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KOMISIJAS REGULA (EK) Nr. 702/2007
(2007. gada 21. junijs),

ar ko groza Regulu (EEK) Nr. 2568/91 par olivellas un olivu izspaidu ellas ipasibam un attiecigajam
analizes metodém

EIROPAS KOPIENU KOMISIJA,
nemot veéra Eiropas Kopienas dibinasanas ligumu,

nemot véra Padomes 2004. gada 29. aprila Regulu (EK) Nr.
865/2004 par olivellas un galda olivu tirgus kopigo organiza-
ciju un ar ko groza Regulu (EEK) Nr. 827/68 ('), un jo ipasi tas
5. panta 3. punktu,

ta ka:

(1)  Komisijas Regula (EEK) Nr. 2568/91 (3) definétas olivellas
un olivu izspaidu ellas fizikalas un kimiskas ipasibas, un
analizu metodes 3o Tpasibu noteiksanai. Sis metodes un
péc tam nosakamo ipasibu robezvértibas japrecizé
saskana ar kimijas nozares specidlistu atzinumu un

nemot véra Olivellas starptautiskaja padomé veikto
darbu.

(2)  Kimijas specialisti ir konstat&jusi, ka 2-glicerilmonopalmi-
tata satura kvantitativa noteikSana ir precizaka esterificéto
ellu detektéSanas metode. Stigmastadiena pielaujama
satura samazina$ana neapstradata olivella dod iespéjas
labak atskirt neapstradatas olivellas no rafinétajam.

(3)  Lai paredzétu laika periodu pielagojumu izdariSanai
jaunajiem standartiem, un dotu laiku to piemérosanas
lidzeklu ieviesanai, ka ari lai neraditu tirdzniecibas trau-
cgjumus, 3is regulas grozijumus nepieméro lidz 2008.
gada 1. janvarim. So pasu iemeslu dé janosaka, ka
olivelu un olivu izspaidu ellu, kas legali razota un
marketa Kopiena, vai Kopiena legali importéta un izlaista

briva apgroziba pirms iepriek§minétas dienas, var pardot,
lidz tiek izlietoti visi tas krajumi.

(4)  Saja regula paredzétie pasakumi ir saskana ar Olivellas un
galda olivu parvaldibas komitejas atzinumu,

IR PIENEMUSI SO REGULU.

1. pants
Regulu (EEK) Nr. 256891 groza $adi.

1) Regulas 2. panta 1. punkta sesto ievilkumu aizstaj ar $adu:

“— 2-glicerilmonopalmitata saturu nosaka péc VII pielikuma
aprakstitas metodes.”

2) Pielikumus groza saskana ar $is regulas pielikumu.

2. pants

Si regula stajas speka tresaja diena péc tas publicésanas Eiropas
Savienibas Oficialaja Vestnesi.

To pieméro no 2008. gada 1. janvara.

Tomeér produktus, kuri ir legali razoti un markéti Kopiena, vai
Kopiena likumigi importéti un laisti briva apgroziba pirms
2008. gada 1. janvara, var pardot, lidz tiek izlietoti visi to
krajumi.

Si regula uzliek saistibas kopuma un ir tiesi piemérojama visas dalibvalstis.

Briselé, 2007. gada 21. junija

() OV L 161, 30.4.2004., 97. lpp.
() OV L 248, 5.9.1991., 1. lpp. Regula jaunakie grozijumi izdariti ar
Regulu (EK) Nr. 1989/2003 (OV L 295, 13.11.2003., 57. Ipp)).

Komisijas varda —
Komisijas locekle
Mariann FISCHER BOEL
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PIELIKUMS

Regulas (EEK) Nr. 2568/91 pielikumus groza 3adi.
1) Kopsavilkumu groza 3adi:
a) Il pielikuma virsrakstu aizstdj ar $adu:

“Brivo taukskabju noteikSana péc aukstas metodes”;

b) VII pielikuma virsrakstu aizstaj ar adu:

“2-glicerilmonopalmitata satura noteiksana”.

2) 1 pielikumu aizstaj ar $adu:
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3) Pielikuma 1. papildinajumu groza 3adi:

a) pirmo ievilkumu aizstdj ar $adu:

“— Skabums I pielikums  Brivo taukskabju noteiksana péc aukstas metodes”;

b) trispadsmito ievilkumu aizstaj ar $adu:

“— Piesatinatas taukskabes 2. VII pielikums  2-glicerilmonopalmitata satura noteik3ana”.

pozicija

4) 1 pielikuma virsrakstu aizstdj ar $adu:

“BRIVO TAUKSKABJU NOTEIKSANA PEC AUKSTAS METODES”.

