the flask from the source of heat, wait until the
reflux stops, remove the condenser, and add two drops of phenolphtha-
lein solution. Add a few ml of 1 N sulphuric acid in methanol solution
until the solution becomes colourless and then add 1 ml in excess. Fit
the condenser and boil again for 20 minutes. Withdraw from the source
of heat and cool the flask under running water. Remove the condenser,
add 20 ml of saturated sodium chloride solution, and shake. Add 5 ml
of heptane, plug the flask, and shake vigorously for 15 seconds.

Leave to settle until the two phases have separated. Add saturated
sodium chloride solution again until the aqueous layer reaches the
lower end of the flask neck. The upper layer containing the methyl
esters fills the flask neck. This solution is ready to be injected in the
GC.

Caution: Methylation by method B must be done under a hood.
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2.6. Alternatives to methylation Method B
2.6.1.  Method C
2.6.1.1. Principle

The fatty matter undergoing analysis is treated with methanol-hydroch-
loric acid, in a sealed vial, at 100 °C.

2.6.1.2. Apparatus

— Strong glass vial of a capacity of about 5 ml (height 40 to 45 mm,
diameter 14 to 16 mm).

— 1 and 2 ml graduated pipettes.

2.6.1.3. Reagents

Solution of hydrochloric acid in 2 % methanol. This is prepared from
gaseous hydrochloric acid and anhydrous methanol (Note 1).

Hexane, chromatographic quality.

Note 1: Commercial solutions of hydrogen chloride in methanol can be
used. Small amounts of gaseous hydrochloric acid can easily be
prepared in the laboratory by simple displacement from the
commercial solution (p = 1,18) by dripping concentrated
sulphuric acid. Since hydrochloric acid is very rapidly absorbed
by methanol, it is advisable to take the usual precautions when
dissolving it, e.g. introduce the gas through a small inverted
funnel with the rim just touching the surface of the liquid.
Large quantities of methanolic hydrochloric acid solution can
be prepared in advance, as it keeps perfectly in glass-stoppered
bottles stored in the dark. Alternatively, this reagent can be
prepared by dissolution of acetyl chloride in anhydrous
methanol.

2.6.1.4. Procedure

— Place in the glass vial 0,2 g of the fatty matter, which has previously
been dried out on sodium sulphate and filtered, and 2 ml of
hydrochloric acid-methanol solution. Heat seal the vial.

— Immerse the vial at 100 °C for 40 minutes.

— Cool the vial under running water, open, add 2 ml of distilled water
and 1 ml of hexane.

— Centrifuge and remove the hexane phase, which is ready for use.

2.6.2.  Method D
2.6.2.1. Principle

The fatty matter undergoing analysis is heated under reflux with
methanol-hexane-sulphuric acid. The methyl esters obtained are
extracted with petroleum ether.

2.6.2.2. Apparatus

— Test tube of a capacity of about 20 ml, fitted with an air reflux
condenser approximately 1 m in length, with ground glass joints.
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— 5 ml graduated pipette.

— 50 ml separating funnel.

— 10 ml and 25 ml measuring beakers.
— 15 ml test tube with conical base.

2.6.2.3. Reagents

— Methylation reagent: anhydrous methanol-hexane-concentrated
sulphuric acid (p = 1,84) in the ratio 75:25:1 (V/V/V).

— 40 to 60 °C petroleum ether.
— Anhydrous sodium sulphate.

2.6.2.4. Procedure

Place 0,1 g of oil in the 20 ml test tube and add 5 ml of methylation
reagent.

Fit the reflux condenser and heat for 30 minutes in a boiling water bath
(Note 2).

Transfer quantitatively the mixture into a 50 ml separating funnel, with
the aid of 10 ml distilled water and 10 ml petroleum ether. Shake
vigorously, and allow the phases to separate, remove the aqueous
phase and wash the ether layer twice with 20 ml distilled water. Add
to the separating funnel a small quantity of anhydrous sodium sulphate,
shake, allow to settle for a few minutes and filter, collecting the filtrate
in a 15 ml test tube with a conical base.

Evaporate the solvent over a water bath in a current of nitrogen.

Note 2: To control boiling, insert a glass rod into the test tube and limit
the temperature of the water bath to 90 °C.

3. Precision parameters

The statistical evaluation of the precision of methods A and B was
published by the International Olive Oil Council in its method
COI/T.20/CO. No 24.

RECOMMENDATIONS FOR GAS CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF
THE FATTY ACID ESTERS FROM OLIVE OIL AND OLIVE-POMACE OIL

1. Procedure

The gas chromatographic analysis of solutions of fatty esters in heptane
is to be carried out according to standard ISO-5508 using a capillary
column (50 m length x 0,25 or 0,32 mm i.d.) impregnated with cyano-
propylsilicone phase as indicated for the determination of fatty acid
trans-isomers (COI/T.20/Doc. no. 17).

Figure 1 gives the typical gas chromatographic profile of an olive-
pomace oil containing methyl and ethyl esters of fatty acids, and
trans-isomers of methyl esters.

2. Calculations

2.1. For the calculation of the fatty acid composition and AECN42, all the
following fatty acids will be taken into account:

Myristic (C14:0).

Palmitic (C16:0). Sum of the areas of the peaks corresponding to the
methyl and ethyl esters.
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Palmitoleic (C16:1). Sum of the areas of the peaks corresponding to the
®9 and ®7 isomers of the methyl ester.
Margaric (C17:0).
Margaroleic (C17:1).
Stearic (C18:0).
Oleic (C18:1). Sum of the areas of the peaks corresponding to the ®9
and ©7 isomers of the methyl ester, ethyl ester, and trans-isomers of the
methyl ester.
Linoleic (C18:2). Sum of the areas of the peaks corresponding to the
methyl and ethyl esters, and the trans-isomers of the methyl ester.
Arachidic (C20:0).
Linolenic (C18:3). Sum of the areas of the methyl ester and the trans-
isomers of the methyl ester.
Eicosenoic (C20:1).
Behenic (C22:0).
Lignoceric (C24:0).
Squalene will not be taken into account for the calculation of the total
area.

2.2. For the calculation of the percentage of trans-C18:1 the peak correspon-

ding to the methyl esters of this fatty acid is to be used. For the sum
[trans-C18:2 + trans-C18:3], all the peaks corresponding to the trans-
isomers of these two fatty acids are to be added together. For the
calculation of the total area, all the peaks mentioned in 2.1. are to be
taken into account (see COI/T.20/Doc. No. 17).

The calculation of the percentage of each fatty acid will be carried out
according to the formula:

% X = (AreaX x 100) / (total area)
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Figure 1: Gas chromatographic profile obtained by the cold methylation method from olive-pomace oil. The chroma-
tographic peaks correspond to the methyl and ethyl esters except where otherwise indicated.
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XI PRIEDAS

LAKIUJU HALOGENINTU TIRPIKLIU KIEKIO ALYVUOGIU

2.1.
2.2,
2.3.

2.4.

2.5.

2.6.
2.7.

4.2.

43.

44.

ALIEJUJE NUSTATYMAS

METODAS

Dujy chromatografiné analizé, naudojant lakiyjy medziagy nustatymo
tuscioje erdvéje virs produkto metoda.

APARATURA
Dujy chromatografijos irenginys su elektrony pagavos detektoriumi (EPD).
Lakiyjy medziagy nustatymo tuScioje erdvéje vir§ produkto jrenginys.

Stikliné dujuy chromatografiné kolonéle, ilgis 2 m, skersmuo 2 mm, neju-
dancioji fazé gaunama 10 % OV101 arba atitinkama medZziaga impregnuo-
jant iskaitinta, ragstyje iSplauta diatomita, kurio daleliy dydis 80—100 mesy.

Dujos nesiklis ir pagalbinés dujos: azotas dujy chromatografijai, tinkamas
elektrony pagavos detektavimui.

10-15 ml talpos stiklinés kolbos, padengtos teflonu ir aliuminio kams¢iu su
itaisu $virkStui jkisti.

Hermetiskai uzdarantys fiksatoriai.
0,5-2 ml talpos dujy Svirkstas.
REAGENTAI

Etalonas: halogeninti tirpikliai, pagal grynuma tinkami dujy chromatogra-
finei analizei.

DARBO EIGA

I stikling kolba (pakartotinai nenaudoti) tiksliai pasveriama apie 3 g alie-
jaus; kolba hermetiskai uzdaroma. Kolba dedama vienai valandai i termo-
stata, esant 70 °C temperatirai. Svirkstu paimama tiksliai 0,2-0,5 ml
tusCiosios erdvés turinio. Tai jpurSkiama | dujy chromatografing kolonélg,
nustatyta taip:

— inzektoriaus temperattra: 150 °C,

— kolonélés temperatiira: 70-80 °C,

— detektoriaus temperattira: 200-250 °C.

Temperatiiros gali biti kitos, jei gaunami tokie patys rezultatai.

Etaloniniai tirpalai: naudojant gryninta, tirpikliy pédsaky neturinti
alyvuogiy aliejy, ruoSiami etaloniniai tirpalai, kuriy koncentracija
0,05—1 milijonoji dalis (mg/kg), ir kuri atitikty numatoma kieki bandinyje.
Halogeninti tirpikliai gali buti praskiedziami pentanu.

Kiekybinis vertinimas: lyginami bandinio ir etaloninio tirpalo, kurio
koncentracija laikoma arCiausia nustatomai, smailiy plotai arba auksciai.
Jei nuokrypis yra didesnis kaip 10 %, analizé turi buiti pakartojama, lygi-
nant su kitu etaloniniu tirpalu, kol nuokrypis bus 10 % ribose. Kiekis
nustatomas remiantis atskiry jpurSkimy rezultaty vidurkiu.

Rezultaty skaiCiavimas: milijonosiomis dalimis (mg/kg). Metodo radimo
riba 0,01 mg/kg.
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XII PRIEDAS

TARPTAUTINES ALYVUOGIU ALIEJAUS TARYBOS PIRMOJO
SPAUDIMO ALYVUOGIU ALIEJAUS
ORGANOLEPTINIO VERTINIMO METODAS

1.  DALYKAS IR TAIKYMO SRITIS

Sio metodo pagrindas — 2007 m. lapkri¢io 16 d. sprendimas Nr. DEC-
21/95-V/2007 dél Tarptautinés alyvuogiy aliejaus tarybos persvarstyto
pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus organoleptinio vertinimo metodo.
Sio metodo tikslas — nustatyti pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus orga-
noleptiniy savybiy vertinimo tvarka kaip tai apibrézta Reglamento (EB)
Nr. 1234/2007 XVI priedo 1 punkte ir nustatyti metoda, naudoting aliejaus
risiai remiantis tomis savybémis nustatyti. Metode taip pat pateikiamos su
neprivalomu Zyméjimu susijusios nuorodos.

Si metoda galima taikyti tik pirmojo spaudimo alyvuogiu aliejui ir jo riiies
ar Zyméjimo nustatymui remiantis traikumy stiprumu, ,,vaisiy* pozymiu ir
kitais teigiamais pozymiais, apie kuriuos sprendzia atrinkty, apmokyty ir
patikrinty degustuotojy grupé.

2. BENDROSIOS NUOSTATOS

Dél aliejaus bendrojo pagrindinio Zodyno, degustavimo patalpos
ir degustavimo stiklinés ir kitokiy su $iuo metodu susijusiy klausimy reko-
menduojama remtis Tarptautinés alyvuogiy aliejaus tarybos nuostatomis,
visy pirma — 2007 m. lapkri¢io 16 d. sprendimu Nr. DEC-21/95-V/2007
dél pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus organoleptinio vertinimo metodo.

3. SPECIALUSIS ZODYNAS
3.1. Teigiami poZymiai

Vaisiy: i§ karto ir (arba) giliai nosyje uzuodziami (pajuntami) jvairiis
aromatai (atsizvelgiant { alyvuogiy rusj), budingi aliejui, pagamintam i$
zaliy arba sunokusiy sveiky ir §vieziy vaisiy.

Vaisiy pozymis nurodomas kaip Zaliy vaisiy, kai aromatas ir skonis
primena i§ Zaliy vaisiy iSspaustam aliejui buidinga aromata ir skoni.

Vaisiy pozymis nurodomas kaip sunokusiy vaisiy, kai aromatas ir skonis
primena i§ sunokusiy vaisiy iSspaustam aliejui bidinga aromata ir skoni.

Kartus: liezuvio Saknyje esanCiais svogiinéliais pajauciamas paprastas
skonis, biidingas aliejams, pagamintiems i§ zaliy arba i§ pradedanciy
nokti alyvuogiy.

Astrus: visoje burnos ertméje, ypac gerkléje, jauciamas dilgséjimas; charak-
teringa aliejui, pagamintam sezono pradzioje, paprastai i§ dar neprinokusiy
alyvuogiy.

3.2. Neigiami poZymiai

Sudvisgs: prieskonis, budingas aliejui, pagamintam i§ kaupuose laikyty
alyvuogiy, kuriy anaerobinis fermentavimo procesas gerokai paspartéjgs,
arba prieskonis, atsiradgs dél ilgalaikio aliejaus saly¢io su anaerobini
fermentavimo procesa taip pat patyrusiomis statiniy ir talpykly dekantavimo
nuosédomis.

Atsiduodantis pelésiais — drégme: prieskonis, blidingas aliejams, pagamin-
tiems i§ alyvuogiu, kuriose uzsiveisé didelis grybeliy ir mieliy bakteriju
kiekis drégnas alyvuoges kelias dienas palaikius supiltas | kaupus.
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Vyno — acto arba riigStus — aitrus: budingas kai kuriy aliejy aromatas,
primenantis vyna arba acta. Atsiranda daugiausia dél aerobinio alyvuogiy
ar alyvuogiy masés likuciy blogai iSplautuose dembliuose fermentacijos
proceso, dél kurio susidaro acto rugstis, etilacetatas ir etanolis.

Metalo: prieskonis, primenantis metalg. Prieskonis, atsirandantis dél ilga-
laikio aliejaus saly¢io su metaliniais pavirSiais gniuzdymo, mai§ymo, spau-
dimo arba laikymo metu.

Apkartgs: budingas aliejams, paveiktiems stipraus oksidacijos proceso.

Pakaitintas arba prideggs: prieskonis buidingas aliejams, kurie buvo per
stipriai ir (arba) per ilgai kaitinami juos gaminant, ypac jei terminis
masés maiSymas buvo atlickamas netinkamomis salygomis.

Sieno — medienos: prieskonis, biidingas kai kuriems aliejams, pagamintiems
i§ sausy alyvuogiy.

Sunkus: kai kuriy seny alieju burnoje sukeliamas tir§tumo, klampumo
pojtis.

