01991R2568 — CS — 04.12.2016 — 031.005 — 1

Tento dokument slouzi vyhradné k informa¢nim ucelim a nema Zadny pravni ufinek. Organy a instituce Evropské unie
nenesou za jeho obsah Zadnou odpovédnost. Zavazna znéni p¥islusnych pravnich predpisi, véetné jejich pravnich vychodisek
a odiivodnéni, jsou zveiejnéna v Ufednim véstniku Evropské unie a jsou k dispozici v databazi EUR-Lex. Tato wfedni znéni

jsou pfimo dostupna pi‘es odkazy uvedené v tomto dokumentu

»B NARIZENiI KOMISE (EHS) & 2568/91
ze dne 11. ¢ervence 1991
o charakteristikach olivového oleje a olivového oleje z pokrutin a o prisluSnych metodach analyzy

(Ut. vést. L 248, 5.9.1991, s. 1)

Ve znéni:
Utedni véstnik
C. Strana Datum

»M1  Nafizeni Komise (EHS) ¢. 3682/91 ze dne 17. prosince 1991 L 349 36 18.12.1991
»M2  Nafizeni Komise (EHS) ¢. 1429/92 ze dne 26. kvétna 1992 L 150 17 2.6.1992
> M3 Commission Regulation (EEC) No 1683/92 of 29 June 1992 (*) L 176 27 30.6.1992
» M4 Commission Regulation (EEC) No 1996/92 of 15 July 1992 (*) L 199 18 18.7.1992
»MS5  Nafizeni Komise (EHS) ¢. 3288/92 ze dne 12. listopadu 1992 L 327 28 13.11.1992
»M6  Nafizeni Komise (EHS) ¢. 183/93 ze dne 29. ledna 1993 L 22 58 30.1.1993
»M7 zménéné nafizenim Komise (EHS) ¢. 826/93 ze dne 6. dubna 1993 L 87 6 7.4.1993
» M8 Commission Regulation (EEC) No 620/93 of 17 March 1993 (*) L 66 29 18.3.1993
»M9  Nafizeni Komise (ES) ¢. 177/94 ze dne 28. ledna 1994 L 24 33 29.1.1994
»M10 Commission Regulation (EC) No 2632/94 of 28 October 1994 (*) L 280 43 29.10.1994
»M11 Nafizeni Komise (ES) ¢. 656/95 ze dne 28. biezna 1995 L 69 1 29.3.1995
»M12 Commission Regulation (EC) No 2527/95 of 27 October 1995 (*) L 258 49 28.10.1995
»M13 Commission Regulation (EC) No 2472/97 of 11 December 1997 (*) L 341 25 12.12.1997
»Ml14 Naiizeni Komise (ES) ¢. 282/98 ze dne 3. inora 1998 L 28 5 4.2.1998
»M15 Commission Regulation (EC) No 2248/98 of 19 October 1998 (*) L 282 55 20.10.1998
»M16 Nafizeni Komise (ES) ¢. 379/1999 ze dne 19. inora 1999 L 46 15 20.2.1999
»M17 Commission Regulation (EC) No 455/2001 of 6 March 2001 (*) L 65 9 7.3.2001
»M18 Commission Regulation (EC) No 2042/2001 of 18 October 2001 (*) L 276 8 19.10.2001
»M19 Commission Regulation (EC) No 796/2002 of 6 May 2002 (*) L 128 8 15.5.2002
»M20 Nafizeni Komise (ES) ¢. 1989/2003 ze dne 6. listopadu 2003 L 295 57 13.11.2003
»M21 Nafizeni Komise (ES) ¢. 702/2007 ze dne 21. ¢ervna 2007 L 161 11 22.6.2007
»M22 Nafizeni Komise (ES) ¢. 640/2008 ze dne 4. ¢ervence 2008 L 178 11 5.7.2008
»M23 Narfizeni Komise (EU) ¢. 61/2011 ze dne 24. ledna 2011 L 23 1 27.1.2011
»M24 Provadéci nafizeni Komise (EU) €. 661/2012 ze dne 19. Cervence 2012 L 192 3 20.7.2012

(*) Tento akt nebyl nikdy publikovan v cesting.


http://data.europa.eu/eli/reg/1991/2568/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/2568/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/2568/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/2568/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/3682/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/3682/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/3682/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/3682/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/3682/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1991/3682/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1429/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1429/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1429/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1429/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1429/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1429/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1683/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1683/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1683/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1683/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1683/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1683/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1996/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1996/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1996/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1996/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1996/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/1996/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/3288/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/3288/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/3288/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/3288/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/3288/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1992/3288/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/183/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/183/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/183/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/183/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/183/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/183/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/826/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/826/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/826/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/826/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/826/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/826/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/620/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/620/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/620/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/620/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/620/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1993/620/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/177/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/177/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/177/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/177/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/177/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/177/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/2632/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/2632/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/2632/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/2632/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/2632/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1994/2632/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/656/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/656/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/656/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/656/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/656/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/656/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/2527/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/2527/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/2527/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/2527/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/2527/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1995/2527/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1997/2472/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1997/2472/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1997/2472/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1997/2472/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1997/2472/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1997/2472/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/282/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/282/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/282/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/282/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/282/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/282/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/2248/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/2248/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/2248/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/2248/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/2248/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1998/2248/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/1999/379/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1999/379/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1999/379/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1999/379/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1999/379/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/1999/379/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/455/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/455/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/455/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/455/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/455/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/455/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/2042/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/2042/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/2042/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/2042/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/2042/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2001/2042/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2002/796/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2002/796/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2002/796/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2002/796/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2002/796/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2002/796/oj/eng
http://data.europa.eu/eli/reg/2003/1989/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2003/1989/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2003/1989/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2003/1989/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2003/1989/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2003/1989/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2007/702/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2007/702/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2007/702/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2007/702/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2007/702/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2007/702/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2008/640/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2008/640/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2008/640/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2008/640/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2008/640/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2008/640/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2012/661/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2012/661/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2012/661/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2012/661/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2012/661/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2012/661/oj/ces

01991R2568 — CS — 04.12.2016 — 031.005 — 2

»M25 Provadéci nafizeni Komise (EU) ¢. 299/2013 ze dne 26. bfezna 2013 L 90 52 28.3.2013

»M26 Provadéci nafizeni Komise (EU) ¢. 1348/2013 ze dne 16. prosince 2013 L 338 31 17.12.2013

»M27 Nafizeni Komise v pienesené pravomoci (EU) 2015/1830 ze dne 8. L 266 9 13.10.2015
cervence 2015

»M28 Provadéci nafizeni Komise (EU) 2015/1833 ze dne 12. fijna 2015 L 266 29 13.10.2015

»M29 Provadéci nafizeni Komise (EU) 2016/1227 ze dne 27. Cervence 2016 L 202 7 28.7.2016

»M30 Provadéci nafizeni Komise (EU) 2016/1784 ze dne 30. zaii 2016 L 273 5 8.10.2016

»M31 Nafizeni Komise v pienesené pravomoci (EU) 2016/2095 ze dne 26. L 326 1 1.12.2016
zaii 2016

Opraveno:

»Cl  Oprava, Ur. vést. L 48, 2322011, s. 19 (61/2011)
»C2  Oprava, Ur. vést. L 211, 17.82017, s. 58 (2016/2095)


http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/299/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/299/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/299/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/299/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/299/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/299/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/1348/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/1348/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/1348/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/1348/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/1348/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2013/1348/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2015/1830/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2015/1833/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2015/1833/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2015/1833/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2015/1833/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2015/1833/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2015/1833/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1227/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1227/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1227/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1227/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1227/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1227/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1784/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1784/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1784/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1784/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1784/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2016/1784/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/corrigendum/2011-02-23/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/corrigendum/2011-02-23/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg/2011/61/corrigendum/2011-02-23/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/corrigendum/2017-08-17/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/corrigendum/2017-08-17/oj/ces
http://data.europa.eu/eli/reg_del/2016/2095/corrigendum/2017-08-17/oj/ces

01991R2568 — CS — 04.12.2016 — 031.005 — 3

VB
NARIZENI KOMISE (EHS) & 2568/91
ze dne 11. ¢ervence 1991
o charakteristikach olivového oleje a olivového oleje z pokrutin a o
prislusnych metodach analyzy
VY M20

Clének 1

1.  Oleje s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikam stano-
venym v bodech 1 a 2 pfilohy I tohoto nafizeni, jsou povazovany za
panenské olivové oleje ve smyslu bodu 1 pism. a) a b) pfilohy nafizeni
¢. 136/66/EHS.

2. Olej s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikdm stano-
venym v bodu 3 pfilohy I tohoto nafizeni, je povazovan za lampantovy
olivovy olej ve smyslu bodu 1 pism. ¢) ptilohy nafizeni ¢. 136/66/EHS.

3. Olej s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikdm stano-
venym v bodu 4 piilohy I tohoto nafizeni, je povazovan za rafinovany
olivovy olej ve smyslu bodu 2 pfilohy natizeni ¢. 136/66/EHS.

4.  Olej s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikdm stano-
venym v bodu 5 prilohy I tohoto nafizeni, je povazovan za olivovy olej
obsahujici smés rafinované¢ho olivového oleje a panenského olivového
oleje ve smyslu bodu 3 pfilohy natfizeni ¢. 136/66/EHS.

5. Olej s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikam stano-
venym v bodu 6 piilohy I tohoto nafizeni, je povazovan za surovy
olivovy olej z pokrutin ve smyslu bodu 4 pfilohy nafizeni
¢. 136/66/EHS.

6. Olej s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikdm stano-
venym v bodu 7 piilohy I tohoto nafizeni, je povazovan za rafinovany
olivovy olej z pokrutin ve smyslu bodu 5 pfilohy natizeni
¢. 136/66/EHS.

7.  Olej s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikdm stano-
venym v bodu 8 prilohy I tohoto nafizeni, je povazovan za olivovy olej
z pokrutin ve smyslu bodu 6 ptilohy nafizeni ¢. 136/66/EHS.
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VY M26

Clanek 2
1. Charakteristiky olivovych oleji uvedenych v piiloze I se stanovi

v souladu s témito metodami analyzy:

a) stanoveni volnych mastnych kyselin, vyjadfenych v procentech
kyseliny olejové, metodou uvedenou v piiloze II;

b) stanoveni peroxidového c¢isla metodou uvedenou v piiloze III;

¢) stanoveni obsahu voskil metodou uvedenou v pfiloze 1V;

d) stanoveni sloZeni a obsahu sterolil a triterpenickych dialkoholl kapi-
larni plynovou chromatografii metodou uvedenou v ptiloze V;

e) stanoveni procentniho podilu 2-glyceril-monopalmitatu metodou
uvedenou v ptiloze VII;

f) spektrofotometricka analyza metodou uvedenou v pfiloze IX;

g) stanoveni slozeni mastnych kyselin metodou uvedenou v priloze X;

h) stanoveni tékavych halogenovanych rozpoustédel metodou
uvedenou v ptiloze XI,;

hodnoceni organoleptickych charakteristik panenského olivového
oleje metodou uvedenou v priloze XII;

j) stanoveni stigmastadienolii metodou uvedenou v piiloze XVII;

k) stanoveni obsahu triglyceridi s ECN 42 metodou uvedenou
v ptiloze XVIII;

1) stanoveni obsahu alifatickych a triterpenickych alkoholii metodou
uvedenou v pfiloze XIX;

m) stanoveni obsahu voskli, methylesteri mastnych kyselin
a ethylestert mastnych kyselin metodou uvedenou v piiloze XX.

2. Ovéfovani organoleptickych charakteristik panenského oleje
provadi vnitrostatni organy nebo jejich zastupci v ramci zkuSebnich
komisi schvalenych ¢lenskymi staty.
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VY M26

Organoleptické vlastnosti oleje uvedené¢ho v prvnim pododstavci se
povazuji za odpovidajici deklarované kategorii v piipad€, ze zkuSebni
komise schvélend ¢lenskym statem potvrdi jeho zatazeni.

V pfipadé, ze zkuSebni komise nepotvrdi deklarovanou kategorii oleje
vzhledem k jeho organoleptickym vlastnostem, vnitrostatni organy nebo
jejich zastupci nechaji bez odkladu provést, na zadost zainteresované
strany, dvé oponentni hodnoceni jinymi schvalenymi zkuSebnimi komi-
semi, z nichz alespon jedna je schvalena clenskym statem, z néjz
pochazi vyrobce oleje. Dotéené vlastnosti se povazuji za odpovidajici
deklarovanym charakteristikdm, pokud alesponi dvé oponentni hodno-
ceni potvrdi deklarovanou kvalitu. Pokud tomu tak neni, nese néklady
na oponentni hodnoceni zainteresovana strana.

3.  Pokud vnitrostatni organy nebo jejich zastupci ovéruji vlastnosti
oleje postupem podle odstavce 1, provadi se odbér vzorkii v souladu
s mezindrodnimi normami EN ISO 661 o pfipravé zkuSebnich vzorki
a EN ISO 5555 o odbéru vzorki. Pokud jsou vsSak takové oleje ve
spottebitelskych obalech baleny po Sarzich, pak odchylné od bodu 6.8
normy EN ISO 5555 se odbér vzorkl provadi v souladu s ptilohou Ia
tohoto nafizeni. V pfipadé, Zze odbér vzorkil oleje ve velkém baleni
nemize byt proveden v souladu s normou EN ISO 5555, odeberou se
vzorky podle pokyni pfislusného organu ¢lenského statu.

Aniz by byla dotfena ustanoveni normy EN ISO 5555 a kapitoly 6
normy EN ISO 661, odebrané vzorky se co nejrychleji umisti
z dosahu svétla a vysokych teplot a nejpozd€ji pét pracovnich dni po
odbéru se odeslou k analyze do laboratofe, jinak musi byt uchovavany
tak, aby se neznehodnotily nebo neposkodily b&hem piepravy nebo
skladovani, nez budou do laboratofe zaslany.

4.  Pro ucely ovéefeni podle odstavece 3 se analyzy uvedené
v prilohach II, III, IX, XII a XX, jakoz i pfipadné kontrolni analyzy
stanovené vnitrostatnimi pravnimi pfedpisy, v piipad¢ balenych vyrobki
provadéji pred datem minimalni trvanlivosti. V ptipadé odbéru vzorkd
olejii ve velkych balenich se tyto analyzy provadéji nejpozdéji Sesty
meésic po meésici, v kterém byl vzorek odebran.

Pro ostatni analyzy uvedené v tomto nafizeni neplati zZadné lhuty.

Jestlize vysledky analyz neodpovidaji vlastnostem deklarované tridy
olivového oleje nebo olivového oleje z pokrutin, dotcena strana je
o tom informovana nejpozdéji jeden mésic pred koncem lhity stanovené
v prvnim odstavci, kromé piipadu, kdy byl vzorek odebran méné nez
dva mésice pfed datem minimalni trvanlivosti.
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VY M26

5. Ke stanoveni charakteristik olivového oleje metodami uvedenymi
v prvnim pododstavci odstavce 1 se vysledky analyz porovnavaji piimo
s meznimi hodnotami danymi timto nafizenim.

v M25
Cléanek 2a

1. Pro ucely tohoto ¢lanku se pojmem ,,0livovy olej uvadény na trh*
rozumi celkové mnoZzstvi olivového oleje a olivového oleje z pokrutin
pfislusného clenského statu, které se v uvedeném clenském staté spotie-
buje nebo které se z uvedeného ¢lenského statu vyveze.

2. Clenské staty zajisti, aby kontroly shody byly provadény selek-
tivng€, na zéklad¢ analyzy rizik a s pfiméfenou Cetnosti s cilem zajistit,
aby olivovy olej uvadény na trh byl v souladu s deklarovanou kategorii.

3. Kiitéria pro posouzeni rizika mohou zahrnovat:

a) kategorii oleje, obdobi produkce, cenu oleje v porovnani s jinymi
rostlinnymi oleji, Ukony miseni a baleni, skladovaci zafizeni
a podminky, zemi puvodu, zemi urCeni, zpiisob pfepravy nebo
objem Sarze;

b) postaveni hospodatskych subjektli v marketingovém fetézci, objem
nebo hodnotu vyrobkid jimi uvadénych na trh, sortiment oleji jimi
uvadénych na trh, druh vykonavané hospodaiské ¢innosti jako napf.
lisovani, skladovani, rafinace, miseni, baleni nebo maloobchodni
prodej;

¢) zjisténi pii predchozich kontrolach vcetné pocétu a druhu zjisténych
nedostatkli, obvyklou kvalitu oleji uvadénych na trh, vykonnost
pouzivaného technického vybaveni;

d) spolehlivost systému zajisténi jakosti ¢i systému vlastni kontroly
hospodatskych subjekti v souvislosti s dodrzovanim obchodnich
norem;

e) misto, kde se provadi kontrola, zejména, jde-li o prvni bod vstupu do
Unie, posledni bod vystupu z Unie nebo o misto produkce, baleni
a naloZeni oleje ¢i jeho prodeje koneénému spotiebiteli;

f) jakékoliv dalsi informace, které by mohly poukazovat na riziko
nedodrzovani norem.

4. Clenské staty piedem stanovi:

a) kritéria pro hodnoceni rizika nedodrzovani norem u $arzi;

b) na zakladé analyzy rizik pro kazdou kategorii rizik minimalni pocet
hospodarskych subjektli ¢i Sarzi a/nebo mnoZzstvi, u nichz budou
provedeny kontroly shody.
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VY M25

Rocné se provadi alesponi jedna kontrola shody na kazdych tisic tun
olivového oleje uvadéného na trh v Clenském staté.

5. Clenské staty ovéi dodrzovani shody:
a) provedenim analyz uvedenych v pfiloze I v jakémkoli potfadi nebo

b) v pofadi uvedeném v rozhodovacim schématu v ptiloze Ib, dokud
neni dosazeno jednoho z rozhodnuti uvedenych v rozhodovacim
schématu.

YM19

VYM25
Clének 3

Pokud se zjisti, ze urcity olej neodpovida popisu kategorie, do niz patii,
ulozi dany ¢lensky stat, aniz jsou dotceny jakékoli dalsi sankce, G¢inné,
pfimétené a odrazujici sankce, jejichZ vySe se stanovi podle zavaznosti
zjisténé nesrovnalosti.

Pokud jsou pfi kontrolach zjistény zavazné nesrovnalosti, zvysi ¢lenské
staty Cetnost kontrol ve vztahu k etap¢ uvadéni na trh, kategorii oleje,
ptvodu nebo jinym kritériim.

Cléanek 4

1. The Member States may approve assessment panels so that nati-
onal authorities or their representatives can assess and verify organo-
leptic characteristics.

The terms of approval shall be set by Member States and ensure that:
— the requirements of Annex XII.4 are met,

— the panel head is given training recognised for this purpose by the
Member State,

— continued approval depends on performance in annual checks
arranged by the Member State.

Member States shall notify to the Commission a list of approved panels
and the action taken under this paragraph.

2. Pokud clensky stat narazi na potize pfi sestavovani zkuSebnich
komisi na svém uzemi, muze povolat zkuSebni komisi schvalenou
v jiném Clenském staté.

3. Kazdy clensky stat vypracuje seznam zkuSebnich komisi sestave-
nych profesiondlnimi nebo mezioborovymi organizacemi za podminek
stanovenych v odstavci 1 a zajisti dodrzovani téchto podminek.

VYM19

Clének 6

1. Obsah oleje u pokrutin z oliv a jinych zbytkli po extrakci olivo-
vého oleje (podpolozky 2306 90 11 a 2306 90 19) se stanovi metodou
uvedenou v ptiloze XV.
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2. Obsah oleje, na ktery odkazuje odstavec 1, se vyjadiuje
v procentech hmotnosti oleje v susing.

VY M20
Clének 7

Pokud jde o ptitomnost kontaminujicich latek, pouziji se pfislusné pred-
pisy Spolecenstvi.

Pokud jde o halogenovana rozpoustédla, zavadéji se pro vSechny kate-
gorie olivového oleje tyto limity:

— maximalni obsah kazdého zjisténého halogenovaného rozpoustédla:
0,1 mg/kg,

— maximalni celkovy obsah zjisténych halogenovanych rozpoustédel:
0,2 mg/kg.

VY M25
Clanek 7a
Fyzické ¢i pravnické osoby a skupiny fyzickych ¢i pravnickych osob
vlastnici z profesionalnich ¢i obchodnich divodl olivovy olej a olivovy

olej z pokrutin od extrakce v lisovné az po fazi plnéni, musi pro kazdou
z kategorii téchto oleji vést evidenci vstupd a vystupil.

Clensky stat zajisti, aby byla povinnost stanovena v prvnim odstavci
fadn¢ dodrzovana.

Clének 8

1. Clenské staty sdéli Komisi opatfeni piijata k provadéni tohoto
natizeni. Rovnéz Komisi uvédomi o veskerych naslednych zménach.

2. Nejpozdé&ji 31. kvétna kazdého roku predaji ¢lenské staty Komisi
zpravu o provadéni tohoto nafizeni v predchozim kalendarnim roce.
Zprava musi obsahovat alespont vysledky kontrol shody provedené
u olivového oleje podle vzoru stanoveného v piiloze XXI.

3. Oznameni uvedena v tomto nafizeni se provadéji v souladu
s nafizenim Komise (ES) ¢. 792/2009 ().

Clanek 9
Natizeni (EHS) ¢. 1058/77 se zrusuje.

Clanek 10

1. Toto nafizeni vstupuje v platnost tfetim dnem po vyhlaseni
v Urednim véstniku Evropskych spolecenstvi.

Metoda uvedena v priloze XII se vSak pouzije ode dne
»Ml1 1. listopadu 1992 «, s vyjimkou piipadl, kdy se jedna
o intervenéni opatfeni.

(1) UF. vést. L 228, 1.9.2009, s. 3.
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Tato metoda se nepouzije u panenského olivového oleje sto¢eného pied
1. listopadem 1992.

2.  Toto nafizeni se nepouzije na olivovy olej a olivovy olej
z pokrutin stoceny do obalii pfed vstupem tohoto nafizeni v platnost
a uvedeny na trh do 31. fijna 1992.

