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analizés metody
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i$ dalies kei¢iamas:
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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 jgyvendinimo reglamentas (ES)
Nr. 661/2012

(*) Sis aktas nebuvo skelbtas lietuviy kalba.
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1
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5
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1
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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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> M25
> M26
> M27
> M28

> M29

pataisytas:

>Cl

2013 m. kovo 26 d. Komisijos jgyvendinimo reglamentas (ES) Nr. 299/
2013

2013 m. gruodzio 16 d. Komisijos jgyvendinimo reglamentas (ES)
Nr. 1348/2013

2015 m. liepos 8 d. Komisijos deleguotasis reglamentas (ES) 2015/
1830

2015 m. spalio 12 d. Komisijos jgyvendinimo reglamentas (ES) 2015/
1833

2016 m. liepos 27 d. Komisijos jgyvendinimo reglamentas (ES) 2016/
1227

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

L 90

L 338

L 266

L 266

L 202

52

31
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2013 3 28

2013 12 17

2015 10 13

2015 10 13

2016 7 28
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VB
KOMISIJOS REGLAMENTAS (EEB) Nr. 2568/91
1991 m. liepos 11 d.
dél maiSyto alyvuogiy aliejaus ir maiSyto alyvuogiy iSspaudy
aliejaus savybiy ir dél atitinkamuy analizés metoduy
VY M20

1 straipsnis

1. Aligjai, kuriy charakteristikos atitinka Sio 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 alyvuogiy aliejumi lampante, kaip apibrézta Reglamento (EEB)
Nr. 136/66 priedo 1 punkto c¢ papunktyje.

3. Aliejus, kurio charakteristikos atitinka Sio 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 $io 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 S$io reglamento I priedo 8
punkte nustatytas charakteristikas, laikomas alyvy iSspaudy aliejumi,
kaip apibrézta Reglamento (EEB) Nr. 136/66 priedo 6 punkte.
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VY M26

2 straipsnis

1. I priede nustatytos aliejy savybés nustatomos $iais analizés meto-
dais:

a) laisvosioms riebaly rtgstims, iSreiSkiamoms oleino riigSties procen-
tine dalimi, nustatyti — II priede nustatytu metodu;

b) peroksidy skai€iui nustatyti — III priede nustatytu metodu;

¢) vasky kiekiui nustatyti — IV priede nustatytu metodu;

d) steroliy ir triterpeno dialkoholiy sudéciai ir kiekiui kapiliarinés dujy
chromatografijos metodu nustatyti — V priede nustatytu metodu;

e) procentinei 2-glicerilo monopalmitato daliai nustatyti — VII priede
nustatytu metodu;

f) spektrofotometrinei analizei atlikti — IX priede nustatytu metodu;

VY M28
g) riebaly ruigsciy sudéciai nustatyti — X priede nustatytu metodu;

VY M26
h) lakiyjy halogeninty tirpikliy kiekiui nustatyti — XI priede nustatytu
metodu;

i) organoleptinéms pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus savybéms
jvertinti — XII priede nustatytu metodu;

j) stigmastadieny kiekiui nustatyti — XVII priede nustatytu metodu;

k) trigliceridy su ECN42 kiekiui nustatyti — XVIII priede nustatytu
metodu;

Vv M28
1) alifatiniy ir triterpeno alkoholiy kiekiui nustatyti — XIX priede nusta-
tytu metodu;

VY M26
m) vaSky, riebaly rigsciy metilesteriy ir riebaly rugsciy etilo esteriy
kiekiui nustatyti — XX priede nustatytu metodu.

VM28

VY M26
2. Organoleptiniy pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejy savybiy tikri-
nima, pavesta nacionalinéms institucijoms ar jy atstovams, atlieka vals-
tybiy nariy patvirtintos degustuotojy grupés.
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VY M26

Pirmoje pastraipoje nurodytos organoleptinés aliejaus savybés laikomos
deranciomis su deklaruota kategorija, jeigu valstybés narés patvirtinta
degustuotojy grupé patvirtina nustatytg rasj.

Jeigu degustuotojy grupé, jvertinusi organoleptines savybes, nepatvirtina
deklaruotos kategorijos, suinteresuotosios Salies praSymu nacionalinés
institucijos arba jy atstovai nedelsdami organizuoja du prieSprieSinius
vertinimus, kuriuos atlikty kitos patvirtintos degustuotojy grupés, jskai-
tant bent vieng vertinima, kurj atlikty susijusios valstybés narés gamin-
tojos patvirtinta degustuotojy grupé. Atitinkamos savybés laikomos
deranciomis su deklaruotomis savybémis, jeigu deklaruota rusis patvir-
tinama atlikus bent du i§ Siy prieSprieSiniy vertinimy. PrieSingu atveju
prieSprieSiniy vertinimy islaidas padengia suinteresuotoji Salis.

3. Nacionalinéms institucijoms arba jy atstovams tikrinant aliejaus
savybes, kaip nustatyta 1 dalyje, méginiai imami pagal tarptautinius
standartus EN ISO 661 dél tirlamyjy méginiy paruo$imo ir EN ISO
5555 dél méginiy émimo. Taciau, neatsizvelgiant | standarto EN ISO
5555 6.8 punkta, jeigu tokiy aliejy partijos tikrinamos pirminéje pakuo-
téje, méginys imamas pagal Sio reglamento Ia prieds. Jeigu tikrinami
neispilstyti aliejai, kuriy méginiy pagal EN ISO 5555 negalima paimti,
méginiai imami pagal valstybés narés kompetentingos institucijos
pateiktus nurodymus.

Nepazeidziant standarto EN ISO 5555 ir standarto EN ISO 661 6
skyriaus, paimti méginiai kuo greifiau perkeliami j tamsia vieta atokiau
nuo didelio kars¢io Saltiniy ir ne véliau kaip penktg darbo dieng nuo jy
paémimo nusiunciami j laboratorija analizei, prieSingu atveju meéginiai
saugomi taip, kad juos vezant ar saugant pries iSsiunciant j laboratorija
nesuprastéty ju kokybé arba jie nebiity pazeisti.

4.  Atliekant 3 dalyje nustatytg tikrinima, analizés, nurodytos II, III,
IX, XII ir XX prieduose, ir, jei daromos, bet kokios pagal nacionalinés
teisés aktus reikalaujamos kontraanalizés atliekamos prie§ pasibaigiant
minimaliam supakuoty produkty galiojimo laikui. Jeigu imami neispils-
tyto alicjaus méginiai, tos analizés atlickamos ne véliau kaip Sestajj
ménesj nuo atitinkamo méginio paémimo ménesio.

Kitoms Siame reglamente numatytoms analizéms netaikomi jokie laiko
apribojimai.

Isskyrus atvejus, kai méginys buvo paimtas likus maziau nei dviem
meénesiams iki minimalaus galiojimo laiko pabaigos, jeigu analiziy
rezultatai neatitinka deklaruotos alyvuogiy ar alyvuogiy iSspaudy alie-
jaus kategorijos savybiy, susijusiai Saliai apie tai praneSama ne véliau
kaip likus ménesiui iki pirmoje pastraipoje nurodyto laikotarpio
pabaigos.
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VY M26
5. Alyvuogiy aliejy savybes nustatant 1 dalies pirmoje pastraipoje
nurodytais metodais, analizés rezultatai tiesiogiai lyginami su Siame
reglamente nustatytomis ribomis.

VM25

2a straipsnis

1. Siame straipsnyje ,,parduodamas alyvuogiy aliejus® — visas atitin-
kamos valstybés narés alyvuogiy aliejaus ir alyvuogiy iSspaudy aliejaus
kiekis, suvartojamas toje valstybéje naréje arba eksportuojamas i§ tos
valstybés narés.

2. Valstybés narés uztikrina, kad atitikties patikros biity atlieckamos
atrankiai, remiantis rizikos analize, ir tinkamu daznumu, taip uztikrinant,
kad parduodamas alyvuogiy aliejus atitikty deklaruojama kategorija.

3. Rizikos vertinimo kriterijai gali biti Sie:

a) aliejaus kategorija, gamybos laikotarpis, aliejaus kaina palyginti su
kitokio aliejaus kaina, maiSymo ir pakavimo veiksmai, laikymo jren-
giniai ir salygos, kilmés Salis, paskirties Salis, gabenimo budas arba
partijos apimtis;

b) veiklos vykdytojy padétis prekybos grandinéje, jy parduodamo alie-
jaus kiekis ir (arba) verté, jy parduodamo aliejaus kategorijy jvai-
rové, vykdomo verslo rasis, pvz., malimas, laikymas, rafinavimas,
maiSymas, pakavimas arba mazmeniné prekyba;

C

~

anksciau atlikty patikry rezultatai, jskaitant nustatyty defekty skaiciy
ir pobudj, jprasta parduodamo alicjaus kokybe, naudojamos tech-
ninés jrangos darbinius parametrus;

d) veiklos vykdytojy taikomy kokybés uztikrinimo sistemy arba savi-
kontrolés sistemy, susijusiy su atitiktimi prekybos standartams, pati-
kimumas;

e) vieta, kurioje atlickama patikra, ypaC jei tai pirmasis patekimo j
Sajungg taskas, paskutinis taSkas prie§ iSgabenant i§ Sajungos arba
vieta, kurioje aliejus gaminamas, pakuojamas, kraunamas arba
parduodamas galutiniam vartotojui;

f) bet kokia kita informacija, i$ kurios biity galima jzvelgti neatitikties
rizika.

4.  Valstybés narés i§ anksto nustato:

a) partijy neatitikties reikalavimams rizikos vertinimo kriterijus;

b) remdamosi rizikos analize pagal kiekviena rizikos kategorija —
maziausig veiklos vykdytojy arba partijy ir (arba) kiekio, kuriy atitik-
ties patikra bus atlickama, kiekj.



01991R2568 — LT — 04.08.2016 — 029.001 — 7

VY M25

Per metus atlickama bent viena kiekvieno tustan¢io tony alyvuogiy
aliejaus, parduodamo valstybéje naréje, atitikties patikra.

5. Valstybés narés atitiktj tikrina:
a) bet kokia eilés tvarka atlikdamos I priede nurodytas analizes arba

b) laikydamosi Ib priedo schemoje sprendimams priimti nustatytos eilés
tvarkos, kol gaunamas vienas Sioje schemoje jraSyty atsakymy.

YM19

VY M25

3 straipsnis

Jei nustatoma, kad aliejus neatitinka jo kategorijos aprasymo, suintere-
suota valstybé naré, nedarydama poveikio bet kokioms kitoms baus-
méms, taiko veiksmingas, proporcingas ir atgrasias bausmes, atsizvelg-
dama j nustatyto pazeidimo sunkumg.

Jei atlikus patikras nustatoma dideliy pazeidimy, valstybés narés padi-
dina patikry, susijusiy su prekybos etapu, alicjaus kategorija, kilme ar
kitais kriterijais, daZnuma.

4 straipsnis

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,

— 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.

2. Jei valstybés narés jos teritorijoje kuriant degustatoriy grupes susi-
duria su sunkumais, jos gali pasikviesti kitoje valstybéje naré¢je patvir-
tintg 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 bty laikomasi.

VYM19

6 straipsnis

1.  Aliejaus kiekis aliejaus iSspaudose ir kitose alyvuogiy aliejaus
ekstrahavimo atliekose (KN kodai 2306 90 11 ir 2306 90 19) nusta-
tomas, taikant XV priede nurodyta metods.
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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 kategorijy 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.

VY M25

7a straipsnis

Fiziniai arba juridiniai asmenys ir asmeny grupés, laikantys alyvuogiy
aliejy ir alyvuogiy i$spaudy aliejy nuo ekstrahavimo maliine iki iSpils-
tymo ] butelius (imtinai), nesvarbu, kokiais profesiniais ar komerciniais
tikslais, turi registruoti kiekvienos tokio kategorijos aliejaus priémimg ir
iSdavima.

Valstybé naré uztikrina, kad buty tinkamai laikomasi pirmojoje pastrai-
poje nustatyto jpareigojimo.

8 straipsnis
1.  Valstybés narés praneSa Komisijai apie priemones, kuriomis
igyvendinamas $§is reglamentas. Jos praneSa Komisijai apie visus véles-
nius jy pakeitimus.
2. Ne véliau kaip iki kiekvieny mety geguzés 31 d. valstybés narés
perduoda Komisijai §io reglamento jgyvendinimo praéjusiais kalendori-
niais metais ataskaita. Ataskaitoje pateikiami bent jau atlikty alyvuogiy

aliejaus atitikties patikry rezultatai, kaip nurodyta XXI priede pateik-
tuose Sablonuose.

3. Siame reglamente nurodyti pranesimai teikiami remiantis Komi-
sijos reglamentu (EB) Nr. 792/2009 (1).

9 straipsnis

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

10 straipsnis

1. Sis reglamentas jsigalioja tre¢ig diena po jo paskelbimo Europos
Bendrijy oficialiajame leidinyje.

Taciau XII priede nurodytas metodas taikomas nuo PM1 1992 m.
lapkricio 1 d. <, iSskyrus atvejus, susijusius su intervencinés sistemos

operacijomis.

(') OL L 228, 2009 9 1, p. 3.
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Tas metodas netaikomas pirmo spaudimo alyvuogiy aliejui, paruoStam
parduoti iki 1992 m. lapkri¢io 1 d.

2. Sis reglamentas netaikomas alyvuogiy aliejui ir alyvuogiy i§spaudy
aliejui, jpakuotam iki §io reglamento jsigaliojimo ir parduotam iki
1992 m. spalio 31 d.

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

PRIEDAI
Turinys

Alyvuogiy aliejaus savybés

Alyvuogiy aliejaus arba alyvuogiy i$spaudy aliejaus, prista-
tyto pirmingje pakuotéje, méginiy émimas

Sprendimy schema siekiant patikrinti, ar alyvuogiy aliejaus
méginys atitinka deklaruota kategorija

Laisvyjy riebaly ragsciy kiekio nustatymas Saltuoju metodu
Peroksidy skai¢iaus nustatymas

Vasky kiekio nustatymas dujy chromatografijos metodu
kapiliarin¢je kolonéléje

Steroliy ir triterpeno dialkoholiy sudéties ir kiekio nusta-
tymas kapiliarinés dujy chromatografijos metodu

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

Spektrofotometrinis tyrimas ultravioletinéje spektro dalyje

Riebaly ragsc¢iy metilesteriy nustatymas dujy chromatogra-
fijos metodu

Lakiyjy halogeninty tirpikliy kiekio alyvuogiy aliejuje
nustatymas

Tarptautinés alyvuogiy aliejaus tarybos pirmojo spaudimo
alyvuogiy aliejaus organoleptinio vertinimo metodas

Aliejaus kiekio alyvuogiy atliekose nustatymas
Jodo skaiCiaus nustatymas

Augaliniuose aliejuose esanCiy stigmastadieny nustatymo
metodas

Skirtumo tarp faktinio ir teorinio triacilgliceroliy kiekio su
ECN 42 nustatymas

> M28 Alifatiniy ir triterpeno alkoholiy kiekio nustatymas
kapiliarinés dujy chromatografijos metodu <«

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

8 straipsnio 2 dalyje nurodyty alyvuogiy aliejaus atitikties
patikry rezultatai



1 PRIEDAS

ALYVUOGIU ALIEJAUS SAVYBES

Skirtumas:
o Peroksidy o ) ECN42A Orgaf\lc()]eptmls AOArgan_leep-
. Riebaly riigiciy etilo Rugstin- skaigius Vaskai 2—gllcer1'lo Stigmasta- | (HPLC) ir Kjgs arba trikumy | tinis trakumy
Kategorija teriai (FAEE) (* gumas E ? ke (%% monopalmitatas dienai ECN42 Koz () KZ"’S *) Delta-K (*)| medianos medianos
esteriai ( ) ) (%) (*) o r/l; q(*) mglkg (**) (%) mg/kg (1) (teorinis 270 ivertinimas jvertinimas
2/kg apskaicia- (Md) (*) M) (*)
vimas)
Auksciausios FAEE <40 mg/ | <0,8 <20 C42 + C44 + C46 < 150 < 0,9, jei bendras [ < 0,05 <10,2| <250 | £0,22 < 0,01 Md =0 Mf >0
kokybés kg (20132014 palmitino rigs-
pirmojo spau- derliaus ties % < 14 %
dimo metai) (2)
alyvuogiy
aliejus FAEE S 35 ll’lg/
kg (2014-2016
derliaus metai) < 1,0, jei bendras
FAEE < 30 mg/ palmitino rags-
kg (po 2016 ties % > 14 %
derliaus mety)
Pirmojo spau- — <20 <20 C42 + C44 + C46 < 150 < 0,9, jei bendras [ < 0,05 <10,2| <2,60 | <025 < 0,01 Md < 3,5 Mf >0
dimo palmitino roigs-
alyvuogiy ties % < 14 %
aliejus
< 1,0, jei bendras
palmitino rags-
ties % > 14 %
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Skirtumas:

- Peroksidy o ) ECN42. Organoleptinis .O.rganolep—
. Riebaly riigétiy etilo| N8 | guaiius Vaskai 2-glicerilo Stigmasta- | (HPLC) ir Kyes arba trakumy | tinis trikumy
Kategorija L « gumas ’ s monopalmitatas dienai ECN42 Ky (%) e |Delta-K (*)|  medianos medianos
esteriai (FAEE) () | 9y () | ~mEQ mg/kg (**) %) mg/kg (1) | (teorinis Koo () ivertinimas | jvertinimas
Onkg (*) apskaitia- Md) (¥) Mf) (*)
vimas)
Pirmojo spau- — > 2,0 — C40 + C42 + C44 + C46 < 0,9, jei bendras [ < 0,50 <10,3| — — — Md —
dimo klasi- <300 (%) palmitino rags- >35®
kinis ties % < 14 %
alyvuogiy
aliejus
lampante
< 1,1, jei bendras
palmitino rigs-
ties % > 14 %
Rafinuotas — <03 <5 C40 + C42 + C44 + C46 < 350 | < 0,9, jei bendras — <10,3| — <L10 | <0,16 — —
alyvuogiy palmitino rags-
aliejus ties % < 14 %
< 1,1, jei bendras
palmitino rags-
ties % > 14 %
Maisytas rafi- — <1,0 <15 C40 + C42 + C44 + C46 < 350 | < 0,9, jei bendras — < 10,3 — < 0,90 <0,15 — —

nuoto ir
pirmojo spau-
dimo
alyvuogiy
aliejus

palmitino rags-
ties % < 14 %

< 1,0, jei bendras
palmitino rags-
ties % > 14 %

91078070 — LI'T— 89STUT6610

100°620

4!



Y M27

Skirtumas:
. ECN42 Organoleptinis | Organolep-
. e Rugstin- Perql§§1dq . 2-glicerilo Stigmasta- [ (HPLC) ir trikumy tinis trikumy
Kategorija Rleba}l{ rugseiy etilo umas skaicius, Vaskai monopalmitatas dienai ECN42 Kz (%) Kags arba Delta-K (*)| medianos medianos
gory esteriai (FAEE) (*) | £ mEq mg/kg (**) P e 232 Ka70 () e mecia
(%) (*) Oy/ke (*) (%) mg/kg (1) (teorinis jvertinimas jvertinimas
2fXe apskaicia- Md) (*) M6 (%)
vimas)
6. Neapdorotas — — — C40 + C42 + C44 + C46 <14 — < 10,6 — — — — —
alyvuogiy > 350 (°)
i$spaudy
aliejus
7. Rafinuotas — <03 <5 C40 + C42 + C44 + C46 > 350 <14 — <10,5] — < 2,00 < 0,20 — —
alyvuogiy
iSspaudy
aliejus
8. Alyvuogiy — <10 <15 C40 + C42 + C44 + C46 > 350 <12 — <10,5] — < 1,70 <0,18 — —
iSspaudy
aliejus
(") Izomery, kurie galéty (arba negaléty) buti atskirti kapiliarine kolonéle, suma.
() Si riba taikoma alyvuogiy aliejams, pagamintiems nuo 2014 m. kovo 1 d.
(®) Aliejai, kuriuose yra nuo 300 mg/kg iki 350 mg/kg vasky, laikomi pirmojo spaudimo klasikiniais alyvuogiy aliejais lampante, jei bendras alifatiniy alkoholiy kiekis yra ne didesnis nei 350 mg/kg arba jei eritrodiolio ir
uvaolio procentiné dalis yra ne didesné nei 3,5.
(#) Trukumy mediana gali buti maZesné arba lygi 3,5; vaisiy poZymio mediana lygi 0.
(®) 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 ir jei eritrodiolio ir uvaolio procentiné dalis yra

didesné nei 3,5.
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Riebaly riigsciy sudétis (1) Trans- Steroliy sudétis
Trans- | linolo ir .
. . Bendras Eritro-
) oleiniy | trans-li- Brasi- Tariamasis | Delta-7- | steroliy | diolis ir
Kategorija Miristo | Linoleno Eiko- Eiko- Beheno Ligno- lzsolﬁlne;q i;g:sz;) Cholfs- Kasto- Kan;pesz» Stlgrr;fiste— Bsitoste- | stigmaste- | kiekis uvaolis
(%) (%) Z(f;l;) Zi/n;) (%) ?f/r()) %) sumaq te(r(;) 18 rolis ter(()(;s)( ) r(g /1)5 rolis 3) | nolis® | (mgkg) | (%) (**)
Vo ' ) R IS ‘ o lenen | o
Auksciausios  kokybés pirmojo | < 0,03 | < 1,00 | <0,60 | <040 [<0,20]<0,20[<0,05[<0,05| <0,5 ]| <0,1 <40 < kamp. | > 93,0 <0,5 | >1000 <45
spaudimo alyvuogiy aliejus
Pirmojo  spaudimo  alyvuogiy [ < 0,03 | < 1,00 | <0,60 | <0,40 [ <0,20]<0,20|<0,05[<0,05| <0,5] <0,1 <40 < kamp. | > 93,0 <05 | >1000 <45
aliejus
Pirmojo  spaudimo  klasikinis | < 0,03 | <1,00|<0,60|<0,40(<0,20]<0,20[<0,10[<0,10| 0,5 | <£0,1 <40 — > 93,0 <05 |>1000 | <45
alyvuogiy aliejus lampante
Rafinuotas alyvuogiy aliejus <0,03 | <1,00]<0,60]|<040]<0,20]<0,20]<0,20]<0,30]| <0,5 ] <0,1 <40 < kamp. | > 93,0 <05 |[>1000 <45
Maisytas rafinuoto ir pirmojo | < 0,03 | <1,00|<0,60|<0,40[<0,20]<0,20[<0,20(<0,30| <0,5 | <0,1 <4,0 < kamp. > 93,0 <0,5 > 1000 < 4,5
spaudimo alyvuogiy aliejus
Neapdorotas alyvuogiy iSspaudy [ < 0,03 | < 1,00 | <0,60|<0,40|<0,30[<0,20]|<0,20]|<0,10| 0,5 ] <0,2 <40 — > 93,0 <0,5 >2500 | >450)
aliejus
Rafinuotas alyvuogiy iSspaudy | < 0,03 | <1,00<0,60<0,40[<0,30]<020]<0,40]<035| <05 ] <0,2 <40 < kamp. > 93,0 <0,5 > 1800 > 45

aliejus
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Y M27

Riebaly rigsciy sudetis (1) Trans- Steroliy sudétis
Trans- | linolo ir .
Kategorii o - N 1 : rasi- ) . _ | Tariamasis | Delta-7- °rol ;
alegoria Miristo | Linoleno E:;‘z) 2161;?) Beheno Lég?: 1zso::1ne;q i;l((:rsil:q (i:roolﬁz kaste- t]::lliie(sz) Stlgr:)rﬁissle Bsitoste- | stigmaste- |  kiekis uvaolis
(%) (%) %) %) (%) %) %) suma %) rolis %) %) rolis () | nolis () | (mgkg) | (%) (**)
’ ’ ’ (%) Tl o ’ ’ @) () | (%)
8. Alyvuogiy iSspaudy aliejus <003 |{<1,00]<0,60]|<0,40[<030]<020]<040]<035| <05 ] =<0,2 <40 < kamp. > 93,0 <05 > 1600 > 45

() Kity riebaly ragsciy kiekis (%): palmitino: 7,50-20,00; palmitoleino: 0,30-3,50; heptadekano: < 0,30; heptadeceno: < 0,30; stearino: 0,50-5,00; oleino: 55,00-83,00; linolo: 2,50-21,00.

() Zr. §io priedo priedélj.

(®) Tariamasis B-sitosterol: A-5,23-stigmastadienolis + klerosterolis + B-sitosterolis + sitostanolis + A-5-avenasterolis + A-5,24-stigmastadienolis.

(*) Aliejai, kuriuose yra nuo 300 mg/kg iki 350 mg/kg vasky, laikomi pirmojo spaudimo klasikiniais alyvuogiy aliejais lampante, jei bendras alifatiniy alkoholiy kiekis yra ne didesnis nei 350 mg/kg arba jei eritrodiolio ir
uvaolio procentiné dalis yra ne didesné nei 3,5.

(®) Aliejai, kuriuose yra nuo 300 mg/kg iki 350 mg/kg vasky, laikomi neapdorotais alyvuogiy iS§spaudy aliejais, jei bendras alifatiniy alkoholiy kiekis yra didesnis nei 350 mg/kg arba jei eritrodiolio ir uvaolio procentiné dalis yra
didesné nei 3,5.

Pastabos

a) Analizés rezultatai turi bati pateikti tokiu pat tikslumu po kablelio, kaip nustatyta kiekvienai savybei. Apvalinant rezultata nustatytu tikslumu, paskutinis skaitmuo yra didinamas vienetu, jei po jo
einantis skaitmuo didesnis uz 4.

b) Aliejus gali bati priskirtas kitai kategorijai arba paskelbtas neatitinkanciu Siame reglamente jam keliamy grynumo kriterijy net ir tuo atveju, jei nustatyty veréiy neatitinka tik viena savybé.

