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REGOLAMENT TAL-KUMMISSJONI (KE) Nru 702/2007
tal-21 ta’ Gunju 2007

li jemenda r-Regolament (KEE) Nru 2568/91 dwar il-karatteristi¢i taz-zejt taz-zebbuga u z-zejt tal-
fdal taz-zebbuga u dwar il-metodi ta’ analizi rilevanti

IL-KUMMISSJONI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE],
Wara li kkunsidrat it-Trattat li jistabbilixxi I-Komunita Ewropea,

Wara li kkunsidrat ir-Regolament tal-Kunsill (KE) Nru 865/2004
tad-29 ta’ April 2004 dwar l-organizzazzjoni komuni tas-suq
taz-Zejt taz-zebbuga u zebbug tal-mejda u li jemenda r-Regola-
ment (KEE) Nru 827/68 ('), u b’'mod partikulari 1-Artikolu 5(3)
tieghu,

Billi:

(1) Ir-Regolament tal-Kummissjoni (KEE) Nru 2568/91 (%)
zebbuga u taz-zejt tal-fdal taz-zebbuga, u l-metodi ta’
evalwazzjoni ta’ dawn il-karatteristici. Dawn il-metodi,
kif ukoll il-limiti tal-valuri relattivi ghall-karatteristici
taz-zejt, ghandhom ikunu aggornati b'qies ghall-fehma
ta’ l-esperti tal-kimika, u b'mod konsistenti mal-hidmiet
li saru fil-qafas tal-Kunsill Internazzjonali taz-Zejt taz-
Zebbuga.

(2)  L-esperti tal-kimika qalu partikularment li, ghad-detez-
zjoni taz-zjut  esterifikati, il-kwantifikazzjoni tal-
percentwal ta’ 2-glyceryl monopalmitate hija aktar
preciza. It-tnaqqis fil-limitu tal-valur ghas-stigmastadeina
fiz-zjut taz-zebbuga vergni jippermetti wkoll tifrid ahjar
taz-zjut taz-zebbuga vergni u raffinati.

(3)  Sabiex ikun hemm perjodu ta’ zZmien ghall-aggustament
ghall-istandards il-godda u ghall-implimentazzjoni tal-
mezzi mehtiega biex ikunu jistghu jigu applikati, u sabiex
ma jkunx hemm tfixkil ghat-tranzazzjonijiet kummer¢jali,
jagbel li sa -1 ta’ Jannar 2008 dan ir-Regolament ma
japplikax. Ghall-istess ragunijiet, jehtieg li jkun zgurat li
z-zjut taz-zebbuga u mir-residwi taz-zebbug, prodotti u

ttikkettati legalment fil-Komunita jew importati legalment
fil-Komunita, u li jkunu gew irrilaxxati ghac-cirkolazzjoni
hielsa qabel id-data msemmija, jistghu jitqieghdu ghall-
bejgh sakemm il-hazniet kollha jkunu spiccaw.

4 Il-mizuri provvduti fdan ir-Regolament huma bi gbil ma’
l-opinjoni tal-Kumitat ghall-Gestjoni taz-Zejt taz-Zebbuga
u taz-Zebbug ta’ l-Ikel,

ADOTTAT DAN IR-REGOLAMENT:

Artikolu 1
Ir-Regolament (KEE) Nru 2568/91 huwa emendat kif gej:
(1) Is-sitt inciz ta’ I-Artikolu 2(1) huwa mibdul bli gej:

“— ghad-determinazzjoni  tal-percentwal ta’  2-glyceril
monopalmitate, il-metodu msemmi fl-Anness VII”

(2) L-Annessi huma emendati skond l-Anness ta’ dan ir-Rego-
lament.

Artikolu 2

Dan ir-Regolament jidhol fis-sehh fit-tielet jum wara dak tal-
pubblikazzjoni tieghu fil-Gurnal Uffigjali ta’ I-Unjoni Ewropea.

Dan ir-Regolament ghandu japplika mill-1 ta’ Jannar 2008.

Madankolly, il-prodotti li jkunu gew prodotti u ttikkettati legal-
ment fil-Komunita, jew li jkunu gew importati legalment fil-
Komunita, u li jkunu gew irrilaxxati ghac-cirkolazzjoni hielsa
qabel I-1 ta’ Jannar 2008, jistghu jitqieghdu ghall-bejgh sakemm
il-hazniet kollha jkunu spiccaw.

Dan ir-Regolament ghandu jorbot fl-intier tieghu u japplika direttament fl-Istati Membri kollha.

Maghmul fi Brussell, 21 ta’ Gunju 2007.

() GU L 161, 30.4.2004, p. 97.
(3 GU L 248, 5.9.1991, p. 1. Ir-Regol_ament kif emendat l-ahhar bir-
Regolament (KE) Nru 1989/2003 (GU L 295, 13.11.2003, p. 57).