Tepaly: aliejaus skonis, primenantis dyzeling, taukus ar mineraling alyva.

Augalinio vandens: aliejaus prieskonis, atsiradgs dél ilgo salycio su fermen-
tacijos paveiktu augaliniu vandeniu.

Sturymo: aliejaus, pagaminto i§ alyvuogiy, kurios buvo konservuojamos
stryme, prieskonis.

Esparto: prieskonis, blidingas aliejui, pagamintam alyvuoges spaudziant
naujuose dembliuose i§ esparto Zolés. Prieskonis gali skirtis pagal tai, ar
dembliai pagaminti i§ Zalios ar dziovintos Zolés.

Zemiy: prieskonis, budingas aliejui, pagamintam i§ alyvuogiu, surinkty
kartu su Zemémis, arba purviny ir nenuplauty alyvuogiy.

Kirméliy: aliejaus, pagaminto i$ alyvuogiy, kurias smarkiai pazeidé alyv-
medziy musiy (Bactrocera Oleae) lervos, prieskonis.

Agurky: prieskonis, atsirandantis susidarius 2-6 nonadienaliui ir budingas
aliejui, per ilgai laikytam sandariai uzdarytuose induose, ypac skardinése.

Drégnos medienos: prieskonis, biidingas aliejui, iSspaustam i§ Salnos
pakasty alyvuogiy.

3.3. Neprivaloma etike¢iy terminologija

Gaves praSyma degustuotojy grupés vadovas gali patvirtinti, kad, priklau-
somai nuo pozymiy pojucio ir stiprumo, ivertinti aliejai atitinka apibréztis ir
intervalus atitinkancius $iuos posakius ir buidvardzius:

a) kiekvienu 3.1 punkte iSvardyty teigiamy pozymiy atveju (,,vaisiy”
pozymis esant reikalui apibiidinamas kaip Zzaliy vaisiy ar sunokusiy
vaisiy, astrus ir kartus):

i) terminas ,stiprus gali biiti naudojamas, kai atitinkamo pozymio
mediana didesné uz 6;

ii) terminas ,,vidutinis“ gali bliti naudojamas, kai atitinkamo pozymio
mediana yra nuo 3 iki 6;

iii) terminas ,silpnas® gali bati naudojamas, kai atitinkamo pozymio
mediana mazesné uz 3;
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iv) atitinkami pozymiai gali biiti vartojami nenurodant i, ii ir iii papunk-
Ciuose iSvardyty biidvardziy, jei atitinkamo poZymio mediana ne
mazesné uz 3;

b) terminas ,;subalansuotas“ gali buti vartojamas aliejui, kuris néra nesu-
balansuotas, apibudinti. Nesubalansavimas suprantamas kaip uoslés-
skonio ir lytéjimo pojutis, kai kartumo ir (arba) astrumo pozymiy
mediana 2 punktais didesné uz ,,vaisiy” pozymio mediana;

¢) posakis ,,Svelnus aliejus® gali buti vartojamas aliejui, kurio kartaus ir
aStraus pozymiy mediana mazesné uz 2 ar lygi 2, apibudinti.

4.  DEGUSTUOTOJY GRUPE

Degustuotoju grupg sudaro degustuotojy grupés vadovas ir 8—12 degustuo-
toju.

Degustuotoju grupés vadovas turi buti auksta kvalifikacija igijes ekspertas,
iSmanantis jvairias aliejaus rasis. Jis atsakingas uz degustuotojy grupés
darbo organizavima ir veikla, uz bandiniy ruoSima ir kodavima bei ju
pateikima degustuotojui, taip pat uz gauty duomeny surinkima ir jy statis-
tini apdorojima.

Jis taip pat parenka degustuotojus, priziri ju mokymasi bei ju darbo
kokybe, siekdamas uztikrinti, kad jy iglidZiai biity pakankamo lygio.

Degustuotojai, tikrinantys organoleptines aliejaus savybes, turi biiti parinkti
ir apmokyti remiantis jy gebéjimu atskirti panasius bandinius, vadovaujantis
Tarptautinés alyvuogiy aliejaus tarybos kvalifikuoty pirmojo spaudimo
aliejaus degustuotojy atrankos, mokymo ir stebéjimo vadovu.

Degustuotojy grupés turi jsipareigoti dalyvauti nacionaliniuose, Bendrijos ir
tarptautiniuose organoleptiniy charakteristiky {vertinimuose, organizuoja-
muose siekiant uztikrinti nuolatini pojaciy kriterijy stebéjima ir suderinima.
Be to, pagal S$io reglamento 4 straipsnio 1 dalies nuostatas
patvirtintos degustuotojuy grupés visa informacija apie degustuotojy grupés
sudéti ir juy, kaip patvirtintos grupés, atlikty jvertinimy skai¢iy privalo
kasmet pateikti atitinkamai valstybei narei.

5. ORGANOLEPTINIS VERTINIMAS IR RUSIES NUSTATYMAS
5.1. Degustuotojo pildomas savybiy jvertinimo lapas

Savybiy jvertinimo lapas, kurj pildo degustuotojas, yra pateiktas §io metodo
A priedélyje.

Kiekvienas degustuotoju grupei priklausantis degustuotojas uosto, po to
ragauja analizei skirta alieju. Po to savybiy jvertinimo lape 10 cm skaléje
jis pazymi pajusty neigiamy ir teigiamy poZymiy stipruma (). Pajutgs Zaliy
vaisiy ar sunokusiy vaisiy ,,vaisiy“ pozymio pobudj, degustuotojas pazymi
atitinkama vertinimo lapo langelj.

Pajutus savybiy jvertinimo lape nenurodytus neigiamus pozymius, juos
reikia pazyméti grafoje ,,Kita“, naudojant kuo tiksliau juos apibtidinanti
nustatyta terming ar terminus.

(') Degustuotojas neprivalo ragauti aliejaus, uzuodes labai stipry neigiama pozymi. Sia
i8imting aplinkybg jis pazymi vertinimo lape.
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5.2. Degustuotojy grupés vadovo atlieckamas duomeny apdorojimas

Degustuotoju grupés vadovas surenka kiekvieno degustuotojo uzpildytus
savybiy jvertinimo lapus; patikrina nurodyta pozymiy stipruma; pastebéjes
ka nors nejprasto, papraso degustuotojo perzitiréti savo lapa ir, reikalui
esant, pakartoti bandyma.

Degustuotojuy grupés vadovas gali ivesti kiekvieno degustuotojo gautus
duomenis | kompiutering programa, suderinama su statistinio medianos
apskaiciavimo metodu, pateiktu B priedélyje. Bandinio duomenys jvedami
naudojant matrica, sudaryta i§ 9 jutimo pozymiy atitinkanciy 9 stulpeliy ir n
eiluciy, atitinkanciy n degustuotojy.

Jei ne maziau nei 50 % degustuotoju grupés nariy grafoje ,,Kita* pazymi
neigiama pozymi, $io poZymio mediana turi biti apskaiciuota ir atitinkamai
nustatyta aliejaus rasis.

Kad jvertintas aliejus atitinka 3.3.a punkto salygas, susijusias su terminais
,,zali vaisiai® ir ,,sunoke vaisiai®, degustuotojuy grupés vadovas gali patvir-
tinti tik tuo atveju, jei ne maziau kaip 50 % degustuotojy pazyméjo pajutg
,vaisiy“ pozymio zaliy vaisiy ar sunokusiy vaisiy pobudi.

Jei atlickama analiz¢, kurios metu tikrinama atitiktis, atlickamas bandymas.
Jei analiziy rezultatai priestaringi, degustuotojy grupés vadovas turi suorga-
nizuoti pakartoting analizg. Jei analiziy rezultatai nenuosekliis, jvertinimas
turi buti atliekamas tris kartus. Tokiais atvejais pozymiy mediana skai¢iuo-
jama remiantis mediany vidurkiu. Visi tokiy analiziy pakartojimai turi biiti
atliekami atskiry seansy metu.

5.3. Aliejaus rasies nustatymas

Atsizvelgiant | trikumy mediang ir ,,vaisiy“ pozymio mediang aliejus
suskirstomas | toliau nurodytas kategorijas. Trikumy mediana — tai
didZiausia labiausiai pajusto neigiamo pozymio mediana. Trikumy mediana
ir ,,vaisiy“ pozymio mediana iSreiSkiamos vienos deSimtosios tikslumu, o
stabilaus nuokrypio koeficientas turi biiti ne didesnis nei 20 %.

Aliejaus rasis nustatoma lyginant trikumy medianos ir ,,vaisiy” pozymio
medianos dydzius su toliau nustatytais etaloniniais intervalais. Kadangi $iy
intervaly ribos nustatytos atsizvelgiant { metodo klaidas, jos laikomos abso-
liuciomis. Programiné jranga atvaizduoja rai§j statistikos duomeny lenteléje
ar diagramoje.

a) auksciausios kokybés pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejus: trikumy
mediana lygi 0, ,,vaisiy” pozymio mediana didesné uz 0,

b) pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejus: trikumy mediana didesné uz 0 ir
mazesné arba lygi 3,5; ,,vaisiy” pozymio mediana didesné uz 0,

¢) klasikinis alyvuogiy aliejus (lampante): trikumy mediana didesné uz
3,5; arba trikumy mediana ne didesné nei 3,5; ,vaisiy” pozymio
mediana lygi 0.

5.4. Ypatingas atvejis

Jei teigiamo pozymio (iSskyrus ,vaisiy“ pozymio) mediana virSija 5,0,
degustuotojy grupés vadovas tai pazymi aliejaus analizés sertifikate.
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A priedélis

Pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus savybiy jvertinimo lapas

TRUKUMY PAJAUTIMO STIPRUMAS

Sudvises | —
Atsiduodantis  pelésiais - Zemés -
drégme

Vyno — acto: N
RiigStus — aitrus

Metalo | N
Apkartes | -
Kita (nurodyti) | -

TEIGIAMU POZYMIY PAJAUTIMO STIPRUMAS

Vaisiy | —

Zaliy vaisiy [] Sunokusiy vaisiy []

Kartus | —

Altrus | N

Degustuotojo pavardé:

Bandinio kodas:

Data:

Pastabos:
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B priedélis

MEDIANOS IR PASIKLIAUTINUJU INTERVALU APSKAICIAVIMO
METODAS

Mediana

Me = [P(X < Xm) < 1/2 A P(X < Xm) > 1/2]

Mediana — tai realusis skai¢ius Xm, apibréziamas taip: tikimybé (P), kad sklaidos
(X) dydziai yra mazesni uz ta skaiciy (Xm), yra ne didesné negu 0,5, o tikimybé
(P), kad sklaidos (X) dydziai néra didesni uz Xm, yra ne maZesné negu
0,5. Pagal kita apibrézti mediana yra 50-asis sklaidos dydziy, iSdéstyty didéjancia
tvarka, procentilis. Papras¢iau sakant mediana yra vidurinis tam tikra tvarka
iSrikiuoty nelyginiy skaiCiy imties dydis, arba tam tikra tvarka isrikiuoty lyginiy
skai¢iy imties dviejy viduriniy skaiciy vidurkis.

Stabilus standartinis nuokrypis

Norint apskaiéiuoti stabily standartini nuokrypi Stuarto ir Kendallo metodu, reikia
patikimai apskaiiuoti kintamuma, susijusi su medianos regresija. Asimptotinio
standartinio nuokrypio formulé, t. y. nagrinéjamyjy duomeny kintamumo stabilus
apskaiCiavimas, kai N yra stebéjimy skaiCius, o IQR — tarpkvartilinis nuotolis,
kurj sudaro tiksliai 50 % visy bet kurios tikimybés sklaidos atvejy.

1,25 IQR
¥ = ——
1,35 N

Tarpkvartilinis nuotolis gaunamas apskaiCiavus nuokrypio tarp 75-ojo ir 25-0jo
procentiliy dydj.

IQR = 75-asis procentilis — 25-asis procentilis

Procentilis — tai skai¢ius Xpc, apibréziamas taip: tikimybé (P), kad sklaidos skaiciai
yra mazesni uz Xpc, yra mazesné arba lygi nustatytajai Simtajai, o tikimybé (P),
kad sklaidos skai¢iai yra ne didesni uz Xpc, yra didesné arba lygi minétajai
Simtajai. Simtoji — tai naudojama sklaidos trupmena. Mediana yra 50/100.

Percentilis = |P(X < Xpc) < % AP (X <Xpc) > %

Kitaip tariant, procentilis — tai sklaidos skaiius, atitinkantis nustatyta plota,
pazyméta pagal sklaidos arba tankio kreivg. Pavyzdziui, 25-asis procentilis —
tai sklaidos skaiCius, atitinkantis plota, lygy 0,25 arba 25/100.

Stabilios variacijos koeficientas, %
SVK % — tai bedimensis dydis, t. y. neturintis matmeny, rodantis procentini

skai¢iy  imties kintamumo dydi. D¢l Sios priezasties tai labai
naudinga degustuotoju grupés nariy patikimumui patikrinti.

Sx*
CVr % =—100
r 7 Mo
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95 % pasikliautinieji intervalai ties mediana

95 % (pirmos rusies paklaidos dydis yra lygus 0,05 arba 5 %) pasikliautinieji
intervalai nurodo galimg medianos dydzio kitimo intervala, jei blity jmanoma
eksperimenta kartoti iki begalybés. Praktiskai $is intervalas nurodo analizés kinta-
mumo intervala, esant pasirinktoms darbo salygoms, jei analiz¢ buty galima
kartoti keleta karty. Intervalu galima {vertinti, kaip ir SVK % atveju, analizés
patikimuma.

ICq, = Me + (¢.5%)
ICinf = Me — (c.S*)
kur ¢ lygus 1,96, jei pasikliautinasis intervalas yra 0,95.

VY M20

YM19
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1.1.

1.2.

2.2.

2.3.

2.4.

XV PRIEDAS

ALIEJAUS KIEKIO ALYVUOGIU ATLIEKOSE NUSTATYMAS
Aparatiira

— tinkamas ekstrahavimo aparatas su 200-250 ml talpos apvaliadugne
kolba,

— elektra kaitinama vonia (pvz., smélio vonia, vandens vonia) arba elek-
triné viryklé,

— analizinés svarstyklés,

— dziovinimo spinta, reguliuojama ne daugiau kaip iki 80 °C tempera-
turos,

— elektriné dziovinimo spinta su 103 + 2 °C temperatiirai nustatytu termo-
statavimo itaisu, per kuria biity galima pisti ora ir dirbti sumazintame
slegyje,

— mechaninis, lengvai valomas maliinas, kuriame alyvuogiy atliekos gali
biiti sumaltos nepakeliant jy temperatliros arba jose Zymiai nepakeiciant
drégmes, lakiyjy arba heksanu ekstrahuojamy medziagy kiekio,

— ekstrahavimo tiita ir vata arba filtravimo popierius, i§ kuriy yra pasa-
lintos heksanu ekstrahuojamos medziagos,

— eksikatorius,

— sietas su 1 mm skersmens akutémis,

— 1§ anksto i8dziovintos pemzos gabaliukai.