5) IV pielikumu aizstdj ar $adu:

3.2

3.3.

3.4.

“IV PIELIKUMS

VASKU SATURA NOTEIKSANA AR KAPILARAS KOLONNAS GAZU HROMATOGRAFIJU

IZMANTOSANAS JOMA

Saja metodé aprakstita vasku satura noteiksana olivellds. Vaskus sadala péc oglekla atomu skaita molekula. So
metodi var jo Ipasi izmantot, lai at3kirtu ar spieSanas panémienu iegiitu olivellu no olivu izspaidu ellas, ko
iegiist péc ekstrakcijas panémiena.

PRINCIPS

Taukiem vai ellai pievieno piemérotu iek$gjo standartu, péc tam hromatografiski sadala hidréta silikagela
kolonna. Testésanas apstaklos iegist frakciju, kas elujas vispirms (kas satur savienojumus, kuru polaritate ir
mazaka neka trigliceridiem), un to tiesi analizé ar kapilaras kolonnas gazu hromatografiju.

APARATURA

25 ml tilpuma Erlenmeijera kolba
Stikla kolonna gazes hromatografijai, ieksgjais diametrs 15,0 mm, augstums 30 lidz 40 cm, ar kranu

Piemérots gazes hromatografs ar kapilaro kolonnu, kas aprikots ar tieas ievadiSanas sistému kolonna, kas sastav
no $adiem mezgliem:

. Termostata kamera kolonnam (kolonnu krasns) ar programméjamu temperatiiru
. Aukstas inZekcijas iekarta tieSai ievadisanai kolonna
. Liesmas jonizacijas detektors un parveidotajs/pastiprinatajs

. Registrgjosa iekartafintegrators ar mainamu papira atrumu darbam ar parveidotaju/pastiprinataju (3.3.3.), kuras

atbildes reakcijas laiks ir ne lielaks par 1 s. (Var izmantot ari datorizétas sistémas, kas nodrosina gazes
hromatografijas datu iegGiSanu, izmantojot personalo datoru.)

. Stikla vai kvarca stikla kapilara kolonna ar ieks¢jo diametru 0,25 lidz 0,32 mm, kas ir 8 lidz 12 m gara, ar

vienidu no 0,10 [idz 0,30 pm $kidras fazes slani. (Sim nolitkam piemérotas gatavas nopérkamas SE-52 un SE-
54 tipa skidras fazes.)

10 pl tilpuma mikroslirce ar riditu adatu inzekcijai uz kolonnas
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3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

Elektrovibrators

Rotacijas ietvaicétajs

Mufelkrasns

Analitiskie svari ar svérSanas precizitati + 0,1 mg

Laboratorijas trauki

REAKTIVI

Silikagels ar dalinu izméru no 60 lidz 200 pm

Silikagelu uz vismaz 4 h ievieto mufelkrasni 500 °C temperatiira. Atdzesé un pievieno 2 % tdens no pemta
silikagela daudzuma. Lai maisijumu homogenizétu, to riipigi sakrata. Pirms lieto$anas vismaz 12 h glaba tumsa
vieta

n-heksans, hromatografijai

Etiléteris, hromatografijai

n-heptans, hromatografijai

Laurilarahidata standarta 0,1 % (m/v) $kidums heksana (icksgjais standarts). (Var izmantot ari palmitilpalmitatu vai
miristilstearatu.)

. Sudans 1 (1-fenil-azo-2-naftols)

Nesgjgaze: Gidenradis vai hélijs, gazes hromatografijai
Paliggazes:

— tirs Gdenradis gazes hromatografijai,

— ftirs gaiss gazes hromatografijai.

PROCEDURA
Hromatografijas kolonnas sagatavosana

Suspendé 15 g silikagela (4.1.) n-heksana (4.2.) un parnes kolonna (3.2). Nostadina. Sablivé, izmantojot
elektrovibratoru (3.5.), lai hromatografijas slanis biitu homogenaks. Perkolé 30 ml n-heksana attirianai no
piemaisfjumiem. Ar svariem (3.8.) iesver precizi 500 mg parauga 25 ml tilpuma Erlenmeijera kolba (3.1.), un
atbilstosi sagaidamajam vasku saturam pievieno vajadzigo daudzumu iek$§a standarta (4.5.). Pieméram,
pievieno 0,1 mg laurilarahidata, analizgjot olive]lu, vai 0,25 lidz 0,5 mg, analizgjot olivu izspaidu e]lu. Saga-
tavoto paraugu parnes hromatografijas kolonna, izmantojot divas 2 ml porcijas n-heksana (4.2.).