Ghall-Kummissjoni
Mariann FISCHER BOEL
Membru tal-Kummissjoni
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ANNESS

L-Annessi tar-Regolament (KEE) Nru 2568/91 huma emendati kif gej:
1. Is-sommarju huwa emendat kif gej:
(a) It-titlu ta’ l-Anness 1I jigi mibdul bl gej:

“Determinazzjoni ta’ l-acidi grassi liberi, metodu fil-kiesah”

(b) It-titlu ta’ l-Anness VII jigi mibdul b’li gej:

“Determinazzjoni tal-percentwal ta’ 2-glyceryl monopalmitate”;

2. L-Anness I huwa mibdul bli gej:
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. L-Appendici 1 hija emendata kif gej:

(a) l-ewwel inciz jinbidel b'li gej:
“— Acidita Anness II Determinazzjoni ta’ l-acidi grassi liberi, metodu fil-kiesah”
(b) it-13-il inciz jinbidel bli gej:

“— Acidi grassi ssaturati fil- Anness VI  Determinazzjoni tal-percentwal ta’ 2-glyceryl monopalmitate”;
pozizzjoni 2

. Fl-Anness 11, it-titlu jigi mibdul bli gej:

“DETERMINAZZJONI TA’ L-ACIDI GRASSI LIBERI, METODU FIL-KIESAH”;

. L-Anness IV jinbidel b'li gej:

“ANNESS IV

DETERMINAZZJONI TAL-KONTENUT TAX-XAMA’ PERMEZZ TAL-KROMATOGRAHJA TAL-GASS

B’KOLLONA KAPILLARI

1. SKOP

Dan il-metodu jiddeskrivi procedura ghad-determinazzjoni tal-kontenut ta’ xama’ fiz-zjut taz-zebbuga. Ix-xama’
jinfired skond l-ghadd ta’ atomi tal-karbonju. Dan il-metodu jista’ jintuza partikularment biex issir distinzjoni
bejn iz-zejt taz-zebbug miksub permezz tat-taghsir u bejn dak miksub permezz ta’ l-estrazzjoni (zejt tal-fdal).

2. PRINCIPJU

[l-materja grassa, mizjuda blivell standard intern xieraq, tigi frazzjonata bil-kromatografija fuq kolonna ta’ gell
idratat tas-silika; l-ewwel frazzjoni miksuba fil-kondizzjonijiet ta’ prova (bil-polarita tieghu tkun inqas minn dik
tat-triglycerides) jigi rkuprat, imbaghad jigi analizzat direttament bil-kromatografija tal-gass fuq kolonna kapil-
lari.

3. APPARAT
3.1. Flask Erlenmeyer ta’ 25 ml

3.2.  Kolonna tal-hgieg ghall-kromatografija tal-gass, ta’ diametru intern ta’ 15,0 mm, twila bejn 30 u 40 cm, u
mghammra b'vit.

3.3. Apparat ta’ kromatografija tal-gass addattat ghall-funzjonament bil-kolonna kapillari, mghammar b’sistema
ghall-intoduzzjoni diretta fil-kolonna, u maghmul minn:

3.3.1. Kompartiment termostatiku ghall-kolonni, mghammar bi programmatur tat-temperatura.
3.3.2. Injettur kiesah ghall-introduzzjoni diretta fil-kolonna.
3.3.3. Indikatur tal-jonizzazzjoni tal-flamma u konvertitur-amplifikatur.

3.3.4. Registratur-integratur adattat ghall-konvertitur-amplifikatur (3.3.3.), brata ta’ rispons ta’ mhux aktar minn
sekonda, u b'velocita tal-karta varjabbli. (Wiehed jista’ juza wkoll sistemi informatici li jippermettu I-gbir tad-
dejta tal-kromatografija bil-gass permezz ta’ kompjuter.)

3.3.5. Kolonna kapillari tal-hgieg jew tas-silika mdewba, twila bejn 8 u 12 m, ta’ diametru intern ta’ bejn 0,25 u
0,32 mm, miksija minn gewwa blikwidu, u bi hxuna uniformi ta’ bejn 0,10 u 0,30 pm. (Likwidi ghat-tifrix
adattati ghall-uzu, tat-tipi SE52 jew SE54 fis-suq.)

3.4.  Mikrosiringa ghall-introduzzjoni diretta fil-kolonna ta’ 10 pl, mghammra b’labra iebsa.
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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.

Vibratur ta’ I-elettriku.

Evaporatur ¢irkolari.

Muffle furnace.

Mizien analitiku li jiggarantixxi precizjoni ta’ + 0,1 mg.
L-apparat tal-hgieg normali tal-laboratorju.

REAGENTI
Gell tas-silika tad-dags ta’ fraka ta’ bejn 60 u 200 um.

Poggi 1-gell fil-forn ftemperatura ta’ 500 °C ghal talanqas erba’ sighat. Kesshu mill-gdid, imbaghad zidlu l-ilma fi
kwantita ta’ 2 % tal-gell tas-silika mtella’. Hawwad sew it-tahlita omogenizzata. Halli fid-dlam ghal talanqas 12-il
siegha qabel l-uzu.

n-hexane, ghall-kromatografija.
Eter etiliku, ghall-kromatografija
n-Heptane, ghall-kromatografija.

Soluzzjoni standard ta’ lauryl arachidate, £0,1 % (m/V) fil-hexane (skond il-livell standard intern). (Wiehed jista’
juza wkoll palmitate tal-palmitil jew inkella methyl stearate)

. Soudan 1 (1-phenyl-azo-2-naphthol)

Gass portatur: idrogenu jew elju pur ghall-kromatografija tal-gass.
Gassijiet awziljari:

— idrogenu pur ghall-kromatografija tal-gass;

— arja safja, ghall-kromatografija tal-gass.

PROCEDURA
Thejjija tal-kolonna kromatografika

Dendel 15 g ta’ gell tas-silika (4.1) fl-n-hexane (4.2) u dahhlu fil-kolonna (3.2). Hallih joqghod spontanjament, u
kompli t-tqeghid bl-ghajnuna ta’ shaker elettroniku (3.5) biex is-saff kromatografiku jsir aktar omogenju. Saffi
30 ml ta’ n-hexane biex tnehhi l-impuritajiet li jista’ jkun hemm. Izen ezatt 500 mg mill-kampjun bl-ghajnuna
tal-mizien (3.8.) fl-Erlenmeyer ta’ 25 ml (3.1.), u zid il-kwantita mehtiega ta’ standard intern (4.5.) skond il-
kontenut previst ta’ xama’. Per ezempju, zid 0,1 mg ta’ lauryl arachidat fil-kaz taz-zejt taz-zebbuga, u minn 0,25
sa 0,5 mg fil-kaz taz-zejt tal-fdal taz-zebbuga. Ittrasferixxi l-kampjun hekk ippreparat ghall-kolonna kromato-
grafika bl-ghajnuna ta’ Zewg porzjonijiet ta’ 2 ml ta’ n-hexane (4.2.).

