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KOMISIJOS REGLAMENTAS (EB) Nr. 702/2007
2007 m. birzelio 21 d.

i§ dalies keiCiantis Reglamenta (EEB) Nr. 2568/91 dél alyvuogiy aliejaus ir maiSyto alyvuogiy
iSspaudy aliejaus savybiy ir dél atitinkamy analizés metody

EUROPOS BENDRIJU KOMISIJA,
atsizvelgdama | Europos bendrijos steigimo sutarti,

atsizvelgdama | 2004 m. balandzio 29 d. Tarybos reglamenty
(EB) Nr. 865/2004 dél bendro alyvuogiy aliejaus ir valgomyjy
alyvuogiy rinkos organizavimo ir i§ dalies keiciantj Reglamenta
(EEB) Nr. 827/68 (1), ypac i jo 5 straipsnio 3 dalj,

kadangi:

(1) Komisijos reglamente (EEB) Nr. 2568/91 (% nustatytos
alyvuogiy aliejaus ir maiSyto alyvuogiy i§spaudy aliejaus
savybés ir jy analizés metodai. Tuos metodus ir aliejy
savybéms taikomus ribinius dydZius reikia atnaujinti,
atsizvelgiant | chemijos eksperty nuomong ir Tarptau-
tinés alyvuogiy aliejaus tarybos atliktus darbus.

(2)  Chemijos ekspertai ypatingai palaiké nuomong, kad este-
rinto aligjaus kiekis tiksliau nustatomas, nustacius
procentinj 2-glicerilo monopalmitato kiekj. Gryname
alyvuogiy aliejuje sumazinus ribing stigmastadieno verte,
galima geriau atskirti gryna alyvuogiy aliejy nuo rafi-
nuoto alyvuogiy aliejaus.

(3)  Tam, kad buty jgyvendintos naujam metodui taikyti
reikalingos priemonés ir siekiant nesutrikdyti prekybos,
Sio reglamento jsigaliojimo terming reikéty atidéti iki
2008 m. sausio 1 d. Dél ty paliy priezasciy reikéty
nustatyti, kad iki minétos datos alyvuogiy ir alyvuogiy
i$spaudy aliejais teisétai pagamintais ir paZenklintais
etiketémis Bendrijoje arba teisétai importuotais | ja ir

esandiais rinkoje buty galima prekiauti, kol baigsis jy
atsargos.

4) Siame reglamente numatytos priemonés  atitinka
Alyvuogiy aliejaus ir valgomyjy alyvuogiy vadybos komi-
teto nuomone,

PRIEME S| REGLAMENTA;

1 straipsnis

Reglamentas (EEB) Nr. 2568/91 i3 dalies keiciamas taip:
1) 2 straipsnio 1 dalies $esta jtrauka kei¢iama taip:

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

2) Priedai i§ dalies keiCiami pagal $io reglamento prieda.

2 straipsnis

Sis reglamentas jsigalioja trecia dieng nuo jo paskelbimo Europos
Sgjungos oficialiajame leidinyje.

Sis reglamentas taikomas nuo 2008 m. sausio 1 d.

Taciau iki 2008 m. sausio 1 d. teisétai Bendrijoje pagamintais ir
etiketémis paZenklintais arba i jg teisétai importuotais ir esan-
Ciais rinkoje gaminiais gali bati prekiaujama, kol baigsis jy
atsargos.

Sis reglamentas yra privalomas visas ir tiesiogiai taikomas visose valstybése narése.

Priimta Briuselyje, 2007 m. birzelio 21 d.

() OL L 161, 2004 4 30, p. 97.

() OL L 248, 1991 9 5, p. 1. Reglamentas su paskutiniais pakeitimais,
padarytais Reglamentu (EB) Nr. 1989/2003 (OL L 295, 2003 11 13,
p. 57).