Skidinatajam lauj izpliist no kolonnas, lidz ta limenis pazeminas lidz apméram 1 mm virs absorbenta, un tad,
lai attiritu no dabigi saturoSajiem n-alkaniem, perkolé vél 70 ml n-heksana. Tad sak eluéSanu hromatografijai,
savacot 180 ml n-heksanaletilétera maisijuma (attieciba 99:1) ar atrumu apméram 15 pilieni desmit sekunzu
laika. Parauga eluéSana javeic istabas temperatiira 22 * 4 °C temperatira.

NB!

— n-heksanaletilétera maisijums (99:1) jasagatavo taja pasa diena.

— Vasku pareizas eluéSanas vizualai kontrolei maisjjumam var pievienot 100 pl Sudanas 1 krasvielas 1 % skidumu taja. Ta ka
krasvielas aiztures laiks ir lielaks neka vaskiem un mazaks neka trigliceridiem, eluéSana japartrauc talit péc tam, kad
krasojums sasniedzis kolonnas apaksgjo dalu, jo tas liecina, ka visi vaski jau ir eluéti no kolonnas.
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5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.3.

$adi iegiito parauga frakciju ietvaicé rotacijas ietvaicétaja (3.6.) gandriz sausu. Pedéjos apméram 2 ml skidinataja
iztvaicé ar vaju slapekla plismu; pievieno 2—4 ml n-heptana.

Gazes hromatografijas analize
Sagatavosana

Kolonnu uzstada gazes hromatografam (3.3.), pievienojot iecju kolonna virskolonnas sistémai, bet kolonnas
izeju detektoram. Veic gazes hromatografijas aparatiiras visparéju parbaudi (gazes kontiiru, detektora un regis-
tracijas ierices darbibu, u. c.).

Ja kolonnu izmanto pirmo reizi, ta vispirms jakondicioné. Nedaudz nesgjgazes izlaiz caur kolonnu, un tad
iesledz gazes hromatografu. Pakapeniski iesilda ta, lai apméram Cetru stundu laika sasniegtu 350 °C tempera-
tiiru. Sadu temperatfiru uztur vismaz divas stundas, un péc tam iekartai noregulé vajadzigos darba apstaklus
(iestata gazes plasmu, aizdedz liesmu, pievieno elektroniskajai registracijas iekartai (3.3.4.), iestata kolonnas
krasns temperatiiru, detektoru, u. c.), registré signalu ar jutibu, kas ir vismaz divas reizes augstaka par analizei
nepiecieSamo jutibu. Nulles linijai jabit taisnai, bez jebkadiem izsitieniem, un ta nedrikst novirzities.

Negativas taisnvirziena novirzes liecina par neblivumiem kolonnas savienojumu vietas; savukart pozitivas
novirzes liecina, ka kolonna ir nepietickami kondicionéta.

Darba apstaklu izvele

Parasti izmanto $adus apstaklus:

— kolonnas temperatiira —

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

— detektora temperatiira — 350 °C;

— ievaditas vielas daudzums: 1 pl no n-heptana skiduma (2—-4 ml);

— neséjgaze: hélijs vai Gdenradis ar attiecigajai gazei pareizu linearo atrumu (sk. papildinajuma);

— instrumenta jutiba: atbilst turpmak aprakstitajiem nosacjjumiem.

Apstaklus var izmainit atbilstosi kolonnas un hromatografa raksturlielumiem t3, lai tiktu izdaliti visi vaski un
panakta pietiekama signalu izskirtspéja (sk. attélu); C;, iek3gja standarta aiztures laikam ir jabat 18 + 3 min.
Visvairak reprezentativa vaska signalam jabiit vismaz 60 % no pilnas skalas.

Signalu integréanas parametri janosaka ta, lai tiktu iegiits attiecigo signalu laukumu pareizs noveértgjums.

NB! Nemot véra, ka beigu temperatiira ir augsta, pielaujama lidz 10 % novirze no pilnas skalas vértibas.

Analizes veiksana

Ar 10 pl tilpuma mikrolirci nem 1 pl $kiduma paraugu; atvelk Slirces virzuli ta, lai iztukotu adatu. Adatu
ievieto inzektora un péc 1-2 sekundém atri ievada; péc apméram piecam sekundém adatu lénam izvelk.

