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A BIZOTTSAG 702/2007EK RENDELETE
(2007. janius 21.)

az olivaolaj és az olivamaradék-olaj jellemzGirGl és az ezekre vonatkozé elemzési médszerekr6l
sz6l6 2568/91/EGK rendelet modositisarol

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA,
tekintettel az Eurépai Kozosséget létrehozd szerzédésre,

tekintettel az olivaolaj és az étkezési olajbogy6 piacdnak kozos
szervezésérdl és a 827/68/EGK rendelet mddositdsdrdl szolo,
2004. aprilis 29-i 865/2004/EK tandcsi rendeletre (1) és kiilo-
nosen annak 5. cikke (3) bekezdésére,

mivel:

(1) A 2568/91/EGK bizottsdgi rendelet (?) meghatirozza az
oliva- és olivamaradék-olajok fizikai és kémiai jellemzdit,
és e jellemzdk értékelésének modszereit. Ezeket a
modszereket, illetve a jellemzdkre vonatkozé hatdrérté-
keket — a vegyészeti szakért6k véleményét figyelembe
véve, és a Nemzetkozi Olivaolaj Tandcs keretében végzett
munka eredményeivel osszhangban — ki kell igazitani.

(2) A szakért6k nevezetesen ugy vélték, hogy a 2-gliceril
monopalmitat szazalék meghatdrozdsa alkalmas az észte-
rezett olajok pontosabb kimutatdsira. A sziiz olivaola-
jokban taldlhaté sztigmasztadién hatdrértékének leszalli-
tasa szintén elGsegiti a sz(iz, illetve finomitott olivaolajok
megfelel6bb szétvalasztdsat.

(3) Az 4j el8irdsokhoz val6 alkalmazkoddshoz és az alkalma-
zdsukat lehetdvé tévs eszkozok kialakitdsdhoz szitkséges
id§ biztositdsa, illetve a kereskedelmi tigyletekben el6allo
zavarok elkeriilése érdekében e rendeletet csak 2008.
janudr 1-jét6l kell alkalmazni. Ugyanezen okokbdl
rendelkezni kell arrdl is, hogy a fenti id6pontot megels-
z8en a Kozosség teriiletén jogszerten elSllitott és cimké-
zett, illetve a Kozosségbe jogszertien importdlt és szabad
forgalomba bocsétott olivaolajok és olivamaradék-olajok

a készletek kimeriiléséig kereskedelmi forgalomban
maradhassanak.

(49 Az e rendeletben el6irt intézkedések dsszhangban dllnak
az Olivaolaj- és Etkezésiolajbogyé-piaci Irdnyitobizottsdg
véleményével,

ELFOGADTA EZT A RENDELETET:

1. cikk
A 2568/91/EGK rendelet a kovetkezSképpen médosul:

1. A 2. cikk (1) bekezdésének hatodik francia bekezdése
helyébe a kovetkezd szoveg 1ép:

,— a 2-gliceril monopalmitdt szdzalékdnak meghatdrozdsa a
VIL melléklet szerinti médszerrel,”.

2. A mellékletek az e rendelet mellékletében foglaltak szerint
modosulnak.

2. cikk

Ez a rendelet az Eurdpai Unié Hivatalos Lapjdban val6 kihirdetését
kovet6 harmadik napon 1ép hatélyba.

Ezt a rendeletet 2008. januar 1-jét6l kell alkalmazni.

Azonban azok a termékek, amelyeket 2008. janudr 1-je eldtt
jogszerfien gyartottak és cimkéztek az Eurdpai Kozosségben,
illetve jogszertien hoztak be az Eurépai Kozosségbe és bocsa-
tottak szabad forgalomba, a készletek kimeriiléséig forgalomba
hozhatdk.

Ez a rendelet teljes egészében kotelezd és kozvetlenill alkalmazandé valamennyi tagallamban.

Kelt Briisszelben, 2007. janius 21-én.

() HL L 161., 2004.4.30., 97. o.
() HL L 248.,1991.9.5,, 1. o. A legut6bb az 1989/2003/EK rendelettel
(HL L 295., 2003.11.13,, 57. 0.) mddositott rendelet.

a Bizottsdg részérdl
Mariann FISCHER BOEL
a Bizottsdg tagja
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MELLEKLET

A 2568/91/EGK rendelet mellékletei a kovetkezdképpen mddosulnak:

1.

Az osszefoglalds a kovetkez8képpen médosul:
a) a Il melléklet cime helyébe a kovetkezd cim 1ép:

»A szabad zsirsavak meghatdrozdsa hideg injektaldsos modszerrel”

b) a VIL melléklet cime helyébe a kovetkezd cim 1ép:

»A 2-gliceril monopalmitdt szdzalékdnak meghatdrozdsa”;

. Az L. melléklet helyébe a kovetkezd melléklet 1ép:
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3. Az 1. figgelék a kovetkezdképpen modosul:

a) az els6 francia bekezdés helyébe a kovetkezd szoveg 1ép:

,— Savassdg II. melléklet A szabad zsirsavak meghatdrozdsa hideg injektdldsos
médszerrel”

b) a harmadik francia bekezdés helyébe a kovetkezd szoveg 1ép:

