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ROZPORZADZENIE KOMISJI (WE) NR 702/2007

z dnia 21 czerwca 2007 r.

zmieniajace rozporzadzenie (EWG) nr 2568/91 w sprawie wlasciwosci oliwy z oliwek i oliwy
z wytloczyn oliwek oraz w sprawie odpowiednich metod analizy

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,
uwzgledniajac Traktat ustanawiajacy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajac rozporzadzenie Rady (WE) nr 865/2004 z dnia
29 kwietnia 2004 r. w sprawie wspélnej organizacji rynku
oliwy z oliwek i oliwek stolowych oraz zmieniajace rozporzg-
dzenie (EWG) nr 827/68 ('), w szczegdlnosci jego art. 5 ust. 3,

a takze majgc na uwadze, co nastgpuje:

(1) Rozporzadzenie Komisji (EWG) nr 2568/91 (%) okresla
fizyczne i chemiczne wlasciwosci oliwy z  oliwek
i oliwy z wytloczyn oliwek oraz ustanawia metody
oceny tych wlasciwosci. Metody te oraz limity dotyczace
wlasciwosci oliwy muszg by¢ zaktualizowane w celu
uwzglednienia opinii ekspertéw z dziedziny chemii,
zgodnie z pracami wykonanymi w ramach Miedzynaro-
dowej Rady ds. Oliwy z Oliwek.

(2)  Eksperci z dziedziny chemii uznali w szczegdlnosci, ze
oznaczenie iloSciowe zawarto$ci procentowej 2-monopal-
mitynianu glicerolu jest metodg oznaczania oliwy estry-
fikowanej o wigkszej precyzji. Zmniejszenie limitu zawar-
tosci stigmastadienéw w oliwach z oliwek z pierwszego
tloczenia umozliwia réwniez lepsze rozdzielenie oliwy
z oliwek z pierwszego tloczenia i rafinowane;.

(3) W celu dopuszczenia okresu dostosowania do nowych
norm i udzielenia czasu na wprowadzenie Srodkéw
niezbednych do ich stosowania oraz w celu unikniecia
zaktocen w transakcjach handlowych nalezy odsunaé
w czasie poczatek stosowania niniejszego rozporzadzenia
do dnia 1 stycznia 2008 r. Z tych samych przyczyn
nalezy przewidzie, aby oliwa z oliwek i oliwa
z  wytloczyn  oliwek  legalnie  wyprodukowane

i oznakowane we Wspdlnocie lub legalnie przywiezione
do Wspdlnoty i dopuszczone do swobodnego obrotu
przed wspomniang datag mogly by¢ sprzedawane az do
wyczerpania zapasow.

4  Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu s3
zgodne z opinia Komitetu Zarzadzajacego ds. Oliwy
z Oliwek i Oliwek Stotowych,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1
W rozporzadzeniu (EWG) nr 2568/91 wprowadza si¢ nastepu-
jace zmiany:

1) w art. 2 ust. 1, tiret siddme otrzymuje brzmienie:

,— metoda przedstawiona w zalgczniku VII do oznaczania
zawarto$ci procentowej 2-monopalmitynianu glicerolu,”;

2) zalaczniki zostaja zmienione zgodnie z zalacznikiem do
niniejszego rozporzadzenia.

Artykut 2

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie trzeciego dnia po
jego opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Unii Europejskiej.

Niniejsze rozporzadzenie stosuje si¢ od dnia 1 stycznia 2008 r.

Jednakze produkty, ktére zostaly legalnie wyprodukowane
i oznakowane we Wspdlnocie lub legalnie przywiezione do
Wspdlnoty i dopuszczone do swobodnego obrotu przed
dniem 1 stycznia 2008 r. mogg by¢ wprowadzone do obrotu
do chwili wyczerpania wszystkich zapaséw.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w calosci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich

panstwach cztonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 21 czerwca 2007 r.

() Dz.U. L 161 z 30.4.2004, str. 97.

(®) Dz.U. L 248 z 5.9.1991, str. 1. Rozporzadzenie ostatnio zmienione
rozporzadzeniem (WE) nr 1989/2003 (Dz.U. L 295 z 13.11.2003,
str. 57).

W imieniu Komisji
Mariann FISCHER BOEL
Czlonek Komisji
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ZALACZNIK

W zalgcznikach do rozporzadzenia (EWG) nr 2568/91 wprowadza si¢ nastepujgce zmiany:
1) w streszczeniu wprowadza si¢ nastgpujace zmiany:
a) tytut zalacznika II otrzymuje brzmienie:

,Oznaczanie wolnych kwaséw tluszczowych, metoda na zimno”;

b) tytul zalgcznika VII otrzymuje brzmienie:

,Oznaczanie zawartosci procentowej 2-monopalmitynianu glicerolu”;

2) zalgcznik I otrzymuje brzmienie:
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3) w dodatku 1 wprowadza si¢ nastepujgce zmiany:

a) pierwsze tiret otrzymuje brzmienie:

— Kwasowos$¢ Zalacznik I Oznaczanie wolnych kwaséw tluszczowych, metoda na

zimno”;

b) tiret trzynaste otrzymuje brzmienie:

,— Kwasy tluszczowe nasycone  Zalacznik VII Oznaczanie zawarto$ci procentowej 2-monopalmitynianu

w pozydji 2 glicerolu”;

4) tytul zalacznika II otrzymuje brzmienie:

~OZNACZANIE WOLNYCH KWASOW TLUSZCZOWYCH, METODA NA ZIMNO”;

5) zalacznik IV otrzymuje brzmienie:

~ZALACZNIK IV

OZNACZANIE ZAWARTOSCI WOSKOW METODA CHROMATOGRAFII GAZOWE] Z UZYCIEM

3.2.

