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Tato evropska norma byla schvalena CEN dne 2017-04-03.

Clenové CEN jsou povinni splnit vnitini predpisy CEN/CENELEC, v nichZ jsou stanoveny podminky,
za kterych se této evropské normé bez jakychkoliv modifikaci udéluje status narodni normy.
Aktualizované seznamy a biblio-

grafické citace tykajici se téchto narodnich norem Ize obdrzet na vyZadani v Ridicim centru CEN-
CENELEC nebo u kteréhokoliv ¢lena CEN.

Tato evropska norma existuje ve trech oficialnich verzich (anglické, francouzské, némecké). Verze
v kazdém jiném jazyce prelozena ¢lenem CEN do jeho vlastniho jazyka, za kterou zodpovida a kterou
notifikuje Ridicimu centru CEN-CENELEC, mé stejny status jako oficidlni verze.
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Cleny CEN jsou narodni normalizaéni organy Belgie, Bulharska, Byvalé jugoslavské republiky
Makedonie, Ceské republiky, Danska, Estonska, Finska, Francie, Chorvatska, Irska, Islandu, Itélie,
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Evropska predmluva

Tento dokument (EN ISO 12966-2:2017) vypracovala technicka komise ISO/TC 34 Potravindrské
vyrobky ve spolupraci s technickou komisi CEN/TC 307 Olejnatd semena, rostlinné a zivocisné tuky
a oleje a jejich vedlejsi produkty - Metody odbéru vzorkil a analyzy, jejiz sekretariat zajistuje
AFNOR.

Této evropské normeé je nutno nejpozdéji do rijna 2017 udélit status narodni normy, a to bud'
vydanim identického textu, nebo schvalenim k primému pouzivani, a narodni normy, které jsou s ni
v rozporu, je nutno zrusit nejpozdéji do rijna 2017.

Upozornuje se na moznost, ze nékteré prvky tohoto dokumentu mohou byt predmétem patentovych
prav. CEN [a/nebo CENELEC] nelze Cinit odpovédnym za identifikaci jakéhokoliv nebo vSech
patentovych prav.

Tento dokument nahrazuje EN ISO 12966-2:2011.

Podle vnitinich predpisut CEN-CENELEC jsou tuto evropskou normu povinny zavést narodni
normalizaCni organizace nasledujicich zemi: Belgie, Bulharska, Byvalé jugoslavské republiky
Makedonie, Ceské republiky, Dénska, Estonska, Finska, Francie, Chorvatska, Irska, Islandu, Italie,
Kypru, Litvy, LotySska, Lucemburska, Madarska, Malty, Némecka, Nizozemska, Norska, Polska,
Portugalska, Rakouska, Rumunska, Recka, Slovenska, Slovinska, Spojeného krélovstvi, Srbska,
Spanélska, Svédska, Svycarska a Turecka.

Oznéameni o schvaleni

Text ISO 12966-2:2017 byl schvalen CEN jako EN ISO 12966-2:2017 bez jakychkoliv modifikaci.
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Predmluva

ISO (Mezinarodni organizace pro normalizaci) je celosvétova federace narodnich normaliza¢nich organt
(¢lent1 ISO). Mezinarodni normy obvykle vypracovavaji technické komise ISO. Kazdy ¢len ISO, ktery
se zajima o predmeét, pro ktery byla vytvorena technicka komise, ma pravo byt v této technické
komisi zastoupen. Préce se zucastnuji také vladni i nevladni mezinarodni organizace, s nimiz ISO
navazala pracovni styk. ISO tzce spolupracuje s Mezinarodni elektrotechnickou komisi (IEC) ve vSech
zalezitostech normalizace v elektrotechnice.

Postupy pouzité pri tvorbé tohoto dokumentu a postupy urc¢ené pro jeho dalsi udrzovani jsou
popsany ve smérnicich ISO/IEC, ¢ast 1. Zejména se ma vénovat pozornost rozdilnym schvalovacim
kritériim potrebnym pro rizné druhy dokumentt ISO. Tento dokument byl vypracovan v souladu
s redak¢nimi pravidly uvedenymi ve smérnicich ISO/IEC, ¢ast 2 (viz www.iso.org/directives).