,— A 2-pozicion taldlhaté teli-  VIL melléklet A 2-gliceril monopalmitdt szdzalékdnak meghatdrozdsa”;
tett zsirsavak meghatdrozdsa

. A 1L melléklet cime helyébe a kovetkezd szoveg 1ép:

+A SZABAD ZSIRSAVAK MEGHATAROZASA HIDEG INJEKTALASOS MODSZERREL”;

. A IV. melléklet helyébe a kovetkezd szoveg 1ép:

V. MELLEKLET

A VIASZTARTALOM MEGHATAROZASA KAPILLARIS GAZKROMATOGRAFIAVAL

1.  CEL

Ez a médszer az olivaolajok viasztartalmdnak meghatdrozdsdra szolgdlo eljdrast irja le. A viaszok levalasztdsa a
szénatomok szdma alapjdn torténik. A moddszer alkalmas a sajtoldssal és az extrakciéval kinyert olivaolajok
(olivamaradék-olajok) megkiilonboztetésére.

2. ALAPELV

A zsirszer(i anyag oszlopkromatografids elvilasztdsa, a megfelel6 belsG standard hozzdaddsaval, hidratdltszili-
kagél-oszlopon; a tesztkoriilmények kozott elsGként eludlodott (a trigliceridekénél kisebb polaritdsti) frakcid
levélasztdsa, majd kapilldris gdzkromatogréfia segitségével torténd analizise.

3. BERENDEZES

3.1. 25 ml-es térfogatii Erlenmeyer-lombik.
3.2. 15,0 mm bels§ dtmérdjd, 30-40 cm hossza kromatogréfids tivegoszlop csappal.

3.3.  Gézkromatograf kapilldris oszloppal torténd haszndlatra, a kovetkez6kbél ll6, kozvetlenill az oszlopra torténd
injektdldsra alkalmas rendszerrel felszerelve:

3.3.1. Termosztatikus kamra az oszlopok szdmdra (oszlopkemence), h6mérséklet-programozott fiitéssel.
3.3.2. Kozvetleniil az oszlopba vezetett, hideg befecskendezd rendszer.
3.3.3. Lang-ionizdcids detektor és konverter erdsitd.

3.3.4. Regisztral6-integrator berendezés a konverter erdsitGvel (3.3.3.) torténd hasznélatra, amelynek a vélaszideje nem
haladja meg az egy mdsodpercet, és viltoztathatd papirsebességti. (Lehetséges olyan informatizalt rendszerek
hasznélata is, amelyek alkalmasak a gdzkromatogrifiai adatok szdmit6gépes feldolgozasdra.)

3.3.5. Uvegbdl vagy omlesztett szilicium-dioxidbol késziilt 8-12 mm hosszdsgt, 0,25-0,32 mm bels§ atmérd;ji
kapilldris oszlop, belillrél egyenletesen 0,10-0,30 pm rétegvastagsdgt folyadékfézissal boritva. (a folyadékfézis
a célnak megfelels, kereskedelmi forgalomban SE-52 vagy SE-54 jelzésti lehet.)

3.4, 10 pl térfogatd mikrofecskendd kozvetleniil az oszlopra torténd injektdldshoz, keményitett téivel.
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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.

Vibral6 elektromos keverd.

Forgd pérologtaté.

Gorg6s kemence.

Analitikai mérleg, + 0,1 mg-os mérési pontossiggal.
Szokvényos laboratériumi {ivegeszkozok.

REAGENSEK

60 és 200 pm kozotti szemcesenagysagu szilikagél.

A szilikagélt 500 °C-on legalabb négy 6ran keresztiil melegiteni kell a kemencében. A kihdlést kovetSen a
felhaszndlt szilikagél-mennyiséghez képest 2 % vizet kell hozzdadni. Keverje 4t a keveréket megfelel6 médon,
amig egyenletes masszdt kap. Felhaszndlds el6tt legaldbb 12 6rdn keresztill tartsa sotét helységben.

n-hexdn, kromatografiai minGség.
Etil-éter, kromatogréfiai minGségd.
n-heptdn, kromatografiai mindségfi.

Hexédnos lauril-arachiddt standardoldat, 0,1 % (m/V) oldat (bels6 standard). (Palmitil palmitit vagy mirisztil
szteardt is megfelel.)

. Szuddn 1 (1-fenilazo-2-naftol).

Vivégdz: hidrogén és hélium, gazkromatogréfiai felhasznédlishoz megfelel tisztasagu.
Segédgazok:

— hidrogén, gdzkromatografiai felhasznaldshoz megfelel§ tisztasdaga,

— leveg6, gdzkromatografiai felhaszndlishoz megfelel§ tisztasdgu.