3.3.

3.4.

KOLUMNY KAPILARNE]

CEL

Niniejsza metoda stanowi opis procedury analitycznej oznaczania zawarto$ci woskéw w oliwie z oliwek. Woski
rozdziela sie w zaleznosci od liczby atoméw wegla. Metode mozna w szczegdlnosci stosowaé do rozrézniania
oliwy z oliwek uzyskanej z tloczenia od oliwy z oliwek uzyskanej z ekstrakcji (oliwy z wyttoczyn).

ZASADA

Dodanie odpowiedniego wzorca wewnetrznego do tluszczu, nastgpnie frakcjonowanie metodg chromatografii
w kolumnie z uwodnionym zelem krzemionkowym, odzyskanie frakcji wymytej uprzednio w warunkach
testowych (ktorej biegunowos$¢ jest mniejsza niz w przypadku triglicerydéw), nastepnie przeprowadzenie
bezposredniej analizy metodg chromatografii gazowej z uzyciem kolumny kapilarne;j.

MATERIALY

Kolba Erlenmeyera o pojemnosci 25 ml.

Szklana kolumna do chromatografii gazowej, $rednica wewnetrzna 15,0 mm, wysoko$¢ 30-40 cm, wyposa-
zona w kranik.

Odpowiedni chromatograf gazowy z kolumna kapilarng, wyposazony w system do bezposredniego wprowa-
dzania do kolumny, skladajacy si¢ z:

. komory z termostatem do kolumn, wyposazonej w programator temperatury;
. zimnego dozownika do bezposredniego wprowadzania do kolumny;
. detektora plomieniowo-jonizacyjnego i konwertera-wzmacniacza;

. rejestrujacego integratora wspélpracujacego z konwerterem-wzmacniaczem (3.3.3), o szybkosci odpowiedzi

ponizej 1 sekundy, ze zmienng szybkoscia przesuwu papieru. (Mozna réwniez zastosowal systemy informa-
tyczne przewidujace uzyskiwanie danych z chromatografii gazowej przy uzyciu komputera osobistego);

. Kolumny kapilarnej, ze szkla lub z topionej krzemionki, o dlugoici 8-12 m, $rednicy wewnetrznej 0,25-

0,32 mm, pokrytej od $rodka plynem rozdzielajacym, o jednolitej grubosci 010-0,30 pum. (Plyny rozdzielajace
nadajace si¢ do uzycia typu SE52 lub SE 54, dostgpne w handlu).

Mikrostrzykawka umozliwiajaca bezposrednie wstrzykniecie do kolumny porcji 10 pl, wyposazona w igle
o utwardzonej powierzchni.
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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.

Wibrator elektryczny.

Wyparka rotacyjna.

Piec muflowy.

Waga analityczna zapewniajgca precyzje pomiaru * 0,1 mg.
Zwykle szklo laboratoryjne.

ODCZYNNIKI

Zel krzemionkowy o granulometrii w zakresie od 60 do 200 pm.

Zel krzemionkowy nalezy umiescié w piecu w temperaturze 500 °C na co najmniej 4 godziny. Schtodzi¢,
nastepnie dodaé 2 % wody wzgledem iloci pobranego zelu krzemionkowego. Dobrze wstrzasnaé do otrzy-
mania jednolitej zawiesiny. Trzyma¢ w zaciemnionym miejscu przez co najmniej 12 godzin przed uzyciem.

n-heksan, do chromatografii.
Eter etylowy, do chromatografii.
n-heptan, do chromatografii.

Roztwoér wzorca arachidynianu laurylowego o stezeniu 0,1 % (m/V) w heksanie (wzorzec wewnetrzny). (Mozna
réwniez zastosowaé palmitynian palmitylu lub stearynian mirystylu).

. Sudan 1 (1-fenylo-azo-2-naftol).

Gaz no$ny: czysty wodér lub hel, do chromatografii gazowe;.
Gazy pomocnicze:

— czysty wodor, do chromatografii gazowej,

— czyste powietrze, do chromatografii gazowej.

SPOSOB POSTEPOWANIA
Przygotowanie kolumny chromatograficznej

Sporzadzi¢ zawiesing 15 g zelu krzemionkowego (4.1) w n-heksanie (4.2) i wprowadzi¢ do kolumny (3.2). Po
spontanicznym wytracaniu osadu zakoficzy¢ ten proces przy uzyciu wytrzasarki elektrycznej (3.5), tak aby
warstwa chromatograficzna byla bardziej jednolita. Przesaczy¢ 30 ml n-heksanu, aby usuna¢ wszelkie zanie-
czyszczenia. Odwazy¢ dokladnie, przy uzyciu wagi (3.8), 500 mg probki do kolby Erlenmeyera o pojemnosci
25 ml (3.1) i dodaé wihasciwa ilo§¢ wzorca wewngtrznego (4.5), zaleznie od przypuszczalnej zawarto$ci
woskéw. Dodaé na przyklad 0,1 mg arachidynianu laurylowego w przypadku oliwy z oliwek i 0,25-0,5 mg
w przypadku oliwy z wytloczyn oliwek. Do tak przygotowanej probki doda¢ dwie porcje po 2 ml n-heksanu
(4.2) i przenie$¢ do kolumny chromatograficzne;.