Veic registraciju, lidz visi vaski ir pilniba eluéti.

Nulles linijai noteikti jaatbilst nepiecieSamajiem nosacijumiem.
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5.4. Signalu identifikacija
Signalus identific péc aiztures laikiem, tos salidzinot ar tados paSos apstaklos analizétiem tadu vasku maisi-
jumiem, kuru aiztures laiki ir zinami.

Attéla redzama neapstradatas augstaka labuma olivellas vasku hromatogramma.

5.5. Daudzuma noteikSana

[zmantojot integratoru, nosaka ieksgja standarta un alifatisko esteru Cyq lidz Cyq signalu laukumu.

Aprekina katra vaska estera saturu mgfkg ellas péc $adas formulas:

Ay xmg x 1000

esterasaturs, mg/kg = e
m
S

A, = Xkatra estera signala laukums, kvadratmilimetros;

Ag = ieksgja standarta signala laukums, kvadratmilimetros;
mg = pievienota iek$éja standarta masa, miligramos;
m = analizei nemta parauga masa, gramos.

6. REZULTATU IZTEIKSANA

Norada dazadu Cyg lidz C4¢ vasku kopigo saturu mgfkg ellas (ppm).

NB! Kvantitativi nosakamie komponenti saistami ar C4q lidz un Cyg esteru signaliem, izmantojot par paraugu olivellas vasku
hromatogrammu turpmak redzamaja attéla. Ja esteris Cy4 paradas divas reizes, tad, lai to identificétu, ieteicams analizét olivu
izspaidu ellas vasku frakciju, kur C4¢ signals ir viegli identific§jams tapéc, ka tas ir izteikta parakuma.

Rezultatus uzdod ar precizitati lidz vienam ciparam aiz komata.
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Attels.

Olivellas vasku hromatogramma ()

30 .00_1 I 1
I.S.
25.004
20 .00
15.00
4
3
10 .00
2
2 ' 3
5.00 3
W
000 L 1 e
1 6
T T T T T T T
(o] 5 10 15 20 25 30 35
Paskaidrojumi:
LS. = laurilarahidats;
1. = diterpénesteri;
2 + 2" = Cy esteri
3+ 3" = (4, esteri
4 + 4" = Cyy esteri;
5. = (44 esteri
6. = sterina esteri un triterpénspirts.
(*) Péc sterina esteru eluéSanas hromatogramma nedrikst bit nekadu batisku signalu (trigliceridi).

Papildinajums

Gazes lineara atruma noteikSana

Péc noregulésanas darba normaliem darba apstakliem gazes hromatografa ievada 1-3 pl metana (vai propana). Uznem
laiku, kada gaze iziet cauri kolonnai no ievadiSanas mirkla lidz ta signala paradisanas bridim (tyy).

Gazes linearo atrumu aprékina péc formulas Ljty, kur L ir kolonnas garums centimetros un ty ir laiks sekundés.”
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6) VII pielikumu aizstaj ar $adu:

3.1

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.

3.12.

3.13.

3.15.

3.16.

3.17.

3.18.

3.19.

“VII PIELIKUMS

2-GLICERILMONOPALMITATA SATURA NOTEIKSANA
IZMANTOSANAS JOMA
Saja metodé aprakstita trigliceridu molekuld 2. pozicija saistitds palmitinskabes noteikana péc 2-gliceril-
monopalmitata.

So metodi var izmantot istabas temperatiird (20 °C) $kidram augu ellam.

PRINCIPS

Péc sagatavosanas e]las paraugu Ske] ar aizkunga dziedzera lipazi: trigliceridu daléja selektiva hidrolizé 1.
un 3. pozicija rodas 2-monogliceridi. 2-glicerilmonopalmitata saturu monogliceridu frakcija péc sililésanas
nosaka ar kapilaras kolonnas gazu hromatografiju.

APARATURA UN MATERIALI

25 ml tilpuma Erlenmeijera kolba
100, 250 un 300 ml tilpuma varglazes

Hromatografijas kolonna no stikla, ieksgjais diametrs 21-23 mm, garums 400 mm, ar poraina stikla disku
un kranu

10, 50, 100 un 200 ml tilpuma mércilindri

100 un 250 ml tilpuma kolbas

Rotacijas ietvaicétajs

10 ml tilpuma centrifigas mégenes ar konisku apaksdalu un slipéta stikla aizbazni
Centrifiga 10 un 100 ml tilpuma mégeném