Toto nafizeni je zavazné v celém rozsahu a piimo pouzitelné ve vSech
¢lenskych statech.
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Ptiloha XXI:

PRILOHA

Obsah

Charakteristiky olivového oleje

Odbér vzorkt ze Sarzi olivového oleje a olivového oleje
z pokrutin ve spotiebitelskych obalech

Rozhodovaci schéma pro ovéfeni souladu vzorku olivového
oleje s deklarovanou kategorii

Stanoveni volnych mastnych kyselin, metoda za studena
Stanoveni peroxidového ¢isla

Stanoveni obsahu vosku pomoci kapilarni plynové chroma-
tografie

Stanoveni slozeni a obsahu sterolil a triterpenickych dialko-
holt kapilarni plynovou chromatografii

»M21 Stanoveni procentudlniho podilu 2-glyceril mono-
palmitatu <«

Spektrofotometricka analyza v ultrafialové oblasti spektra

Stanoveni methylesterti mastnych kyselin plynovou chroma-
tografii

Stanoveni tékavych halogenovanych rozpoustédel
v olivovém oleji

Metoda mezinarodni rady pro olivovy olej pro organolep-
tické hodnoceni panenského olivového oleje

Stanoveni obsahu oleje v olivovych pokrutinach
Stanoveni jodového cisla
Metoda pro stanoveni stigmastadienoli v rostlinnych olejich

Stanoveni rozdilu mezi skute¢nym a teoretickym obsahem
triacylglycerolil s ekvivalentnim poétem uhlikovych atomu
42 (ECN 42)

»M28 Stanoveni obsahu alifatickych a triterpenickych
alkoholu kapilarni plynovou chromatografii <«

Metoda stanoveni obsahu voskid, methylesterii mastnych
kyselin a ethylesteri mastnych kyselin kapilarni plynovou
chromatografii

Vysledky kontroly shody provadéné v odvétvi olivového
oleje uvedené v ¢l. 8 odst. 2
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Jakostni charakteristiky

PRILOHA I

CHARAKTERISTIKY OLIVOVEHO OLEJE

Kyselost

Peroxidové cislo

Organoleptické hodnoceni

Ethylestery mastnych

Kategorie %) (* Ea O./ke (¥ Koz (%) Kygs nebo Koz (*) Delta-K (*) Median znaku kyselin
) 9 mEq Ox/ke (%) Median vad (Md) (*) | ovocna chut’ a viné mg/kg (*)
Mf) (%)
1. Extra panensky olivovy olej <08 <20 <250 <0,22 < 0,01 Md =0 Mf > 0 <35
2. Panensky olivovy olej <20 <20 < 2,60 < 0,25 < 0,01 Md < 3,5 Mf > 0 —
» C2 3. Lampantovy olivovy olej « > 2,0 — — — — Md > 3,5() — —
4. Rafinovany olivovy olej <03 <5 — < 1,25 <0,16 — — —
5. Olivovy olej slozeny <10 <15 — < 1,15 <0,15 — — —
z rafinovaného a panenského
olivového oleje
6. Surovy olivovy olej z pokrutin — — — — — — —
7. Rafinovany olivovy olej <03 <5 — < 2,00 < 0,20 — — —
z pokrutin
8. Olivovy olej z pokrutin <10 <15 — < 1,70 <0,18 — — —

(") Median vad miZe byt mensi nebo roven 3,5, je-li median znaku ovocna chut’ a ving je roven 0.
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Vlastnosti tykajici se €istoty

Obsah mastnych kyselin (%) Uhrn transi- Uhrn transi- » C2 Rozdil:
zomert o Stigmas- | ECN42 (HPLC) > elveers] it
Kategorie Muri i Linol o | Arachidova | Eik i Beh i Li i kyseliny lin};slz\lré]er tadieny a ECN42 -glyeery (r;f;nopa mta
yr;stova 1n00enova racol ova 1 o(s’anova € 0E}l’l()Va 1gn(zcerova olejové linol i lﬂg/kg (2) (teoretick}'/ (]
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) mo(oe/n)ove vypocet) «

1. Extra panensky oliv- < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 »C2<10,2] 4 | <0,9, pokud celkové mnozstvi
ovy olej palmitové kyseliny v % < 14 %

< 1,0, pokud celkové mnozstvi

palmitové kyseliny v % > 14 %

2. Panensky olivovy olej < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 <0,20 <0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 »C2<10,2] €| < 0,9, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v % < 14 %

< 1,0, pokud celkové mnozstvi

palmitové kyseliny v % > 14 %

»>C2 3. Lampantovy < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 <0,10 <0,10 < 0,50 »C2<10,3] €| < 0,9, pokud celkové mnozstvi
olivovy olej « palmitové kyseliny v % < 14 %
< L1, pokud celkové mnoZzstvi

palmitové kyseliny v % > 14 %

4. Rafinovany olivovy < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — »C2<10,3] €| < 0,9, pokud celkové mnozstvi
olej palmitové kyseliny v % < 14 %

< 1,1, pokud celkové mnozstvi

palmitové kyseliny v % > 14 %

5. Olivovy olej slozeny < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — »C2<10,3] 4| < 0,9, pokud celkové mnozstvi

z rafinovaného a pane-
nského olivového oleje

palmitové kyseliny v % < 14 %

< 1,0, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v % > 14 %

CI —S00°1€0 — 910TCI#0 — SO — 89STUT6610
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Obsah mastnych kyselin (?) Uhm transi- Uhrn trar:si— »C2 Rozdil:
zomeri B Stigmas- | ECN42 (HPLC) > -alveery] Imitat
Kategorie . , . , L, . , , . , kyseliny I ysle 1r}y+ tadieny a ECN42 “glycery r.;onopa mita
Myrsstova Lmo})enova Aracludova Elkoianova Behoenova ngn(icerova olejové 1:2010:6 " mg/kg () (teoreticky (%)
%) %) %) %) %) %) %) olenove Vipotet) 4
6. Surovy olivovy olej < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 < 0,10 — »C2<10,6] « <14
z pokrutin
7. Rafinovany olivovy < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — »C2<10,5] « <14
olej z pokrutin
8. Olivovy olej z pok- < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — »C2<10,5] « <12
rutin
Slozeni sterolt .
Kategoric Je—— Delta7-sti Steroly celkem Ergrtlkll‘r/(;giol Vosky mg/kg
& Cholesterol Brasikasterol | Kampesterol () | Stigmasterol Pp betasi- clta-7-stig- (mg/kg) 07y (%% (**)
%) %) %) %) tosterol mastenol (3) (%) (**)
’ ’ ’ ’ (%) () (%)
1. Extra panensky olivovy olej <0,5 <0,1 <40 < kamp. > 93,0 <0,5 > 1000 <4,5 Cyp + Cyy + Cye < 150
2. Panensky olivovy olej <0,5 <0,1 <40 < kamp. >930 <0,5 > 1000 <4)5 Cyp + Cyy + Cy < 150
» C2 3. Lampantovy olivovy olej « <05 <0,1 <40 — > 93,0 <0,5 > 1000 <4,50) Cyg + Cyp + Cyy + Cyg <300 ()
4. Rafinovany olivovy olej <0,5 <0,1 <40 < kamp. >93.0 <0,5 > 1000 <4)5 Cyp + Cyp + Cyy + Cy6 < 350

910T°CI'¥0 — SO — 89516610
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Slozeni sterol
Kategoric Abp betasi Delta7-sfi Steroly celkem E?tl}ll\rl(;giol Vosky mg/kg
& Cholesterol Brasikasterol | Kampesterol (%) | Stigmasterol Ft)gsteert)alm_ stth(_jtzg)_ (mg/kg) (%) (*%) (**)
(%) (%) (%) (%) %) (%) (%)

5. Olivovy olej slozeny z rafin- <0,5 <0,1 <40 < kamp. > 93,0 <0,5 > 1000 <45 Cyp + Cyp + Cyy + Cy6 < 350

ovaného a panenského oliv-

ového oleje
6. Surovy olivovy olej z pokrutin <0,5 <0,2 <40 — > 93,0 <05 > 2500 > 45 (%) Cyo + Cyp + Cyy + Cyg > 350 (9
7. Rafinovany olivovy olej z pok- <0,5 <0,2 <40 < kamp. > 93,0 <0,5 > 1800 > 45 Cyg + Cyp + Cyy + Cyg > 350

rutin
8. Olivovy olej z pokrutin <0, <02 <40 < kamp. >93,0 <0,5 > 1600 > 45 Cyo + Cyp + Cyy + Cyg > 350

(') Obsah ostatnich mastnych kyselin (%): palmitova: 7,50-20,00; palmitolejova: 0,30-3,50; heptadekanova: < 0,40; heptadecenova: < 0,60; stearova: 0,50-5,00; olejova: 55,00-83,00; linolova: 2,50-21,00.

(®>) Celkové mnozstvi izomeru, které by mohly (nebo nemohly) byt separovany kapilarni kolonou.

(®) Viz dodatek k této priloze.

(*) App B-sitosterol: Delta-5,23-stigmastadienol+chlerosterol+beta-sitosterol+sitostanol+delta-5-avenasterol+delta-5,24-stigmastadienol.

»C2 (°) Olgje s obsahem voskl od 300 mg/kg do 350 mg/kg jsou povazovany za lampantové olivové oleje, pokud je celkovy obsah alifatickych alkoholti mensi nebo roven 350 mg/kg nebo pokud obsah erythrodiolu a uvaolu
_je mensi nebo roven 3,5 %.

(°) Oleje s obsahem voskl od 300 mg/kg do 350 mg/kg jsou povaZovany za surovy olej z pokrutin, pokud je celkovy obsah alifatickych alkohold vy$si nez 350 mg/kg a pokud je obsah erythrodiolu a uvaolu v&tsi nez 3,5 %.

Poznamky:

a) Vysledky zkousek se uvadéji na stejny pocet desetinnych mist, jaky je pfedepsan pro kazdou charakteristiku. Posledni desetinné misto se pfitom zaokrouhli nahoru, pokud je ¢islice na dal$im
desetinném misté vyssi nez 4.

b) Pokud jakakoli charakteristika neodpovida pfedepsanym meznim hodnotam, mize byt olivovy olej zafazen do jiné kategorie nebo oznacen jako nespliiujici pozadavky na Cistotu pro ucely tohoto

nafizeni.
v
¢) Jakostni charakteristiky oleji oznacené hvézdic¢kou (*) znamenaji, ze: — v piipadé lampantového olivového oleje nemusi byt stanovené mezni hodnoty dodrzeny soucasné, — v ptipadé panenskych
olivovych oleju je nedodrzeni jedné nebo vice meznich hodnot diivodem pro zménu kategorie v ramci skupiny panenského olivového oleje.
YM31

d) Charakteristiky oleji oznacené dvéma hvézdickami (**) znamenaji, ze v ptipadé vSech olivovych olejii z pokrutin nemusi byt stanovené mezni hodnoty dodrzeny soucasné.
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Dodatek

ROZHODOVACI SCHEMA

Kampesterol — rozhodovaci schéma pro panenské a extra panenské olivové oleje:

[ 4,0 % < kampesterol < 4,5 % ]
|
i 1
[ stigmasterol < 1,4 % ] [ A-7-stigmastenol < 0,3 % ]

Ostatni parametry musi byt v souladu s limity stanovenymi v tomto nafizeni.
Delta-7-stigmastenol — rozhodovaci schéma pro:

— extra panenské a panenské olivové oleje

[ 0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,8 % ]

I

) 0 app. f-sitosterol . 9
[ kampesterol < 3,3 % ] [(kampcst + ATstig) > 25 stigmasterol < 1,4 % AECN42<10,1|

Ostatni parametry musi byt v souladu s limity stanovenymi v tomto nafizeni.

— olivové oleje z pokrutin (surové a rafinované)

{ 0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,7 % ]

v rdmci limitd

[ AECN42 < (0,40 {sﬂgmasterol <1,4% J [ zbyvajct Pmme”y]
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VY M26

PRILOHA Ia

ODBER VZORKU ZE SARZi OLIVOVEHO OLEJE A OLIVOVEHO
OLEJE Z POKRUTIN VE SPOTREBITELSKYCH OBALECH

Tato metoda odbéru vzorki se pouzije pro Sarze olivového oleje nebo olivového
oleje z pokrutin stoené do spotiebitelskych obali. Pouziji se ruzné metody
odbéru vzorkll v zavislosti na tom, zda objem spotiebitelskych obali piesahuje
5 litrG ¢&i nikoli.

JSarze se sklada z vice prodejnich jednotek, které jsou vyprodukovany,
vyrobeny a zabaleny za takovych okolnosti, Ze olej obsazeny v kazdé prodejni
jednotce se vzhledem ke vSem svym analytickym charakteristikdm povazuje za
homogenni. Individualizace Sarze musi byt provedena v souladu se smérnici
Evropského parlamentu a Rady 2011/91/EU ().

,Dilem® se rozumi mnozstvi oleje obsazené ve spotiebitelském obalu a odebrané
z namatkou vybraného mista v dané Sarzi.
1. OBSAH DiLCIHO VZORKU
1.1 Spotiebitelsky obal o objemu nejvyse 5 litra
,Diléim vzorkem® u spotiebitelského obalu o objemu nejvyse 5 litra se
rozumi pocet dili odebranych ze Sarze v souladu s tabulkou 1.
Tabulka 1

Minimalni velikost dil¢iho vzorku musi obsahovat

V pfipadé spotfebitelskych obali Dil¢i vzorek musi obsahovat olej z

0 objemu
(a) nejméné 1 litr (a) 1 spotiebitelského obalu;
(b) méné nez 1 litr (b) minimalniho  poctu  obald,

jejichz  celkovy objem je
nejméne 1 litr

Pocet obalt uvedenych v tabulce 1, které tvofi diléi vzorek, muze kazdy
Clensky stat zvysit podle vlastni potieby (napi. organoleptické hodnoceni
provedené jinou laboratoii nez tou, kterd provedla chemické analyzy,
kontrolni analyza atd.).

1.2 Spotiebitelsky obal o objemu vys$§im nez 5 litra

,,Dil¢im vzorkem* u spotiebitelského obalu o objemu vyssim nez 5 litri se
rozumi reprezentativni ¢ast vSech dilti ziskanych redukei jejich mnozstvi a v
souladu s tabulkou 2. Dil¢i vzorek se musi skladat z rGznych piiklada.

,Prikladem® dil¢iho vzorku se rozumi kazdy obal, ze kterého se dil¢i vzorek

sklada.
Tabulka 2
Minimalni pocet dili, které je nutno vybrat
Podet baleni v Sarzi Minimalni pocet dilt, které je nutno
vybrat
Do 10 1
11 az 150 2

(") Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2011/91/EU ze dne 13. prosince 2011
o udajich nebo znackach urcujicich Sarzi, ke které potravina patfi (Uf. vést. L 334,
16.12.2011, s. 1).
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2.2

Poget baleni v Sarzi Minimalni poée‘ty(]ijirljt, které je nutno
151 az 500 3
501 az 1500 4
1501 az 2 500 5
> 2500 na 1000 obali 1 dil navic

Za icelem zmenseni objemu vzorkti odebranych ze spotfebitelskych obalti
se obsah odebranych dilii pro ptipravu diléiho vzorku homogenizuje. Césti
jednotlivych dili se naliji do spole¢né nadoby pro homogenizaci michanim
tak, aby byly co nejlépe chranény pied pristupem vzduchu.

Obsah dil¢iho vzorku se musi nalit do série obali s minimalni kapacitou 1,0
litru, z nichz kazdy ptedstavuje piiklad dil¢iho vzorku.

Pocet dil¢ich vzorkti mtze kazdy Clensky stat zvysit podle vlastni potieby
(napt. organoleptické hodnoceni provedené jinou laboratofi, nez ktera
provedla chemické analyzy, kontrolni analyza atd.).

Kazdy obal musi byt naplnén tak, aby byla vzduchova vrstva v jeho vrchni
Casti co nejmensi, a pak se odpovidajicim zpiisobem uzavie a utésni s cilem
zabranit neopravnéné manipulaci s produktem.

Tyto piiklady musi byt oznaCeny tak, aby byla zajisténa jejich spravna
identifikace.
ANALYZY A VYSLEDKY

Kazdy dil¢i vzorek se musi dale rozdélit na laboratorni vzorky v souladu
s bodem 2.5 normy EN ISO 5555 a podléha témto analyzam v potadi
uvedeném v rozhodovacim schématu v pfiloze Ib nebo v jakémkoli jiném
nahodném potadi.

Pokud vSechny vysledky analyzy vyhovuji charakteristikdm deklarované
kategorie olivového oleje, cela Sarze se prohlasi za vyhovujici.

Pokud jediny z vysledkti analyzy nevyhovuje charakteristikdm deklarované
kategorie olivového oleje, cela Sarze se prohlasi za nevyhovujici.

OVERENI KATEGORIE SARZE

Piislusny organ mize za ucelem ovéteni kategorie Sarze zvysit pocet dil¢ich
vzorki odebranych v riznych bodech Sarze podle nasledujici tabulky:

Tabulka 3

Pocet dil¢ich vzorki podle velikosti Sarze

Velikost Sarze (v litrech) Pocet dil¢ich vzorka
Mensi nez 7 500 2
Od 7 500 do méné nez 25 000 3
Od 25000 do méné nez 75 000 4
Od 75 000 do méné nez 125 000 5
125 000 a vice 6+ 1 na kaid}'l/f:h dalSich 50 000
itra
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Kazdy dil predstavujici diléi vzorek musi byt odebran z prib&zného mista
v Sarzi; je tfeba zaznamenat umisténi kazdého dil¢iho vzorku a jednoznacéné
ho identifikovat.

Kazdy dil¢i vzorek musi byt vytvofen v souladu s postupy uvedenymi
v bodech 1.1 a 1.2.

Kazdy dil¢i vzorek je pak podroben analyzdm uvedenym v ¢l. 2 odst. 1.

3.2 Pokud néktery z vysledki analyzy nejméné jednoho diléiho vzorku podle
¢l. 2 odst. 1 nevyhovuje charakteristikim deklarované kategorie olivového
oleje, prohlasi se cela Sarze, z niz byl vzorek odebran, za nevyhovujici.
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PRILOHA Ib
ROZHODOVACI SCHEMA PRO OVERENI SOULADU VZORKU OLIVOVEHO OLEJE
S DEKLAROVANOU KATEGORII
Tabulka 1
EXTRA PANENSKY OLIVOVY OLE] ™~ ..
(kritéria jakosti) e
kyselost % Olej neni v souladu s
<038 | > 08 c > deklarovanou kategorif
i @
peroxidové Cislo mEq O,/kg K
<20 | >20
UV spektrometrie
K270 < 0,22 K270 > 0,22 D
UV spektrometrie
AK < 0,01 AK > 0,01 >
UV spektrometrie
k232250 | K232>250 > i LT
)
organoleptické hodnoceni § Olej neni v souladu s
medidn ovoc.ch. D deklarovanou kategori
medidn ovoc. chuti a av. =0 7
e v. = Vi
viiné >0 - H (®)
medidn ovoc.ch. a v. " E
medidn vad = 0 >0 > 1
medidn vad >0
ethylestery* | . e
ano | ne
*< 40 mglkg v 2013/2014
< 35 mgflkg v 2014/2015
= <30 mglkg od hospodiiského roku
Druh oleje deklarovany dle kritérif jakosti. 2015/2016

Viz tabulka 3 (kritéria Cistoty)
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Tabulka 2

Panenské olivové oleje
(kritéria jakosti)

kyselost %

<20 ‘ >2,0

v

peroxidové ¢&islo mEq O,/kg

<20 ‘L >20

UV spektrometrie

Kozg 0,25 ‘ Ry 50,25

v

UV spektrometrie

AK <0,01 ‘ AK >0,01

¥

UV spektrometrie

K232 < 2,60 ‘ K232 > 2,60

\

organoleptické hodnoceni

medidn ovocné chuti a | medidn ovocné chuti a
viné >0 viné =0
a nebo
medidn vad < 3,5 |medidn ovoc. chav. >0
medidn vad > 3,5

~
7
~
P
uEmy
~ ""‘- ..."
) %
P ‘0 ()
¢ .Q
0. "

! Olej neni v souladu s %

N . deklarovanou ':
N .,

Ceme kategorii :

. 4

. J

% (a) s

0. .Q
L) *
0. "
*a, 134
LETTTTT Liad

~
7
~
P

Y

Druh oleje deklarovany podle kritérii jakosti
Viz tabulka 3 (kritéria cistoty)

."""““"""n,
"‘ 0.
¢ Olej neni fadu %
Splituji hodnoty uvedenych parametrd kritéria jakosti extra N :J dl:till]:lrz s;::m v
panenského olivového oleje? : e H
] kategorii :
bulka 1 K >
(tabulka 1) “‘ (b) :.
L) &
() ¢
NE ANO ‘o, o
.....lllll"“
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Tabulka 3

Extra panenské a panenské olivové oleje
(kritéria Cistoty)

PeCLLLLILT T
“.- teg,

Kritéria jakosti (tabulky 1 a 2)

.
03 »
* *

4 . . G
* Olej neni v souladu s s,

d .
ANO NE s ! deklarovanou kategorii %
% .
% "o,. “0’.
3,5-stigmastadieny mg/kg RLL TS L
<0,05 >0,05 > e
,"’ .'%
JL F-->4 Olej neni v souladu s %,
s )
trans-isomery mastnych kyselin v % : deklarovanou H
tC18:1 < 0,05 tC18:1 > 0,05 > kategorif s
£(C18:2 + C18:3) < 0,05 t(C18:2 + C18:3) > 0,05 (a)
obsah mastnych kyselin
~
ANO NE -
% 0°"“ ...".
.. .‘
A ECN42 .:. Olej neni v souladu “._
-1 deklarovanou :
<10,2] >10,2] > % kategorii ;
"‘ ‘..
% .'~,. “¢‘
sloZeni sterolit a celkovy obsah sterolét HSEaseRE
ANO NE >
erythrodiol + uvaol % “.-"‘ " ",
<20 ‘ 2,0 >E+U < 4,5 ‘ > 4,5 > .." Olej neni v souladu s.“_
. deklarovanou :
JL > kategorii H
vosky! mglg N, B
-, *
<150 >150 - s aeennt®
>

Druh oleje je v souladu s deklarovanou
kategorii

1C42+C44+C46
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Dodatek 1

Srovnavaci tabulka mezi prilohami tohoto narizeni a analyzami uvedenymi v rozhodovacim

schématu

Kyselost

Priloha II

Stanoveni volnych mastnych kyselin,
metoda za studena

Peroxidové ¢islo

Priloha III

Stanoveni peroxidového &isla

UV spektrometrie

Ptiloha IX

Spektrofotometricka analyza

Organoleptické hodnoceni

Piiloha XII

Organoleptické hodnoceni panenského
olivového oleje

Ethylestery

Priloha XX

Metoda stanoveni obsahu  voski,
methylesterti mastnych kyselin
a  ethylestert  mastnych  kyselin

kapilarni plynovou chromatografii

3,5-Stigmastadieny

Ptiloha XVII

Metoda pro stanoveni stigmastadienolt
v rostlinnych olejich

VY M28
— Trans-isomery mastnych | Pfiloha X Stanoveni  methylesteri ~ mastnych
kyselin kyselin plynovou chromatografii
— Obsah mastnych kyselin Priloha X Stanoveni  methylesteri ~ mastnych
kyselin plynovou chromatografii
VY M26
— delta-ECN42 Priloha XVIII Stanoveni slozeni triglyceridi s ECN42
(rozdil  mezi  vysledky = HPLC
a teoretickym obsahem)
— Slozeni sterold a celkovy | Priloha V Stanoveni slozeni a obsahu sterolli
obsah sterolll a triterpenickych dialkoholi pomoci
— Erythrodiol a uvaol kapilarni plynové chromatografie
— Vosky Priloha IV Stanoveni  obsahu  vosku pomoci
kapilarni plynové chromatografie
VY M28
— Alifatické a triterpenické | Pfiloha XIX ,Stanoveni obsahu alifatickych
alkoholy a triterpenickych alkohold kapilarni
plynovou chromatografii*
VM26

Nasycené¢ mastné kyseliny
v poloze 2

Piiloha VII

Stanoveni  procentniho  podilu  2-

glyceryl monopalmitatu
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PRILOHA II

STANOVENI VOLNYCH MASTNYCH KYSELIN, METODA ZA

3.1

32

STUDENA

PREDMET A OBLAST POUZITI

Tato metoda popisuje postup stanovovani volnych mastnych kyselin
v olivovych olejich a olivovych olejich z pokrutin. Obsah volnych
mastnych kyselin je vyjadfen jako kyselost vypodétend v procentech
kyseliny olejové.

PODSTATA METODY

Vzorek se rozpusti ve smési rozpoustédel a piitomné volné mastné
kyseliny se titruji roztokem hydroxidu draselného nebo hydroxidu
sodného.

CINIDLA

Vsechna ¢inidla by méla byt Cistoty p. a. a pouzivana voda by méla byt
destilovana nebo odpovidajici Cistoty.

Smés diethyletheru a 95 % ethanolu 1:1 (V/V).

Neutralizuje se tésné pfed pouzitim pomoci roztoku hydroxidu draselného
(3.2) a ptida se 0,3 ml fenolftaleinového roztoku (3.3) na 100 ml smési.

Poznamka 1: Diethylether je vysoce hoflavy a muze vytvaret vybusné
peroxidy. Pfi jeho pouzivani je tieba dbat zvysSené
opatrnosti.

Pozndamka 2: Neni-li mozné pouzit diethylether, miize se pouzit smésné
rozpoustédlo obsahujici ethanol a toluen. V pfipadé
potieby mize byt ethanol nahrazen 2-propanolem.

Hydroxid draselny nebo hydroxid sodny, titracni ethanolicky nebo vodny
roztok o koncentraci ¢c(KOH) [nebo c¢(NaOH)] pftiblizné 0,1 mol/l, nebo
v piipadé potieby pfiblizné 0,5 mol/l. Dostupné jsou komer¢ni roztoky.

Pfesna koncentrace roztoku hydroxidu draselného (nebo roztoku
hydroxidu sodného) musi byt zndma a zkontrolovana té€sné pied
pouzitim. Pouzije se roztok pfipraveny nejméné pét dnl pted pouzitim
a dekantovany v 1ahvi z hnédého skla s gumovou zatkou. Roztok by mél
byt bezbarvy nebo pouze slabé zbarveny.

Je-li pfi pouziti vodného roztoku hydroxidu draselného (nebo hydroxidu
sodného) zpozorovana separace fazi, nahradi se vodny roztok roztokem
ethanolickym.

Poznamka 3: Stabilni bezbarvy roztok hydroxidu draselného (nebo
hydroxidu sodného) je mozné piipravit takto: do varu se
uvede 1000 ml ethanolu nebo vody s 8 g hydroxidu
draselného (nebo hydroxidu sodného) a 0,5 g hlinikovych
hoblin a nechd se jednu hodinu vatit pod zpétnym chla-
di¢em. Okamzité se destiluje. V destilatu se rozpusti poza-
dované mnozstvi hydroxidu draselného (nebo hydroxidu
sodného). Neékolik dni se nechd stit a oddéli se Cista
kapalina od usazeniny uhli¢itanu draselného (nebo
uhli¢itanu sodného).