¢) Zvaigzdute (*¥) pazymétos alicjaus kokybés savybés reiskia: — pirmojo spaudimo klasikinis alyvuogiy aliejus lampante nebiitinai vienu metu turi atitikti visas ribines vertes; pirmojo spaudimo
alyvuogiy aliejai net ir tuo atveju, jei su nustatyta ribine verte nesutampa vienintelé¢ savybe, yra priskiriami kitai aliejaus kategorijai, nors vis tiek klasifikuojami kaip pirmojo spaudimo alyvuogiy
aliejus.

d) Dviem zvaigzdutémis (¥*) pazyméta savybé reiskia, kad visy rasiy alyvuogiy iSspaudy aliejus nebiitinai vienu metu turi atitikti visas ribines vertes.
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Y M27

Priedélis

SPRENDIMO SCHEMA

Kampesterolis. Sprendimy schema. Pirmojo spaudimo ir auks¢iausios kokybés pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejai

{ 4,0 % < Campesterol < 4,5 % ]

|

i i
[ Stigmasterol < 1,4 % ] ( A-7-stigmastenol < 0,3 % E

Kiti parametrai turi atitikti Siame reglamente nustatytas ribines vertes.
Delta-7-stigmastenolis. Sprendimy schema.

— Auksciausios kokybeés pirmojo spaudimo ir pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejai

{ 0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,8 % ]

T

i
f i ] |

[ App. fsitosterol/ ) ( Stigmasterol < 1,4 % ] [ AECN42<]0,1| J

Campesterol < 3,3 % .
(campest + A7stig) = 25

Kiti parametrai turi atitikti Siame reglamente nustatytas ribines vertes.

— Alyvuogiy i$spaudy aliejai (neapdoroti ir rafinuoti):

[ 0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,7 % 1

Rest of parameters
inside limits

AECN42 < 0,40 | Stigmasterol < 1,4 %
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la PRIEDAS

ALYVUOGIU ALIEJAUS ARBA ALYVUOGIU ISSPAUDU ALIEJAUS,
PRISTATYTO PIRMINEJE PAKUOTEJE, MEGINIU EMIMAS

Sis méginiy émimo metodas taikomas alyvuogiy arba alyvuogiy iSspaudy alie-
jaus, pristatyto pirminéje pakuotéje, partijoms. Atsizvelgiant | tai, ar pirminés
pakuotés tiris yra didesnis nei 5 litrai, ar ne, taikomi jvairGis méginiy émimo
metodai.

Partija — prekés vienety, kurie buvo pagaminti ir supakuoti tokiomis aplinky-
bémis, kad kiekviename prekés vienete esantis aliejus pagal visas analitines
savybes yra laikomas homogenisku, rinkinys. Partija turi biiti individualiai pazy-
méta pagal Europos Parlamento ir Tarybos direktyva 2011/91/ES (V).

Eminys — pirminéje pakuotéje esancio aliejaus kiekis, paimtas i§ atsitiktine tvarka
parinktos partijos vietos.

1. PIRMINIO MEGINIO SUDETIS
1.1. Ne didesné nei 5 litry pirminé pakuoté

Pirminis méginys, kai pirminé pakuoté yra ne didesné nei 5 litry, — keletas
éminiy, paimty i§ partijos vadovaujantis 1 lentele.

1 lentele

Biutiniausias pirminio méginio dydis

Jeigu pirminés pakuotés tiris Pirminj méginj turi sudaryti aliejus i§
a) 1 litras ar daugiau a) vienos pirminés pakuotés;
b) maziau nei 1 litras b) minimalaus pakuociy, kuriy
bendras tiiris yra bent 1,0 litras,
skaiciaus

Kiekviena valstybé naré, atsizvelgdama j savo poreikius (pavyzdziui, jeigu
organoleptinj vertinimg atlieka kita nei atlikusioji cheming analizg, kontr-
aanaliz¢ ir t. t. laboratorija), gali padidinti 1 lentelé¢je nurodyta pakuociy
skaiciy, i§ kurio buty sudarytas pirminis méginys.

1.2. Didesné nei 5 litry pirminé pakuoté
Pirminis méginys, kai pirminé pakuoté yra didesné nei 5 litry, — visy éminiy

dalis, atspindinti jy visuma, gauta juos redukuojant ir vadovaujantis 2
lentele. Pirminj méginj turi sudaryti jvairis pavyzdziai.

Pirminio méginio ,,pavyzdys®“ — kiekviena i§ pirminj méginj sudaranciy

pakuociy.
2 lentele
Biitiniausias éminiy skaicius
Pakuodiy partijoje skai¢ius Bitiniausias éminiy skaitius
Iki 10 1
Nuo ... 11 iki 150 2

(") 2011 m. gruodzio 13 d. Europos Parlamento ir Tarybos direktyva 2011/91/ES dél

nuorody arba Zymy maisto produkto partijai identifikuoti (OL L 334, 2011 12 16, p. 1).
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Pakuociy partijoje skaiCius Bitiniausias éminiy skaicius
Nuo ... 151 iki 500 3
Nuo ... 501 iki 1500 4
Nuo ... 1501 iki 2 500 5
Daugiau kaip 2500 kiekvienam 1 papildomas éminys
1 000 pakuociy

Siekiant sumazinti i§ pirminiy pakuociy paimty méginiy tirj, pirminiam
méginiui parengti paimty éminiy turinys homogenizuojamas. [vairiy éminiy
dalys supilamos j bendra talpykla, kurioje sumaiSomos, kad biity homoge-
nizuotos, uztikrinant kuo geriausig apsauga nuo oro.

Pirminio méginio turinys turi buti iSpilstytas j keletg bent 1,0 litro tario
pakuoéiy, kuriy kiekviena sudaro pirminio méginio pavyzdj.

Kiekviena valstybé naré¢, atsizvelgdama | savo poreikius (pavyzdziui, jeigu
organoleptinj vertinima atlieka kita nei atlikusioji cheming¢ analiz¢, kontr-
aanalize ir t. t. laboratorija), gali padidinti pirminiy méginiy skaiciy.

Kiekviena pakuoté turi buti uzpildyta taip, kad oro sluoksnis virSuje biity
kuo mazesnis, ir paskui tinkamai uzdaryta ir uzsandarinta, kad produktas
nebiity sugadintas.

Sie pavyzdziai turi bati pazenklinti etiketémis, kad juos buty galima
teisingai identifikuoti.
2. ANALIZES IR REZULTATAI

2.1. Kiekvienas pirminis méginys pagal standarto EN ISO 5555 2.5 punkta turi
buti padalytas j laboratorinius méginius ir iSanalizuotas Ib priede pateikia-
moje sprendimy schemoje nurodyta tvarka arba bet kokia kita atsitiktine
tvarka.

2.2. Jeigu deklaruotos aliejaus kategorijos savybes atitinka visi analizés rezul-
tatai, derancia turi blti pripazinta visa partija.

Jeigu bent vienas analizés rezultatas neatitinka deklaruotos aliejaus katego-
rijos savybiy, visa partija turi buti pripazinta nederancia.
3. PARTIIOS KATEGORIJOS TIKRINIMAS
3.1. Partijos kategorijai patikrinti kompetentinga institucija gali padidinti jvai-
riose partijos vietose imamy pirminiy méginiy skaiCiy pagal Sig lentelg:
3 lentelé

Pirminiy méginiy skaicius, nustatomas pagal partijos dydi

Partijos dydis (litrais) Pirminiy méginiy skaidius
Maziau nei 7 500 2
Nuo 7 500 iki maziau nei 25 000 3
Nuo 25000 iki maziau nei 75 000 4
Nuo 75 000 iki maziau nei 125 000 5
125 000 arba daugiau 6 + 1 kiekvienam papildomam
50 000 litry kiekiui
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Kiekvienas j pirminj méginj jtraukiamas éminys turi buti imamas $alia tos
partijos vietos, kurioje paimtas ankstesnis éminys; biitina jsidéméti vieta, i§
kurios paimtas kiekvienas pirminis méginys, ir aiskiai ja pazyméti.

Kiekvienas pirminis méginys turi biiti formuojamas 1.1 ir 1.2 punktuose
nurodyta tvarka.

Paskui atlickamos kiekvieno pirminio méginio analizés, nurodytos
2 straipsnio 1 dalyje.

3.2. Jeigu vienas i§ bent vieno pirminio méginio analiziy, nurodyty 2 straipsnio
1 dalyje, rezultaty neatitinka deklaruotos aliejaus kategorijos savybiy, nede-
rania pripazjstama visa partija, i$ kurios paimti tie méginiai.
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Ib PRIEDAS

SPRENDIMU SCHEMA SIEKIANT PATIKRINTI, AR ALYVUOGIU ALIEJAUS
MEGINYS ATITINKA DEKLARUOTA KATEGORIJA

1 lentele

AUKSCIAUSIOS KOKYBES PIRMOJO
SPAUDIMO ALYVUOGIU ALIEJUS T .
(kokybeés kriterijai) i

Ragstingumas % Aliejus neatitinka
<038 | > 038 c > deklaruotos kategorijos
i @
Peroksidy skaicius mEqO,/kg %
<20 | >20
UV spektrometrija
K270 < 0,22 K270 > 0,22 D
UV spektrometrija
AK < 0,01 AK > 0,01 >
UV spektrometrija
k232250 | K232>250 > 1 e
v :
Organoleptinis jvertinimas Aliejus neatitinka
> i deklaruotos kategorijos.
Vaisiy poZymio med. > 0| Vaisiy poz. med. = 0 Vi o
: )
ir Vaisiy med. >0 "
. 7
triikumy med. = 0 I
trikumy med. > 0
Elo esteriai* | i T
taip | ne
<40 mgfkg 2013-2014 derliaus metais
< 35 mglkg 2014-2015 derliaus metais
< 30 mglkg nuo 2015-2016 derliaus mety

Aliejaus riisis pagal kokybeés kriterijus atitinka deklaruota
kategorijg.

Zr. toliau 3 lentele (Grynumo kriterijai)
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2 lentele

Pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejai
(Kokybés kriterijai)

Ragstingumas %

<20 ‘ >20 >
Peroksidy skai¢ius mEq O,/kg
<20 ‘L > 20 >
UV spektrometrija
Koz 0,25 ‘ Rz 50,25 > “'_..-----......%

.,

4 °
\w .‘

*
-*

&
- S Aliejus neatitinka %
UV spektrometrija . deklaruotos .
>h-->1 kategorijos :
AK 0,01 ‘ AK > 0,01 . 801y :
¥y K (a) 3
o’. ...
. *, o
UV spektrometrija ""n.....---" g
K232 < 2,60 ‘ K232 = 2,60 >
Organoleptinis jvertinimas
Vaisiy poz. med. >0 | VaisiPp oZ; med: = 0 >
) arba
r vaisi poz. med. >0
trikumy mediana < 3,5 | trikumy mediana > 3,5
MLLLTTYS
JL ““"‘ ....0'.
4
o Ali¢jus neatitinka ".‘
Ar minéty parametry vertés atitinka auks¢iausios kokybés . deklaruotos .
pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus kokybés kriterijus? >: kategorijos .
—>u :
L]
(1 lentelé) 3 (b) 3
o" .‘,
() *
NE TAIP 0, o
"lullnll"

y

Aliejaus rusis pagal kokybés kriterijus atitinka
deklaruoty kategorija
Zr. toliau 3 lentelg (Grynumo kriterijai)
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3 lentele

Auksdiausios kokybés pirmojo spaudimo ir
pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejai
(Grynumo kriterijai)

““Illlllll.......
Kokybés kriterijai (1 ir 2 lentelés) .o"‘ "~.‘
s Aliejus neatitinka s,
TAIP NE h----> & deklaruotos kategorijos %
K V'
% “.’0 "’.
3,5-stigmastadienai mg/kg ."n..____“",..-“"
<0,05 >0,05 >
7 R 0..
JL . .."‘ Aliejus neatitinka "‘
Riebaly rigsciy trans-izomerai % : deklaru(‘)'tos H
. kategorijos :
tC18:1 < 0,05 tC18:1 > 0,05 > s, 0
£(C18:2 + C18:3) < 0,05 t(C18:2 + C18:3) > 0,05 ., () o

Riebaly rugsciy kiekis
TAIP NE I
i e,

v,
. »
..$ 0..
4 *

\ 4

A ECN42 5 §  Alijus neatitinka %
-1 deklaruotos :
<10,2| >10.2] > 5 kategorijos s

**

Il U
*
£ *
*, *
* **

o s e . gis ."'---.-u-“"
Steroliy sudétis ir bendras kiekis

TAIP NE >
Eritrodiolis + uvaolis % “.-“' = -,

<20 ‘ 2,0 >E+U < 4,5 ‘ > 4,5 > .." Aliejus neatitinka .“_
. deklaruotos 3
JL ) kategorijos H
.1 % K]

Vagkai! mg/kg ..... (b) “"

<150 >150 - ~.,.__. e *
7 amms

Aliejaus rasis atitinka deklaruoty kategorija
1C42+C44+C46
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1 priedélis
Sio reglamento priedy ir sprendimy schemoje nurodyty analiziy atitikmeny lentelé
— Ragstingumas IT priedas Laisvyjy riebaly ragséiy kiekio nusta-
tymas Saltuoju metodu
— Peroksidy skaicius III priedas Peroksidy skaiciaus nustatymas
— UV spektrometrija IX priedas Spektrofotometrinis tyrimas
— Organoleptinis vertinimas XII priedas Pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus
organoleptiniy savybiy vertinimas
— Etilo esteriai XX priedas Vasky, riebaly rigsciy metilesteriy ir
riebaly ragsciy etilo esteriy kiekio
nustatymo kapiliarinés dujy chromato-
grafijos budu metodas
— 3,5-stigmastadienai XVII priedas Augaliniuose aliejuose esanciy stigmas-
tadieny nustatymo metodas
Vv M28
— Riebaly riigsciy trans-izomerai | X priedas Riebaly rugsciy metilesteriy nustatymas
dujy chromatografijos metodu
— Riebaly rugsciy sudétis X priedas Riebaly rtuigsciy metilesteriy nustatymas
dujy chromatografijos metodu
VY M26
— AECN42 XVIII priedas Trigliceridy sudéties nustatymas su
ECN42 (HPLC duomeny ir teorinés
sudéties skirtumas)
— Steroliy sudétis ir bendras | V priedas Steroliy ir triterpeno dialkoholiy sudé-
kiekis ties ir kiekio nustatymas kapiliarinés
— Eritrodiolis ir uvaolis dujy chromatografijos metodu
— Vaskai IV priedas Vasky kiekio nustatymas dujy chroma-
tografijos metodu-kapiliarinéje koloné-
léje
VY M28
— Alifatiniai ir triterpeny alkoho- | XIX priedas Alifatiniy ir triterpeny alkoholiy kiekio
liai nustatymas kapiliarinés dujy chromato-
grafijos metodu
VY M26

2 padétyje prisotintos riebaly
rugstys

VII priedas

2-glicerilo monopalmitato procentinés
dalies nustatymas
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1I PRIEDAS

LAISVUJU RIEBALU RUGSCIU KIEKIO NUSTATYMAS SALTUOJU
METODU

1. TAIKYMO SRITIS

Sio metodo aprase nurodoma, kaip nustatomas laisvyjy riebaly riigsciy
kiekis alyvuogiy aliejuje ir alyvuogiy iSspaudy aliejuje. Laisvyjy ragsciy
kiekis iSreiSkiamas riigstingumu, apskaiCiuojamu kaip oleino ragsties
procentine dalis.

2. METODO ESME

Eminys istirpinamas tirpikliy miSinyje ir esandios laisvosios riebaly
rugstys titruojamos naudojant kalio hidroksido arba natrio hidroksido
tirpalg.

3. REAGENTAI

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

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

Prie§ pat naudojima miSinys neutralizuojamas kalio hidroksido tirpalu
(3.2) kiekvienam 100 ml miSinio pilant 0,3 ml fenolftaleino tirpalo (3.3).

1 pastaba. Dietileteris yra labai degus ir gali sudaryti sprogius perok-
sidus. Ji naudojant turi biiti imamasi ypatingy atsargumo
priemoniy.

2 pastaba. Jei negalima naudoti dietiletrio, gali biiti naudojamas tirpikliy
miSinys, kurio sudétyje yra etanolio ir tolueno. Prireikus
etanolj galima pakeisti 2-propanoliu.

3.2 Kalio hidroksido arba natrio hidroksido titruotas tirpalas etanolyje arba
vandenyje, c(KOH) [arba c¢(NaOH)] apytikriai 0,1 mol/l arba, jei bitina,
¢(KOH) [arba c¢(NaOH)] apytikriai 0,5 mol/l. Tirpaly galima ir nusipirkti.

Turi biti zinoma tiksli kalio hidroksido tirpalo (arba natrio hidroksido
tirpalo) koncentracija; prie§ naudojima ji patikrinama. Naudokite bent
prie§ penkias dienas paruosta ir | rudo stiklo butelj su guminiu kams¢iu
dekantuota tirpala. Tirpalas turi biti bespalvis arba Siaudy spalvos.

Jei naudojant kalio hidroksido (arba natrio hidroksido) vandenin;j tirpalg
stebimas faziy atsiskyrimas, vandeninj tirpala pakeiskite etanolio tirpalu.

3 pastaba. Stabily bespalvj kalio hidroksido (arba natrio hidroksido)
tirpalg galima paruosti taip: j 1 000 ml etanolio arba vandens
idedama 8 g kalio hidroksido (arba natrio hidroksido) ir 0,5 g
aliuminio drozliy, uzvirinama ir vieng valanda verdama su
griztamuoju kondensatoriumi. Nedelsiant distiliuojama. Disti-
liate iStirpinamas reikiamas kiekis kalio hidroksido (arba
natrio hidroksido). Paliekama kelias dienas stovéti, paskui
skaidrus vir§ kalio karbonato (arba natrio karbonato) nuosédy
esantis tirpalas dekantuojamas.

Tirpalg galima paruosti ir be distiliacijos: § 1000 ml etanolio (arba
vandens) jpilama 4 ml aliuminio butilato ir miSinys palickamas kelias
dienas stovéti. Vir§ nuosédy esantis skystis dekantuojamas ir jame istir-
pinamas reikiamas kiekis kalio hidroksido (arba natrio hidroksido).
Tirpalas paruos$tas naudoti.
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3.3.  Fenolftaleino 10 g/1 tirpalas 95-96 % (v/v) etanolyje arba Sarminio
zydriojo 6B ar timolftaleino 20 g/l tirpalas 95-96 % (v/v) etanolyje.

Stiprios ~ spalvos aliejams naudojamas Sarminis Zydrasis arba
timolftaleinas.

4. APARATURA

Iprasta laboratoriné jranga, jskaitant:

4.1.  Analizines svarstykles;

4.2. 250 ml talpos kiigine kolba;

4.3. 10 ml A klasés biuretg, sugraduota po 0,05 ml, arba lygiavert¢ automating
biuretg.

S. PROCEDURA
5.1.  Analizuojamo éminio ruoSimas

Jei éminys yra drumstas, jj reikéty filtruoti.

5.2. Analizuojamo éminio dalis

Eminio imama, atsizvelgiant j numatomga riigitinguma, pagal tokig lentele:

Numatomas rigstingumas
(oleino ragsties kiekis Eminio masé (g) Svérimo tikslumas (g)
g/100g)
0-2 10 0,02
>2-75 2,5 0,01
> 15 0,5 0,001

Eminys sveriamas kiiginéje kolboje (4.2).

5.3. Nustatymas

Eminys (5.2) istirpinamas 50-100 ml prie$ tai neutralizuoto dietileterio ir
etanolio miSinio (3.1).

Titruojama 0,1 mol/l koncentracijos kalio hidroksido (arba natrio hidro-
ksido) tirpalu (3.2) (zr. 4 pastabg) maisant, kol pasikei¢ia indikatoriaus
spalva (spalvoto indikatoriaus spalva nepranyksta bent 10 sekundziy).

4 pastaba. Jei reikiamo kalio hidroksido (arba natrio hidroksido) 0,1
mol/l tirpalo kiekis yra didesnis nei 10 ml, naudojamas 0,5
mol/l tirpalas arba pagal sitiloma lentel¢ pasirenkama kita
éminio masé atsizvelgiant | numatoma ragstinguma.

5 pastaba. Jei titruojant tirpalas susidrumscia, jpilama tiek tirpikliy (3.1),
kad tirpalas pasidaryty skaidrus.

Antras nustatymas atlickamas tik jei gautas pirmas rezultatas virsija alie-
jaus kategorijai nustatyta riba.
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6. REZULTATU APSKAICIAVIMAS

Riagstingumas oleino riigsties masés procentais apskaiCiuojamas pagal
formulg:

M 100 VxcxM

X =
1000 m 10 x m

V = titruoti naudoto kalio hidroksido (arba natrio hidroksido) tirpalo
tiris mililitrais;

¢ = tiksli titruoti naudoto kalio hidroksido (arba natrio hidroksido)
tirpalo koncentracija moliais litre;

M = 282 g/mol, moliné masé gramais vienam oleino riigsties moliui;

m = éminio masé gramais.

Oleino riigsties kiekis nurodomas taip:
a) nuo 0 iki 1 imtinai — Simtyjy tikslumu;

b) nuo 1 iki 100 imtinai — deSimtyjy tikslumu.
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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$siskyres jodas titruojamas etaloniniu
natrio tiosulfato tirpalu.

APARATURA

Visoje naudojamoje jrangoje neturi bti 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 jj Svariy ir sausy inertiniy dujy srove.

Lediné (atSaldyta) acto rligstis, analiziSkai 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 ziareéti, kad bandinys biity imamas ir laikomas neapsviestoje Saltoje
vietoje, visiSkai uzpildytame stikliniame inde, hermetiskai uzkim$tame
slifo arba kamsc¢iamedzio kams¢iais.
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DARBO EIGA

Analizé turi bati atliekama i$sklaidytoje dienos Sviesoje arba esant dirbti-
niam ap$vietimui. Stiklinégje 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.) (2)
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) atkemSama ir j ja jdedama 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. ISsiskyres 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 atlieckami 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 skaicius (PS), skai€iuojant aktyvaus deguonies miliekvivalen-
tais kilogramui, nustatomas pagal formulg:

_V><T><1000

pv = -~~~ %
m
kurioje:
V = nustatymui sunaudoto etaloninio natrio tiosulfato tirpalo (6.4)
tiris, pataisytas pagal tus¢iojo bandymo rezultatg, ml;
T = tiksli naudoto natrio tiosulfato tirpalo (6.4) moliné koncentracija;
m = analizuojamos bandinio dalies mas¢, g.

Rezultatas skaiCiuojamas kaip dviejy nustatymy aritmetinis vidurkis.



01991R2568 — LT — 04.08.2016 — 029.001 — 29

VYM21
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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 gautg 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 dujy 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 j 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 j kolonéle.

3.5.  Elektriné purtyklé.

3.6.  Sukamasis garintuvas.

3.7.  Mufelin¢ krosnis.

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

4. REAGENTALI

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

Jis paruoSiamas taip: silikagelis dedamas j 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§ naudojimg laikoma tamsoje ne maziau kaip 12
valandy.
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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 miristilstearatg).

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 j kolo-
néle (3.2.). Silikageliui leidziama savaime nusésti. Kad chromatografinis
sluoksnis biity homogeniskesnis, nusodinimas baigiamas, naudojant elek-
tring purtykle (3.5.). PriemaiSos paSalinamos per silikagelj 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 j numatoma vasko kiekj méginyje. Pvz.:
analizuojant alyvuogiy aliejy jdedama 0,1 mg laurileikozanato, analizuo-
jant maiSyta alyvuogiy i$spaudy aliejy — 0,25-0,5 mg. Paruostas méginys
dviem 2 ml n-heksano (4.2.) porcijomis supilamas j chromatografijos
kolonélg.

Tirpikliui leidziama iStekéti iki 1 mm lygio vir§ absorbento virSutinio
pavirSiaus, tuomet per silikagelj praleidziama 70 ml n-heksano natiiraliai
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
tarpine, 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 dujy chromatografo (3.3), kolonélés pradzig
sujungiant su tiesioginio jpurSkimo jtaisu, galg — su detektoriumi. Patik-
rinamas dujy chromatografijos jrenginys (dujy kilpy, detektoriaus, ir savi-
raSio veikimas ir t. t.).
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Jei kolonélé naudojama pirma karta, patartina ja kondicionuoti. Per kolo-
nélg paleidziama nestipri dujy srové, tuomet jjungiamas dujy 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 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 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 salygy:

— kolonélés temperatiira:

ZQ °C/ 5'°C/ 2Q °C/
minute minute minute
pradiné — 240 °C — 325 °C — 340 °C
tené%eroaéﬁra ©) (10"
1

— 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 biti kei¢iamos, atsizvelgiant j kolonéleés bei dujy chro-
matografo savybes, kad buty pasiektas visy vasky atskyrimas, pakankama
smailiy skiriamoji geba (zr. paveiksla). Vidinio etalono Cj, sulaikymo
trukmé turi bliti 18 = 3 minutés. Biidingiausios vasky smailés aukstis
turi sudaryti ne maziau kaip 60 % visos skalés aukscio.

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

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

5.3.  Analizé

10 pl mikro§virkstu jsiurbiama 1ul méginio tirpalo; stimoklis traukiamas,
kol adata iStustéja. Adata jkiSama | jpurSkimo jtaisg ir po vienos-dviejy
sekundziy tirpalas greitai jSvirkS¢iamas. Mazdaug po penkiy sekundziy
adata létai iStraukiama.

UzraSin¢jama, kol vaskai visiskai i$plaunami.
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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 formule:

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 Cyq—Cyq vasSky kiekiai ir Siy 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 alyvuogiy 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(]
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'
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Paaiskinimas:
LS. = Laurileikozanatas
1. = Diterpeniniai esteriai
2 +2° = Esteris Cy
3 +3” = Esteris Cy
4 + 4> = Esteris C44
5. = Esteris Cyq
6. = Steroliniai esteriai ir triterpeninis alkoholis

(") Atlikus steroliniy esteriy iSplovima, chromatografinéje linijoje rySkiy smailiy (trigliceridy) neturi bati.
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Priedélis
Dujy linijinio greic¢io 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 formulg L/t\;, kurioje L yra kolonélés
ilgis, centimetrais, ty; yra iSmatuotas laikas sekundémis.
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V PRIEDAS

STEROLIU IR TRITERPENO DIALKOHOLIU SUDETIES IR KIEKIO
NUSTATYMAS  KAPILIARINES DUJU CHROMATOGRAFIJOS
METODU

1. TAIKYMO SRITIS

Siame metode aprasomas atskiry steroliy ir triterpeno dialkoholiy ir
bendro jy kiekio alyvuogiy ir alyvuogiy i$spaudy aliejuose nustatymo
budas.