Komisijos vardu
Mariann FISCHER BOEL
Komisijos naré
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PRIEDAS

Reglamento (EEB) Nr. 256891 priedai i§ dalies keiciami taip:
1. Turinys i§ dalies kei¢iamas taip:
a) Il priedo pavadinimas keitiamas taip:

,Laisvyjy riebaly riigsciy kiekio nustatymas, naudojant $altajj metoda®;

b) VII priedo pavadinimas kei¢iamas taip:

,2-glicerilo monopalmitato procentinio kiekio nustatymas*

2. 1 priedas pakei¢iamas taip:
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3. 1 priedélis i§ dalies kei¢iamas taip:

a) pirmoji jtrauka pakeitiama taip:

,— Riigstingumas II priedas Laisvyjy riebaly rtigsciy kiekio nustatymas, naudojant 3altajj

metoda*

b) trylikta jtrauka pakeiciama taip:

,— 2 pozicijoje prisotintos VII priedas 2-glicerilo monopalmitato procentinio kiekio nustatymas®.

riebiosios rligdtys

. Il priedo antrasté pakeitiama taip:

,LAISVUJU RIEBALY RUGSCIU KIEKIO NUSTATYMAS, NAUDOJANT SALTAJ] METODA*.

5. IV priedas pakeiciamas taip:

IV PRIEDAS

VASKU KIEKIO NUSTATYMAS DUJUy CHROMATOGRAFIJOS METODU KAPILIARINEJE KOLONELEJE

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

TIKSLAS IR TAIKYMO SRITIS

Siuo metodu nustatomi vasky kiekiai alyvuogiy aliejuje. Vaskai identifikuojami pagal anglies atomy skaiciy.
Metodas taikomas atskirti spaudimo biuidu gautg alyvuogiy aliejy nuo alyvuogiy aliejaus, gauto ekstrahavimo
budu (maiSytas alyvuogiy iSspaudy aliejus).

METODO ESME

[ riebalus arba aliejy pridedama atitinkamo vidinio etalono ir chromatografiskai frakcionuojama kolonéléje,
uzpildytoje hidratuotu silikageliu. Frakcija, kuri bandymo salygomis i$plaunama pirmoji (jos poliskumas yra
maZesnis kaip trigliceridy), tiesiogiai tiriama dujy chromatografijos metodu kapiliarinéje kolonéléje.

IRANGA

25 ml Erlenmejerio kolba.
Stikliné dujy chromatografijos kolonélé su ciaupu, kurios vidinis skersmuo 15 mm, ilgis 30-40 cm.

Tinkamas dujy chromatografas su kapiliarine kolonéle ir méginio tiesioginio jpurskimo jtaisu. Chromatografa
sudaro:

. Kolonéliy termostatas su temperatiiros programavimo jrenginiu.

. Liepsnos jonizacinis detektorius ir konverteris stiprintuvas.

. Kintamo popieriaus tiekimo grei¢io 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 duomentis.).

. 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.).
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3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Elektriné purtykle.

Sukamasis garintuvas.

Mufeliné krosnis.

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

REAGENTAI
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 jpilama 2 % (silikagelio masés) vandens. Gauta suspensija homogenizuojama
gerai sumaisant. Prie§ naudojimg laikoma tamsoje ne maziau kaip 12 valandy.

n-heksanas, tinkamas chromatografijai.
Etileteris, tinkamas chromatografijai.
n-heptanas, tinkamas chromatografijai.

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

. Sudanas I (1-fenilazo-2-naftolis).

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

— grynas vandenilis, tinkamas dujy chromatografijai,

— grynas oras, tinkamas dujy chromatografijai.

DARBO EIGA
Chromatografinés kolonélés paruosimas.

15 g silikagelio (4.1.) suspenduojama n-heksane (4.2.) ir supilama i kolonéle (3.2.). Silikageliui leidZiama
savaime nusésti. Kad chromatografinis sluoksnis bfity homogeniskesnis, nusodinimas baigiamas, naudojant
elektring purtykle (3.5.). PriemaiSos pasalinamos per silikagelj praleidziant 30 ml n-heksano. [ 25 ml talpos
Erlenmejerio kolbg (3.1) svarstyklémis (3.8) tiksliai pasveriama 500 mg méginio ir pridedamas reikiamas vidinio
etalono (4.5) kiekis, atsizvelgiant j numatomg vasko kiekj méginyje. Pvz.: analizuojant alyvuogiy aliejy jdedama
0,1 mg laurileikozanato, analizuojant maiSyta alyvuogiy iSspaudy aliejy — 0,25-0,5 mg. Paruostas meéginys
dviem 2 ml n-heksano (4.2)) porcijomis supilamas | chromatografijos kolonéle.