Halli s-solvent inixxi sa 1 mm ’il fuq mill-oghla livell ta’ l-assorbent, imbaghad saffi 70 ml addizzjonali ta’ n-
hexane sabiex tnehhi I-n-alcanes li jkunu prezenti naturalment. Imbaghad ibda I-eluzzjoni kromatografika billi
tighor 180 ml tat-tahlita n-hexanefeter etiliku, b’proporzjon 99:1, filwaqt li tinZamm rata ta’ madwar 15-il
tagtira kull 10 sekondi. L-eluzzjoni tal-kampjun ghandha ssir ftemperatura ta’ l-ambjent ta’ 22 °C + 4.

Noti:
— It-tahlita n-hexane/eter etiliku (99:1) ghandha tithejja kuljum.
— Biex tikkontrolla vizwalment l-eluzzjoni korretta tax-xama’, tista’ zzid mal-kampjun fis-soluzzjoni 100 pl ta’ 1 % Sudan fit-

tahlita ta’ l-eluzzjoni. Peress li I-kolorant ghandu retenzjoni intermedjarja bejn ix-xama’ u t-triglycerides, malli I-kulur jilhaq
il-fond tal-kolonna kromatografika, jehtieg li l-eluzzjoni tkun sospiza ghax ix-xama’ kollu jkunu gew eluti.
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5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.3.

Nixxef il-frazzjoni hekk miksuba fl-evaporatur cirkolari (3.6.) sakemm is-solvent prattikament ikun tnehha
ghalkollox. Nehhi l-ahhar 2 ml tas-solvent bl-ghajnuna ta” kurrent dghajjef ta’ nitrogenu; imbaghad zid 2-4
ml ta’ n-heptane.

Analizi bil-kromatografija tal-gass
Proceduri preliminari

Wahhal il-kolonna mal-kromatografu tal-gass (3.3.) billi tqabbad it-terminal ta’ dhul fis-sistema on-column u t-
terminal ta’ hrug ma’ l-indikatur. Aghmel verifika generali ta’ l-apparat ta’ kromatografija bil-gass (l-operazzjoni
tac-cirkwiti tal-gass, l-effi¢jenza ta’ l-indikatur u tas-sistema ta’ registrazzjoni, ecc.).

Jekk il-kolonna tkun gieghda tintuza ghall-ewwel darba, l-ewwel ghandu jsir il-kondizzjonament taghha. Ghaddi
nixxija rqiqa ta’ gass fil-kolonna, imbaghad ixghel l-apparat tal-kromatografija tal-gass. Sahhanha bil-mod
sakemm wara xi 4 sighat tilhaq temperatura ta' 350 °C. Zomm din it-temperatura ghal talanqas saghtejn,
imbaghad ghaddi ghall-aggustament ta’ l-apparat biex ikun jista’ jithaddem (l-aggustar tar-rata ta’ cirkolazzjoni
tal-gassijiet, it-tqabbid tal-flamma, it-tqabbid mar-registratur elettroniku (3.3.4.), l-aggustar tat-temperatura ta’ 1-
ambjent ghall-kolonna, ghall-indikatur, ec¢.) u rregistra s-sinjal ghal sensibbilta talanqas darbtejn ikbar minn dik
prevista ghat-twettiq ta’ l-analizi. Il-linja bazilari ghandha tkun lineari, minghajr l-ebda tip ta’ quécata, u ma jista’
jkollha l-ebda sinjal ta’ devjazzjoni.

Devijazzjoni rettilineari negattiva tindika li l-konnessjonijiet tal-kolonna mhumiex sew; devjazzjoni pozittiva
tindika li l-kolonna ma gietx ikkondizzjonata kif suppost.

Ghazla tal-kondizzjonijiet tat-thaddim

B'mod generali, il-kundizzjonijiet tat-thaddim li ghandhom ikunu osservati huma dawn Ii gejjin:

— it-temperatura tal-kolonna:

20 °C/minuta

5 °C/minuta

20 °C/minuta

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

— it-temperatura ta’ l-indikatur: 350 °C;

— il-kwantitd tal-materjal injettat: 1 pl tas-soluzzjoni (2-4 ml) ta’ n-heptane;

— gass portatur: elju jew idrogenu bil-velocita lineari l-aktar xierqa ghall-gass maghzul (ara l-Appendici);
— sensittivitd ta’ l-istrument: livell xieraq skond il-kundizzjonijiet ta’ hawn isfel:

Dawn il-kundizzjonijiet jistghu jkunu mmodifikati skond il-karatteristici tal-kolonna u ta’ l-apparat ta’ kroma-
tografija tal-gass, bil-ghan li jinfired ix-xama’ kollu u li jkun hemm rizoluzzjoni sodisfacenti tal-qcacet (ara I-
figura); il-periodu ta’ retenzjoni ta’ I-standard intern C3, ghandu jkun ta’ 18-il minuta + 3. L-aktar quccata tax-
xama’ rapprezentattiva ghandha tidher ftalangas 60 % ta’ l-iskala.