Reagentas

Techniskai grynas n-heksanas, kurio 100 ml visiSkai iSgarinus turi likti ne
didesnés kaip 0,002 g masés likutis.

DARBO EIGA
Analizuojamo bandinio ruoSimas

Prireikus laboratorini bandinj sumalti, kad visos dalelés sumazéty iki sijo-
jamo dydzio, naudojamas mechaninis maltinas, kuris prie§ tai gerai iSva-
lomas.

Mazdaug dvideSimtoji bandinio dalis sunaudojama malino valymui
uzbaigti, sumalta medziaga iSmetama, likusi dalis malama, surenkama,
kruops€iai sumaiSoma ir i§ karto analizuojama.

Analizuojamo bandinio dalis

Uzbaigus malimo operacija, 0,01 g tikslumu analizei pasveriama mazdaug
10 g bandinio.

Ekstrahavimo tiatos ruoSimas

Analizuojama dalis sudedama 1| tita, kuri uzkem$ama vata. Jei naudojamas
filtravimo popierius, analizuojama bandinio dalis suvyniojama { ji.

ISankstinis dZiovinimas

Jei alyvuogiy atlickos yra labai drégnos (t. y. drégmés ir lakiyju medziagy
kiekis didesnis kaip 10 %), jos i anksto dziovinamos, uzpildyta tata (arba
filtravimo popieriy) laikant reikiama laika dziovinimo spintoje, kaitinamoje
ne daugiau kaip iki 80 °C, kad drégmés ir lakiyjy medziagy kiekis suma-
zéty iki maziau kaip 10 %.
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2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

Apvaliadugnés kolbos ruosimas

Kolba su vienu arba dviem gabaliukais pemzos, prie§ tai iSdziovinta dZio-
vinimo spintoje 103 + 2 °C temperatiroje ir ne trumpiau kaip valanda
ausinta eksikatoriuje, pasveriama 1 mg tikslumu.

Pradinis ekstrahavimas

[ ekstrahavimo aparata jkiSama tuta (arba filtro popierius) su analizuojama
bandinio dalimi. [ kolba jpilamas reikiamas kiekis heksano. Kolba prijun-
giama prie ekstrahavimo aparato ir viskas jstatoma | elektra Sildoma vonia.
Sildymas nustatomas taip, kad tekéjimo atgal greitis biity ne mazesnis kaip
trys laSai per sekundg (vidutinis, ne audringas virimas). Po keturiy ekstra-
havimo valandy paliekama atausti. Tiita iSimama i§ ekstrahavimo aparato ir
isigérusio tirpiklio didesnei daliai pasalinti pakiSama po oro srove.

Antrasis ekstrahavimas

Tatos turinys iSkratomas | maza grustuvg ir kiek galima smulkiau suma-
lamas. Sumaltas miSinys be nuostoliy vél supilamas i tiita, kuri dedama
atgal | ekstrahavimo aparata.

Ekstrahuojama dar dvi valandas toje pacioje apvaliadugnéje kolboje su
pradiniu ekstraktu.

Ekstrahavimo kolboje gautas tirpalas turi buiti skaidrus. Jei taip néra,
tirpalas filtruojamas per filtravimo popieriy, paskui kolba, kurioje jis
buvo laikomas, bei filtravimui naudotas popierius kelis kartus plaunami
heksanu. Filtratas ir plovimo tirpiklis supilami | antra apvaliadugng
kolba, kuri buvo iSdziovinta ir pasverta 1 mg tikslumu.

Tirpiklio $alinimas ir ekstrakto svérimas

Didesné tirpiklio dalis pasalinama distiliuojant ant elektra Sildomos vonios.
Paskutiniai tirpiklio pédsakai Salinami kolba 20 minuciy kaitinant dZiovi-
nimo spintoje 103 £ 2 °C temperatiiroje. Tirpiklio $alinimas greitinamas
puciant ora, geriausia inertines dujas, arba dZiovinant sumazintame slégyje.

Kolba ne trumpiau kaip valanda palickama eksikatoriuje atausti ir pasve-
riama 1 mg tikslumu.

Kolba pasildoma dar karta 10 minuéiy tomis paciomis salygomis, atausi-
nama eksikatoriuje ir vél pasveriama.

Skirtumas tarp dviejy svérimy neturi vir§yti 10 mg. Jei jis didesnis, Sildoma
dar po 10 minuéiy, paskui au$inama ir sveriama, kol skirtumas sumazéja iki
10 mg arba maziau. Paskutiné kolbos masés verté uzraSoma.

Atliekama pakartotina paties bandinio analizé.

REZULTATU APSKAICIAVIMAS
Apskaifiavimo metodas ir formulé

a) Ekstrakto kiekis, analizei gauto bandinio masés procentais, skai¢iuo-
jamas pagal formulg:
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kurioje: S = ckstrakto kiekis analizei gauto bandinio masés
procentais,

m, = bandinio analizuojamos dalies masé gramais,

m; = iSdziovinto ekstrakto masé gramais.

Rezultatu imamas pakartotiny nustatymy vidurkis, jei buvo laikomasi
pakartojamumo salygu.

Rezultatas skai¢iuojamas vieno Zenklo po kablelio tikslumu.

b) Ekstrakto kiekis, procentais iSdziovinto bandinio masei, skai¢iuojamas
pagal formulg:

100 . o . e
S x T0o U aliejaus ekstrakto kiekis procentais, skaiciuojant
N sausai medZiagai,
kurioje: S = ekstrakto kickis analizei gauto bandinio masés procen-

tais (zr. a punkta),
U = drégmés ir lakiyjy medziagy kiekis bandinyje.
3.2. Pakartojamumas

Dviejy rezultaty, gauty tam paciam analitikui lygiagreciai arba greitai paei-
liui atliekant du nustatymus, skirtumas neturi vir§yti 0,2 g heksaninio ekst-
rakto 100 gramy bandinio.

Jei §i salyga neivykdoma, analizé pakartojama su kitomis dviem bandinio
dalimis. Jei ir Siuo atveju skirtumas didesnis kaip 0,2 g, rezultatu imamas
siy keturiy nustatymy aritmetinis vidurkis.
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2.1.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

5.2

XVI PRIEDAS
JODO SKAICIAUS NUSTATYMAS

TAIKYMO SRITIS

Sis tarptautinis standartas tiksliai apibrézia metoda gyvuliniy ir augaliniy
riebaly bei aliejy, toliau vadinamy riebalais, jodo skaiiui nustatyti.

APIBREZIMAS

Siame tarptautiniame standarte vartojamas toks apibrézimas:

Jodo skaicius. Masé jodo, kurj bandinys sugeria Siame tarptautiniame stan-
darte nurodytomis salygoms.

Jodo skaicius skai¢iuojamas jodo gramais 100 g bandinio.

METODO ESME

Analizuojama bandinio dalis iStirpinama tirpiklyje ir pridedama Wijs
reagento. Po tam tikro laiko jpilama kalio jodido tirpalo bei vandens ir
i8siskyres jodas titruojamas natrio tiosulfato tirpalu.

REAGENTAI

Visi reagentai turi buti pripazintos analizikai gryny reagenty kokybés:
vanduo, atitinkantis ISO 3696 reikalavimus, 3 rasis;

kalio jodidas. 100 g/l tirpalas, be jodato arba laisvo jodo;

krakmolo tirpalas;

5 g tirpaus krakmolo sumaiSoma su 30 ml vandens, miSinys supilamas
1 000 ml verdancio vandens, tris minutes virinama ir palieckama atausti;

natrio tiosulfatas, etaloninis tirpalas titruoti voliumometriskai, kurio
¢(Na,S,03.5H,0) = 0,1 mol/l, ir kurio titras nustatomas ne anksciau kaip
septynios dienos prie§ naudojima;

tirpiklis, ruoSiamas sumaisant lygiomis dalimis cikloheksang ir acto ragsti;

Wijs reagentas, kuri sudaro jodo monochlorido tirpalas acto rugstyje.
Naudojamas prekyboje esantis Wijs reagentas.

APARATURA

Iprasta laboratoriné jranga ir konkreciai tokia:

sverimui skirtos stiklinés bertuvélés, pritaikytos bandiniui ir jdéjimui {
kolbas (5.2);

kiiginés kolbos, 500 ml talpos, su Slifo kamsciais ir visiSkai sausos.

ANALIZUOJAMO BANDINIO RUOSIMAS

Homogenizuotas bandinys dziovinamas vir§ natrio sulfato ir filtruojamas.

DARBO EIGA

Analizuojamo bandinio dalis

Analizuojamos bandinio dalies masé priklauso nuo numatomo jodo skai-
Ciaus, kaip tai parodyta 1 lenteléje.
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7.2.

7.3.

1 lentelé

Numatomas jodo skaigius Analizuojamos b?;l)dinio dalies masé
mazesnis kaip 5 3,00
5-20 1,00
21-50 0,40
51-100 0,20
101-150 0,13
151-200 0,10

Analizuojama bandinio dalis 0,1 mg tikslumu sveriama stiklinéje bertuvé-
leje (5.1).

Nustatymas

Analizuojama bandinio dalis supilama | 500 ml kolba (6.2). [pilama 20 ml
tirpiklio (4.5) riebalams iStirpinti. Pridedama tiksliai 25 ml Wijs reagento
(4.6), uzkemsama kamsciu, turinys sumaiSomas ir kolba pastatoma tamsioje
vietoje. Wijs reagentui imti nenaudojama pipeté, | kurig siurbiama burna.

Panasiai paruoSiamas tus¢iasis bandymas, ipilant tirpiklio ir Wijs reagento,
bet nejdedant paties bandinio.

Jei bandinio jodo skaiCius mazesnis kaip 150, kolba tamsoje palickama
vieng valanda, jei jodo skaiius didesnis kaip 150 arba produktai yra poli-
merizuoti arba dideliu laipsniu oksiduoti, palickama dvi valandas.

Siam laikui baigiantis, i kiekviena kolba ipilama 20 ml kalio jodido tirpalo
(4.2) ir 150 ml vandens (4.1).

Titruojama etaloniniu tirio analizéje naudojamu natrio tiosulfato tirpalu
(4.4), kol deél issiskyrusio jodo atsiradusi geltona tirpalo spalva beveik
iSnyksta. [laSinami keli laSai krakmolo tirpalo (4.3) ir titravimas tgsiamas,
kol zydra spalva vos tik dingsta po labai stipraus kratymo.

Pastaba. Ekvivalentinj taska leidziama nustatyti potenciometriskai.
Nustatymy skaicius
To paties bandinio analizé¢ atliekama du kartus.

REZULTATU APSKAICIAVIMAS

Jodo skaiCius apskaic¢iuojamas pagal formulg:

12,69 ¢ (V; — V3)

m
kurioje:
c = naudoto etaloninio natrio tiosulfato tirpalo (4.4) tikslios koncent-
racijos skaitiné verté moliais litre;
V, = tusCiajame bandyme sunaudoto etaloninio natrio tiosulfato tirpalo

(4.4) skaitiné tario verté mililitrais;
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V, = nustatymui sunaudoto etaloninio natrio tiosulfato tirpalo (4.4) skai-
tiné tdrio verté mililitrais;

m = analizuojamos bandinio dalies (7.1) masés skaitiné verté gramais.

Rezultatu imamas dviejy nustatymy aritmetinis vidurkis, jei jvykdytos
pakartojamumo (9.2) salygos.
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XVII PRIEDAS

AUGALINIUOSE ALIEJUOSE ESANCIU STIGMASTADIENU
NUSTATYMO METODAS

1. TIKSLAS

Stigmastadieny nustatymas augaliniuose aliejuose, turin¢iuose maza Siy
angliavandeniliy kiekj, ypa¢ pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejuje ir
alyvuogiy iSspaudy aliejuje.

2. TAIKYMO SRITIS

Standartas gali bliti taikomas visiems augaliniams aliejams, nors mata-
vimai yra patikimi tik tuo atveju, kai Siy angliavandeniliy kiekis yra
0,01-4,0 mg/kg. Metodas ypac tinka nustatyti gryninty augaliniy aliejy
(maiSyto alyvuogiy, maiSyto alyvuogiy iSspaudu, saulégrazy, palmiy ir t.
t.) buvima pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejuje, kadangi gryninti aliejai
turi stigmastadieny, o pirmojo presavimo aliejus jy neturi.

3. METODO ESME

Nemuilinamos medziagos atskyrimas. Steroidiniy angliavandeniliy frak-
cijos i$skyrimas, taikant kolonéling chromatografija su silikageliu, ir
analizé kapiliarinés dujy chromatografijos metodu.

4. APARATURA

4.1. 250 ml talpos kolbos, pritaikytos naudoti kartu su griztamuoju kondensa-
toriumi.

4.2. Dalijamieji 500 ml talpos piltuvai.
4.3. 100 ml talpos apvaliadugnés kolbos.
4.4. Sukamasis garintuvas.

4.5. Stikliné chromatografiné kolonélé (vidinis skersmuo 1,5-2,0 cm, ilgis
50 cm) su teflono Ciaupu ir stiklo vatos kamséiu arba sukepinto stiklo
disku apacioje. Ruosiant kolonélg su silikageliu, i ja ipilama mazdaug per
5 cm heksano, paskui uzpildoma silikagelio suspensija heksane (15 g
40 ml), nuplaunant ja heksano porcijomis. Silikageliui leidZziama nusésti,
nusodinimas baigiamas lengvu supurtymu. [dedama bevandenio natrio
sulfato, mazdaug 0,5 cm auk$¢io sluoksnis, heksano perteklius islei-
dziamas.

4.6.  Dujy chromatografas su liepsnos jonizaciniu detektoriumi, inZektoriumi su
bandinio dalikliu arba $altu tiesioginiu inzektoriumi ir + 1 °C tikslumu
programuojama krosnimi.

4.7. Lydyto kvarco kapiliariné kolonélé dujy chromatografijai (vidinis
skersmuo 0,25 arba 0,32 mm, ilgis 25 m), padengta 0,25 mm storio
5 % polifenilmetilsiloksano plévele.

1 pastaba:

Gali buti naudojamos kitos panaSaus arba mazesnio polisSkumo kolonélés.

4.8. Integratorius-savirasis, kuriuo biity galima integruoti nuo minimumo iki
minimumo.

4.9. 5-10 ml mikrosvirkstai dujy chromatografijai su kietinta adata.