Tirpikliui leidziama iStekéti iki 1 mm lygio vir$ absorbento virutinio pavirSiaus, tuomet per silikagelj pralei-
dziama 70 ml n-heksano natiiraliai tirpaluose esantiems n-alkanams pasalinti. Chromatografinis i§plovimas
pradedamas palaikant 15 lasy per 10 sekundziy srauto greitj, surenkama 180 ml n-heksano/etileterio misinio,
paruosto santykiu 99:1. Méginio iSplovimas turi bati atliekamas kambario, t. y. 22 * 4 °C, temperatiroje.

Pastabos:

— n-heksanoletileterio misinys (99:1) turi biiti ruosiamas kasdien.

— Siekiant vizualiai sekti, ar vaskai tinkamai iplaunami, j skysta méginio iSplovimo misinj galima jpilti 100 pl 1 % sudano
tirpalo. Kadangi daziklio sulaikymo trukmé yra tarpiné, lyginant su vasky ir trigliceridy sulaikymo trukme, todél dazikliui
pasickus chromatografinés kolonélés dugng, i§plovimo procesas nutraukiamas, nes visi vaskai jau biina i$plauti.
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5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.3.

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.

Dujy chromatografiné analizé
Paruosiamieji darbai

Kolonélé prijungiama prie dujy chromatografo (3.3), kolonélés pradzia sujungiant su tiesioginio jpurskimo
jtaisu, gala — su detektoriumi. Patikrinamas dujy chromatografijos jrenginys (dujy kilpy, detektoriaus, ir savirasio
veikimas ir t. t.).

Jei kolonélé naudojama pirma kartg, patartina ja kondicionuoti. Per kolonéle paleidziama nestipri dujy srove,
tuomet jjungiamas dujy chromatografas. Palaipsniui kaitinama, kol temperatiira per apytiksliai 4 valandas pakyla
iki 350 °C. Si temperatiira palaikoma ne ma%iau kaip 2 valandas, po to nustatomos jrenginio 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 bti tiesi, be jokiy smailiy ir
nukrypimy.

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

Darbo sglygy parinkimas

Paprastai turi bati laikomasi tokiy darbo salygy:

— kolonélés temperatiira:

20 °C/minute 5 °C/minute 20 °C/minute
pradiné — 240 °C — 325°C — 340 °C
temperatiira (6") (10"
80 °C
1)

— detektoriaus temperatira: 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 sglygos gali bati kei¢iamos, atsizvelgiant j kolonélés bei dujy chromatografo savybes, kad bty pasiektas
visy vasky atskyrimas, pakankama smailiy skiriamoji geba (zr. paveiksla). Vidinio etalono Cs, sulaikymo trukmeé
turi bati 18 + 3 minuteés. Badingiausios vasky smailés aukstis turi sudaryti ne maZziau kaip 60 % visos skalés
aukscio.

Smailiy integravimo parametrai nustatomi taip, kad biity gautas teisingas nagrinéjamy smailiy ploty jvertinimas.

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

Analizé

10 pl mikro§virkstu jsiurbiama 1ul méginio tirpalo; stimoklis traukiamas, kol adata iStustéja. Adata jkiSama i
jpurskimo itaisg ir po vienos-dviejy sekundziy tirpalas greitai j§virks¢iamas. Mazdaug po penkiy sekundziy adata
létai iStraukiama.

UzZrasinéjama, kol vaskai visiskai i$plaunami.

Baziné linija turi visuomet atitikti nustatytas salygas.
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5.4.

5.5.

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.

Kiekybinis vertinimas

Integratoriumi i§matuojami vidinio etalono ir C4y—Cye alifatiniiy esteriy smailiy plotai.

Kiekvieno vaska sudarancio esterio kiekis mgfkg riebaly, apskai¢iuojamas pagal formulg:

Ay xmg x 1000

esteris, mg/kg = N
s X m

A, = kickvieno esterio smailés plotas, kvadratiniais milimetrais

A = kickvieno vidinio etalono esterio smailés plotas, kvadratiniais milimetrais
mg = pridéto vidinio etalono masé, miligramais
m = tyrimui paimto méginio masé, gramais.