Whprowadzi¢ prébke, tak aby rozpuszczalnik naplynal do wysokosci 1 mm powyzej gornego poziomu absor-
bentu, nastepnie przesaczy¢ dodatkowych 70 ml n-heksanu, tak aby usunal naturalnie obecne n-alkany.
Rozpoczagl¢ wymywanie chromatograficzne, pobierajgc 180 ml mieszaniny n-heksanufeteru etylowego
w proporcji 99/1, przy przeplywie okoto 15 kropli w ciggu 10 sekund. Wymywanie probki nalezy prowadzi¢
w temperaturze pokojowej 22 °C + 4.

Uwagi:

— Mieszaning n-heksanu/eteru etylowego (99/1) nalezy przygotowywaé codziennie.

— W celu wzrokowego skontrolowania prawidlowo$ci wymywania woskéw mozna doda¢ do probki 100 pl roztworu 1%
Sudanu w mieszaninie wymywajacej. Poniewaz wartos¢ retencji tego barwnika jest posrednia pomiedzy warto$ciami retencji
woskow i trigliceryd6w, nalezy zatrzyma¢ wymywanie, gdy barwnik dotrze do dna kolumny chromatograficznej, poniewaz
wszystkie woski zostaly juz wymyte.
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5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.3.

Otrzymang w ten sposéb frakcje suszy sie w wyparce rotacyjnej (3.6) az do niemal catkowitego wyelimino-
wania rozpuszczalnika. Usuwa si¢ ostatnie 2 ml rozpuszczalnika przy uzyciu slabego strumienia azotu;
a nastepnie dodaje 2—4 ml n-heptanu.

Analiza metoda chromatografii gazowej
Procedura wstgpna

Umiesci¢ kolumne w chromatografie gazowym (3.3), laczac szczeling wlotowa z systemem kolumnowym,
a wylotowg z detektorem. Wykonaé¢ ogélne kontrole aparatury do chromatografii gazowej (dziatanie petli
gazowych, sprawno$¢ detektora i systemu rejestracyjnego itp.).

Jezeli kolumna uzywana jest po raz pierwszy, zaleca si¢ jej kondycjonowanie. Przepusci¢ przez kolumng gaz
o malym natezeniu przeplywu, nastepnie uruchomi¢ aparatur¢ do chromatografii gazowej. Stopniowo
podgrzewal do uzyskania, po okolo 4 godzinach, temperatury 350 °C. Utrzymal t¢ temperatur¢ przez co
najmniej 2 godziny, a nastepnie ustawi¢ aparatur¢ wedlug zadanych warunkéw pracy (zadaé natgzenie prze-
plywu gazu, zapali¢ plomien, podlaczy¢ do elektronicznego przyrzadu rejestrujacego (3.3.4), ustawi¢ tempera-
tur¢ komory kolumny, detektora itd.) oraz rejestrowac sygnal z czuloscig co najmniej dwukrotnie wyzsza niz
czulo§¢ przewidziana do przeprowadzenia analizy. Przebieg linii podstawowej powinien mie¢ charakter liniowy,
bez jakichkolwiek pikéw, i linia ta nie powinna wykazywa¢ nachylenia.

Prostoliniowe, ujemne nachylenie linii wskazuje na to, ze polaczenia kolumn sa nieprawidlowe; nachylenie
dodatnie oznacza, ze kolumna nie zostala poddana wystarczajagcemu kondycjonowaniu.

Dobdr warunkéw roboczych

Ogolnie nalezy przestrzegaé nastgpujacych warunkéw roboczych:

— temperatura kolumny:

20 °C/minutg 5 °C/minutg 20 °C/minute

poczatkowa — 240 °C — 325°C — 340 °C
80 °C (6") (10")
1)

— temperatura detektora: 350 °C,

— porcja wstrzykiwana: 1 pl roztworu (2-4 ml) n-heptanu,

— gaz noény: hel lub wodér z szybkoscig liniowa optymalng dla wybranego gazu (patrz: dodatek),
— czulo$¢ urzadzenia: taka, aby byly spelnione warunki okreslone ponizej:

Warunki te moga by¢ modyfikowane w sposdb dostosowany do charakterystyk kolumn i aparatéw do chro-
matografii gazowej, tak aby uzyskano oddzielenie wszystkich woskéw i zadowalajacg rozdzielczo$é pikéow
(patrz: rysunek), przy czym czas retencji wzorca wewnetrznego C;, powinien wynosi¢ 18 * 3 minut. Pik
najbardziej reprezentatywny dla woskéw musi mierzy¢ co najmniej 60 % od dotu skali.

Ustali¢ parametry calkowania pikéw w taki sposob, by uzyskaé dokladng warto$¢ pél powierzchni rozpatry-
wanych pikéw.

Uwaga: Ze wzgledu na wysokg temperature koficowa przyjmuje si¢ dodatnie nachylenie, ktére nie moze przekraczaé 10 % od
dotu skali.