Roztok je mozné téz ptipravit bez destilace takto: do 1 000 ml ethanolu
(nebo vody) se pfidaji 4 ml aluminium-butylatu a smés se necha nékolik
dni stat. Odsazena kapalina se slije a v ni se rozpusti pozadované
mnozstvi hydroxidu draselného (nebo hydroxidu sodného). Roztok je
pfipraven k pouZziti.
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33 Fenolftalein, roztok o koncentraci 10 g/l v 95-96 % ethanolu (V/V), nebo
alkalickdi modf 6B nebo thymolftalein, roztok o koncentraci 20 g/l
v 95-96 % ethanolu (V/V). V pfipadé¢ silné zbarvenych oleji se pouzije
alkalicka modf nebo thymolftalein.

4. PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni pfistroje a pomicky, mj.:

4.1 analyticka vaha;

4.2 Erlenmeyerova barika na 250 ml;

43 byreta tfidy A na 10 ml s hodnotou dilku 0,05 ml nebo odpovidajici
automaticka byreta.

5. POSTUP
5.1 Priprava zkuSebniho vzorku.

Je-li vzorek zakaleny, mél by byt prefiltrovan.

52 ZKkus$ebni vzorek

Hmotnost vzorku se fidi podle oc¢ekavané kyselosti (podle udaji v nize
uvedené tabulce):

(kygf;l;éﬁgi i‘gsgilfgg g|  Hmotnost vorku () Presnost vaZeni (g)
0az?2 10 0,02
>2az 7,5 2,5 0,01
> 75 0,5 0,001

Vzorek se navazi v Erlenmeyerové bance (4.2).

5.3 Stanoveni

Vzorek (5.2) se rozpusti v 50 az 100 ml pfedem neutralizované smési
diethyletheru a ethanolu (3.1).

Titruje se za soucasného michani roztokem hydroxidu draselného (nebo
hydroxidu sodného) o koncentraci 0,1 mol/l (3.2) (viz poznamka 4),
dokud nedojde k barevné zméné indikatoru (zbarveni indikatoru musi
trvat nejméné 10 sekund).

Pozndamka 4: Pokud je k titraci potieba vice nez 10 ml roztoku
hydroxidu draselného (nebo hydroxidu  sodného)
o koncentraci 0,1 mol/l, pouzije se roztok o koncentraci
0,5 mol/l nebo se zméni hmotnost vzorku podle
ocekavaného  obsahu  volnych  mastnych  kyselin
a uvedené tabulky.

Pozndamka 5: Pokud se béhem titrace roztok zakali, piida se dostacujici
mnozstvi rozpoustédel (3.1), aby byl roztok opét Ciry.

Druhé stanoveni se provadi pouze tehdy, je-li prvni vysledek vys§i nez
limit ur€eny pro danou kategorii oleje.
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6. VYJADRENI VYSLEDKU

Kyselost vyjadiena jako podil kyseliny olejové v % hmotnostnich se
vypocita podle vzorce:

M 100 VxcxM

X =
1000 m 10 x m

kde:

V = spotieba titracniho roztoku hydroxidu draselného (nebo hydroxidu
sodného) v ml;

¢ = presna koncentrace titratniho roztoku hydroxidu draselného (nebo
hydroxidu sodného) v mol/l;

M = 282 g/mol, molarni hmotnost kyseliny olejové v g na mol;
m = hmotnost vzorku v g.

Obsah kyseliny olejové se udava takto:

a) na dvé desetinna mista u hodnot 0 az 1 vcetng¢;

b) na jedno desetinné misto u hodnot 1 az 100 vcetné.
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PRILOHA III

STANOVENI PEROXIDOVEHO CiSLA

1. Predmét

Tato ptiloha popisuje metodu pro stanoveni peroxidového Cisla Zivocisnych
a rostlinnych oleji a tukd.

2. Definice

Peroxidové ¢Cislo je mnozstvi téchto latek ve vzorku, vyjadiené
v miliekvivalentech aktivniho kysliku na kg, které oxiduji jodid draselny za
popsanych pracovnich podminek.

3. Podstata

Reakce vzorku s roztokem jodidu draselného v roztoku kyseliny octové
a chloroformu. Titrace uvolnéného jodu standardizovanym roztokem thio-
siranu sodného.

4. Pristroje a pomicky

Vsechny pouzité pfedméty musi byt zbaveny redukénich a oxidacnich latek.
Poznamka 1: zdbrusy nesméji byt mazdany tukem.
4.1. Sklenéna vazenka o objemu 3 ml.

4.2. Banky na 250 ml se zabrusy a zatkami, pfedem vysuSené a naplnéné
Cistym, suchym inertnim plynem (dusikem, nebo Iépe oxidem
uhli¢itym).

4.3. Byreta o objemu 5, 10 nebo 25 ml se stupnici alespoit po 0,05 ml,
pokud mozno s automatickym sefizenim na nulu, nebo rovnocenna auto-
maticka byreta.

4.4. Analytické vahy.

5. Reak¢ni ¢inidla

5.1. Chloroform C¢istoty p. a., zbaveny kysliku probublavanim proudem
¢istého suchého inertniho plynu.

5.2. Ledova kyselina octova Cistoty p. a., zbavena kysliku probublavanim
proudem ¢istého suchého inertniho plynu.

5.3. Jodid draselny, nasyceny vodny roztok, Cerstvé pfipraveny, zbaveny
jodu a jodi¢nanu. Pfiblizné 14 g jodidu draselného se necha rozpustit
v asi 10 ml vody pfi pokojové teploté.

5.4. Thiosiran sodny, 0,01 mol/l (odpovida 0,01 N), standardizovany vodny
roztok, pfipraveny tésné pred pouzitim.

Roztok thiosiranu sodného o koncentraci 0,01 mol/l se pfipravi denné
pred pouzitim ze standardniho roztoku thiosiranu sodného o koncentraci
0,1 mol/l, nebo se ur¢i piesna molarita. Ze zkuSenosti vyplyva, ze
stabilita je omezend a zavisi na hodnoté pH a obsahu volného oxidu
uhli¢itého. Pro roztok se pouZije pouze Cerstvé prevafena voda, ptipadné
se proplachne dusikem.

Pro uréeni ptfesné molarity roztoku thiosiranu sodného se doporucuje
nasledujici postup:
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S ptesnosti na 0,001 g se do odmérné bariky (250 nebo 500 ml) odvazi
0,27 az 0,33 g jodicnanu draselného (myjn3) a rozpusti se v po rysku
doplnéné Cerstvé pievaiené vode (V,), ktera se piedtim necha ochladit
na pokojovou teplotu. Pomoci pipety se 5 nebo 10 ml tohoto roztoku
jodi¢nanu draselného (V) pienese do Erlenmeyerovy banky na 250 ml.
Prida se 60 ml Cerstvé pievafené vody, 5 ml kyseliny chlorovodikové
o koncentraci 4 mol/l a 25 az 50 mg jodidu draselného nebo 0,5 ml
nasyceného roztoku jodidu draselného. Tento roztok se titruje roztokem
thiosiranu sodného (V3) za ucelem stanoveni piesné molarity roztoku
thiosiranu sodného.

_ mggo3 X Vi x 6 X 10 X wigo3
Myio3 X Vo X V3

T

kde:
Moz je hmotnost jodi¢nanu draselného v gramech
V| je objem roztoku jodi¢nanu draselného v mililitrech (5 nebo 10 ml)

V, je celkovy objem roztoku jodicnanu draselného v mililitrech
(250 nebo 500 ml)

V3 je objem roztoku thiosiranu sodného v mililitrech

W03 je Cistota jodi¢nanu draselného v g/100 g

Mkio3 je molekulova hmotnost jodi¢nanu draselného (214 g/mol)
T je pfesna molarita roztoku thiosiranu sodného (mol/l).

5.5. Skrobovy roztok, vodni disperze 10 g/l, Serstvé piipraveny z piirodniho
rozpustného Skrobu. Lze pouzit i rovnocennd cinidla.

6. Vzorek

Vzorek je nutno odebrat a skladovat v temnu a chladu ve zcela naplnénych
sklenénych nadobach, hermeticky uzavienych zabrousenou sklenénou, nebo
korkovou zatkou.

7. Postup

Stanoveni musi byt provadéno v rozptyleném dennim svétle, nebo pfi
umélém osvétleni. Do sklenéné vazenky (4.1) nebo banky (4.2) se
s pfesnosti na 0,001 g odvazi vzorek o hmotnosti dle nasledujici tabulky,
podle ptedpokladaného peroxidového cisla:

Piedpokladané peroxidové Gislo Hmotnost zkusebniho vzorku
(meq) (&
0az 12 5,0 az 2,0
12 az 20 2,0 az 1,2
20 az 30 1,2 az 0,8
30 az 50 0,8 az 0,5
50 az 90 0,5 az 0,3

Z baiky (4.2) se vyjme zatka a vlozi se do ni vazenka obsahujici vzorek.
Pfida se 10 ml chloroformu (5.1). Vzorek se rychle rozpusti zamichanim.
Pfida se 15 ml kyseliny octové (5.2) a potom 1 ml roztoku jodidu draselného
(5.3). Banka se ihned uzavfe, protfepa se po dobu jedné minuty a necha se
stat pfesné 5 minut v temnu pii teploté 15 az 25 °C.
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Prida se ptiblizné 75 ml destilované vody. Uvolnény jod se za pouziti $kro-
bového roztoku (5.5) jako indikatoru za silného protfepavani titruje roztokem
thiosiranu sodného (5.4).

Z jednoho zkuSebniho vzorku se provadéji dvé stanoveni.

Spolu s vlastnim stanovenim se provadi slepy pokus. Jestlize vysledky
slepého  pokusu piesahnou 0,05 ml roztoku thiosiranu sodného
o koncentraci 0,01 N (5.4), je nutno vymeénit zneciSténa Cinidla.

8. Vyjadreni vysledkii

Peroxidové cislo (PV) vyjadfené v miliekvivalentech aktivniho kysliku na
kilogram se vypocita podle vzorce:

_V'x T x1000
N m

PV

kde:

V = pocet ml standardizovaného roztoku thiosiranu sodného (5.4) pouzitého
pro stanoveni, korigovany s piihlédnutim k slepému pokusu.

T

pfesna molarita pouzitého roztoku thiosiranu sodného (5.4) v mol/l.

m = hmotnost zkusebniho vzorku v g.
Za vysledek se povazuje aritmeticky primér dvou stanoveni.

Vysledek se zaokrouhli na jedno desetinné misto.
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PRILOHA IV
STANOVENI OBSAHU VOSKU POMOCI KAPILARNI PLYNOVE
CHROMATOGRAFIE

1. PREDMET

Tato metoda popisuje postup stanoveni obsahu vosku v olivovych olejich.
Vosky se déli podle poctu atomi uhliku. Tuto metodu lze pouzit zejména
k rozliSeni mezi olivovym olejem ziskanym lisovanim a extrakci (olivovy
olej z pokrutin).

2. PODSTATA METODY

K tuku nebo oleji se pfimisi vhodny vnitini standard a poté se provadi
chromatograficka frakéni destilace na hydratované silikagelové koloné.
Ziskana frakce eluovana nejprve pii testovacich podminkach (jejiz
polarita je mens$i nez polarita triglyceridii) se pfimo analyzuje pomoci
kapilarni plynové chromatografie.

3. PRISTROJE A POMUCKY

3.1  Konicka 25ml barka.

3.2 Sklenénd chromatografickd plynova kolona o vnitfnim priméru 15 mm
a délce 30 az 40 cm vybavena ventilem.

3.3 Plynovy chromatograf vhodny pro pouziti s kapilarni kolonou a vybaveny
pfimym vstiikovanim, obsahujici:

3.3.1 Termostatickou komoru pro kolony vybavenou programatorem teploty.
3.3.2 Studené nastiikové zafizeni pro piimé zavadéni do kolony.
3.3.3 Plameno-ioniza¢ni detekéni Cidlo a konverzni zesilovac.

3.3.4 Integrator se zapisovaem, vhodny pro provoz s konverznim zesilovacem
(3.3.3), s rychlosti odezvy nizsi nez 1 sekundu a s nastavitelnou rychlosti
posunu papiru. (Lze téZ pouzit informacni systémy, které umoziiuji
ziskavani dat z plynové chromatografie pomoci PC.)

3.3.5 Kapilarni kolona, ze skla nebo taveného kiemene, dlouhd 8 az 12 m s
vnitinim primérem 0,25 az 0,32 mm, obsahujici kapalnou fazi, o jednotné
tloustce 0,10 az 0,30 um. (Kapalné faze SE 52 nebo SE 54 vhodné
k pouziti v obchodu.)

3.4  Mikrostiikacka na 10 pl pro pfimy vstiik do kolony opatfend tvrzenou
jehlou.

3.5  Elektricky vibrator.

3.6  Rotacni odpafovac.

3.7  Muflova pec.

3.8  Analytické vahy s pfesnosti méfeni £ 0,1 mg.
3.9  Bézné laboratorni sklenéné nadoby.

4. REAKCNI CINIDLA
4.1  Silikagel s velikosti zrna od 60 do 200 pm.

Silikagel se umisti alespoii na &tyfi hodiny do pece o teplot¢ 500 °C.
Necha se ochladit a pfidaji se 2% vody v poméru k odebranému
mnozstvi silikagelu. Radnym protfepanim se smés homogenizuje. Pied
pouzitim se ponecha nejméné 12 hodin ve tmé.
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4.2 n-hexan pro chromatografii.

4.3 Diethylether pro chromatografii.

4.4  n-heptan pro chromatografii.

4.5  Standardni roztok 0,1 % (m/V) laurylarachidatu v hexanu (vnitini stan-
dard). (Lze téz pouzit palmityl palmitat a myristyl stearat.)

4.5.1 Sudan 1 (1-fenyl-azo-2-naftol).

4.6  Nosny plyn: vodik nebo ¢isté helium pro plynovou chromatografii.

477  Pomocné plyny:

— vodik, cisty pro plynovou chromatografii,

— vzduch, &isty pro plynovou chromatografii.

5. POSTUP
5.1  Pi¥iprava chromatografické kolony

Provede se suspenze 15 g silikagelu (4.1) v n-hexanu (4.2) a zavede se do
kolony (3.2). Po spontanni sedimentaci se tato dokonéi pomoci elek-
trického vibratoru (3.5), aby byla chromatograficka vrstva co nejhomo-
gennéjsi. Provede se perkolace 30 ml n-hexanu za ucelem odstranéni
ptipadnych necistot. Pomoci vah (3.8) se navazi piesné¢ 500 mg vzorku
do banky (3.1) a pfidd se vhodné mnozstvi vnitinitho standardu (4.5)
v zavislosti na pfedpokladaném obsahu vosku. Napi. 0,1 mg laurylu
arachidatu v pfipadé olivového oleje a 0,25 az 0,5 mg v piipadé
olivového oleje z pokrutin. Ziskany vzorek se za pomoci dvou davek 2
ml n-hexanu (4.2) pfevede do chromatografické kolony.

Umozni se, aby hladina rozpoustédla poklesla tak, aby byla 1 mm nad
horni Grovni absorbentu, a poté se provede perkolace 70 ml doplitkového
n-hexanu za téelem odstranéni n-alkant, které jsou pfirozené piitomny.
Poté se zahaji chromatografické eluovani, odejme se 180 ml smési n-
hexanu/diethyletheru v poméru 99:1 pii pritoku pfiblizné 15 kapek za
10 sekund. Eluovani vzorku se musi provést pii teploté okoli 22 °C + 4.

Poznamky: — Smés n-hexanu s diethyletherem v poméru 99:1 se musi
pfipravovat kazdy den.

— Aby bylo mozno vizualné kontrolovat spravné eluovani
voskUl, je mozno do roztoku vzorku pfidat 100 pl 1%
Sudanu v eluovaci smési. Jelikoz ma barvivo ptechodnou
vazbu mezi vosky a triglyceridy, je tfeba eluci pferusit,
jakmile zabarveni dosdhne spodni ¢asti chromatografické
kolony, nebot’ vSechny vosky byly eluovany.

Ziskana frakce se ususi v rotacnim odpatovaci (3.6), az je témer vsechno
rozpoustédlo odstranéno. Posledni 2 ml rozpoustédla se odstrani za
pomoci slabého proudu dusiku; poté se prida 2—4 ml n-heptanu.

5.2 Analyza plynovou chromatografii
5.2.1 Pripravné prace

Kolona se spoji s plynovym chromatografem (3.3), vstupni port se pfipoji
ke kolonovému systému (on-column system) a vystupni port k detekénimu
¢inidlu. Poté se plynovy chromatograf piekontroluje (t€snost plynovych
vedeni, funkce detekéniho ¢inidla a zaznamniku atd.).
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Kapilarni kolony, které maji byt pouzity poprvé, je nutno nejprve kondi-
cionovat. Kapildrni kolonou se nechd protékat malé mnoZzstvi nosného
plynu, poté se zapne plynovy chromatograf a necha se postupné
zahfivat. Postupné se =zahfiva, dokud neni zhruba po 4 hodinach
dosazeno teploty 350 °C. Tato teplota se udrzuje nejméné dvé hodiny
a poté se provede regulace pracovnich podminek (regulace pritoku
plynu, zapaleni plamene, pfipojeni elektronického zapisovace (3.3.4),
nastaveni teploty kolonové komory, detekéniho ¢inidla atd.) a signal se
nastavi na citlivost, kterd ¢ini nejméné dvojnasobek nejvyssi Grovné
uvazované pro provedeni analyzy. Zakladni linie zdznamu musi byt
rovna, bez jakychkoli piki nebo drifti.

Zaporné drifty jsou znamkou nedokonalé tésnosti spoju kolony, zatimco
kladné svédéi o nedostateéné kondicionaci kolony.

5.2.2 Vyber pracovnich podminek

Pracovni podminky, které je tieba vSeobecné dodrzovat, jsou tyto:

— teplota kolony:

20 °C/ 5 °C/ 20 °C/
min min min
nejdiive — 240 °C — 325 °C — 340 °C
80 °C (6" (107
1

— teplota detekéniho ¢inidla: 350 °C,

— mnozstvi nastiiknuté latky: 1 pl roztoku n-heptanu (2—4 ml),

— nosny plyn: optimalni linearni rychlost helia nebo vodiku u vybraného
plynu (viz dodatek),

— citlivost pfistroje: ma odpovidat niZze uvedenym podminkam:

Tyto podminky mohou byt upraveny podle charakteristik kolony
a plynového chromatografu s cilem oddélit vSechny vosky, dosahnout
dostate¢ného rozpusténi pik (viz obrazek) a retenéniho ¢asu vnitiniho
standardu Cs,, ktery musi byt 18 + 3 minuty. Nejreprezentativngjsi pik
vosku musi dosahnout nejméné 60 % z plného rozsahu.

Parametry pro integraci piki se nastavi tak, aby doSlo ke sprdvnému
vyhodnoceni ploch uvazovanych piku.

Pozndmka: Vzhledem k tomu, Ze kone¢na teplota je vysoka, pfipousti se
kladny drift, ktery nesmi piesahnout 10 % z plného rozsahu.

5.3  Provedeni analyzy

Do mikrostiikacky na 10 pl se natdhne 1 pl roztoku; pist mikrostiikacky
se povytahne tak, aby se vyprazdnila jehla. Jehla se zavede pfes septum
vstiikové komory a pfiblizné po jedné nebo dvou sekundach se rychle
nastfikne roztok; piiblizné po péti sekundach se jehla pomalu vytdhne.

Zaznamenavani je provadéno, dokud vosky nejsou zcela eluovany.
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Zakladni linie zaznamu musi vzdy odpovidat pozadavkim.
5.4  Identifikace pikua

Identifikace jednotlivych pikli se provadi podle retencnich cast
a porovnanim se smésmi voskd, jejichZz retencni casy jsou znamé
a které byly analyzovany za stejnych podminek.

Chromatogram voskt panenského olivového oleje je zndzornén na
obrazku.

5.5  Kvantitativni vyhodnoceni
Pomoci integratoru se vypocitaji plochy pikd odpovidajicich vnitfnimu
standardu a alifatickym esterim Cgyq az Cys.

Obsah vosku jednotlivych esteri vyjadieny v mg/kg tukové latky se
vypocita podle vzorce:

A 1000
ester, mg/kg = x> MM X W

Ay X m
kde:
A, = plocha piku kazdého esteru v milimetrech ¢tverecnich;
Ay = plocha piku vnitfniho standardu v milimetrech ¢tverecnich;
mg = hmotnost pfidaného vnitfniho standardu v miligramech;
m = hmotnost vzorku pouzitého pro stanoveni v gramech.

6. VYJADRENI VYSLEDKU

Uvadi se souhrn obsahti jednotlivych voskti Cyy az Cyev mg/kg tukové
latky (ppm).

Poznamka: Slouceniny, které je tfeba kvantifikovat, se stanovi vzhledem
k pikiim esterd s poc¢tem uhlikii mezi C4q a Cyg podle piikladu
chromatogramu voskd olivového oleje uvedeného na nasle-
dujicim obrazku. Pokud se ester C,q objevi dvakrat, dopo-
ruCuje se pro jeho identifikaci provést analyzu frakce voskl
olivového oleje z pokrutin, v niz je pik C4q snadno rozpoz-
natelny, jelikoz jasné ptevazuje.

Vysledky se vyjadii s piesnosti na jedno desetinné misto.
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Obrazek

Chromatogram voskii olivového oleje (1)

30.ooﬂ
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25.00 ]
20 .00
15.00
4
3
10 .00
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2' 3
5.00-] 3' w
g
0 .00 " ] e
1 6
T T T T T T T
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Vysvétlivky:
LS. = Lauryl arachidatu;
1 = Estery diterpenu;

2 + 2" = Estery Cyp;

3+ 3" = Estery Cy;
4 + 4" = Estery Cyy;
5 = Estery Cyg;
6 = Estery steroll a triterpenicky alkohol.

(") Po eluovani estert steroltt musi byt chromatograficka linie bez vyznamnych pika (triglyceridi).
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DODATEK
Stanoveni linearni rychlosti plynu
Do plynového chromatografu nastaveného na normalni pracovni podminky se

vstifkne 1 az 3 pl methanu nebo propanu. Zméii se doba prichodu plynu
kolonou od pocatku vstiiku do okamziku eluce pikt (ty).

Linearni rychlost proudéni v cm/s je ddna pomérem L/ty;, kde L je délka kolony
v cm a (ty) je Cas zméfeny v sekundach.
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PRILOHA V

STANOVENI SLOZENI A OBSAHU STEROLU A TRITERPENICKYCH
DIALKOHOLU KAPILARNI PLYNOVOU CHROMATOGRAFII

1. OBLAST PUSOBNOSTI

Tato metoda popisuje postup stanoveni obsahu a slozeni steroli
a triterpenickych dialkoholl v olivovych olejich a olivovych olejich
z pokrutin.

2. PODSTATA ZKOUSKY

Zmydelnéni oleje, k némuz je piidan a-cholestanol jako wvnitini
standard, pomoci ethanolického roztoku hydroxidu draselného
a extrakce nezmydelnitelnych latek pomoci diethyletheru.

Pomoci tenkovrstvé chromatografie na bazické silikagelové desce se
z nezmydelnitelné latky oddéli sterolova frakce a frakce triterpe-
nickych dialkoholt. Frakce oddélené ze silikagelu se pfevedou na
trimethylsilylether a analyzuji pomoci kapilarni plynové chromato-
grafie.

3. PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni a zejména:

3.1 Banka na 250 ml vybavena zpétnym chladi¢em se zabrusem.

32 Délici nalevka na 500 ml.

33 Banky na 250 ml.

34 Kompletni zafizeni pro tenkovrstvou chromatografii se sklenénymi

deskami o rozmérech 20 x 20 cm.

3.5 Ultrafialova lampa s vlnovou délkou 254 nebo 366 nm.
3.6 Mikrostiikacky na 100 pl a 500 pl.
3.7 Filtracni nalevka ze sintrovaného skla s poérovitou fritou G3 (porovitost

15 az 40 ym) o praméru piiblizné 2 cm a vysce 5 cm, vybavena
uzavérem pro vakuovou filtraci a s vné&jSim zabrusem.