2. METODO ESME

Aliejus, jdéjus o-cholestanolio kaip vidinio etalono, muilinamas kalio
hidroksido tirpalu etanolyje, o nemuilinama medziaga ekstrahuojama
etileteriu.

Steroliy ir triterpeno dialkoholiy frakcija iSskiriama i§ nemuilinamos
medziagos ant Sarmu impregnuotos silikagelio plokstelés plonas-
luoksnés chromatografijos buidu. I$ silikagelio regeneruotos frakcijos
paverciamos trimetilsilileteriais ir analizuojamos kapiliarinés dujy chro-
matografijos metodu.

3 JRANGA

Iprasta laboratoriné jranga, visy pirma:

3.1. 259 ml talpos kolba su griztamuoju kondensatoriumi, turiniu Slifo
sujungimus.

3.2. 500 ml talpos dalijamasis piltuvas.

3.3. 250 ml talpos kolbos.

3.4. Visa jranga plonasluoksnei chromatografinei analizei atlikti naudojant

20 x 20 cm matmeny stiklines ploksteles.

3.5. Ultravioletiné 254 arba 366 nm ilgio §viesos bangy lempa.
3.6. Mikrosvirkstai 100 pl ir 500 pl tiriams imti.
3.7. G3 akytumo cilindro formos filtras (15-40 pm akytumas), mazdaug

2 cm skersmens ir 5 cm auk$éio, tinkamas vakuuminiam filtravimui
su $lifo mova.

3.8. 50 ml talpos vakuuminé kiigio formos kolba su $lifo jmova filtrui (3.7
punktas) prijungti.

3.9. 10 ml talpos mégintuvelis su kiiginiu dugnu ir stiklo kamsciu.

3.10. Darbui su kapiliarine kolonéle tinkamas dujy chromatografas su dozuo-
jamojo méginio jpurSkimo sistema, kurj sudaro:

3.10.1. termostatuojama kamera norimai temperatiirai kolonélése palaikyti
+ 1 °C tikslumu;

3.10.2. reguliuojamos temperatiiros jpurSkimo jrenginys su polisiloksanu
dengtu garinimo elementu ir dozavimo sistema;

3.10.3. liepsnos jonizacinis detektorius (FID);

3.10.4. duomeny rinkimo sistema, tinkama naudoti su FID detektoriumi (3.10.3
punktas) ir pritaikyta rankiniam integravimui.

3.11. Lydyto kvarco 20-30 m ilgio kapiliariné kolonélé, kurios vidinis
skersmuo 0,25-0,32 mm, padengta vienodo 0,10-0,30 pm storio 5%
difenilo — 95% dimetilpolisiloksano (SE-52 arba SE-54 nejudanciosios
fazés arba ja atitinkancia plévele) sluoksniu.
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3.12. 10 pl talpos mikro§virkstas dujy chromatografijai su kietinta adata,
tinkama dozuojamajam jpurSkimui.

3.13. Kalcio dichlorido eksikatorius.

4. REAGENTAI
4.1. Kalio hidroksidas, maZiausias titras — 85%.
4.2. Kalio hidroksido tirpalas etanolyje, mazdaug 2 N.

130 g kalio hidroksido (4.1 punktas) istirpinama Saldant 200 ml disti-
liuoto vandens ir paskui praskiedziama etanoliu (4.10 punktas) iki 1
litro. Tirpalas turi biiti laikomas gerai uzkimstuose tamsaus stiklo bute-
livose ir saugomas ne ilgiau kaip dvi dienas.

43. Etileteris, analizei tinkamos kokybés.
4.4. Kalio hidroksido tirpalas etanolyje, mazdaug 0,2 N.

13 g kalio hidroksido (4.1 punktas) iStirpinama 20 ml distiliuoto
vandens ir praskiedziama etanoliu (4.10 punktas) iki 1 litro.

4.5. Bevandenis natrio sulfatas, analizei tinkamos kokybés.
4.6. Fluorescencijos indikatoriumi neuztersto silikagelio 0,25 mm sluoksniu

dengtos stiklinés plokstelés (20 x 20 cm) (galima pirkti paruosty
naudoti ploksteliy).

4.7. Toluenas, chromatografijai tinkamos kokybés.

4.8. Acetonas, chromatografijai tinkamos kokybés.

409. n-heksanas, chromatografijai tinkamos kokybés.

4.10. Etileteris, chromatografijai tinkamos kokybés.

4.11. Analizei tinkamos kokybés etanolis.

4.12. Analizei tinkamos kokybés etilacetatas.

4.13. Etaloninis tirpalas plonasluoksnei chromatografijai: cholesterolis arba

fitosteroliai, taip pat eritrodiolio 5% tirpalas etilacetate (4.11 punktas).

4.14. 0,2% 2,7-dichlorfluoresceino tirpalas etanolyje. Jis truputj paSarmi-
namas jlaSinant kelis laSus 2 N kalio hidroksido tirpalo alkoholyje
(4.2 punktas).

4.15. Bevandenis piridinas, chromatografijai tinkamos kokybés (zr. 5
pastaba).

4.16. Analizei tinkamos kokybés heksametildisilazanas.

4.17. Analizei tinkamos kokybés trimetilchlorsilanas.

4.18. Steroliy trimetilsilileteriy méginio tirpalai.

Ruosiami pries§ pat juos naudojant i steroliy ir eritrodiolio, gauto i§ $iy
medziagy turinéiy aliejy.

4.19. a-cholestanolis, didesnio nei 99% grynumo (grynumas turi biti patik-
rintas dujy chromatografijos analizés budu).

4.20. a-cholestanolio vidinio etalono tirpalas, 0,2% tirpalas (m/V) etilacetate
(4.11 punktas).

4.21. Fenolftaleino tirpalas, 10 g/l etanolyje (4.10 punktas).

4.22. Dujos nesikliai: vandenilis arba helis, dujy chromatografijai tinkamo
grynumo.
4.23. Pagalbinés dujos: vandenilis, helis, azotas ir oras, dujy chromatografijai

tinkamo grynumo.
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4.24. n-heksano (4.9 punktas) ir etileterio (4.10 punktas) miSinys santykiu
65:35 (V/V).
4.25. Sililinimo reagentas, kurj sudaro piridino, heksametildisilazano ir trime-

tilchlorsilano misinys santykiu 9:3:1 (V/V/V).

5. DARBO EIGA

5.1. Nemuilinamy medziagy gavimas.

5.1.1. 1250 ml talpos kolba (3.1 punktas) 500 pl mikrosvirkstu (3.6 punktas)
jSvirk§¢iamas toks a-cholestanolio vidinio etalono tirpalo (4.20
punktas) kiekis, kuriame cholestanolio kiekis atitikty mazdaug 10%
meginio steroliy kiekio. Pavyzdziui, | 5 g alyvuogiy aliejaus méginj
ipilama 500 pl a-cholestanolio tirpalo (4.20 punktas), o i alyvuogiy
iSspaudy aliejaus méginj — 1 500 pl. Tirpalas naudojant silpna azoto
srove Silto vandens voneléje iSgarinamas iki sauso likucio, atvésinus
kolba, j ta pacia kolbg pasveriama 5 + 0,01 g sauso filtruoto méginio.

1 pastaba. Gyvulinés kilmés arba augaliniai aliejai ir riebalai, kuriuose
yra nemazi kiekiai cholesterolio, chromatogramoje gali
turéti smaile, kurios sulaikymo trukmé panasi | cholesta-
nolio. Tokiu atveju steroliy frakcija turi biiti analizuojama
du kartus — su vidiniu etalonu ir be jo.

5.1.2. I kolba jpilama 50 ml 2 N kalio hidroksido tirpalo etanolyje (4.2
punktas) ir jdedama Siek tiek pemzos, prijungiamas grjztamasis
kondensatorius ir kolba $ildoma iki nestipraus virimo, kol jvyksta
muilinimas (tirpalas pasidaro skaidrus). Sildoma dar 20 minugiy, paskui
per kondensatoriaus virSy jpilama 50 ml distiliuoto vandens, kondensa-
torius atjungiamas ir kolba atauSinama iki mazdaug 30 °C.

5.1.3. Kolbos turinys naudojant kelias distiliuoto vandens porcijas (50 ml)
kiekybiskai supilamas j 500 ml dalijamajj piltuva (3.2 punktas). Jpilama
mazdaug 80 ml etileterio (4.10 punktas), turinys stipriai plakamas
mazdaug 60 sekundziy periodiskai sumazinant slégj apverciant dalija-
majj piltuva ir atidarant Ciaupg. Paskui kolba palickama stovéti, kol
turinys visiskai i$sisluoksniuoja j dvi fazes (2 pastaba).

Paskui kuo didesnis muilo tirpalo kiekis i§leidziamas | antrajj dalijamajj
piltuva. Vandens ir alkoholio fazé tuo paciu budu ekstrahuojama dar du
kartus, kiekvieng karta sunaudojant 60—70 ml etileterio (4.10 punktas).

2 pastaba. Bet kokia susidariusi emulsija gali buti panaikinta jpilant
nedidelj kiekj etanolio (4.11 punktas).

5.1.4. Trys eteriniai ekstraktai supilami j vieng dalijamajj piltuva, kuriame yra
50 ml vandens. MiSinys plaunamas vandeniu (50 ml), kol plovimo
vanduo, jlasinus fenolftaleino tirpalo (4.21 punktas) lasa, nebenusidazo
rozine spalva.

Atskyrus plovimo vandenis, ekstraktas per bevandenj natrio sulfatg (4.5
punktas) filtruojamas i prie§ tai pasverta 250 ml kolba, piltuva ir filtrg
nuplaunant nedideliu kiekiu etileterio (4.10 punktas).

5.1.5. Tirpiklis distiliuojant vakuume iSgarinamas sukamuoju garintuvu 30 °C
temperattiroje. Ipilama 5 ml acetono ir lakus tirpiklis visiSkai pasali-
namas silpnoje oro srovéje. Likutis 15 minu¢iy dziovinamas krosnyje
103 + 2 °C temperatiiroje. Paskui likutis atausinamas eksikatoriuose ir
pasveriamas 0,1 mg tikslumu.
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5.2. Steroliy ir triterpeno dialkoholiy frakcijos (eritrodiolis + uvaolis) atsky-
rimas

5.2.1. Ruosiamos bazinés plonasluoksnés chromatografijos plokstelés. Silika-
geliu dengtos plokstelés (4.6 punktas) 10 sekundziy mazdaug 4 cm
imerkiamos j 0,2 N kalio hidroksido tirpalg etanolyje (4.5 punktas),
paskui palieckamos dvi valandas dziiti traukos spintoje ir galiausiai
vieng valanda laikomos krosnyje 100 °C temperatiiroje.

Plokstelés iSimamos iS krosnies ir laikomos eksikatoriuje su kalcio
chloridu (3.13 punktas), kol jy prireikia (taip apdorotos ploksteles
turi biiti panaudotos per 15 dieny).

3 pastaba. Kai steroliy frakcijai atskirti naudojamos bazinés silikagelio
plokstelés, nemuilinamos frakcijos nebiitina apdoroti aliu-
minio oksidu. Taip wvisi rigstinio pobiidzio junginiai
(riebaly ragstys ir kiti) sulaikomi uzlaginimo linijoje ir
steroliy juosta aiskiai atsiskiria nuo alifatiniy ir triterpeno
alkoholiy juostos.

5.2.2. ] ryskinimo indg mazdaug 1 cm storio sluoksniu jpilama heksano ir
etileterio miSinio (4.24 punktas) (4 pastaba). Indas uzdaromas tinkamu
dangciu ir palickamas vésioje vietoje ne maziau kaip pusvalandziui,
kad nusistovéty gary ir skyscio pusiausvyra. Ant vidiniy indo sieneliy
gali buti uzdedamos filtro popieriaus juostelés, jmerktos j eliuenta. Taip
mazdaug tre¢daliu sutrumpinama ryskinimo trukmé, o komponentai
iSplaunami vienodziau ir pastoviau.

4 pastaba. VisiS8kai pakartojamoms iSplovimo sglygoms uztikrinti
rySkinimo tirpala reikia pakeisti kiekvienai analizei; kaip
alternatyvus tirpiklis gali biti naudojamas n-heksano ir
etileterio miSinys, kurio turiy santykis 50:50.

5.2.3. Ruosiamas mazdaug 5% nemuilinamy medziagy (5.1.5 punktas)
tirpalas etilacetate (4.12 punktas) ir 0,3 ml $io tirpalo 100 pl talpos
mikros§virk§tu vienoda siaura juostele uzlasinama ant apatinio chroma-
tografinés plokstelés (5.2.1 punktas) galo (2 cm nuo apacios). Vienoje
linijoje su §ia juostele uzlaSinama 2-3 pl medziagos etaloninio tirpalo
(4.13 punktas) steroliy ir triterpeno dialkoholiy juostai identifikuoti
uzbaigus ryskinima.

5.2.4. Plokstelé dedama | rySkinimo indg, paruoSta kaip nurodyta 5.2.2
punkte. Turéty biti palaikoma 15-20 °C aplinkos temperatiira (5
pastaba). Indas i§ karto uzdengiamas ir plaunama, kol tirpiklio frontas
atsiduria mazdaug 1 cm atstumu nuo plokstelés virSutinio krasto. Ploks-
telé iSimama i§ rySkinimo indo ir tirpiklis iSgarinamas karSto oro
srovéje arba plokstelé trumpam paliekama traukos spintoje.

5 pastaba. AukStesné temperatiira gali pasunkinti atskyrima.

5.2.5.  Plokstele plonai ir vienodai apipurSkiama 2,7-dichlorfluoresceino
tirpalu (4.14 punktas) ir palickama i§dziati. Zidrint j plokstele ultravio-
letinéje Sviesoje, steroliy ir triterpeno dialkoholiy juostos gali biti atpa-
zintos pagal buvimg viename lygyje su etaloninio tirpalo (4.13 punktas)
démémis. Juosty ribos pagal fluorescuojancius kraStus pazymimos
juodu piestuku (zr. 3 brézinj, kuriame vaizduojama plonasluoksnés
chromatografijos plokstel¢).

5.2.6. Silikagelis pazymétame plote nugrandomas metaline mentele. Gerai
susmulkinta medZiaga nuo plokstelés supilama | filtra (3.7 punktas).
Ipilama 10 ml karsto etilacetato (4.12 punktas), gerai sumaiSoma meta-
line mentele ir vakuume filtruojama j kiigio formos kolbg (3.8 punktas),
prijungta prie filtro.
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Likutis kolboje tris kartus plaunamas etileteriu (4.3 punktas) (mazdaug
po 10 ml kiekviena karta), filtruojant j ta pacia prie filtro prijungta
kolba; filtratas nugarinamas iki mazdaug 4-5 ml tario, likgs tirpalas
supilamas | 10 ml talpos mégintuvélj (3.9 punktas), kuris prie§ tai
pasveriamas; mégintuvélio turinys dziovinamas nestipriai kaitinant
nedideléje azoto srovéje, i§ naujo tirpinamas keliuose acetono (4.8
punktas) laSuose ir vél dziovinamas.

Likutj mégintuvélyje turi sudaryti steroliy ir triterpeno dialkoholiy frak-

cijos.
5.3. Trimetilsilileteriy ruoSimas
53.1. I mégintuveélj su steroliy ir triterpeny frakcija, vengiant bet kokio

drégmes patekimo (7 pastaba), jpilama sililinimo reagento (4.25
punktas) (6 pastaba), kurio imama po 50 ul vienam steroliy ir triterpeno
dialkoholiy miligramui.

6 pastaba. Galima pirkti paruosty naudoti tirpaly. Be to, galima pirkti
ir kity sililinimo reagenty, pvz., N,O-bi(trimetilsilil)trifluo-
racetamido + 1% trimetilchlorsilano miSinj, kuris turi biiti
praskiestas tokio pat tiirio sausu piridinu.

Piriding galima pakeisti tokiu pat acetonitrilo kiekiu.

5.3.2. Meégintuvélis uzkemsSamas ir atsargiai kratomas (neapverciant), kol
junginiai visiskai iStirpsta. Po to jis bent 15 minuciy paliekamas stovéti
aplinkos temperatiiroje ir paskui kelias minutes centrifuguojamas.
Skaidrus tirpalas paruostas dujy chromatografinei analizei.

7 pastaba. Nedidelé opalescencija yra jprastas reiskinys ir nesukelia
jokiy anomalijy. Balty dribsniy susidarymas ar roziné
spalva yra drégmés patekimo arba reagento sugedimo
pozymiai. Siuo atveju bandymas turi biiti pakartotas (tik
jei naudojamas heksametildisilazano ir trimetilchlorsilano

misinys).
5.4. Dujy chromatografiné analizé.
54.1. Parengiamieji darbai ir kapiliarinés kolonélés kondicionavimas.

5.4.1.1. Kolon¢lé (3.11 punktas) prijungiama prie dujy chromatografo, kolo-
nélés jéjima sujungiant su dozuojamuoju injektoriumi, o i$¢jima — su
detektoriumi.

Atlickamas bendras dujy chromatografavimo jrenginio patikrinimas
(nutekéjimai dujy sistemoje, detektoriaus, dozavimo sistemos ir savi-
rasio veikimas ir t. t.).

5.4.1.2. Pirma kartg naudojama kapiliaring kolonéle rekomenduojama kondicio-
nuoti: per kolonélg paleidziama nestipri dujy srové, paskui jjungiamas
chromatografas ir pradedamas laipsniSkas kaitinimas, kol temperatiira
pakyla bent 20°C auki¢iau, nei naudojama darbe (8 pastaba). Sioje
temperatiiroje kolonélé laikoma ne maziau kaip dvi valandas, véliau
visas jrenginys nustatomas darbo rezimu (reguliuojamas dujy srautas
ir dozavimas, uzdegama ugnis, prijungiama skai¢iavimo sistema, regu-
liuojama kolonélés, detektoriaus ir injektoriaus temperatira ir t. t.) ir
uzraSomas signalas bent du kartus didesniu jautrumu, nei bus naudo-
jamas analizei atlikti. Pagrindo linija turi bati bréziama tiesi, be jokiy
smailiy ir dreifo pozymiy.



01991R2568 — LT — 04.08.2016 — 029.001 — 40

VY M26

Neigiamas tiesinis dreifas yra kolonélés sujungimy nesandarumo
pozymis, o teigiamas dreifas rodo nepakankamg kolonélés kondiciona-
vima.

8 pastaba. Kondicionavimo temperatiira visuomet turi bati bent 20 °C
mazesné, nei naudojamai nejudanéiajai fazei nustatyta
didZiausia temperatiira.

54.2. Darbo salygy parinkimas

5.4.2.1. Darbo salygos:
— kolonélés temperatira: 260 + 5 °C;
— injektoriaus temperatiira: 280-300 °C;
— detektoriaus temperatiira: 280-300 °C;

— dujy nesiklio linijinis greitis: helio — 20-35 cm/s; vandenilio —
30-50 cm/s;

— padalijimo santykis: nuo 1:50 iki 1:100;

— prietaiso jautrumas: 4-16 karty didesnis nei minimalus silpninimas;
— uzraS§ymo jautrumas: 1-2 mV per visa skalg;

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

Sios salygos gali biiti kei¢iamos pagal kolonélés ir dujy chromatografo
savybes, kad biity gautos chromatogramos, atitinkancios tokias sglygas:

— B-sitosterolio smailés sulaikymo trukmé turéty bati 20 + 5 minutés;

— kampesterolio smailés aukstis turéty bati: alyvuogiy aliejui (vidu-
tinis kiekis 3%) 20 + 5% visos skalés aukscio; sojos pupeliy aliejui
(vidutinis kiekis 20%) 80 + 10% visos skalés aukscio;

— visi esantys steroliai turi buti atskirti. Be to, smailés turi bati
visiSkai atsiskyrusios, t. y. smailés trajektorija turéty sugrjzti iki
pagrindo linijos, kol prasideda kilimas atsiradus naujai smailei.
Taciau nevisiskas atsiskyrimas leidziamas, jei smailés su santykine
sulaikymo trukme 1,02 plotas (sitostanolis) gali biiti apskaiCiuotas
naudojant statmen;.

5.4.3. Analizé

5.4.3.1. 10 pl talpos mikroSvirkstu jsiurbiama 1 pl heksano, paskui jtraukiama
0,5 ul oro ir 0,5-1 pl méginio tirpalo. MikroSvirksto plunzeris pake-
liamas auks$tyn, kad adata iStuStéty. Adata jkiSama per injektoriaus
membrang ir po vienos dviejy sekundziy tirpalas greitai jSvirkSc¢iamas,
paskui po kokiy penkiy sekundziy adata létai iStraukiama.

Taip pat gali biiti naudojamas automatinis injektorius.

5.4.3.2. UzraSymas atlickamas, kol bus visiSkai iSplauti esanciy triterpeno dial-
koholiy TMSE. Pagrindo linija turi visa laika atitikti reikalavimus
(5.4.1.2 punktas).

54.4. Smailiy identifikavimas

Atskiros smailés identifikuojamos pagal sulaikymo trukmes ir lyginant
su steroliy ir triterpeno dialkoholiy TMSE miSiniu, analizuojamu
tokiomis pat salygomis (zr. priedélj).
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Steroliai ir triterpeno dialkoholiai iSplaunami tokia eilés tvarka: choles-
terolis, brasikasterolis, ergosterolis, 24-metilencholesterolis, kampeste-
rolis, kampestanolis, stigmasterolis, A7-kampesterolis, A5,23-stigmasta-
dienolis, klerosterolis, B-sitosterolis, sitostanolis, AS5-avenasterolis,
A5,24-stigmastadienolis, A7-stigmastenolis, A7-avenasterolis, eritro-
diolis ir uvaolis.
B-sitosterolio sulaikymo trukmeés SE-52 ir SE-54 kolonélése parodytos
1 lentelgje.
1 ir 2 bréziniuose vaizduojamos tipiskos kai kuriy aliejy chromato-
gramos.
5.4.5. Kiekybinis vertinimas
5.4.5.1. Naudojant skaifiavimo sistemg apskai¢iuojami a-cholestanolio ir
steroliy bei triterpeno dialkoholiy smailiy plotai. ] 1 lenteléje nenuro-
dyty junginiy smailes neatsizvelgiama (ergosterolio smailés plotas
neturi bati skaiiuojamas). a-cholestanolio kalibravimo koeficientas
turéty bati laikomas lygiu 1.
5.4.5.2. Kiekvieno atskiro sterolio kiekis, skai¢iuojant miligramais 1 kg rieba-
linés medziagos, nustatomas pagal tokiag formulg:
A, xmg x 1000
sterolio x kiekis = *——>———
Ay X m
Cia:
A, = x sterolio smailés plotas kompiuteringje sistemoje naudojamais
vienetais;
A = o-cholestanolio smailés plotas kompiuteringje sistemoje naudoja-
mais vienetais;
mg = jdéto a-cholestanolio masé miligramais;
m = nustatymui paimto méginio masé gramais.
6. REZULTATU PATEIKIMAS
6.1. UzraSomos atskiry steroliy koncentracijos miligramais 1 kg riebalinés
medziagos ir jy bendro kiekio verté.
Kiekvieno atskiro sterolio, eritrodiolio ir uvaolio kiekis turéty biti
nurodomas vienos deSimtosios tikslumu.
Bendras steroliy kiekis turi buti iSreiSkiamas nenurodant jokiy Zenkly
po kablelio.
VY M28
6.2. Kiekvieno atskiro sterolio procentiné dalis apskaiciuojama pagal atitin-
kamo sterolio smailés ploto ir visy steroliy smailiy ploty sumos santykj:
A
sterol, = —— x 100
>4
Cia:
Ay — x smailés plotas;
YA - visy steroliy smailiy ploty suma.
VY M26

6.3. Tariamasis [-sitosterolis: A5-23-stigmastadienolis + klerosterolis + -
sitosterolis + sitostanolis + AS5-avenasterolis + A5-24-stigmastadienolis.
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6.4. Eritrodiolio ir uvaolio procentiné dalis apskai¢iuojama taip:

Er+ Uv
Er+ Uv + XA x 100

Eritrodiolis + uvaolis =

cla:

YA = bendras steroliy plotas kompiuterinéje sistemoje naudojamais
vienetais;

Er = eritrodiolio plotas kompiuteringje sistemoje naudojamais viene-
tais;

Uv = uvaolio plotas kompiuteringje sistemoje naudojamais vienetais.
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Priedélis

Dujy linijinio greifio nustatymas

I normalioms darbo sglygoms sureguliuota dujy chromatografa jpurskiama 1-3 pl
metano (arba propano) ir matuojamas laikas, kurj dujos tekés per kolonélg¢ nuo
jpurskimo momento iki smailés iSplovimo momento (tM).

Linijinis greitis (cm/s) apskai¢iuojamas pagal formule L/tM; ¢ia L yra kolonélés
ilgis centimetrais, o tM — sekundémis i$matuotas laikas.