ELJARAS
A kromatogrifids oszlop el8készitése

Szuszpenddljon 15 g szilikagélt (4.1.) az n-hexdnban (4.2.), és toltse az oszlopba (3.2.). A teljes iilepedés utdn
elektromos rdzéberendezéssel (3.5.) tomoritse, hogy homogénebb kromatogréfids réteget kapjon. 30 ml n-
hexdnnal mossa 4t az oszlopot, az esetleges szennyezSdések eltdvolitdsa érdekében. Mérjen le pontosan a
mérleggel (3.8.) 500 mg-ot a mintdbol a 25 ml térfogatti Erlenmeyer-lombikba (3.1.), majd adja hozzd a
megfelel6 mennyiségl belsé standardot (4.5), a feltételezett viasztartalomnak megfeleléen. Példdul olivaolaj
esetében 0,1 mg lauril-arachidat oldatot, olivamaradék-olaj esetében 0,25-0,5 mg lauril-arachiddt oldatot
adjon hozzd. Az ily médon elSkészitett mintdt 2 x 2 ml n-hexdn segitségével vigye fel a kromatografids
oszlopra (4.2.).

Hagyja lefutni az oldatot 1 mm-rel az abszorbens felszine f6l¢, majd tovdbbi 70 ml n-hexdnnal mossa 4t az
oszlopot, a természetesen jelen 1évS n-alkdnok eltdvolitisa érdekében. Kezdje el a kromatogréfids eludlast, és
gytijtson ossze 180 ml 99:1 ardnyt n-hexdn-etil-éter elegyet tigy, hogy 10 mdsodpercenként megkozelitSleg 15
csepp folyjon dt. A minta eludldsit 22 + 4 °C -os szobahémérsékleten kell elvégezni.

Megjegyzések:
— A 99:1 aranyt n-hexan/etil-éter keveréket minden nap frissen kell elkésziteni.
— A viaszok megfelel§ eludléddsinak vizudlis ellen6rzése érdekében a mintaoldathoz hozzdadhat 100pl szuddnt, az eludlé

elegy 1 %-a ardnydban. Mivel a szinezGanyag retencids ideje a viaszok és a trigliceridek kozott helyezkedik el, amikor a
szinezék eléri a kromatogréfids oszlop aljat, fiiggessze fel az eludldst, ekkorra ugyanis valamennyi viasz eludlédott.
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5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.3.

Az igy kapott frakciot a rotdcids bepdrléban (3.6.) pdrolja szdrazra, amig az oldészer gyakorlatilag teljesen
elttinik belSle. Az olddszer utolsé 2 ml-ét gyenge nitrogéndrammal tévolitsa el; majd adjon hozzd 2-4 ml n-
heptant.

Gézkromatogrifids elemzés
El6zetes miiveletek

A kapilldris oszlopot illessze be a gdzkromatogrifba (3.3) dgy, hogy az oszlop bemenetét az oszlopra szerelt
(on-column«) rendszerhez, az oszlop kimenetét pedig a detektorhoz csatlakoztassa. Végezze el a gazkroma-
togréfiai rendszer Osszeszerelésének dltaldnos ellendrzését (gazszerelvények szorossdga, a detektor hatékonysaga,
a regisztrdl6 rendszer hatékonysdga stb.).

Az els§ alkalommal hasznélt kapilldris oszlopokat kondiciondlni kell. Fiivasson 4t egy kevés vivGgazt a kapilldris
oszlopon, majd kapcsolja be a gazkromatografids berendezést. Melegitse fokozatosan addig, amig koriilbeliil 4
ora elteltével eléri a 350 °C hdmérsékletet. Ezt a h6mérsékletet tartsa legalabb két 6ran keresztiil, majd hozza a
berendezést iizemi koriilmények kozé (gdzdram szabilyozdsa, bontdling begyijtisa, csatlakoztatds az elektro-
nikus {r6hoz (3.3.4.), a kapilldris oszlop kemencéje, a detektor hémérsékletének bedllitdsa stb.) és dllitsa be a
jelet az analizis sordn tervezett legmagasabb szintnél legalabb kétszer nagyobb érzékenységre. Az alapvonalnak
linedrisnak kell lennie, illetve mindennemd csticst6l és ingadozdstél mentesnek.

A negativ egyenes vonalii drift az oszlop illesztékeinek tokéletlen tomitettségét, mig a pozitiv drift az oszlop
nem megfelel6 kondicionaldsat jelzi.

Az iizemi korillmények megvdlasztdsa

Altaldban véve az irinyadé iizemi korilmények a kovetkezok:

— oszlophdmérséklet:

20 °Cfperc 5 °Clperc 20 °Cfperc
kiinduldsi — 240 °C — 325°C — 340 °C
hémér- ') (10')
séklet: 80 °C
1)

— a detektor hémérséklete: 350 °C,

— a befecskendezett anyag mennyisége: 1 pl az n-heptdnoldatbdl (2—-4 mil),

— viv8gdz: hélium vagy hidrogén, a kivélasztott gdz szdmadra optimdlis linedris sebességgel (ldsd a fiiggeléket),
— a berendezés érzékenysége: az aldbbi koriilményeknek megfelelGen:

A fenti feltételek az oszlop és a gdzkromatograf jellemzdinek megfelelen modosithatok, hogy a kapott
kromatogramok lehet6vé tegyék valamennyi viasz levalasztdsat, a csicsok kielégits felbontdsban ldthaték
legyenek (lisd az dbrat), mikozben a C3, bels§ standard retenciés ideje 18 + 3 perc. A viaszok legreprezenta-
tivabb csticsa a teljes skalaérték minimum 60 %-a legyen.