4.10. Elektrinis kaitinimo gaubtas arba elektriné viryklé.
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5. REAGENTAI

Visi reagentai turi biiti analiziS$kai gryni, jei nepasakyta kitaip. Turi buti
naudojamas distiliuotas vanduo arba bent atitinkamo grynumo vanduo.

5.1.  Heksanas arba alkany miSinys, kurio virimo temperatiry intervalas
65-70 °C, nudistiliuotas rektifikavimo kolonoje.

2 pastaba:

Tirpiklis turi buti nudistiliuotas priemaiSoms pasalinti.

5.2. 96 % (v/v) etanolis.

5.3.  Bevandenis natrio sulfatas.

5.4. 10 % kalio hidroksido tirpalas alkoholyje. [ 50 g kalio hidroksido jpilama
10 ml vandens, sumaiSoma ir miSinys iStirpinamas 500 ml etanolio.

3 pastaba:

Stovédamas kalio hidroksido tirpalas alkoholyje ruduoja. Jis turi buti
kiekviena dieng ruoSiamas i§ naujo ir laikomas gerai uzkim$tame tamsaus
stiklo butelyje.

5.5.  Silikagelis 60 kolonélinei chromatografijai, 70-230 mesy (Merck numeris
7734 arba panasios rusies).

4 pastaba:

Paprastai silikagelis i§ konteinerio gali biiti naudojamas i§ karto, be jokio
apdorojimo. Taciau kai kuriy partijy silikagelis gali buti per mazo akty-
vumo, dél ko bus blogas chromatografinis atskyrimas. Siuo atveju silika-
gelis turi biiti apdorojamas tokiu btidu. Silikagelis aktyvinamas maziausiai
4 valandas kaitinant 550 °C temperattroje. Po kaitinimo silikagelis, kol
atauSta, laikomas eksikatoriuje, paskui supilamas | uzkemsSama kolba.
Ipilama 2 % vandens ir kratoma tol, kol nesimato sukritusiy gabaly ir
milteliai lengvai byra.

Jei naudojant tokj silikageli, gaunamos chromatogramos su trukdanciomis
smailémis, Siy partijy silikagelis turi buiti apdorojamas anks¢iau nurodytu
budu. Arba galima naudoti ypac Svary silikagelj 60 (Merck numeris 7754)

5.6. Pradinis (koncentracija 200 milijonyjy daliy (ppm) cholesta-3,5-dieno
(Sigma, 99 % grynumo) tirpalas heksane (10 mg/50 ml).

5.7. Etaloninis 20 milijonyjy daliy (ppm) koncentracijos cholesta-3,5-dieno
tirpalas heksane, gautas praskiedziant prie§ tai pagamintg tirpala.

5 pastaba:

Pagal punktus 5.6 ir 5.7 gauti tirpalai iSlieka patvariis ne maZziau kaip
keturis ménesius, jei laikomi Zemesnéje nei 4 °C temperatiiroje.

5.8. Mazdaug 100 milijonyjy daliy (ppm) koncentracijos n-nonakozano tirpalas
heksane.

5.9. Dujos nesiklis chromatografijai: helis arba vandenilis, 99,9990 %
grynumo.

5.10. Pagalbinés dujos liepsnos jonizaciniam detektoriui: 99,9990 % grynumo
vandenilis ir i$valytas oras.
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6. DARBO EIGA
6.1. Nemuilinamos medZiagos gavimas

6.1.1. 250 ml tirio kolboje (4.1) pasveriama 20 = 0,1 g aliejaus, jpilama 1 ml
etaloninio cholesta-3,5-dieno (20 pg) ir 75 ml 10 % kalio hidroksido
tirpalo alkoholyje, prijungiamas griztamasis kondensatorius ir 30 minuciy
nestipriai virinama. Kolba su bandiniu nukaic¢iama, tirpalui leidziama Siek
tiek atausti (neatSaldoma visiSskai, nes bandinys iSkrenta | nuosédas).
Ipilama 100 ml vandens ir tirpalas supilamas i dalijamaji piltuva (4.2),
panaudojant 100 ml heksano. MiSinys 30 sekundziy stipriai plakamas,
sluoksniams leidziama atsiskirti.

6 pastaba:

Susidarius emulsijai, kuri greitai nepranyksta, jpilama truputis etanolio.

6.1.2. Apatinis vandens sluoksnis supilamas i kita dalijamajj piltuva ir vél ekst-
rahuojama su 100 ml heksano. Apatinis sluoksnis dar karta nuleidziamas
ir heksano ekstraktai (surinkti { kita dalijamaji piltuva) tris kartus plaunami
etanolio ir vandens miSiniu (1: 1), kiekvieng karta sunaudojant po 100 ml,
kol tirpalo pH pasidaro neutralus.

6.1.3. Tirpalas heksane perleidziamas per bevandenj natrio sulfata (50 g), plau-
namas 20 ml heksano ir esant sumaZzintam slégiui 30 °C temperatiiroje
garinamas sukamajame garintuve iki sauso likuéio.

6.2. Steroidiniy angliavandeniliy frakcijos atskyrimas

6.2.1. Likutis, istirpintas dviejose 1 ml heksano porcijose, supilamas i frakcio-
navimo kolonélg, bandinio tirpalui leidziama nusileisti iki natrio sulfato
sluoksnio virSaus ir pradedamas chromatografinis iSplovimas heksanu,
srauto greiciui esant mazdaug 1 ml/min. Pirmieji 25-30 ml eliuvato i$pi-
lami ir surenkama 40 ml paskesnés frakcijos. Surinkus tokj turj, frakcija
supilama { 100 ml apvaliadugng kolba (4.3).

7 pastaba:

Pirmojoje frakcijoje yra sotieji angliavandeniliai (la brézinys), antrojoje
frakcijoje — steroidiniai angliavandeniliai. Toliau plaunant gaunamas skva-
lenas ir giminingi junginiai. Kad sotieji ir steroidiniai angliavandeniliai
gerai atsiskirty, reikia optimizuoti frakcijos thrius. Dél to pirmosios frak-
cijos tiris turi baiti nustatytas toks, kad kai analizuojama antroji frakcija,
soiuosius angliavandenilius atstovaujancios smailés bty zemos (Zr. lc
brézinj); jei jos nepasirodo, o etaloninés smailés intensyvumas yra mazas,
taris turi bati sumazintas. Bet kokiu atveju visiskas atskyrimas tarp pirmo-
sios ir antrosios frakcijos komponenty néra bitinas, kadangi dujy chroma-
tografijos metu néra smailiy persidengimo, jei duju chromatografijos
salygos yra parinktos, kaip tai nurodyta 6.3.1 punkte. Optimizuoti antro-
sios frakcijos tlirio paprastai nereikia, nes atskyrimas nuo véliau iSplau-
namy komponenty geras. Visgi aukstos skvalenui priskiriamos smailés,
turinios mazdaug 1,5 minutés mazesng nei etalonas sulaikymo trukme,
buvimas rodo, kad atskyrimas blogas.

6.2.2. Antroji frakcija 30 °C temperatiiroje, esant sumazintam slégiui, garinama
sukamajame garintuve iki sauso likucio, kuris i$ karto istirpinamas 0,2 ml
heksano. Tirpalas iki analizés laikomas Saldytuve.

8 pastaba:

Pagal 6.1.3 ir 6.2.2 punktus gauti liku¢iai kambario temperatiiroje neturi
bati laikomi sausi. Kai tik jie gaunami, ipilama tirpiklio ir tirpalas
laikomas Saldytuve.
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6.3. Dujy chromatografija

6.3.1. Darbo salygos, naudojant inzektoriy su bandinio dalikliu:
— inzektoriaus temperatira: 300 °C,
— detektoriaus temperatiira: 320 °C,

— integratorius-sgvira$is: integravimo parametrai turi biiti nustatyti tokie,
kad buty teisingai jvertinami plotai. Rekomenduojamas integravimo
nuo minimumo iki minimumo biudas,

— jautrumas: mazdaug 16 karty didesnis nei maziausia silpninimo verté,
— {jpurskiamo tirpalo taris: 1 pl,

— programuojama krosnies temperatira: SeSioms minutéms pradiné
235 °C temperatiira, toliau kélimas 2 °C/min. greiCiu iki 285 °C,

— inzektorius su srauto dalikliu 1: 15,
— nesiklis: helis arba vandenilis, esant mazdaug 120 kPa slégiui.

Salygos, atsizvelgiant | chromatografo ir kolonélés charakteristikas, gali
bati reguliuojamos taip, kad gauta chromatograma atitikty Siuos reikala-
vimus: vidinio etalono smailé atsirasty mazdaug per 5 minutes 6.3.2
punkte nurodyto laiko; vidinio etalono smailés aukstis turi sudaryti bent
80 % visos skalés aukscio.

Dujy chromatografijos jtaisas turi buti patikrintas jpurskiant cholestadieno
pradinio tirpalo (5.6) ir n-nonakozano tirpalo (5.8) misini. Cholesta-3,5-
dieno smailé turi atsirasti prie$ n-nonakozano smailg (1c brézinys); jei taip
nejvyksta, yra dvi galimybés: sumazinti krosnies temperatiira ir (arba)
naudoti maziau poliska kolonélg.

6.3.2. Smailiy identifikavimas

Vidinio etalono smailé atsiranda mazdaug po 19 minuciy, 3,5-stigmasta-
dieno santykiné sulaikymo trukmé apytikriai lygi 1,29 (zr. 1b brézinj).
3,5-stigmastadienas btina su nedideliu izomero kiekiu ir paprastai abu
iSplaunami kartu kaip viena chromatografiné smailé. Taciau jei kolonéle
yra per didelio poliskumo arba turi didelg atskiriamaja galia, izomeras gali
atsirasti kaip maza smailé prie$ pat 3,5-stigmastadieno smailg (2 brézinys).
Norint uztikrinti, kad stigmastadienai biity iSplaunami vienos smailés apvi-
dalu, patartina kolonélg pakeisti | maziau poliska arba { turincia didesnj
vidaus skersmeni.

9 pastaba:

Stigmastadienai palyginimui gali biiti gauti atliekant gryninto augalinio
aliejaus analizg, kai naudojamas maZesnis bandinio kiekis (1-2 g). Stig-
mastadieny smailé ryski ir lengvai identifikuojama.

6.3.3. Kiekybiné analizé

Stigmastadieny kiekis apskaiciuojamas pagal formulg:

A, X M
s e /k
A, X M, ME/XE

0

stigmastadieny kiekis =
C
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kurioje: Ay = stigmastadieny smailés plotas (jei smailé pasidalina i
dviejy izomery smailes, tai abiejy smailiy plotas),

A

¢ vidinio etalono smailés plotas (cholestadieno),
M, = jpurksto etalono kiekis, mikrogramais,

M, = paimto aliejaus kiekis, gramais.

Radimo riba: apie 0,01 mg/kg.
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VIDINIS ETALONAS
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1 brézinys

Dujy chromatogramos, gautos alyvuogiy aliejaus bandiniams, analizuojamiems
lydyto kvarco kapiliarinéje kolonéléje (vidinis skersmuo 0,25 mm, ilgis 25 m),
padengtoje 0,25 um storio 5 % polifenilmetilsiloksano plévele.
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a) Pirmoji frakcija (30 ml), gauta i§ pirmojo presavimo aliejaus bandinio,
sodrinta etalonu.

b) Antroji frakcija (40 ml), gauta i§ alyvuogiy aliejaus bandinio, turin¢io
0,10 mg/kg stigmastadieny.

c) Antroji frakcija (40 ml), turinti truputj pirmosios frakcijos.

3,5 - STIGMASTADIENAS

VIDINIS ETALONAS

izomeras

F‘L‘ NETRVA W T

0 10 20 min

2 brézinys

Dujuy chromatograma, gauta DB-5 kolonél¢je analizuojamiems gryninto
alyvuogiy aliejaus bandiniams, kurioje matoma 3,5-stigmastadieno izomero
smailé.
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ANNEX XVIII

DETERMINATION OF TRIACYLGLYCEROLS WITH ECN 42
(DIFFERENCE BETWEEN HPLC DATA AND THEORETICAL
CONTENT)

1. Scope

Determination of the composition of triacylglycerols (TAGs) in olive
oils, in terms of their equivalent carbon number by differences between
the analytical results obtained by high performance liquid chromato-
graphy (HPLC) and the theoretical content, calculated starting from the
fatty acid composition.

2. Field application

The standard is applicable to olive oils. The method is applicable to the
detection of the presence of small amounts of seed oils (rich in linoleic
acid) in every class of olive oils.

3. Principle

The content of triacylglycerols with ECN42 determined by HPLC
analysis and the theoretical content of triacylglycerols with ECN42
(calculated on the basis of GLC determination of fatty acid composition)
correspond within a certain limit for pure oils. A difference larger than
the values stated in the Regulation for each type of oil points out that the
oil contains seed oils.

4. Method

The method for calculation of theoretical content of triacylglycerols with
ECN42 and of the difference between the HPLC data and this one
essentially is made by the coordination of analytical data obtained by
means of other methods: it is possible to distinguish three phases: deter-
mination of fatty acid composition by capillary gas chromatography,
calculation of theoretical composition of triacylglycerols with ECN42,
HPLC determination of ECN42 triacylglycerols

4.1. Apparatus
4.1.1. Round bottom flasks, 250 and 500 ml.

4.1.2. Beakers 100 ml.

4.1.3. Glass chromatographic column, 21 mm internal diameter, 450 mm
length, with cock and normalized cone (female) at the top.

4.1.4. Separator funnels, 250 ml, with normalized cone (male) at the bottom,
suitable to be connected with the top of the column.

4.1.5. Glass rod, 600 mm length.
4.1.6. Glass funnel, 80 mm diameter.
4.1.7. Volumetric flasks, 50 ml.
4.1.8. Volumetic flasks, 20 ml.
4.1.9. Rotative evaporator.

4.1.10. High performance liquid chromatography, allowing thermostatic control
of column temperature.

4.1.11. Injection units for 10 pl delivery.

4.1.12. Detector: differential refractometer. The full scale sensitivity should be at
least 10™* units of refractive index.
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4.1.13. Column: stainless steel tube 250 mm length and 4,5 mm internal
diameter packed with 5 pum diameter particles of slica with 22 to
23 % carbon in the form of octadecylsilane (note 2).

4.1.14. Recorder and/or integrator.

4.2. Reagents

The reagents should be of analytical purity. Elution solvents should be
de-gassed, and may be recycled several times without effect on the
separations.