1 lentelé

Santykiné steroliy sulaikymo trukmé

Santykiné sulaikymo trukmé

Smailé Pavadinimas SE 54 SE 52
kolonélé kolonélé

1. Cholesterolis A-5-cholesten-3-olis 0,67 0,63
2. Cholestanolis Sa-cholestan-3-olis 0,68 0,64
3. Brasikasterolis [24S]-24-metil-A-5,22-cholestadien-3/3-olis 0,73 0,71
* Ergosterolis [24S] 24-metil-A5-7-22-cholestatrien-3p-olis 0,78 0,76
4. 24-metilencholesterolis 24-metilen-A-5,24-cholestadien-3/5-olis 0,82 0,80
5. Kampesterolis (24R)-24-metil-A-5-cholesten-3/3-olis 0,83 0,81
6. Kampestanolis (24R)-24-metilcholestan-3/-olis 0,85 0,82
7. Stigmasterolis (24S)-24-etil-A-5,22-cholestadien-3/3-olis 0,88 0,87
8. A-7-kampesterolis (24R)-24-metil-A-7-cholesten-3/3-olis 0,93 0,92
9. A-5,23-stigmastadienolis | (24R,S)-24-etil-A-5,23-cholestadien-3/3-olis 0,95 0,95
10. Klerosterolis (24S)-24-etil-A-5,25-cholestadien-33-olis 0,96 0,96
11. f3-sitosterolis (24R)-24-etil-A-5-cholesten-34-olis 1,00 1,00
12. Sitostanolis 24-etilcholestan-3/3-olis 1,02 1,02
13. A-5-avenasterolis (24Z)-24-etiliden-A-cholesten-3/3-olis 1,03 1,03
14. A-5-24-stigmastadienolis | (24R,S)-24-etil-A-5,24-cholestadien-3/-olis 1,08 1,08
15. A-7-stigmastenolis (24R,S)-24-etil-A-7-cholesten-3/3-olis 1,12 1,12
16. A-T-avenasterolis (24Z)-24-etiliden-A-7-cholesten-3/3-olis 1,16 1,16
17. Eritrodiolis 5-a-olean-12-en-3f3-28-diolis 1,41 1,41
18. Uvaolis A-12-ursen-3p3-28-diolis 1,52 1,52
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1 brézinys

Pirmojo spaudimo klasikinio alyvuogiy aliejaus lampante (sodrinto vidiniu etalonu) steroliy ir
triterpeno dialkoholiy frakcijos duju chromatograma
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2 brézinys

Rafinuoto alyvuogiu aliejaus (sodrinto vidiniu etalonu) steroliy ir triterpeno dialkoholiy
frakcijos dujy chromatograma
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3 brézinys

Alyvuogiy iSspaudy aliejaus plonasluoksnés chromatografijos plokstelé su plotu, kuris turi
biiti nugrandytas steroliams ir triterpeno dialkoholiams nustatyti

1 — skvalenas
2 — triterpeno ir alifatiniai alkoholiai
3 — steroliai ir triterpeno dialkoholiai

4 — pradzia ir laisvosios riebaly rugstys
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VII PRIEDAS

2-GLICERIL MONOPALMITATO PROCENTINIO KIEKIO
NUSTATYMAS

1. TIKSLAS IR TAIKYMO SRITIS

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

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. JRANGA IR MEDZIAGOS
3.1. 25 ml Erlenmejerio kolba

3.2. 100, 250 ir 300 ml cheminés stiklinés

3.3. Stikling¢ 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 temperatiirg
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 S$alto tiesioginio jpurSskimo jtaisu
méginiui tiesiogiai j kolonéle patalpinti, ir krosnis, kurioje norimg tempe-
ratiirg galima palaikyti apytiksliai 1 °C tikslumu

3.15.  Salto tiesioginio jpurskimo jtaisas méginiui tiesiogiai i kolonéle 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.

49.

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 jSvirksti j kolonélg.

REAGENTAI

Silikagelis, kurio granuliy dydis 0,063-0,200 mm (70/280 mesy),
paruostas taip: silikagelis dedamas j porcelianinj inda, 4 valandas dzio-
vinamas 160 °C dziovinimo spintoje, po to eksikatoriuje vésinamas iki
kambario temperattiros. Ipilama 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 vienety/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 chromatografijg aliejams, kuriuose laisvyjy
rugsciy kiekis mazesnis kaip 3 %, ju neutralizuoti nereikia. Aliejai,
kuriuose laisvyjy rigsciy kiekis didesnis kaip 3 %, turi bati neutralizuo-
jami pagal 5.1.1.1. punkta.
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5.1.1.1.1 1000 ml talpos piltuvg (3.13) jpilama 50 g aliejaus ir 200 ml
n-heksano. Jpilama 100 ml izopropanolio ir 12 % natrio hidro-
ksido tirpalo (4.11). Ipilamas natrio hidroksido tirpalo kiekis,
atitinka aliejaus laisvyjy ruogséiy kiekj, padidinta 5 %. Viena
minut¢ stipriai kratoma. Jpilama 100 ml distiliuvoto vandens, wvél
kratoma ir palickama 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 sukamajj garintuva) ir aliejus perpilamas | 100 ml kolba (3.5).
Aliejus dziovinamas vakuume, kol tirpiklio visiSkai nebelieka.

Baigus $ig 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 bidu, ir iStirpinama 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 kolonéle (3.3) jpilama apie 30 ml judanciosios fazés (4.10), stikline
lazdele | kolonélés apacia jkiSamas 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 j kolonélg.

Patikrinama, ar j kolonéle supiltas visas silikagelio kiekis; i$plaunama
judanciaja faze (4.10), atsukamas Ciaupas ir skystis turi pasiekti 2 mm
lygj 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 punkts. 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 likuciai pasalinami azoto srove.

Kolba pasveriama ir apskaiiuojamas iSgautas ekstrakto kiekis.
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Jei naudojamos naudoti paruostos SPE silikagelio kapsulés, j 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 j 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 sudétj.).

5.2. Hidrolizé kasos lipaze

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

5.2.2. Jdedama 20 mg lipazés, atsargiai pakratoma (taip, kad nesudrékty
kamstis) ir mégintuvélis jdedamas | termostatg 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 mikro$virkstu perpilamas j $vary ir sausg
megintuvel].

5.3. Sililinizuoty dariniy ir duju chromatografijos paruosimas

5.3.1. 1 10 ml talpos mégintuvélj 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
nusistoveti.

5.3.3. Po 20 minuciy, jpilama 1-5ml n-heksano (atsizvelgiant j 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 Csy4 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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— jpurkstas 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 santykj su visy monogliceridy smailiy plotu (zr. 2
paveiksla), taikant tokig formule:

A
glicerilo monopalmitatas (%): Z—t\ x 100

kurioje:

A = Glicerino monopalmitatg atitinkancios smailés plotas

X
>> A = visy monoglicerido smailiy ploty suma.
Rezultatai pateikiami vieno Zenklo po kablelio (deSimtyjy) tikslumu.
7. ANALIZES ATASKAITA
Analizés ataskaitoje pateikiama:
— nuoroda ] §j metoda,
— i8sami pilnam méginio identifikavimui reikalinga informacija,
— analizés rezultatas,

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

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

Sililinizavimo reakcijos produkty, gauty rafinuota alyvuogiu alieju 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 alyvuogiu 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 %

*k
*
u sk | || *.L'l“' ~
L Yl |
” 2 3 4

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 kolonél¢) vasky frakcija iSplaunama tuo paciu metu arba truputj véliau nei

digliceridy frakcija.

Paveikus lipaze trigliceridy kiekis neturéty virSyti 15 %

B
[
' N
JL[ 1 ] L-;'—‘ 4
1 2
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 temperatiiroje atSaldoma 5 kg Sviezios kiauliy kasos. PaSa-
linami aplinkui esantys kieti riebalai bei apie juos esantis
jungiamasis audinys, sumalama, kad susidaryty pastos pavidalo
skysta masé. Si pasta keturias-3eSias valandas kratoma su 2,5 |
absoliu¢iojo 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 milte-
liai buty patvarts. Tokie milteliai, apsaugant juos nuo drégmes,
gali bati laikomi ilgg laika Saldytuve.

2 pastaba. LIPAZES AKTYVUMO TIKRINIMAS

Alyvuogiy aliejaus emulsija ruoSiama taip:

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

I 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-
liuoto vandens.

Cheminé 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.

I vandenj jpilama lipazés milteliy suspensijos (0,1 g/ml lipazes).
Kai tik pH matuoklis parodo 8,3, paleidziamas chronometras ir
natrio hidroksido tirpalas lasinamas tokiu grei¢iu, kad pH visg
laika buty 8,3. Kas minut¢ pasizymimas sunaudoto tirpalo tiris.

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

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

_V><N><100
B m

A

kurioje:
A aktyvumas, iSreikstas lipazés vienetais/mg

V 0,1 N natrio hidroksido tirpalo mililitry skai¢ius per minute
(apskaiCiuotas pagal grafika)

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

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

VY M20
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IX PRIEDAS

SPEKTROFOTOMETRINIS TYRIMAS ULTRAVIOLETINEJE SPEKTRO
DALYJE

[ZANGA

Spektrofotometrinis tyrimas ultravioletingje spektro dalyje gali suteikti informa-
cijos apie riebaly kokybe, ju iSsilaikymo biklg ir technologiniy procesy metu
ivykusius pasikeitimus. Absorbcija metode nurodyty bangy ilgiy srityje vyksta
del konjuguoty dieny ir trieny sistemy, atsiradusiy vykstant oksidacijos proce-
sams ir (arba) dél talkomq rafinavimo metody. Si absorbcija isreiskiama kaip
savitoji ekstinkcija Elcm (riebaly 1 % masés tirpalo tam tikrame tirpiklyje
ekstinkcija 10 mm storio kiuvetéje), pagal susitarima zymima K raide (taip pat
vadinama ,,ekstinkcijos koeficientu®).

1. TAIKYMO SRITIS

Siame priede apradyta riebaly spektrofotometrinio tyrimo ultravioletinéje
spektro dalyje procedira.

2. METODO ESME

Eminys iStirpinamas reikiamame tirpiklyje ir §io tirpalo optinis tankis
matuojamas gryno tirpiklio atzvilgiu, esant nustatytam bangos ilgiui.

Apskaic¢iuojama 1 % (m/V) tirpalo izooktane, esant 232 nm ir 268 nm
bangos ilgiui, arba tirpalo cikloheksane, esant 232 nm ir 270 nm bangos
ilgiui, savitoji ekstinkcija, kai naudojama 10 mm kiuveté.

3. JRANGA

3.1.  Spektrofotometras, tinkamas matuoti ultravioletingje spektro dalyje (nuo
220 nm iki 360 nm), kurio rodmenis galima nuskaityti vieno nanometro
tikslumu. Rekomenduojama reguliariai tikrinti optinio tankio ir bangy ilgio
skaliy tikslumg ir atkuriamuma, taip pat iSsklaidytosios $viesos buvima.

3.1.1. Bangy ilgio skalé. Ja galima patikrinti naudojant etaloning medziaga, kurig
sudaro holmio oksido turin¢io optinio stiklo filtras arba holmio oksido
tirpalas (sandariai uzdarytas arba neuzdarytas), turintis ryskias absorbcijos
juostas. Etaloninés medziagos skirtos matomos ir ultravioletinés spektro
dalies spektrofotometry, kuriy nominalusis spektrinis juostos plotis yra
5 nm arba mazesnis, bangos ilgio skaléms tikrinti ir kalibruoti. Matuojama
oro atzvilgiu nuo 640 iki 240 nm bangy ilgio intervale pagal instrukcijas,
pridedamas prie etaloniniy medziagy. Kiekviena karta keiciant plysio plotj,
atlickama atskaitos linijos korekcija, esant tusc¢iam pluosto keliui. Etalono
bangy ilgiai nurodyti etaloninés medziagos sertifikate.

3.1.2. Optinio tankio skalé. Ja galima patikrinti, naudojant prekyboje esancias
etalonines medziagas, kurias sudaro tam tikros koncentracijos partigStinti
kalio dichromato tirpalai, turintys ju A, atitinkantj sertifikuota optinj
tankj (4 kalio dichromato tirpalai perchlorato riigstyje, sandariai uzdaryti
keturiose UV kvarcinio stiklio kiuvetése, skirtose tiesiSkumui ir optinio
tankio atskaitos taskui matuoti UV spektro dalyje). Kalio dichromato
tirpalai matuojami naudojamos riigsties tirpalo atzvilgiu po atskaitos linijos
korekcijos pagal instrukcijas, pridedamas prie etaloninés medziagos.
Optinio tankio vertés nurodytos etaloninés medziagos sertifikate.

Fotoelemento atsaka ir fotodaugintuva galima patikrinti kitu badu, darant
taip: i 1 000 ml matavimo kolbg pasveriama 0,2000 g spektrofotometriskai
gryno kalio chromato, istirpinama 0,05 mol/l kalio hidroksido tirpale ir
skiedziama iki Zymés. Paimama lygiai 25 ml gauto tirpalo ir tuo paciu
kalio hidroksido tirpalu 500 ml talpos matavimo kolboje skiedziama iki
Zymes.
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Matuojama tokiu blidu gauto tirpalo ekstinkcija, esant bangos ilgiui 275
nm, o palyginamuoju tirpalu naudojant kalio hidroksido tirpalg. 1 cm
storio kiuvetéje iSmatuota ekstinkcijos verté turi bati 0,200 + 0,005.

3.2. Staciakampés kvarcinés kiuvetés su dangciais, kurios tinka matuoti ultra-
violetinés spektro dalies bangy ilgiy intervale (nuo 220 iki 360 nm) ir
kuriy optinio kelio ilgis — 10 mm. Vandens arba kito tinkamo tirpiklio
pripildyty kiuveéiy ekstinkcijos verté neturéty skirtis daugiau kaip 0,01
ekstinkcijos vieneto.

3.3.  Vienos zymés 25 ml matavimo kolbos, A klasés.

3.4. Analizinés svarstyklés, kuriomis galima pasverti 0,0001 g tikslumu.

4. REAGENTAI

Jei nenurodyta kitaip, naudojami tik analiziskai gryni reagentai ir disti-
livotas, demineralizuotas arba lygiaver¢io grynumo vanduo.

Tirpiklis: izooktanas (2,2,4-trimetilpentanas) matavimams esant 232 nm ir
268 nm bangos ilgiui arba cikloheksanas matavimams esant 232 nm ir
270 nm bangos ilgiui, kurio optinis tankis esant 232 nm bangos ilgiui yra
mazesnis nei 0,12, o esant 270 nm bangos ilgiui mazesnis nei 0,05,
palyginamuoju tirpalu naudojant distiliuota vandenj ir matuojant 10 mm
kiuvetéje.

5. PROCEDURA

5.1.  Eminys turi biti visi§kai vienalytis ir be suspenduoty priemaisy. Jei jy yra,
tirpalg butina filtruoti per filtravimo popieriy mazdaug 30 °C temperati-
roje.

5.2.  Apie 0,25 g taip paruo$to éminio tiksliai pasveriama (1 mg tikslumu) j 25
ml matavimo kolba, skiedZziama nurodytu tirpikliu iki Zymés ir sumaiSoma.
Gautas tirpalas turi buti visiSkai skaidrus. Jei yra opalescencija arba
drumstumas, greitai filtruojama per filtravimo popieriy.

PASTABA. Optiniam tankiui matuoti, esant 268 nm ir 270 nm, paprastai
pakanka 0,25-0,30 g auksciausios kokybés pirmojo spaudimo ir pirmojo
spaudimo aliejaus. Kai matuojama esant 232 nm bangos ilgiui, paprastai
reikia turéti 0,05 g éminio, todél dazniausiai ruoSiami du skirtingi tirpalai.
Matuojant alyvuogiy iSspaudy aliejy, rafinuoty alyvuogiy aliejy ir falsifi-
kuoty alyvuogiy aliejy optinj tankj, éminio masé¢ dél didesnio optinio
tankio paprastai gali buti mazesné, pvz., 0,1 g.

5.3.  Prireikus atlickama atskaitos linijos (220-290 nm) korekcija, | abi kvar-
cines kiuvetes (éminio ir lyginamojo tirpalo) jpilant tirpiklio, véliau j
éminio kiuvete jpilama bandomojo tirpalo ir naudojamo tirpiklio atzvilgiu
matuojami ekstinkcijos koeficientai, esant 232, 268 ar 270 nm.

Gautos ekstinkcijos vertés turi buti 0,1-0,8 intervale arba spektrofotometro
tiesiSkumo intervale, kuris turéty buti patikrintas. Jei taip néra, matavimai
turi buti pakartoti, atitinkamai naudojant labiau praskiestus arba labiau
koncentruotus tirpalus.

5.4. ISmatavus optinj tankj, esant 268 ar 270 nm, matuojamas optinis tankis,
esant Apaxs Amax T 4 I Apa — 4. Sios optinio tankio vertés naudojamos
savitosios ekstinkcijos poky¢iui (AK) nustatyti.

PASTABA. Laikoma, kad izooktano kaip tirpiklio A, yra 268 nm, o
cikloheksano — 270 nm.
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6. REZULTATU ISRAISKA

6.1.  UzraSomos savitosios ekstinkcijos (ekstinkcijos koeficienty) vertés, kurios
ivairiems bangy ilgiams apskai¢iuojamos pagal formule:

EA
K. =
cXs
dia:
K, — savitoji ekstinkcija, esant bangos ilgiui A;

E, - ekstinkcija, iSmatuota esant bangos ilgiui A;
¢ — tirpalo koncentracija g/100 ml;
s — kvarcinés kiuvetés optinio kelio ilgis, cm;
iSreiksti Simtyjy tikslumu.

6.2. Savitosios ekstinkcijos pokytis (AK)

Ekstinkcijos absoliuciosios vertés pokytis (AK) apskaiCiuojamas pagal
formulg:

AK — |Km— <sz—4+1ﬁm+4)|

2

kurioje K, — savitoji ekstinkcija, esant maksimalios absorbcijos bangos
ilgiui, kuris priklausomai nuo naudojamo tirpiklio yra 270 nm ar 268 nm.

Rezultatai turéty bati iSreiksti Simtyjy tikslumu.
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X PRIEDAS

RIEBALU RUGSCIU METILESTERIU NUSTATYMAS DUJU
CHROMATOGRAFIJOS METODU

1. TAIKYMO SRITIS

Siame priede pateikti nurodymai dél augaliniy riebaly ir aliejy laisvyjy ir
sujungtyjy rugsciy nustatymo dujy chromatografijos metodu, jas pries tai
pavertus riebaly riigsciy metilesteriais (FAME).

Sujungtosios triacilgliceroliy (TAG) riebaly rugstys ir priklausomai nuo este-
rinimo metodo gautos laisvosios riebaly rugstys (FFA) paverciamos riebaly
rigsciy meetilesteriais (FAME), kurie nustatomi kapiliarinés dujy chromato-
grafijos metodu.

Siame priede apraiytu metodu galima nustatyti FAME nuo C;, iki C,y,
iskaitant soCiyjy, cis- ir trans-mononesocCiyjy bei cis- ir trans-polinesoCiyjy
riebaly riig§ciy metilesterius.

2. METODO ESME

Dujy chromatografija (GC) taikoma kiekybinei FAME analizei. FAME
paruoSiami pagal A dalj. Paskui jie jpurSkiami ir iSgarinami injektoriaus
viduje. FAME atskiriami nustatyto poliskumo ir ilgio analizés kolonélése.
FAME aptinkami liepsnos jonizaciniu detektoriumi (FID). Analizés salygos
pateiktos B dalyje.

Atliekant FAME dujy chromatografija su FID, kaip neSanciasias dujas galima
naudoti vandenilj arba helj (judancioji faz¢). Vandenilis paspartina atskyrimg
ir gaunamos aStresnés smailés. Nejudamoji fazé — mikroskopinis plonos
skyscio plévelés sluoksnis ant inertinio kieto lydyto kvarco pavirSiaus.

Dujoms judant kapiliarine kolonéle, vyksta iSgarinty analizuojamy junginiy
saveika su nejudamaja faze, dengiancia vidinj kolonélés pavirSiy. Dél nevie-
nodos skirtingy junginiy sgveikos jie iSplaunami skirtingu laiku, kuris vadi-
namas junginio sulaikymo trukme esant tam tikram analizés parametry rinki-
niui. Sulaikymo trukmés veréiy palyginimas naudojamas skirtingiems jungi-
niams identifikuoti.

A DALIS.

ALYVUOGIU ALIEJAUS IR ALYVUOGIU I§SPAU]?U ALIEJAUS
RIEBALUY RUGSCIY METILESTERIY PARUOSIMAS

1. APREPTIS

Sioje dalyje aprasytas riebaly rigiéiy metilesteriy paruosimas. Ja sudaro
alyvuogiy aliejy ir alyvuogiy i$spaudy aliejy riebaly riigséiy metilesteriy
paruo$imo metodai.

2. TAIKYMO SRITIS

Alyvuogiy aliejy ir alyvuogiy i$spaudy aliejy riebaly ragséiy metileste-
riai ruoSiami atliekant peresterinimg kalio hidroksido metanoliniu tirpalu
kambario temperatiiroje. Eminio gryninimo prie§ peresterinima biitinybé
priklauso nuo éminio laisvyjy riebaly ragsc¢iy kiekio bei nustatomo
analizés parametro ir metoda galima pasirinkti pagal $ig lentele:
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3.1.2.
3.1.2.1.

3.1.2.2.

3.1.2.3.

3.1.2.4.

3.1.2.5.

3.1.2.6.

3.1.2.7.

3.1.2.8.

3.1.3.
3.1.3.1.

3.1.3.2.

Aliejaus rusis Metodas

Pirmojo  spaudimo  alyvuogiy | 1. Riebaly ragstys
aliejus, kurio ragstingumas <

2.0 % 2. Riebaly rigsciy trans-izomerai
3. AECN42 (iSgryninus silika-
Rafinuotas alyvuogiy aliejus geliu  ekstrakcijos  kietaja

faze (SPE) metodu)
Alyvuogiy aliejus, sudarytas 1§
rafinuoto alyvuogiy aliejaus ir
pirmojo  spaudimo  alyvuogiy
aliejy:

Rafinuotas alyvuogiy iSspaudy
aliejus

Alyvuogiy isspaudy aliejus

Pirmojo  spaudimo  alyvuogiy | 1. Riebaly ragstys (iSgryninus
aliejus, kurio riigStingumas > silikageliu SPE metodu)

2,0 % 2. Riebaly ragici -i i
Neapdorotas alyvuogiy iSspaudy | = lebaly rugscly frans-izomerat

(iSgryninus  silikageliu ~ SPE

aliejus metodu)
3. AECN42 (i8gryninus silika-
geliu SPE metodu)
METODIKA

Peresterinimas kalio hidroksido metanoliniu tirpalu kambario
temperatiiroje.

Principas

Metilesteriai susidaro atliekant peresterinimg metanoliniu kalio hidro-
ksido tirpalu, kaip tarpiné stadija prie§ jvykstant muilinimui.

Reagentai

Metanolis, turintis ne daugiau kaip 0,5 % (masés) vandens.

Heksanas, tinkamas chromatografijai.

Heptanas, tinkamas chromatografijai.

Dietileteris, stabilizuotas prie§ analize.

Acetonas, tinkamas chromatografijai.

ISplovimo tirpiklis aliejui gryninti kolonélinés chromatografijos arba
ekstrakcijos kietaja faze budu: heksano ir dietileterio miSinys 87/13

V/v).

Kalio hidroksidas, mazdaug 2 mol/l metanolinis tirpalas: 11,2 g kalio
hidroksido iStirpinama 100 ml metanolio.

Silikagelio kasetés, 1 g (6 ml), ekstrakcijai kietaja faze atlikti.

Aparatira

Mégintuvéliai su uzsukamais dangteliais (5 ml tdrio), dangtelis su PTFE
jungtimi.

Graduotos arba automatinés pipetés, 2 ml ir 0,2 ml.
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3.1.4. Aliejaus éminiy gryninimas

Jei bitina, éminiai gryninami aliejy leidziant per ekstrakcijos kietaja faze
silikagelio kasete. Silikagelio kaseté (3.1.2.8) dedama | iSplovimo
vakuume aparatg ir plaunama 6 ml heksano (3.1.2.2); plaunama ne
vakuume. Paskui aliejaus (mazdaug 0,12 g) tirpalas, esantis 0,5 ml
heksano (3.1.2.2) supilamas | kolonéle. Tirpalas leidziamas zemyn ir
iSplaunamas 10 ml heksano ir dietileterio (87:13 v/v) miSiniu (3.1.2.6).
Sujungti elivatai sumaiSomi ir padalijami j du mazdaug vienodus tirius.
Alikvotiné dalis iSgarinama sukamajame garintuve iki sauso likucio,
esant sumazintam slégiui ir kambario temperaturoje. Likutis iStirpinamas
1 ml heptano ir gautg tirpalg galima naudoti riebaly riig§¢iy analizei GC
metodu. Antroji alikvotiné dalis iSgarinama, o likutis iStirpinamas 1 ml
acetono, kad prireikus buty galima atlikti trigliceridy analiz¢ HPLC
metodu.

3.1.5. Procediira

I 5 ml mégintuvélj su uzsukamu dangteliu (3.1.3.1) pasveriama mazdaug
0,1 g aliejaus éminio. [pilama 2 ml heptano (3.1.2.2) ir supurtoma.
Ipilama 0,2 ml metanolinio kalio hidroksido tirpalo (3.1.2.7), uzdedamas
dangtelis su PTFE jungtimi, dangtelis uzsukamas ir mégintuvélis stipriai
purtomas 30 sekundziy. Palickama iSsisluoksniuoti tol, kol virSutinis
tirpalo sluoksnis tampa skaidrus. VirSutinis sluoksnis su metilesteriais
dekantuojamas. Tirpalas heptane yra paruoStas jpurksti | dujy chromato-
grafa. Patartina tirpala laikyti Saldytuve iki bus atliekama jo dujy chro-
matografiné analizé. Nerekomenduojama tirpalo laikyti ilgiau kaip 12 h.

B DALIS.

RIEBALU RUGSCIU METILESTERIU ANALIZE DUJU CHROMATO-
GRAFIJOS METODU

1. TAIKYMO SRITIS
Sioje dalyje aprasyti bendri nurodymai, kaip taikyti kapiliaring dujy

chromatografija, nustatant pagal A dalyje nurodyta metoda gauto riebaly
rigsciy metilesteriy misinio kokybing ir kiekybing sudét;.

Si dalis netaikoma polimerizuotoms riebaly riggtims.

2. REAGENTAI
2.1. Nesanciosios dujos

Inertinés dujos (vandenilis ar helis), visiSkai iSdziovintos, turincios
maziau kaip 10 mg/kg deguonies.

1 pastaba. Vandenilis gali dvigubai pagreitinti analiz¢, bet yra pavo-
jingas. Galima jsigyti saugiy jtaisy.