A csticsok integrdldsdhoz a paramétereket tigy kell bedllitani, hogy az lehet6vé tegye az érintett csicsok
teriileteinek pontos becslését.

Megjegyzés: Tekintettel a magas véghémérsékletre, pozitiv drift el6forduldsa elfogadhatd, amely azonban nem haladhatja meg a
teljes skalaérték 10 %-at.

Az elemzés végrehajtisa

A 10 pl térfogati mikrofecskendd segitségével szivjon fel 1 pl oldatot; a mikrofecskendd dugattydjat felfelé
mozgatva iiritse ki a tiit. A tiit vezesse be a befecskendez8 berendezés valaszfaldn, majd egy-két mdsodperc
elmaltéval fecskendezze be gyorsan az oldatot, és 6t mdsodperc mulva lassan hizza ki a tit.

Addig folytassa a rogzitést, ameddig a viaszok teljesen eludlodtak.

Az alapvonalnak minden esetben meg kell felelnie az el6irt feltételeknek.
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5.4.

5.5.

A csicsok azonositisa

Az egyes cstcsok azonositdsdt a retenciés id6 alapjin és az azonos koriilmények kozott analizdlt, ismert
retencios idejti viaszkeverékekkel Gsszehasonlitva végezze.

A sziiz olivaolajban taldlhaté viaszok kromatogramja az dbran lathato.

Mennyiségi értékelés

A belsé standard és a nyilt szénldncti C49—Cyq észterek csticsainak teriiletét elektronikus integraldssal szamitsa
ki.

Az egyes észterek mglkg zsirszeri anyagban kifejezett viasztartalmdt a kovetkezd képlet segitségével lehet
kiszdmitani:

Ay x mg x 1000

észter, mg/kg = o m

ahol:

Ay = az egyes észterek csicsdnak terillete négyzetmilliméterben;
A; = a bels6 standard csicsdnak teriilete négyzetmilliméterben;
my = a hozzdadott bels§ standard tomege milligrammban;

m = a meghatdrozni kivint minta tomege grammban.

AZ EREDMENYEK KIFEJEZESE

Jegyezze fel a killonboz8 C4g—Cy¢ viasztartalmak Osszegét mgfkg zsirszerdi anyagban megadva (ppm).
Megjegyzés: A meghatdrozandd osszetevék a Cyp-es és a Cy-0s észterek kozotti tartomdnyban 1évé pdros szénatomok
csticsainak felelnek meg, az aldbbi dbrdn ldthat6 olivaolajviasz-kromatogram példdjanak megfelelGen. Ha a Cy4-0s észter

duplén jelenik meg, az azonositds érdekében tandcsos elvégezni egy olyan olivamaradék-olaj viaszfrakcidinak az analizisét,
amelyen a Cy¢-0s cstics konnyen felismerhetd, mivel tisztdn kiemelkedik.

Az eredményeket egy tizedesjegy pontossdgig kell megadni.
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Egy olivaolaj viasztartalmainak kromatogramja (¥)

30 .00_1 1 I
I.S.
25.004
20 00|
15.00
4
3
10 .00
2
2 3
\
500 3
W
0004 L 1 e
1 6
T T T T T T T
(o] 5 10 15 20 25 30 35
Jelmagyardzat::
LS. = Lauril-arachiddt
1. = Diterpén észterek
2+ 2" = (4 -es észterek
3+ 3" = Cy4 -es észterek
4 + 4" = Cyy -es észterek Cyy
5. = (44 -0s észterek
6. = Szterinészterek és triterpénes alkohol.

(*) A szterinészterek eludléddsa utdn a kromatogréfids vonalon nem mutatkozhatnak jelentds csiicsok (trigliceridek).

Fiiggelék
A gdz linedris sebességének meghatdrozisa

Fecskendezzen be 1-3 p metédnt (vagy propant) a normdl iizemi koriilményekre bedllitott gdzkromatografba. Stopper-
ora segitségével mérje meg a metdn vagy propan oszlopon torténé dtdramldsanak idejét, a befecskendezés pillanatdtl a
cscs eludldsanak pillanatdig (ty).

A linedris sebességet — cm/s-ben — az Lfty Osszefiiggés adja meg, ahol L az oszlop hossziisiga cm-ben, ty pedig a
stopperérdval mért id6 mdsodpercben.”;
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6. A VIL melléklet helyébe a kovetkezd szoveg 1ép:

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.12.

3.13.

3.14.

3.15.

3.16.

3.17.

3.18.

3.19.

VII. MELLEKLET

A 2-GLICERIL MONOPALMITAT SZAZALEKANAK MEGHATAROZASA

CEL £S ALKALMAZASI TERULET

Ez a médszer a palmitinsav-tartalom meghatdrozdsdnak analitikus eljardsdt {rja le a trigliceridek 2-pozi-
ci6jan, a 2-gliceril monopalmitdt szdzalékdnak értékelésének segitségével.

A mddszer a szobahdmérséklett (20 °C), folyékony novényi olajokra alkalmazhato.