[l-parametri ta’ l-integrazzjoni tal-q¢acet ghandhom jigu ddeterminati b’tali mod li tinkiseb evalwazzjoni korretta
tas-superficji tal-qcacet ikkunsidrati.

Nota: Minhabba t-temperatura finali gholja, hija permessa devjazzjoni pozittiva ta’ mhux aktar minn 10 % ta’ l-iskala shiha.
Ezekuzzjoni ta’ l-analizi
Tella’ 1 pl mis-soluzzjoni bl-ghajnuna tal-mikrosiringa ta’ 10 pl; nehhi l-plunger tas-siringa sabiex il-labra tibga’

vojta. Dahhal il-labra fl-injettur, u wara sekonda jew tnejn, injetta malajr; wara madwar 5 sekondi, ohrog il-labra
bil-mod.

Aghmel ir-registrazzjoni sa l-eluzzjoni totali tax-xama’.

[-linja bazilari ghandha dejjem tissodisfa l-kundizzjonijiet stipulati.
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5.4.

5.5.

Identifikazzjoni tal-qcacet
L-identifikazzjoni tal-qcacet differenti ghandha ssir abbazi tal-hin ta’ retenzjoni, skond tqabbil ma’ tahlitiet ta’
xama’ b'hinijiet ta’ retenzjoni maghrufin, analizzati fl-istess kundizzjonijiet.

[I-Figura turi kromatogramma tax-xama’ ta’ Zejt taz-zebbuga vergni.

Evalwazzjoni kwantitattiva

Ikkalkola s-superficji tal-qcacet ta’ l-istandard intern, kif ukoll ta’ l-esters alifatici minn C4q sa Cyq, bl-ghajnuna
ta’ l-integratur.

Ikkalkola l-kontenut tax-xama’ ta’ kull wiehed mill-esters, fmg/kg ta’ xaham, skond il-formula:

Ay x mg x 1 000
As xm

ester, mg/kg =

Ay = is-superfi¢je tal-quccata ta” kull ester, Pmillimetri kwadri;

Ay = is-superfi¢je tal-quécata ta’ l-istandard intern, fmillimetri kwadri;
m, = il-massa ta’ l-istandard intern mizjud, fmilligrammi;
m = il-massa tal-kampjun mehud ghall-analizi, fi grammi.

ESPRESSJONI TAR-RIZULTATI

Indika t-total tal-kontenut tat-tipi differenti ta’ xama’ minn C4q sa Cyq, fi mglkg ta’ materja grassa (ppm).
Nota: 1l-komponenti li ghandhom jigu kkwantifikati jirreferu ghall-qcacet bnumru biz-zewg tal-karbonju, bejn l-estri Cy4g u
Cy¢, skond l-ezempju tal-kromatogramma tax-xama’' taz-zejt taz-zebbuga indikat fil-figura li gejja. Jekk l-ester Cyq jidher

darbtejn, biex jigi identifikat, jagbel li ssir analizi tal-frazzjoni tax-xama’' fzejt tal-fdal taz-zebbuga fejn il-quécata Cy¢ huwa
facilment identifikabbli ghax ghandha maggoranza cara.

Ir-rizultati ghandhom ikunu espressi sa punt decimali wiehed.
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FIGURA

Kromatogramma tax-xama’ f'zejt taz-zebbuga (*)
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I.S.
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20 00
15.00
4
3
10 00
2
' ?
\l
500 3
W
0004 L 1 | IS |
1 6
T T T T T T T
(o] 5 10 15 20 25 30 35
Tifsir:
LS. = Lauryl arachidate
1. = Diterpenic esters
2 +2' = Esters Cy
3 + 3" = Esters Cyy
4 + 4" = Esters Cyy
5. = Esters Cyq
6. = Sterol esters u alkohol triterpenic

(*) Wara l-eluzzjoni ta’ l-isterol esters, il-linja kromatografika ma ghandhiex ikollha qcacet sinifikattivi (triglycerides)

Appendici

Determinazzjoni tal-velo¢ita lineari tal-gass

Injetta minn 1 sa 3 pl metanu (jew propan) fl-apparat kromatografiku tal-gass, wara l-aggustament tieghu ghall-
kundizzjonijiet normali ta’ l-operazzjoni. Zomm kont tal-hin li l-gass jiehu biex jghaddi mill-kolonna, mill-mument
li jigi injettat sakemm tintlahaq il-quécata (tM).

Il-velocita lineari f¢m/sek. hija moghtija bil-formula LjtM, fejn L huwa t-tul tal-kolonna f¢m, u tM huwa I-hin imkejjel

fsekondi.”;
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(6) L-Anness VII jinbidel b'li gej:

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.

3.12.

3.13.

3.14.

3.15.

3.16.

3.17.

3.18.

3.19.

“ANNESS VII

DETERMINAZZJONI TAL-PERCENTWAL TA’ 2-GLYCERYL MONOPALMITATE

SKOP U QASAM TA’ APPLIKAZZJONI

Dan il-metodu jiddeskrivi I-procedura analitika biex jigi ddeterminat il-percentwal ta’ I-acidu palmitiku fit-
2 pozizzjoni tat-triglycerides permezz ta’ l-evalwazzjoni tat-2-glyceryl monopalmitate.

Dan il-metodu huwa applikabbli ghaz-zjut vegetali likwidi fit-temperatura ta’ l-ambjent (20 °C).

PRINCIPJU

Wara t-thejjija, il-kampjun ta’ Zejt huwa sottomess ghall-azzjoni tal-lipazi pankreatiku: idrolizi parzjali u
specifiku fil-pozizzjonijiet 1 u 3 tal-molekula ta’ triglyceride ggib maghha id-dehra tal-monoglycerides fil-
pozizzjoni 2. Il-precentwal ta’ 2-glyceril monopalmitate fil-frazzjoni ta” monoglyceride jigi ddeterminat,
wara silylation, permezz ta’ kromatografija tal-gass fuq kolonna kapillari.