2.2. Pagalbinés dujos

2.2.1.  Vandenilis (grynumas > 99,9 %), neturintis organiniy priemaisy.
2.2.2.  Oras arba deguonis, neturintys organiniy priemaiSy.
2.2.3.  Azotas (grynumas > 99 %).

2.3. Pamatinis etalonas

Gryny riebaly riigsciy metilesteriy arba Zinomos sudéties riebaly, geriau-
siai tokiy, kurie yra panasis j analizuojama riebaling medziaga, metiles-
teriy misinys. NesoCiyjy rigsciy trans-izomerams identifikuoti tinka
oktadeceno, oktadekadieno ir oktadekatrieno rugsciy metilesteriy cis- ir
trans-izomerai.

Reikéty imtis atsargumo priemoniy, kad bity iSvengta polinesoliyjy
riebaly riigsciy oksidacijos.
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3. APARATURA

Pateikiamos instrukcijos tinka jprastai dujy chromatografijos jrangai, kai
naudojamos kapiliarinés kolonélés ir dujy jonizacinis detektorius.

3.1. Dujy chromatografas

Dujy chromatografa sudaro Sie elementai:

3.1.1.  Jpurskimo sistema

Naudojama jpurSkimo sistema su kapiliarinémis kolonélémis, ir Siuo
atveju ji turéty buti specialiai suprojektuota darbui su tokiomis koloné-
lémis. Tai gali bati dalijamo ar nedalijamo srauto tiesioginio jpurskimo j
kolonéle injektorius.

3.1.2. Krosnis

Krosnis turi jkaitinti kapiliaring kolonéle bent iki 260 °C ir pasirinkta
temperatiirg palaikyti 0,1 °C tikslumu. Pastarasis reikalavimas yra ypac
svarbus, kai naudojamas lydyto kvarco vamzdelis.

Visais atvejais rekomenduojamas programuojamos temperatiiros Kkaiti-
nimo rezimas, ypa¢ kai analizuojamos riebaly riigstys, turin¢ios maziau
kaip 16 anglies atomy.

3.1.3.  Kapiliariné kolonélé

3.1.3.1. Vamzdelis pagamintas i§ medZziagos, inertiSkos analizuojamoms medzia-
goms (paprastai stiklinis arba lydyto kvarco). Vidinis skersmuo turi buti
nuo 0,20 iki 0,32 mm. Prie§ padengiant nejudamaja faze, vidinj pavirsiy
reikia tinkamai apdoroti (pvz., paruosti pavirSiy ir padaryti jj inertisku).
Riebaly riigstims ir jy cis- bei trans-izomerams pakanka 60 m ilgio.

3.1.3.2. Kaip koloné¢liy nejudamoji fazé tinka tinklinés struktiiros polinis polisi-
loksanas (cianpropilpolisiloksanas).

2 pastaba. Yra rizika, kad naudojant polinius polisiloksanus gali biiti
sunkiau identifikuoti ir atskirti linoleno rigstj bei Cy
rugstis.

Dangos turi bati plonos, t. y. nuo 0,1 iki 0,2 um.

3.1.3.3. Kolonélés surinkimas ir kondicionavimas

Surenkant kapiliarines kolonéles, laikomasi jprasty atsargumo priemoniy,
t. y. kolonélés jstatymas j krosnj (tvirtinimas), jungCiy pasirinkimas ir
sujungimas (sandarumas), kolonélés galy jungimas su injektoriumi ir
detektoriumi (neveikos tliriy sumazinimas). | kolonélg tickiamos nesan-
¢iosios dujos (pvz., 0,3 bar (30 kPa) slégio, kai naudojama 25 m ilgio ir
0,3 mm vidinio skersmens kolonél¢).

Kolonélé kondicionuojama, programuojant krosnies temperatiiros kitima
3 °C/min sparta nuo kambario temperattros iki 10 °C mazZesnés uz neju-
damosios fazés skilimo temperatiira. Krosnis Sioje temperatiiroje laikoma
vieng valanda, kol nusistovi atskaitos linija. Temperatiira darbui izoter-
minémis salygomis sumazinama iki 180 °C.

3 pastaba. Tinkamai i§ anksto kondicionuoty kolonéliy galima
nusipirkti.
3.1.4.  Liepsnos jonizacinis detektorius ir konverteris-stiprintuvas
32.  Svirkstas

Didziausia Svirksto talpa turi bati 10 pl, sugraduotas 0,1 pl padalomis.

3.3. Duomeny rinkimo sistema

Duomeny rinkimo sistema tiesiogiai sujungiama su detektoriais ir yra
naudojama su programine jranga, kuri galéty integruoti ir normalizuoti
smailes.
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4. PROCEDURA
Nuo 4.1 iki 4.3 skirsniuose apraSyti veiksmai tinka naudojant liepsnos
jonizacinj detektoriy.
4.1. Bandymo salygos
4.1.1.  Kapiliariniy kolonéliy optimaliy veikimo sqlygy parinkimas

Dél kapiliariniy kolonéliy efektyvumo ir pralaidumo komponenty atsky-
rimas ir analizés trukmé labai priklauso nuo neSanciyjy dujy srauto
kolonél¢je. Todél biutina optimizuoti veikimo sglygas, reguliuojant §j
parametrg (arba tiesiog kolonélés slégio sumazéjima), priklausomai
nuo to, ar siekiama pagerinti atskyrima ar paspartinti analize.

Paaiskéjo, kad FAME (nuo C4 iki C26) atskirti tinka tokios salygos.
Chromatogramy pavyzdziai pateikti B priedélyje:

injektoriaus temperatiira: 250 °C
detektoriaus temperatiira: 250 °C
krosnies temperatiira: nuo 165 °C (8 min) iki 210 °C

2 °C/min sparta

nesanciosios dujos: vandenilis, dujy tiekimo j kolonéle
slégis: 179 kPa

suminis srautas: 154,0 ml/min;
padalijimo santykis: 1:100
ipurskiamas taris: 1 ul

4.1.2.  Skyros nustatymas (Zr. A priedélj)

Dviejy gretimy smailiy I ir II skyra R apskai¢iuojama pagal formulg:

R = 2 x ((dqy — dp)og +oq)) or R = 2 x ((tuy -
L)/ (©q) + o)) (USP) (JAV farmakopéja),

arba
R = 118 x ((tun — ta)/(@os50) + ®osar)) (EP, BP, JP, DAB), (JP

(Japonijos farmakopé¢ja), EP (Europos farmakopéja), (BP (Brity farma-
kopgja)),

Cia:

dyqy — I smailés sulaikymo atstumas;

dyqry — 11 smailés sulaikymo atstumas;

tryqy — I smailés sulaikymo trukme;

tyan — 11 smailés sulaikymo trukmé;

o) — [ smailés pagrindo plotis;

oqry — II smailés pagrindo plotis;

©ys — tam tikro junginio smailés pusaukscio plotis;
If oq) = o), R skaiCiuojama pagal Sias formules:
R = (diany — diq)lw = (diany — diq)/4o

¢ia:

o — standartinis nuokrypis (zr. A priedélio 1 paveikslg).
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Jei atstumas d, tarp dviejy smailiy dy ) — dypy lygus 4o, skyros faktorius
R=1.

Jei dvi smailés atsiskiria nevisiSkai, dviejy smailiy perlinkio tasky lies-
tinés susikerta C taske. Kad dvi smailés visiskai atsiskirty, atstumas tarp
ju turi bati lygus:

diary — dvry = 6 0, todél R = 1,5 (Zr. A priedélio 3 paveiksla).

5. REZULTATU ISRAISKA
5.1 Kokybiné analizé

Pagal B priedélio 1 paveikslo chromatograma identifikuojamos éminio
metilesteriy smailés, prireikus atliekant interpoliacija arba lygindami su
metiesteriy etaloniniy miSiniy smeilémis (kaip nurodyta 2.3 punkte).

5.2. Kiekybiné analizé
5.2.1.  Sudéties nustatymas

Atskiry riebaly rugsciy metilesteriy masés dalis w;, iSreikSta metilesteriy
masés procentine dalimi, apskai¢iuojama taip:

5.2.2.  Apskaiciavimo metodas
5.2.2.1. Bendrasis atvejis

Duoto i komponento kiekis, iSreikStas metilesteriy masés procentine
dalimi, apskaic¢iuojamas nustatant atitinkamos smailés ploto procenting
dalj visy smailiy ploty sumos atzvilgiu pagal formulg:

W =4 I/ZA x 100

A; - atskiro riebaly rtigsties metilesterio i smailés plotas;

XA - atskiry riebaly riigsciy metilesteriy visy smailiy ploty suma.

Rezultatai pateikiami Simtyjy tikslumu.

4 pastaba. Riebaly ir aliejy riebaly riigs¢iy metilesteriy masés dalis yra
lygi triacilgliceroliy masés daliai, iSreik$tai gramais 100 g.
Tais atvejais, kai §i prielaida negalioja, zr. 5.2.2.2.

5.2.2.2. Korekcijos koeficienty naudojimas

Tam tikrais atvejais, pvz., jei yra riebaly rugsciy, turinciy maziau kaip
aStuonis anglies atomus, arba rligs¢iy su antrinémis grupémis, turi biiti
atlickama ploty korekcija, taikant specialius korekcijos koeficientus
(Fci). Sie koeficientai turi biiti nustatyti kiekvienam atskiram prietaisui.
Stuo tikslu turi biiti naudojamos atitinkamam intervalui tinkamos etalo-
ninés medziagos, kuriy riebaly riig§ciy sudétis buty sertifikuota.

5 pastaba. Sie korekcijos koeficientai néra identiski A priedélyje
pateiktiems teoriniams FID korekcijos koeficientams, nes |
juos jtrauktos jpurSkimo sistemos veikimo charakteristikos ir
kt. Tadiau esant didesniems skirtumams reikéty patikrinti
visos sistemos veikimo charakteristikas.
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Sio etaloninio miSinio / metilesterio masés dalis apskaiiuojama pagal
formule:

w; = (mi/Zm) *x 100

m; — etaloninio miSinio i metilesterio masg;

2m — jvairiy etaloninio miSinio komponenty, kaip metilesteriy, masiy
suma.

Pagal etaloninio miSinio chromatogramg i metilesterio ploto procentiné
dalis apskaiCiuojama pagal formulg:

w; = (AI/ZA) x 100

A

; — etaloninio miSinio i metilesterio plotas;
XA — visy etaloninio miSinio metilesteriy ploty suma.
Tokiu atveju pataisos koeficientas F, yra lygus:
Fe = (m; x ZA)/(A/Zm)

Eminio kiekvieno i metilesterio masés procenting dalis yra lygi:

wi = (F; X A)/E(F; x 4y)
Rezultatai pateikiami Simtyjy tikslumu.
6 pastaba. ApskaiCiuota verté atitinka atskiros riebaly riigSties masés
procenting dalj, apskaiciuota kaip triacilgliceroliy mase

100 g riebaly.

5.2.2.3. Vidinio etalono naudojimas

Atliekant tam tikras analizes (pvz., kai kiekybiSkai nustatomos ne visos
rugstys, pvz., kai be rigsciy su 16 ir 18 anglies atomy yra keturis ir
Sesis anglies atomus turinCios rugstys, arba kai reikia nustatyti absoliuty
riebaly riigsties kiekj éminyje) biitina naudoti vidinj etalong. Daznai
naudojamos riebaly rugstys su 5, 15 arba 17 anglies atomy. Vidiniam
etalonui turi biiti nustatytas korekcijos koeficientas (jei yra).

Metilesteriu iSreik§to i komponento procentiné masés dalis nustatoma
pagal formule:

w; = (myg > Fj < A;))/(m x Fig % Ag)

; — i metilesterio plotas;

Aig — vidinio etalono plotas;

~
[

i riebaly rugsties, iSreiks$tos metilesteriu, korekcijos koeficientas;
Fis — vidinio etalono korekcijos koeficientas;

tiriamosios dalies mas¢, miligramais;

3
I

myg — vidinio etalono mas¢, miligramais.

Rezultatai pateikiami Simtyjy tikslumu.
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6. BANDYMU ATASKAITA

Bandymy ataskaitoje turi buiti nurodyti visi metilesteriy ruo§imo
ir dujy chromatografinés analizés metodai ir gauti rezultatai. Joje
taip pat nurodoma visa su darbu susijusi informacija, nenurodyta
Siame standartiniame metode, arba laikoma neprivaloma, kartu
nurodant visy incidenty, galéjusiy turéti jtakos rezultatams,
aplinkybes.

Bandymy ataskaitoje turi buti pateikta éminiui visiskai identifi-
kuoti butina informacija.

7. PRECIZISKUMAS
7.1. Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai:

Metodo preciziskumo tarplaboratorinio tyrimo duomenys pateikti
standarto I0C/T.20/Doc. No 33 C priede. Siame tarplaboratori-
niame tyrime gautos vertés gali netikti kitoms nei nurodytos
koncentracijos vertéms ir matricoms.

7.2 Pakartojamumas

Dviejy atskiry bandymo rezultaty, kuriuos per trumpa laika toje
pacioje laboratorijoje ir ta pacia jranga gavo vienas operatorius,
tai paciai tiriamajai medziagai taikydamas ta patj tyrimo metoda,
absoliutusis skirtumas ne daugiau kaip 5 % atvejy gali buti
didesnis uz r vertes, pateiktas I0C/T.20/Doc No 33 standarto
C priedo nuo 1 iki 14 lentelése.

7.3. Atkuriamumas

Dviejy atskiry bandymo rezultaty, kuriuos skirtingose laboratori-
jose ir skirtinga jranga gavo skirtingi operatoriai, tai paciai tiria-
majai medziagai taikydami ta patj tyrimo metoda, absoliutusis
skirtumas ne daugiau kaip 5 % atvejy gali buti didesnis uz R
vertes, pateiktas I0C/T.20/Doc No 33 standarto C priedo nuo
1 iki 14 lentelése.
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A priedélis

1 paveikslas

=0,48L

2me

—-t
N
@5 — trikampio (ABC) pusaukscio plotis, b — trikampio (NPM) pusaukscio plotis.
2 paveikslas 3 paveikslas

(R=1)

6
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B priedélis

1 paveikslas

Dujuy chromatografijos smailiy profilis, gautas alyvuogiy iSspaudy aliejui taikant $altojo metilinimo metoda

23

&

=

—

Chromatogramoje pavaizduotos smailés yra metilesteriy ir etilesteriy smailés, i$skyrus atvejus, kai nurodyta kitaip.
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XI PRIEDAS

LAKIUJU HALOGENINTU TIRPIKLIU KIEKIO ALYVUOGIUY

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 jrenginys su elektrony pagavos detektoriumi (EPD).
Lakiyjy medziagy nustatymo tuscioje erdvéje vir§ produkto jrenginys.

Stikliné dujy chromatografiné kolonéle, ilgis 2 m, skersmuo 2 mm, neju-
dancioji fazé gaunama 10 % OV101 arba atitinkama medZziaga impregnuo-
jant iskaitintg, ragstyje iSplautg 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 Svirkstui jkisti.

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

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

DARBO EIGA

| stikling kolbg (pakartotinai nenaudoti) tiksliai pasveriama apie 3 g alie-
jaus; kolba hermetiskai uzdaroma. Kolba dedama vienai valandai j termo-
stata, esant 70 °C temperatiirai. Svirk§tu paimama tiksliai 0,2-0,5 ml
tusCiosios erdvés turinio. Tai jpurSkiama j dujy chromatografing kolonéle,
nustatytg taip:

— inzektoriaus temperattra: 150 °C,

— kolonélés temperatiira: 70-80 °C,

— detektoriaus temperattira: 200-250 °C.

Temperatiiros gali buti kitos, jei gaunami tokie patys rezultatai.

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

Kiekybinis vertinimas: lyginami bandinio ir etaloninio tirpalo, kurio
koncentracija laikoma aréiausia nustatomai, smailiy plotai arba auksciai.
Jei nuokrypis yra didesnis kaip 10 %, analizé turi buti 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. TIKSLAS IR TAIKYMO SRITIS

Siame priede aprasyto tarptautinio metodo tikslas — nustatyti Europos
Parlamento ir Tarybos reglamento (ES) Nr. 1308/2013 (') VII priedo
VIII dalies 1 punkte apibudinto pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus
organoleptiniy savybiy vertinimo procediirg ir nustatyti jo klasifikavimo
pagal tas charakteristikas metodg. Taip pat pateikiamos nuorodos dél
neprivalomo Zenklinimo.

Apibidintas metodas taikomas tik pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejams
ir tokius aliejus klasifikuojant arba zenklinant pagal pajausty trikumy ir
vaisiy pozymio stipruma, apie kurj sprendzia atrinkty, apmokyty ir prizit-
rimy degustuotojy grupé.

Taikoma paskutiné paskelbta Siame priede minimy TAAT standarty
versija.

2. BENDRASIS PAGRINDINIS JUTIMINES ANALIZES ZODYNAS

Zr. standartg IOC/T.20/Dok. Nr. 4 ,Jutiminé analizé. Bendrasis pagrin-
dinis Zodynas*

3. SPECIALUSIS ZODYNAS
3.1.  Neigiami poZymiai

Sudvises ir (arba) su drumzlinomis nuosédomis Sis prieskonis biidingas
aliejui, pagamintam i§ kaupuose laikyty alyvuogiy, kuriy anaerobinis
fermentavimo procesas buvo gerokai pazenggs | priekj, arba prieskonis,
atsirades dél ilgalaikio aliejaus sglyCio su anaerobinj fermentavimo
procesa taip pat patyrusiomis statiniy ir talpykly dekantavimo nuose-
domis.

Atsiduodantis pelésiais, drégme, Zeme Sis prieskonis biidingas aliejams,
pagamintiems i§ vaisiy, kuriuose uzsiveis¢ didelis grybeliy ir mieliy
bakterijy kiekis drégnas alyvuoges kelias dienas palaikius supiltas |
kaupus, arba aliejui, pagamintam i§ alyvuogiy, surinkty kartu su Zemémis,
arba purviny ir nenuplauty.

Vyno, acto, rigstus, aitrus Tai kai kuriems aliejams buidingas prieskonis,
primenantis vyng arba actg. Atsiranda daugiausia dél aerobinio alyvuogiy
ar alyvuogiy maseés likuciy blogai iSplautuose dembliuose fermentacijos
proceso, dél kurio susidaro acto riigstis, etilacetatas ir etanolis.

Apkartes Sis prieskonis bidingas aliejams, paveiktiems stipraus oksida-
cijos proceso.

Salnos pakgstos alyvuogés (drégnos medienos) Sis prieskonis biidingas
aliejams, iSspaustiems i§ Salnos medziuose pakasty alyvuogiy.

(") 2013 m. gruodzio 17 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamentas (ES) Nr. 1308/2013,

kuriuo nustatomas bendras zemés wkio produkty rinky organizavimas ir panaikinami
Tarybos reglamentai (EEB) Nr. 922/72, (EEB) Nr. 234/79, (EB) Nr. 1037/2001
ir (EB) Nr. 1234/2007 (OL L 347, 2013 12 20, p. 671).
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3.1.1.

3.2.

3.3.

Kiti neigiami pozZymiai

Pakaitintas arba Sis prieskonis badingas aliejams, kurie buvo per

prideges. stipriai ir (arba) per ilgai kaitinami juos apdorojant,
ypac jei terminis masés maiSymas buvo atliekamas
netinkamomis temperatiiros salygomis.

Sieno, medienos. Sis prieskonis biudingas kai kuriems aliejams, paga-
mintiems i§ i8dziuvusiy alyvuogiy.

Sunkus. Kai kuriy seny aliejy burnoje sukeliamas tirStumo,
klampumo pojitis.

Tepaly. Aliejaus prieskonis, primenantis dyzeling, tepalg ar
mineraling alyva.

Augalinio Aliejaus prieskonis, atsirades dél ilgo salyCio su
vandens. fermentacijos paveiktu augaliniu vandeniu
Sirymo. Aliejaus, pagaminto i§ alyvuogiy, kurios buvo konser-

vuojamos sliryme, prieskonis.

Metalo. Prieskonis, primenantis metalg. Jis atsiranda dél ilga-
laikio aliejaus salyCio su metaliniais pavirSiais gniuz-
dymo, mai§ymo, spaudimo arba laikymo metu.

Esparto. Sis prieskonis biidingas aliejui, pagamintam alyvuoges
spaudziant naujuose dembliuose i§ esparto zolés.
Prieskonis gali skirtis pagal tai, ar dembliai pagaminti
i§ zalios, ar i§ dziovintos Zolés.

Kirméliy. Aliejaus, pagaminto i§ alyvuogiy, kurias smarkiai
pazeidé alyvmedziy musiy (Bactrocera oleae) lervos,
prieskonis.

Agurky. Prieskonis, atsirandantis, kai aliejus per ilgai laikytas

sandariai uzdarytuose induose, ypac¢ skardinése, ir
siejamas su 2,6-nonadienalio susidarymu.

Teigiami poZymiai

Vaisiy. vairtis aliejui buidingi uoslés pojiiciai, kurie priklauso
nuo alyvuogiy rasies ir kuriuos aliejui suteikia gami-
nant naudotos sveikos, §vieZios sunokusios arba nesu-
nokusios alyvuogés. Pajuntami i$ karto ir (arba) giliai
nosyje.

Kartus. Pagrindinis skonis, buidingas aliejui, pagamintam i§
zaliy arba i§ pradedanciy nokti alyvuogiy. Jis pajau-
¢iamas liezuvio Saknyje esanciais skonio svogiinéliais.

AStrus. Juntamas geliantis pojitis, buidingas aliejams, paga-
mintiems derliaus nuémimo sezono pradzioje,
daugiausia i§ dar nesunokusiy alyvuogiy. Jj galima
jausti visoje burnos ertméje, ypa¢ gerkléje.

Neprivalomi Zenklinimo terminai

Gaves praSyma, degustuotojy grupés vadovas gali patvirtinti, kad jvertinti
aliejai atitinka apibréztis ir parametry intervalus, pagal kuriuos jie, atsiz-
velgiant | pozymiy stiprumg ir juntamuma, apibidinami tik toliau nuro-
dytais terminais.
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Teigiami pozymiai (vaisiy skonis, kartumas ir aitrumas): pagal pojucio

stipruma:

— stiprus, kai pozymio mediana didesné nei 6;

— vidutinis, pozymio mediana yra nuo 3 iki 6;

— silpnas, kai pozymio mediana mazesné nei 3.

Vaisiy skonis

Zaliy vaisiy skonis

Sunokusiy vaisiy skonis

Subalansuotas aliejus

Svelnus aliejus

Ivairts aliejaus sukeliami buidingi uoslés pojt-
¢iai, kurie priklauso nuo alyvuogiy risies ir
kuriuos aliejui  suteikia sveikos, S§vieZios
alyvuoges, neturincios nei zaliy, nei sunokusiy
vaisiy vyraujancio skonio. Pajuntami i$ karto ir
(arba) giliai nosyje.

Ivairtis aliejaus sukeliami buidingi uoslés pojt-
¢iai, kuriuos aliejui suteikia gaminant naudotos
zalios, sveikos ir §viezios alyvuogés ir kurie
primena Zzaliy vaisiy aromaty. Pajuntami i
karto ir (arba) giliai nosyje.

Ivairtis aliejaus sukeliami budingi uoslés pojt-
¢iai, kuriuos aliejui suteikia gaminant naudotos
sveikos ir §viezios alyvuogés ir kurie primena
sunokusiy vaisiy aromatg. Pajuntami i§ karto ir
(arba) giliai nosyje.

Aliejus, kuriam netriksta uoslés, skonio ir
lietimo pojuciy pusiausvyros (kurio kartumo
mediana ir aitrumo mediana yra ne daugiau
kaip dviem punktais didesné nei vaisiy skonio
mediana).

Aliejus, kurio kartumo ir aitrumo mediana yra
ne didesné kaip 2.

Terminy sgraSas pagal pojicio stipruma:

Terminus galima vartoti pateikus
organoleptinio tyrimo sertifikata

Pojiic¢io mediana

Vaisiy skonio

Sunokusiy vaisiy skonio

Zaliy vaisiy skonio

Lengvo vaisiy skonio

Maziau nei 3

Vidutinio vaisiy skonio

Nuo 3 iki 6

Stipraus vaisiy skonio

Daugiau kaip 6

Lengvo sunokusiy vaisiy skonio Maziau nei 3
Vidutinio sunokusiy vaisiy skonio Nuo 3 iki 6
Stipraus sunokusiy vaisiy skonio Daugiau kaip 6

Lengvo zaliy vaisiy skonio Maziau nei 3
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Terminus galima vartoti pateikus Poititio mediana
organoleptinio tyrimo sertifikatg Ju
Vidutinio Zaliy vaisiy skonio Nuo 3 iki 6
Stipraus zaliy vaisiy skonio Daugiau kaip 6
Lengvai kartus Maziau nei 3
Vidutiniskai kartus Nuo 3 iki 6
Stipriai kartus Daugiau kaip 6
Lengvai aitrus Maziau nei 3
Vidutiniskai aitrus Nuo 3 iki 6
Stipriai aitrus Daugiau kaip 6
Subalansuotas aliejus Kartumo mediana ir aitrumo
mediana yra ne daugiau kaip
2 punktais didesnés nei
vaisiy skonio mediana.
Svelnus aliejus Kartumo mediana ir aitrumo
mediana yra ne didesnés kaip
2
VY M26

4. ALIEJAUS DEGUSTAVIMO STIKLINE
Zr. standarty IOC/T.20/Dok. Nr. 5 ,,Aliejaus degustavimo stikliné*.

5. DEGUSTAVIMO PATALPOS

Zr. standartg IOC/T.20/Dok. Nr. 6 ,Degustavimo patalpy jrengimo
vadovas*®.