Przeprowadzenie analizy
Pobra¢ 1 pl roztworu za pomocg mikrostrzykawki o pojemnosci 10 pl; odciagnaé tloczek, az igla zostanie

catkowicie oprézniona. Wprowadzi¢ igle do ukladu nastrzykowego i szybko wstrzykna¢ po uplywie jednej do
dwoch sekund. Po uplywie okolo 5 sekund powoli wyciagnac igle.

Przeprowadzi¢ rejestracje danych az do momentu calkowitego wymycia woskow.

Linia podstawowa musi przez caly czas spelnia¢ ustalone wymagania.
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5.4.

5.5.

Identyfikacja pikéw

Zidentyfikowal piki po czasach retencji, poréwnujac je z mieszaninami woskéw o znanych czasach retendji,
analizowanymi w takich samych warunkach.

Rysunek przedstawia chromatogram woskow oliwy z oliwek z pierwszego tloczenia.

Analiza ilo$ciowa

Ustali¢ za pomocy integratora pola powierzchni pikéw odpowiadajace wzorcowi wewnetrznemu i estrom
alifatycznym od Cy9 do Cyg.

Obliczy¢ zawarto$¢ woskéw kazdego z estréw, w mgfkg tluszczu, zgodnie ze wzorem:

Ay x mg x 1 000

ester, mg/kg = o m

Ay = pole pod pikiem kazdego estru, w milimetrach kwadratowych;

A; = pole pod pikiem wzorca wewnetrznego, w milimetrach kwadratowych;
m, = masa dodanego wzorca wewngtrznego, w miligramach;

m = masa probki pobranej do oznaczenia, w gramach.

PREZENTACJA WYNIKOW

Podaé zawarto$¢ poszczegdlnych woskéw od Cuy do Cyu, w mgfkg tluszczu (ppm).

Uwaga: Oznaczane skladniki odpowiadaja pikom o liczbie par weglowych zawartych pomiedzy estrami C4 a Cyq, zgodnie
z przykladowym chromatogramem woskow oliwy z oliwek przedstawionym na rysunku ponizej. Jezeli ester C44 pojawi sig
podwojnie, w celu jego identyfikacji zaleca si¢ analize frakcji woskéw oliwy z wytloczyn oliwek, gdzie Cy4 fatwo jest

zidentyfikowaé, poniewaz wykazuje wyrazng przewage ilosciows.

Wynik nalezy poda¢ z doktadnoscia do jednego miejsca po przecinku.
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Rysunek

Chromatogram woskéw oliwy z oliwek (*)

30 .00_1 I 1
I.S.
25.004
20 .00
15.00
4
3
10 .00
2
' 3
500 3!
W
0004 L 1 | IS |
1 6
T T T T T T T
(o] 5 10 15 20 25 30 35
Objasnienie:
LS. = Arachidynian laurylowy
1 = Estry diterpenowe
2+ 2" = Estry Cy
3+ 3" = Estry Cy
4+ 4" = Estry Cyy
5. = Estry Cyq
6 = Estry steroli i alkohole triterpenowe.

(*) Po wymyciu estréw steroli w zapisie chromatograficznym nie powinny by¢ widoczne istotne piki (triglicerydy).

Dodatek
Oznaczenie predkosci liniowej gazu

Do chromatografu gazowego ustawionego na normalne warunki robocze wprowadzi¢ 1-3 pl metanu (lub propanu).
Mierzy¢ chronometrem czas potrzebny na przejcie gazu przez kolumne, poczawszy od momentu wstrzyknigcia do
spadku wartosci szczytowej (ty).

Predko$¢ liniowa, w cm]s, jest okreslona na podstawie wzoru Ljty;, gdzie L jest dlugoscig kolumny w centymetrach,
a ty — czasem zmierzonym w sekundach.”;
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6) zalacznik VII otrzymuje brzmienie:

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.11.

3.12.

3.13.

3.14.

3.15.

3.16.

3.17.

3.19.

+ZALACZNIK VII

OZNACZANIE ZAWARTOSCI PROCENTOWE] 2-MONOPALMITYNIANU GLICEROLU

CEL I ZAKRES STOSOWANIA

Niniejsza metoda stanowi opis procedury analitycznej oznaczania zawarto$ci procentowej kwasu palmi-
tynowego w pozycji 2 triglicerydéw metodg oznaczania 2-monopalmitynianu glicerolu.

Niniejsza metoda dotyczy olejow rodlinnych plynnych w temperaturze pokojowej (20 °C).

ZASADA

Po przygotowaniu prébke oleju poddaje si¢ dzialaniu lipazy trzustkowej: czgSciowa i swoista hydroliza
w pozycjach 1 i 3 czasteczki triglicerydu powoduje pojawienie si¢ monoglicerydow w pozycji 2. Zawar-
to$¢ procentowa 2-monopalmitynianu glicerolu we frakcji monoglicerydéw jest oznaczana, po sililowaniu,
metodg chromatografii gazowej na kolumnie kapilarnej.

APARATURA I MATERIALY EKSPLOATACYJNE

Kolba Erlenmeyera o pojemnosci 25 ml.
Zlewki o pojemnosci 100, 250 i 300 ml.

Szklana kolumna chromatograficzna (wewnetrzna $rednica: 21-23 mm, dlugo$é: 400 mm), wyposazona
w plytke ze spieku szklanego i kranik.