APPARAT U TAGHMIR

Flask Erlenmeyer ta’ 25 ml.
Bikers ta’ 100, 250 u 300 ml.

Kolonna tal-hgieg ghall-kromatografija, b'dijametru intern ta’ 21-23 mm, twila 400 mm, mghammra bi
pjanca tal-hgieg sinterizzat u vit.

Provetti ta’ 10, 50, 100 u 200 ml.

Flaskijiet ta” 100 u 250 ml.

Evaporatur cirkolari.

Tubi ghac-centrifuga bil-qiegh koniku ta’ 10 ml, b'tapp immolat.
Centrifuga ghat-tubi ta’ 10 u 100 ml.

Termostat biex it-temperatura tinzamm f 40 + 0,5 °C

Pipetti ggradwati ta' 1 u 2 ml.

Siringa ipodermika ta’ 1 ml.

Mikrosiringa ta’ 100 pl.

Lenbut ta’ 1 000 ml

Kromatografu tal-gass ghal kolonni kapillari, mghammar b'injettur on column fil-kiesah ghall-introduz-
zjoni diretta tal-kampjun fil-kolonna, u b’forn biex tinzamm temperatura ta’ madwar 1 °C.

Injettur on column fil-kiesah ghall-introduzzjoni diretta tal-kampjun fil-kolonna.
Rilevatur tal-jonizzazzjoni tal-flamma u elettrometru.

Registratur-integratur adattat ghall-elettrometru b'velocita ta’ risposta ta’ mhux aktar minn sekonda, u
bvelocita tal-karta varjabbli.

Kolonna kapillari tal-hgieg jew tas-silika mdewba ta’ bejn 8 u 12-il metru, b’dijametru intern ta’ bejn 0,25
u 0,32 mm, miksija b’'methylpolysiloxane jew b’phenyl methylpolysiloxane 5 %, bi hxuna ta’ bejn 0,10 u
0,30 pm, li tista’ tintuza ftemperatura ta’ 370 °C.

Mikrosiringa ta’ 10 pl mghammra blabra iebsa, twila talanqas 7.5 cm, ghall-injezzjoni diretta fuq il-
kolonna.
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4. REAGENTI

4.1. Gell tas-silika tad-dags ta’ fraka ta’ bejn 0 063 u 0 200 mm (70/280 mesh), imhejji kif gej: qieghed il-gell
tas-silika gewwa kapsula tal-porcellana, nixxef fil-forn ftemperatura ta’ 160 °C ghal 4 sighat, imbaghad
kessah ftemperatura ta’ l-ambjent fdessikatur. Zid volum ta’ ilma ewkivalent ghal 5 % tal-piz tal-gell tas-
silika, kif gej: gewwa flask Erlenmeyer ta’ 500 ml, izen 152 g gell tas-silika u zidlu 8 g ta’ ilma distillat,
sodd it-tubu u hawwad bil-mod sabiex l-ilma jinfirex b'mod uniformi. Halli joqghod ghal talangas 12-il
siegha gabel l-uzu.

4.2. n-hexane (ghall-kromatografija).

4.3. Isopropanol.

4.4, Isopropanol, soluzzjoni milwiema 1/1 (V/[V).

4.5. Lipazi pankreatika. Il-lipazi li tintuza ghandu jkollha attivita ta’ bejn 2 u 10 unitajiet ta’ lipazi ghal kull mg

(fis-suq jezistu lipazi pankreatici battivita ta’ bejn 2 u 10 unitajiet ghal kull mg ta’ enzima).

4.6. Soluzzjoni stabbilizzanti ta’ trishydroxymethylaminomethane: soluzzjoni milwiema 1 M migjuba sa pH 8
(kontroll potenzjometriku) permezz ta’ HCI kkoncentrat (1/1 V/[V).

4.7. Sodju kolat, ta’ kwalita enzimatika, soluzzjoni milwiema 0,1 % (din is-soluzzjoni ghandha tintuza sa 15-il
jum wara l-preparazzjoni taghha).

4.8. Klorur tal-kal¢ju, soluzzjoni milwiema 22 %.

4.9. Eter djetiliku ghall-kromatografija.

4.10. Solvent ta l-izvilupp: tahlita n-hexane/eter djetiliku (87/13) (V/V).
4.11. Idrossidu tas-sodju, soluzzjoni ta’ 12 % fil-piz.

4.12. Phenolphthalein, soluzzjoni ta’ 1 % fl-etanol.

4.13. Gass portatur: idrogenu jew elju, ghall-kromatorgrafija tal-gass.

4.14. Gassijiet awziljari: — idrogenu, b’purita minima ta’ 99 %, minghajr umidita jew sustanzi organici — u arja,
ghall-kromatografija tal-gass, bl-istess livell ta’ purita.

4.15. Reagent ta’ silanizzazzjoni: tahlita pyridine/hexamethyldisilazane, trimethylchlorosilane 9/3/1 (V/V|V) (Fis-
suq jezistu soluzzjonijiet lesti ghall-uzu). Jistghu jintuzaw reagenti ohrajn ta’ silylation, partikolarment bit-
trimethylsilyl trifluoracetamide + 1 % trimethylchlorosilane, dilwiti ma’ l-istess volum ta’ anhydrous pyri-
dine).

4.16. Kampjuni ta’ referenza: monoglycerides puri jew tahlitiet ta’ monoglycerides b’kompozizzjoni maghrufa
tal-percentwal, simili ghal dik tal-kampjun.