4.2.1. Petroleum ether 40 to 60 °C chromatographic grade.
4.2.2. Ethil ether, peroxides free, freshly distilled.

4.2.3. Glass chromatographic elution solvent: mixture petroleum ether/ethil
ether 87/13 (v/v).

4.2.4. Silicagel, 70-230 mesh, type Merck 7734, with water content standar-
dized at 5 % (w/w).

4.2.5. Glass wool.
4.2.6. Acetone.
42.7. Acetonitrile.

4.2.8. HPLC elution solvent: acetonitrile + acetone (proportions to be adjusted
to obtain the desired separation; begin with 50:50 mixture).

4.2.9. Solubilization solvent: acetone.

4.2.10. Reference triglycerides commercial triglycerides tripalmitin, triolein, etc.)
may be used and the retention times thence plotted in accordance with
the equivalent carbon number, or alternatively reference chromatograms
obtained from soya oil, mixture 30:70 soya oil/olive oil and pure olive
oil (see notes 3 and 4 and figure 1, 2, 3, 4).

4.3. Sample preparation

As a number of interfering substances can rise false positive results, the
sample must always be purified according to IUPAC method 2.507, used
for determination of polar substances in oxidised oils.

43.1. Chromatographic column preparation

Fill the column (4.1.3) with about 30 ml of elution solvent (4.2.3), then
introduce inside the column some glass wool (4.2.5) pushing it to the
bottom of the column by means of the glass rod (4.1.5).

In a 100 ml beaker, suspend 25 g of silicagel (4.2.4) in 80 ml of elution
mixture (4.2.3), then transfer it inside the column, by means of a glass
funnel (4.1.6).

To ensure the complete transfer of silicagel inside the column, wash the
beaker with the elution mixture and transfer the washing portions inside
the column, too.

Open the cock and let solvent elute from the column until its level is
about 1 cm over the silicagel.
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43.2. Column chromatography

Weigh with the accuracy of 0,001 g, 2,5 £ 0,1 g of oil, previously
filtered, homogenized and anhydrified, if necessary, in a 50 ml volu-
metric flask (4.1.7). Solve it in about 20 ml of elution solvent (4.2.3), if
necessary, slightly heat it to make the dissolution easily. Cool at room
temperature and adjust the volume with elution solvent.

By means of a volumetric pipette, introduce 20 ml of solution inside the
column prepared according to 4.3.1, open the cock and let solvent elute
to the silicagel layer level.

Then elute with 150 ml of elution solvent (4.2.3), adjusting the solvent
rate at about 2 ml/min (150 ml will take about 60 to 70 minutes to pass
through the column).

The eluated is recovered in a 250 ml round bottom flask (4.1.1)
previously tared in an oven and exactly weighted. Eliminate solvent at
reduce pressure (Rotavapor) and weigh the residue that will be used to
prepare the solution for HPLC analysis and for methyl ester preparation.

The sample recovery from the column must be 90 % at least for extra
virgin, virgin, ordinary refined and olive oil categories, and a minimum
of 80 % for lampante and residue olive oils.

4.4. HPLC analysis

44.1. Preparation of the samples for chromatographic
analysis

A 5 % solution of the sample to be analysed is prepared by
weighing 0,5 + 0,001 g of the sample into a 10 ml graduated
flask and making up to 10 ml with the solubilization
solvent (4.2.9).

442. Procedure

Set up the chromatographic system. Pump elution solvent (4.2.8) at a rate
of 1,5 ml/min to purge the entire system. Wait until a stable base line is
obtained. Inject 10 pl of the sample prepared as in 4.3.

443. Calculation and expression of results

Use the area normalization method, i.e. assume that the sum of the areas
of the peaks corresponding to TAGs from ECN42 up to ECN52 is equal
to 100 %. Calculate the relative percentage of each triglyceride using the
formula:

% triglyceride = area of peak x 100/ sum of peak areas.

The results are to be given to within at least two decimal places.

Note 1: The elution order can be determined by calculating the equiva-
lent carbon numbers, often defined by the relation ECN = CN-2n, where
CN is the carbon number and n is the number of double bounds, it can
be calculated more precisely by taking into account the origin of the
double bond. If n,, n; and ny, are the numbers of double bonds attributed
to oleic, linoleic and linolenic acids respectively, the equivalent carbon
number can be calculated by means of the relation of the formula:

ECN = CN - dono - d]fl] - dlnnln’
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where the coefficient do, d; and d;, can be calculated by means of the
reference triglycerides. Under the conditions specified in this method, the
relation obtained will be close in:
ECN = CN - (2,60 n,) - (2,35 ny) - (2,17 ny,)

Note 2: Examples: Lichrosorb (Merck) RP 18 Art 50333

Lichrosphere or equivalent (Merck) 100

CHI18 Art 50377.
Note 3: With several reference triglycerides, it is also possible to calcu-
late the resolution with respect to triolein:

a = RT' / RT triolein
by use of the reduced retention time RT' = RT - RT solvent.
The graph of log a against f (number of double bonds) enables the
retention values to be determined for all the triglycerides of fatty acids
contained in the reference triglycerides — see figure 2.
Note 4: The efficiency of the column should permit clear separation of
the peak of trilinoein from the peaks of the triglycerides with an adjacent
RT. The elution is carried out up to ECN52 peak.
Note 5: A correct measure of the areas of all peaks of interest for the
present determination is ensured if the second peak corresponding to
ECNS50 is 50 % of full scale of the recorder.
4.5. Calculation of triacylglycerols composition

45.1. Determination of fatty acid composition

Fatty acid composition is carried out by means of the EEC gas chromato-
graphic method reported in Annex X A of Regulation (EEC) No 2568/91,
by means of a capillary column. The methyl esters preparation is carried out
according to Annex X B (sodium methylate alcohol solution).

4.5.2. Fatty acids for calculation

Glycerides are grouped by their equivalent carbon number (ECN), taking
into account the following equivalencies between ECN and fatty acids.
Only fatty acids with 16 and 18 carbon atoms were taken in considera-
tion, because only these are important for olive oil.

Molecular
Fatty acid (FA) Abbreviation weight ECN
MW)
Palmatic acid P 256,4 16
Palmatoleic acid Po 254.4 14
Stearic acid S 284.,5 18
Oleic acid (6] 282.5 16
Linoleic acid L 280,4 14
Linolenic acid Ln 278,4 12
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453. Conversion of area % into moles for all fatty acids

les P area % P les S area % S les P area % Po
m = ——— m = ——— m = —
oes Mwp O MWSs O T MW Po
(O]
area % O area % L area % Ln
lesO = ——— lesL = ——— lesln = ——————
moles Mw o moles Mw L melesLn MW La
4.54. Normalization of fatty acids to 100 %
moles P % 100
les % P (1,2,3) =
moles % P (1,2,3) moles (P + S + Po + O + L + Ln)
moles S * 100
les % S (1,2,3) =
moles % (1,2,3) moles(P + S + Po + O + L + Ln)
moles Po *x 100
les % Po (1,2,3) =
moles % Po (1,2,3) moles (P + S + Po + O + L + Ln)
@
les O *« 100
moles % O (1,2,3) = moles L *
moles (P + S + Po + O + L + Ln)
moles L * 100
les % L (1,2,3) =
moles % L (1,2,3) moles (P + S + Po + O + L + Ln)
moles Ln = 100
les % Ln (1,2,3) =
moles % Ln ( ) moles (P + S + Po + O + L + Ln)
The result gives the percentage of each fatty acid in moles % in the
overall (1,2,3-) position of the TAGs.
Then the sum of the saturated fatty acids P and S (SFA) and the unsa-
turated fatty acids Po, O, L and Ln (UFA) are calculated:
moles % SFA = moles % P + moles % S
3)
moles UFA = 100 - moles % SFA
4.5.5. Calculation of the fatty acid composition in 2- and
1,3- positions of TAGs
The fatty acids are distributed to three pools as follows: two identical for
1- and 3- positions and one for 2- position, with different coefficients for
the saturated (P and S) and unsaturated acids (Po, O, L and Ln).
4.5.5.1. Saturated fatty acids in 2- position [P(2) and S(2)]
moles % P(2) = moles % P (1,2,3) * 0,06
“

moles % S(2) = moles % S (1,2,3) * 0,06
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4.5.5.2.

4.5.5.3.

4.5.6.1.

4.5.6.2.

Unsaturated fatty acids in 2- position [Po(2), O(2), L(2) and Ln(2)]:

moles % Po(1,2,3)

moles % Po(2) = moles % UFA

x [100 — moles % P(2) — moles % S(2)]

moles % O(1,2,3)

moles % O(2) = moles % UFA

x [100 — moles % P(2) — mol % S(2)]

moles % L(1,2,3)

moles % L(2) = moles % UFA

* [100 — moles % P(2) — moles % S(2)]

moles % Ln(1,2,3)

moles % Ln(2) = moles % UFA

* [100 — moles % P(2) — moles % S(2)]

Fatty acids in 1,3-positions [P(1,3), S(1,3), Po(1,3) O(1,3), L(1,3) and
Ln(1,3)]:

moles % P1,2,3 — moles % P(2)

moles % P1,3 = 2

+ moles % P(1,2,3)

moles % S(1,2,3) — moles % S(2)

moles % S(1,3) = 3

-+ moles % S(1,2,3)

moles % Po(1,2,3) — moles % Po(2)
2

moles % Po(1,3) = + moles % Po(1,2,3)

moles % O(1,2,3) — moles % O(2)
2

moles % O(1,3) = -+ moles % O(1,2,3)

les % L(1,2 — les % L(2
moles % L(1,3) = moles % L(1, ’3)2 moles % L(2) + moles % L(1,2,3)

moles % Ln(1,2,3) — moles % Ln(2)

moles % Ln(1,3) = 3

+ moles % Ln(1,2,3)

Calculation of triacylglycerols

TAGs with one fatty acid (AAA, here LLL, PoPoPo)

moles % A(1,3) * moles % A(2) * moles % A(1,3)
10000

moles % AAA =

TAGs with two fatty acids (AAB, here PoPoL, PoLL)

moles % A(1,3) * moles%A(2) * moles % B(1,3) * 2

les % AAB =
moles % 10000

moles % A(1,3) * moles % B(2) * moles % A(1,3)

les % ABA —
moles % 10000

(&)

()

@)

®)
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4.5.6.3.

4.5.6.4.

4.5.1.

TAGs with three different fatty acids (ABC, here OLLn, PLLn, PoOLn,
PPoLn)

moles % A(1,3) * moles % B(2) * moles % C(1,3) * 2

0, —
moles % ABC = 10000

moles % BCA =

moles % B(1,3) * moles % C(2) * moles % A(1,3) * 2

10000

moles % CAB =

moles % C(1,3) * moles % A(2) * moles % B(1,3) * 2

10000

Triacylglycerides with ECN42

The following triglycerides with ECN42 are calculated according equa-
tion 7, 8 and 9 in order of expected elution in HPLC (normally only
three peaks).

LLL

PoLL and the positional isomer LPoL

OLLn and the positional isomers OLnL and LnOL
PoPoL and the positional isomer PoLPo

PoOLn and the positional isomers OPoLn and OLnPo
PLLn and the positional isomers LLnP and LnPL
PoPoPo

SLnLn and the positional isomer LnSLn

PPoLn and the positional isomers PLnPo and PoPLn

The triacylglycerides with ECN42 are given by the sum of the nine
triacylglycerols including their positional isomers. The results to be
given with at least two decimal places.

Evaluation of the results

The calculated theoretical content and the content determined by the
HPLC analysis are compared. If the difference between HLPC data
minus theoretical data is greater than the values states for the appropriate
oil category in the Regulation, the sample contains seed oil.

Note: Results are given to within one decimal figure.

Example (The numbers refer to the sections in the text of the method)

Calculation of moles % fatty acids from GLC data
(area %)

The following data are obtained for the fatty acid composition by GLC:

FA P S Po O L Ln
MW 256,4 284,5 2544 282,5 280,4 278,4

area % 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0

)
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455.1.

Conversion of area % into moles for all fatty acids

10

moles P = m = 0,03900 moles P
moles S = i = 0,01054 moles S
284,50 7

les Po = = les P
moles Po 3544 0,00393 moles Po

les O S 0,26549 moles O
m = = m

oles 82,5 , oles

lesL = 10 _ 0,03566 moles L
moles L = %04~ O moles

les Ln = L _ 0,003594 moles L
moles Ln = 84 = O moles Ln
Total = 0,35822 moles TAGs

Normalization of fatty acids to 100 %

0,03900 moles P + 100
moles % P(1,2,3) = ——; 351;1;;;01; — 10,888 %

0,01054 moles S * 100

moles % S(1,2,3) = 0.35822 moles = 2,944 %
moles % Po(1,2,3) = 0700309,33;?;;12%;0(;: 100 _ 1 097 9%
moles % O(1,2,3) = 0’263?2;2;’;6;21; 100 4 113 %
moles % L(1,2,3) — 03566 moles L 100 o

0, 35822 moles

0,00359 moles Ln # 100
moles % Ln(1,2,3) = ——_ 3;“8(;§Sm£e: — 1,003 %

Total moles % = 100,0 %

Sum of the saturated and unsaturated fatty acids in the 1,2,3- position of

TAGs

moles % SFA = 10,888 % + 2,944 % = 13,831 %
moles % UFA = 100,000 % — 13,831 % = 86,169 %

Calculation of the fatty acid composition in 2- and

1,3- positions of the TAGs
Saturated fatty acids in 2- position [P(2) and S(2)]

moles % P(2) = 10,888 % * 0,06 = 0,653 moles %
moles % S(2) = 2,944 % * 0,06 = 0,177 moles %

See formula (1)

See formula (1)

See formula (1)

See formula (1)

See formula (1)

See formula (1)

See formula (2)

See formula (2)

See formula (2)

See formula (2)

See formula (2)

See formula (2)

See formula (3)

See formula (3)

See formula (4)

See formula (4)
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4.5.5.2. Unsaturated fatty acids in 1,3-position [Po(1,3), O(1,3), L(1,3) and
Ln(1,3)]
moles % Po(2) = L097% * (100 — — 0,659 — 0,177) = 1,263 moles % See formula (5)
° ~ 86,169 % ’ ’ - ’
74,113 %
moles % O(2) = W@; * (100 — — 0,659 — 0,177) = 85,295 moles % See formula (5)
s ()
9,956 %
moles % L(2) = 36.160% ™ (100 — — 0,659 — 0,177) = 11,458 moles % See formula (5)
3 0
1,003 %
moles % Ln(2) = 26160 % * (100 — — 0,659 — 0,177) = 1,154 moles % See formula (5)
Py 0

4.5.5.3. Fatty acids in 1,3-positions [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3), L(1,3) and
Ln(1,3)]

10,888 — 0,659

moles % P(1,3) = 5 10,888 = 16,005 moles % See formula (6)
2,944 — 0,177
moles % S(1,3) = ’f 2,944 = 4,327 moles % See formula (6)
1,097 — 1,263
moles % Po(1,3) = % 1,097 = 1,015 moles % See formula (6)

74,113 — 85,295

moles % O(1,3) = 3 74,113 = 68,522 moles % See formula (6)
9,956 — 11,458

moles % L(1,3) = % 9,956 = 9,205 moles % See formula (6)
1,003 — 1,154

moles % Ln(1,3) = ————— 1,003 = 0,927 moles % See formula (6)

2

45.6. Calculation of triacylglycerols

From the calculated fatty acid composition in sn-2- and sn-1,3- positions
(see above):

FA in 1,3-pos. 2-pos.