REZULTATUY PATEIKIMAS

Pateikiami atskiry C,—Cy4 vasky kiekiai ir iy kiekiy suma, mgfkg riebaly (ppm).

Pastaba. Vasky sudedamyjy daliy kiekiai nustatomi remiantis alyvuogiy aliejaus chromatogramos esteriy poriniy anglies
skaiciaus smailiy C4y—Cyq pavyzdziu, pateiktu paveiksle. Jei C,q esteris matomas du kartus, jam identifikuoti rekomenduojama
analizuoti maisyta alyvuogiy iSspaudy aliejy, kuriame C,¢ lengvai nustatomas, 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_1 I 1
I.S.
25.004
20 .00
15.00
4
3
10 .00
2
2 3
\
5.00 3
'
0004 L 1 e
1 6
T T T T T T T
(o] 5 10 15 20 25 30 35
Paaiskinimas:
LS. = Laurileikozanatas
1. = Diterpeniniai esteriai
2+ 2 = Esteris Cyg
3 + 3 = Esteris Cyy
4 + 4 = Esteris Cyy
5. = Esteris Cyq
6. = Steroliniai esteriai ir triterpeninis alkoholis

(*) Atlikus steroliniy esteriy i§plovima, chromatografinéje linijoje ryskiy smailiy (trigliceridy) neturi bati.

Priedélis
Dujy linjjinio greitio nustatymas

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

Linijinis greitis, cm/s, gaunamas pagal formule L/t kurioje L yra kolonélés ilgis, centimetrais, ty yra iSmatuotas laikas
sekundémis.”
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6. VII priedas pakei¢iamas taip:

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.19.

+VII PRIEDAS

2-GLICERIL MONOPALMITATO PROCENTINIO KIEKIO NUSTATYMAS
TIKSLAS IR TAIKYMO SRITIS
Aprasyti analiting procediira 2-oje triglicerido padétyje esancios palmitino riigsties procentinei daliai
apskaiciuoti, nustatant 2-glicerilo monopalmitato kieki.

Sis metodas taikomas aplinkos temperatiiros (20 °C) skystiems augaliniams aliejams.

METODO ESME

Paruostas aliejaus meéginys veikiamas kasos lipaze: dél dalinés ir specifinés 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.

IRANGA IR MEDZIAGOS

25 ml Erlenmejerio kolba
100, 250 ir 300 ml cheminés stiklinés

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

10, 50, 100 ir 200 ml matavimo cilindrai

100 ir 250 ml kolbos

Sukamasis garintuvas

10 ml centrifugavimo mégintuvéliai su kiiginés formos dugnu, uzdaromi matinio stiklo kamsciu
Centrifuga 10 ir 100 ml mégintuvéliams

Termostatas, kuriame galima palaikyti 40 + 0,5 °C temperatiira

1 ir 2 ml graduotos pipetés

1 ml poodinis $virkstas

100 pl mikrogvirkstas

1 000 ml talpos piltuvas

Liepsnos jonizacinis detektorius ir elektrometras

Kintamo popieriaus tiekimo greicio savirais integratorius, dirbantis su elektrometru, kurio atsako sparta
ne didesné kaip viena sekundé

8-12 m ilgio ir 0,25-0,32 mm vidinio skersmens stikliné arba kvarcinio stiklo kapiliariné kolonéle,
padengta 0,10-0,30 pm storio metilpolisiloksano arba 5 % fenil metilpolisiloksano plévele. Kolonélé
gali biiti naudojama 370 °C temperatiiroje.

kolonéle.
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4.2.

4.3.

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.

5.1.1.1.

REAGENTAI

Silikagelis, kurio granuliy dydis 0,063-0,200 mm (70/280 mesy), paruostas taip: silikagelis dedamas |
porcelianinj inda, 4 valandas dziovinamas 160 °C dziovinimo spintoje, po to eksikatoriuje vésinamas iki
kambario temperatiiros. Ipilama 5 % (silikagelio masés) vandens: Erlenmejerio kolboje pasveriama 152 g
silikagelio ir jpilama 8 g distiliuoto vandens, kolba uzkemsama ir atsargiai pakratoma, kad vanduo tolygiai
pasiskirstyty. Prie§ naudojant palickama 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 vienety/mg (Rinkoje prekiau-
jama kasos lipaze, kurios aktyvumas nuo 2 iki 10 vienety 1 mg fermento).