5. PROCEDURA
5.1. Thejjija tal-kampjun
5.1.1.  Iz-zjut b'acidita hielsa ta’ inqas minn 3 % ma jehtigux jigu newtralizzati gabel il-kromatografija tal-kolonna

bil-gell tas-silika. Iz-zjut bacidita hielsa ta’ aktar minn 3 % ghandhom ikunu sottomessi ghan-newtraliz-
zazzjoni skond il-punt 5.1.1.1.

5.1.1.1.  Ferra’ 50 g zejt u 200 ml n-hexane fil-lenbut ta’ 1 000 ml (3.13). Zid 100 ml isopropanol u kwantita tas-
soluzzjoni ta’ idrossidu tas-sodju 12 % (4.11) ekwivalenti ghall-acidita hielsa taz-zejt, mizjuda b’5 %.
Hawwad sewwa ghal minuta. Zid 100 ml ilma distillat, erga’ hawwad u halli jogghod.

Ferra’, imbaghad nehhi l-ahhar saff li fih is-sapun. Nehhi s-safef intermedji i jista’ jkun hemm (mucilagni u
sustanzi li ma jdubux). Ahsel is-soluzzjoni hexane taz-zejt newtralizzat b'porzjonijiet successivi ta’ bejn 50
u 60 ml tas-soluzzjoni isopropanolfilma 1/1 (V/V) (4.4) sakemm ma jibgax jidher il-kulur roza tal-
phenolphthalein.

Nehhi I-bi¢cca 1-kbira mill-hexane permezz tad-distillazzjoni fil-vakwu (per ezempiju, jista’ jintuza evapo-
ratur ¢irkolari) uttrasferixxi z-zejt ghal go flask ta’ 100 ml (3.5). Nixxef iz-zejt fil-vakwu sakemm is-solvent
ikun tnehha ghal kollox.

Fi tmiem din il-procedura, l-acidita taz-zejt ghandha tkun inqas minn 0,5 %.
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5.1.2.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

Ferra’ 1 g ta’ Zejt ippreparat kif deskritt hawn fug, gewwa flask Erlenmeyer ta’ 25 ml (3.1) u dewweb £10
ml mit-tahlita ta’ l-izvilupp (4.10). Halli s-soluzzjoni toqghod ghal talanqas kwarta qabel ma ssir il-
kromatrografija fuq kolonna bil-gell tas-silika.

Jekk is-soluzzjoni tkun imcajpra, ghaddiha mic-centrifuga biex tizgura l-aqwa kundizzjonijiet ghall-kroma-
tografija. (Jistghu jintuzaw skratac ta’ gell tas-silika SPE ta’ 500 mg lesti ghall-uzu).

Thejjija tal-kolonna kromatografika

Ferra’ fil-kolonna (3.3) madwar 30 ml mis-solvent ta’ l-izvilupp (4.10), dahhal bicca qoton fil-parti ta’ isfel

tal-kolonna bl-ghajnuna ta’ virga tal-hgieg; aghfas biex tnehhi l-arja.

Go biker, ipprepara suspensjoni ta’ 25 g gell tas-silika (4.1) fmadwar 80 ml mis-solvent ta’ l-izvilupp, u
ferragh fil-kolonna bl-ghajnuna ta’ lenbut.

Iecekkja li 1-gell kollu tas-silika jkun dahal fil-kolonna; ahsel bis-solvent ta’ l-izvilupp (4.10), iftah il-vit u
halli 1ivell tal-likwidu jilhaq madwar 2 mm ‘il fuq mil-livell superjuri tal-gell tas-silika.

Kromatografija fuq kolonna

Go flask Erlenmeyer ta’ 25 ml (3.1), izen ezatt 1 g tal-kampjun imhejji skond il-punt 5.1.

Dewweb il-kampjun £10 ml mis-solvent ta’ l-izvilupp (4.10). Ferragh is-soluzzjoni fil-kolonna kromato-
grafika mhejjija skond il-punt 5.1.3. Kemm jista’ jkun, tharrikx is-superficje tal-kolonna.

Iftah il-vit u halli s-soluzzjoni tal-kampjun tnixxi sakemm tilhaq il-livell tal-gell tas-silika. Zviluppa b’150
ml mis-solvent ta’ l-izvilupp. Aggusta r-rata sa 2 ml/min (sabiex 150 ml inixxu fil-kolonna fmadwar 60-
70 minuta).

Irkupra l-eluzzjoni go flask ta’ 250 ml li jkun gie mwiezen minn qgabel. Evapora s-solvent fil-vakwu u
nehhi l-ahhar tracci tieghu taht kurrent ta’ nitrogenu.

Izen il-flask u ikkalkula l-estratt irkuprat.

(Fil-kaz li jkunu qed jintuzaw skratac SPE tas-silika lesti ghall-uzu, ipprocedi kif gej: Dahhal 1 ml mis-
soluzzjoni (5.1.2.) go l-iskrata¢, imhejjija minn qabel b’3 ml ta’ n-hexane.

Saffi s-soluzzjoni, u zviluppa b’4 ml ta’ n-hexane/eter djetiliku 1/1 (V/V).
Irkupra s-soluzzjoni ftubu ta’ 10 ml, u evapora taht kurrent ta’ nitrogenu sakemm tkun nixfet.