38 Odsavaci baika na 50 ml s vnitfnim zabrusem pro pouziti s filtrani
nalevkou (3.7).

39 Zkumavka na 10 ml s konickym dnem a sklenénou zatkou.

3.10 Plynovy chromatograf vhodny pro pouziti s kapilarni kolonou, opatieny
systémem déleného nastiikového zafizeni slozeny z:

3.10.1  termostatické kolonové komory nastavitelné na pozadovanou teplotu
s presnosti = 1 °C;

3.10.2  wvstiikovaci jednotky s termostatem (vstiikové komory) s povlakem ze
silanizovaného skla a s délicim systémem;

3.10.3  plamenoionizac¢niho detektoru (FID);

3.10.4  systému pro sbér dat vhodného pro provoz s detektorem FID (bod
3.10.3) s moznosti manualni integrace.

3.11 Kapilarni kolona z taveného kfemene dlouhd 20 az 30 m, s vnitfnim
prumérem 0,25 az 0,32 mm, potazena 5 % difenyl — 95 % dimethyl-
polysiloxanem (stacionarni faze SE-52 nebo SE-54 nebo ekvivalentni),
o jednotné tloustce 0,10 az 0,30 um.
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3.12 Mikrostiikacka na 10 pl pro plynovou chromatografii opatiena tvrzenou
jehlou pro nastfik pomoci délice.

3.13 Exsikator s chloridem vapenatym.

4. CHEMIKALIE

4.1 Hydroxid draselny, minimalni titr 85 %.

4.2 Hydroxid draselny ve formé ethanolického roztoku o koncentraci
ptiblizné 2 mol/l.
130 g hydroxidu draselného (bod 4.1) se za soucasného chlazeni
rozpusti ve 200 ml destilované vody a doplni se do jednoho litru
ethanolem (bod 4.10). Tento roztok je nutno uchovavat v dobie
uzaviené sklenéné lahvi z tmavého skla a skladovat po dobu
maximalné¢ dvou dna.

43 Diethylether cistoty p.a.

4.4 Hydroxid draselny ve formé& ethanolického roztoku o koncentraci
ptiblizné 0,2 mol/l.
13 g hydroxidu draselného (bod 4.1) se rozpusti ve 20 ml destilované
vody a doplni se do jednoho litru ethanolem (bod 4.10).

4.5 Bezvody siran sodny Cistoty p.a.

4.6 Silikagelem potazené sklenéné desky (20 x 20 cm) bez fluorescenéniho
indikatoru o tloust’ce 0,25 mm (obchodné dostupné).

4.7 Toluen Ccistoty pro chromatografii.

4.8 Aceton Cistoty pro chromatografii.

4.9 N-hexan Cistoty pro chromatografii.

4.10 Diethylether Cistoty pro chromatografii.
4.11 Ethanol distoty p.a.
4.12 Ethylacetat Cistoty p.a.

4.13 Referenéni roztok pro tenkovrstvou chromatografii: 5 % roztok choles-
terolu nebo fytosterolu a erythrodiolu v ethylacetatu (bod 4.11).

4.14 0,2 % ethanolicky roztok 2,7-dichlor-fluoresceinu, mirné zasadity
piidanim nékolika kapek alkoholového roztoku hydroxidu draselného
o koncentraci 2 mol/l (bod 4.2).

4.15 Bezvody pyridin Cistoty pro chromatografii (viz poznamka 5).

4.16 Hexamethyl disilazan Cistoty p.a.

4.17 Trimethyl-chlorsilan ¢istoty p.a.

4.18 Zkusebni roztoky sterol(trimethylsilyl)etheri.

Pripravi se ze sterold nebo z erythrodiolu ziskanych z oleju, které je
obsahuji, tésné pied pouzitim.

4.19 a-cholestanol o Cistoté vyssi nez! 99 % (Cistota musi byt kontrolovana
pomoci analyzy plynovou chromatografii).

4.20 0,2 % vnitini standardni roztok o-cholestanolu, roztok (m/V)
v ethylacetatu (bod 4.11).

4.21 Roztok fenolftaleinu 10 g/L v ethanolu (bod 4.10).
4.22 Nosné plyny: vodik nebo helium, Cisté pro plynovou chromatografii.

4.23 Pomocné plyny: vodik, helium, dusik a vzduch, &isté pro plynovou
chromatografii.
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4.24 N-hexan (bod 4.9)/diethylether (bod 4.10) smés 65:35 (V/V).

4.25 Cinidlo pro silylaci tvofené smési pyridinu, hexamethyl-disilazanu
a trimethyl-chlorsilanu v poméru 9:3:1 (V/V/V).

5. POSTUP

5.1 Pfiprava nezmydelnitelnych latek

5.1.1 Pomoci mikrostfikacky na 500 pl (bod 3.6) se do banky na 250 ml da
(bod 3.1) vnitini standardni roztok a-cholestanolu (bod 4.20) obsahujici
mnozstvi cholestanolu rovnajici se pfiblizn¢ 10 % obsahu sterolu ve
vzorku. Naptiklad pfi analyze olivového oleje se na 5 g vzorku
olivového oleje piidd 500 pl roztoku a-cholestanolu (bod 4.20)
a 1500 pl pfi analyze olivového oleje z pokrutin. V mimém proudu
dusiku v teplé vodni lazni se vzorek odpaii do sucha a po vychladnuti
bariky se do stejné bariky navazi 5+0,01 g vysuSeného piefiltrovaného
vzorku.

Poznamka I: Zivo&igné nebo rostlinné oleje obsahujici vétsi mnozstvi
cholesterolu mohou vykazovat pik s retenénim casem
blizkym cholestanolu. Pokud k tomu dojde, musi byt
sterolova frakce analyzovana jednou s vnitinim stan-
dardem a jednou bez ngj.

5.1.2 Prida se 50 ml ethanolického roztoku hydroxidu draselného
o koncentraci 2 mol/l (bod 4.2) a malé mnozstvi pemzy, pfipoji se
zpétny chladi¢ a zahfeje se do mirného varu, dokud nedojde ke
zmydelnéni (roztok se vycefi). V zahtivani se pokracuje dal$ich 20
minut a poté se pres chladi¢ pfida 50 ml destilované vody, chladi¢
se nasledné odpoji a barika se vychladi na teplotu pfiblizné 30 °C.

5.1.3 Obsah banky se kvantitativné pfevede do délici nalevky na 500 ml
(bod 3.2) a proplachne se nékolika davkami destilované vody (50
ml). Pfida se pfiblizné 80 ml diethyletheru (bod 4.10), vse se
protiepe po dobu pfiblizné 60 sekund a pravidelné se uvoliuje tlak
obracenim d¢lici nalevky a oteviranim kohoutku. Necha se odstat az do
uplného oddéleni obou fazi (viz poznamka 2).

Poté se co nejvice mydlového roztoku odéerpa do druhé délici nalevky.
Stejnym zplisobem se provedou dalsi dvé extrakce vodné-alkoholové
faze, vzdy s pouzitim 60 az 70 ml diethyletheru (bod 4.10).

Poznamka 2: Emulze je mozné odstranit pfidanim malych mnozstvi
ethanolu (bod 4.11).

5.1.4 Vsechny tii etherové extrakty se smichaji v jedné délici nalevce
obsahujici 50 ml vody. Dale se promyva vodou (50 ml), dokud se
promyvaci voda pii ptidani kapky roztoku fenolftaleinu nepiestane
zbarvovat razové (bod 4.21).

Odstrani se vodna faze, etherova faze se prefiltruje na bezvodém siranu
sodném (bod 4.5) do pfedem zvazené¢ banky na 250 ml, pficemz
nalevka a filtr se promyji malymi mnozstvimi diethyletheru (bod 4.10).

5.1.5 Rozpoustédlo se necha odpatit destilaci ve vakuu v rotaénim
odpatovaéi pii 30 °C. Pfida se 5 ml acetonu a t€kavé rozpoustédlo
se zcela odstrani mirnym proudem vzduchu. Zbytek se susi v susarné
pii 10342 °C po dobu 15 min. Po vychlazeni v exsikatorech se zvazi
s presnosti na 0,1 mg.
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5.2.

521

522

523

524

525

5.2.6

Separace sterolové frakce a frakce triterpenickych dialkoholti (ery-
throdiol + uvaol)

Pfiprava bazickych desek pro tenkovrstvou chromatografii. Silikagelové
desky (bod 4.6) (cca 4 cm) se na 10 sekund zcela ponofi do ethano-
lického roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 0,2 mol/l (bod
4.5), poté se nechaji dvé hodiny susit v digestofi a nakonec na jednu
hodinu umisti do susarny vyhfaté na 100 °C.

Desky se vyjmou ze suSarny a az do okamziku pouziti ulozi do
exsikatoru s chloridem vapenatym (bod 3.13). Takto upravené desky
musi byt pouzity béhem 15 dnt.

Poznamka 3: Jsou-li pro separaci sterolové frakce pouzity bazické sili-
kagelové desky, neni nutné upravovat nezmydelnitelnou
frakci pomoci Al,O; (oxidu hlinitého). Dojde tak
k zadrzeni vSech kyselych sloucenin (mastnych kyselin
apod.) na pocatku, a tim se zietelné oddéli pasmo sterold
od pasma alifatickych a triterpenickych alkohold.

Vyvijeci komora se naplni smési hexanu a diethyletheru (bod 4.24) (viz
poznamka 4) do vysky piiblizné¢ 1 cm. Vyvijeci komora se uzavie
a nejméné pul hodiny ponechd v klidu a chladnu, aby se mohla
vytvofit rovnovdha mezi parami a kapalinou. Na wvnitini povrch
vyvijeci komory je mozné prfipojit prouzky filtracnitho papiru
namoCené v elu¢ni smési za uUCelem zkrdceni doby vyvolavani
piiblizné o jednu tietinu a docileni stejnomérnéjsi, pravidelné eluce
slozek.

Pozndmka 4: Vyvijeci roztok musi byt pro kazdou analyzu vyménén,
aby bylo dosazeno reprodukovatelnych podminek
vyvijeni; lze pouzit alternativni rozpoustédlo 50:50
(V/V) n-hexanu a diethyletheru.

Pripravi se piiblizné 5 % roztok nezmydelnitelné latky (bod 5.1.5)
v ethylacetatu (bod 4.12) a 0,3 ml tohoto roztoku se pomoci mikros-
tiikacky na 100 pl nastiikne jako uzky a rovnomérny pruh k dolnimu
okraji (2 cm) chromatografické desky (bod 5.2.1). Ve stejné Grovni se
nanese 2 az 3 pl referencniho roztoku materialu (bod 4.13) za ucelem
stanoveni sterolového pasma a pasma triterpenickych dialkoholii po
dokonceni vyvijeni.

Deska se umisti do vyvijeci komory uvedené v bod¢ 5.2.2. Teplota se
udrzuje mezi 15 a 20 °C (viz poznamka 5). Vyvijeci komora se
okamzit¢ uzavie a vzorek se neché eluovat, dokud celo rozpoustédla
nedosahne pfiblizné 1 cm od horniho okraje desky. Deska se poté
vyjme z vyvijeci komory a rozpoustédlo se necha odpatit pod
proudem horkého vzduchu nebo se deska na chvili nechd v digestofi.

Poznamka 5: Vyssi teplota muze zhorsit oddélovani.

Deska se lehce a rovnomérné postiikd roztokem 2,7-dichlor-fluor-
esceinu (bod 4.14), nech4 se uschnout a pozoruje se pod ultrafialovym
zafenim. Sterolové pasmo a péasmo triterpenickych dialkoholt se
stanovi porovnanim skvrn vytvofenych referenénim roztokem (bod
4.13). Obrysy pasem podél okrajii fluorescence se vyzna¢i cernym
znackovacem (viz obrazek tenkovrstvé desky ¢. 3).

Silikagel se z oznafené oblasti seSkrabe pomoci kovové Spachtle.
Odebrana hmota se rozmélni na malé &asti a prevede do filtratni
nalevky (bod 3.7). Pfida se 10 ml horkého ethylacetatu (bod 4.12).
Obsah se dikladné promicha kovovou stérkou a vakuové prefiltruje.
Filtrat se shromazdi v baiice pfipojené na filtra¢ni nalevku (bod 3.8.).
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Zbytek v baiice se proplachne 3 x 10 ml diethyletheru (bod 4.3). Filtrat
se piitom sbird do stejné bariky pripojené k nédlevce. Filtrat se odpafi na
objem piiblizné 4 az 5 ml a zbytkovy roztok se pfevede do piedem
zvazené zkumavky na 10 ml (bod 3.9). Zkumavka se vysu$i lampou
pod mirnym proudem dusiku. Zbytek se znovu rozpusti nékolika
kapkami acetonu (bod 4.8) a opét vysusi.

Zbytek ve zkumavce musi byt tvofen sterolovou frakci a frakei triterpe-
nickych dialkoholt.

53 Pfiprava trimethylsilylethert

5.3.1 Do zkumavky obsahujici sterolovou a triterpenickou frakci se piida
¢inidlo pro silylaci (bod 4.25) (viz poznamka 6), v mnozstvi 50 ul
na kazdy mg steroli a triterpenickych dialkoholli Pfitom je nutné
zabranit jakékoli absorpci vlhkosti (viz poznamka 7).

Poznamka 6: Roztoky pfipravené k pouziti jsou obchodné dostupné.
Dostupna jsou rovnéz dalsi silylacni cinidla, jako
napiiklad N,O-bis-(trimethylsilyl)trifluoracetamid + 1 %
trimethyl-chlor-silan pro smichani se stejnym objemem
bezvodého pyridinu.

Pyridin 1ze nahradit stejnym mnozstvim acetonitrilu.

532 Zkumavka se uzavie a peclivé protfepe bez pievraceni, dokud se
slouceniny nerozpusti. Poté se necha v klidu nejméné 15 minut pfi
laboratorni teploté a nasledné nékolik minut odstied’uje. Ciry roztok
je pfipraven pro plynovou chromatografickou analyzu.

Poznamka 7: Vznik slabé opalescence je normalni a nezpisobuje
zadnou anomdlii. Tvorba bilych vlocek nebo existence
rizového zabarveni jsou zndmkami pfitomné vlhkosti
nebo degradace Ccinidla. V tomto pfipadé je tieba
zkousku opakovat (pouze v piipadé, ze byl pouzit
hexamethyl-disilazan/trimethyl-chlorsilan).

5.4 Analyza plynovou chromatografii

54.1 Pfipravné operace a kondicionace kapilarni kolony.

5.4.1.1 Kapilarni kolona se pfipoji (bod 3.11) k plynovému chromatografu tak,
ze zacatek kolony se pfipoji k délenému nastiikovému zatizeni a konec
kolony se piipoji k detektoru.

Provede se kompletni kontrola plynového chromatografu (tésnost
plynovych spojovacich prvki, w¢innost detektoru, ucinnost oddélo-
vaciho a zapisovaciho systému atd.).

5.4.1.2 Kapilarni kolony, které maji byt pouzity poprvé, je nutno nejprve
kondicionovat; samotnou kolonou se necha protékat malé mnozstvi
nosného plynu, poté se zapne plynovy chromatograf a necha se
postupné zahftivat, dokud neni dosazeno teploty nejméné o 20 °C
vy$$i, neZ je laboratorni teplota (viz poznamka 8). Tato teplota se
udrzuje nejméné dvé hodiny a poté se systém pievede do pracovnich
podminek (regulace prutoku plynu, odd€lovani, zapaleni plamene,
piipojeni vypocetniho systému, nastaveni teploty kolony, detektoru,
injektoru atd.) a signal se nastavi na citlivost, ktera Cini nejméné
dvojnasobek nejvyssi urovné uvazované pro provedeni analyzy.
Zakladni linie zaznamu musi byt rovna, bez jakychkoli pikti nebo
drifta.
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Zaporné drifty jsou znamkou nedokonalé tésnosti spoji kolony,
zatimco kladné svéd¢i o nedostatecné kondicionaci kolony.

Poznamka 8: Teplota kondicionace musi byt nejméné o 20 °C nizsi
nez maximalni teplota pouzitelnd pro uvazovanou
stacionarni fazi.

54.2 Vybér pracovnich podminek
5.4.2.1 Pracovni podminky jsou tyto:
— teplota kolony: 260 + 5 °C,
— teplota injektoru: 280-300 °C,
— teplota detektoru: 280-300 °C,

— lineérni rychlost nosného plynu: helium 20 az 35 cm/s, vodik 30 az
50 cm/s,

— oddélovaci pomér: 1:50 az 1:100,
— citlivost pfistroje: 4 az 16nasobek minimalniho utlumu,
— citlivost zdznamu: 1 aZz 2 mV fis.,

— mnozstvi nastiiknuté latky: 0,5 az 1 pl trimethylsilyletherového
roztoku.

Tyto podminky se mohou ménit podle charakteristik kolony
a plynového chromatografu s cilem zajistit, aby chromatogramy
spliiovaly tyto podminky:

— retenéni Cas betasitosterolu musi byt 20 + 5 minut;

— pik kampesterolu musi byt u olivového oleje (stfedni obsah 3 %)
20 £ 5 % plného rozsahu a u sdjového oleje (stfedni obsah 20 %)
80 £ 10 % plného rozsahu;

— vSechny piitomné steroly musi byt oddé€leny. Kromé separace musi
byt piky téz zcela rozliSeny, tj. draha zaznamu piku se musi vratit
na zakladni linii dfive, nez se zvedne do dalSiho piku. Netplné
rozliSeni je vSak tolerovano za ptedpokladu, ze pik s relativnim
retencnim casem 1,02 (sitostanol) je mozné kvantifikovat pomoci
kolmé usecky.

543 Analyticky postup

5.4.3.1 Do mikrostiikacky na 10 pl se natdhne 1 pl hexanu, poté 0,5 pl
vzduchu a nakonec 0,5 az 1 pl zkuSebniho roztoku. Pist mikrostiikacky
se povytahne tak, aby se vyprazdnila jehla. Jehla se zavede pfes septum
injektoru a pfiblizné po jedné nebo dvou sekundach se rychle nastiikne
roztok. Pfiblizné po péti sekundach se jehla pomalu vytahne.

Lze uzit rovnéz automaticky injektor.

5.43.2 Zaznamenavani je provadéno, dokud pfitomnd trimethylsilyletherova
smeés triterpenickych dialkoholtl neni zcela eluovana. Zakladni linie
zaznamu musi vzdy odpovidat pozadavkim bodu 5.4.1.2.

5.4.4 Identifikace pikti

Identifikace jednotlivych pikdi se provadi podle reten¢nich ¢ast
a porovnanim se standardni trimethylsilyletherovou smési sterolu
a triterpenickych dialkoholi analyzovanou za stejnych podminek (viz
dodatek).
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Steroly a triterpenické dialkoholy jsou eluovany v tomto pofadi: choles-
terol, brassikasterol, ergosterol, 24-methylen-cholesterol, kampesterol,
kampestanol, stigmasterol, delta-7-kampesterol, delta-5,23-stigmasta-
dienol, chlerosterol, betasitosterol, sitostanol, delta-5-avenasterol,
delta-5,24-stigmastadienol, delta-7-stigmastenol, delta-7-avenasterol,
erythrodiol a uvaol.

Retencni Casy betasistosterolu v piipadé¢ kolon SE-52 a SE-54 jsou
uvedeny v tabulce 1.

Chromatogram typicky pro nékteré oleje je vidét na obrazku 1 a 2.
54.5 Kvantitativni vyhodnoceni

5.4.5.1 Pomoci vypocetniho systému se vypocita plocha piki a-cholestanolu,
sterolil a triterpenickych dialkohol. Piky jakychkoli slouéenin, které
nejsou mezi sloueninami uvedenymi v tabulce 1 (vypocet pro
ergosterol se provadét nesmi) se ignoruji. Faktor odezvy a-cholestanolu
musi byt roven 1.

5.4.5.2  Obsah jednotlivych sterold vyjadieny v mg/kg tuku se vypocita podle

Vvzorce:

A, x mg x 1000

sterol x =
Ay X m

A, = plocha piku sterolu x vypoctena dle vypocetniho systému;

A, = plocha piku a-cholestanolu vypoctena dle vypocetniho systému;

mg = mnozstvi pfidaného a-cholestanolu v mg;
m = hmotnost vzorku pouzitého pro stanoveni v g.
6. VYJADREN{ VYSLEDKU
6.1 Uvadi se obsah jednotlivych steroli v mg/kg tuku a souhrn ,,0bsah

sterolti celkem®.

Slozeni jednotlivych steroll, erythrodiolu a uvaolu by se mélo vyja-
drovat s pfesnosti na jedno desetinné misto.

Celkové slozeni sterolit musi byt vyjadieno v celych cislech.

Vv M28
6.2 Procentni podil jednotlivych sterolii z poméru plochy pfislusného piku
k celkové plose piku sterolti se vypocita podle vzorce:
sterol, = i x 100
X ZA
kde:
Ax = plocha piku sterolu x;
XA = celkova plocha pikd sterold.
VY M26

6.3 Zjevny  Dbetasitosterol:  delta-5-23-stigmastadienol + chlerosterol +
betasitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol + delta-55-24-stigmas-
tadienol.
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6.4 Vypocita se procentni podil erythrodiolu a uvaolu:
Er + Uv
throdiol | = ————x 100
erythrodiol 4 uvao Er+UV+ZAX
kde:

XA = soucet ploch sterolu vypocteny dle vypocetniho systému;
Er = plocha erythrodiolu vypoctena dle vypocetniho systému;

Uv = plocha uvaolu vypoctena dle vypocetniho systému;
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Dodatek
Stanoveni linearni rychlosti plynu

Do plynového chromatografu nastaveného na normélni pracovni podminky se
vstiikne 1 az 3 pl methanu (nebo propanu) a pomoci stopek se zméfi doba
pruchodu plynu kolonou od doby vstiiku do doby eluce pika (tM).

Linearni rychlost proudéni v cm/s je dana pomérem L/tM, kde L je délka kolony
v cm a (tM) je naméfeny Cas v sekundach.
Tabulka 1

Relativni reten¢ni ¢asy steroli

Pik Identifikace Relativni retencni Cas
Kolona SE 54 [ Kolona SE 52
1 cholesterol A-5-cholesten-3/3-ol 0,67 0,63
2 cholestanol Sa-cholestan-3/-ol 0,68 0,64
3 brassikasterol [24S]-24-methyl-A-5,22-cholestadien-3/3-ol 0,73 0,71
* ergosterol [24S] 24 methyl-A-5-7-22 cholestatrien 3b-ol 0,78 0,76
4 24-methylen-cholesterol 24-methylen-A-5,24-cholestadien-3/3-01 0,82 0,80
5 kampesterol (24R)-24-methyl-A-5-cholesten-3/3-ol 0,83 0,81
6 kampestanol (24R)-24-methyl-cholestan-3/3-ol 0,85 0,82
7 stigmasterol (24S)-24-ethyl-A-5,22-cholestadien-3/3-ol 0,88 0,87
8 A-7-kampesterol (24R)-24-methyl-A-7-cholesten-3/3-o0l 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol (24R,S)-24-ethyl-A-5,23-cholestadien-3/3-ol 0,95 0,95
10 chlerosterol (248S)-24-ethyl-A-5,25-cholestadien-3/3-ol 0,96 0,96
11 J3-sitosterol (24R)-24-ethyl-A-5-cholesten-3/3-ol 1,00 1,00
12 sitostanol 24-ethyl-cholestan-3/3-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol (24Z)-24-ethyliden-A-cholesten-3/3-ol 1,03 1,03
14 A-5-24-stigmastadienol (24R,S)-24-ethyl-A-5,24-cholestadien-3/-ol 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol (24R,S)-24-ethyl-A-7-cholesten-3/3-ol 1,12 1,12
16 A-T7-avenasterol (24Z)-24-ethyliden-A-7-cholesten-3/3-ol 1,16 1,16
17 Erythrodiol Sa olean-12en-3328 diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-ursen-36b28 diol 1,52 1,52
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Obrazek 1

Plynovy chromatogram sterolové a triterpenicko dialkoholické frakce lampantového olivového
oleje (s vnitinim standardem)
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Obrazek 2

Plynovy chromatogram sterolové a triterpenicko dialkoholické frakce rafinovaného olivového
oleje (s vnitinim standardem)
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Obrazek 3

Olivovy olej z pokrutin naneseny na tenkovrstvé silikagelové desce s oblasti, ktera se musi
seSkrabat pro stanoveni sterolii a triterpenickych dialkoholi

1 — skvalen
2 — triterpenické a alifatické alkoholy
3 — steroly a triterpenické dialkoholy

4 — zacatek a volné mastné kyseliny
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PRILOHA VII

STANOVENI PROCENTUALNIHO ) PODILU 2-GLYCERIL
MONOPALMITATU

1. PREDMET A ROZSAH POUZITI

Tato metoda popisuje analyticky postup stanoveni procentudlniho podilu
kyseliny palmitové ve 2. pozici triglyceridi hodnocenim 2-glyceril
monopalmitatu.