ALAPELV

Az el6készités utdn az olajminta reakciéba 1ép a pankreatin-lipizzal: a triglicerid molekula 1- és 3-
pozicidjan végbemend részleges és specifikus hidrolizis nyomdn elvalasztédnak a 2-pozicion 1évé mono-
gliceridek. A monoglicerid-frakcion belil a 2-gliceril monopalmitdt szdzalékdt — a szililesedés utdn —
kapilldris gdzkromatografia segitségével hatdrozzuk meg.

BERENDEZES ES LABORATORIUMI ESZKOZOK

25 ml térfogatd Erlenmeyer-lombik
100, 250 és 300 ml térfogatii f6zGpoharak

21-23 mm belsé 4tmérdj, 400 mm hosszi kromatogréfids iivegoszlop osszesiitott iiveglemezzel a
csapndl

10, 50, 100 és 200 ml térfogatii kalibralt kémcsovek

100 és 250 ml térfogati gombolyd fenekd lombik

Forgd pdrologtatd

10 ml térfogatti, kapos aljii centrifugakémes§ csiszolt iivegdugdval
Laboratériumi centrifuga 10 és 100 ml térfogatd kémesovekkel

A hémérsékletet 40 °C + 0,5 °C-on tartd termosztat

1 és 2 ml térfogatd mérGpipettak

1 ml-es fecskend§

100 pl-es mikrofecskendd

1000 ml-es tolesér

Gézkromatograf kapilldris oszloppal, az aldbbiakbdl éll6, kozvetleniil az oszlopra torténd injektdldsra
alkalmas»on column« rendszerrel, valamint a kivédlasztott h6mérsékletet 1 °C pontossdggal tarté kemen-
cével felszerelve

Kozvetleniil az oszlopba vezetett, »on column« hideg befecskendezd rendszer
Langionizaci6s detektor és elektrométer

Regisztrdlé-integritor berendezés az elektrométerrel torténd haszndlatra, amelynek a vdlaszideje nem
haladja meg az egy mdsodpercet, és valtoztathat6 papirsebességii

Uvegb()’l vagy omlesztett szilicium-dioxidbdl késziilt, 8—12 méter hossziisagi, 0,25-0,32 mm belsS dtmé-
16jtd, 5 % 0,10-0,30 pm rétegvastagsdgd metil-polisziloxdnnal vagy fenil-metil-polisziloxdnnal bélelt kapil-
laris oszlop, amely 370 °C-on hasznalhat6

10 pl-es, legaldbb 7,5 cm hosszii mikrofecskendd keményitett tiivel, kozvetleniil az oszlopra torténd
injektdldshoz.
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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.

REAGENSEK

0,063 és 0,200 mm kozotti szemesenagysagt szilikagél (70/280 mesh), a kovetkezdképpen elkészitve:
helyezze a szilikagélt egy porceldn csészébe, 160 °C-os kemencében szdritsa ki 4 6rdn keresztiil, majd
hagyja kihdlni szobahSmérsékleten egy szdritoban. Adjon hozzd a szilikagél silya 5 %-dnak megfelels
vizmennyiséget a kovetkezGképpen: egy 500 ml térfogati Erlenmeyer-lombikban mérjen le 152 g szili-
kagélt, adjon hozzd 8 g desztilllt vizet, dugaszolja be, majd évatosan rdzza fel, hogy a viz egyenletesen
oszoljon el. Felhaszndlds elStt hagyja dllni legaldbb 12 6rdig.

n-hexdn (kromatogréfiai mingségt)

Izopropanol

Izopropanol, vizoldat 1/1 (V/V)

Pankreatin lipdz. A felhaszndlt lipdznak 2,0 és 10 lipdz egység/mg lipaztevékenységet kell mutatnia
(Kereskedelmi forgalomban is kaphatok 2 és 10 lipdz egységfenzim mg lipdztevékenységet mutatd pan-

kreatin lipdzok.)

Tris-hidroximetilaminometdn-pufferoldat: 1 M vizes oldatdt éllitsa be pH 8 értékiire koncentrdlt HCI
(s6sav) (1/1 V|V) hozzdadisdval (ellenSrizze potenciométerrel)

Natrim-koldt (enzim mindségd), 0,1 %-os vizes oldat (ezt az oldatot az elkészitését kovetS 2 héten beliil
fel kell haszndlni)

Kalcium-klorid, 22 %-os vizes oldat

Dietil-éter kromatogréfidhoz

KifejlesztGoldat: n-hexdn/dietil-éter keverék (87/13) (V/V)

Naétrium-hidroxid, (stlyra) 12 %-os oldat

Fenolftalein, 1 %-os etanol oldat

Viv6géz: hidrogén vagy hélium, gdzkromatografiai felhasznaldshoz megfelel§ tisztasdgii

Segédgdzok: hidrogén, minimum 99 %-os, nedvességtdl és szerves szennyezddésektSl mentes, illetve
leveg6, szintén gazkromatografiai felhaszndldshoz megfelel§ tisztasdgi

Szilanizdciés reagensek: 9/3/1 (V/V|V) ardnyt piridin-hexametildiszilizin-trimetilkloroszilin keverék. A
hasznélatra kész oldatok kereskedelmi forgalomban kaphatok; egyéb szilanizdcids reagensek is felhaszndl-
haték, mint példaul N, 0-bis (trimetilszilil) trifluoroacetamid + 1 % trimetilkloroszilin azonos térfogatt
viztelen piridinnel val6 keveréshez.