Buferinis tri(hidroksimetil)aminometano tirpalas: 1 M vandeninis tirpalas partigdtinamas iki pH 8 (poten-
ciometrinis patikrinimas) koncentruotu HCl (1:1 v/v)

Natrio choliato (fermenty kokybés) 0,1 % vandeninis tirpalas (3is tirpalas turi biti sunaudotas per 15 dieny
nuo jo paruosimo)

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, i§valytas nuo drégmés ir organiniy
medziagy, ir tokio pat grynumo oras, tinkamas dujy chromatografijai.

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

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

DARBO EIGA
Meéginio paruoSimas

Taikant silikagelio kolonéling chromatografija aliejams, kuriuose laisvyjy rigiciy kiekis maZzesnis kaip 3 %,
ju neutralizuoti nereikia. Aliejai, kuriuose laisvyjy rigsciy kiekis didesnis kaip 3 %, turi bati neutralizuo-
jami pagal 5.1.1.1. punkta.

11000 ml talpos piltuvg (3.13) jpilama 50 g aliejaus ir 200 ml n-heksano. [pilama 100 ml izopropanolio
ir 12 % natrio hidroksido tirpalo (4.11). Jpilamas natrio hidroksido tirpalo kiekis, atitinka aliejaus laisvyjy
rigsciy kieki, padidintg 5 %. Vieng minute stipriai kratoma. Ipilama 100 ml distiliuoto vandens, vél
kratoma ir paliekama nusistovéti.

Atlikus dekantavima, apatinis muilo sluoksnis paSalinamas. ISleidZiamas tarpinis sluoksnis (gleivés, netir-
pios 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., naudojant sukamajj garintuvg) ir aliejus
perpilamas i 100 ml kolbg (3.5). Aliejus dziovinamas vakuume, kol tirpiklio visiskai nebelieka.

Baigus 3ig procediira, aliejaus riigstingumas turi bati ne didesnis kaip 0,5 %.
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5.1.2.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.3.
5.3.1.

I 25 ml talpos Erlenmejerio kolbg (3.1) ipilama 1,0 g aliejaus, paruosto anksCiau minétu badu, ir
iStirpinama 10 ml judanciosios fazés (4.10) misinio. Tirpalas, prie§ atliekant silikagelio kolonéling chro-
matografija, palickamas nusistovéti ne trumpiau kaip 15 minudiy.

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

Chromatografinés kolonélés paruoSimas

[ kolonéle (3.3) jpilama apie 30 ml judanciosios fazés (4.10), stikline lazdele | kolonélés apacia jkiSamas ir

paspaudziamas gabalélis vatos, kad iSeity oras.

Chemingje stiklingje paruosiama 80 g judanciosios fazés ir 25 g silikagelio (4.1) suspensija ir naudojant
piltuva supilama i kolonéle.

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

Kolonéliné chromatografija

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

Méginys istirpinamas 10 ml judanciosios fazés (4.10). Tirpalas supilamas i chromatografing kolonéle,
paruosta pagal 5.1.3 punkta. Kolonéles pavirSiaus stengiamasi nejudinti.

Atsukamas Ciaupas ir méginio tirpalui leidziama tekeéti, 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§ anksto pasverta 250 ml talpos kolba surenkamas eliuatas. Tirpiklis i§garinamas vakuume ir jo likuciai
padalinami azoto srove.

Kolba pasveriama ir apskai¢iuojamas i$gautas ekstrakto kiekis.

Jei naudojamos naudoti paruostos SPE silikagelio kapsulés, | 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.
Elivatas surenkamas j 10 ml talpos meégintuvélj ir i§dZiovinamas azoto srovéje.