Tato metoda se pouzije na tekuté rostlinné oleje pfi teploté okoli (20 °C).

2. PODSTATA METODY

Po piipravé se vzorek oleje podrobi G¢inku pankreatické lipazy. Parcialni
a specificka hydrolyza v pozici 1 a 3 molekuly triglyceridu zptsobuje, ze
monoglyceridy se objevi na 2. pozici. Procentualni podil 2-glyceril
monopalmitatu v monoglycerické frakci se stanovi po silylaci pomoci
kapilarni plynové chromatografie.

3. PRISTROJE A POMUCKY
3.1 Konicka 25ml barnka.

32 Kadinky na 100, 250 a 300 ml.

33 Sklenéna chromatografickd kolona o vnitinim priméru 21-23 mm
a délce 400 mm s vlozkou ze sintrovaného skla a kohoutem.

34 Nedélené pipety na 10, 50, 100 a 200 ml.
35 Banky na 100 a 250 ml.
3.6 Rotaéni odpafovac.

3.7 Centrifugaéni zkumavky s konickym dnem na 10 ml se zabrou$enou
sklenénou zatkou.

3.8 Odstredivka pro zkumavky o obsahu 10 a 100 ml.

3.9 Termostat umoznujici udrzet teplotu na 40 °C s piesnosti na 0,5 °C.
3.10  Deélené pipety na 1 a 2 ml.

3.11  Hypodermicka stfikacka na 1 ml.

3.12  Mikrostiikacka na 100 pl.

3.13  Nalevka na 1 000 ml.

3.14  Plynovy chromatograf pro kapilarni kolony se studenym nastiikovym
zatizenim on column pro piimé zavadéni vzorku do kolony a s termos-
tatem, ktery je schopen udrzovat zadanou teplotu s piesnosti na 1 °C.

3.15  Studené nastiikové zafizeni on column pro pfimé zavadéni vzorku do
kolony.

3.16  Plameno-ioniza¢ni detektor a elektrometr.

3.17  Integrator se zapisovacem, vhodny pro elektrometr, s rychlosti odezvy
niz§i nez 1 sekundu a s nastavitelnou rychlosti posunu papiru.

3.18  Kapilarni kolona, ze skla nebo taveného kiemene, dlouha 8 az 12 m s
vnitinim primérem 0,25 az 0,32 mm, obsahujici methylpolysiloxan nebo
5 %-fenyl-methylpolysiloxan, o tloustce 0,10 az 0,30 pm, kterou je
mozno pouzit pti 370 °C.
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43

44

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

4.11

4.12

4.13

4.14

4.15

4.16

5.1
5.1.1

Mikrostiikacka na 10 pl pro pfimy vstiik do kolony opatfena tvrzenou
jehlou o délce min. 7,5 cm.

CHEMIKALIE

Silikagel s velikosti zrna od 0,063 az po 0,200 mm (70/280 mesh), ktery
se pripravi takto: silikagel se polozi do porcelanové misky, susi se
v susarné¢ po dobu 4 hodin pii teplot¢ 160 °C, pak se necha ochladit
v exsikatoru pifi pokojové teploté. Pfidd se voda o objemu shodném
s 5% vahy silikagelu takto: do 500 ml banky se navazi 152
g silikagelu a pifida se 8 g destilované vody, baika se zazatkuje
a jemné protfepd, aby se voda rozlozila rovnomérné. Nechd se odstat
na alespoit 12 hodin pied pouzitim.

n-hexan pro chromatografii.

Isopropanol.

Isopropanol, vodny roztok 1/1 (V/V).

Pankreaticka lipaza. Pouzita lipAza musi mit aktivitu mezi 2,0 A 10
jednotkami lipdzy na mg (v obchodé existuji pankreatické lipazy
s aktivitou mezi 2 a 10 jednotkami na mg enzymu).

Tlumivy roztok trihydroxy-methyl-aminomethanu: 1 M vodny roztok
upraveny na pH 8 (kontrola potenciometrem) pfidanim koncentrované
kyseliny chlorovodikové (1/1 V/V).

Cholat sodny (enzymatické kvality), vodny roztok o koncentraci 0,1 %
(tento roztok se musi pouzit do 15 dnti po piiprave).

Chlorid vépenaty, vodny roztok o koncentraci 22 %.

Diethylether pro chromatografii.

Vyvijeci rozpoustédlo: smés n-hexanu/diethyletheru (87/13) (V/V).

Hydroxid sodny, roztok o koncentraci 12 % hmotnostnich.

Fenolftalein, 1 % roztok ethanolu.

Nosny plyn: vodik nebo helium, pro plynovou chromatografii.

Pomocné plyny: — vodik o minimélni cistot¢ 99 %, bez vlhkosti
a organickych latek, a vzduch, pro plynovou chromatografii stejna
Cistota.

Silaniza¢ni ¢inidla: smés pyridinu/hexametyldisilazanu, trimetylchloro-
silanu 9/3/1 (V/V/V) (Roztoky pfipravené k pouziti jsou na trhu.
Mohou se pouzit jina silylacni ¢inidla, zejména bis-trimethylsilyl trifluor-
acetamid + 1% trimetylchlorosilan, zfedéna stejnym objemem
bezvodého pyridinu.)

Referenéni vzorky: ¢ist¢ monoglyceridy nebo smési, které maji podobné
procentualni slozeni jako vzorek.

POSTUP
Priprava vzorku

Oleje, které maji volnou kyselost niz§i nez 3 %, nemusi byt neutral-
izovany pfed chromatografii na silikagelové koloné. Oleje, které maji
volnou kyselost vyssi nez 3 %, musi byt neutralizovany podle bodu
5.1.1.1.
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5.1.1.1 Do nalevky na 1 000 ml (3.13) se vleje 50 g oleje a 200 ml n-hexanu.
Prida se 100 ml isopropanolu a mnoZstvi roztoku hydroxidu sodného
o koncentraci 12 % (4.11) odpovidajici volné kyselosti oleje, plus 5 %
navic. Jednu minutu se dikladné protiepe. Piida se 50 ml destilované
vody, znovu se protiepe a necha se usadit.

Po déleni se odstrani spodni mydlova vrstva. Odstrani se také jakékoli
mezilehlé vrstvy (sliz, nerozpustné hmoty). Hexanovy roztok neutralizo-
van¢ho oleje se promyje naslednymi davkami 50 az 60 ml roztoku
isopropanolu/vody 1/1 (V/V) (4.4), dokud rizové zabarveni fenolftaleinu
nezmizi.

Vétsina hexanu se odstrani destilaci ve vakuu (napf. v rotatnim
odparovaci) a olej se pielije do banky na 100 ml (3.5). Olej se susi ve
vakuu, dokud nebude rozpoustédlo zcela odstranéno.

K tomu musi byt kyselost oleje nizsi nez 0,5 %.

5.1.2 Do koénické 25 ml banky (3.1) se pievede olej pfipraveny podle vyse
uvedeného zplisobu a rozpusti se ve vyvijecim rozpoustédle (10 ml,
4.10). Roztok se necha odstat na alespoit 15 minut pted chromatografii
na silikagelové koloné.

Pokud je roztok kalny, odstfedi se, aby byly zabezpeceny optimalni
podminky pro chromatografii. (Mohou se pouzit kartony silikagelu SPE
na 500 mg, které jsou pripraveny k pouZiti.)

5.1.3  Priprava chromatografické kolony

Do kolony se vlije (3.3) zhruba 30 ml vyvijeciho rozpoustédla (4.10)
a pomoci sklenéné tyCinky se do spodni ¢asti kolony zavede kousek
vaty. Stlaci se, aby se odstranil vzduch.

V kadince se pfipravi suspenze 25 g silikagelu (4.1) ve zhruba 80 ml
vyvijeciho rozpoustédla a naleje se do kolony za pomoci nalevky.

Ovéii se, zda je cely silikagel zaveden do kolony; vymyje se vyvijecim
rozpoustédlem (4.10), otevie se kohoutek a hladina kapaliny se necha
dostoupit zhruba 2 mm nad horni uroven silikagelu.

5.1.4  Kolonova chromatografie

Do 25 ml banky (3.1) se navazi presné 1,0 g pfipraven¢ho vzorku podle
bodu 5.1.

Vzorek se rozpusti v 10 ml vyvijeciho rozpoustédla (4.10). Roztok se
vlije do pfipravené chromatografické kolony podle bodu 5.1.3. Zabrani
se tomu, aby se plocha kolony hybala.

Otevie se kohoutek a roztok vzorku se necha odkapat, nez dosadhne
hladiny silikagelu. Rozpusti se pomoci 150 ml vyvijeciho rozpoustédla.
Pritok se upravi na 2 ml/min (tak, aby 150 ml proteklo do kolony
pfiblizné za 60-70 minut).

Do baiiky na 250 ml, kterd byla pfedtim zvadZena, se odebere eluat.
Rozpoustédlo se ve vakuu odpaii a jeho zbylé stopy se odstrani pod
proudem dusiku.

Barika se zvazi a vypodita se mnozstvi ziskaného extraktu.
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(V ptipadé pouziti uz hotovych silikagelovych patron SPE se postupuje
takto: zavede se 1 ml roztoku (5.1.2) do pfedem piipravenych patron s
3 ml n-hexanu.

Po perkolovani roztoku se vyviji 4 ml n-hexanu/dietyleteru v objemovém
poméru 9/1 (V/V).

Eluat se odebere do 10 ml zkumavky a odpaiuje se pod proudem dusiku
az do vysuSeni.

Suché reziduum se podrobi pankreatické lipaze (5.2). Zakladem je ovéfit
slozeni mastnych kyselin pfed a po pfechodu patronou SPE.)

52 Hydrolyza pankreatickou lipadzou

5.2.1 Do centrifugaéni zkumavky se odvaze 0,1 g oleje ptipravené¢ho podle
bodu 5.1. Pfida se 2 ml tlumivého roztoku (4.6), 0,5 ml roztoku cholatu
sodného (4.7) a 0,2 ml roztoku chloridu vapenatého, pficemz po kazdém
pfidani se protiepe fadné smési. Zkumavka se uzavie zabrusovou zatkou
a umisti se do termostatu pfi teploté 40 = 0,5 °C.

5.2.2 Ptida se 20 mg lipazy, opatrné se protiepe (tak, aby se nenamocila
zatka), a zkumavka se da do termostatu pfesné na 2 minuty, potom se
vybere, béhem 1 minuty dikladné protiepava a necha se vychladit.

5.2.3 Pfida se 1 ml dietyleteru, zazatkuje se a dikladné protiepe, potom se
odstfedi a pomoci mikrostiikacky se roztok etheru pfenese do Cisté
a suché zkumavky.

53 Piiprava silanizovanych derivati a plynova chromatografie

5.3.1 Pomoci mikrostiikacky se 100 pl roztoku (5.2.3) zavede do 10 ml
zkumavky s konickym dnem.

5.3.2  Rozpoustédlo se odstrani pod slabym proudem dusiku, ptida se 200 pl
silaniza¢niho ¢inidla (4.15), zkumavka se uzavie zatkou a necha
20 minut odstat.

5.3.3  Po 20 minutach se pfida 1 az 5 ml n-hexanu (v zavislosti na chromato-
grafickych podminkach): vysledny roztok je pfipraveny pro plynovou
chromatografii.

5.4 Plynova chromatografie

Pracovni podminky jsou tyto:

— teplota nastiikového zafizeni (nastfikové zafizeni on column) nizsi
nez teplota varu rozpoustédla (68 °C),

— teplota detektoru: 350 °C,

— teplota kolony: nastaveni teploty pece: 60 °C béhem 1 minuty,
kazdou minutu se zvysi o 15 °C az do dosazeni 180 °C, potom
0 5 °C za minutu az do 340 °C, dale se udrzuje 340 °C b&hem
13 minut,

— nosny plyn: vodik nebo helium nastavené na linearni rychlost pfiméfenou
k dosazeni rozliSeni znazornéného na obrazku 1. Retencni Cas trigly-
ceridu Cs4 musi byt 40 + 5 minut (viz obrazek 2) (VySe uvedené
podminky postupu se uvadéji pouze orientaéné. Kazdy subjekt je musi
pro dosazeni pozadovaného rozliseni optimalizovat. Vyska piku odpovi-
dajici 2-glyceril monopalmitatu musi dosahnout alespont 10 % rozsahu
stupnice zapisovace.),
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— mnozstvi nastiiknuté latky: 0,5-1 pl roztoku (5 ml) n-hexanu (5.3.3).
5.4.1 Identifikace pikii

Identifikace jednotlivych monoglyceridii se provadi podle retencnich
Casll a porovnanim se standardnimi smésmi monoglyceridd, které byly
analyzovany za stejnych podminek.

5.4.2  Kvantitativni vyhodnoceni
Plocha kazdého piku se vypocita pomoci elektronického integratoru.

6. VYJADRENI VYSLEDKU

Procentudlni obsah glyceryl monopalmititu se vypocitd na zakladé
vztahu mezi plochou odpovidajiciho piku a souctem ploch pikii vSech
monoglyceridd (viz obrazek 2), podle vzorce:

A
Glycéril monopalmitate (%): Z; x 100

(Glycéril monopalmitate = glyceril monopalmitat)

kde:
A, = plocha piku, ktery odpovida glyceril monopalmitatu;
>A = soucet ploch vsech pikt, které odpovidaji monoglyceridiim;
Vysledek se uvadi s ptesnosti na jedno desetinné misto.
7. ZPRAVA O ANALYZE
Zprava o analyze musi uvadét:
— odkaz na tuto metodu,
— vSechny udaje potiebné k uplné identifikaci vzorku,
— vysledek analyzy,

— kazdy odklon od této metody, at’ uz pokud jde o rozhodnuti
dotcenych stran nebo z jiného davodu,

— podrobné identifika¢ni udaje o laboratofi, datum uskute¢néni analyzy
a podpis osob odpovédnych za analyzu.
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Obrazek 1

Chromatogram produkti z reakce silanizace, které byly ziskany lipazou na rafinovaném
olivovém oleji s pridanim 20 % esterifikovaného oleje (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 22.203
7
8.889
9.581 11.103 22.618
o Lk J
0 ; T 7 T - T r T T T T - T T T T r T T - T : - Scan
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Vysvétlivky: ,acides gras libres“ = volné mastné kyseliny; ,,Huile d’olive raffinée + 20 % huile
estérifiée™ = rafinovany olivovy olej + 20 % esterifikovany olej; ,,1-2 monopalmitoléine” = 1-2
monopalmitolein; ,,1-2 mono C;g insat.“ = nenasyceny 1-2 mono Cg; ,,squalene = squalen.
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Obrazek 2
Chromatogram:

A) neesterifikovaného olivového oleje po lipize; po silanizaci; za téchto podminek (kapilarni
kolona 8-12 m) je voskova frakce eluovana zaroven s frakci diglyceridu nebo kratce poté.

Po lipaze by obsah triglyceridi nemél prekrodit 15 %

*k
*
| LJ-" Il I [ el
t JL R ]
1 2 3
1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45
Vysvetlivky:
1 = Volné mastné kyseliny

2 = Monoglyceridy
3 = Diglyceridy
4 = Triglyceridy
* = 2-monopalmitin

** = Triglycerid Csy
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Chromatogram:

B) esterifikovaného olivového oleje po lipaze; po silanizaci; za téchto podminek (kapilarni
kolona 8-12 m) je voskova frakce eluovana zarovei s frakei diglyceridu nebo kratce poté.

Po lipaze by obsah triglyceridi nemél prekrocit 15 %

*
A
]
Aa )
JL[ 1 G ] L-;—‘ 4

1 2
1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45

Vysvétlivky:
1 = Volné mastné kyseliny

2 = Monoglyceridy
3 = Diglyceridy
4 = Triglyceridy
* = 2-monopalmitin

** = Triglycerid Csy
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8. POZNAMKY
Pozndmka 1: PRIPRAVA LIPAZY

Lipazy s dostatecnou aktivitou jsou obchodné dostupné. Je ale
rovnéz mozné je pripravit v laboratofi takto:

5 kg Cerstvé vepiové slinivky bifisni se vychladi na 0 °C;
okolni sadlo a vazivova tkan se oddéli a v michadle se
rozmélni, dokud nevznikne tekutd mazlava pasta. Tato pasta
se protiepe po dobu 4 az 6 hodin s 2,5 1 bezvodého acetonu
a poté odstfedi. Zbytek se extrahuje tfikrat pomoci stejného
mnozstvi bezvodého acetonu, potom dvakrat pomoci smeési
acetonu a diethyletheru 1:1 (V/V) a dvakrat pomoci diethy-
letheru.

Zbytek se po 48 hodin susi ve vakuu za ucelem ziskani
stabilniho prasku, ktery je mozné dlouho skladovat
v lednicce chranény pted vlhkosti.

Pozndmka 2: KONTROLA AKTIVITY LIPAZY

Emulze olivového oleje se pfipravi takto:

V michadle se po 10 minut protfepava smés slozena ze 165 ml
roztoku arabské gumy o koncentraci 100 g/l, 15 g drceného
ledu a 20 ml pfedem neutralizovaného oleje.

Do 50 ml kadinky se zavede 10 ml této emulze, poté se
postupné pfida 0,3 ml roztoku cholatu sodného o koncentraci
0,2 g/ml a 20 ml destilované vody.

Kadinka se vlozi do termostatu udrzovaného na teploté 37 °C;
vlozi se elektrody pH metru a spiralovité michadlo.

Pomoci byrety se po kapkach pfidava roztok hydroxidu
sodného 0,1 N, dokud hodnota pH nedosahne 8,3.

Prida se objem vodni suspenze lipazy (0,1 g/ml lipazy).
Jakmile pH metr za¢ne ukazovat pH 8,3, zapnou se stopky
a po kapkach se piikapava roztok hydroxidu sodného
takovou rychlosti, aby se udrzovala hodnota pH 8.3.
Zaznamend se objem spotfebovaného roztoku za minutu.

Udaje se zaznamenavaji do grafového systému soufadnic tak,
ze osa nezavisle proménnych (x-ova osa) ponese Casové udaje
a na ose zavisle proménnych se uvede pocet mililitri alka-
lického roztoku 0,1 N spotiebovaného na udrzeni konstantniho
pH. Vysledny graf musi byt linearni.

Aktivita lipazy vyjadiend v lipazovych jednotkach na 1 mg je
pak dana timto vzorcem:

V. x N x 100
- m

A

kde:
A je aktivita vyjadfena v jednotkach lipazy/mg;

V je pocet ml roztoku hydroxidu sodného 0,1 N za minutu
(vypocitany z grafu);

N je molarita roztoku hydroxidu sodného;
m je hmotnost zkusebni lipazy v mg.

Jednotka lipazy je definovana jako mnozstvi enzymu, které
uvolni 10 mikro-ekvivalenti kyseliny za minutu.

VY M20
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PRILOHA IX

SPEKTROFOTOMETRICKA ANALYZA V ULTRAFIALOVE OBLASTI
SPEKTRA

UVOD

Spektrofotometricka analyza v ultrafialové oblasti spektra mize poskytnout
informace o jakosti tuku, stavu jeho zachovalosti a zménach zpusobenych tech-
nologickymi procesy. Absorpce pfi vinovych délkach specifikovanych v metodé
je dana pfitomnosti systémi konjugovanych diend a trientl, které jsou vysledkem
procest oxldace a/nebo rafinace. Tyto absorpce jsou vyjadieny jako specifické
extinkce E| ., (extinkce vyvoland 1 % roztokem tuku v predepsaném rozpous-
tédle, v 10mm kyveté) obvykle oznaCované pismenem K (téz zminované jako
»extinkéni koeficient®).

1. OBLAST PUSOBNOSTI

Tato piiloha popisuje postup spektrofotometrické analyzy olivového oleje
v ultrafialové oblasti spektra.

2. PODSTATA METODY

Vzorek se rozpusti v pozadovaném rozpoustédle a zméfi se absorbance
roztoku pii urcitych vinovych délkach proti Cistému rozpoustédlu.

Vypocita se specificka extinkce pti 232 nm a 268 nm v isooktanu nebo pfi
232 nm a 270 nm v cyklohexanu pro 1 % hmotnostni koncentrace
v 10mm kyveté.

3. VYBAVENI

3.1.  Spektrofotometr vhodny pro méfeni v ultrafialovych vinovych délkach
(mezi 220 nm a 360 nm) s moznosti odecitani jednotlivych nanomet-
rickych jednotek. Doporucuje se provadét pravidelné kontroly pfesnosti
a reprodukovatelnosti rozsahu absorbance a vlnovych délek, jakoz
i rozptyleného svétla.

3.1.1. Rozsah vinovych délek: rozsah vlnovych délek se mize ovéfit pomoci
referen¢niho materialu tvofeného optickym sklenénym filtrem obsahujicim
oxid holmia nebo roztok oxidu holmia (uzavieny ¢i neuzavieny), ktery ma
rizna absorpéni pasma. Referenéni materidly slouzi k ovéfovani
a kalibraci stupnice vlnovych délek spektrofotometri ve viditelné
a ultrafialové oblasti spektra s nomindlni spektralni Sitkou pasma 5 nm
nebo méné. Podle pokynu pfilozenych k referencnim materidlim se
meéfeni provadéji proti vzdusnému slepému vzorku v rozsahu vlnovych
délek od 640 do 240 nm. Pii kazdé zméné Stérbiny se provede korekce
zakladni linie bez kyvety v optické draze. VInové délky normy jsou
uvedeny v osvédceni referencniho materialu.

3.1.2. Stupnice absorbance: ovéfit ji lze pomoci obchodné dostupného
uzavieného referentniho materialu tvofeného roztoky dichromanu
draselného v ur€itych koncentracich a certifikovanych hodnotach
absorbance pii jejich Amax (Ctyfmi roztoky dichromanu draselného
v kyseling chloristé uzavienymi ve Ctyfech kiemennych kyvetach pro
UV k meéfeni linearity a referenéni fotometrické ptesnosti v UV oblasti
spektra). Roztoky dichromanu draselného se méfi proti slepému vzorku
kyseliny pouzité po zakladni korekci podle pokynl pfilozenych
k referenénimu materialu. Hodnoty absorbance jsou uvedeny
v osvédcCeni referencniho materialu.

Pii kontrole odezvy foto¢lanku a fotonasobice 1ze rovnéz postupovat takto:
navazi se 0,2000 g cistého chromanu draselného pro spektrofotometrii
a rozpusti se v roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 0,05 N
v 1 000ml odmérné baiice a doplni po znacku. Odebere se piesné 25 ml
ziskaného roztoku, ptevede do odmérné bainky na 500 ml a doplni po
znacku stejnym roztokem hydroxidu draselného.
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Extinkce takto ziskaného roztoku se zméfi pii vinové délce 275 nm
s pouzitim roztoku hydroxidu draselného jako reference. Extinkce
naméfenda pomoci jednocentimetrové kyvety by méla byt 0,200 + 0,005.

3.2. Obdélnikové kiemenné kyvety s vicky, vhodné pro méfeni
v ultrafialovych vinovych délkach (mezi 220 a 360 nm) o délce optické
drahy 10 mm. Naplnéné vodou nebo jinym vhodnym rozpoustédlem by se
nemély vzajemné liSit o vice nez 0,01 jednotky extinkce.

3.3.  Odmémé bariky s jednou znackou o objemu 25 ml tfidy A.

3.4. Analytické vahy, které lze odeditat s ptesnosti na 0,0001 g.

4. CINIDLA

Neni-li uvedeno jinak, pouzivaji se béhem analyzy pouze Cinidla uznané
analytické kvality a destilovana nebo demineralizovana voda nebo voda
rovnocenné Cistoty.

Rozpoustédlo: isooktan (2,2,4-trimethylpentan) pro méfeni pii 232 nm
a 268 nm a cyklohexan pro méfeni pii 232 nm a 270 nm, s absorbanci
niz§i nez 0,12 pfi 232 nm a nizsi nez 0,05 pii 270 nm proti destilované
vodé, méfeno v 10mm kyveté.

5. POSTUP

5.1.  Zkoumany vzorek musi byt dokonale homogenni a bez suspendovanych
necistot. Neni-li tomu tak, musi byt pfefiltrovan pies papir pii teploté
ptiblizné 30 °C.