Cylindry miarowe o pojemnosci 10, 50, 100 i 200 ml.

Kolby o pojemnosci 100 i 250 ml.

Wyparka obrotowa.

Prob6éwki do wirowania o pojemnosci 10 ml, ze szlifowanym korkiem.
Wiréwka do probéwek o pojemnosci 10 i 100 ml.

Termostat umozliwiajacy utrzymanie temperatury na poziomie 40 °C £ 0,5 °C.
Biurety z podziatka co 1 i 2 ml

Strzykawka podskérna o pojemnosci 1 ml.

Mikrostrzykawka o pojemnosci 100 pl.

Lejek, 1 000 ml.

Chromatograf gazowy do kolumn kapilarnych, wyposazony w dozownik do nastrzykiwania »na kolumne«
na zimno w celu bezpo$redniego wprowadzania prébki do kolumny oraz w piecyk zapewniajacy utrzy-
manie wybranej temperatury z doktadnoscia do 1 °C.

Uklad nastrzykowy »na kolumne« na zimno, w celu bezposredniego wprowadzenia prébki do kolumny.
Detektor plomieniowo-jonizacyjny i elektrometr.

Rejestrujacy integrator wspélpracujacy z elektrometrem, z szybko$cia odpowiedzi ponizej 1 sekundy, ze
zmienng szybkoscig przesuwu papieru.

Kolumna kapilarna ze szkfa lub z topionej krzemionki, o dlugosci 8-12 m i $rednicy wewnetrznej
0,25-0,32 mm, pokryta 5% polimetylosiloksanem lub polifenylo-metylosiloksanem, o grubosci
0,10-0,30 pm, ktérg mozna stosowal w temperaturze 370 °C.

Mikrostrzykawka o pojemno$ci 10 pl, wyposazona w igle o utwardzonej powierzchni, o dlugosci co
najmniej 7,5 cm, przeznaczona do wykonywania bezposrednich nastrzykéw na kolumne.
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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.

5.1.1.1.

ODCZYNNIKI

Zel krzemionkowy o granulometrii w zakresie od 0,063 do 0,200 mm (70/280 mesh), przygotowany
nastepujaco: umiesci¢ zel krzemionkowy w kapsule porcelanowej, suszy¢ w suszarce w temperaturze
160 °C przez 4 godziny, schlodzi¢ do temperatury pokojowej w eksykatorze. Dodal objetos¢ wody
réwnowazng 5% masy zelu krzemionkowego, w nastepujacy sposéb: do kolby Erlenmeyera
o pojemnodci 500 ml odwazy¢ 152 g zelu krzemionkowego i doda¢ 8 g wody destylowanej, zatkaé
kolbe i delikatnie wstrzasa¢ do uzyskania réwnomiernego rozprowadzenia wody. Odstawi¢ na co najmniej
12 godzin przed uzyciem.

n-heksan (do chromatografii).
Izopropanol.
Izopropanol, roztwér wodny 1/1 (V[V).

Lipaza trzustkowa. Uzyta lipaza musi wykazywaé aktywnos$¢ w zakresie od 2,0 do 10 jednostek lipazy na
mg (W handlu dostgpne s¢ lipazy trzustkowe o aktywnosci w zakresie od 2 do 10 jednostek na mg enzymu).

Roztwér buforowy  tris-hydroksymetyloaminometan: roztwér wodny 1 M doprowadzony do pH 8
(kontrola potencjometryczna) stezonym HCI (1/1 V/[V).

Cholan sodu, jakosci enzymatycznej, roztwér wodny o stezeniu 0,1 % (roztwér ten nalezy wykorzystaé
w ciggu 15 dni od sporzadzenia).

Chlorek wapnia, 22 % roztwér wodny.

Eter dietylowy do chromatografii.

Rozpuszczalnik rozwijajacy: mieszanina n-heksanu/eteru dietylowego (87/13) (V/V).
Wodorotlenek sodu, roztwér 12 % wagowo.

Fenoloftaleina, roztwér 1 % w etanolu.

Gaz noény: wodoér lub hel do chromatografii gazowej.

Gazy pomocnicze: — wodér w stezeniu minimum 99 %, pozbawiony wilgoci i substancji organicznych —
oraz powietrze do chromatografii gazowej o takiej samej czystosci.

Odczynnik wywolujacy reakcje sililowania: mieszanina pirydyna/heksametylodisilazan/trimetylochlorosilan
w proporcji 9/3/1 (V[V[V) (W handlu dostepne s3 roztwory gotowe do uzycia. Mozna zastosowaé rowniez
inne odczynniki wywolujace reakcje sililowania, jak np. bis-trimetylosilyltrifluoraocetamid + 1 % trime-
tylochlorosilan, rozcieficzone taka sama objetoscia bezwodnika pirydyny).

Probki wzorcowe: czyste monoglicerydy lub mieszaniny monoglicerydéw o znanym skladzie procen-
towym podobnym do wystepujacego w prébee badane;.

PROCEDURA
Przygotowanie probki

Oleje o wolnej kwasowosci ponizej 3 % nie wymagaja zobojetnienia przed wykonaniem chromatografii na
kolumnie z Zelem krzemionkowym. Oleje o wolnej kwasowosci powyzej 3 % musza by¢ zobojetnione
zgodnie z ppkt 5.1.1.1.