P 16,005 % 0,653 %
S 4,327 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,263 %
0) 68,522 % 85,295 %
L 9,205 % 11,458 %
Ln 0,927 % 1,154 %
Sum 100,0 % 100,0 %

the following triacylglycerols are calculated:
LLL

PoPoPo

PoLL with 1 positional isomer

SLnLn with 1 positional isomer

PoPoL with 1 positional isomer
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mol % PPoLn

mol % LnPPo

mol % PoLnP

PPoLn with 2 positional isomers
OLLn with 2 positional isomers
PLLn with 2 positional isomers
PoOLn with 2 positional isomers.
4.5.6.1. TAGs with one fatty acid (LLL, PoPoPo) See formula (7)
9,205 ¢ 11,458 9 9,205 9
mol % LLL — 2203 % * 11,458 % x 9,205 % = 0,09708 mol LLL
10000
1,015°9 1,263 ¢ 1,015 ¢
mol % PoPop o — 013 % * 1:263% * 1,015% — _ 5013 o1 poPoPo
10000
4.5.6.2. TAGs with two fatty acids (PoLL, SLnLn, PoPoL) See formula (8)
1,015 9 11,458 9 9,205 9 2
mol % PoLL + LLPo — 2013 % * 11,458 % x 9,205 % = = 0,02141
10000
9,205 % * 1,263 % * 9,205 %
1% LPoL = = . . = 1
mol % LPo 10000 0,01070
0,03211 mol PoLL
4,327 9 1,154 9 0,927 9 2
mol % SLnLn + LnLns — 327 % * 1,154 % * 0,927 % « = 0,00093
10000
0,927 % * 0,177 % * 0,927 %
1% LnSLn = - ’ : = 2
mol % LnSLn 10000 0,0000
0,00095 mol SLnLn
1,015 9 1,263 9 9,205 9 2
mol % PoPoL + LPoPo — 20137 * 1,263 % * 9,205 % x = 0,00236
10000
1,015 % = 11,458 % =+ 1,015 %
1 % PoLPo = - ’ ’ =0,00118
mol % PoLPo 10000 ’
0,00354 mol PoPoL
4.5.6.3. TAGs with three different fatty acids (PoPLn, OLLn, PLLn, PoOLn) See formula (9)

16,005 % * 1,263 % * 0,927 % * 2

= 10000 = 0,00375
0,927 % * 0,653 % * 1,015 % x 2
== ’ . = 12
10000 0.000
1,015 % % 1,154 % * 16,005 % 2 _
= 10000 0,00375

0,00762 mol PPoLn



1991R2568 — LT — 09.08.2012 — 024.001 — 116

VYM13

mol % OLLn

mol % LnOL

mol % LLnO

68,522 % 11,458 % % 0,927 % # 2

= =0,14
10000 014577
0,927 % = 85,295 % * 9,205 % * 2 B
= L0000 =0,14577
9,205 % * 1,154 % * 68,522 % * 2
=2 ’ ’ =0,14577
10000 ’

0,43671 mol OLLn

16,005 % = 11,458 % * 0,927 % * 2

1% PLLn — = 0,03400
mol % PLLn 10000 ’
0,927 % * 0,653 % % 9,205 % % 2
1% LnPL — - ) ) =0,00111
mot 7o L 10000
9,205 % * 1,154 % % 16,005 % * 2
mol % LLnp — 203 % * 1,154 % = 16,005 % = = 0,03400

mol % PoOLn

mol % LnPoO

mol % OLnPo

10000

0,06911 mol PLLn

1,015 % * 85,295 % * 0,927 % x 2

= = 0,01
0000 0,01605
0,927 % * 1,263 % * 68,522 % + 2
— b 9 bl — 1
5000 0,01605
68,522 % x 1,154 % * 1,015 % « 2
— 7 b b — 1
10000 0,01605

0,04815 mol PoOLn

ECN42 = 0,69540 mol TAGs
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Pastaba. La = lauro rugstis; L = linolo rugstis; My = miristo riigstis; Ln = linoleno riigstis; P = palmitino roigstis; St =
stearino rtgstis; O = oleino ragstis.
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ANNEX XIX

DETERMINATION OF ALIPHATIC ALCOHOLS CONTENT BY
CAPILLARY GAS CHROMATOGRAPHY
1. OBIJECT
The procedure describes a method for the determination of aliphatic
alcohols content in oils and fats.
2. PRINCIPLE OF THE METHOD

The fatty substance, with 1-eicosanol added as internal standard, is sapo-
nified with ethanolic potassium hydroxide and then the unsaponifiable
matter extracted with ethyl ether. The alcoholic fraction is separated from
the unsaponifiable matter by chromatography on a basic silica gel plate;
the alcohols recovered from the silica gel are transformed into trimethyl-
silyl ethers and analysed by capillary gas chromatography.

3. EQUIPMENT

3.1. 250 ml round-bottomed flask fitted with a reflux condenser having
ground-glass joints.

3.2. 500 ml separating funnel.
3.3. 250 ml round-bottomed flasks.

3.4. Chromatographic tank for thin-layer chromatographic analysis, for glass
plates of dimensions 20 x 20 cm.

3.5. Ultraviolet lamp having a wavelength of 366 or 254 nm.
3.6. 100 pl and 500 pl microsyringes.

3.7. A cylindrical filter funnel with a G3 porous septum (porosity 15 to 40 um)
of diameter approximately 2 cm and a depth of some 5 cm, with an
attachment suitable for filtration under vacuum and a 12/21 male ground
glass joint.

3.8. 50 ml vacuum conical flask with a 12/21 ground-glass female joint
which can be fitted to the filter funnel (3.7).

3.9. A 10 ml test tube with a tapering bottom and a sealing stopper.

3.10.  Gas chromatograph for use with a capillary column, and provided with a
splitting system composed of:

3.10.1. Thermostatic chamber for columns (column oven) to hold the tempera-
ture desired with a precision of = 1 °C.

3.10.2. A temperature-adjustable injection unit with a persilanised glass vapori-
sing element.

3.10.3. A flame ionisation detector and converter-amplifier.

3.10.4. Recorder-integrator for operation with the converter-amplifier (3.10.3),
with response time not exceeding one second and with variable paper-
speed.

3.11.  Glass or fused silica capillary column, of length 20 to 30 m, internal
diameter 0,25 to 0,32 mm, with SE-52 or SE-54 liquid phase or equi-
valent, with a film thickness between 0,10 and 0,30 pm.

3.12.  Microsyringe for gas chromatography, of 10 ul capacity with hardened
needle.

3.13.  Analytical balance sensitive to 1 mg (with 0,1 mg display).
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4. REAGENTS

4.1. Potassium hydroxide, approximately 2 N ethanolic solution: 130 g potas-
sium hydroxide (minimum concentration 85 %) is dissolved, with
cooling, in 200 ml distilled water and then made up to one litre with
ethanol. The solution should be stored in a well-stoppered opaque glass
bottle.

4.2. Ethyl ether, pure for analysis.
4.3. Anhydrous sodium sulphate, analytical purity.

4.4. Glass plates coated with silica gel, without fluorescence indicator, thick-
ness 0,25 mm (commercially available ready for use).

4.5. Potassium hydroxide, approximately 0,2 N ethanolic solution; 13 g of
potassium hydroxide are dissolved in 20 ml of distilled water and made
up to one litre with ethanol.

4.6. Benzene, for chromatography (see 5.2.2).
4.7. Acetone, for chromatography (See 5.2.2).
4.8. Hexane, for chromatography (see 5.2.2).
4.9. Ethyl ether, for chromatography (see 5.2.2).
4.10.  Chloroform, for chromatography.

4.11.  Reference solution for thin-layer chromatography: cholesterol or phytos-
terols, 5 % solution in chloroform.

4.12. 0,2 % solution of 2', 7'-dichlorofluorescein in ethanol. Make slightly
basic by adding a few drops of 2 N alcoholic potassium hydroxide
solution.

4.13.  Anhydrous pyridine, for chromatography.
4.14.  Hexamethyl disilazane.
4.15.  Trimethylchlorosilane.

4.16.  Standard solutions of trimethylsilyl ethers of aliphatic alcohols from C,,
to C,g. They may be prepared from mixtures of pure alcohols at the time
they are required for use.

4.17. A 0,1 % (m/v) solution of 1-eicosanol in chloroform (internal standard).
4.18.  Carrier gas: hydrogen or helium, gas-chromatographic purity.
4.19. Auxiliary gas: nitrogen, gas-chromatographic purity.

5. PROCEDURE
5.1. Preparation of the unsaponifiables

5.1.1.  Using a 500 ul microsyringe place, into a 250 ml round-bottom flask, a
volume of 0,1 % 1-eicosanol solution in chloroform (4.17) containing a
quantity of 1-eicosanol approximately equal to 10 % of the aliphatic
alcohols content in that portion of sample to be taken for analysis. For
example, to 5 g of sample add 250 pl of the 0,1 % 1-eicosanol solution if
olive oil and 1 500 pl if olive pomace oil.

Evaporate to dryness in current of nitrogen and then weigh accurately 5 g
of the dry filtered sample into the same flask.
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5.1.2.  Add 50 ml of 2 N potassium hydroxide ethanolic solution, fit the reflux
condenser and heat the apparatus to slight boiling on a steam bath,
stirring continuously throughout the heating process until saponification
has taken place (the solution becomes clear). Continue heating for a
further 20 minutes and then add 50 ml of distilled water through the
condenser. The condenser is then disconnected and the flask cooled to
approximately 30 °C.

5.1.3. The contents of the flask are quantitatively transferred to a separating
funnel of 500 ml capacity by adding distilled water several times, using a
total of around 50 ml distilled water. Add approximately 80 ml of ethyl
ether, shake vigorously for approximately 30 seconds and allow to settle
(Note 1).

Separate off the lower aqueous phase collecting it in a second separating
funnel. Two further extractions are effected on the aqueous phase, in the
same manner, using each time 60 to 70 ml ethyl ether.

Note 1: Emulsions may be eliminated by adding, using as a spray, small
quantities of ethyl alcohol or methyl alcohol.

5.1.4.  The ethyl ether extracts are combined in a separating funnel and washed
with distilled water (50 ml at a time) until the washing water gives a
neutral reaction.

Discard the washing water, dry with anhydrous sodium sulphate and
filter, into a flask of 250 ml capacity which has been weighed before-
hand, the funnel and filter being washed with small quantities of ethyl
ether which are added to the total.

5.1.5. Distil the ether down to a few ml, then bring to dryness under a
slight vacuum or in a current of nitrogen, completing drying in an
oven at 100 °C for approximately a quarter of an hour, and then
weigh after cooling in a desiccator.

5.2. Separation of alcoholic fractions

5.2.1.  Preparation of basic TLC plates: the silica gel plates (4.4) are immersed
completely, in 0,2 N potassium hydroxide solution (4.5) for 10 seconds,
and then left to dry for two hours under an extractor hood and finally
placed in an oven at 100 °C for one hour.

Remove from the oven and keep in a calcium chloride desiccator until
required for use (plates treated in this way must be used within 15 days).

Note 2: When basic silica gel plates are used to separate the alcoholic
fraction there is no need to treat the unsaponifiables with
alumina. It follows that all acid compounds (fatty acids and
others) are retained at the origin thereby obtaining both aliphatic
alcohol and terpenic alcohol bands which are both separated
distinctly from the sterol band.

5.2.2. Place a 65/35 by volume hexane/ethyl ether mixture in the plate-deve-
loping chamber to a depth of approximately 1 cm (').

Close the chamber using an appropriate cover and leave for half an hour
to allow equilibration between vapour and liquid. Strips of filter paper
dipping into the eluent may be affixed to the inside surfaces of the tank
to reduce the development time by approximately one third and obtain
more uniform, regular elution of the components.

(") In these cases in particular, a 95/5 by volume benzene/acetone eluent mixture must be
used to obtain distinct band separation.
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Note 3: The developing solution must be replaced for each analysis in
order to obtain reproducible developing conditions.

5.2.3.  An approximately 5 % solution of unsaponifiable matter (5.1.5) in chlo-
roform is prepared and 0,3 ml of the solution is streaked as a uniform
strip of minimum thickness, using the 100 pl microsyringe, on a TLC
plate at approximately 2 cm from the bottom of the TLC plate. Aligned
with the origin, 2 to 3 ul of the aliphatic alcohols reference solution
(4.11) are spotted for the identification of the aliphatic alcohols band
after development has been completed.

5.2.4. Place the plate inside the development tank as stated in 5.2.2. The
ambient temperature should be maintained between 15 and 20 °C. Imme-
diately close the chamber with the cover and allow to elute until the
solvent front reaches approximately 1 cm from the upper edge of the
plate.

The plate is then removed from the development chamber and the
solvent evaporated under a hot air current or the plate is left for a
while under the extractor hood.

5.2.5. The plate is sprayed lightly and evenly with the solution of 2', 7'-dich-
lorofluorescein when the plate is observed under ultra violet light. The
aliphatic alcohols band can be identified through being aligned with the
stain obtained from the reference solution: mark the limits of the band
with a black pencil; outlining the band of aliphatic alcohols and the band
immediately above that, which is the terpenic alcohols band, together.

Note 4: The aliphatic alcohols band and the terpenic alcohols band are
to be grouped together in view of the possible migration of
some aliphatic alcohols into the triterpenic alcohols band.

5.2.6. Using a metal spatula scrape off the silica gel in the marked area. Place
the finely comminuted material removed into the filter funnel (3.7). Add
10 ml of hot chloroform, mix carefully with the metal spatula and filter
under vacuum, collecting the filtrate in the conical flask (3.8) attached to
the filter funnel.

Wash the pomace in the flask three times with ethyl ether (approximately
10 ml each time) collecting the filtrate in the same flask attached to the
funnel. Evaporate the filtrate to a volume of 4 to 5 ml, transfer the
residual solution to the previously weighed 10 ml test tube (3.9), evapo-
rate to dryness by mild heating in a gentle flow of nitrogen, make up
again using a few drops of acetone, evaporate again to dryness, place in
an oven at 105 °C for approximately 10 minutes and then allow to cool
in a desiccator and weigh.