Referenciamintdk: tiszta monogliceridek, vagy olyan monoglicerid-keverékek, amelyeknek ismert, a
mintdhoz hasonld szdzalékos osszetételiik van.

ELJARAS
A minta elGkészitése

A 3 %-nal kisebb szabad savassigt olajokat nem sziikséges semlegesiteni a szilikagéllel elvégzett oszlop-
kromatogrifia el6tt. A 3 %-ndl nagyobb szabad savassigd olajokat az 5.1.1.1. pontnak megfelelGen
semlegesiteni kell.

Toltsén az 1 000 ml-es tolesérbe (3.13.) 50 g olajat és 200 ml n-hexdnt. Adjon hozzd 100 ml izopro-
panolt, és az olaj 5 %-kal megemelt szabad savassigdnak megfelel6 mennyiségli 12 %-os natrium-hidroxid
oldatot (4.11.). Egy percen keresztiil rdzza erételjesen. Adjon hozzd 100 ml desztilldlt vizet, majd rdzza fel
ismét, ezutdn hagyja leiilepedni.

A levélasztast kovetSen tdvolitsa el az alsé szappanréteget. Tavolitsa el az esetleges tobbi réteget (nyélka,
oldhatatlan anyag) is. Mossa 4t a semlegesitett olaj hexdnoldatdt tobbszor 50-60 ml 1/1 (V|V) izopropa-
nolfviz oldatban (4.4.), amig a fenolftalein rézsaszin drnyalata el nem tdinik.

A hexdn nagyobbik részét tavolitsa el vdkuum alatt végzett bepdrldssal (haszndljon példdul forgd péro-
logtatot), és toltse at az olajat egy 100 ml-es gombolyd lombikba (3.5.). Széritsa ki az olajat vakuumban,
amig az oldészer teljesen el nem tavozik.

Az eljérds végén az olaj savassigdnak 0,5 %-ndl alacsonyabbnak kell lennie.
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5.1.2.

5.2.
5.2.1.

A fent leirtak szerint el6készitett olajbdl 1,0 g-ot toltson egy 25 ml térfogatii Erlenmeyer-lombikba (3.1.),
és oldja fel 10 ml kifejlesztGoldatban (4.10.). Hagyja leiilepedni az oldatot legaldbb 15 percen keresztiil, a
szilikagéllel végzett oszlop-kromatogrifia elétt.

Ha az oldat zavaros, centrifugdzza ki, a kromatografidhoz sziikséges optimdlis feltételeket teremtve.
(Hasznélatra kész, 500 mg-os SPE szilikagél hiivelyek is felhasznalhatok a célra).
A kromatogrdfids oszlop el6készitése

Ontson az oszlopba (3.3.) megkézelitéleg 30 ml kifejlesztSoldatot (4.10.), helyezzen az oszlop alsé felébe
iivegrid segitségével egy vattadarabot; nyomkodja meg, hogy a levegé tivozzon beldle.

Egy f6z6pohdrban készitsen szuszpenziét, 25 g szilikagélt (4.1.) megkozelitSleg 80 ml kifejlesztGoldatban
feloldva, és egy tolesér segitségével ontse az oszlopba.

Ellendrizze, hogy az egész szilikagél be lett toltve az oszlopba; mossa it a kifejlesztGoldattal (4.10.), nyissa
ki a csapot, és hagyja, hogy a folyadék szintje érjen fel megkozelitSleg 2 mm-rel a szilikagél fels§ szintje
folé.

Oszlopkromatogrdfia
Egy 25 ml térfogatd Erlenmeyer-lombikban (3.1.) mérjen le pontosan 1,0 g, az 5.1. pontnak megfelelSen

el6készitett mintét.

Oldja fel a mintit 10 ml kifejlesztSoldatban (4.10.). Az igy kapott oldatot ontse az 5.1.3. pontnak
megfelelSen el6készitett kromatografids oszlopba. Keriilje az oszlop felszinének mozgatisat.

Nyissa meg a csapot, és hagyja dtfolyni a mintaoldatot, amig az el nem éri a szilikagél szintjét. Fejlessze ki
150 ml kifejlesztSoldattal. Allitsa a térfogatdramot 2 ml/percre (Gigy, hogy koriilbelill 60-70 perc alatt 150
ml oldat folyjon 4t az oszlopba).

Az eludtumot fogja fel egy elGzetesen lemért, 250 ml térfogatd gombolyd lombikban. Vikuum alatt
parologtassa el az olddszert, az utolsé6 nyomokat nitrogéndram segitségével tavolitva el.

Mérje le a gombolyii lombikot, és szdmitsa ki a kinyert kivonatot.

(Hasznalatra kész SPE szilikagél hiivelyek haszndlata esetén a kovetkezSképpen jirjon el: Ontsén 1 ml
oldatot (5.1.2.) az el6zetesen 3 ml n-hexdnnal el6készitett hiivelyekbe.)

Az dtmosds utdn fejlessze ki az oldatot 4 ml 9/1 (V|V) ardnyl n-hexdn/dietil-éter keverékkel.