Do lejka o pojemnosci 1 000 ml (3.13) wlaé 50 g oleju i 200 ml n-heksanu. Doda¢ 100 ml izopropanolu
i ilo§¢ roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 12 % (4.11) odpowiadajaca wolnej kwasowosci oleju
powickszonej o 5 %. WstrzasaC energicznie przez jedng minute. Dodaé 100 ml wody destylowanej,
ponownie wstrzasna¢ i odstawic.

Po dekantacji usuna¢ dolng warstwe mydfa. UsungC takze wszystkie poSrednie warstwy (Sluzy, substancje
nierozpuszczalne). Plukaé roztwér heksanu i zobojetnionego oleju kolejnymi porcjami 50-60 ml
roztworu izopropanol/woda w proporcji 1/1 (V[V) (4.4), az zniknie réZowa barwa fenoloftaleiny.

Usuna¢ wigkszo$¢ heksanu za pomoca destylacji w prozni (wykorzystaé do tego celu na przyklad wyparke
obrotows) i przenies¢ olej do kolby o pojemnosci 100 ml (3.5). Suszy¢ olej w prozni do calkowitego
usunigcia rozpuszczalnika.

Pod koniec tej czynnosci kwasowo$¢ oleju musi wynosi¢ ponizej 0,5 %.
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5.1.2.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

Wprowadzi¢ 1,0 g oleju przygotowanego w sposéb wskazany powyzej do kolby Erlenmeyera
o pojemnosci 25 ml (3.1) i rozpusci¢ go w 10 ml mieszaniny rozwijajacej (4.10). Odstawi¢ roztwor
na co najmniej 15 minut przed wykonaniem chromatografii na kolumnie z zelem krzemionkowym.

Jezeli roztwér jest metny, odwirowaé go w celu zapewnienia optymalnych warunkéw wykonywania
chromatografii. (Mozna zastosowac gotowe do uzycia wklady zelu krzemionkowego SPE o masie 500 mg).

Przygotowanie kolumny chromatograficznej

Nanie$¢ na kolumne (3.3) okolo 30 ml rozpuszczalnika rozwijajacego (4.10), za pomoca szklanej pateczki
wprowadzi¢ wacik do dolnej czesci kolumny; przycisngé w celu usunigcia powietrza.

Przygotowal w zlewce zawiesing 25 g zelu krzemionkowego (4.1) w okolo 80 ml rozpuszczalnika
rozwijajacego i przelal ja do kolumny przy uzyciu lejka.

Sprawdzi¢, czy caly zel krzemionkowy zostal wprowadzony do kolumny; przemy¢ rozpuszczalnikiem
rozwijajgcym (4.10), otworzy¢ kranik i poczekad, az poziom plynu osiagnie wysoko$¢ okolo 2 mm
ponizej gérnego poziomu zelu krzemionkowego.

Chromatografia na kolumnie

Do kolby Erlenmeyera o pojemnosci 25 ml (3.1) odwazy¢ doktadnie 1,0 g probki przygotowanej zgodnie
z ppkt 5.1.

Rozpusci¢ probke w 10 ml rozpuszczalnika rozwijajacego (4.10). Wlaé roztwér do kolumny chromato-
graficznej przygotowanej zgodnie z ppkt 5.1.3. Stara¢ si¢ nie poruszy¢ powierzchni kolumny.

Otworzy¢ kranik i zla¢ roztwér probki, az osiagnie poziom zelu krzemionkowego. Rozwingé poprzez
dodanie 150 ml rozpuszczalnika rozwijajacego. Ustawi¢ szybko$¢ przeplywu na 2 ml/min (tak aby
150 ml przeszlo przez kolumne w ciggu okolo 60-70 minut).

Zebraé odciek z kolumny do weczesniej wytarowanej kolby o pojemnosci 250 ml. Odparowal rozpusz-
czalnik w prézni i usunaé jego resztkowe pozostatosci pod strumieniem azotu.

Zwazy¢ kolbe i obliczy¢ ilo$¢ zebranego ekstraktu.

(W przypadku korzystania z gotowych do uzytku wkladéw krzemionkowych SPE postepowaé nastepu-
jaco: wprowadzi¢ 1 ml roztworu (5.1.2) do wkladéw przygotowanych wczesniej przy uzyciu 3 ml
n-heksanu.

Po perkolacji roztworu rozwinaé¢ chromatogram poprzez dodanie 4 ml n-heksanufeteru dietylowego
w proporgji 9/1 (V[V).

Zebraé odciek z kolumny do probéwki o pojemnosci 10 ml i poddaé go odparowywaniu do sucha pod
strumieniem azotu.

Poddaé sucha pozostalos¢ dzialaniu lipazy trzustkowej (5.2). Bezwzglednie konieczne jest sprawdzenie
sktadu kwaséw ttuszczowych przed przepuszczeniem i po przepuszczeniu przez wklad SPE).

Hydroliza przez lipaze trzustkowa

Do probéwki do wirowania odwazyé 0,1 g oleju przygotowanego zgodnie z ppkt 5.1. Doda¢ 2 ml
roztworu buforowego (4.6), 0,5 ml roztworu cholanu sodu (4.7) i 0,2 ml roztworu chlorku wapnia,
dobrze wstrzasajac po dodaniu kazdej z tych substancji. Zamknaé probéwke szlifowanym korkiem
i umiesci¢ ja w termostacie o temperaturze 40 * 0,5 °C.