The pomace inside the test tube is composed of the alcoholic fraction.

5.3. Preparation of the trimethylsilyl ethers

5.3.1. The reagent for silylation, consisting of a mixture of 9:3:1 by volume
(Note 5) of pyridine-hexamethyldisilazane-trimethylchlorosilane in the
proportion of 50 ul for each milligram of aliphatic alcohols, is added
to the test tube containing the alcoholic fraction, avoiding all absorption
of moisture (Note 6).
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Note 5: Solutions which are ready for use are available commercially.
Other silanising reagents such as, for example, bis-trimethyl-
silyl, trifluor acetamide + 1 % trimethyl chlorosilane, which
has to be diluted with an equal volume of anhydrous pyridine,
are also available.

Note 6: The slight opalescence which may form is normal and does not
cause any interference. The formation of a white floc or the
appearance of a pink colour are indicative of the presence of
moisture or deterioration of the reagent. If these occur the test
must be repeated.

5.3.2. Stopper the test tube, shake carefully (without overturning) until the
aliphatic alcohols are completely dissolved. Stand for at least 15 minutes
at ambient temperature and then centrifuge for a few minutes. The clear
solution is ready for gas chromatographic analysis.

5.4. Gas chromatography analysis
5.4.1. Preliminary operations, column packing

5.4.1.1. Fit the column in the gas chromatograph, attaching the inlet end to the
injector connected to the splitting system and the outlet end to the
detector. Carry out a general check of the gas chromatography assembly
(tightness of gas fittings, efficiency of the detector, efficiency of the
splitting system and of the recording system, etc.).

5.4.1.2. If the column is being used for the first time it is recommended that it
should be subjected to conditioning. A little carrier gas is passed through
the capillary column and then the gas chromatography assembly is swit-
ched on and gradually heated until a temperature not less than 20 °C
above the operating temperature (see Note 7) is attained. That tempera-
ture is held for not less than two hours and then the assembly is brought
to the operating conditions (regulation of gas flow, split flame ignition,
connection to the electronic recorder, adjustment of the temperature of
the capillary column oven, the detector and the injector, etc.) and the
signal is adjusted to a sensitivity not less than twice the highest level
contemplated for the execution of the analysis. The course of the base
line must be linear, without peaks of any kind, and must not drift. A
negative straight-line drift indicates leakage from the column connec-
tions; a positive drift indicates inadequate conditioning of the column.

Note 7: The conditioning temperature shall be at least 20 °C less than
the maximum temperature contemplated for the liquid phase
employed.

5.4.2. Choice of operating conditions

5.4.2.1. The guideline operating conditions are as follows:

— column temperature: the initial isotherm is set at 180 °C for eight
minutes and then programmed at 5 °C/minute to 260 °C and a further
15 minutes at 260 °C,

— temperature of evaporator: 280 °C,

— temperature of detector: 290 °C,

— linear velocity of carrier gas: helium 20 to 35 cm/s, hydrogen 30 to
50 cm/s,

— splitting ratio: 1:50 to 1:100,

— sensitivity of instrument: 4 to 16 times the minimum attenuation,
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— sensitivity of recording: 1 to 2 mV fs,
— paper speed: 30 to 60 cm/h,
— quantity of substance injected: 0,5 to 1 pl of TMSE solution.

The above conditions may be modified according to the characteristics of
the column and of the gas chromatograph to obtain chromatograms
satisfying the following conditions:

— alcohol Cyq4 retention time shall be 18 + 5 minutes,

— the alcohol C,, peak shall be 80 + 20 % of the full scale value for
olive oil and 40 + 20 % of the full scale value for seed oil.

5.4.2.2. The above requirements are checked by repeated injection of the stan-
dard TMSE mixture of alcohols and the operating conditions are adjusted
to yield the best possible results.

5.4.2.3. The parameters for the integration of peaks shall be set so that a correct
appraisal of the areas of the peaks considered is obtained.

5.4.3. Analytical procedure

5.4.3.1. Using the microsyringe of 10 pl capacity draw in 1 pl of hexane
followed by 0,5 pl of air and subsequently 0,5 to 1 pl of the sample
solution; raise the plunger of the syringe further so the needle is emptied.
Push the needle through the membrane of the injection unit and after one
to two seconds inject rapidly, then slowly remove the needle after some
five seconds.

5.4.3.2. Recording is effected until the TMSE of the aliphatic alcohols present
have been eluted completely. The base line shall always correspond to
the requirements of 5.4.1.2.

5.4.4. Peak identification

The identification of individual peaks is effected according to the reten-
tion times and by comparison with the standard TMSE mixture, analysed
under the same conditions.

A chromatogram of the alcoholic fraction of a virgin olive oil is shown
in Figure 1.

5.4.5. Quantitative evaluation

5.4.5.1. The peak areas of 1-eicosanol and of the aliphatic alcohols Cy,, Cy4, Cyg
and C,g are calculated by electronic integration.

5.4.5.2. The contents of each aliphatic alcohol, expressed in mg/l1 000 g fatty
substance, are calculated as follows:

A, m, 1000
alcohol x =
A 'm

s
where:

Ax= area of the alcohol peak x

Ag = area of l-eicosanol

mg = mass of 1-eicosanol in milligrams

m = mass of sample drawn for determination, in grams.

6. EXPRESSION OF THE RESULTS

The contents of the individual aliphatic alcohols in mg/1 000 g of fatty
substance and the sum of the ,total aliphatic alcohols* are reported.
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APPENDIX

Determination of the linear velocity of the gas

1 to 3 ul of methane or propane are injected into the gas chromatograph set at
normal operating conditions and the time taken for the methane or propane to
flow through the column from the instant of injection to the instant the peak
elutes (tM) is measured using a stop clock.

The linear velocity in cm/s is given by L/tM, where L is the length of the column
in centimetres and tM is the measured time in seconds.

i B W s

Figure 1 — Chromatogram of the alcoholic fraction of virgin oil

1 = Eicosanol
2 = Decosanol
3 = Tricosanol
4 = Tetracosanol
5 = Pentacosanol
6 = Hexacosanol
7 = Heptacosanol

8 = Octacosanol
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XX PRIEDAS

Vasky, riebiyjy riigs¢iy metilo esteriy ir riebiyjy riigsciy etilo esteriy kiekio
nustatymo kapiliarinés dujy chromatografijos bidu metodika

1. TIKSLAS

Si metodika skirta vagkuy, riebiyjy rugsciy metilo ir etilo esteriiy kiekiams
alyvuogiy aliejuose nustatyti. Atskiri vaSkai ir alkilesteriai atskiriami
pagal aglies atomy skaiCiy. Metodika rekomenduojama kaip priemoné
alyvuogiy aliejui atskirti nuo alyvuogiy i§spaudy aliejaus ir kaip auksciau-
sios kokybés pirmojo spaudimo alyvuogiy alieju kokybés parametras,
leidZiantis nustatyti nesaZiningai pagamintus pirmojo spaudimo alyvuogiu
aliejy miSinius su Zemesnés kokybés aliejais, nesvarbu, ar jie pirmojo
spaudimo, klasikiniai (lampante) ar kokie nors dezodoruoti aliejai.

2. PRINCIPAS

[ aliejy dedamas atitinkamas vidinis etalonas ir atlickamas chromatografinis
frakcionavimas kolonéléje su hidratuotu silikageliu. »C1 Regeneruojama
frakcija, kuri bandymo salygomis iSplaunama (jos poliSkumas yra mazesnis
nei triacilgliceroliy), ir kapiliarinés dujy chromatografijos metodu atlickama
tiesioginé analizé. <«

3. PRIETAISAI
3.1.  Erlenmejerio kolba, 25 ml.

3.2.  Stikliné skysciu chromatografijos keolonélé, kurios vidinis skersmuo
15 mm, ilgis 30-40 cm, su tinkamu ¢iaupu.

3.3.  Su kapiliarine kolonéle tinkamas naudoti dujy chromatografas su tiesio-
ginio jpurskimo i kolonélg sistema, kurj sudaro:

3.3.1. Termostatu kontroliuojama krosnis su galimybe programuoti tempe-
ratarg.

3.3.2. Saltas tiesioginio jpurikimo { kolonéle inZektorius.
3.3.3. Liepsnos jonizacinis detektorius ir konverteris stiprintuvas.

3.3.4. Kintamo greiCio saviraSis integratorius (1 pastaba), skirtas naudoti su
konverteriu stiprintuvu (3.3.3 punktas), kurio atsako trukmé ne didesné
nei 1 s.

1 pastaba. Jei dujy chromatografijos duomenys jvedami naudojantis
kompiuteriu, galima naudoti ir kompiuterizuotas sistemas.

3.3.5. Kapiliariné kolonélé, kvarcinio stiklo (vasky ir metilo bei etilo esteriy
analizei atlikti), ilgis 8—12 m, vidinis diametras 0,25-0,32 mm, i§ vidaus
padengta lygia 0,10-0,30 um storio skystos fazés plévele (2 pastaba).

2 pastaba. Prekyboje yra Siam tikslui tinkamy skysty faziy, tokiy kaip
SES2, SE54 ir pan.

3.4.  Mikro$virkstas, 10 pl, su kietinta adata, tiesioginio jpurskimo i kolonélg
reikméms.

3.5.  Elektriné purtyklé.
3.6.  Sukamasis garintuvas.
3.7. Mufeliné krosnis.

3.8.  Analizinés svarstyklés, kuriy svérimo tikslumas + 0,1 mg.
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3.9. Iprasti laboratoriniai stiklo indai.

4. REAGENTAI

4.1.  Silikagelis, 60-200 pm akutémis. Silikagelis dedamas | mufeling krosnj ir
ne trumpiau kaip 4 val. kaitinamas 500 °C temperatiiroje. AtauSinus
ipilama 2 % panaudoto silikagelio kiekio atitinkantis vandens kiekis.
Gerai supurtoma, kad suspensija biity homogenizuota, ir prie§ naudojima
ne trumpiau nei 12 valandy laikoma eksikatoriuje.

4.2.  n-heksanas, chromatografijos klasés arba likuciy klasés (reikia patikrinti
grynuma).

ISPEJIMAS — Garai gali uzsidegti. Laikykite juos atokiai nuo $ilumos
Saltiniy, ziezirby ar atviros liepsnos. Pasiriipinkite, kad buteliukai
visuomet bty tinkamai uzdaryti. Naudojimo metu uZztikrinkite tinkama
védinima. Venkite gary susikaupimo ir paSalinkite visus galimus gaisro
sukeéléjus, tokius kaip Sildytuvus ar elektros prietaisus, kurie néra paga-
minti i§ nedegiy medZziagy. Zalingi ikvépus, nes gali paZesti nervy
lasteles. Venkite kvépavimo garais. Jei reikia, naudokite tinkamus kvépa-
vimo aparatus. Venkite patekimo { akis arba ant odos.

4.3.  Etilo eteris, chromatografijos klasés.

ISPEJIMAS — Labai degus ir vidutiniskai toksiskas. Dirgina oda. Zalingas
ikvépus. Gali pazeisti akis. Poveikis gali pasireiksti véliau. Gali sudaryti
sprogius peroksidus. Garai gali uzsidegti. Laikykite juos atokiai nuo
Silumos Saltiniy, ziezirby ar atviros liepsnos. Pasiriipinkite, kad buteliukai
visuomet biity tinkamai uzdaryti. Naudojimo metu uztikrinkite tinkama
védinima. Venkite gary susikaupimo ir pasalinkite visus galimus gaisro
sukéléjus, tokius kaip Sildytuvus ar elektros prietaisus, kurie néra paga-
minti i§ nedegiy medziagy. Negarinkite iki iSdziivimo ar beveik iki
i8dzitvimo. Pridéjus vandens ar tinkamo redukuojancio reagento, perok-
sidy susidaryma galima sumazinti. Negerkite. Venkite kvépavimo garais.
Venkite ilgo ar pasikartojancio saly¢io su oda.

4.4. n-heptanas, chromatografijos klasés, arba izooktanas.

ISPEJIMAS — Degus. Zalingas ikvépus. Laikykite juos atokiai nuo
Silumos Saltiniy, ziezirby ar atviros liepsnos. Pasirtipinkite, kad buteliukai
visuomet bty tinkamai uzdaryti. Naudojimo metu uztikrinkite tinkama
védinima. Venkite kvépavimo garais. Venkite ilgo ar pasikartojancio
saly€io su oda.

4.5.  Etaloninis 0,05 % (m/V) laurileikozanato tirpalas (3 pastaba) heptane
(vidinis vasky etalonas).

3 pastaba. Taip pat galima naudoti palmitilo palmitata, miristilstereata
arba eikozildodekanoata.

4.6. Etaloninis 0,02 % (m/V) metilheptadekanoato tirpalas heptane
(vidinis metilo ir etilo esteriy etalonas).

4.7.  Sudanas 1 (1-fenilazo-2-naftolis).



1991R2568 — LT — 09.08.2012 — 024.001 — 129

VY M23

4.8.  Dujos neSiklis: vandenilis arba helis, grynos, dujy chromatografijos
klasés.

ISPEJIMAS

Vandenilis. Suslégus labai degus. Laikykite atokiai nuo Silumos Saltiniy,
kibirksc¢iy, atviry liepsny ar elektros prietaisy, pagaminty ne i§ nedegiy
medziagu. Pasiripinkite, kad nenaudojant buteliuko voztuvas buty uzda-
rytas. Visuomet naudokite slégio reduktoriy. Prie§ atidarydami buteliuko
voztuva sumazinkite reduktoriaus spyruoklés jtempima. Atidarydami
voztuva nestovékite prie§ buteliuko isleidimo anga. Naudojimo metu
uztikrinkite tinkama védinima. Neperkelkite vandenilio i§ vieno buteliuko
i kita. Nemaisykite duju buteliuke. Pasirtpinkite, kad buteliuky nebity
galima apversti. Saugokite juos nuo saulés Sviesos ir nuo Silumos Saltiniy.
Laikykite korozijos nesukeliancioje aplinkoje. Nenaudokite paZeisty ar
nepazymety buteliuky.