6. REIKMENYS
Kiekviename degustavimo kambaryje turi bati Sie degustuotojams reika-

lingi ir lengvai pasiekiami reikmenys, kad degustuotojai galéty tinkamai
atlikti savo uzduotj:

— stiklinés (standartinés) su meéginiais, pazymétos kodo numeriais,
uzdengtos iSgaubtais dangteliais ir laikomos 28 °C + 2 °C temperatii-
roje;

— savybiy vertinimo lapas (zr. 1 pav.), kuris pateikiamas popierine arba
elektronine forma, laikantis savybiy vertinimo lapui taikomy salygy,
ir, prireikus, jo naudojimo nurodymai;

— raS$iklis arba nenuplaunamas rasalas;

— padéklai su obuolio skiltelémis ir (arba) vandeniu, gazuotu vandeniu ir
(arba) saldziais dzitvéséliais;

— stiklinés su kambario temperatiiros vandeniu;

— lapas, kuriame primenamos 8.4 ir 9.1.1 skirsniuose iSvardytos bend-
rosios taisyklés;

— spjaudyklés.
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7. DEGUSTUOTOJU GRUPES VADOVAS IR DEGUSTUOTOJAI
7.1.  Degustuotoju grupés vadovas

Degustuotojy grupés vadovas turi buti tinkamai parengtas asmuo, turintis
ekspertiniy ziniy apie jvairias aliejy riiSis, su kuriomis susidurs savo
darbe. Tai pagrindinis grupés narys, atsakingas uz jos darbo organizavimag
ir veikla.

Degustuotojy grupés vadovas dél savo darbo pobiidzio turi bati bendrai
iSmokytas naudoti jutiminés analizés priemones ir naudotis jutiminiais
igudziais, gebéti kruopsciai rengti bandymus, juos organizuoti ir vykdyti
ir turi turéti jgidziy bei kantrybés moksliskai planuoti bandymus ir juos
vykdyti.

Tai vienintelis asmuo, atsakingas uz degustuotojy atranka, mokyma ir
stebéjima, atlickamg jy tinkamumo lygiui nustatyti. Taigi jis yra atsa-
kingas uz degustuotojy vertinima, kuris visada turi buti objektyvus ir
kuriam atlikti jis turi buti parenggs konkrecias procediiras, pagristas testais
ir patikimais priémimo ir atmetimo kriterijais. Zr. standarta
I0C/T.20/Dok. Nr. 14 ,Kvalifikuoty pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus
degustuotojy atrankos, mokymo ir stebéjimo vadovas®.

Degustuotojy grupés vadovas atsakingas uz degustuotojy grupés veiklos
rezultatus, taigi ir uz jy vertinima, kurj jis turi pagristi patikimais ir
objektyviais jrodymais. Bet kokiu atveju jis turi gebéti bet kada jrodyti,
kad taikomas degustavimo metodas ir degustuotojai yra kontroliuojami.
Degustuotojy grupg rekomenduojama periodiskai tikrinti (I0C/T.20/Dok.
Nr. 14, 5 dalis).

Degustuotojy grupés vadovui tenka didziausia atsakomybé uz degustuo-
tojy grupés dokumenty saugojima. Siuos dokumentus visada turi biiti
imanoma atsekti. Jis turi laikytis tarptautiniuose jutiminés analizés stan-
dartuose nustatyty patikinimo ir kokybés reikalavimy ir visais atvejais
uztikrinti méginiy anonimiSkuma.

Degustuotojy grupés vadovas atsakingas uz inventorizacija, jis turi uztik-
rinti, kad prietaisai ir jranga, reikalingi Sio metodo specifikacijoms
vykdyti, blty tinkamai valomi ir prizilrimi, ir turi saugoti raSytinius
tokios prieziliros ir bandymy salygy laikymosi jrodymus.

Jis yra atsakingas uz méginiy priémima ir saugojimg juos pristacius |
laboratorijg, taip pat uz jy saugojimg atlikus tyrimg. Vykdydamas $ig
pareiga, jis nuolat uztikrina, kad méginiai bty anonimiski ir tinkamai
saugomi, o Siuo tikslu turi parengti raSytines procediras, kurias taikant
buty uztikrinta, kad visas procesas bty atsekamas, o jo rezultatai —
garantuoti.

Be to, jis yra atsakingas uz méginiy paruo$ima, Zyméjima kodais ir patei-
kimg degustuotojams pagal atitinkama eksperimenty plana, parengta pagal
i§ anksto nustatytus protokolus, taip pat uz degustuotojy gauty duomeny
surinkimg ir jy statistinj apdorojima.

Degustuotojy grupés vadovas yra atsakingas uz visy kity procediiry, kuriy
galéty prireikti Siam standartui papildyti, rengima ir jforminima dokumen-
tais ir uz uztikrinima, kad degustuotojy grupé tinkamai veikty.

Jis turi ieskoti budy degustuotojy grupés rezultatus palyginti su kity
pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus analiz¢ atlickanéiy grupiy gautais
rezultatais, kad jsitikinty, jog grupé tinkamai dirba.
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Degustuotojy grupés vadovas privalo motyvuoti grupés narius skatin-
damas jy doméjimasi, smalsumg ir tarpusavio konkurencijos dvasia.
Todél jam primygtinai rekomenduojama uztikrinti sklandy abipusj keiti-
masi informacija su grupés nariais, nuolat informuojant juos apie visas
uzduotis, kurias jie atlicka, ir apie gautus rezultatus. Be to, jis turi uztik-
rinti, kad jo nuomoné nebiity zinoma, ir turi neleisti galimiems lyderiams
primesti savo kriterijy kitiems degustuotojams.

Jis turi pakankamai i§ anksto sukviesti degustuotojus ir atsakyti j visus
klausimus dél bandymy atlikimo, taCiau neturi sitlyti jiems jokios
nuomongés apie meginj.

VY M28
7.1.1. Degustuotojy grupés vadovo pavaduotojas

Degustuotojy grupés vadova dél pateisinamy priezasCiy gali pakeisti
degustuotojy grupés vadovo pavaduotojas, kuris gali laikinai atlikti
pareigas, susijusias su bandymy atlikimu. Sis pavaduotojas turi turéti
visus grupés vadovui batinus jgadZzius.

7.2.  Degustuotojai

Asmenys, kurie kaip degustuotojai dalyvauja atliekant organoleptinius
alyvuogiy aliejy tyrimus, tai turi daryti savanoriskai. Todél patartina,
kad kandidatai paraiSka teikty rastu. Degustuotojy grupés vadovas kandi-
datus atrenka, parengia ir stebi remdamasis jy geb¢jimu atskirti panasius
meéginius; reikéty atminti, kad po mokymy jy tikslumas padides.

Degustuotojai turi elgtis kaip tikrieji jutimy stebétojai, nepaisantys savo
asmeniniy skoniy ir nurodantys tik juntamus pojicius. Todél jie visada
turi dirbti tyloje, be jtampos ir skubos, kuo labiau sutelkdami savo
jutimus j degustuojama méginj.

Kiekvienam bandymui atlikti reikia 8—12 degustuotojy, nors buity pravartu
nuolat turéti keleta papildomy atsarginiy degustuotojy, kuriuos biity
galima iskviesti, kitiems negalint dalyvauti.

YM26
8.  BANDYMO SALYGOS

8.1.  Meéginio pateikimas

Aliejaus meéginys analizei pateikiamas standartinése degustavimo stikli-
nése, atitinkanciose standartg IOC/T.20/Dok. Nr. 5 ,,Aliejaus degustavimo
stikline®.

Stiklingje yra jpilta 14-16 ml aliejaus, arba 12,8-14,6 g, jeigu méginiai
turi baiti pasveriami, ir ji uzdengta iSgaubtu dangteliu.

Kiekviena stikliné pazyméta kodu, kurj sudaro atsitiktine tvarka parinkti
skaitmenys arba raidziy ir skaitmeny derinys. Kodas bus pazymétas paSa-
linio kvapo neturin¢iu rasikliu.

8.2.  Bandymo ir méginio temperatiira

Degustavimui skirti aliejaus méginiai viso bandymo metu laikomi stikli-
nése 28 °C £ 2 °C temperatiiroje. Si temperatiira pasirinkta dél to, kad
pastebéti organoleptinius skirtumus esant tokiai temperatiirai yra lengviau
nei aplinkos temperatiroje; esant Zemesnei temperatiirai, Siems aliejams
budingi aromatiniai junginiai prastai i$siskiria, o esant aukStesnei tempe-
ratirai formuojasi laklis junginiai, budingi pakaitintam aliejui. Dél
metodo, kurj reikia naudoti méginiams stiklinéje kaitinti, Zr. standartg
I0C/T.20/Dok. Nr. 5 , Aliejaus degustavimo stikliné*.
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Temperatiira degustavimo ~ patalpose  turi  siekti 20-25°C  (zr.
10C/T.20/Dok. Nr. 6).

8.3.  Bandymo laikas

Aliejus geriausia degustuoti ryte. [rodyta, kad kai kuriais dienos laikotar-
piais skonis ir kvapas jaufiami optimaliausiai. Laikotarpiu prie§ valgj
jautrumas kvapams ir skoniams padidéja, o paskui jis silpnéja.

Tadiau taikant § kriterijy neturéty biti puolama j krastutinuma, nes
degustuotojus galéty blaskyti alkis, o dél to sumazéty jy atpazinimo gebé-
jimas; todél degustavimui rekomenduojama skirti laikg nuo 10 val. ryto
iki vidurdienio.

8.4. Degustuotojai. Bendrosios elgesio taisyklés

Degustuotojy elgesiui darbe taikomos tokios rekomendacijos.

Degustuotojy grupés vadovo pakviesti dalyvauti organoleptiniame tyrime
degustuotojai turéty jstengti atvykti i§ anksto nustatytu laiku ir turi
laikytis tokiy taisykliy:

— nertakyti ir negerti kavos bent 30 minuciy iki bandymui nustatyto
laiko;

— nenaudoti jokiy kvepaly, kosmetikos ar muilo, kurio kvapas galéty
islikti iki bandymo laiko. Rankoms nusiplauti jie privalo naudoti
nekvépinta muilg; rankas jie turi skalauti ir Sluostytis taip daznai,
kaip gali bti butina bet kokiam kvapui pasalinti;

— nevalgyti bent valanda iki degustavimo;

— jeigu jie fizikai prastai jaudiasi, visy pirma jei yra sutrikgs jy kvapo
ar skonio jausmas, arba jeigu jie jaucia kokj nors psichologinj poveiki,
del kurio negali sutelkti démesio | darba, degustuotojai neturi degus-
tuoti ir turi atitinkamai apie tai pranesti degustuotojy grupés vadovui;

— ivykd¢ minétus reikalavimus, degustuotojai turi tvarkingai ir tyliai
uzimti jiems degustavimo kambaryje skirta vieta;

— atidziai perskaityti savybiy vertinimo lape pateiktus nurodymus ir
nepradéti nagrinéti méginio, kol nebus visiSkai pasirengg uzduociai,
kurig turi atlikti (atsipalaiduoti ir neskubéti). Kilus kokiy nors
abejoniy, jie turéty kitiems negirdint kreiptis | degustuotojy grupés
vadova;

— atlikdami savo uzduotis nekalbéti;

— jy mobilusis telefonas visa laikg turi bati iSjungtas, kad netrukdyty
susikaupti ir kolegoms dirbti.

9. PIRMOJO SPAUDIMO ALYVUOGIU ALIEJAUS ORGANOLEPTINIO
VERTINIMO IR KLASIFIKAVIMO PROCEDURA

9.1.  Degustavimo metodas

VY M29
T 9l Degustuotojai pakelia stikling, uzdengta iSgaubtu stikliniu dangteliu, ir
$velniai jg palenkia; $ioje padétyje jie suka stikling, kad kuo labiau suvil-
gyty viding stiklinés sienelg. Uzbaige §j etapa, jie nuima iSgaubta stiklinj
dangtelj ir, létai ir giliai jkvépdami, uosto méginj, kad jvertinty aliejy.
Turéty buti uostoma ne ilgiau kaip 30 sekundziy. Jeigu per §j laika jokios
iSvados nepadaryta, jie padaro trumpa pertraukélg ir uosto dar kartg.
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Atlike uostymo analizg, degustuotojai vertina pojicius burnoje (bendri
pojiiciai — kvapas giliai nosyje, skonis ir lietimas). Tam jie iSgeria
mazdaug 3 ml aliejaus gurk$nelj. Labai svarbu aliejy paskleisti po visa
burnos ertm¢ — nuo priekinés burnos dalies ir liezuvio palei Sonus iki
uzpakalinés dalies, gomurio galo ir gerklés, nes yra zinoma, kad skonio ir

nodai stipras.

Reikéty pabrézti, kad svarbu pakankamg aliejaus kiekj ant uzpakalinés
liezuvio dalies link gomurio ir gerklés paskleisti labai létai, degustuotojui
sutelkiant démesj | tai, kokia tvarka juntami kartumo ir aitrumo dirgikliai.
Jei to nepadaroma, kai kuriuose aliejuose abiejy Siy dirgikliy galima
nepastebéti arba kartumo dirgiklj gali uzgozti aitrumo dirgiklis.

Trumpai ir nuosekliai jkvépdamas per burng degustuotojas gali ne tik
placiai paskleisti méginj po visg burna, bet ir, stengdamasis naudoti nosies
uzpakaling dalj, pajusti lakiuosius aromatinius junginius.

Pastaba. Kai degustuotojai éminyje nejaucia vaisiy skonio, o klasifikuo-
jamojo neigiamo pozymio stiprumas yra 3,5 arba mazesnis, degustuotojy
grupés vadovas gali nuspresti, kad degustuotojai dar karta vertins éminj
(aplinkos temperatiiros) (COI/T.20/Doc. Nr. 6/Rev. 1, 2007 m. rugséjo
mén., 3 skirsnis ,,Tyrimy patalpos jrengimo bendrosios sglygos“ (angl.
,»General specifications for installation of a test room®), nurodydamas
aplinkos temperatiiros salygas ir paaiskindamas jos sgvoka. Eminiui
pasiekus kambario temperatiirg, degustuotojai turéty jj dar karta jvertinti
vien tam, kad patikrinty, ar jauciamas vaisiy skonis. Jei jis jauciamas, jo
stiprumas pazymimas skaléje.

Reikéty atsizvelgti | su aitrumu susijusj lietimo pojiitj. Todél patartina
aliejy nuryti.

VY M26
T 9.1.2. Kad biity iSvengta kontrasto efekto, kuris galéty atsirasti i$ karto ragaujant
kitus meéginius, organoleptiSskai vertinant pirmojo spaudimo alyvuogiy
aliejy per vieng degustacija rekomenduojama jvertinti ne daugiau kaip
KETURIS MEGINIUS ir per dieng rengti ne daugiau kaip tris degusta-
cijas.

Nuoseklis ragavimai sukelia nuovargj arba dél pirmiau ragauty méginiy
netenkama jautrumo, todél batina vartoti produkta, kuris i§ burnos gali
pasalinti pries tai ragauto aliejaus likudius.

Rekomenduojama suvalgyti nedidel¢ obuolio skiltelg, kurig sukramcius
galima iSspjauti | spjaudyklg. Paskui burna skalaujama nedideliu kiekiu
kambario temperatiiros vandens. Tarp vienos degustacijos pabaigos ir
kitos pradzios turi praeiti ne maziau kaip 15 minuciy.

9.2.  Degustuotoju pildomas savybiy vertinimo lapas

Savybiy vertinimo lapas, kurj turi pildyti degustuotojai, pateikiamas Sio
priedo 1 paveiksle.

Kiekvienas degustuotojy grupei priklausantis degustuotojas uosto, o po to
ragauja (') analizuojamg aliejy. Paskui pateiktame savybiy vertinimo lape
10 cm skaléje jie pazymi kiekvieno i§ pajusty neigiamy ir teigiamy
pozymiy stipruma.

(1) Jie gali aliejaus neragauti, jeigu tiesiogiai uzuodzia labai stipry neigiama pozymj, ir $ia
i8imting aplinkybe pazymi vertinimo lape.
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Pajute kokiy nors 4 skirsnyje nei§vardyty neigiamy pozymiy, degustuo-
tojai juos turi nurodyti skiltyje ,,Kita“, vartodami kuo tiksliau tuos pozy-
mius apibiidinanéia savoka ar savokas.

Vv M28
9.3.  Degustuotoju grupés vadovo atliekamas duomeny tvarkymas

Degustuotojy grupés vadovas surenka kiekvieno degustuotojo uzpildytus
savybiy vertinimo lapus ir patikrina nurodytus jvairiy pozymiy stiprumo
jvertinimus. Pastebéjes ka nors nejprasto, jis papraso degustuotojo perziii-
réti savo savybiy vertinimo lapg ir prireikus pakartoti bandyma.

Degustuotojy grupés vadovas jveda kiekvieno degustuotojy grupés nario
ivertinimo duomenis j kompiutering programa, pvz., nustatyta standartu
I0C/T.20/ Doc No 15, kad baty statistiskai apskai¢iuoti medianos skai-
giavimu pagristi analizés rezultatai. Zr. $io priedo 9.4 skirsnj ir priedélj.
Atskiro méginio duomenys jvedami naudojant matrica, kurig sudaro
9 jutimo pozymius atitinkanCios 9 skiltys ir n eiluéiy, atitinkanéiy
n degustuotojy.

Jei kokj nors trikumg pajunta ir skiltyje ,,Kita“ nurodo ne maziau kaip
50 % degustuotojy grupés nariy, degustuotojy grupés vadovas apskai-
¢iuoja §io trikumo mediang ir nustato atitinkama klasifikacija.

Klasifikacija (labiausiai pajausta trikuma ir vaisiy pozymj) apibréziancio
stabilaus variacijos koeficiento verté turi biti ne didesné nei 20 %.

Priesingu atveju degustuotojy grupés vadovas turi pakartotinai atlikti
konkretaus méginio jvertinimg per kita degustacija.

Jei tokie atvejai pasitaiko daznai, degustuotojy grupés vadovui rekomen-
duojama  organizuoti  specialy  papildoma degustuotojy  mokyma
(I0OC/T.20/ Doc No 14, 5 dalis) ir taikyti pakartojamumo bei nuokrypio
rodiklius degustuotojy grupés veiklos rezultatams tikrinti (I0C/T.20/ Doc
No 14, 6 dalis).

VY M29
9.4. Aliejaus Kklasifikavimas

Atsizvelgiant | trikumy mediang ir vaisiy skonio mediana, aliejus priski-
riamas kuriai nors i§ toliau nurodyty kategorijy. Trikumy mediana —
stipriausiai pajusto trikumo mediana. Trikumy mediana ir vaisiy skonio
mediana iSreiSkiamos vienos deSimtosios tikslumu.

Aliejaus rusis nustatoma lyginant trikumy medianos ir vaisiy skonio
medianos vertes su toliau nustatytais etaloniniais intervalais. Siy intervaly
ribos nustatytos atsizvelgiant j metodo paklaidas, todél tos ribos laikomos
absoliu¢iomis. Naudojant programing jranga rusiavimg galima atvaizduoti
statistikos duomeny lenteléje arba diagramoje.

a) Auksciausios kokybés pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejus: trikumy
mediana lygi 0, o vaisiy skonio mediana didesné nei 0,

b) pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejus: trikumy mediana didesné nei 0,
bet ne didesné kaip 3,5, o vaisiy skonio mediana didesné nei 0;

c¢) klasikinis pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejus lampante: trilkumy
mediana didesné nei 3,5 arba trikumy mediana ne didesné nei 3,5,
o vaisiy skonio mediana lygi 0.
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1 pastaba. Jeigu kartumo ir (arba) aitrumo mediana yra didesné nei
5,0, degustuotojy grupés vadovas tai pazymi aliejaus analizés
sertifikate.

Jei aliejus vertinamas atitikéiai kontroliuoti, atlickamas vienas
bandymas. PrieSingy vertinimy atveju analizé atlickama du
kartus — per skirtingas degustacijas. Dvigubos analizés rezul-
tatai turi biti statistiskai homogeniski. (Zr. 9.5 punkta.) Jei
taip néra, éminys vél analizuojamas du kartus. Klasifikavimo
pozymiy medianos galutiné verté apskaiCiuojama remiantis
abiejy mediany vidurkiu.

9.5.  Dvigubos analizés rezultaty priémimo arba atmetimo kriterijai

Toliau apibrézta normalizuotoji paklaida naudojama nustatyti, ar per
dvigubg analize gauti du rezultatai yra homogeniski arba statistiskai
priimtini:

_ |Me, — Me,|
¢ia Me, ir Me, yra dvigubos analizés (t. y. pirmos ir antros analizés)

rezultaty medianos, o U; ir U, yra ty dviejy verciy iSpléstosios neap-
ibréztys, apskaiciuotos pagal priedélj, kaip nurodyta toliau:

E,

(CV, x Me,)
100

ISpléstosios neapibrézties atveju ¢ = 1,96; taigi

Uy =c x s* and s* =

U; = 0,0196 x CV, x M,
¢ia CV, yra stabilus variacijos koeficientas.

Kad galima bty teigti, jog dvi gautos vertés néra statistiskai skirtingos,
E, turi buiti lygi arba mazesné uz 1,0.
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Priedélis
Medianeos ir pasikliautinyjy intervaly apskai¢iavimo metodas

Mediana

Me=[p (X <x,) <%"p (X <x,)=%]

Mediana — tai realusis skaicius X,,,, apibréziamas taip: tikimybé (p), kad sklaidos
dydziai (X) yra mazesni uz §j skaiciy (X,,), yra mazesné nei 0,5 arba lygi Siai
vertei, o tikimybé (p), kad sklaidos dydziai (X) yra mazesni nei X,, arba jam
lygiis, tuo paciu metu yra didesné nei 0,5 arba lygi $iai vertei. Pagal praktiSkesne
apibrézt] mediana yra 50-asis sklaidos dydziy, iSdéstyty didéjancia tvarka,
procentilis. Papras¢iau sakant, mediana yra vidurinis tam tikra tvarka iSrikiuoty
nelyginiy skaiciy rinkinio dydis arba tam tikra tvarka iSrikiuoty lyginiy skaiciy
rinkinio dviejy viduriniy skaiciy vidurkis.

Stabilus standartinis nuokrypis

Norint patikimai apskaiCiuoti su vidurkiu susijusj kintamuma, bitina remtis
stabiliu standartiniu nuokrypiu, apskaic¢iuojamu Stuarto ir Kendallo metodu (4).
Taikant formul¢ nustatomas asimptotinis stabilus standartinis nuokrypis, t. y.
stabilus nagrinéjamyjy duomeny kintamumo apskaic¢iavimas, kur N yra stebéjimy
skai¢ius, o IQR — tarpkvartilinis nuotolis, kuris tiksliai apima 50% visy bet kurios
tikimybeés sklaidos atvejy:

. 1,25 xIQR
S =——mm
1,35 x VN

Tarpkvartilinis nuotolis nustatomas apskaiciuojant skirtumo tarp 75-ojo ir 25-0jo
procentiliy dyd;.

IQR = 75 — asis procentilis — 25 — asis procentilis,

¢ia procentilis — tai dydis X, apibréziamas taip: tikimybé (p), kad sklaidos
dydziai yra mazesni uz X, yra maZesné nei konkreti $imtoji arba jai lygi, o
tikimybeé (p), kad sklaidos dydziai yra mazesni nei X, arba lygis Siam dydZiui,
tuo paciu metu yra didesné nei ta konkreti Simtoji arba jai lygi. Simtoji — tai
pasirinkta sklaidos trupmena. Medianos atveju tai lygu 50/100.

procentilis = [p (X < xpc) < %

Praktiskai procentilis — tai sklaidos dydis, atitinkantis konkrety plota, pazyméta
pagal sklaidos arba tankio kreive. Pavyzdziui, 25-asis procentilis — tai sklaidos
dydis, atitinkantis plota, lygy 0,25 arba 25/100.

Taikant §] metoda procentiliai apskai¢iuojami remiantis realiomis vertémis, kurios
pateikiamos duomeny matricoje (procentiliy apskaiciavimo procediira).

Stabilus variacijos koeficientas (%)

CVr% - tai bedimensis dydis, rodantis procentinj analizuojamy skaiciy rinkinio
kintamumo dydj. Todél jis labai naudingas degustuotojy grupés vertintojy pati-
kimumui tikrinti.

*

s
Me

CV, =-——x 100
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95% pasikliautinieji medianos intervalai

95% (pirmos riiSies paklaidos dydis lygus 0,05 arba 5%) pasikliautinieji intervalai
parodo intervala, kuriame galéty kisti medianos dydis, jei eksperimenta bty
galima kartoti iki begalybés. Praktiskai jis parodo bandymo kintamumo intervalg
patvirtintomis darbo salygomis darant prielaidg, kad ta bandyma galima kartoti
daug karty. Kaip ir CVr%, Sis intervalas padeda jvertinti bandymo patikimuma.

P..s. = Me+ (c xs%)

PI.gpy = Me — (c X s")

¢ia C = 1,96, jei pasikliautinasis intervalas yra 95%.

Apskaiciavimo lapo pavyzdys pateikiamas standarto IOC/T 20/Dok. Nr. 15 1

priede.
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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 jtaisu, per kurig biity galima pisti org ir dirbti sumazintame
slegyje,

— mechaninis, lengvai valomas maliinas, kuriame alyvuogiy atliekos gali
buti sumaltos nepakeliant jy temperattiros arba jose zZymiai nepakeiciant
drégmes, lakiyjy arba heksanu ekstrahuojamy medziagy kiekio,

— ckstrahavimo 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 laboratorinj 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 tiitos ruoSimas

Analizuojama dalis sudedama | tiitg, kuri uzkemsama vata. Jei naudojamas
filtravimo popierius, analizuojama bandinio dalis suvyniojama j jj.
ISankstinis dZiovinimas

Jei alyvuogiy atlickos yra labai drégnos (t. y. drégmés ir lakiyjy medziagy
kiekis didesnis kaip 10 %), jos i§ anksto dziovinamos, uzpildyta tata (arba
filtravimo popieriy) laikant reikiamg laikg 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 valandg
ausinta eksikatoriuje, pasveriama 1 mg tikslumu.

Pradinis ekstrahavimas

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

Antrasis ekstrahavimas

Tiatos turinys iSkratomas j maza grustuve ir kiek galima smulkiau suma-
lamas. Sumaltas miSinys be nuostoliy vél supilamas | 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 j antrg 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 kolbg 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 sglygomis, 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 salygy.