Esponi 1-fdal niexef ghal-lipazi pankreatika (5.2.). Huwa fondamentali li tivverifika l-kompozizzjoni ta’
acidi grassi gabel u wara li jigi mghoddi mill-iskartocc SPE).
Idrolizi bil-lipazi pankreatika

Fit-tubu gha¢-centrifuga, izen 0,1 g taz-ejt imhejji skond il-punt 5.1. Zid 2 ml mis-soluzzjoni stabbi-
lizzanti (4.6.), 0,5 ml mis-soluzzjoni ta’ sodju kolat (4.7), u 0,2 ml mis-soluzzjoni ta’ klorur tal-kal¢ju,
filwaqt li thawwad sewwa wara kull zieda. Aghlaq it-tubu b'tapp li jissigilla mhejji ghal dan il-ghan u
qgieghdu fit-termostat ftemperatura ta’.

Zid 20 mg lipazi, hawwad bil-galbu (filwaqt i tevita li jixxarrab it-tapp), u qieghed it-tubu fit-termostat
ghal ezatt 2 minuti, imbaghad aqilghu, hawdu sewwa ghal ezatt minuta, u hallih jiksah.

Zid 1 ml ta’ eter djetiliku, aghlaq bit-tapp u hawwad sew, imbaghad ghaddi mié-centrifuga, u ittrasferixxi
s-soluzzjoni ta’ eter go tubu nadif u niexef, bl-ghajnuna ta’ mikrosiringa.

Thejjija tad-derivattivi silanizzati u tal-kromatografija tal-gass

Bl-ghajnuna ta’ mikrosiringa, dahhal 100 pl mis-soluzzjoni (5.2.3.) go tubu bil-giegh koniku ta’ 10 ml.

Nehhi s-solvent taht kurrent dghajjef ta’ nitrogenu, zid 200 pl ta’ reagent ta’ silanizzazzjoni (4.15.), aghlaq
bit-tapp u halli joqghod ghal 20 minuta.

Wara 20 minuta, zid bejn 1 u 5 ml n-hexane (skond il-kundizzjonijiet kromatografici): is-soluzzjoni li
tirrizulta hija lesta ghall-kromatografija tal-gass.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

Kromatografija tal-gass

lI-kundizzjonijiet ta’ thaddim huma dawn li gejjin:
— Temperatura ta’ l-injettur (on column) ingas mit-temperatura tat-tghollija tas-solvent (68 °C);
— Temperatura tar-rivelatur: 350 °C;

— Temperatura tal-kolonna: programmar tat-temperatura tal-forn: 60 °C ghal minuta, b’zieda ta’ 15 °C
kull minuta sa 180 °C, imbaghad ta’ 5 °C kull minuta sa 340 °C, imbaghad 340 °C matul 13-il minuta;

— Gass portatur: idrogenu jew elju, aggustat ghall-velocita lineari xierqa sabiex tinkiseb r-rizoluzzjoni
riflessa fil-Figura 1. Il-hin tar-retenzjoni tat-triglyceride Cs4 ghandu jkun ta’ 40 + 5 minuti (ara I-Figura
2); (I-kundizzjonijiet ta’ thaddim indikati hawn fuq jinghataw bhala proposta indikattiva. Kull operatur
ikollu jaddattahom kif xieraq biex jilhqu r-rezoluzzjoni mixtieqa. It-tul tal-quécata li tikkorrispondi ghat-2-
glyceryl monopalmitate ghandu jkun ugwali ghal talangas 10 % mill-iskala tar-registratur).

— L-ammont ta’ sostanza injettata: 0,5-1 pl mis-soluzzjoni (5 ml) ta’ n-hexane (5.3.3.).
Identifikazzjoni tal-qcacet
II-monoglycerides individwali jigu identifikati skond il-hinijiet ta’ retenzjoni miksuba, u b'relazzjoni ma’

dawk miksuba bit-tahlitiet standard ta’ monoglycerides analizzati fl-istess kundizzjonijiet.

Evalwazzjoni kwantitattiva

Is-superfi¢je ta’ kull quccata tigi kkalkulata permezz ta’ integratur elettroniku.

ESPRESSJONI TAR-RIZULTATI:

Il-percentwal ta’ glyceryl monopalmitate jigi kkalkulat abbazi tar-relazzjoni bejn is-superfi¢je tal-quécata u
t-total tas-superficji tal-qcacet tal-monoglycerides kollha (ara I-Figura 2), skond il-formula:

Glyceril monopalmitate (%): Q—; x 100

Fejn:

A, = is-superfi¢je tal-quécata li tikkorrispondi ghall-glyceryl monopalmitate
SA = it-total tas-superfi¢ji tal-qcacet kollha tal-monoglycerides

Ir-rizultat ghandu jinghata b’ punt de¢imali wiched.

RAPPORT TA’ L-ANALIZI

Ir-rapport ta’ l-analizi ghandu jispecifika:

— ir-referenza ghal dan il-metody;

— it-taghrif kollu mehtieg ghall-identifikazzjoni kompleta tal-kampjun;
— ir-rizultat ta’ l-analizi;

— kull devjazzjoni minn dan il-metodu, sew minhabba decizjoni tal-partijiet ikkoncernati sew minhabba
raguni ohra;

— id-dettalji ta’ l-identifikazzjoni tal-laboratorju, id-data ta’ l-analizi u l-firma tal-persuni responsabbli

ghaliha.
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Figura 1

Kromatogramma tal-prodotti tar-reazzjoni tas-silanizzazzjoni miksubin bl-azzjoni tal-lipazi fuq
Zejt taz-zebbuga raffinat mizjud b’20 % ta’ zejt esterifikat (100 %).
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Nota: ‘acidi grassi liberi’ = xahmijiet ta’ l-actu; ‘Zejt taz-zebbuga raffinat + 20 % taz-zejt estratt’ = zejt taz-zebbuga raffinat
+ 20 % zejt esterifat; ‘1-2 monopalmitolein’ = 1-2 monopalmitolein; ‘1-2 mono C;g insat.” = mhux saturat 1-2 mono Cig
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Figura 2

Kromatogramma ta’:

A)

Zejt taz-zebbuga mhux esterifikat, wara l-lipazi; wara s-silanizzazzjoni; fdawn il-kundizzjo-
nijiet (kolonna kapillari 8-12 m), il-frazzjoni ta’ xama’ tigi elwita fl-istess hin bhall-frazzjoni
ta’ diglyceride, jew ftit wara.