Helis. Suspaustos auksto slégio dujos. Sumazina deguonies, kuriuo galima
kvépuoti, kieki. Laikykite buteliuka uzdaryta. Naudojimo metu uztikrin-
kite tinkama védinima. Neikite { sandéliavimo vietas, nebent jos tinkamai
védinamos. Visuomet naudokite slégio reduktoriy. Prie§ atidarydami bute-
liuko voztuva sumazinkite reduktoriaus spyruoklés ijtempima. Neperkel-
kite dujy i§ vieno buteliuko i kita. PasirGpinkite, kad buteliuky nebiity
galima apversti. Atidarydami voztuva nestovékite prie$ buteliuko islei-
dimo anga. Saugokite juos nuo saulés $viesos ir nuo Silumos Saltiniy.
Laikykite korozijos nesukeliancioje aplinkoje. Nenaudokite pazeisty ar
nepazyméty buteliuky. Nejkvépkite. Naudokite tik techninéms reikméms.

4.9.  Pagalbinés dujos:

— vandenilis, grynas, duju chromatografijos klasés;

— oras, grynas, dujy chromatografijos klasés.

ISPEJIMAS

Oras. Suspaustos auksto slégio dujos. Naudokite atsargiai, kai yra degiy
medziagy, nes daugumos organiniy junginiy savaiminio uzsiliepsnojimo
temperatiira ore yra gerokai mazesné, esant dideliam slégiui. Pasiriipin-
kite, kad nenaudojant buteliuko voztuvas biity uzdarytas. Visuomet
naudokite su slégio reduktoriumi. Prie§ atidarydami buteliuko voZtuva
sumazinkite reduktoriaus spyruoklés itempima. Atidarydami voZztuva
nestovekite prie§ buteliuko iSleidimo anga. Neperkelkite dujy i§ vieno
buteliuko i kita. NemaiSykite dujy buteliuke. Pasirfipinkite, kad buteliuky
nebiity galima apversti. Saugokite juos nuo saulés §viesos ir nuo Silumos
saltiniy. Laikykite korozijos nesukelian¢ioje aplinkoje. Nenaudokite
pazeisty ar nepazymety buteliuky. Techninéms reikméms skirto oro nega-
lima naudoti inhaliatoriuose ar kvépavimo aparatuose.

5. DARBO EIGA
5.1.  Chromatografinés kolonélés paruoSimas

15 g silikagelio (4.1 punktas) suspenduojama n-heksane (4.2 punktas) ir
supilama | kolonelg (3.2 punktas). Silikageliui leidziama savaime nuseésti.
Kad chromatografinis sluoksnis buity vienalytiskesnis, nusodinimas uZzbai-
giamas su elektrine purtykle. PriemaiSos pasalinamos per silikageli pralei-
dziant 30 ml n-heksano. Naudojantis analizinémis svarstyklémis (3.8
punktas) i 25 ml talpos kolba (3.1 punktas) tiksliai pasveriama 500 mg
méginio ir {dedamas reikiamas kiekis vidinio etalono (4.5 punktas), atsiz-
velgiant | numatoma vasko kieki méginyje, t. y., idedama 0,1 mg lauri-
leikozanato alyvuogiy aliejaus atveju, 0,25-0,5 mg alyvy iSspaudy alie-
jaus atveju ir 0,05 mg metilheptadekanoato alyvuogiu alieju atveju (4.6
punktas).
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Paruostas méginys dviem 2 ml n-heksano (4.2 punktas) porcijomis supi-
lamas | chromatografijos kolonélg.

Tirpikliui leidziama iStekéti iki 1 mm lygio vir§ absorbento virSutinio
pavirSiaus. Leidziamas likes n-heksanas ir etilo eteris (99:1) ir surenkama
220 ml, leidziant mazdaug 15 la§y per 10 sekundziy greiciu. (Sioje
frakcijoje yra metilo ir etilo esteriai ir vaskai). (4 pastaba) (5 pastaba).

4 pastaba. n-heksano/etileterio misini (99:1) kasdien reikia ruoSti i$
naujo

5 pastaba. Kad buty galima vizualiai patikrinti, ar vaskai tinkamai
iSplauti, 1 méginio tirpala galima pridéti 100 pl Sudan I
dazy (1 % isplovimo misinyje).

Dazy sulaikymo trukmé yra didesné nei vasky ir mazesné nei
triacilgliceroliy. Taigi, dazams pasiekus chromatografinés
kolonélés dugna, iSplovima reikia sustabdyti, nes visi vaskai
jau iSplauti.

Gautos frakcijos garinamos sukamajame garintuve, kol iSgarinamas
beveik visas tirpiklis. Paskutinius 2 ml paSalinkite veikdami silpna
azoto srove. Surinkite frakcija, kurioje yra metilo ir etilo esteriai, praplau-
dami 2-4 ml n-heptano ar izooktano.

5.2. Dujy chromatografiné analizé
5.2.1. Parengiamasis procesas

» C1 Kolon¢lé prijungiama prie duju chromatografo (3.3 punktas),
kolonélés pradzia sujungiant su kolonélés tiesioginio jpurSkimo itaisu,
galg — su detektoriumi. <« Patikrinamas dujy chromatografijos jrenginys
(dujy kilpy veikimas, detektoriaus ir savirasés sistemos veikimas ir t. t.).

Jei kolonélé naudojama pirma karta, patartina ja kondicionuoti. Per kolo-
nélg paleidziama nestipri dujy srové, paskui jjungiamas dujy chromato-
grafas. Leétai kaitinama, kol po mazdaug 4 valandy temperatlira pasiekia
350 °C.

Si temperatiira palaikoma ne maziau kaip 2 valandas, po to nustatomos
irenginio darbo salygos (reguliuojamas dujy srautas, uzkuriama liepsna,
prijungiamas elektroninis savirasis (3.3.4 punktas), nustatoma kolonélés
krosnies temperatiira, regulivojamas detektorius ir t. t.). Signalas uZzra-
Somas esant jautrumui, kuris bent du kartus didesnis nei reikalingas
analizei atlikti. Pagrindo linija turi bati bréziama tiesi, be jokiy smailiy
ir nukrypimy.

Jei yra neigiamy nuokrypiy nuo tiesios linijos, tai rodo, kad kolonélés
jungtys sujungtos neteisingai, o jei yra teigiamy nuokrypiy — kolonélé
netinkamai kondicionuota.

5.2.2. Vasky ir metilo bei etilo esteriy darbo sqlygy parinkimas (6 pastaba).

Paprastai turi buti laikomasi tokiy darbo salygu:
— kolonélés temperatiira:

20 °C/min 5 °C/min

80 °C i§ pradziy (1') —————— 140 °C ————— 335 °C (20)
— detektoriaus temperatira: 350 °C.

— jpurkstos medziagos kiekis: 1 pl (2—4 ml) n-heptano tirpalo.
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— Dujos nesiklis: helis arba vandenilis, naudojamas pasirinktoms dujoms
optimalus linijinis greitis (Zr. A prieda).

— prietaiso jautris: tinkamas pirmiau nurodytoms salygoms i$pildyti.

6 pastaba: Dél labai auk$tos galutinés temperatiiros galimas teigiamas
nuokrypis, taciau jis negali virSyti 10 % didziausios skalés
vertes.

Sios salygos gali biti kei¢iamos, kad atitikty kolonélés ir duju chroma-
tografo charakteristikas, siekiant atskirti visus vaskus ir riebiyjy rugsciy
metilo ir etilo esterius ir gauti patenkinamg smailiy atsiskyrima (Zr. 2, 3 ir
4 pav.) ir 18 + 3 minuciy laurileikozanato vidinio etalono sulaikymo
trukmg. ISkiliausia vasky smailé turi sudaryti daugiau nei 60 % didziau-
sios skalés vertés, o metilheptadekanoato vidinio etalono smailé metilo ir
etilo esteriy atveju turi pasiekti didziausia skalés vertg.

Smailiy integravimo parametrus reikia nustatyti taip, kad buty gautas
teisingas nagrinéjamy smailiy ploty jvertinimas.

5.3. Analizés atlikimas

10 pl mikroSvirkstu paimkite iki 10 pl tirpalo, traukdami stimoklj atgal
tol, kol adata bus tuscia. [kiskite adata | jpurSkimo sistema ir greitai
ipurkskite po 1-2 s. Po mazdaug 5 s adata $velniai istraukite.

Registravima vykdykite tol, kol vaskai arba stigmasdienai bus visiskai
i$plauti, priklausomai nuo analizuojamos frakcijos.

Pagrindo linija turi visuomet atitikti nustatytas salygas.

5.4. Smailiy identifikavimas

Smailés identifikuojamos pagal sulaikymo trukmes, lyginant jas su
zinomas sulaikymo trukmes turiniy vasky miSiniais, analizuojamais
tomis paciomis salygomis. Alkilesteriai nustatomi i§ pagrindiniy
alyvuogiy aliejy riebiyjy ragséiy (palmitino ir oleino) metilo ir etilo
esteriy miSiniy.

Pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus vasky chromatograma parodyta 1
paveiksle. 2 ir 3 paveiksluose parodytos dvieju mazmeningje prekyboje
parduodamy auksciausios kokybés pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejy
chromatogramos — viena su metilo ir etilo esteriais, o kita be jy. 4
paveiksle pateikiamos pacios auks$ciausios kokybés pirmojo spaudimo
alyvuogiy aliejaus ir to paties aliejaus, | kurj ipilta 20 % dezodoruoto
aliejaus, chromatogramos.

5.5.  Kiekybiné vasky analizé

Integratoriumi i$matuojami laurieikozanato vidinj etalong ir C4y—Cyq alifa-
tinius esterius atitinkanéiy smailiy plotai.

Sudedant visus atskirus vaskus, mg/kg riebaly, nustatomas bendras vasky
kiekis:
(ZA,) - mg - 1000

Vaskai, mg/kg = Y
S T m
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Cia:
A, = atskiro esterio smailg atitinkantis plotas, kompiuteriniais viene-
tais
Ay = laurileikozanato vidinio etalono smailg atitinkantis plotas,
kompiuteriniais vienetais
mg = pridéto laurileikozanato vidinio etalono mas¢, miligramais;
m = nustatymui paimto méginio maseé, gramais.
5.5.1. Metilo ir etilo esteriy kiekybiné analizé
vel
Integratoriumi i$matuojami smailiy, atitinkan¢iy metilheptadekanoato
vidini etalona, C4 ir C;g riebiyju riigdciy metilo esterius ir Ci¢ ir Cig
riebiyjy rugsciy etilo esterius, plotai.
VY M23
Nustatomas kiekvieno alkilesterio kiekis, mg/kg riebaly:
A, "mg - 1000
Esteris, mg/kg = —>———
,mg/kg A m
Cia:
A, = atskirg Cy4 ir C;g esterio smailg atitinkantis plotas, kompiuteri-
niais vienetais
Ay = atskirag metilheptadekanoato vidinio etalono smailg atitinkantis
plotas, kompiuteriniais vienetais
mg = pridéto metilheptadekanoato vidinio etalono mas¢, miligramais;
m = nustatymui paimto méginio mase¢, gramais.
6. REZULTATU APSKAICIAVIMAS
Pateikite skirtingy vasky nuo Cyq iki Cyq kiekiy suma (7 pastaba) mili-
gramais riebaly kilograme.
vel
Pateikite metilesteriy ir etilesteriy nuo C,4 iki C;g kiekiy sumg ir bendra
ju abieju kiekij.
VM23

Rezultatus reikia suapvalinti iki artimiausiy mg/kg.

7 pastaba. Kiekybinio jvertinimo komponentai yra smailés su lyginiais
anglies atomy skaiCiais 1§ C4p—Cyq esteriy pagal vasky
alyvuogiy aliejuje méginio chromatograma, pateikta prideda-
mame paveiksle. Nustatymo reikméms, jei Cyq esteris yra
pasidalijgs, rekomenduojama analizuoti alyvuogiy iSspaudy
aliejaus vasky frakcioja, kurioje Cyq smailg galima atskirti,
nes ji aiskiai vyrauja.

Pateikite etilesteriy ir metilesteriy santyki.
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1 pav.

Alyvuofiy aliejaus vasky frakcijos dujy chromatogramos pavyzdys (')
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Riebiyjy ragsciy metilo ir etilo esteriy smailés, kuriy sulaikymo trukmé 5-8 min

Paaiskinimai:
I.S. = Laurileikozanatas
1 = Diterpeniniai esteriai

2+2" = Cy esteriai
3+3" = Cy, esteriai
4+4" = Cyy esteriai
5 = Cy¢ esteriai

6 = Steroliniai esteriai ir triterpeninis alkoholis

(") Atlikus steroliniy esteriy iSplovima, chromatogramoje rySkiy smailiy (triacilgliceroliy) neturi buti.
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2 pav.

Pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus metilesteriai, etilesteriai ir vaskai

L iy UNUL »b

Paaiskinimai:

—_

— Cj¢ metilas

— Cyg ctilas

— metilheptadekanoato vidinis etalonas
— C,g metilas

— Cg etilas

— skvalenas

laurileikozanato vidinis etalonas

— diterpeniniai esteriai

— vaskai

A W > N o u AW
|

— Steroliniai esteriai ir triterpeniniai esteriai
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LON BATTERY

12-10-87 '97:36:20

TNJECT

‘QERESPS [RiW

3 pav.

AukSiausios kokybés pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus metilesteriai, etilesteriai ir

CHANNEL @

. |

Paaiskinimai:

1

2
3
4
5
A
B
C

metilheptadekanoato vidinis standartas
C,g metilas

Cg etilas

skvalenas

laurileikozanato vidinis etalonas
diterpeniniai esteriai

vaskai

Steroliniai esteriai ir triterpeniniai esteriai

vaskai
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4 paveikslas

AukSciausios kokybés pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus ir to paties aliejaus, j kurj jpilta
dezodoruoto aliejaus, chromatogramos dalis

23-Mar-2007
C.M. lsb 0G2
0E0_20 Scan El
e 38508
4
1 9
Extra Vergine +
20%Deodorato
3
P
6
8
2 10
L A N R
o oo Rt A S M S S A S S T R G
100 L
1 4
Exira Vergine base
%
. n

Tet00 | 60 | 7000 | 7400 8000 ' 8800 ' 9000 ' 980 10000

Paaiskinimai:

1 — metilmiristato vidinis etalonas
2 — metilpalmitatas

3 — etilpalmitatas

4 — metilheptadekanoato vidinis etalonas
5 — metillinoleatas

6 — metiloleatas

7 — metilstearatas

8 — etillinoleatas

9 — etiloleatas
10 — ectilstearatas
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A priedélis
Dujy linijinio greicio nustatymas

I normalioms darbo salygoms nustatyta dujy chromatografa jpurskiama 1:3 pl
metano (arba propano). ISmatuojamas laikas, per kuri dujos prateka per kolonélg
nuo ipurskimo momento iki smailés iSkilimo momento (tM).

Linijinis greitis, cm/s, gaunamas pagal formul¢ L/tM, kurioje L yra kolonélés
ilgis, cm, o tM yra iSmatuotas laikas sekundémis.