5.2. Takto pfipraveného vzorku se odvéazi pfiblizné 0,25 g (s pfesnosti na
1 mg) do odmémé baiky o objemu 25 ml, doplni se po rysku
pfedepsanym rozpoustédlem a homogenizuje se. Vysledny roztok musi
byt dokonale ciry. Je-li roztok zakaleny nebo obsahuje necistoty, je
nutno jej rychle prefiltrovat pies papir.

POZNAMKA: Pro méfeni absorbance panenskych a extra panenskych
olivovych oleji pii pfi 232 nm a 268 nm zpravidla sta¢i hmotnost
0,25-0,30 g. Pro méfeni pfi 232 nm se obvykle pozaduje vzorek o vaze
0,05 g, takze se obvykle pfipravi dva rizné roztoky. Pro méfeni
absorbance olivového oleje z pokrutin, rafinovaného olivového oleje
nebo kontaminovaného olivového oleje je vzhledem k jeho vyssi
absorbanci zapotiebi mensi ¢ast vzorku, napt. 0,1 g.

5.3. Je-li to tfeba, proved'te korekci zakladni linie (220-290 nm) rozpous-
tédlem v obou kfemennych kyvetach (ve vzorku i v referencni kyveté),
potom naplite vzorkovou kiemennou kyvetu zkusebnim roztokem
a zméite extinkce pii 232, 268 nebo 270 nm proti rozpoustédlu, které
bylo pouzito jako reference.

Zaznamenané hodnoty extinkce musi byt v rozmezi 0,1 az 0,8 nebo
v rozsahu linearity spektrofotometru, kterou je nutno ovéftit. Pokud tomu
tak neni, musi se méteni zopakovat s koncentrovangjSimi nebo piipadné

5.4. Po méfeni absorbance pii 268 nebo 270 nm, zméite absorbanci pii Amax,
Amax + 4 a Amax — 4. Tyto hodnoty absorbance se pouzivaji ke stanoveni
zmény specifické extinkce (AK).

POZNAMKA: M se za to, ze Amax &ni 268 nm pro isooktan pouzity jako
rozpoustédlo a 270 nm pro cyklohexan.
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6. VYJADRENI VYSLEDKU

6.1. Zaznamenavaji se specifické extinkce (extinkéni koeficienty) pifi riznych
vinovych délkach vypoétené ze vzorce:

EA
K=

cXs
kde:
KA = specificka extinkce pfi vlnové délce A,
EXL = extinkce méfena pii vinové délce A;
¢ = koncentrace roztoku v g/100 ml;
s = délka drahy kifemenné kyvety v cm;

vyjadfeno s pfesnosti na dvé desetinna mista.
6.2. Zména specifické extinkce (AK)

Zmeény absolutni hodnoty extinkce (AK) je dana vzorcem:

AK — |Km— <Klm—4—;KAm+4)|

kde Km je specificka extinkce pfi vinové délce pro maximalni absorpce ve
vys$i 270 nm a 268 nm v zavislosti na pouzitém rozpoustédle,

vyjadieno s pfesnosti na dvé desetinna mista.
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PRILOHA X

STANOVENI METHYLESTERU MASTNYCH KYSELIN PLYNOVOU
CHROMATOGRAFII

1. OBLAST PUSOBNOSTI

Tato pfiloha obsahuje pokyny pro stanoveni volnych a vazanych mastnych
kyselin v rostlinnych tucich a olejich plynovou chromatografii po jejich
preméné na methylestery mastnych kyselin (FAME).

Vazané mastné kyseliny triacylglyceroli (TAG) a v zavislosti na metodé
esterifikace volné mastné kyseliny (FFA) se pfeménuji na methylestery
mastnych kyselin (FAME), které se stanovi kapilarni plynovou chromato-
grafii.

Metoda popsana v této piiloze umoziuje stanovovat methylestery mastnych
kyselin od C;, po Cyy, véetné methylesterti nasycenych, cis- a trans-monone-
nasycenych a cis- a trans-polynenasycenych mastnych kyselin.

2. PODSTATA

Pro kvantitativni analyzu FAME se pouzivd plynova chromatografie (GC).
Methylestery mastnych kyselin se pfipravi podle ¢asti A. Poté se vstiiknou
do injektoru a uvniti' n&j se odpafi. Separace methylesterii mastnych kyselin
se provadi v analytickych kolonach se specifickou polaritou a délkou. Pro
detekci FAME se pouziva plameno-ionizacni detektor (FID). Podminky
analyzy jsou uvedeny v &asti B.

V plynové chromatografii methylesteri mastnych kyselin s FID lze jako
nosny plyn (mobilni faze) pouzit vodik nebo helium. Vodik urychluje
separaci a zajiStuje vyraznéj$i piky. Stacionarni faze je mikroskopickou
vrstvou tenkého tekutého filmu na inertnim pevném povrchu z taveného
kiemene.

Kdyz analyzované odt¢kané slouceniny prochazeji kapilarni kolonou, reaguji
k tomuto riznému pusobeni rozdilnych sloucenin dochazi k eluaci v riznou
dobu, ktera se nazyva retenénim ¢asem slou¢enin pro dany soubor parametrii
analyzy. Srovndni retencnich Casii se pouzivd stanoveni jednotlivych
sloucenin.

CAST A
PRIPRAVA METHYLESTERU MASTNYCH KYSELIN Z OLIVOVEHO
OLEJE A OLIVOVEHO OLEJE Z POKRUTIN

1. OBLAST PUSOBNOSTI

Tato ¢ast upfesiuje piipravu methylesteri mastnych kyselin. Zahrnuje
metody pro piipravu methylesterd mastnych kyselin z olivového oleje
a olivového oleje z pokrutin.

2. OBLAST POUZITI

Piiprava methylesterd mastnych kyselin z olivového oleje a olivového
oleje z pokrutin se provadi transesterifikaci pomoci methanolového
roztoku hydroxidu draselného pii pokojové teploté. Nezbytnost Cisténi
vzorku pied transesterifikaci vzorku zavisi na obsahu volnych mastnych
kyselin ve vzorku a analytickém parametru, ktery ma byt stanoven,
pficemz rozhodnout se lze podle nasledujici tabulky:
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3.1.2.
3.1.2.1.

3.1.2.2.

3.1.2.3.

3.1.2.4.

3.1.2.5.

3.1.2.6.

3.1.2.7.

3.1.2.8.

3.1.3.
3.1.3.1.

3.1.3.2.

Kategorie oleje

Metoda

Panensky olivovy olej s kyselosti
<2,0%

Rafinovany olivovy olej

Olivovy olej
z rafinovaného
olivového oleje

slozeny
a  panenského

Rafinovany
z pokrutin

olivovy olej

Olivovy olej z pokrutin

. Mastné kyseliny
. Trans-mastné kyseliny

. AECN42 (po CciSténi pomoci

silikagelu SPE)

Panensky olivovy olej s kyselosti
> 2,0 %
Surovy olivovy olej z pokrutin

. Trans-mastné

. Mastné kyseliny (po Ccisténi

pomoci silikagelu SPE)

kyseliny  (po
¢isténi pomoci silikagelu SPE)

. AECN42 (po <cisténi pomoci

silikagelu SPE)

METODIKA

Transesterifikace pomoci methanolového roztoku hydroxidu
draselného pri pokojové teploté

Podstata

Methylestery se vytvafeji transesterifikaci pomoci methanolového

roztoku hydroxidu draselného jako mezistupeni pfed zmydelnénim.

Cinidla

Methanol s obsahem maximalné 0,5 % (m/m) vody

Hexan pro chromatografii

Heptan pro chromatografii

Diethylether, stabilizovany pro ucely analyzy

Aceton pro chromatografii

Elu¢ni rozpoustédlo pro ¢isténi oleje smési hexanu/diethyletheru 87/13
(v/v) pro sloupcovou chromatografii/chromatografii SPE)

Hydroxid draselny, pfiblizné 2M methanolovy roztok: 11,2 g hydroxidu
draselného se rozpusti ve 100 ml methanolu.

Silikagelové patrony 1 g (6 ml) pro extrakci na pevnou fazi.

Pristroje a pomiicky

Zkumavky se Sroubovacim uzavérem (o objemu 5 ml) opatfené spojem

z PTFE

Délené nebo automatické pipety, 2 ml a 0,2 ml
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3.1.4.  Cisténi vzorki: oleje

V pfipadé potieby budou vzorky oleje cCistény na silikagelovych
patronach pro extrakci na pevnou fazi. Silikagelova patrona (3.1.2.8)
se vlozi do vakuového eluc¢niho zafizeni a promyva se s 6 ml hexanu
(3.1.2.2), promyvani se provadi mimo vakuum. Poté se do kolony vlije
roztok oleje (pfiblizné 0,12 g) v 0,5 ml hexanu (3.1.2.2). Tento roztok se
po prichodu kolonou eluuje s 10 ml hexanu/diethyletheru (87/13 v/v)
(3.1.2.6). Kombinované eluaty se homogenizuji a rozdéli na dva
obdobné objemy. Alikvotni ¢ast se odpaii do sucha na rotacni odparce
za snizeného tlaku pii pokojové teploté. Residuum se rozpusti v 1 ml
n-heptanu a roztok je pfipraven k analyze mastnych kyselin plynovou
chromatografii. Pfipadn¢ se odpafi druha alikvotni ¢ast a residuum se
rozpusti v 1 ml acetonu pro analyzu triglyceridi vysoce ucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC).

3.1.5. Postup

Do 5ml zkumavky se Sroubovacim uzavérem (3.1.3.1) se odvazi
ptiblizné 0,1 g vzorku oleje. Piida se 2 ml heptanu (3.1.2.2) a vSe se
protiepe. Prida se 0,2 ml roztoku hydroxidu draselného (3.1.2.7), pfida
se uzaveér se spojem z PTFE, uzavér se utésni a dikladné protiepe po
dobu 30 sekund. Necha se odstat, dokud nebude svrchni vrstva roztoku
¢ira. Svrchni vrstva obsahujici methylestery se slije. Roztok heptanu je
pfipraven k nastfiku do plynového chromatografu. Do analyzy plynovou
chromatografii je vhodné roztok uchovéavat v ledni¢ce. Nedoporucuje se
skladovat roztok déle nez 12 hodin.

CAST B
ANALYZA METHYLESTERU MASTNYCH KYSELIN PLYNOVOU
CHROMATOGRAFII
1. OBLAST PUSOBNOSTI

Tato metoda popisuje pouziti plynové chromatografie v kapilarni koloné
pro stanoveni kvalitativniho a kvantitativniho sloZzeni smési methylesterti
mastnych kyselin ziskanych podle metody uvedené v casti A.

Tato ¢ast neni pouzitelna pro polymerni mastné kyseliny.

2. CINIDLA
2.1. Nosny plyn

Inertni plyn (helium nebo vodik), dokonale vysuSeny a s obsahem
kysliku mensim nez 10 mg/kg.

Poznamka 1: Vodik umoziuje dvakrat zvysit rychlost analyzy, ale je
nebezpecny. Dostupna jsou bezpecnostni zafizeni.

2.2. Pomocné plyny

2.2.1. Vodik (Cistota > 99,9 %), neobsahujici organické necistoty.

2.2.2.  Vzduch nebo kyslik, neobsahujici organické necistoty.

2.2.3. Dusik (Cistota > 99 %).

2.3. Referen¢ni standard

Smés methylesterti Cistych mastnych kyselin, nebo methylestery z tuku
znamého slozeni; vyhodné je sloZeni podobné analyzovanému tuku. Pro
stanoveni trans-isomerti nenasycenych kyselin jsou uzite¢né cis- a trans-
isomery methylesterti oktadecenové, oktadekadienové a oktadekatrienové
kyseliny.

Pozornost je tieba vénovat ochrané polynenasycenych mastnych kyselin
pred oxidaci.
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3. PRISTROJE A POMUCKY

Uvedené pokyny se vztahuji na obvykla zafizeni pouzivana pro
plynovou chromatografii, ktera pouzivaji kapilarni kolony a plameno-
ioniza¢ni detektor.

3.1. Plynovy chromatograf

Plynovy chromatograf obsahuje tyto casti:

3.1.1.  Injektor

Injektor se pouziva pro kapilarni kolonu, kde by injektor mél byt
konstruovan pfimo pro pouziti s touto kolonou. V tomto piipadé muze
byt provadén bud’ nastiik pomoci délice (split type), nebo bez déleni
pfimo na kolonu (splitless type) nastfik ,,on column®.

3.1.2. Termostat

Termostat ma mit schopnost vyhfat kolonu na teplotu nejméné 260 °C
a udrzovat zadanou teplotu s pfesnosti na 0,1 °C. Posledni pozadavek je
zvlast dulezity pfi pouziti trubice z taveného kiemene.

Pouziti ohfevu s programovanou teplotou je doporuceno ve vSech
piipadech, zejména pro mastné kyseliny s méné nez 16 atomy uhliku.

3.1.3.  Kapilarni kolona

3.1.3.1. Trubice vyrobena z materidlu, ktery je inertni k analyzovanym latkdm
(obvykle sklo nebo taveny kfemen). Vnitini primér se pohybuje mezi
0,20 mm az 0,32 mm. Vnitfni povrch musi byt pred pokrytim
stacionarni fazi pfiméfenym zplsobem upraven (napi. piiprava
povrchu, inaktivace). Pro cis- a trans-isomery mastnych kyselin je
dostate¢nd délka 60 m.

3.1.3.2. U staciondrni faze jsou vhodné polarni polysiloxany (kyanosilikony)
vazané stacionarni faze (zesitované).

Poznamka 2: Pti pouziti polarnich polysiloxant je nebezpeci obtizné
identifikace a separace kyseliny linolenové a kyselin C,.

Pokryti ma byt tenké, tj. 0,1 um az 0,2 pm.

3.1.3.3. Montaz a kondicionace kolony

Pii montazi kapilarni kolony, napf. upravé kolony v termostatu (nosic),
vybéru a provedeni spoju (netésné spoje), polohy konce kolony
v injektoru a detektoru (zmensSeni mrtvych prostori) je nutno zachovat
béznou opatrnost. Kolonou se necha protékat nosny plyn (napi. 0,3 bar
(30 kPa) pro kolonu délky 25 m a vnitinim praméru 0,3 mm).

Kolona se ohfiva v termostatu za programované teploty rychlosti
3 °C/min od teploty okoli do teploty 10 °C pod limitni hodnotu, pfi
které dochazi k rozlozeni stacionarni faze. Termostat se udrZuje pii
této teploté po dobu jedné hodiny, dokud nedojde k ustdleni zakladni
linie. Potom se termostat ochladi na 180 °C a pracuje se za isotermnich
podminek.

Poznamka 3: Vhodné kondiciované kolony jsou obchodné dostupné.

3.1.4.  Plameno-ionizacni detektor a konverzni zesilovac
3.2 Stiikacka

Stfikacka o maximalnim objemu 10 pl, délena po 0,1 pl.

3.3. Systém pro sbér dat

Systém pro sbér dat napojeny online na detektory a pouzivany se soft-
warovym programem pro integraci piki a normalizaci.
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4. POSTUP
Operace popsané v odstavcich 4.1 az 4.3 se tykaji pouziti
plameno-ioniza¢niho detektoru.
4.1. Zku$ebni podminky
4.1.1.  Vybér optimalnich pracovnich podminek u kapilarnich kolon

Utinnost a permeabilita kapilarnich kolon zpiisobuji, ze dé&leni slozek
a doba trvani analyzy jsou zna¢né zavislé na pritoku nosného plynu
kolonou. Bude proto nezbytné optimalizovat pracovni podminky
pusobenim na tyto parametry (nebo jednoduseji na tlakovou ztratu na
kolon¢€) podle toho, zda je cilem zlepsit déleni, nebo zrychlit analyzu.

Tyto podminky se ukazaly byt vhodné pro separaci FAME (C4 az C26).
Priklady chromatogrami jsou uvedeny v dodatku B:

Teplota injektoru: 250 °C

Teplota detektoru: 250 °C

Teplota termostatu: 165 °C (8 min) az 210 °C pri
2 °C/min

Nosny plyn — vodik: tlak na koloné: 179 kPa,

Celkovy prutok: 154,0 ml/min;

Oddélovaci pomér: 1:100

Objem nastiiku: 1l

4.1.2.  Stanoveni rozliseni (viz dodatek A)

Rozliseni R dvou sousednich pikti I a II se vypocte podle vzorce:

R =2 x (day —~ dg)log+oq)) nebo R =2 x (G —
tr(]))/(“)(l) + ('O(H))) (USP) (lekOplS USA)

nebo

R = L18 x ((hay — ta)/(®os0) T @o5a1)) (EP, BP, JP, DAB) (JP
(1ékopis Japonska), EP (Evropsky 1ékopis), BP (I¢kopis UK))

kde:

dyqp) je retencni vzdalenost piku [

dy(ry je retencni vzdalenost piku II;

lyay je retencni Cas piku I

tyan je retencni Cas piku II;

o) je Sitka zdkladu piku I;

o) je Sifka zakladu piku IT;

o5 je Sitka piku uvedené slouceniny, pfi stfedni vySce piku;
Pokud o) = o), R se vypocte podle téchto vzorci:
R = (d,q — dig)o = (dyqp — dyp))/4o

kde

o je smérodatna odchylka (viz Dodatek A, obrazek 1).
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Pokud se vzdalenost dr mezi dvéma piky dyqp) — dyp) rovna 4o, faktor
rozliSeni R = 1.
Nejsou-li dva piky uplné separovany, tecny vedené inflexnimi body
dvou pikl se protnou v bodé C. Pro tplnou separaci dvou piktt musi
byt vzdalenost mezi dvéma piky:
dyary — dyry = 6 ©, odtud R = 1,5 (viz Dodatek A, obrazek 3).

5. VYJADRENI VYSLEDKU

5.1. Kvalitativni analyza
Provede se identifikace pikd methylesteri pro vzorek z chromatogramu
v dodatku B, obrazku 1, podle potieby se interpoluje, nebo se porovna
s piky referencnich smési methylesteri (jak je uvedeno v bodé 2.3).

5.2. Kvantitativni analyza

5.2.1.  Urceni slozeni

Vypocet hmotnostniho zlomku w; jednotlivych methylesteri mastnych
kyselin, vyjadfeny v hmotnostnich procentech methylestert, se provede
takto:

5.2.2.  Metoda vypoctu
5.2.2.1. Obecny piipad

Obsah slozky i1 vyjadfeny v hmotnostnich procentech methylesteri se
vypocita ur¢enim plochy odpovidajiciho piku vzhledem k souctu ploch
vsech pikd podle vzorce:

w; = (AI/ZA) x 100

kde

A; je plocha piku jednotlivého methylethylesteru mastnych kyselin i;

YA je soucet ploch vSech pikd vSech jednotlivych methylestert
mastnych kyselin.

Vysledky se vyjadii s pfesnosti na dvé desetinnd mista.

Poznamka 4: U tukl a oleji se hmotnostni zlomek methylestert
mastnych kyselin rovnd hmotnostnimu zlomku triacylg-
lycerold v gramech na 100 g. V pfipadech, ze tento pied-
poklad neplati, viz 5.2.2.2.

5.2.2.2. Pouziti korek¢nich faktori

V nékterych piipadech, zvlasté za ptitomnosti mastnych kyselin s méné
nez osmi atomy uhliku, nebo kyselin se sekundarni skupinou se plochy
opravi pomoci specifickych korekénich faktorti (Fci). Tyto faktory se
stanovi pro kazdy jednotlivy nastroj. Pro tento ucel se pouziji vhodné
referenni materidly s certifikovanym sloZzenim mastnych kyselin
v odpovidajicim rozsahu.

Poznamka 5: Tyto korekéni faktory nejsou shodné se teoretickymi
korekénimi faktory FID, které jsou uvedeny v dodatku
A, jelikoz zahrnuji rovnéz vykonnost systému ve vztahu
k injektoru atd. V ptipadé vétsich rozdila by méla byt
zkontrolovana vykonnost celého systému.
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Pro tyto referenéni smési se hmotnostni procenta FAME i vypoctou
podle vzorce:

w; = (m; [Zm) x 100
kde
m; je hmotnost FAME i v referenéni smési,
¥m je celkova hmotnost riznych slozek jako FAME v referenéni smési.

Z chromatogramu referencni smési se vypocitd procentni podil plochy
pro FAME i takto:

w; = (A/ZA) x 100
kde
A; je plocha FAME i v referen¢ni smési,
YA soucet vSech ploch vSech FAMW v referenéni smési.
Korekéni faktor F, je nasledné:
F. = (m; x ZA)/(A/Zm)
Pro vzorek ¢ini hmotnostni procenta kazdého FAME i:
wi = (F; x A)/Z (F; x Ay
Vysledky se vyjadii s piesnosti na dvé desetinnd mista.
Pozndamka 6: Vypoétena hodnota odpovida procentnim procentim
jednotlivych mastnych kyselin vypocitanym jako triacylg-
lyceroly na 100 g tuku.

5.2.2.3. Pouziti vnitiniho standardu

V nékterych ptipadech (napf. kdyZz nejsou kvantifikovany vsechny
mastné kyseliny, k ¢emuz dochazi, jsou-li pfitomny kyseliny se ¢tyfmi
a Sesti atomy uhliku soucasné s kyselinami s 16 a 18 atomy uhliku, nebo
kdyz je tfeba urcit absolutni mnozstvi mastnych kyselin ve vzorku) by
mél byt pouzit vnitini standard. Jako vnitini standard se pouZzivaji
nejcastéji methylestery mastnych kyselin s 5, 15 nebo 17 atomy
uhliku. Pro vnitini standard by mél byt stanoven korekéni faktor
(pokud se pouzije).

Hmotnostni procenta slozky i vyjadiena jako methylester 1ze vypocitat
podle vzorce:

w; = (myg * F; x Aj/(m x Fig x Agg)
kde:
A; je plocha FAME i,
Ayg je plocha vnitiniho standardu;
F; je korekéni faktor mastné kyseliny 7, vyjadfeny jako FAME;
Fjs je korekeni faktor vnitiniho standardu;
m je hmotnost zkuSebniho vzorku v miligramech,
myg je hmotnost vnitiniho standardu v miligramech.

Vysledky se vyjadii s piesnosti na dvé desetinnd mista.
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6. PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol musi obsahovat odkaz na pouzitou metodu pro pfipravu
methylesterd a jejich stanoveni plynovou chromatografii. Dale zahrnuje
vSechny pracovni podrobnosti nespecifikované v této standardni metodé
nebo povazované za volitelné, jakoz i dalsi okolnosti, které mohou
ovlivnit vysledek.

Protokol musi obsahovat vSechny informace nutné pro kompletni iden-
tifikaci vzorku.

7. PRESNOST
7.1. Vysledky mezilaboratorni zkousky

Podrobnosti k mezilaboratorni zkousce tykajici se pfesnosti metody jsou
uvedeny v pfiloze C normy I0C/T.20/Doc. No 33. Hodnoty odvozené
z této mezilaboratorni zkousky nelze pouzit na jiné nez uvedené rozsahy
koncentrace a matrice.

7.2 Opakovatelnost

Absolutni rozdil mezi vysledky dvou samostatnych jednotlivych zkousek
ziskanymi stejnou metodou na stejném zkuSebnim materidlu v téze
laboratofi tymz pracovnikem pouzivajicim stejné zafizeni kratce po
sobé neni u vice nez 5 % pfipadt vyssi nez R uvedené v tabulkach 1
az 14 piilohy C normy 10C/T.20/Doc. No 33.

7.3. Reprodukovatelnost

Absolutni rozdil mezi vysledky dvou jednotlivych zkouSek ziskanymi
stejnou metodou na stejném zkusebnim materialu v rznych laboratofich
a riznymi pracovniky pouzivajicimi odliSna zafizeni neni u vice nez 5 %
ptipad vyssi nez R uvedené v tabulkdch 1 az 14 piilohy C normy
10C/T.20/Doc. No 33.
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Dodatek A

Obrdazek 1

0,484

Sitka ®g 5 v polovi¢ni vySce trojuhelniku (ABC) a Sitka b v polovi¢ni vySce trojuhelniku (NPM).

Obrazek 2 Obrazek 3

(R=1)

6
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Dodatek B

Obrazek 1

Plynové-chromatograficky profil ziskany metodou studené methylace z olivového oleje z pokrutin
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Chromatografické piky odpovidaji methylesterim a ethylesterdm, neni-li uvedeno jinak.
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PRILOHA XI

STANOVENI OBSAHU TEKAVYCH HALOGENOVANYCH

2.2
2.3
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43

44

ROZPOUSTEDEL V OLIVOVEM OLEJI

PODSTATA

Tato metoda popisuje analyzu plynovou chromatografii s pouzitim
techniky parniho prostoru (head space).