Dodaé¢ 20 mg lipazy, ostroznie wstrzgsa¢ (nie dopuszczajac do zwilzenia korka) i wlozy¢ probéwke do
termostatu na dokladnie 2 minuty, nastgpnie wyjac ja, wstrzasaé energicznie i dokladnie przez 1 minute
i odstawi¢ do schlodzenia.

Doda¢ 1 ml eteru dietylowego, zatka¢ korkiem i wstrzgsaé energicznie, nastgpnie odwirowac i przenie$¢
roztwér eteru do czystej i suchej probowki przy uzyciu mikrostrzykawki.

Przygotowanie pochodnych silanizowanych i chromatografii gazowej

Przy uzyciu mikrostrzykawki wprowadzi¢ 100 pl roztworu (5.2.3) do probdéwki ze stozkowym dnem
o pojemnodci 10 ml.

Usuna¢ rozpuszczalnik pod stabym strumieniem azotu, doda¢ 200 pl odczynnika wywotujacego reakcje
sililowania (4.15), zatka¢ probowke i odstawi¢ na 20 minut.

Po 20 minutach doda¢ od 1 do 5 ml n-heksanu (zaleznie od warunkéw chromatografowania): uzyskany
roztwoér jest gotowy do chromatografii gazowej.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

Chromatografia gazowa

Warunki robocze sa nastgpujace:

— temperatura urzadzenia nastrzykujacego (nastrzyk »na kolumng«) nizsza od temperatury wrzenia
roztworu (68 °C),

— temperatura detektora: 350 °C,

— temperatura kolumny: zaprogramowanie temperatury pieca: 60 °C przez 1 minutg, ze zwigkszaniem
temperatury o 15 °C na minut¢ az do 180 °C, nastgpnie o 5°C na minut¢ do 340 °C, nastgpnie
340 °C przez 13 minut,

— gaz no$ny: wodor lub hel, z regulacja do odpowiedniej liniowej szybkosci przeplywu w celu uzyskania
rozdzielczosci przedstawionej na rysunku 1. Czas retengji triglicerydu Cs4 musi wynosi¢ 40 £ 5 minut
(patrz: rysunek 2); (Wskazane powyzej warunki robocze zostaly zaproponowane orientacyjnie. Kazdy
operator musi je zoptymalizowal w celu uzyskania pozadanej rozdzielczosci. Wysokos¢ piku odpo-
wiadajacego 2-monopalmitynianowi glicerolu musi wynosi¢ minimum 10 % skali rejestratora),

— ilo§¢ nastrzykiwanej substancji: 0,5-1 pl roztworu (5 ml) n-heksanu (5.3.3.).

Identyfikacja pikéw

Poszczegblne monoglicerydy sa identyfikowane wedtug czasow retencji oraz przez pordwnanie z pikami
uzyskanymi ze standardowymi mieszaninami monoglicerydow analizowanymi w tych samych warunkach.

Ocena ilosciowa

Oblicza si¢ pole pod kazdym pikiem przy uzyciu elektronicznego integratora.

PREZENTACJA WYNIKOW

Zawarto$¢ procentowa monopalmitynianu glicerolu oblicza si¢ na podstawie stosunku pola pod odpo-
wiednim pikiem do sumy p6l pod pikami wszystkich monoglicerydéw (patrz: rysunek 2), na podstawie
wzoru:

X

Glyceril monopalmitate (%): Q_A x 100

gdzie:

Ay = pole pod pikiem odpowiadajacym monopalmitynianowi glicerolu
A = suma pdl pod wszystkimi pikami monoglicerydéw

Wynik nalezy poda¢ z dokladnoscig do jednego miejsca po przecinku.

SPRAWOZDANIE Z ANALAIZY

Sprawozdanie z testu powinno zawierac:

— odwolanie do niniejszej metody,

— wszelkie informacje niezbedne do pelnej identyfikacji prébki,

— wynik analizy,

— wszelkie odchylenia od metody bedace wynikiem decyzji zainteresowanych stron lub zaistniale
z innego powodu,

— dane identyfikujace laboratorium, datg analizy i podpisy os6b odpowiedzialnych za te¢ ostatnia.
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Rysunek 1

Chromatogram produktéw reakgji sililowania uzyskanych po zadzialaniu lipaza na rafinowana
oliwe z oliwek, do ktérej dodano 20 % zestryfikowanego oleju (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

8.889

9.581 11.103 22.618
MAM/J "W k\,\_“%
V

T

200 300 400 500 500 700 360 500 | 1000 1100 1200 1300 1400

Objasnienie: »Acides gras libresc = Wolne kwasy tluszczowe; »Huile d'olive raffinée« = Rafinowana oliwa z oliwek —
»+ 20 % huile estérifiée« = +20 % oliwa z oliwek estryfikowana; »1-2 monopalmitine« = 1-2 monopalmityn —
»1-2 monopalmitoléine« = 1-2 monopalmitoleina; »1-2 mono Cg insat« = 1-2 mono C;g nenasyc.; Squaléne = Skwalen
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Rysunek 2

Chromatogram:

A) nie estryfikowanej oliwy z oliwek, po zadzialaniu na nig lipaza; po sililowaniu; w podanych
warunkach (kolumna kapilarna 8-12 m) frakcja woskéw ulega elucji réwnoczesnie z frakcja
diglicerydow lub nieco pédzniej.