Termostats, kura var uzturét 40 £ 0,5 °C temperatiiru

1 un 2 ml tilpuma graduétas pipetes

1 ml tilpuma $lirce zemadas injekcijam

100 pl tilpuma mikroglirce

1 000 ml tilpuma skirpiltuve

Kapilaras kolonnas gazu hromatografs ar virskolonnas auksto inZekciju parauga tieSai ievadianai kolonna
un krasni, kura var uzturét vajadzigo temperatiiru ar precizitati apm. 1 °C

Virskolonnas aukstais inZektors parauga tiesai ievadiSanai kolonna
Liesmas jonizacijas detektors un elektrometrs

Elektrometram piemérota registréjosa ickarta/integrators ar mainamu papira atrumu, kuras atbildes reak-
cijas laiks ir ne lielaks par 1 s

Stikla vai kvarca stikla kapilara kolonna, garums 8-12 metri, ieksgjais diametrs 0,25-0,32 mm, kas
parklata ar metilpolisiloksanu vai fenilmetilpolisiloksanu 5 %, 0,10-0,30 pm slanis, izmantojama
370 °C temperatiira

10 pl tilpuma mikroglirce ar vismaz 7,5 cm garu riditu adatu tiesai virskolonnas ievadiSanai
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

5.1.
5.1.1.

5.1.1.1.

REAKTIVI

Silikagels ar dalinu izméru no 0,063 lidz 0,200 mm (70/280 mesh), kas sagatavots 3adi: Silikagelu
porcelana tigeli Zzavskapi 4 stundas zavé 160 °C temperatiird, atdzesé eksikatora istabas temperatiira.
Pievieno Gdeni 5% no silikagela masas turpmak aprakstitaja veida. Erlenmeijera kolba iesver 152 g
silikagela, pievieno 8 g destiléta tdens, noslédz ar aizbazni un uzmanigi krata, lai Gidens sadalitos masa
vienmérigi. Pirms lietoSanas jaiztur vismaz 12 stundas

n-heksans (hromatografijai)
Izopropanols
Izopropanols, 1/1 (v/v) idens skidums

Aizkunga dziedzera lipaze. Tas aktivitatei jabat no 2,0 lidz 10 lipazes vienibam uz miligramu. (Aizkunga
dziedzera lipazes ar aktivitati no 2 lidz 10 vienibam uz miligramu fermenta ir nopérkamas.)

Tris-hidroksimetilaminometana bufer$kidums: 1 M @idens reakciju ar konc. HCI (1/1 v/v) noregulé lidz pH
8 (nosaka potenciometriski)

Enzima kvalitates natrija holats, 0,1 % tdens $kidums (3is $kidums péc pagatavosanas ir derigs divas
nedé]as)

Kalcija hlorids, 22 % tdens $kidums

Dietiléteris, hromatografijai

Skidinatajs attistiSanai: n-heksana/dietilétera (87:13 v:v) maisijums
Natrija hidroksids, 12 % skidums

Fenolftaleins, 1 % skidums etanola

Nesgjgaze: Gdenradis vai hélijs, gazes hromatografijai

Paliggazes: udenradis, tiriba vismaz 99 %, sauss un attirits no organiskajam vielam; un gaiss, gazes
hromatografijai, ar tadu pasu tiribas pakapi

Silanizacijas reagents: piridina/heksametildisilazana, trimetilhlorsilana 9/3/1 (v/v/v) maisfjums. (Nopérkami
ar lietosanai sagatavoti kidumi. Var izmantot citus sililéSanas reagentus, konkréti bis-trimetilsililtrifluo-
racetamids + 1 % trimetilhlorsilans, kas at3kaidits ar tadu pasu tilpumu beziidens piridina.)

Standartparaugi: tiri monogliceridi vai monogliceridu maisijumi ar zinamu sastavu, kas ir lidzigs analizé-
jamo paraugu sastavam

METODE

Paraugu sagatavo$ana

Ellas, kuru brivais skabums ir mazaks par 3 %, pirms hromatografésanas silikagela kolonna nav obligati
janeitralizé. Ellas, kuru brivais skabums ir lielaks par 3 %, janeitralizé, ka aprakstits 5.1.1.1. punkta.

Parnes 50 g ellas un 200 ml n-heksana 1 000 ml tilpuma Skirpiltuvé (3.13.). Pievieno 100 ml izopro-
panola un 12 % natrija hidroksida (4.11.) daudzuma, kas ir ekvivalents ellas brivajam skabumam plus 5 %.
Vienu minditi energiski krata. Pievieno 100 ml destiléta tidens, vélreiz sakrata un nostadina.