Sausas likutis apdorojamas kasos lipaze (5.2). Pries ir po SPE kapsuliy naudojimo labai svarbu patikrinti
riebiyjy ragsciy sudéti.).
Hidrolizé kasos lipaze

Centrifugavimo mégintuvélyje pasveriama 0,1 g pagal 5.1. punkta paruosto aliejaus. [pilama 2 ml bufe-
rinio tirpalo (4.6), 0,5 ml natrio choliato tirpalo ir 0,2 ml kalcio chlorido tirpalo (4.7), ipylus kiekvieng i3
Siy tirpaly, gerai i$maiSoma. Mégintuvélis uzdaromas matinio stiklo kamsc¢iu ir dedamas | termostatg,
kuriame palaikoma 40 * 0,5 °C temperatiira.

[dedama 20 mg lipazes, atsargiai pakratoma (taip, kad nesudrékty kamstis) ir mégintuvelis jdedamas i
termostata lygiai 2 min, po to i§ jo iSimamas, stipriai kratomas lygiai 1 min ir paliekamas atvésti.

Ipilama 1 ml dietileterio, uzZkemsama ir smarkiai kratoma, po to centrifuguojama ir eterio tirpalas mikro-
$virkstu perpilamas i $vary ir sausa mégintuvél].

Sililinizuoty dariniy ir dujy chromatografijos paruosimas

[ 10 ml talpos mégintuvélj su kaginés formos dugnu mikrogvirkstu jsvirks¢iama 100 pl tirpalo (5.2.3).

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

Po 20 minuciy, jpilama 1-5ml n-heksano (atsizvelgiant j chromatografines salygas): gautas tirpalas yra
paruostas dujy chromatografinei analizei.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

Dujy chromatografija
Darbo salygos:

— inZektoriaus (tiesioginio jpurskimo jtaiso) temperatiira 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 minute didinama po 5 °C, kol pasiekiama 340 °C, tuomet
340 °C temperatiira palaikoma 13 minuciy,

— neSanciosios dujos: vandenilis arba helis, naudojami nustacius atitinkamg linijinj greitj, kad bty
pasiekta 1 paveiksle pavaizduota skiriamoji geba. Triglicerido Cs, sulaikymo trukmé turi bati 40 +
5 minutés (Zr. 2 paveiksla). (Nurodytos sglygos yra orientacinés. Operatoriai turi jas optimizuoti, kad biity
pasiekta pakankama skiriamoji geba. Glicerino monopalmitatg atitinkancios smailés minimalus aukstis turi baiti
ne maZesnis kaip 10 % savirasio skalés),

— jpurkstas medziagos kiekis: 0,5-1 pl (5 ml) n-heptano tirpalo (5.3.3.).

Smailiy identifikavimas

Monogliceridai identifikuojami pagal sulaikymo trukmes ir Sias trukmes lyginant su standartiniy mono-
gliceridy miSiniy sulaikymo trukmeémis, analizuojamomis tomis paciomis salygomis.

Kiekybinis vertinimas

Kiekvienos smailés plotas apskaiciuojamas elektroniniu integratoriumi.

REZULTATY APSKAICIAVIMAS

Procentinis glicerilo monopalmitato kiekis apskai¢iuojamas pagal atitinkamos smailés ploto santykj su visy
monogliceridy smailiy plotu (zr. 2 paveiksla), taikant tokia formule:

glicerilo monopalmitatas (%): Q—/’,“ x 100

kurioje:

A

x = Glicerino monopalmitatg atitinkancios smailés plotas

A

visy monoglicerido smailiy ploty suma.

Rezultatai pateikiami vieno Zenklo po kablelio (desimtyjy) tikslumu.

ANALIZES ATASKAITA

Analizés ataskaitoje pateikiama:

— nuoroda i §j metods,

— i$sami pilnam méginio identifikavimui reikalinga informacija,

— analizés rezultatas,

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

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

Sililinizavimo reakcijos produkty, gauty rafinuotg 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 17.89 -
1-2 monopalmitine
Acides gras libres
Squalene
1-2 mono C18 insat.
%
10.218
12.525 1-2 monopalmitoléine 17 525 22203
'
8.889
9.581 11.103 22.618
MAM/J A 19[1/.40\7 J k\,\_“%
° . T ’ B e i T U T T 0 T T -1 T O Y T T T T T g 2can
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Paaiskinimas: Acides gras libres — Laisvosios riebaly riigstys; 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 Cg neprisot; Squalene — Skvalenas.
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2 paveikslas

Chromatograma:

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

Paveikus lipaze trigliceridy kiekis neturéty virSyti 15 %

A
| %k
*
II |I|b~ |l|,j‘L Jh I [N .,
e eeeed 3 4
1 2
1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 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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Chromatograma:
B) esterifikuotas aliejus po poveikio lipaze; po sililinizavimo; tokiomis salygomis (8-12 m ilgio
kapiliariné kolonélé) vasky frakcija iSplaunama tuo paciu metu arba truputj véliau nei digli-

ceridy frakcija.