Fogja fel az eludtumot egy 10 ml térfogati kémcsében, és pérologtassa el nitrogéndram segitségével a
teljes kiszdraddsig.

A kiszdritott maradékot tegye ki a pankreatin-lipiz hatdsdnak (5.2.). Rendkiviil fontos, hogy SPE hiivelyen
val$ édthaladds elétt, illetve utdn egyardnt ellendrizze a zsirsavosszetételt).

Hidrolizis pankreatin-lipizzal

Mérjen a centrifugakémcsébe 0,1 g, az 5.1. pontnak megfelel6en elGkészitett olajat. Adjon hozzd 2 ml
pufferoldatot (4.6.), 0,5 ml ndtrium-kolat-oldatot (4.7)) és 0,2 ml kalcium-klorid-oldatot; minden hozzi-
adds utdn alaposan rdzza fel a keveréket. Zdrja le a kémcsovet a csiszolt dugéval, majd tegye a 40 = 0,5 °C
hémérsékleten tartott termosztitba (4.17.).

Adjon hozzd 20 mg lipdzt, rdzza fel alaposan (keriilje a dugd benedvesedését), majd tegye a kémcsovet a
termosztitba pontosan 2 percre. Ezutdn vegye ki, rdzza fel erdteljesen pontosan 1 percig, és hagyja
kihdlni.

Adjon hozzd 1 ml dietil-étert, zdrja le a dugéval és erteljesen rdzza fel, majd centrifugalds utin az
éteroldatot mikrofecskendd segitségével ontse at egy tiszta és szdraz kémcsdbe.

A szilanizdlt szirmazékok és a gdzkromatogrifia elGkészitése

Egy mikrofecskendd segitségével toltson 100 pl oldatot (5.2.3.) egy 10 ml térfogatti kipos fenekd
kémesébe.

Enyhe nitrogéndrammal pdrologtassa el az olddszert, adjon hozzd 200 yl szilanizdciés reagenst (4.15.),
dugaszolja be a kémcsovet, és hagyja ilepedni 20 percig.

A 20 perc leteltével adjon hozzd 1-5 ml n-hexdnt (a kromatografiai korilmények fiiggvényében): az igy
kapott oldat készen 4ll a gdzkromatogréfids eljardsra.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

Gézkromatogrifia

Az tizemi koriilmények a kovetkezdk:

— az injektor hdmérséklete (oszlopra szerelt »on column« injektor): az olddszer forraspontjandl (68 °C)
alacsonyabb,

— a detektor hémérséklete: 350 °C,

— az oszlop hémérséklete: a kemence hémérsékletének programozdsa: 1 percig 60 °C, percenként 15 °C-
kal emelve 180 °C-ig, majd percenként 5 °C-kal 340 °C-ig, majd 13 percig 340 °C,

— viv6géz: hidrogén vagy hélium, az 1. dbrdn tikkr6z8dS felbontdshoz sziikséges linedris sebességre
bedllitva. A Cs, triglicerid retenci6s idejének 40 + 5 percnek kell lennie (ldsd a 2. dbrdt). (A fent
leirt tizemi koriilmények tdjékoztatd jellegiek. Minden esetben optimalizdlni kell ket a kivant
felbontds elérése érdekében. A 2-gliceril monopalmitdtnak megfelel6 csiics minimélis magassdgdnak
a regisztrdld berendezés skdldja 10 %-dnak kell lennie),

— a befecskendezett anyag mennyisége: 0,5-1 ul n-hexdn oldat (5 ml) (5.3.3).

A csticsok azonositdsa

Az egyes monogliceridek azonositdsat a retenci6s iddk alapjan, és az azonos koriilmények kozott analizéle
standard monoglicerid-keverékek retencids idejével dsszehasonlitva kell elvégezni.

Mennyiségi értékelés

Az egyes csticsok teriiletét elektronikus integréldssal szdmitsa ki.

AZ EREDMENYEK KIFEJEZESE

A gliceril monopalmitdt szdzalékdt az ehhez tartozé cstics teriilete, illetve az 6sszes monoglicerid csticsok
teriiletének Osszege kozotti ardny alapjan szdmitsa ki (ldsd a 2. dbrdt), a kovetkezd képlet alapjan:

X

A

x 100

ahol:

>
I

a gliceril monopalmitdthoz tartozé cstcs teriilete
SA = az Osszes monogliceridcsics teriiletének Osszege
Az eredményt egy tizedesjegy pontossdgig kell megadni.

ANALIZIS JEGYZOKONYV

Az analizis jegyzSkonyvnek a kovetkezdket kell tartalmaznia:

— a fenti mddszerre vald hivatkozas,

— a minta maradéktalan azonositdsdhoz sziikséges mindenfajta informaécio,
— az analizis eredménye,

— a fenti mddszertdl, akdr az érintett felek dontésébdl, akar egyéb okbdl kifolydlag torténd mindennemd
eltérés,

— a laboratérium részletes azonositdsa, az analizis id6pontja és az analizisért felelds személyek aldirdsa.
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1. dbra

A 20 % észterezett olajjal (100 %) kevert finomitott olivaolajra kifejtett lipdzhatds nyomdn kelet-
kezett szilanizicibs reakciétermékek kromatogramja.
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+20% észlerezett olaj
17.89
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2. dbra

Kromatogram:

(A) nem észterezett olivaolaj, a lipizreakci6 utdn; a szilanizicié utdn; ilyen koriilmények kozott

(8-12 m-es kapilldris oszlop) a viaszfrakci6 a digliceridfrakciéval egy iddben, vagy kevéssel
utdna eludlédik.