Péc dekantéSanas atdala apaksgjo ziepes saturo3o slani. Atdala arl visus pargjos starpslanus (dulkes un
neskistosas vielas). Neitralizéta e]las parauga $kidumu heksana vairakas reizes mazga ar 50-60 ml izopro-
panola/adens 1/1 (v/v) kidumu (4.4.), lidz izzad ta sartais krasojums ar fenolftaleinu.

Lielako dalu heksana atdala ar vakuumdestilaciju (izmantojot, pieméram, rotacijas ietvaicétaju), un ellu
parnes 100 ml tilpuma kolba (3.5.). Ellu vakuuma Zzave, lidz pilniba atdalits viss skidinatajs.

Sis procediiras beigas ellas skaibumam jabiit mazakam par 0,5 %.
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5.1.2.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.3.
5.3.1.

Sadi sagatavotas ellas 1,0 g lielu iesvaru parnes 25 ml tilpuma Erlenmeijera kolba (3.1.), un to izskidina 10
ml attistiSanas maisijuma (4.10.). Pirms hromatografijas silikagela kolonna $kidumu nostadina vismaz 15
miniites.

Lai nodrosinatu hromatografijai optimalus apstaklus, ja $kidums nav dzidrs, to centrifugé (var izmantot
lietosanai sagatavotus 500 mg SPE silikagela kartridzus).

Hromatografijas kolonnas sagatavosana

Apméram 30 ml attistitaja $kidinataja (4.10.) parnes kolonna (3.3.), izmantojot stikla spiekiti, kolonnas

apaksa ievieto kokvilnas auduma gabalinu; saspiez, lai aizvaditu gaisu.

Varglazé sagatavo 25 g silikagela (4.1) suspensiju apméram 80 ml attistitdgja $kidinataja, un parnes
kolonna, izmantojot piltuvi.

Parbauda, vai viss silikagels parnests kolonnd; mazga ar attistitdja 3kidinataju (4.10.), atver kranu un
Skidruma limeni pazemina ta, lai tas blitu apméram 2 mm virs silikagela limena.

Kolonnas hromatografija

No parauga, kas sagatavots, ka aprakstits iepriek§ 5.1. punkta, 25 ml tilpuma Erlenmeijjera kolba (3.1.)
nem precizi 1,0 g lielu iesvaru.

Parauga iesvaru izskidina 10 ml atistitdja $kidinatja (4.10.). Skidumu parnes hromatografijas kolonna, kas
sagatavota saskana ar 5.1.3. punktu. Jaraugas, lai netiktu aizskarta kolonnas virsma.

Atver kranu un parauga Skidumu parnes kolonna, lidz tas sasniedz silikagela limeni. Attista ar 150 ml

apméram 60-70 min laika).

Eluatu savac ieprick§ nosvérta 250 ml tilpuma kolba. Skidinataju iztvaicg vakuumi gandriz sausu, un

skidinataja atlieckas atdala slapekla plisma.
Kolbu nosver un aprékina iegiita ekstrakta masu.

(Ja izmanto lietosanai sagatavotus SPE silikagela kartridzus, rikojas, ka aprakstits turpmak.
1 ml skiduma (5.1.2.) parnes sagatavotos kartridZos ar 3 ml n-heksana.

Péc skiduma perkoléSanas attista ar 4 ml n-heksana/dietilétera 9/1 (v/v) maisfjumu.
Eluatu savac 10 ml tilpuma mégené un slapekla plisma ietvaicé sausu.

Uz sauso atlikumu iedarbojas ar aizkunga dziedzera lipazi (5.2.). Japarbauda taukskabju sastavs pirms SPE
kartridza un péc ta.)
Hidrolize ar aizkunga dziedzera lipazi

Centrifiigas megené iesver 0,1 g ellas, kas sagatavotas saskana ar 5.1. punktu. Pievieno 2 ml buferskiduma
(4.6.), 0,5 ml natrija holata skiduma (4.7.) un 0,2 ml kalcija hlorida $kiduma, katru reizi skidumu ripigi
samaisot. M&geni noslédz ar pieslipéta stikla aizbazni, un ievieto termostatd 40 + 0,5 °C temperatiira.

Pievieno 20 mg lipazes, uzmanigi sakrata (nesaslapinot aizbazni), un mégeni ievieto termostata precizi uz
2 min. P& tam iznem, energiski krata precizi 1 min un atdzeseé.