Upozornuje se na moznost, Ze nékteré prvky tohoto dokumentu mohou byt predmétem patentovych
prav. ISO nelze Cinit odpovédnou za identifikaci jakéhokoliv nebo vSech patentovych prav. Podrobnosti
o jakychkoliv patentovych pravech identifikovanych béhem pripravy tohoto dokumentu budou
uvedeny v uvodu a/nebo v seznamu patentovych prohlaseni obdrzenych ISO (viz
Www.iso.org/patents).

Jakykoliv obchodni nazev pouzity v tomto dokumentu se uvadi jako informace pro usnadnéni prace
uzivatelll a neznamena schvéleni.

Vysvétleni vyznamu specifickych termint a vyrazi ISO, které se vztahuji k posuzovani shody, jakoz
i informace o tom, jak ISO dodrzuje principy WTO tykajici se technickych prekazek obchodu (TBT),
jsou uvedeny na tomto odkazu URL: Foreword - Supplementary information.

Tento dokument vypracovala komise ISO/TC 34 Potravindrské vyrobky, subkomise SC 11 Zivocisné
a rostlinné tuky a oleje.

Toto druhé vydani zrusSuje a nahrazuje prvni vydani (ISO 12966-2:2011) a je jeho revizi mensiho
rozsahu.

Zmény oproti predchozimu vydani jsou nasledujici:
- vyrobky z mléka a mléénych tukl jsou vynaty z predmétu normy.

Seznam vSech Casti rady ISO 12966 naleznete na webovych strankach ISO.


http://www.iso.org/directives
http://www.iso.org/patents
http://www.iso.org/iso/home/standards_development/resources-for-technical-work/foreword.htm

Uvod
Obecneé

Oleje a tuky (tj. kapalné a pevné lipidy) jsou sloZeny prevazné z esterti mastnych kyselin a glycerolu
(triacylglyceroly, TAG) s mens$im mnozstvim esteru mastnych kyselin sterolu a alifatickych alkoholl
s dlouhym retézcem. Vzhledem k vysoké molekulové hmotnosti TAG a jejich nasledné nizké tékavosti
jsou obtizné stanovitelné primo plynovou chromatografii (GC), a to zejména, pokud je poZzadovana
podrobnd analyza nenasycenych mastnych kyselin. Mastné kyseliny se Spatné chromatograficky
stanovuji (s vyjimkou mastnych kyselin s kratkymi retézci, napr. kyselina butanova a pentanova).

V praxi je proto lepsi pred GC vytvorit estery mastnych kyselin, obvykle methylestery (FAME).

Analyza oleju a tuku byla rozsahle prezkoumana v odkaze [9].

Vytvoreni FAME je rozhodujici fazi v analyze mastnych kyselin. Nekvantitativni prevedeni mastnych
kyselin na FAME, zména struktury mastnych kyselin (napr. pozi¢ni a geometrické zmény pritomnych
isomeru) a tvorba nemethylesterovych (non-FAME) artefaktti mastnych kyselin, to vée miize ovlivnit
kvantitativni stanoveni sloZzeni mastnych kyselin.

Transesterifikace je jednim z mechanizmu, ktery mize byt pouZit pro vytvoreni FAME z estert
mastnych kyselin v tucich (napf. triacylglycerolu). Pro tvorbu FAME muze byt pouzit postup bazicky
nebo kysele katalyzované transesterifikace v methanolovém médiu; postup muze byt oznacen jako
transmethylace. Transmethylace je vratny proces a pro udrzeni rovnovazného stavu je vyZzadovan
velky prebytek methanolu, coz podporuje tvorbu FAME. Voda muze zabranit dokonceni reakce,

a proto by jeji pritomnost méla byt minimalizovdna. Bazicky katalyzované postupy netvori FAME

z volnych mastnych kyselin, vzhledem k tvorbé soli mastnych kyselin.

Esterifikace je mechanizmus kyselé katalyzy, ktery muze byt pouzit pro tvorbu FAME z mastnych
kyselin. Je mozné, Ze ve vzorku zkoumaného tuku jsou prirozené pritomné mastné kyseliny. Tvorba
FAME timto mechanizmem je bézné oznaCovana jako methylace. A i zde je nezbytnym predpokladem
pro kvantitativni tvorbu FAME prebytek methanolu a nepritomnost vody.