Paveikus lipaze trigliceridy kiekis neturéty virSyti 15 %

B
*
*k
L1 A . g 4
— 2 3
1 1 1 1 1 1 I 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45
Paaiskinimas:
1 = Laisvosios riebaly rigstys
2 = Monogliceridai
3 = Digliceridai
4 = Trigliceridai
* = 2-monopalmitinas
** = Trigliceridas Csy
PASTABOS

1 pastaba. LIPAZES RUOSIMAS

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

0 °C temperatiiroje atSaldoma 5 kg $viezios kiauliy kasos. Pasalinami aplinkui esantys kieti riebalai bei apie juos esantis
jungiamasis audinys, sumalama, kad susidaryty pastos pavidalo skysta masé. Si pasta keturias-Sesias valandas kratoma su
2,5 1 absoliuciojo acetono ir centrifuguojama. Likutis dar tris kartus ekstrahuojamas tuo paciu acetono tiiriu, paskui du
kartus 1:1 (vfv) acetono ir dietileterio misiniu ir du kartus dietileteriu.

Likutis 48 valandas dZiovinamas vakuume, tam kad gauti milteliai biity patvariis. Tokie milteliai, apsaugant juos nuo
dregmeés, gali bati laikomi ilga laikg Saldytuve.
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2 pastaba. LIPAZES AKTYVUMO TIKRINIMAS

Alyvuogiy aliejaus emulsija ruosiama taip:

Maisytuve 10 minuciy plakamas misinys, sudarytas i§ 165 ml gumiarabiko tirpalo (100 gfl), 15 g smulkinto ledo ir 20
ml neutralizuoto alyvuogiy aliejaus.

[ 50 ml talpos cheming stikling jpilama 10 ml $ios emulsijos, po to 0,3 ml natrio choliato tirpalo (0,2 g/ml) ir 20 ml
distiliuvoto vandens.

Cheminé stikliné dedama | termostatg, kuriame palaikoma 37 °C temperatiira; jstatomi pH matuoklio elektrodai ir
sraigtinis 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, paleidziamas chro-
nometras ir natrio hidroksido tirpalas ladinamas tokiu grei¢iu, kad pH visa laikg baty 8,3. Kas minute pasizymimas
sunaudoto tirpalo tiiris.

Matavimai pavaizduojami x[y koordinaciy sistemoje, abscis¢je nurodant laika, o ordinatéje — sunaudoto 0,1 N natrio
hidroksido tarj (mililitrais), kuris sunaudotas pastoviam pH islaikyti. Turi bati gaunamas linijinis grafikas.

Lipazés aktyvumas, matuojamas lipazés vienetais/mg, apskaiciuojamas pagal tokia formule:

VXN x100
n m

A

kurioje:

A aktyvumas, iSreikstas lipazés vienetais/mg

V0,1 N natrio hidroksido tirpalo mililitry skaic¢ius per minute (apskaiciuotas pagal grafika)
N natrio hidroksido tirpalo moliné ekvivalenty koncentracija

m  analizuojamos lipazés méginio masé, mg.

Lipazés vienetas yra apibréziamas kaip fermento kiekis, kuris iSskiria 10 mikroekvivalenty riigsties per minute.“

7. X ,A“ priedo 6.2 punktas pakeiciamas taip:

,6.2. Metilesteriai ruo$iami, taikant X B priede nurodytg B metodikg. Atsargumo délei riebalinés medziagos, kuriose

laisvyjy riigiciy kiekis didesnis kaip 3 %, turi bati neutralizuojamos pagal VII priedo 5.1.1 punkta.”