PRISTROJE A POMUCKY

Plynovy chromatograf vybaveny detektorem elektronového zachytu
(ECD).

Zatizeni pro pfipravu vzorku v parnim prostoru (head space).

Sklenéna kolona pro plynovou chromatografii o délce 2 m a priméru 2
mm se stacionarni fazi tvofenou 10 % OVI101 nebo ekvivalentem,
zachycenou v kyselinou prané a silanizované kiemeliné s velikosti
¢astic 80-100 mesh.

Nosny a pomocny plyn: dusik pro plynovou chromatografii, vhodny pro
detektor elektronového zachytu.

Sklenéné batiky na 10 az 15 ml s teflonovym povlakem a hlinikovym
uzavérem s vybavenim pro vpich stikacky.

Hermeticky tésnici svorky.
Plynova stiikacka na 0,5 az 2 ml.
CHEMIKALIE

Standard: halogenovana rozpoustédla se stupném cCistoty vhodnym pro
plynovou chromatografii.

POSTUP

Do sklenéné baiiky se piesné navazi ptiblizné 3 g oleje (nesmi byt pouzita
opakovang); barika se hermeticky uzavie. Bainka se vlozi na jednu hodinu
do termostatu nastaveného na 70 °C. Pomoci stiikacky se opatrné odebere
0,2 az 0,5 ml z parniho prostoru. Obsah stiikacky se nastiikne na kolonu
chromatografu nastaveného takto:

— teplota vstiiku: 150 °C,
— teplota kolony: 70 az 80 °C,
— teplota detektoru: 200 az 250 °C.

Mohou byt pouzity i jiné teploty, pokud se dosahne ekvivalentnich
vysledkd.

Referenéni roztoky: s pouzitim rafinovaného olivového oleje beze stop
rozpous$tédel se pfipravi standardni roztoky s rtznymi koncentracemi
tekavych halogenovanych rozpoustédel o hodnotach 0,05 mg/kg az 1
mg/kg. V pfipadé potieby se halogenovana rozpoustédla roziedi
pentanem.

Kvantitativni vyhodnoceni: porovnejte plochy nebo vysky pikt vzorku
a standardniho roztoku, jehoZz koncentrace se nejvice blizi predpokladané
koncentraci. Je-li odchylka vétsi nez 10 %, analyza musi byt opakovana,
tj. musi byt provedeno porovnani s dalSim standardnim roztokem, dokud
nebude odchylka mensi nez 10 %. Obsah se stanovi na zéklad¢ priméru
jednotlivych vstiika.

Vyjadieni vysledka: v mg/kg (ppm). Detekéni limit ¢ini u této metody
0,01 mg/kg.
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PRILOHA XII

METODA MEZINARODNI RADY PRO OLIVOVY OLEJ PRO
ORGANOLEPTICKE HODNOCENI PANENSKEHO OLIVOVEHO
OLEJE

1. PREDMET A OBLAST POUZITI

Cilem mezinarodni metody popsané v této pfiloze je stanovit postup
hodnoceni organoleptickych vlastnosti panenského olivového oleje ve
smyslu bodu 1 ¢asti VIII ptilohy VII nafizeni Evropského parlamentu
a Rady (EU) & 1308/2013 (') a stanovit metodu jeho klasifikace na
zaklad€ téchto vlastnosti. Metoda obsahuje rovnéz pokyny tykajici se
nepovinného oznacovani.

Popsana metoda se vztahuje pouze na panenské olivové oleje a na
klasifikaci nebo oznacovani takovychto olejii podle intenzity vnimanych
vad a ovocné chuti a viné, které stanovi skupina vybranych vyskolenych
a vyzkousenych posuzovatell tvoricich zkusebni komisi.

Normy IOC uvedené v této pfiloze jsou pouzity v nejnovéjsi dostupné
verzi.

2. OBECNY ZAKLADNI SLOVNIK PRO SENZORICKOU ANALYZU

Viz norma IOC/T.20/Doc. ¢. 4 ,Senzorickda analyza: obecny zakladni
slovnik*

3. SPECIFICKY SLOVNIK
3.1 Negativni znaky

Zatuchly / po kalném sedimentu Chutové-Cichovy pocitek typicky pro
olej ziskany z oliv skladovanych na hromadach ¢i v takovych
podminkach, kde plody prosly pokrocilym stupném anaerobni fermentace,
nebo pro olej ziskany dekantaci ze sedliny z kadi a podzemnich nadrzi,
jez rovnéz proSel procesem anaerobni fermentace.

Po plisnich a vlhkosti, zemity Chutové-Cichovy pocitek typicky pro
olivovy olej ziskany z plodd napadenych plisnémi a kvasinkami
v dusledku nékolikadenniho uskladnéni ve vlhku nebo pro olivovy olej
ziskany z oliv sklizenych s nanosem zeminy nebo blata a neopranych.

Vinny/octovy/kysely/nakysly Chutové-Cichovy pocitek typicky pro néktery
olivovy olej pfipominajici vino nebo ocet. Vznika hlavné v dusledku
procesu aerobniho kvaSeni oliv nebo zbytkd olivové pasty na lisovacich
rohozich, které nebyly dobfe umyté, coz ma za nasledek tvorbu kyseliny
octové, ethylacetatu a ethanolu.

Zlukly Chufové-gichovy potitek typicky pro viechny oleje, které
prodélaly intenzivni proces autooxidace.

Po namrzlych olivaich (po vlhkém dievu) Chutové-Cichovy poditek
typicky pro olivovy olej ziskany z oliv, které byly na stromé zasazeny
mrazem.

(') Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢&. 1308/2013 ze dne 17. prosince 2013,
kterym se stanovi spoleéna organizace trhil se zemé&délskymi produkty a zruSuji natizeni
Rady (EHS) & 922/72, (EHS) ¢&. 234/79, (ES) ¢&. 1037/2001 a (ES) & 1234/2007 (Ut.
vést. L 347, 20.12.2013, s. 671).
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3.1.1

32

33

Dalsi negativni znaky

Prehraty  nebo Chutové-Cichovy pocitek typicky pro olej ziskany

pripadleny nadmérnym a/nebo dlouhodobym ohfevem béhem
zpracovani, zejména je-li pasta michdna za tepla
a za nevhodnych tepelnych podminek.

Travovy/dievovy — Chutové-¢ichovy poditek typicky pro olivovy olej
ziskany z vyschlych oliv.

Hruby Chutové taktilni pocitek vyvolany nékterym starym
olejem, ktery zpusobuje v ustech husty, kaSovity
pocit.

Olejovy Chut'ové-Cichovy pocitek oleje pfipominajici naftu,

mazaci tuky nebo mineralni ole;.

Po stave z plodit  Chutové-Cichovy pocitek, ktery olej ziskd pii dlou-
hodobém kontaktu se §tavou z plodu, ktera prosla
procesem fermentace.

Slany Chut'ové-Cichovy pocitek typicky pro olivovy olej
ziskany z oliv, které byly konzervovany v solném
roztoku.

Kovovy Chut'ové-Cichovy pocitek pfipominajici kovy. Je

typicky pro olivovy olej, ktery byl dlouhou dobu ve
styku s kovovymi povrchy béhem mleti, michani,
lisovani nebo skladovani.

Espartovy Chut'ové-Cichovy pocitek typicky pro olivovy olej
ziskany z oliv lisovanych v novych espartovych
rohozich. Miize se lisit v zavislosti na tom, zda byly
rohoze vyrobeny ze zelené¢ho esparta nebo susené¢ho
esparta.

Po cervech Chut'oveé-Cichovy pocitek typicky pro olivovy olej
ziskany z oliv, které byly silné¢ napadeny larvami
mouchy olivové (Bactrocera oleae).

Po okurkach Chut'ové-Cichovy pocitek vznikajici v ptipadé, ze je
olivovy olej po delsi dobu hermeticky uzavien,
zejména do plechovek, pochazejici z 2,6-nonadienalu.

Pozitivni znaky

Ovocna chut Soubor ¢ichovych pocitkd typickych pro olivovy olej,

a viné které jsou zavislé na odridé oliv a pochazeji ze
zdravych a cCerstvych oliv, zralych nebo nezralych.
Jsou vniméany piimo a/nebo retronasalni (pharyngon-
asalni) metodou ¢ichani.

Horky Zékladni charakteristickd chut’ oleje ziskaného ze
zelenych nebo nazelenalych oliv, kterou vnimame
hrazenymi papilami, tvoficimi na jazyku uskupeni
ve tvaru pismene V.

Stiplavy Ostry taktilni pocitek typicky pro olivové oleje
vyrobené na zacatku hospodaiského roku prevazné
z jeSt€ nezralych oliv. Mozno jej vnimat v celé
ustni duting, zejména v hrdle.

Nepovinna terminologie pro ti¢ely oznacovani

Vedouci zkusebni komise mize na pozadani potvrdit, Ze hodnocené oleje
splituji definice a rozpéti odpovidajici vyhradné nasledujicim terminiim
v zavislosti na intenzité a vnimani znaku.
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Pozitivni znaky (ovocna chut’ a vuné, hotky a Stiplavy): podle intenzity

vnimani:

— silny, pokud je median tohoto znaku vyssi nez 6,

— stredni, pokud je median tohoto znaku mezi 3 a 6,

— mirny, pokud je median tohoto znaku niz$i nez 3.

Ovocnd chut a viné

Nezrala ovocnd chut a viiné

Zrala ovocnd chut a viiné

Vyvazeny

Jemny olej

Soubor ¢ichovych pocitka typickych pro
olej, ktery zavisi na odradé oliv
a pochazi ze zdravych a cerstvych oliv,
u nichz nepfevazuje zralda ani nezrala
ovocnd chut a viné. Je vniman piimo
a/nebo  retronasalni  (pharyngonasalni)
metodou Cichani.

Soubor c¢ichovych pocitkii typickych pro
olej, ktery pifipomina nezralé plody,
zavisi na odridé oliv a pochazi ze
zelenych, zdravych a cerstvych oliv. Je
vniméan piimo a/nebo retronasalni (pharyn-
gonasalni) metodou ¢ichani.

Soubor ¢ichovych poéitka typickych pro
olej, ktery pfipomina zralé plody, zavisi
na odridé oliv a pochazi ze zdravych,
Cerstvych oliv. Je vniméan piimo a/nebo
retronasalni  (pharyngonaséalni) metodou
¢ichani.

Olej, jenz nevykazuje znamky nevyvaze-
nosti, kterou se rozumi ¢ichovy, chutovy
a hmatovy vjem oleje, ve kterém median
znaku hotky a median znaku $tiplavy neni
o vice nez dva body vyssi nez median
znaku ovocnd chut’ a viné.

Olej, ve kterém je median znaku hotky
a znaku Stiplavy nizsi nebo rovny 2.

Seznam terminti podle intenzity vnimani:

Terminy podléhajici pfedlozeni osvédceni
o organoleptické zkousce

Median znaku

Ovocné chut a viné

Zrala ovocna chut’ a viné

Nezrala ovocna chut’ a viné

Mirna ovocna chut’ a vuné

nizsi nez 3

Stiedni ovocnd chut’ a viiné

3azé6

Silna ovocna chut’ a viné

vyS$si nez 6

Mirna zrala ovocna chut’ a viné niz§i nez 3
Stfedni zrala ovocna chut’ a viné 3az 6
Silna zrala ovocna chut’ a viing vy$si nez 6

Mirna nezrala ovocna chut a viiné nizsi nez 3
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Terminy podléhajici .prefilozemv osvédéeni Medin znaku
o organoleptické zkousce
Stfedni nezrald ovocna chut’ a viné 3azé6
Silna nezrala ovocna chut' a ving vy$si nez 6
Mirna hotkost niz§i nez 3
Stfedni hotkost 3az6
Silna hotkost vy$§i nez 6
Mirn4 Stiplavost niz8i nez 3
Stredni Stiplavost 3az6
Silna Stiplavost vy$si nez 6
Vyvazeny olej Median znaku hoiky
a median znaku $tiplavy neni
o vice nez 2 body vyssi nez
median znaku ovocna chut
a vuneé.
Jemny olej Median znaku hoiky
a median znaku $tiplavy neni
vyssi nez 2.
VYM26

4. SKLENENE NADOBKY PRO HODNOCEN{ OLIVOVEHO OLEJE

Viz norma IOC/T.20/Doc. ¢. 5 ,Sklenéné nadobky pro hodnoceni
olivového oleje*.

5. ZKUSEBNI MISTNOST

Viz norma IOC/T.20/Doc. ¢. 6 ,Navod na zfizeni zkuSebni mistnosti“
6. ZARIZENI
Vsechny kabiny se vybavi nize uvedenym zafizenim, nezbytné nutnym

pro posuzovatele pro fadné splnéni jejich tkolu a snadno dosazitelnym:

— sklenéné nadobky (normalizované) obsahujici vzorky, oznacené
¢iselnym kodem, zakryté hodinovymi skly a uchovavané pii teploté
28 °C £ 2 °C,

— profilovy list (viz obrazek 1) v tisténé nebo elektronické podobé za
predpokladu, Ze jsou splnény podminky uvedené v profilovém listu,
v ptipad¢ potreby i s pokyny k pouziti,

— pero nebo nesmazatelny inkoust,

— podnosy s nakrajenymi jablky a/nebo vodou, sycenou vodou a/nebo
suchary,

— sklenéné nadobky s vodou o laboratorni teploté,

— list papiru pfipominajici obecna pravidla uvedena v oddilech 8.4
a9.1.1;

— plivatka.
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7. VEDOUCI ZKUSEBNi KOMISE A POSUZOVATELE
7.1 Vedouci zkuSebni komise

Vedoucim zkusebni komise musi byt nalezit¢ vysSkolena osoba
s odbornymi znalostmi nezbytnymi pro posuzovani jednotlivych druht
olivovych oleji, s nimiz v priabéhu své prace piijde do styku. Je
klicovou postavou ve zkuSebni komisi a odpovida za organizaci
a fizeni zkuSebnich Cinnosti.

Prace vedouciho zkuSebni komise vyzaduje zakladni odbornou piipravu
v oblasti nastroji senzorické analyzy, senzorického hodnoceni, peclivost
pti piiprave, organizaci a provadéni zkousek, jakoz 1 zkuSenost
a trpélivost pii védeckém planovani a provadéni zkousek.

Je jedinou osobou, ktera odpovidda za vybér, odbornou ptipravu
a sledovani posuzovatelli, aby se ubezpecil o jejich trovni vykonnosti.
Je proto odpovédny za hodnoceni posuzovatel, které musi byt vzdy
objektivni a pro néz musi vypracovat konkrétni postupy zalozené na
zkouSkach a pevné stanovenych kritériich vybéru nebo vyfazeni (viz
norma IOC/T.20/Doc. €. 14 ,Pokyny pro vybér, vycvik a sledovani
odbornych posuzovateltt panenského olivového oleje®.

Vedouci zkusebni komise je odpovédny za vykon zkusebni komise a tedy
za jeji hodnoceni, o kterém musi poskytnout spolehlivé a objektivni
diikazy. V kazdém piipad€é je povinen kdykoli prokéazat, ze metoda
i posuzovatelé jsou pod kontrolou. Doporucuje se provadét pravidelnou
kalibraci zkuSebni komise (IOC/T.20/Doc. ¢. 14, § 5).

Nese konecnou odpovédnost za vedeni zdznamil zkuSebni komise. Tyto
zaznamy musi byt vzdy dohledatelné, musi byt v souladu s pozadavky na
zabezpeceni a jakost stanovené v mezinarodnich normach pro senzorickou
analyzu a po celou dobu zajistovat anonymitu vzorkda.

Odpovidéd za inventarizaci pfistroju a zafizeni potfebnych k dosaZeni
souladu se specifikacemi této metody a za zajisténi jejich fadného
Cisténi a udrzby, a o téchto skutecnostech, jakoz i o dodrzovani
zkusebnich podminek, uchovava pisemné dikazy.

Odpovida za ptijem a skladovani vzorkd po jejich doruceni do laboratote,
jakoz i za jejich skladovani po provedeni zkousky. Pfitom musi za vSech
okolnosti zajistit anonymitu a fadné uskladnéni vzorkd, a za timto ucelem
musi vypracovat pisemné postupy s cilem zajistit, aby byl cely tento
proces sledovatelny a poskytoval zaruky.

Kromé toho odpovida za pfipravu, kodové oznaceni vzorkl a jejich
predkladani posuzovatelim v daném pofadi hodnoceni v souladu
s pfedem pfipravenymi protokoly, jakoz i za sbér a statistické vyhodno-
covani dat ziskanych posuzovateli.

Odpovida za vytvofeni a vypracovani jakychkoli dalsich postupt, které
budou ptipadné nezbytné k doplnéni této normy a k fadnému fungovani
zkusebni komise.

Musi hledat zptisoby porovnavani vysledki zkuSebni komise panelu
s vysledky ziskanymi jingymi zkuSebnimi komisemi provadéjicimi
analyzu panenského olivového oleje, aby se tak piesvéd¢il o fadném
fungovani zkuSebni komise.
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Povinnosti vedouciho zku$ebni komise je motivovat ¢leny zkuSebni
komise a podnécovat jejich zajem, zvidavost a soutézivost. Za timto
ucelem se dirazné doporucuje, aby zajistil obousmérny bezproblémovy
tok informaci ke ¢lenim zkuSebni komise a prubézné je informoval
o vSech provadénych tkolech a dosahovanych vysledcich. Zdrzi se
rovnéz vyjadfovani svého minéni a musi zabezpecit, aby piipadné domi-
nantni osobnosti neovliviiovaly ostatni posuzovatele.

Svolava posuzovatele v dostatecném predstihu a zodpovida veskeré
dotazy tykajici se provadéni zkousek, avSak zdrzi se jakéhokoli vyja-
dfovani svého minéni o vzorku.

VM28

7.1.1. Zastupce vedouciho zkuSebni komise

Vedouciho zkusebniho komise muze na zaklad¢ opravnénych diavodu
nahradit zéstupce, jenZ ho miiZze zastupovat v povinnostech souvisejicimi
s provadénim zkousSek. Tento zastupce musi mit veskeré potiebné doved-
nosti, které potrebuje vedouci zkuSebni komise.

7.2 Posuzovatelé

Osoby pusobici jako posuzovatelé pii organoleptickych zkouskach
olivového oleje tak musi Cinit dobrovolné. Je proto vhodné, aby
uchaze¢i predkladali pisemnou zadost. Uchazece vybere, vyskoli
a sleduje vedouci zkuSebni komise podle jejich schopnosti rozliSovat
mezi podobnymi vzorky; je tfeba vzit v uvahu, ze jejich posuzovaci
schopnost se béhem odborné ptipravy zlepsi.

Posuzovatelé musi jednat jako skuteCni senzoriCti pozorovatelé,
nepfihlizet k vlastnim osobnim chutim a referovat pouze o pocitcich,
které vnimaji. Proto musi vzdy pracovat v tichu, uvolnéné a beze
spéchu a vénovat maximalni smyslovou pozornost pravé ochutndvanému
vzorku.

Pro kazdou zkousku je tieba 8 az 12 posuzovatell, ackoli je zadouci mit
nékolik rezervnich posuzovatelt pro piipad moznych absenci.

VY M26
8. PODMINKY ZKOUSEK

8.1 Prezentace vzorku

Vzorek oleje pro analyzu se predklada ve standardizovanych sklenénych
zkuSebnich nadobkach podle normy IOC/T.20/Doc. ¢. 5 ,,Sklenéné
nadobky pro hodnoceni olivového oleje®.

Sklenéna nadobka obsahuje 14—16 ml oleje nebo 12,8 az 14,6 g, pokud se
vzorky vazi, a je zakryta hodinovym sklem.

Kazda nadobka musi byt oznacena kodem sloZzenym z ndhodné vybranych
¢islic nebo kombinace pismen a ¢islic. Kod bude oznacen pomoci
systému, ktery je bez zapachu.

8.2 Teplota pri zkouSce a teplota vzorku

Vzorky oleje urené pro ochutnavani jsou uchovavany ve sklenénych
nadobkach pii teploté 28 °C + 2 °C po celou dobu zkousky. Tato
teplota byla zvolena proto, ze usnadfiuje zjistovani organoleptickych
rozdilti oproti teploté okoli, a proto, Ze pii nizSich teplotach se ziidka
uvoliuji aromatické slouceniny charakteristické pro tyto oleje, zatimco
vyssi teploty vedou k vyskytu tékavych sloucenin charakteristickych
pro zahfivané oleje. Metoda, ktera ma byt pouzita pro ohfev vzorkd ve
sklenéné nadobce, je popsana v normé I0C/T.20/Doc. ¢. 5 ,,Sklenéné
nadobky pro hodnoceni olivového oleje®.



01991R2568 — CS — 04.12.2016 — 031.005 — 76

VY M26

Teplota ve zkuSebni mistnosti se musi pohybovat mezi 20 °C a 25 °C
(viz I0C/T.20/Doc. ¢. 6).

8.3 Doba zkousek

Nejvhodnégjsi dobou pro ochutnavani oleji je dopoledne. Je dokazano, ze
¢ichové-chutové smysly jsou v prubéhu dne zvlasté citlivé. Citlivost
¢ichové-chutovych smysli je pfed hlavnim jidlem zvlasté vysoka,
zatimco po jidle slabne.

Toto kritérium vSak nesmi byt pfivadéno do extrému, aby posuzovatel
nebyl rozptylovan hladem a tim nebyla snizena jeho rozliSovaci
schopnost; proto se doporucuje, aby se ochutnavky konaly mezi 10.
hodinou dopoledni a polednem.

8.4  Posuzovatelé: obecna pravidla chovani

Nasledujici doporuceni se tykaji chovani posuzovateld b&hem jejich
prace.

Jsou-li posuzovatelé vyzvani vedoucim zkuSebni komise k ucasti na orga-
noleptické zkouSce, musi byt pfipraveni dostavit se v stanoveném Case
a pfitom dodrzet dale uvedena pravidla.

— 30 minut pfed stanovenym casem zkousky je zakdzano koufeni a piti
kavy.

— Neni povoleno pouzivani vini, kosmetiky ani mydla, jejichz pach by
pretrval do doby zkousky. Ruce je nutno si umyvat neparfémovanym
mydlem a je tfeba si je oplachovat a susit tak Casto, jak je nezbytné
pro odstranéni jakéhokoli pachu.

— Posuzovatelé nesmi jist po dobu nejméné jedné hodiny pied
zapocetim zkousky.

— Pokud by se posuzovatelé necitili fyzicky v pofadku, a zejména je-li
ovlivnéno jejich ¢ichové nebo chutové vnimani, nebo pokud jsou pod
psychickym tlakem, jenz by omezoval jejich schopnost koncentrace,
zdrzi se ochutnavky a sdéli to vedoucimu zkuSebni komise.

— Pokud posuzovatelé splnili vySe uvedené podminky, zaujmou své
misto v pridélené kabin¢ co nejspofadanéji a co nejtiseji.

— Pozorné si pietou pokyny v profilovém listu a nezaCnou se
zkoumanim vzorku, dokud nebudou plné pfipraveni pro tkol, ktery
maji splnit (uvolnéné a beze spéchu). V piipadé, ze vyvstanou
jakékoli pochybnosti, méli by se soukromé obratit na vedouciho
zkusebni komise.

— Pfi plnéni svych tkold musi zachovavat ticho.

— Musi mit po celou dobu vypnuty mobilni telefon, aby nerusili sous-
tfedéni a praci svych kolegg.

9. POSTUP QRGANOLEPT}CKEHO HODNOCEN{ A KLASIFIKACE
PANENSKEHO OLIVOVEHO OLEJE

9.1 Technika ochutnavani

VY M29
T 9.1.1 Posuzovatelé uchopi nadobku, drzi ji pfitom zakrytou hodinovym sklem
a mirn€ naklonénou a zakrouzi nadobkou jednou tplné tak, aby se vnitini
stény co nejvice navlhéily. Jakmile dokonéi tuto etapu, sejmou hodinové
sklo a ¢ichaji ke vzorku pomalymi a hlubokymi nadechy, aby dany olej
zhodnotili. Cichani by nemélo trvat déle nez 30 sekund. Pokud b&hem
této doby nedojdou k zavéru, pted dal$im pokusem si kratce odpocinou.
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Po provedeni ¢ichové zkouSky posuzovatelé zhodnoti pocity v tstech
(celkové retronasalni Cichové-chutové-taktilni pocitky). To provedou
tak, ze usrknou pfiblizné 3 ml oleje. Je velmi dulezité rozprostiit olej
po celé duting Ustni, od pfedni Casti st a jazyka, podél licnich stén az
k zadni Casti a Casti podepirajici patro a do krku, protoze vnimani chuti
a taktilnich pocitki se co do intenzity méni v zavislosti na mistu na
jazyce, patie a v krku.