Tato norma poskytuje pokyny pro pripravu methylestera mastnych kyselin. Jako podpora téchto
pokynu jsou specifikovany ruzné postupy pripravy methylesteru mastnych kyselin. Tyto postupy
zahrnuji:

a) ,rychlou” transmethylaci za bazickych podminek;

b) ,obecnou” transmethylaci/methylaci za postupnych bazickych a kyselych podminek;

¢) transmethylaci/methylaci fluoridem boritym (BF.).

»Rychld” metoda transmethylace za podminek bazické katalyzy

Tato metoda je pouzitelna pro béznou analyzu jedlych tuku a olejl, obsahujicich mastné kyseliny az
po kyselinu butanovou (C4:0) a/nebo pro stanoveni kyseliny butanové nebo kyseliny hexanové (C6:0)
pomoci GC s pouzitim vnitrniho standardu.

Bazické katalyzatory transesterifikuji neutralni lipidy v pritomnosti bezvodého methanolu
(transmethylace) rychleji nez kyselé katalyzatory. Nevyhodou tohoto postupu bazické katalyzy je, ze
volné mastné kyseliny nejsou esterifikovany a pritomnost vody muze zabranit dokonceni
transmethylace (hydrolyza FAME na volné mastné kyseliny). Nejbéznéji pouzivané chemikalie jsou



hydroxid draselny, hydroxid sodny a methoxid sodny (methanolat sodny) v pritomnosti bezvodého
methanolu.

,Obecna” transmethylace/methylace za postupnych bazickych a kyselych podminek

Tato metoda za postupnych bazickych a kyselych podminek je pouzitelna pro vSechny oleje a tuky,
vCetné destilovanych a kyselych tuku, ale nedoporucuje se pro laurové oleje. Methylestery mastnych
kyselin s kratkymi retézci se snadnéji ztrati béhem chlazeni pod zpétnym chladicem. Pro oleje
kyseliny laurové se doporucuje metoda ,rychlé” transmethylace.

Béhem methylace mohou byt slouceniny obsahujici nasledujici usporadani zcela nebo ¢astecné
rozlozeny:

a) keto, epoxy, hydroxylové nebo hydroperoxidové skupiny;
b) cyklopropylové a cyklopropenylové skupiny;

c) acetylenické mastné kyseliny.



Transmethylace/methylace fluoridem boritym (BF,)
Vzhledem k toxicité BF, se doporucuje tuto metodu pouzivat pouze v krajnim pripadé.

Metoda s pouzitim BF, je pouzitelna pro vétSinu oleju, tuku a derivatl (mastnych kyselin, soli
mastnych Kyselin) s vyjimkou mlééného tuku a tukt obsahujicich mastné kyseliny se specifickymi
skupinami.

Béhem methylace mohou byt slouceniny obsahujici nasledujici usporadani zcela nebo Castecné
rozlozeny:

a) keto, epoxy, hydroxylové nebo hydroperoxidové skupiny;
b) cyklopropylové a cyklopropenylové skupiny;
c) acetylenické mastné kyseliny.

Pokud tukova hmota obsahuje takovéto substance pouze ve velmi malém mnozstvi (napr. bavinikovy
olej), muze byt pouzita tato metoda, jinak by méla byt pouzita metoda ,rychlé“ nebo , obecné”
transmethylace/methylace.

U GC je optimélni vytéznost methylesteru z reakcéni smési dosazena za pouziti izooktanu (2,2,4-
trimethylpentan). AvSak vytézek methyl kaproatu je pouze asi 75 %.

Fluorid bority je silna Lewisova kyselina a ve formeé jejiho koordina¢niho komplexu s methanolem,
pod zpétnym chladicem, muze rychle methylovat mastné kyseliny. Methanolicky fluorid bority
provede transmethylaci esteru mastnych kyselin (napr. triglycerid), ale reakéni rychlost je mensi nez
u methylace mastnych kyselin. Methanolicky roztok fluoridu boritého je komeréné dostupny, coz
zvySuje atraktivitu tohoto kyselého katalyzatoru, ale s pouzitim tohoto Cinidla jsou spojeny
potencialni nevyhody.

a) Uvadi se, ze vysoké koncentrace fluoridu boritého (50% hmotnostni podil) produkuji methoxy
artefakty z nenasycenych mastnych kyselin.