Rezultatas skai¢iuojamas vieno Zenklo po kablelio tikslumu.

b) Ekstrakto kiekis, procentais iSdziovinto bandinio masei, skaiiuojamas
pagal formule:

100 .. o . e
S x ——— = alicjaus ekstrakto kiekis procentais, skaiCiuojant

100 — U sausai medziagai,

ekstrakto kiekis analizei gauto bandinio masés procen-
tais (Zr. a punkta),

kurioje: S

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 nejvykdoma, analizé pakartojama su kitomis dviem bandinio
dalimis. Jei ir Siuo atveju skirtumas didesnis kaip 0,2 g, rezultatu imamas
$iy 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 sglygoms.

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 j
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 ragstj;

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

APARATURA

Iprasta laboratoriné jranga ir konkreciai tokia:

svérimui 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.



01991R2568 — LT — 04.08.2016 — 029.001 — 86

7.2.

7.3.

1 lentelé

Numatomas jodo skaidius 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 j 500 ml kolba (6.2). Ipilama 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 tusciasis bandymas, jpilant 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, j kiekvieng kolba jpilama 20 ml kalio jodido tirpalo
(4.2) ir 150 ml vandens (4.1).

Titruojama etaloniniu tirio analiz€je naudojamu natrio tiosulfato tirpalu
(4.4), kol deél issiskyrusio jodo atsiradusi geltona tirpalo spalva beveik
iSnyksta. JlaSinami 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; — V)

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 tario 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 $iy
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 iSspaudy, 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 grjztamuoju 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 kolonéle su silikageliu, | ja jpilama mazdaug per
5 cm heksano, paskui uzpildoma silikagelio suspensija heksane (15 g
40 ml), nuplaunant jg heksano porcijomis. Silikageliui leidZziama nusésti,
nusodinimas baigiamas lengvu supurtymu. Jdedama 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
kiekvieng 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 rasies).

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 j uzkemsSama kolba.
Ipilama 2 % vandens ir kratoma tol, kol nesimato sukritusiy gabaly ir
milteliai lengvai byra.

Jei naudojant tokj silikagelj, gaunamos chromatogramos su trukdanciomis
smailémis, $iy partijy silikagelis turi biiti apdorojamas anksc¢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 pagaminta tirpala.

5 pastaba:

Pagal punktus 5.6 ir 5.7 gauti tirpalai iSlieka patvariis ne maZiau 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.



01991R2568 — LT — 04.08.2016 — 029.001 — 90

VYMi11
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 j nuosédas).
Ipilama 100 ml vandens ir tirpalas supilamas | 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 j kita dalijamajj piltuvg ir vél ekst-
rahuojama su 100 ml heksano. Apatinis sluoksnis dar karta nuleidziamas
ir heksano ekstraktai (surinkti j kitg dalijamajj 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 j 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 j 100 ml apvaliadugne¢ kolbg (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,
sociuosius angliavandenilius atstovaujancios smailés biity 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 dujy 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,
turin¢ios mazdaug 1,5 minutés mazesn¢ 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, jpilama tirpiklio ir tirpalas
laikomas Saldytuve.
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6.3. Dujuy chromatografija

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

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

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

— programuojama Kkrosnies 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 j 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) misinj. 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 kolonéle.

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 polisSkumo 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 | turinciag didesnj
vidaus skersmenj.

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 formule:

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 j
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, turinéio
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

Dujy chromatograma, gauta DB-5 kolonéléje analizuojamiems gryninto
alyvuogiy aliejaus bandiniams, kurioje matoma 3,5-stigmastadieno izomero
smailé.
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XVIII PRIEDAS

SKIRTUMO TARP FAKTINIO IR TEORINIO TRIACILGLICEROLIU
KIEKIO SU ECN 42 NUSTATYMAS

1. TAIKYMAS

Absoliutaus skirtumo tarp eksperimentiniy triacilgliceroliy (TAG) verciy
su ekvivalentiniu anglies skai¢iumi 42 (ECN42yp; ), gauty tiriant aliejy
efektyvigja skysciy chromatografija (HPLC), ir teoriniy TAG verciy su
ekvivalentiniu anglies skai¢iumi 42 (ECN 42.inis), apskaiCiuoty pagal
riebaly riigsciy sudétj, nustatymas.

2. TAIKYMO SRITIS
Standartas taikomas alyvuogiy aliejui. Metodas taikomas maziems sékly
aliejaus (kuriame daug linolo rigsties) kiekiams visy rasiy alyvuogiy
aliejuje aptikti.

3. PRINCIPAS

Gryno alyvuogiy aliejaus HPLC analize nustatytas triacilgliceroliy kiekis
su ECN 42 ir teorinis triacilgliceroliy kiekis su ECN 42 (apskaiciuotas
remiantis dujy ir skys¢iy chromatografijos (GLC) biidu nustatyta riebaly
rugsciy sudétimi) atitinka tam tikras ribas. Didesnis skirtumas nei nusta-
tyta kiekvienai aliejaus rasiai rodo, kad aliejuje yra sékly aliejaus.

4. METODAS

Teorinio triacilgliceroliy kiekio su ECN 42 ir skirtumo lyginant su
HPLC duomenimis apskaic¢iavimas i§ esmés atlickamas derinant kitais
metodais gautus analizinius duomenis. Galima iSskirti tris etapus: riebaly
rigsciy sudéties nustatymas kapiliarinés dujy chromatografijos metodu,
teorinés triacilgliceroliy sudéties su ECN 42 apskai¢iavimas, ECN 42
triacilgliceroliy nustatymas HPLC metodu.

4.1. Prietaisai

4.1.1.  Apvaliadugnés kolbos, 250 ir 500 ml.
4.1.2. Laboratorinés stiklinés, 100 ml.

4.1.3.  Stikliné chromatografiné kolonél¢, kurios vidinis skersmuo 21 mm, ilgis
450 mm, su Ciaupu ir normalizuotu kiigiu (su vidiniu sriegiu) virSuje.

4.1.4. Dalijamieji piltuvai, 250 ml, su normalizuotu kiigiu (su iSoriniu sriegiu)
apacioje, tinkami jungti prie kolonélés virSaus.

4.1.5.  Stikliné lazdelé, 600 mm ilgio.
4.1.6.  Stiklinis piltuvas, 80 mm skersmens.
4.1.7. Matavimo kolbos, 50 ml.

4.1.8. Matavimo kolbos, 20 ml.

4.1.9. Sukamasis garintuvas.

4.1.10. Efektyviosios skys¢iy chromatografijos chromatografas su galimybe
termostatu kontroliuoti kolonélés temperatiirg.

4.1.11. 10 pl Svirkstai.

4.1.12. Detektorius — diferencinis refraktometras. Visos skalés jautrumas turi
biiti ne mazesnis kaip 10~ laZio rodiklio vieneto.
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4.1.13. Kolonélé¢ — 250 mm ilgio ir 4,5 mm vidinio skersmens nertidijanc¢io
plieno vamzdelis, uzpildytas 5 pm skersmens silicio oksido dalelémis,
kuriose yra 22-23 % anglies oktadecilsilano pavidalu.

4.1.14. Duomeny apdorojimo programiné jranga.

4.1.15. Mazdaug 2 ml tirio buteliukai su teflonu dengtomis pertvaromis ir
uzsukamais dangteliais.

4.2. Reagentai

Reagentai turi buti analizi$kai gryni. ISplovimo tirpikliai turi biiti nudu-
jinti ir gali buti pakartotinai naudojami keleta karty nepakenkiant atsky-
rimo kokybei.

4.2.1. Tinkamas chromatografijai petroleteris, virimo temperatira nuo 40 °C iki
60 °C, arba heksanas.

4.2.2. Pries analizg distiliuotas etileteris, kuriame néra peroksidy.

4.2.3. I8plovimo tirpiklis aliejui gryninti kolonélinés chromatografijos budu:
petroleterio ir etileterio misinys 87/13 (v/v).

4.2.4. 70-230 meSy Merck 7734 tipo silikagelis su etaloniniu 5 % (m/m)
vandens kiekiu.

4.2.5. Stiklo vata.
4.2.6. HPLC skirtas acetonas.
4.2.7. HPLC skirtas acetonitrilas arba propionnitrilas.

4.2.8. HPLC isplovimo tirpiklis — acetonitrilas + acetonas (proporcijas reikia
reguliuoti taip, kad gautysi reikiamas atskyrimas; pradedama nuo 50:50
misinio) arba propionnitrilas.

4.2.9. Soliubilizavimo tirpiklis — acetonas.

4.2.10. Standartiniai trigliceridai — gali buti naudojami prekyboje esantys trigli-
ceridai (tripalmitinas, trioleinas ir kt.), tada sulaikymo trukmés grafikas
braizomas pagal ekvivalentinj anglies skai¢iy arba naudojamos etalo-
ninés sojos aliejaus, sojos aliejaus ir alyvuogiy aliejaus 30:70 miSinio
ir gryno alyvuogiy aliejaus chromatogramos (zr. 1 ir 2 pastabas ir 1-4
pav.).

4.2.11. Kietosios fazés ekstrahavimo kolonélé su lg silicio dioksido faze, 6 ml.

4.3. Méginiy ruosimas

Kadangi dél kai kuriy trukdanciy medziagy gali buti gauti klaidingi
teigiami rezultatai, méginys turi blti visuomet gryninamas pagal
IUPAC 2.507 metoda, taikomg poliskiems junginiams kepimo riebaluose
nustatyti.

4.3.1.  Chromatografinés kolonélés paruosimas

I kolonéle (4.1.3) jpilama apie 30 ml iSplovimo tirpiklio (4.2.3), tada
jdedama stiklo vatos (4.2.5), kuri stikline lazdele (4.1.5) nustumiama j
kolonélés apacia.

25 g silikagelio (4.2.4) 100 ml cheminéje stiklinéje suspenduojama
80 ml iSplovimo miSinio (4.2.3); gauta suspensija per stiklinj piltuva
(4.1.6) supilama j kolonélg.

Kad j kolonélg buty supiltas visas silikagelis, cheminé stikliné plaunama
iSplovimo miSiniu ir plovimui naudotas skystis taip pat supilamas j
kolonéle.

Atsukamas Ciaupas ir tirpikliui leidziama tekéti i§ kolonélés tol, kol jo
lieka mazdaug 1 cm vir§ silikagelio.
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4.3.2.  Kolonéliné chromatografija

I 50 ml matavimo kolbg (4.1.7) 0,001 g tikslumu pasveriama 2,5 £ 0,1 g
pries tai filtruoto, homogenizuoto ir, jei reikia, i8dziovinto aliejaus.

Aliejus iStirpinamas mazdaug 20 ml iSplovimo tirpiklio (4.2.3).
Prireikus, kad greiciau iStirpty, Siek tiek paSildoma. Atvésinama iki
kambario temperatliros ir praskiedziama iSplovimo tirpikliu iki zymés.

Matavimo pipete | pagal 4.3.1 punkta paruosta kolonélg jpilama 20 ml
tirpalo, atsukamas Ciaupas ir tirpiklis nuleidziamas iki silikagelio
sluoksnio lygio.

Plaunama 150 ml i$plovimo tirpiklio (4.2.3), apie 2 ml/min. tekéjimo
grei¢iu (kad i§ kolonélés istekéty 150 ml reikia mazdaug 60-70
minuciy).

Elivatas supilamas j 250 ml apvaliadugne iSdziovinta dziovinimo spin-
toje ir tiksliai pasverta kolbg (4.1.1). Tirpiklis nugarinamas sukamajame
garintuve (4.1.9) esant sumaZintam slégiui, o likutis, kuris bus naudo-
jamas HPLC analizés tirpalui ir metilesteriui ruo$ti, pasveriamas.

Meéginio regeneravimas i§ kolonélés auksciausios kokybés pirmojo spau-
dimo, pirmojo spaudimo, paprastojo pirmojo spaudimo, rafinuoto
alyvuogiy aliejaus rusims turi biiti ne mazesnis kaip 90 %, klasikinio
alyvuogiy aliejaus (lampante) ir alyvuogiy iSspaudy aliejui jis turi bati
ne mazesnis kaip 80 %.

4.3.3. SPE gryninimas

Silicio oksido SPE kolonéle aktyvuojama per ja praleidziant 6 ml
heksano (4.2.3) esant vakuumui, vengiant sausumo.

0,001 g tikslumu 2 ml buteliuke (4.1.15) pasveriama 0,12 g medziagos ir
praskiedziama 0,5 ml heksano (4.2.3).

Tirpalas suleidziamas | SPE kolonélg ir esant vakuumui plaunamas
10 ml heksano ir dietileterio misiniu (87:13 v/v) (4.2.3).

Surinktos frakcijos sausai iSgarinamos sukamajame garintuve (4.1.9)
esant sumazintam slégiui kambario temperattiroje. Likuéiai istirpinami
2 ml acetone (4.2.6), kad biity galima analizuoti triacilglicerolius (TAG).

4.4. HPLC analizé
4.4.1.  Meéginiy ruosimas chromatografinei analizei

5 % tiriamojo méginio tirpalas ruosiamas 10 ml matavimo kolboje su
padalomis pasveriant 0,5 = 0,001 g méginio ir praskiedziant iki 10 ml
soliubilizavimo tirpikliu (4.2.9).

4.42. Procediira

Chromatografiné sistema paruoSiama darbui. Visai sistemai iSplauti
1,5 ml/min. grei¢iu pumpuojamas iSplovimo tirpiklis (4.2.8). Palau-
kiama, kol gaunama stabili pagrindo linija.

ISvirks§¢iama 10 pl pagal 4.3 punkta paruosto méginio.

4.4.3.  Rezultaty skaiciavimas ir pateikimas

Taikomas ploto normalizavimo metodas, t. y. daroma prielaida, kad
smailiy, atitinkan¢iy TAG nuo ECN 42 iki ECN 52, ploty suma lygi
100 %.

Kiekvieno triglicerido ploto dalis procentais apskaiiuojama pagal
formulg:

triglicerido % = smailés plotas x 100/smailiy ploty suma.
Rezultatai pateikiami bent jau Simtyjy tikslumu.

7r. 1-4 pastabas.
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4.5.

Triacilgliceroliy sudéties (moliy %) apskai¢iavimas pagal riebaly
rigsfiy sudéties duomenis (ploto %)

Riebaly riigsciy sudéties nustatymas

Riebaly rugsciy sudétis nustatoma naudojant kapiliaring kolonelg pagal
ISO 5508 metoda. Metilesteriai ruoSiami pagal COI/T.20/Dok. Nr. 24.

Skaiciavimuose naudojamos riebaly rigstys

Gliceridai suskirstomi pagal jy ekvivalentinj anglies skaic¢iy (ECN),
atsizvelgiant | tai, kokie ECN priskiriami riebaly rugstims. Buvo nagri-
néjamos tik 16 ir 18 anglies atomy turincios riebaly riigtys, nes tik jos
yra svarbios alyvuogiy alicjaus atveju. Riebaly rugstis reikéty normali-
zuoti iki 100 %.

Molekuliné masé
Riebaly rugstis (RR) Santrumpa ECN
(MM)
Palmitino ragstis P 256,4 16
Palmitoleino ragstis Po 2544 14
Stearino riigstis S 284.,5 18
Oleino rugstis (¢} 282,5 16
Linolo rtgstis L 280.4 14
Linoleno rugstis Ln 278,44 12

Visy riebaly rigsciy ploto procentinés dalies vertimas jy moliy skai-
Ciumi (1)
P ploto %

S ploto % Po ploto %

P 1. i = Txmr b 1. i = P 1. 1 =
moliai MMP S moliai MM S 0 moliai MM Po
O ploto ¢ L ploto © Ln ploto
O moliai = LO/D L moliai = ploto % Ln moliai — n ploto %
MM O MM L MM Ln

Riebaly riugsciy kiekio normalizavimas iki 100 % (2)

P moliai * 100
(P +S + Po+ O + L + Ln) moliai

P (1,2,3) moliy % =

S moliai * 100
(P+S + Po + O+ L + Ln) moliai

S (1,2,3) moliy %

Po moliai * 100
(P 4+ S+ Po + O + L + Ln) moliai

Po (1,2,3) moliy % =

O moliai * 100

O (1,2,3 liy % =
(1,2,3) moliy % (P+ S + Po+ O+ L + Ln) moliai

L moliai * 100

L (1,23 liy % =
(1,2,3) moliy % (P+ S + Po+ O+ L + Ln) moliai

Ln moliai * 100
(P+ S+ Po + O+ L + Ln) moliai

Ln (1,2,3) moliy % =

Gautas rezultatas yra kiekvienos riebaly riigsties procentais skai¢iuojama
moliné dalis visose TAG (1,2,3-) padétyse.

Tada apskaic¢iuojamas so¢iyjy riebaly ragsciy P ir S (SRR) ir nesoéiyjy
riebaly riigsciy Po, O, L ir Ln (NRR) bendras kiekis (3):

SSR moliy % = P moliy % + S moliy %

NRR moliy % = 100 — SSR moliy %
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4.5.5.  Riebaly riugsciy sudéties TAG 2-ojoje ir 1,3-iojoje padétyje apskaicia-
vimas

Riebaly riigStys yra pasiskirsCiusios | tris grupes taip: viena 2-ojoje
padétyje ir dvi vienodos 1-ojoje ir 3-iojoje padétyse, esant skirtingiems
koeficientams sociosioms (P ir S) rig§tims ir nesociosioms (Po, O, L ir
Ln) rugstims.

4.5.5.1. Sociosios riebaly riigstys 2-ojoje padétyje [P(2) ir S(2)] (4)
P(2) moliy % = P (1,2,3)moliy % = 0,06

S(2) moliy % = S (1,2,3)moliy % * 0,06

4.5.5.2. Nesociosios riebaly riigStys 2-ojoje padétyje [Po(2), O(2), L(2) ir
Ln(2)] (5):
. Po(1,2,3) moliy % . .
Po(2 liy% = ————— 100 — P(2 liy % — S(2 liy ¢
0(2) moliy % NRR moliy % * ( (2) moliy % — S(2) moliy %)

0(1,2,3) moliy %

0(2 liy % =
(2) moliy % NRR moliy %

* (100 — P(2) moliy % — S(2) moliy %)

L(1,2,3) moliy %

L(2) moliy % =
(2) moliu % = = RR moliy %

* (100 — P(2) moliy % — S(2) moliy %)

Ln(1,2,3) moliy %

Ln(2 liy % =
n(2) moliy % NRR moliy %

% (100 — P(2) moliy % — S(2) moliy %)

4.5.5.3. Riebaly rigitys 1,3-iojoje padétyje [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3),
L(1,3) ir Ln(1,3)] (6):

P(1,2,3) moliy % — P(2) moliy %

P(1,3) moliy % >

+ P(1,2,3) moliy %

S(1,2,3) moliy % — S(2) moliy % n

S(1,3) moliy % 3

S(1,2,3) moliy %

Po(1,2,3) moliy % — Po(2) moliy % n

Po(1,3) moliy % = )

Po(1,2,3) moliy %

0(1,2,3) moliy % — O(2) moliy ©
0(1,3) moliy % = (1,2,3) mo “4/; (2) moliy % 0(1,2,3) moliy %

L(1,2,3) moliy % — L(2) moliy %
L(1,3) moliy % = (”)mo"*; (2)moliy % 1 (1 2 3) moliy %

Ln(1,2,3) moliy % — Ln(2) moliy %
2

Ln(1,3) moliy % = + Ln(1,2,3) moliy %
4.5.6.  Triacilgliceroliy kiekio apskaiciavimas
4.5.6.1. TAG, kuriuos sudaro viena riebaly raigstis (AAA, ¢ia LLL, PoPoPo) (7)

A(1,3) moliy * moliy % A(2) * A(1,3) moliy %

3 0, —
AAA moliy % = 10 000

4.5.6.2. TAG, kuriuos sudaro dvi riebaly riigitys (AAB, ¢ia PoPoL, PoLL) (8)

A(1,3) moliy % * A(2) moliy % * B(1,3) moliy % * 2

1 0, —
AAB moliy % = 10000

A(1,3) moliy % * B(2) moliy % * A(1,3) moliy %

ABA moliy % =
moliy % 10 000
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4.5.6.3. TAG, kuriuos sudaro trys skirtingos riebaly rugstys (ABC, ¢ia OLLn,
PLLn, PoOLn, PPoLn) (9)

A(1,3) moliy % * B(2) moliy % * C(1,3) moliy % = 2

ABC moliy 9
€ moliy % 10 000

B(1,3) moliy % = C(2) moliy % * A(1,3) moliy % = 2
10 000

BCA moliy %

C(1,3) moliy % * A(2) moliy % % B(1,3) moliy % * 2
10 000

CAB moliy %

4.5.6.4. Triacilgliceroliai su ECN42

Pagal 7, 8 ir 9 lygtis apskaiCiuojamas Siy triacilgliceroliy su ECN42,
iSdéstyty pagal tikéting jy iSplovimo seka HPLC (paprastai tik trys
smailés), kiekis.

LLL

PoLL ir padéties izomeras LPoL

OLLn ir padéties izomerai OLnL ir LnOL

PoPoL ir padéties izomeras PoLPo

PoOLn ir padéties izomerai OPoLn ir OLnPo

PLLn ir padéties izomerai LLnP ir LnPL

PoPoPo

SLnLn ir padéties izomeras LnSLn

PPoLn ir padéties izomerai PLnPo ir PoPLn

Triacilgliceroliai su ECN42 pateikiami kaip devyniy triacilgliceroliy,
iskaitant jy padéties izomerus, suma. Rezultatai pateikiami bent jau
Simtyjy tikslumu.

5. REZULTATU [VERTINIMAS

Lyginamas apskaiCiuotas teorinis kiekis ir HPLC metodu nustatytas
kiekis. Jei skirtumas absoliucigja verte tarp HPLC duomeny rezultaty
ir teoriniy duomeny yra didesnis nei atitinkamos kategorijos aliejui stan-
darte nurodyta verté, méginyje yra sékly aliejaus.

Rezultatai pateikiami Simtyjy tikslumu.

6. PAVYZDYS (NUMERACIJA ATITINKA METODO TEKSTO
DALIS)

— 4.5.1.  Riebaly rigsciy moliy % apskaiciavimas pagal dujy-skysciy
chromatografijos (GLC) duomenis (normalizuoto ploto %)

Taikant GLC gaunami tokie duomenys apie riebaly rugsciy
sudétj:

RR P S Po (6] L Ln

MM 256,4 284,5 254,4 282,5 280,4 278,4

Ploto % 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0
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— 4.5.3.  Visy riebaly rigsciy ploto procentinés dalies vertimas jy
moliy skaiciumi (Zr. 1 formulg)

.. _ 10 ..

P moliai = 3564 0,03900 moliai P

S moliai = 3843 = 0,01054 moliai S

1

Po moliai = 3544 = 0,00393 moliai Po
. 75 ..

O moliai = = 0,26549 moliai O

282.,5

L moliai _ 10 0,03566 moliai L
! 2804 !
.. _ 1 ..

Ln moliai = m = 0,00359 moliai Ln

Bendras kiekis = 0,35821 moliai TAG

— 4.5.4.  Riebaly rugsciy kiekio normalizavimas iki 100 % (zr. 2

formule)
0,03900 moliai P = 100
P(1,2 liy % = = -1 0
(1.2.3) moliy % 0,35821 moliai 0,887 %

0,01054 moliai S = 100

H—_) = > — 0,

S(1,2,3) moliy % 0.35821 moliai = 2942 %
0,00393 moliai Po * 100

0,35821 moliai

0,26549 moliai O * 100
0,35821 moliai
0,03566 moliai L * 100

L(1.2.3) moliy % = — 99550
(1,2,3) moliy % 035821 moliai 935 %

Po(1,2,3) moliy %

= 1,097 %

0(1,2,3) moliy % = 74,116 %

0,00359 moliai Ln * 100
Ln(1.2 liy % = = — 1,002 °
n(1,2,3) moliy % 0,35821 moliai 002 %

Moliy % suma = 100 %

Bendras sofiyjy ir nesoliyjy riebaly ragsciy kiekis 1,2,3
TAG padétyje (zr. 3 formulg):

SRR moliy % = 10,887 % + 2,942 % = 13,829 %
NRR moliy % = 100,000 % — 13,829 % = 86,171 %

— 4.5.5.  Riebaly riugsciy sudéties TAG 2-ojoje ir 1,3-iojoje padétyse
apskaiciavimas

— 4.5.5.1. Sociosios riebaly ragstys 2-ojoje padétyje [P(2) ir S(2)]
(zr. 4 formulg)

P(2) moliy % = 10,887 % * 0,06 = 0,653 moliy %
S(2) moliy % = 2,942 % * 0,06 = 0,177 moliy %

— 4.5.5.2. Nesociosios riebaly ragstys 2-ojoje padétyje [Po(1,3),
0(1,3), L(1,3) ir Ln(1,3)] (zr. 5 formule)

1,097
Po(2) moliy % = ﬁ % (100 - 0,653 —0,177) = 1,262 moliy %
N (0]

. 74,116 % .

0(2) moliy % = g2rmon + (100~ 0,653 ~0,177) = 85,296 moliy %
‘ 9,955 % .

L(2) moliu % = <2 (100 - 0,653 - 0,177) = 11457 moliy %
1,002 % .

Ln(2) moliy % = ————— % (100 - 0,653 —0,177) = 1,153 moliy %

86,171 %
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— 4.5.53.

— 4.5.6.

— 4.5.6.1.