A lipdzreakci6 utdn a triglicerid-tartalom nem haladhatja meg a 15 %-ot.

A
| *k
*
1 ‘—2 3 4
1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45

Jelmagyardzat::

1

2

*%

Szabad zsirsavak
Monogliceridek
Digliceridek
Trigliceridek
2-monopalmitin

Cs, triglicerid
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Kromatogram:

(B) észterezett olaj a lipzreakci6 utdn; a szilanizicié utdn; ilyen korillmények kozott (8-12 m-es
kapilldris oszlop) a viaszfrakcié a digliceridfrakciéval egy idGben, vagy kevéssel utina elud-

16dik.

A lipdzreakcié utdn a triglicerid-tartalom nem haladhatja meg a 15 %-ot.
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Jelmagyardzat:
1 = Szabad zsirsavak
2 = Monogliceridek
3 = Digliceridek
4 = Trigliceridek
* = 2-monopalmitin
** = (Cyy triglicerid
MEGJEGYZESEK

1. megjegyzés: A LIPAZ ELKESZITESE

Kielégitd lipazaktivitdst lipdzok kaphatok kereskedelmi forgalomban, de lehetséges laboratériumi elkészitésiik is a kovet-
kezSk szerint:

Hiitson le 5 kg friss sertés-hasnydlmirigyet 0 °C hémérsékletre. Tavolitsa el a kornyezd szildrd zsiradékot és a kotd-
szovetet, majd dorzsolje szét egy kever8gépben, hogy pépes folyadékot kapjon. A keverével keverje Gssze a pépet 2,5 1
vizmentes acetonnal 4-6 6rdn keresztiil, majd centrifugdlja. Extrahdlja a maradékot még hdromszor, azonos mennyiség
acetonnal, majd két alkalommal aceton és dietil-éter 1/1 (V/V) keverékével, majd kétszer dietil-éterrel.

Széritsa a maradékot in vacuo 48 6rdn keresztiil, hogy stabil port kapjon, amely hitdszekrényben és nedvességtdl védve
hosszan tdrolhatd.
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2. megjegyzés: A LIPAZ AKTIVITASANAK BEALLITASA

Készitsen olivaolaj-emulzidt a kovetkezSképpen:

MegfelelS keverdben 10 percen keresztiil rizza dssze a 165 ml 100 g[l-es gumiardbikum-oldatbdl, 15 g jégziizalékbol és
20 ml el8zetesen semlegesitett olivaolajbdl dll6 keveréket.

Egy f6z6pohdrba tegyen 10 ml-t ebbdl az emulziébol, majd ezutdn 0,3 ml 0,2 g/ml-es natrium-koldt oldatot és 20 ml
desztilldlt vizet.

Tegye a f6z6poharat egy 37 °C hémérsékleten tartott termosztitba; helyezze bele egy pH-mér§ elektrodiit és egy
keverspiralt.

Egy biiretta segitségével cseppenként adagoljon ndtrium-hidroxid-oldatot (0,1 N), amig a pH-érték 8,3 nem lesz.

Adjon hozzd megfelel6 mennyiséget a lipdz vizes szuszpenzidjabdl (0,1 g/ml lipdz). Amint a pH-mér§ 8,3-at mutat,
inditsa el a stopperérat, és olyan sebességgel csepegtesse a ndtrium-hidroxid-oldatot, hogy a 8,3 pH-érték megmaradjon.
Minden percben olvassa le a felhasznalt ligoldat térfogatat.

A megfigyeléseket rogzitse grafikonon, az idGértékeket haszndlva abszcisszaként, az dllandé pH-érték fenntartdsihoz
szitkséges 0,1 N-es ligoldat ml-ben kifejezett térfogatdt pedig ordindtaként. Linedris grafikont kell kapnia.

A felhaszndlt por lipdz egység/mg-ban kifejezett aktivitdsa a kovetkezd képlettel hatdrozhaté meg:

VXN x100
B m

A

ahol:

A a lipdz egység/mg-ban kifejezett aktivitdsa,

<

a percenként felhasznalt natrium-hidroxid-oldat ml-ek szdma (a grafikonbdl kiszdmitva),
N a ndtrium-hidroxid-oldat moldris koncentracidja,
m  a lipdz por vizsgdlt mennyiségének tomege mg-ban.

A lipazegység definiciéja a kovetkezd: az az enzimmennyiség, amely percenként 10 p-savekvivalenst szabadit fel.”;

7. A X. A. melléklet 6.2. pontja helyébe a kovetkezd szoveg 1ép:

,6.2. A metil-észterek el6készitése a X B. mellékletben leirt B eljdrds szerint torténik. A 3 %-ndl magasabb szabad

savtartalma zsirszerdi anyagokat elGzetesen semlegesiteni kell a VIL melléklet 5.1.1. pontjdban meghatrozott
modszer szerint.”