b) Cinidlo ma omezenou skladovatelnost za béZné teploty a mélo by byt uchovavano v chladni¢ce.

c) Staré Cinidlo muze vytvaret artefakty a z toho divodu se doporucuje kazdou novou zakoupenou
Sarzi vyzkousSet pred pouzitim a pravidelné béhem jeji pouzitelnosti.

d) Methanolicky fluorid bority je kyselé ¢inidlo, a proto miize vytvaret derivaty mastnych kyselin
obsahujici labilni skupiny, které mohou vést k faleSnym pikiim na chromatogramu FAME.

Dodatecné informace

Pripravé a analyze estert mastnych kyselin s kratkym retézcem pomoci GC byla vénovana velka
pozornost, predevsim z davodu jejich vyskytu v mlééném tuku. Mastné kyseliny s kratkym retézcem,
volné nebo vazané esterickou vazbou na glycerol, mohou byt zcela prevedeny na methylestery
kterymkoli z ¢inidel popsanym v predchozich odstavcich, ale kvantitativni vytéznost z reakcniho
média nemusi byt dosazena, pokud nejsou prijata specialni opatreni. Ke ztratdm muze dojit

v nékolika fazich jakéhokoli postupu. Estery mastnych kyselin s kratkym retézcem (zejména
methylestery) jsou tékavé a mohou se selektivné ztracet pri pruchodu esterifikacniho média zpétnym
chladiCem, jsou vice rozpustné ve vodé nez estery s delSimi retézci a mohou se ztratit béhem kroku
extrakce vodné faze nebo mohou byt oddestilovany pri odparovani extrakéniho rozpoustédla.



Selektivni ztraty se mohou také objevit, pokud musi byt odstranény nezmydelnitelné necistoty pomoci
sublimace nebo precisténim pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC). Nejlepsi esterifikacni postupy
pro mastné kyseliny s kratkym retézcem jsou ty, pri kterych nedojde k zahrati ¢inidla a ve kterych
nejsou faze zahrnujici extrakci vodné faze a odstranéni rozpoustédla.

Nastrik reakcni smési obsahujici katalyzatory pro kyselou i alkalickou esterifikaci primo na GC kolonu
zkracuje jeji zivotnost. U naplnové kolony muzeme pravidelné napliiovat prvnich par centimetrd na
jejim zacatku, zatimco kapildrni kolona je chranéna délkou deaktivované kremenné kapilary bez
nanesene stacionarni faze vytvarejici tzv. bezretencni zénu umisténou pred samotnou analytickou
kapilarni kolonou. Vzhledem k rychlosti, jednoduchosti a presnosti téchto postupt se jedné

o prijatelnou hodnotu, kterou bychom zaplatili za prodlouzeni zivotnosti GC kolon.

Dale tato norma poskytuje jednoduchy TLC postup pro kontrolu tc¢innosti transmethylace/methylace.
Tento postup muze byt také pouzit pro kontrolu druhového sloZeni oleje nebo tuku pred provedenim
transmethylace/methylace.



1 Predmet normy

Tato norma specifikuje metodu pripravy methylesteru mastnych kyselin.

Zahrnuje metody pro pripravu methylestera mastnych kyselin z zivo¢iSnych a rostlinnych tuka
a olejli, mastnych kyselin a soli mastnych kyselin. Za Gcelem pokryti riznych pozadavki jsou
specifikovany Ctyri metody methylace a to:

a) ,rychly” postup transmethylace za bazickych podminek;

b) ,obecny” postup transmethylace/methylace za postupnych bazickych a kyselych podminek;

c) postup transmethylace/methylace fluoridu boritého (BF,);

d) alternativni postup transmethylace glycerida pomoci kyselé katalyzy.

Takto pripravené methylestery se pouziji v ruznych analytickych postupech, vyzadujicich takovéto
derivaty, napr. plynovo-kapalinova chromatografie (GLC), tenkovrstva chromatografie (TLC)

a infracervena spektrometrie (IR).

Mléko a mlécné vyrobky (nebo tuk pochazejici z mléka a mlécnych vyrobki) jsou vynaty z predmétu
této normy.

Konec nahledu - text dale pokracuje v placené verzi CSN.