Po zadzialaniu lipaza zawarto$¢ triglicerydow nie powinna przekraczaé 15 %.

*%k

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Objasnienie:

1 = Wolne kwasy tluszczowe
2 = Monoglicerydy

3 = Diglicerydy

4 = Triglicerydy

* = 2-monopalmityn

** = Trigliceryd Cs,
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Chromatogram:

B) oliwy estryfikowanej po zadzialaniu lipazg; po sililowaniu; w tych warunkach (kolumna
kapilarna 8-12 m) frakcja woskéw ulega elucji réwnoczesnie z frakcja diglicerydéw lub
nieco pozniej.

Po zadzialaniu lipazg zawarto$¢ triglicerydéw nie powinna przekraczaé 15 %.

B
1T , A g M 4
7 2 3
1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45

Objasnienie:
1 = Wolne kwasy tluszczowe
2 = Monoglicerydy
3 = Diglicerydy

4 = Triglicerydy
* = 2-monopalmityn

** = Trigliceryd Cs,

UWAGI
Uwaga 1. PRZYGOTOWANIE LIPAZY

W handlu dostepne s lipazy o zadowalajacej aktywnosci. Mozliwe jest réwniez ich przygotowanie w laboratorium
w nastgpujacy sposob:

Schlodzi¢ w 0 °C 5 kg $wiezej trzustki wieprzowej. Usung¢ thuszcz staly i otaczajacg go tkanke taczng i utrze¢ w mlynku
do uzyskania plynnej pasty. Wymieszal te paste z 2,5 litra bezwodnego acetonu w czasie od 4 do 6 godzin, nastepnie
odwirowa¢. Podda¢ pozostalos¢ jeszcze trzykrotnej ekstrakeji taka samg objetoscia bezwodnego acetonu, a nastepnie
dwukrotnej ekstrakcji mieszaning acetonu i eteru dietylowego w stosunku 1 do 1 (V/V) i dwukrotnej ekstrakcji eterem

dietylowym.

Suszy¢ pozostato$¢ w prézni przez 48 godzin w celu uzyskania stabilnego proszku nadajacego sie do przechowywania
przez dluzszy czas w lodéwee, w miejscu chronionym przed wilgocia.
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Uwaga 2. KONTROLA DZIALANIA LIPAZY

Przygotowaé emulsje oliwy z oliwek w nastepujacy sposéb:

WstrzgsaC przez 10 minut w mieszadle mieszaning sktadajaca si¢ ze 165 ml roztworu gumy arabskiej o stezeniu 100 g/,
15 g skruszonego lodu i 20 ml wczesniej zobojetnionej oliwy z oliwek.

Do zlewki o pojemnosci 50 ml wla¢ 10 ml tej emulsji, a nastgpnie 0,3 ml roztworu cholanu sodu o stgzeniu 0,2 g/ml
i 20 ml wody destylowanej.

Umiesci¢ zlewke w termostacie, ktérego temperatura utrzymywana jest na poziomie 37 °C; umiesci¢ w nim elektrody
pH-metru i mieszadlo spiralne.

Za pomocg biurety dodawaé kroplami 0,1 N roztwér wodorotlenku sodu, az pH osiggnie warto$¢ 8,3.

Dodaé dostateczng objetos¢ wodnej zawiesiny lipazy w proszku (0,1 g/ml lipazy). Z chwilg gdy pH-metr wskaze 8,3,
wlaczy¢ stoper i rozpoczaé wkraplanie roztworu wodorotlenku sodu z predkoscia umozliwiajaca utrzymanie pH na
poziomie 8,3. Co minute zapisywac objeto$¢ zuzytego roztworu.

Nanie$¢ zanotowane wartosci na diagram, zaznaczajac na osi odcietych czas, a na osi rzednych liczby mililitréw 0,1
N roztworu zasadowego zuzytego w celu utrzymania stalego pH. W wyniku tego powinno si¢ otrzyma¢ lini¢ prosta.

Aktywno$¢ lipazy wyrazong w jednostkach lipazowych na mg oblicza si¢ wedtug nastepujacego wzoru:

VXN x100
n m

A

gdzie:

A oznacza aktywno$¢ w jednostkach lipazowych/mg

V  oznacza liczbe mililitréw 0,1 N roztworu wodorotlenku sodu na minute (obliczong na podstawie wykresu)

N  oznacza normalno$¢ roztworu wodorotlenku sodu

m oznacza mas¢ W mg oznaczanej lipazy.

Jednostke lipazowa definiuje si¢ jako ilo§¢ enzymu uwalniajaca 10 mikroekwiwalentéw kwasu na minute.”;

7) punkt 6.2 zalacznika X ,A” otrzymuje brzmienie:

,6.2. Estry metylowe przygotowuje si¢ zgodnie z procedura B przedstawiong w drugim zalaczniku X »B«. Substancje

tluszczowe o wolnej kwasowosci powyzej 3 % musza zostal uprzednio zobojetnione zgodnie z pkt 5.1.1
zalgcznika VIL”.