Pievieno 1 ml dietilétera, noslédz ar aizbazni un energiski krata, péc tam centrifugé, un ar mikroslirci étera
§kidumu parnes tira sausa mégeneé.

Silanilatvasindjumu iegiiSana un gazes hromatografija

Ar mikroglirci 100 pl $kiduma (5.2.3.) parnes 10 ml tilpuma mégené ar konisku apaksdaju.

Vaja slapekla plisma atdala $kidinataju, pievieno 200 pl silanizacijas reagenta (4.15.), mégeni noslédz ar
aizbazni un 20 min nostadina.

Péc 20 min pievieno 1 lidz 5 ml n-heksana (atkariba no hromatografesanas apstakliem): 3adi iegiitais
$kidums ir sagatavots gazes hromatografijai.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

Gazes hromatografija

Darba apstakli:
— inZektora temperatiira (virskolonnas inZektors) zem $kidinataja virsanas punkta (68 °C);
— detektora temperatiira: 350 °G;

— kolonnas temperatiira: krasns temperatiiras programma: 1 mindti 60 °C, paaugstinaana par 15 °C
minité [idz 180 °C, tad par 5 °C minité lidz 340 °C, tad 13 mindites 340 °G

— nes@jgaze: Gdepradis vai hélijs, ar linearo atrumu, kas ir pietickams 1. att. paraditas izskirtsp&jas
panaksanai. Aiztures laikam Cs, trigliceridam jabat 40 £ 5 min (sk. 2. att). (Noraditie darba apstakli
ir orientgjosi. Operatoriem tie jaoptimizé, lai panaktu vajadzigo iz3kirtsp&ju. Ta signala augstumam,
kas atbilst 2-glicerilmonopalmitatam, jabit vismaz 10 % no registracijas ickartas skalas.)

— ievaditas vielas daudzums: 0,5-1 pl n-heksana $kiduma (5 ml) (5.3.3.).

Signalu identifikacija

Atseviskos monogliceridus identificé péc aiztures laikiem, tos salidzinot ar monogliceridu standartmaisi-
jumiem tados paSos apstaklos noteiktajiem aiztures laikiem.

Kvantitativa noteikSana

Katra signala laukumu aprékina, izmantojot elektronisko integratoru.

REZULTATU IZTEIKSANA

Glicerilmonopalmitata saturu aprékina péc attieciga signala laukuma attiecibas pret visu monogliceridu
signalu laukumu kopgjo summu (sk. 2. att.), izmantojot $adu formulu:

glicerilmonopalmitats (%) Q—/’; x 100

kur:

>
I

glicerilmonopalmitata signala laukums;

SA = visu monogliceridu signalu laukumu summa.

Rezultatus uzdod ar precizitati lidz vienam decimalciparam aiz komata.

ANALIZES REZULTATU PARSKATS

Parskata par analizes rezultatiem janorada:

— atsauce uz $0 metodi,

— visa informacija, kas vajadziga parauga pilnigai identifikacijai,

— analizes rezultats,

— zinas par atkapém no §is metodes, pamatojoties uz ieintereséto pusu vienosanos, vai kada cita iemesla

da),

— laboratorijas identifikacijas dati, analizes dienas datums un par analizes veikSanu atbildigo personu
paraksti.
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1. attels

To silanizéSanas reakcijas produktu hromatogramma, kas iegiiti, ar lipazi iedarbojoties uz rafinétu
olivellu, kurai pievienoti 20 % esterificétas ellas (100 %).

100 10.384 12.266 21.649 23.310

- Huile d’olive raffinée
+ 20% huile estérifiée 17.89 -
1-2 monopalmitine
Acides gras libres
Squalene

1-2 mono C18 insat.

10.218

12.525 1-2 monopalmitoléine 17 525 22203
7

2.889
9.581 11.103 22.618
MAM/J v k\,\_“%
o - T 7 - - - v i ¥ T - r T T v T T - T - - Scan
200 300 400 500 600 700 800 500 1000 100 1200 1300 1400

Paskaidrojumi: Acides gras libres = brivas tauksabes; Huile d'olive rafinée = rafinéta olivella; 20 % Huile estérifiée = 20 %
esterificéta ella; 1-2 monopalmitoléine = 1-2 monopalmitoleins; 1-2 monopalmitine = 1-2 monopalmitins; 1-2 mono C;g
insat. = 1-2 mono- Cyg nepiesat.; Squalene = skvaléns.
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2. attels

Hromatogrammas:

A) neesterificéta olivella, pec iedarbibas ar lipazi; péc silanizésanas; $idos apstaklos (8-12 m
kapilara kolonna) vasku frakcija elu&jas vienlaicigi ar digiceridu frakciju vai pavisam nedaudz
velak.