Riebaly rugstys 1,3-iojoje padétyje [P(1,3), S(1,3), Po(1,3),
0(1,3), L(1,3) ir Ln(1,3)] (zr. 6 formulg)

P(1,3) moliy % = w + 10,887 = 16,004 moliy %
S(1,3) moliy % = w + 2,942 = 4,325 moliy %
Po(1,3) moliy % = M + 1,097 = 1,015 moliy %
0O(1,3) moliy % = 74’1]6;& + 74,116 = 68,526 moliy %
L(1,3) moliy % = M + 9,955 = 9,204 moliy %
Ln(1,3) moliy % = w + 1,002 = 0,927 moliy %

Triacilgliceroliy kiekio apskaiciavimas

Pagal apskaiCiuotg riebaly ragsciy sudétj 2-ojoje ir 1,3-i0joje
padétyse:

RR 1,3-iojoje padétyje 2-ojoje padétyje
P 16,004 % 0,653 %
S 4325 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,262 %
(6] 68,526 % 85,296 %
L 9,204 % 11,457 %
Ln 0,927 % 1,153 %
I§ viso 100,0 % 100,0 %

apskai¢iuojamas tokiy triacilgliceroliy kiekis:
LLL

PoPoPo

PoLL su 1 padéties izomeru

SLnLn su 1 padéties izomeru

PoPoL su 1 padéties izomeru

PPoLn su 2 padéties izomerais

OLLn su 2 padéties izomerais

PLLn su 2 padéties izomerais

PoOLn su 2 padéties izomerais

TAG, kuriuos sudaro viena riebaly ragstis (LLL, PoPoPo)
(zr. 7 formulg)

9,204 % « 11,457 % * 9,204 %

7 0,
LLL moliy % 10000

1,015 % * 1,262 % * 1,015 %

PoPoPo moliy % = = 0,00013 moliai PoPoPo

10 000

, = 0,09706 moliai LLL
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— 4.5.6.2.

— 4.5.63.

TAG, kuriuos sudaro dvi riebaly rtigstys (PoLL, SLnLn,
PoPoL) (zr. 8 formulg)

1,015 % * 11,457 % * 9,204 % * 2

meo —
PoLL + LLPo moliy % = 107000

= 0,02141

0, 0, 0,
LPoL moliy % — 22047 * 11’(2)60205’ * 9.204% 01069

0,03210 moliai PoLL

4,325 % * 1,153 % * 0,927 % * 2

SLnL LnLnS moliy % =
nLn + LnLnS moliy % 10 000

= 0,00092

0, 0, 0,
LnSLn moliy % — 222/ /0 * 01’57070;’ * 0927% 00002

0,00094 moliai SLnLn

1,015 % = 1,262 % * 9,204 % * 2
10 000

PoPoL + LPoPo moliy % = = 0,00236

0, 0, [V
PoLPo moliy % — 012 % * 11’043(7)0% * LOISY% 4 oo11s

0,00354 moliai PoPoL

TAG, kuriuos sudaro trys riebaly ragstys (PoPLn, OLLn,
PLLn, PoOLn) (zr. 9 formule)

16,004 % * 1,262 % x 0,927 % * 2

PPoLn moliy % = = 0,00374
oLn moliy % 10 000
0,927 % * 0,653 % + 1,015 % * 2
LnPPo moliy % = - : : — 0,00012
nPPo moliy % 107000 ,
1,015 % + 1,153 % % 16,004 % # 2
PoLnP moliy % — 1010 % * 1133 % x 16.004% * 2 ;575

10 000

0,00761 moliy PPoLn

68,526 % x 11,457 % * 0,927 % x 2

OLLn moliy % = 0,14556
ot 7o 10 000 :
0,927 % % 85296 % % 9,204 % * 2
.0, : : 3

LnOL moliy % = 10000 = 0,14555
9,204 % % 1,153 % * 68,526 % * 2

LLnO moliy % = = : : = 0,14544

T Mot 7 10 000
0,43655 moliy OLLn

16,004 % # 11,457 © 27 % x 2

PLLn moliy % — 10:004% * 11457 % = 0927% * 2. ;3399

10 000

0,927 % x 0,653 % x 9,204 % x 2
N 10 000

LnPL moliy % = 0,00111

~ 9,204 % * 1,153 % * 16,004 % * 2

LLnP moliy ©
nP moliy % 10 000

= 0,03397

0,06907 moliy PLLn
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0, 0, 0,
PoOLn moliy % — 1,015 % = 85,2190603)0* 0,927 % * 2 0.01605

0,927 % * 1,262 % * 68,526 % * 2
10 000

LnPoO moliy % = 0,01603

68,526 % * 1,153 % * 1,015 % * 2
10 000

OLnPo moliy % =

0,01604

0,04812 moliy PoOLn
ECN42 = 0,69512 moliy TAG

1 pastaba. 18plovimo tvarka gali biiti nustatyta apskaiCiuojant ekvivalentinius
anglies skaiCius, daznai apibréziamus priklausomybe ECN = CN —2n, kur
CN yra anglies atomy skaiius ir n yra dviguby jungciy skaiCius; ji gali bati
tiksliau apskaiciuota atsizvelgiant | dvigubos jungties kilme. Jeigu n,, n; ir ny, yra
dviguby jungéiy, atitinkamai priskiriamy oleino, linolo ir linoleno raigstims, skai-
Ciai, ekvivalentinis anglies skaiCius gali buti apskaiCiuotas taikant formule:

EN = CN - dol'l0 - dlnl - d]nnln

kur koeficientai d, d; ir dj, gali bati apskaiiuoti pagal standartinius trigliceridus.
Pagal Siame metode nurodytas salygas gauta priklausomybé bus artima:

ECN = CN - (2,60 n,) — (2,35 n)) — (2,17 ny,)

2 pastaba. Su keliais standartiniais trigliceridais galima apskaiCiuoti trioleino
skiriamaja geba:

o = RT'/RT trioleinas
naudojant sumazinta sulaikymo trukme RT' = RT-RT tirpiklis.

log o priklausomybés nuo f (dviguby jungéiy skaiciaus) grafikas leidzia nustatyti

visy orientaciniy trigliceridy sudétyje esanciy riebiyjy rigsciy trigleceridy sulai-
kymo vertes — zr. 1 pav.

3 pastaba. Kolonélés efektyvumas turéty buti toks, kad buty galima aiskiai
atskirti trilinoleino smail¢ nuo trigliceridy smailiy su gretima RT. ISplovimas
atliekamas iki ECN52 smailés.

4 pastaba. Sio nustatymo atveju teisingas visy aktualiy smailiy sri¢iy i¥mata-
vimas uztikrinamas, jeigu antra smaile, atitinkanti ECN 50, yra 50 % registra-
vimo prietaiso visos skalés aukséio.
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1 paveikslas
Log a priklausomybés nuo f (dviguby jung¢iy skaiciaus) grafikas
StStSt
+05 -
o
D
o
+0 25+

StStln

-025 -

StStLn

-05 +

LnLnLn

Dviguby jungciy skaicius

La — lauro riigstis; My — miristo rligstis; P — palmitino riig8tis; S — stearino riigstis; O — oleino
rugstis; L — linolo raigstis; Ln — linoleno rugstis
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2 paveikslas

Alyvuogiy aliejus, kuriame mazai linolo riigsties

14415

10
17

ﬂ 4.5 16
1
s e ‘?J M\ = 19

Su tirpikliu acetonu / acetonitrilu.

a PROFILIS. Pagrindiniai chromatografiniy smailiy komponentai: ECN42: (1) LLL + PoLL;
(2) OLLn + PoOLn; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL + PoOL; (5) OOLn + PLL; (6) POLn + PPoPo;
(7) OOL + PoOO; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL +
SOLn + SPoPo; (12) PLP; ECN48: (13) OOO + PoPP; (14 + 15) SOL + POO; (16) POP; ECN50:
(17) SOO; (18) POS + SLS.

b

15

17
4 16

12 “Mgljg g v_/\ﬂ By

Su tirpikliu proprionnitrilu

b PROFILIS. Pagrindiniai chromatografiniy smailiy komponentai: ECN42: (1) LLL; (2) OLLn +
PoLL; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo +
PPoL; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn +
SPoPo; (12) PLP; ECN48: (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17)
SOO; (18) POS + SLS
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3 paveikslas

Alyvuogiy aliejus, kuriame daug linolo riigsties

1

0.3 1"

Su tirpikliu acetonu / acetonitrilu (50:50).

a profilis. Pagrindiniai chromatografiniy smailiy komponentai: ECN42: (1’) LLL + PoLL; (2°)
OLLn + PoOLn; (3°) PLLn; ECN44: (4’) OLL + PoOL; (5°) OOLn + PLL; (6°) POLn +
PPoPo; ECN46: (7°) OOL + PoOO; (8’) PLO + SLL + PoOP; (9°) PLP + PoPP; ECN48:
(10°) 000; (11°) POO + SLL + PPoO; (12°) POP + PLS; ECNS50: (13°) SOO; (14°) POS +

SLS
b
4 8[| 10 13 15
0.4
6 16
02
5 9 12 17
1
] 1 7 11
2 18
o
0.0 ——] MJZL Y ; i = 'ﬁ—}/\w"Ll
. T Y =111 T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Su tirpikliu proprionnitrilu.

b profilis. Pagrindiniai chromatografiniy smailiy komponentai: ECN42: (1) LLL; (2 + 2’) OLLn +
PoLL; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo +
PPoL; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn +
SPoPo; ECN48: (12) PLP; (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17)
SOO0; (18) POS + SLS; ECNS52: (19) AOO.
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ANNEX XIX

ALIFATINIU IR TRITERPENU ALKOHOLIU KIEKIO NUSTATYMAS
KAPILIARINES DUJU CHROMATOGRAFIJOS METODU

1. DALYKAS

Siame priede aprasytas alifatiniy ir triterpeny alkoholiy kiekio aliejuose
ir riebaluose nustatymo metodas.

2. PRINCIPLE OF THE METHOD

The fatty substance, with 1-eicosanol added as internal standard, is
saponified with ethanolic potassium hydroxide and then the unsaponi-
fiable matter extracted with ethyl ether. The alcoholic fraction is sepa-
rated from the unsaponifiable matter by chromatography on a basic silica
gel plate; the alcohols recovered from the silica gel are transformed into
trimethylsilyl 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 pl 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.
43. 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.

VY M28
4.11.  Plonasluoksnés chromatografijos etaloninis tirpalas: C,y—C,g alkoholiy
arba alkoholiy frakcijos, gautos, kaip nurodyta 5.2 punkte, i§ alyvuogiy
iSspaudy aliejaus nemuilinamos medziagos, 0,5 % tirpalas chloroforme.

VM1
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.

S. PROCEDURE
5.1 Preparation of the unsaponifiables

5.1.1.  Using a 500 pl 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 1500 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 alip-
hatic alcohol and terpenic alcohol bands which are both sepa-
rated 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.
Immediately 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.

VvV M28
T 525, Ultravioletingje $viesoje stebima plokstelé tolygiai apipurSskiama plonu 2’
,7'-dichlorfluoresceino sluoksniu. Alifatiniy alkoholiy juosta galima iden-
tifikuoti sulyginant su etaloninio tirpalo déme: juostos ribos pazymimos
juodu piestuku, kartu apibréziant alifatiniy alkoholiy juostg ir tiesiai vir§
jos esancig terpeny alkoholiy juosta (4 pastaba).

4 pastaba. Alifatiniy alkoholiy juosta ir terpeny alkoholiy juosta turi
biiti sujungta | viena grupe, atsizvelgiant | galimg kai
kuriy alifatiniy alkoholiy migracija | triterpeny alkoholiy
juosta. Atskyrimo taikant PSC pavyzdys pateiktas priedélio
1 paveiksle.

5.2.6. Silikagelis pazymétame plote nugrandomas metaline mentele. Gerai
susmulkinta medziaga nuo plokstelés supilama j filtrag (3.7 punktas).
Ipilama 10 ml kar$to chloroformo, gerai sumaiSoma metaline mentele
ir vakuume filtruojama j kiigio formos kolba (3.8), prijungta prie filtro

Silikagelis kolboje tris kartus plaunamas dietileteriu (mazdaug po 10 ml
kiekvieng kartg), filtruojant j tg pacia prie filtro prijungta kolba. Filtratas
nugarinamas mazdaug iki 4-5 ml tario, likgs tirpalas supilamas j i§
anksto pasverta 10 ml talpos mégintuvelj (3.9), garinama iki sauso
liku¢io nestipriai kaitinant nedideléje azoto srovéje, likutis i§ naujo tirpi-
namas keliuose acetono laSuose, vél garinama iki sauso likucio, mégin-
tuvélis mazdaug 10 minuciy dedamas j 105 °C temperattiros dziovinimo
spinta, ausinamas eksikatoriuje ir pasveriamas.

Likutj mégintuvélyje sudaro alkoholiy frakcija.

YM19
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 pl 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 Cyq 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.

Vv M28
5.4.4. Smailiy identifikavimas

Atskiros smailés identifikuojamos pagal sulaikymo trukme ir lyginant su
etaloniniu TMSE miSiniu, analizuojamu tokiomis pat salygomis.

Rafinuoto alyvuogiy aliejaus alkoholiy frakcijos chromatogramos pavyz-
dziai pateikti priedélio 2 ir 3 paveiksluose.

YM19
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/1 000 g fatty
substance, are calculated as follows:

A, -m,- 1000
alcohol x =
A,rm

where:

Ax= area of the alcohol peak x

A, = area of 1-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.



01991R2568 — LT — 04.08.2016 — 029.001 — 114

v Mm28
Priedélis
Atskyrimo PSC metodu pavyzdys ir chromatogramy pavyzdziai
1 paveikslas

Alyvuogiy aliejaus nemuilinamy medZiagy frakcijos, iSplautos heksano ir
dietileterio miSiniu (65/35), plonasluoksnés chromatografijos plokstelé

e

® -

s z a4 s

1 Cy¢ alkoholis; A steroliai;

2 C3q alkoholis; B alifatiniai alkoholiai;
3 C,q alkoholis; C triterpeny alkoholiai;
4 Cy0-20-26.30 alkoholiy misinys; D skvalenas;

5 auksciausios kokybés pirmojo

spaudimo  aliejaus  nemuili-
namos medziagos.
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2 paveikslas
Rafinuoto alyvuogiy aliejaus alkoholiy frakcijos chromatograma
1 2 & 8 9
5
4
10
7
2
ki-n--l ’ i " . l»L l l .] J_‘L—J-
1 — fitolis; 5 — Cyy4 alkoholis; 9 — 24-metilencikloartenolis;
2 — geranilgeraniolis; 6 — Cy¢ alkoholis; 10 — citrostadienolis;
3 — C, alkoholis (IS); 7 — C,g alkoholis; 11 — ciklobranolis.

4 — C,, alkoholis; 8 — cikloartenolis;
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3 paveikslas

Rafinuoto alyvuogiy aliejaus ir antrinio centrifugavimo alyvuogiu aliejaus alifatiniai ir
triterpeny alkoholiai

. 1 3 5 &
’W'g a 8 2th CENTRIFUGATION
8
&3
i
|
s . IJ@fE; i I A dls | ﬂ____,'___ﬁL ] K i X }kﬂ JJJ..,W
Rl L 3. k4 |
32 22+34405+32B ‘
§ A s R e REFINED OLIVE UIL
G Cas2aMed
6
18
5
L
) 4
b At wj _ L)

T 0000 | 06 15000 AFEGD | 2000 Tashen

1 — fitolis; 5 — C,4 alkoholis; 9 — 24-metilencikloartenolis

(24MeCA);
2 — geranilgeraniolis (CX); 6 — Cy¢ alkoholis; 10 — citrostadienolis;
3 — C, alkoholis; 7 — C,g alkoholis; 11 — ciklobranolis.

4 — C,, alkoholis; 8 — cikloartenolis (CA);
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XX PRIEDAS

Vaskuy, riebiyjy riigs¢iy metilo esteriy ir riebiyjy riigsciy etilo esteriy kiekio
nustatymo kapiliarinés dujy chromatografijos biidu metodika

1. TIKSLAS

Si metodika skirta vasky, riebiyjy riigé¢iy 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 iSspaudy aliejaus ir kaip auksciau-
sios kokybés pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejy kokybés parametras,
leidziantis nustatyti nesaziningai pagamintus pirmojo spaudimo alyvuogiy
aliejy misinius su zemesnés kokybés aliejais, nesvarbu, ar jie pirmojo
spaudimo, klasikiniai (lampante) ar kokie nors dezodoruoti aliejai.

2. PRINCIPAS

I aliejy dedamas atitinkamas vidinis etalonas ir atliekamas 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 skysciy chromatografijos kelonélé, kurios vidinis skersmuo
15 mm, ilgis 3040 cm, su tinkamu ¢iaupu.

3.3.  Su kapiliarine kolonéle tinkamas naudoti dujy chromatografas su tiesio-
ginio jpurskimo j kolonéle sistema, kurj sudaro:

3.3.1. Termostatu kontroliuojama krosnis su galimybe programuoti tempe-
ratarg.

3.3.2. Saltas tiesioginio jpurikimo j kolonéle inZektorius.
3.3.3. Liepsnos jonizacinis detektorius ir konverteris stiprintuvas.

3.3.4. Kintamo grei¢io saviraSis integratorius (1 pastaba), skirtas naudoti su
konverteriu stiprintuvu (3.3.3 punktas), kurio atsako trukmé ne didesné
nei 1 s.

I 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 pm storio skystos fazés plévele (2 pastaba).

2 pastaba. Prekyboje yra Siam tikslui tinkamy skysty faziy, tokiy kaip
SE52, SE54 ir pan.

3.4.  Mikro8virkstas, 10 pl, su kietinta adata, tiesioginio jpurSkimo j 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 j 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 uztikrinkite tinkamag
védinimg. Venkite gary susikaupimo ir paSalinkite visus galimus gaisro
sukéléjus, tokius kaip Sildytuvus ar elektros prietaisus, kurie néra paga-
minti i§ nedegiy medZiagy. Zalingi jkvépus, 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 toksikas. 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
védinimg. 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 susidarymg 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 jkvépus. Laikykite juos atokiai nuo
Silumos Saltiniy, ziezirby ar atviros liepsnos. Pasirtipinkite, kad buteliukai
visuomet bty tinkamai uzdaryti. Naudojimo metu uztikrinkite tinkamag
védinimg. 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, miristilstereatg
arba eikozildodekanoats.

4.6.  Etaloninis 0,02 % (m/V) metilheptadekanoato tirpalas heptane
(vidinis metilo ir etilo esteriy etalonas).

4.7.  Sudanas 1 (1-fenilazo-2-naftolis).
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4.8. Dujos neSiklis: vandenilis arba helis, grynos, duju chromatografijos
klasés.

ISPEIIMAS

Vandenilis. Suslégus labai degus. Laikykite atokiai nuo Silumos Saltiniy,
kibirksciy, atviry liepsny ar elektros prietaisy, pagaminty ne i§ nedegiy
medziagy. Pasirtpinkite, kad nenaudojant buteliuko voztuvas buty uzda-
rytas. Visuomet naudokite slégio reduktoriy. Prie§ atidarydami buteliuko
voztuva sumazinkite reduktoriaus spyruoklés jtempimg. Atidarydami
voztuvg nestovékite prie§ buteliuko isleidimo anga. Naudojimo metu
uztikrinkite tinkamg védinima. Neperkelkite vandenilio i§ vieno buteliuko
I kita. NemaiSykite dujy buteliuke. Pasiriipinkite, kad buteliuky nebuty
galima apversti. Saugokite juos nuo saulés Sviesos ir nuo Silumos Saltiniy.
Laikykite korozijos nesukeliancioje aplinkoje. Nenaudokite paZzeisty ar
nepazymety buteliuky.

Helis. Suspaustos auksto slégio dujos. Sumazina deguonies, kuriuo galima
kvépuoti, kiekj. Laikykite buteliukg uzdaryta. Naudojimo metu uztikrin-
kite tinkama védinimg. Neikite j sandéliavimo vietas, nebent jos tinkamai
védinamos. Visuomet naudokite slégio reduktoriy. Prie§ atidarydami bute-
liuko voztuvg sumazinkite reduktoriaus spyruoklés jtempima. Neperkel-
kite dujy i§ vieno buteliuko j kita. PasirGipinkite, kad buteliuky nebiity
galima apversti. Atidarydami voztuva nestovékite prie$ buteliuko islei-
dimo angg. Saugokite juos nuo saulés Sviesos ir nuo Silumos Saltiniy.
Laikykite korozijos nesukeliancioje aplinkoje. Nenaudokite pazeisty ar
nepazyméty buteliuky. Nejkvépkite. Naudokite tik techninéms reikméms.

4.9.  Pagalbinés dujos:

— vandenilis, grynas, dujy chromatografijos klasés;

— oras, grynas, dujy chromatografijos klasés.

ISPEIIMAS

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 jtempima. Atidarydami voZztuva
nestovekite prie§ buteliuko iSleidimo angg. Neperkelkite dujy i§ vieno
buteliuko j kita. NemaiSykite dujy buteliuke. Pasirfipinkite, kad buteliuky
nebiity galima apversti. Saugokite juos nuo saulés Sviesos 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 | kolonéle (3.2 punktas). Silikageliui leidziama savaime nusésti.
Kad chromatografinis sluoksnis buty vienalytiskesnis, nusodinimas uZzbai-
giamas su elektrine purtykle. PriemaiSos pasalinamos per silikagelj 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 jdedamas reikiamas kiekis vidinio etalono (4.5 punktas), atsiz-
velgiant | numatoma vasko kiekj méginyje, t. y., jdedama 0,1 mg lauri-
leikozanato alyvuogiy aliejaus atveju, 0,25-0,5 mg alyvy iSspaudy alie-
jaus atveju ir 0,05 mg metilheptadekanoato alyvuogiy aliejy atveju (4.6
punktas).
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Paruostas méginys dviem 2 ml n-heksano (4.2 punktas) porcijomis supi-
lamas j chromatografijos kolonélg.

Tirpikliui leidziama iStekéti iki 1 mm lygio vir§ absorbento virSutinio
pavirSiaus. Leidziamas likgs n-heksanas ir etilo eteris (99:1) ir surenkama
220 ml, leidziant mazdaug 15 lasy per 10 sekundziy greiciu. (Sioje frak-
cijoje yra metilo ir etilo esteriai ir vaskai). (¢ pastaba) (5 pastaba).

4 pastaba. n-heksano/etileterio misinj (99:1) kasdien reikia ruoSti i$
naujo

5 pastaba. Kad buty galima vizualiai patikrinti, ar vaSkai tinkamai
iSplauti, | méginio tirpalg 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. Dujuy chromatografiné analizé
5.2.1. Parengiamasis procesas

» C1 Kolon¢lé prijungiama prie dujy chromatografo (3.3 punktas),
kolonélés pradzia sujungiant su kolonélés tiesioginio jpurSkimo jtaisu,
galg — su detektoriumi. <« Patikrinamas dujy chromatografijos jrenginys
(dujy kilpy veikimas, detektoriaus ir savirasés sistemos veikimas ir t. t.).

Jei kolon¢lé naudojama pirmg 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
jrenginio 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 salygy:
— 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 nesSiklis: 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 dujy chroma-
tografo charakteristikas, siekiant atskirti visus vaskus ir riebiyjy rugsciy
metilo ir etilo esterius ir gauti patenkinama smailiy atsiskyrimg (zr. 2, 3 ir
4 pav.) ir 18 + 3 minuc¢iy laurileikozanato vidinio etalono sulaikymo
trukme. ISkiliausia vasky smailé turi sudaryti daugiau nei 60 % didziau-
sios skalés vertés, o metilheptadekanoato vidinio etalono smailé metilo ir
etilo esteriy atveju turi pasiekti didziausig skalés verte.

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 stumoklj atgal
tol, kol adata bus tuscia. Jkiskite adata j jpurSkimo sistema ir greitai
ipurkskite po 1-2 s. Po mazdaug 5 s adatg $velniai istraukite.

Registravimg 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 turinéiy 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 dviejy 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, j kurj jpilta 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,) - m; - 1000

Vaskai, mg/kg = Y
S T m
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Cia:
A, = atskiro esterio smail¢ atitinkantis plotas, kompiuteriniais viene-
tais
A = 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 iSmatuojami smailiy, atitinkanéiy metilheptadekanoato
vidinj etalona, C4 ir C;g riebiyjy 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
A, = atskira metilheptadekanoato vidinio etalono smail¢ 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 suma ir bendra
ju abiejy kiekj.
VM23

Rezultatus reikia suapvalinti iki artimiausiy mg/kg.

7 pastaba. Kiekybinio jvertinimo komponentai yra smailés su lyginiais
anglies atomy skaiCiais 1§ C4p—Cy esteriy pagal vasky
alyvuogiy aliejuje méginio chromatograma, pateikta prideda-
mame paveiksle. Nustatymo reikméms, jei Cyq esteris yra
pasidalijes, rekomenduojama analizuoti alyvuogiy iSspaudy
aliejaus vasky frakcioja, kurioje C4q smailg galima atskirti,
nes ji aiskiai vyrauja.

Pateikite etilesteriy ir metilesteriy santykj.
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VY M23

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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VY M23

2 pav.

Pirmojo spaudimo alyvuogiy aliejaus metilesteriai, etilesteriai ir vaskai

L iy UNUL »b

Paaiskinimai:

—_

— Cj¢ metilas

— Cyg etilas

— metilheptadekanoato vidinis etalonas
— C,g metilas

— Cyg 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 alyvuogiuy 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 — etilstearatas
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VY M23
A priedélis
Dujy linijinio greic¢io nustatymas

I normalioms darbo salygoms nustatyta dujy chromatografa jpurskiama 1:3 pl
metano (arba propano). ISmatuojamas laikas, per kurj dujos prateka per kolonéle
nuo jpurskimo 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.

VM28



V¥ M25

XXI PRIEDAS

8 straipsnio 2 dalyje nurodyty alyvuogiu aliejaus atitikties patikry rezultatai

Zenklinimas Cheminiai parametrai Organoleptinés savybeés (4) Galutiné iSvada
- oo - Uz riby | Jeigu taip, ..
. qo Teisinis Kilmes . Klaidinga . s _ Vaisiy e
Méginys | Kategorija | ‘mes | Tikrinimo \ o vodi | vietos | ZAKYMO | Giform. | ISKalto- oy ey | dSeinantys | onurody- gy Trkumy g e oo @) | Reikiami | g cios
Salis vieta (1) . salygos .. mumas parametrai | kite, koks vidurkis . : veiksmai
nimas nuoroda cija TN (kokie) (%) vidurkis

(1) Vidaus rinka (malinas, i3pilstytojai, mazmeninés prekybos etapas), eksportas, importas.
(®) Kiekviena I priede pateikta alyvuogiy aliejaus savybé turi turéti koda.

(®) Atitinka / neatitinka.

() Nereikalaujama alyvuogiy ir iSspaudy aliejui.
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