Wara Hipazi, il-kontenut ta’ triglycerides ma ghandux jagbez 15 %.

*%k

1 2
1 1 1 1 1 I 1 1 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tifsir:
1 = Acidi grassi liberi
2 = Monoglycerides
3 = Diglycerides
4 = Triglycerides
* = 2-monopalmitine

** = Triglycéride Cs,
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Kromatogramma ta’”:

B) zejt esterifikat wara l-lipazi; wara s-silanizzazzjoni; fdawn il-kundizzjonijiet (kolonna kapil-
lari 8-12 m), il-frazzjoni ta’ xama’ tigi elwita fl-istess hin bhall-frazzjoni ta’ diglyceride, jew
ftit wara.

Wara l-lipazi, il-kontenut ta’ triglycerides ma ghandux jagbez 15 %.

B
*
*%
1T , A S dnea 4
T 2 3
1 1 1 1 1 1 I 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45
Tifsir:
1 = Acidi grassi liberi
2 = Monoglycerides
3 = Diglycerides
4 = Triglycerides
* = 2-monopalmitine

** = Triglyceride Cs,

8. NOTI
Nota 1 THEJJJA TAL-LIPAZI

Lipazi battivita sodisfacenti huma disponibbli fis-suq. Wiched jista’ jippreparahom ukoll fil-laboratorju, kif gej:

Kessah 5 kg ta’ frixa friska tal-majjal sa 0 °C. Nehhi x-xaham solidu u t-tessut konnettiv ta’ madwarha, u ithan go blender
sakemm issir pasta likwida. Hawwad din il-pasta ghal bejn 4 u 6 sighat ma’ 2,5 litru ta’ anhydrous acetone, imbaghad
ghaddi mic-centrifuga. Ohrog il-fdal tliet darbiet ohra bl-istess volum ta’ anhydrous acetone, imbaghad darbtejn b'tahlita
acetonefeter djetiliku (1/1) (V/V), u darbtejn bl-eter djetiliku.

Nixxef il-fdal matul 48 siegha fil-vakwu biex jinkiseb trab stabbli li jzomm ghal zmien twil fil-frigg u protett mill-umdita.
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“6.2.

Nota 2. KONTROLLAR TA’ L-ATTIVITA’ LIPAZIKA

Hejji emulsjoni ta’ zejt taz-zebbuga kif gej:

Go mikser, hawwad ghal 10 minuti tahlita maghmula minn 165 ml soluzzjoni ta’ gomma arabika £100 gfl, 15 g silg
mithun u 20 ml zejt taz-zebbuga newtralizzat minn qabel.

Imbaghad dahhal 10 ml minn din l-emulsjoni fbiker ta’ 50 ml, imbaghad 0,3 ml minn soluzzjoni ta’ sodju kolat £0,2
g/ml u 20 ml ilma distillat.

Qieghed il-biker go termostat regolat ghal 37 °C; dahhal l-elettrodi tal-miter tal-pH u l-agitatur bl-iskrun.
Bl-ghajnuna ta’ buretta, gattar soluzzjoni ta’ idrossidu tas-sodju 0,1 N sakemm jintlahaq livell pH ta’ 8,3.

Zid kwantit ta’ sospensjoni ta’ trab tal-lipazi fl-lma (0,1 g/ml ta’ lipazi). Malli l-miter tal-pH jindika livell pH ta’ 8.3,
gabbad il-kronometru u zid is-soluzzjoni ta’ idrossidu tas-sodju billi tqattarha bir-ritmu mehtieg biex il-livell pH jinzamm
£8.3. Innota kull minuta l-volum tas-soluzzjoni li jkun gie kkunsmat.

Irregistra din l-informazzjoni fi grafika x[y, bil-hin fuq l-assi x, u l-millilitri ta’ soluzzjoni ta” alkali 0,1 N ikkunsmati biex
jinzamm livell kostanti tal-pH fuq l-assi y. Bhekk ghandha tinkiseb grafika lineari.

L-attivita tal-lipazi, imkejla funitajiet ta’ lipazi ghal kull mg, tigi kkalkolata bil-formula li gejja:

~ VxNx100
- m

A

Fejn:

A hija l-attivita funitajiet ta’ lipazi/mg;

V  hija l-ghadd ta’ millilitri ta’ soluzzjoni ta’ idrossidu tas-sodju 0,1 N kull minuta (ikkalkulat abbazi tal-grafika);
N hija n-normalita tas-soluzzjoni ta’ idrossidu tas-sodju;

m  hija l-massa tal-lipazi tat-test fmg.

L-unita ta’ lipazi hija ddefinita bhala l-kwantita ta’ enzimi li jehilsu 10 mikro-ekwivalenti ta’ acidu kull minuta.”;

7. F-Anness X “A”, il-punt 6.2 huwa mibdul b'li gej:

L-esters tal-metill jithejjew skond il-metodu B deskritt fl-Anness X “B”. Is-sustanzi grassi b'acidita libera ta’ aktar

minn 3 % ghandhom jigu newtralizzati minn qabel, skond il-punt 5.1.1. ta’ I-Anness VII".