Péc iedarbibas ar lipazi trigliceridu saturs nedrikst biit augstaks par 15 %.

A
| %k
*
II lm.. |I|IJ‘L h I | —g‘l“_—l
e eeeed
1 2 3 4
1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Paskaidrojumi:
1 = Brivas taukskabes
2 = Monogliceridi
3 = Digliceridi
4 = Trigliceridi

= 2-monopalmitins

= (s, triglicerids
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Hromatogrammas:

B) esterificéta ella péc iedarbibas ar lipazi; péc silanizésanas; Sados apstiklos (8-12 m kapilara
kolonna) vasku frakcija elugjas vienlaicigi ar digiceridu frakciju vai pavisam nedaudz velak.

Péc iedarbibas ar lipazi trigliceridu saturs nedrikst biit augstaks par 15 %.

B
*%
L1 ‘ - S 4
— 2 3
1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45
Paskaidrojumi:
1 = Brivas taukskabes
2 = Monogliceridi
3 = Digliceridi
4 = Trigliceridi
* = 2-monopalmitins
** = Csy triglicerids
PIEZIMES

1. piezime. LIPAZES SAGATAVOSANA

Ir nopérkamas lipazes ar pietickamu aktivitati. Tas var sagatavot ar laboratorija sadi.

Atdzesé lidz 0 °C temperatiirai 5 kg svaigu ciikas aizkunga dziedzeru. Atdala apkartjos cietos taukus un saistaudus, un
péc tam blenderi sasmalcina $kidras pastas veida. Pastai pievieno 2,5 | beziidens acetona, 4-6 stundas maisa, péc tam
centrifugé. Atlikumu vél tris reizes ekstrahé ar tadu pasu daudzumu beziidens acetona, péc tam divas reizes ar aceto-
na/dietilétera (1/1 v/v) maisijumu, un divas reizes ar dietiléteri.

Atlikumu 48 h Zavé vakuuma, lai iegaitu stabilu pulveri, ko var ilgstosi glabat ledusskapi, sargajot no mitruma iedarbibas.
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2. piezime. LIPAZES AKTIVITATES KONTROLE

Sagatavo olive]las emulsiju 3ada veida.

Mikser 10 min maisa maisijumu, kas sastav no 165 ml gumiarabika 100 g/l skiduma, 15 g sasmalcinata ledus un 20 ml
ieprieks neitralizétas olivellas.

Parnes 10 ml §is emulsijas 50 ml tilpuma varlazé, pievieno 0,3 ml natrija holata 0,2 g/ml $kidumu, un péc tam 20 ml
destiléta adens.

Varglazi novieto termostatd 37 °C temperatiird; ievieto pH-metra elektrodus un spirdles maisitaju.
Ar bireti pa pilienam pievieno 0,1 N natrija hidroksida skidumu lidz pH 8,3.

Pievieno alikvotu lipazes pulvera suspensijas Gideni (0,1 g/ml lipazes). Tiklidz pH-metrs rada 8,3, palaiz hronometru un
pa pilienam pievieno natrija hidroksidu ar tadu atrumu, lai reakcija nemainitos, un visu laiku batu pH 8,3. lk péc miniites
atzim@ patéréta sairma daudzumu.

legiitos datus attélo x[y grafika, kura uz abscisu ass atliek laiku, bet uz ordinatu ass — 0,1 N sarma skiduma tilpumu
mililitros, kas patéréts nemainiga pH saglabasanai. legiitajai sakaribai jabiit linearai.

Lipazes aktivitati, kas izteikta lipazes vienibas viena miligrama, aprékina péc $adas formulas:

~ VxNx100
- m

A

A aktivitate lipazes vienibas/mg;

vV mililitri 0,1 N natrija hidroksida $kiduma minaté (aprékina péc grafika);

N natrija hidroksida $kiduma titrs;

m testéjamas lipazes parauga masa miligramos.

Lipazes vieniba ir fermenta daudzums, kads fermentativas SkelSanas reakcijas viena mindté izdala 10 mikroekvivalentus
skabes.”

7) XA pielikuma 6.2. punktu aizstaj ar $adu:

“6.2. Metilesterus sagatavo saskana ar XB pielikuma noteikto B procediiru. Taukvielas, kuru brivais skabums ir lielaks

par 3 %, vispirms janeitralizé saskana ar VII pielikuma 5.1.1. punktu.”