Je tfeba zdUraznit, ze pro posouzeni je nebytné, aby se dostatecné
mnozstvi oleje velmi pomalu rozprostielo na zadni Casti jazyka smérem
k casti podepirajici patro a ke krku, pficemz posuzovatel se soustied’uje
na pofadi, v némz se objevi hoiky a Stiplavy podnét. Pokud se tak
nestane, oba tyto podnéty mohou u nékterych olejii uniknout pozornosti
nebo miize byt hotky podnét zastfen podnétem Stiplavym.

Kratké opakované nadechy, pfi nichZ je vzduch vtahovan tsty, umoznuji
posuzovateli nejen plosné rozprostiit vzorek po celych ustech, ale téz
vnimat tékavé aromatické slouCeniny retronasalni (pharyngonasalni)
metodou ¢ichani vynucenym pouzitim tohoto kanalu.

Pozn.: Pokud posuzovatelé ve vzorku nevnimaji ovocnou chut' a viini
a intenzita klasifikujiciho negativniho znaku dosahuje hodnoty 3,5 nebo
niz§i, mize se vedouci zkuSebni komise rozhodnout, ze posuzovatelé
vzorek zanalyzuji jest¢ jednou za teploty okoli (IOC/T.20/Dok.
¢. 6/Rev. 1, zafi 2007, oddil 3 — Obecné specifikace pro ziizeni
zkuSebni mistnosti), pfi¢emz upifesni okolnosti a pojem teploty okoli.
Kdyz vzorek dosahne pokojové teploty, méli by jej posuzovatelé znovu
zhodnotit, aby ovéfili vyhradné vnimani ovocné chuti a viné. Pokud
budou ovocnou chut’ a viini vnimat, zaznamenaji jeji intenzitu na stupnici.

V avahu se téz bere taktilni podcitek Stiplavosti. Za timto ucelem je
vhodné olej spolknout.

VY M26
T 912 PH organoleptickém hodnoceni panenského olivového oleje se doporucuje
pii kazdém sezeni posuzovat maximalng CTYRI VZORKY a poéet sezeni
by nemél piekrocit tii dennég, aby se pfedeslo kontrastnimu uéinku, jenz
by mohl nastat pti okamzitém posouzeni dal$ich vzorkd.

Jelikoz postupné posuzovani zpisobuje Unavu nebo ztratu citlivosti
zpusobenou piedchozimi vzorky, je nutné pouzit néco, co mize
odstranit z st zbytky olivového oleje z pfedchoziho hodnoceni.

Doporucuje se pouzit maly platek jablka, ktery je mozné po rozzvykani
odlozit do plivatka. Poté se usta vyplachnou malym mnozstvim vody
o laboratorni teploté. Mezi koncem jednoho sezeni a zacatkem dalsiho
musi uplynout nejméné 15 minut.

9.2 PouzZivani profilového listu posuzovateli

Profilovy list, ktery posuzovatelé pouziji, je zobrazen na obrazku 1 této
prilohy.

Kazdy posuzovatel ve zkuSebni komisi ¢ichové a nasledné chutové (1)
zhodnoti pfedmétny olej. Nasledné uvede intenzitu, s niz vnima kazdy
z negativnich a pozitivnich znakti, do desetibodové hodnotici tabulky
uvedené v obdrzeném profilovém listu.

(") MuZe ochutnavani oleje odmitnout, pokud pfi pfimém ichovém vnimani zaznamena, Zze
néktery z negativnich znakii je extrémné intenzivni. Tuto vyjime¢nou okolnost
zaznamena do profilového listu.
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V ptipadé, ze posuzovatel vnima jakékoli ptipadné negativni znaky, které
nejsou uvedeny v oddile 4, musi je zaznamenat do rubriky ,,ostatni*
s pouzitim terminu nebo termind, které dané znaky co nejpiesnéji
popisuji.

VY M28
9.3 Pouziti udaji vedoucimi zkuSebni komise

Vedouci zkuSebni komise shromdazdi profilové listy vyplnéné jednot-
livymi posuzovateli a zkontroluje intenzity pfisouzené jednotlivym
znakim. V pfipadé, Ze zjisti jakoukoli nesrovnalost, vyzve posuzovatele,
aby svij profilovy list revidoval a v pfipadé nutnosti zkousku zopakoval.

Vedouci zkuSebni komise zada udaje z hodnoceni ziskané od jednotlivych
¢lent zkuSebni komise do pocitacového programu podobného tomu, ktery
stanovi norma IOC/T.20/Doc. ¢.°15) za tucelem statistického vypoctu
vysledkd analyzy na zakladé¢ vypoctu jejich medianu (viz oddil 9.4
a dodatek k této piiloze). Udaje tykajici se daného vzorku se zadavaji
pomoci matice slozené z deviti sloupct odpovidajicich deviti organolep-
tickym vlastnostem a z n fadkd odpovidajicich n poctu posuzovatelt
zkuSebni komise.

Pokud vice nez 50 % cleni zkuSebni komise vnimalo uréitou vadu
a uvedlo ji v rubrice ,jiné“, vypocita vedouci zkuSebni komise median
této vady a provede piislusnou klasifikaci.

Hodnota robustniho varia¢niho koeficientu, ktery vyjadifuje klasifikaci
(vada s nejsilngjsi intenzitou a znakem ovocné chuti a viing), musi byt
niz8i nebo rovna 20 %.

Pokud tomu tak neni, musi vedouci komise opakovat hodnoceni tohoto
konkrétniho vzorku pfi jiném sezeni.

Pokud k takové situaci dochazi Casto, doporucuje se, aby vedouci
zkuSebni  komise poskytl posuzovatelim konkrétni doplitkovou
odbornou piipravu (I0C/T.20/Doc. No 14, § 5) a pro kontrolu vykonnosti
zkuSebni komise pouzil ukazatel opakovatelnosti a ukazatel odchylek
(I0C/T.20/Doc. €. 14, § 6).

VY M29
9.4  Klasifikace oleje

Olej se zafadi do nasledujicich kategorii podle medidnu vad a medianu
znaku ovocné chuti a viné. Median vad se stanovuje jako median vady
vnimané s nejvétsi intenzitou. Medidn vad a medidn znaku ovocné chuti
a viné se vyjadfuje s piesnosti na jedno desetinné misto.

Klasifikace oleje se provadi porovnavanim hodnoty medianu vad
a medianu znaku ovocné chuti a viiné s nize uvedenymi referen¢nimi
intervaly. Pfi stanovovani hranice téchto intervali byla zohlednéna
chyba metody, proto se tyto hranice povazuji za absolutni. Pocitacové
programy umoziuji zobrazeni klasifikace v tabulce statistickych tdaju
nebo na grafu.

a) Extra panensky olivovy olej: medidn vad se rovna 0 a median znaku
ovocné chuti a viiné je vys$si nez 0.

b) Panensky olivovy olej: median vad je vys$i nez 0, ale dosahuje
nejvyse hodnoty 3,5 a median znaku ovocné chuti a viné je vyssi
nez 0.

¢) Lampantovy panensky olivovy olej: median vad je vyssi nez 3,5 nebo
median vad dosahuje nejvySe hodnoty 3,5 a median ovocné chuti
a vuné se rovna 0.
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Pozndmka 1: Pokud je median znaku hotky a/nebo znaku Stiplavy vyssi
nez 5,0, uvede vedouci zkuSebni komise tuto skutecnost
do protokolu o zkousce.

V pfipadé hodnoceni, ktera se provadéji za ucelem
sledovani shody, se provadi jedna zkouska. V piipadé
protichiidnych hodnoceni se musi analyza proveést
dvakrat pifi raznych zkuSebnich sezenich. Vysledky
duplicitni analyzy musi byt statisticky homogenni. (viz
bod 9.5). Pokud tomu tak neni, musi se vzorek znovu
dvakrat zanalyzovat. Konecna hodnota medianu klasifi-
kacnich znakd se vypocte na zékladé priméru obou
mediand.

9.5  Kritéria pro prijimani a zamitani duplikati

K ur€eni, zda jsou oba vysledky duplicitni analyzy homogenni nebo
statisticky pfijatelné, se pouzije nize definovana normalizovana chyba:

g - |Me, — Me,|

Kde Me; a Me, jsou mediany obou duplikati (respektive prvni a druhé
analyzy) a U; a U, jsou rozSifené nejistoty ziskané pro obé hodnoty,
vypoétené nasledovné, jak je upfesnéno v dodatku:

U1=cxs*ands*:%
Pro rozsifenou nejistotu, ¢ = 1,96; proto:

U; = 0,0196 x CV, x M
kde CV, je robustni variaéni koeficient.

Aby bylo mozno konstatovat, Ze ob¢ ziskané hodnoty nejsou statisticky
odlisné, se musi E, rovnat 1,0 nebo byt nizsi nez 1,0.
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Dodatek
Metoda vypoctu medianu a intervaly spolehlivosti
Median
Me=p (X <x,) <% "pX<x,)=>2%]

Median je definovan jako redlné ¢islo X, pro které plati, ze pravdépodobnost
(p), ze hodnoty rozdéleni (X) jsou nizsi nez toto ¢islo (X,,), je nizsi a rovna 0,5,
a zaroven ze pravdépodobnost (p), Ze hodnoty rozdéleni (X) jsou nizsi nebo
percentil rozdéleni Cisel sefazenych podle vzestupného potadi. Zjednodusené
feCeno se jedna o prostfedni hodnotu uspoiadané mnoziny lichych ¢isel nebo
pramér dvou prostfednich hodnot uspofadané mnoziny sudych &isel.

Robustni smérodatna odchylka

Za ucelem ziskani spolehlivého odhadu variability kolem priméru je tfeba pouzit
robustni smérodatné odchylky podle Stuarta a Kendalla (4). Tento vzorec uvadi
robustni odchylku asymptotického typu, tj. robustni odhad variability
zvazovanych udaji, kde N je pocet pozorovani a IQR je mezikvartilové
rozpéti, které zahrnuje piesné 50 % piipadi daného rozdéleni pravdépodobnosti.

. 1,25 xIQR
S =——m—
1,35 x VN

Vypocet mezikvartilového rozpéti se provadi vypoétem velikosti rozdilu
odchylky mezi 75.. a 25.. percentilem.

IQR = 75.percentil — 25.percentil

Pokud je percentilem hodnota X, pro kterou plati, ze pravdépodobnost (p), Ze
hodnoty rozd¢leni jsou niz8i nez X, je niZ8i nebo rovna konkrétni seting,
a zaroven ze pravdépodobnost (p), ze hodnoty rozdéleni jsou niz§i nebo rovny
Xpes je VySSi nebo rovna této konkrétni seting. Setina oznacuje zvoleny fraktil
rozdéleni. V ptipadé medianu se rovna 50/100.

percentil = [p (X < x,.) < ]LOO (X <x,) =

Pro praktické ucely predstavuje percentil hodnotu rozdéleni, kterd odpovida
urcité plose vyznacené od kiivky rozdéleni nebo hustoty. Napiiklad 25.
percentil pfedstavuje hodnotu rozdéleni odpovidajici plose, ktera se rovna 0,25
nebo 25/100.

Tato metoda slouzi k vypoctu percentili na zékladé realnych hodnot, které se
vyskytuji v datové matici (postup pro vypocet percentilit).

Robustni varia¢ni koeficient (%)

Robustni varia¢ni koeficient CVr % predstavuje bezrozmérné cislo, které udava
procento variability analyzované mmnoziny cisel. Z tohoto divodu je tento
koeficient velice uzite¢ny pro ovéteni spolehlivosti posuzovateli ve zkuSebni
komisi.

*

s
Me

CV, =-—x 100
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95 % intervaly spolehlivosti medidnu

95 % intervaly spolehlivosti (hodnota chyby prvniho druhu se rovna 0,05 nebo
5 %) predstavuji interval, v némz by se hodnota medianu mohla ménit za pred-
pokladu, ze by bylo mozné pokus donekonecna opakovat. V praxi oznacuje
interval promeénlivosti pokusu za pfijatych provoznich podminek vychazejici
z predpokladu, ze by se pokus mohl mnohokrat opakovat. Stejné jako
v piipadé CVr% interval napomaha pii hodnoceni spolehlivosti pokusu.

IC,, = Me + (c x s7)

IC;,r = Me — (¢ x s7)

kde C = 1,96 v piipad¢ intervalu spolehlivosti na urovni 95 %.
Priklad vypocetniho listu je uveden v piiloze I normy IOC/T 20/Doc. ¢&. 15.
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2.2

2.3

2.4

PRILOHA XV

STANOVEN{ OBSAHU OLEJE V OLIVOVYCH POKRUTINACH
Pristroje a pomcky

— vhodny extrakéni pfistroj, vybaveny baikami o objemu 200 ml az
250 ml,

— elektricky vyhiivana lazen (piskovd, vodni apod.) nebo topnd deska,

— analytické véhy,

— laboratorni su$arna nastavitelna nejvyse na teplotu 80 °C,

— elektricky vyhfivand su$arna s termostatickou kontrolou, schopna
udrzovat teplotu 103 £+ 2 °C a zabezpecujici provoz pii atmosférickém
nebo pii snizeném tlaku,

— mechanicky mlynek, lehce Cistitelny a umoziujici rozmleti olivovych
pokrutin bez jejich zahfati nebo vyznamné zmény vlhkosti a obsahu
tekavych latek nebo obsahu oleje,

— extrakéni patrony a bavinéna vata nebo filtracni papir, vSe prosté latek
rozpustnych v hexanu,

— exsikator,

— sito o velikosti otvord 1 mm,

— pemza, ve formé drobnych kouskd, nebo jiny granulat zabranujici bouf-
livému varu, pfedem vysuseny.

Chemikalie

Technicky hexan, jehoz odparek nesmi byt vétsi nez 2 mg na 100 ml
rozpoustédla.

POSTUP
Piiprava zkuSebniho vzorku

V piipadé potieby se k rozemleti laboratorniho vzorku pouzije piedem dobie
vyc¢istény mechanicky mlynek, aby ¢astice zcela prosly sitem.

Asi jedna dvacetina vzorku se pouZzije pro vyc¢isténi mlynku; tento rozemlety
material se vyhodi. Zbytek se rozemele a shromazdi, dukladné promicha
a neprodlené analyzuje.

Velikost zkuSebniho vzorku

Po dokondeni mleti se navazi asi 10 g vzorku s ptesnosti na 0,01 g.

Piiprava extrakéni patrony

Zkusebni vzorek se prfevede do extrakéni patrony a utésni se vatovym
tamponem. Je-li pouzit filtracni papir, zkuSebni vzorek se do n&j zabali.

Vysuseni piedem

Jsou-li olivové pokrutiny velmi vlhké (tj. vlhkost a obsah tékavych latek je
vyssi nez 10 %), provede se vysuseni pfedem umisténim naplnéné extrakéni
patrony (nebo filtraéniho papiru) na vhodnou dobu do susarny vyhtaté na
teplotu nejvyse 80 °C, aby doslo ke snizeni vlhkosti a obsahu tékavych latek
na hodnotu mensi nez 10 %.
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2.5

2.6

2.7

2.8

Piiprava extrakéni baiiky

Extrakéni banka s n€kolika kousky pemzy, ktera byla pfedem vysusena
v susarné pii teplot¢ 103 + 2 °C a zchlazena po dobu nejméné 1 hodiny
v exsikatoru, se zvazi s piesnosti na 1 mg.

Prvni extrakce

Extrakéni patrona (nebo filtraéni papir) se zkusebnim vzorkem se vlozi do
extrakéniho pfistroje. Do banky se nalije potfebné mnozstvi hexanu.
Extrakéni banka se nasadi na extrakéni pfistroj a to celé se umisti na elek-
tricky vyhfivanou lazen. Extrakéni banka se zahfiva tak, aby kondenzace
extrakéniho rozpoustédla byla nejméné 3 kapky za sekundu (tzn. mirny, ne
prudky var). Extrahuje se 4 hodiny. Potom se extrakéni pfistroj necha vych-
ladnout. Extrakéni patrona se vyjme z extrakéniho pfistroje a postavi se do
proudu vzduchu, aby se odpafila vétSina rozpoustédla.

Druha extrakce

Obsah extrakéni patrony se vysype do mikromlynku a co nejjemnéji se
rozemele. Rozemleta smés se prevede zpét do extrakéni patrony, ktera se
vlozi zpét do extrakéniho pfistroje.

Znovu se extrahuje dal§i dvé hodiny do téze extrakéni banky, obsahujici jiz
prvou cast extraktu.

Roztok obsazeny v extrakeni bafice musi byt ¢iry. Neni-li tomu tak, je nutno
jej prefiltrovat pies filtraéni papir, pficemz pivodni baika a filtra¢ni papir se
nékolikrat proplachnou hexanem. Filtrat a proplachovaci rozpoustédlo se
ptevede do druhé predem vysusené bainky zvazené s ptesnosti na 1 mg.

Odstranéni rozpoustédla a vazeni extraktu

VeEtsi Cast rozpoustédla se z extrakéni bariky odstrani oddestilovanim na
elektricky vyhtivané lazni. Posledni stopy rozpoustédla se odstrani
zahfivanim extrakéni banky po dobu 20 minut v susarné pii 103 + 2 °C.
Zbytku rozpoustédla se mohou odstranit proudem vzduchu, anebo vyhodnéji
inertnim plynem zavadénym do banky po kratkou dobu, nebo pod vakuem.

Banky s vyextrahovanym olejem se nechaji vychladnout na okolni teplotu
po dobu nejméné jedné hodiny a zvazi se s piesnosti na 1 mg.

Zvézené banky se za stejnych podminek znovu zahiivaji po dobu 10 minut,
opét se nechaji vychladnout v exsikatoru a znovu se zvazi.

Rozdil mezi dvéma vazenimi nesmi byt vyssi nez 10 mg. Pokud je rozdil
vy$si, opakuje se zahfivani, vychlazeni a vazeni tak dlouho, dokud rozdil
mezi dvéma po sob¢ nasledujicimi vazenimi je nejvySe 10 mg. Potom se
zaznamena konecna hmotnost barnky.

Na stejném zkuSebnim vzorku se vzdy provedou dvé zkousky;.

VYJADREN{ VYSLEDKU
Metoda vypoctu a vzorec

a) Extrakt z ptivodniho produktu vyjadieny jako procento hmotnostni se
vypocita takto:
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kde S = procento hmotnostni extraktu z ptivodniho produktu,
mg = hmotnost zkuSebniho vzorku v g,
m; = hmotnost extraktu po vysuSeni v g.
Za vysledek se povazuje aritmeticky primér dvou stanoveni za pied-
pokladu, Ze jsou splnény pozadavky na opakovatelnost.
Vysledek se uvadi s pfesnosti na jedno desetinné misto.

b) Extrakt jako procento hmotnostni v susiné se vypocita takto:

100
S x 10 = U = extrakt v % tuku v susiné

kde S = procento hmotnostni extraktu z pidniho produktu,
U = jeho vlhkost a obsah té€kavych latek.
Opakovatelnost

Absolutni rozdil mezi dvéma jednotlivymi na sobé nezavislymi vysledky
zkousky, ziskanymi stejnym pracovnikem v rozmezi kratkého Easového
intervalu nebo soubézné¢ muze Cinit nejvyse 0,2 g hexanového extraktu na
100 g zkuSebniho vzorku.

Pokud je rozdil vétsi, analyza se opakuje na dalSich dvou zkuSebnich
vzorcich. Pokud je rozdil opét vyssi nez 0,2 g, za vysledek se povazuje
aritmeticky pramér vSech Ctyfech stanoveni.
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PRILOHA XVI
STANOVENI JODOVEHO CiISLA

OBLAST PUSOBNOSTI

Tato mezindrodni norma specifikuje metodu stanoveni jodového (¢isla
v zivo€iSnych a rostlinnych tucich a olejich, dale jen ,,tuky*.

DEFINICE

Pro ucely této mezinarodni normy plati tato definice:

Jodové Ccislo: vyjadiuje hmotnost jodu vazaného na vzorek za pracovnich
podminek specifikovanych touto mezinarodni normou.

Jodové cislo je vyjadieno v g jodu na 100 g vzorku.

PODSTATA ZKOUSKY

Zkusebni vzorek se rozpusti v rozpoustédle a piida se Wijsovo ¢inidlo. Po
stanoveném case se ptida roztok jodidu draselného a voda a uvolnény jod se
titruje roztokem thiosiranu sodného.

CHEMIKALIE

Vsechna ¢inidla musi mit Cistotu p. a.
Jodid draselny, 100 g/l roztoku; nesmi obsahovat volny jod nebo jodi¢nany.
Skrobovy roztok.

5 g rozpustného skrobu se smisi se 30 ml vody a ke smési se pfida 1 000 ml
vrouci vody, vafi se tfi minuty a roztok se necha vychladnout.

Thiosiran sodny, standardni odmérny roztok c(Na,S,05.5H,0) = 0,1 mol/l,
standardizovany ne déle nez 7 dnt pied pouzitim.

Rozpoustédlo piipravené smichanim stejnych objemt cyklohexanu
a kyseliny octové.

Wijsovo ¢inidlo, obsahujici jodmonochlorid v kyseliné octové. Doporucuje
se pouzit Wijsovo ¢inidlo obchodné dostupné.

Poznamka: Cinidlo obsahuje 9 g ICl; + 9 g I v kyseliné octové.

PRISTROJE A POMUCKY

Bézné laboratorni vybaveni, a zejména:

Sklenéna vazenka, odpovidajici hmotnosti zkusebniho vzorku a hodici se do
banky (5.2).

Erlenmeyerovy baiikky na 500 ml se sklenénou zabrousenou zatkou,
dokonale vysuSené.

PRIPRAVA ZKUSEBNIHO VZORKU

Homogenizovany vzorek se vysusi siranem sodnym a piefiltruje.

POSTUP ZKOUSKY

ZkuSebni vzorek

Hmotnost zkusebniho vzorku se 1isi podle ocekavaného jodového cisla, viz
tabulka 1.
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7.3

Tabulka 1
Otekévané jodové Eislo Hmotnost zkuézbm’ho vzorku v
Méné nez 5 3,00
5 az 20 1,00
21 az 50 0,40
51 az 100 0,20
101 az 150 0,13
151 az 200 0,10

Zkusebni vzorek se navazuje s ptesnosti 0,1 mg do sklenéné vazenky (5.1).
Stanoveni

Vazenka se zkusebnim vzorkem se vlozi do 500ml banky (6.2). Pfida se
20 ml rozpoustédla (4.5), a tuk se rozpusti. Pfida se presné 25 ml Wijsova
¢inidla (4.6), banka se uzavie zatkou, obsah se promicha a banka se umisti
na tmavé misto. Pipetovani Wijsova ¢inidla se neprovadi Usty.

Stejnym zpisobem se pripravi slepy pokus s piidavkem rozpoustédla
a Wijsova ¢inidla, ale vynecha se zkusebni vzorek.

Pro vzorky s jodovym ¢islem niz§im nez 150 se barika ponechd 1 hodinu
v temnoté, pro vzorky s jodovym cislem nad 150, pro polymerované
vyrobky a vyrobky ve zna¢né mife oxidované je nutno dobu prodlouzit
na 2 hodiny.

Po této dobé se do kazdé baiky pfida 20 ml roztoku jodidu draselného (4.2)
a 150 ml vody (4.1).

Obsah banky se titruje standardnim odmérnym roztokem thiosiranu sodného
(4.4), dokud téméf nezmizi zluté zbarveni jodu. Potom se piidd nékolik
kapek skrobového roztoku (4.3) a pokracuje se v titraci, dokud po inten-
zivnim protfepani nezmizi modré zabarveni.

Poznamka: Ptipousti se stanoveni bodu ekvivalence potenciometrickou
indikaci.

Pocet stanoveni
Z jednoho zkuSebniho vzorku se provadéji dvé stanoveni.

VYJADRENI VYSLEDKU

Jodové cislo se vypocita podle vzorce:

12,69 ¢ (V, = V)

m

kde

c = presna koncentrace standardniho odmérného roztoku thiosiranu
sodného (4.4) v mol/l,

V; = objem pouzittho standardniho odmérného roztoku thiosiranu

sodného (4.4) na slepy pokus v ml,
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V, = objem pouzittho standardniho odmérného roztoku thiosiranu
sodného (4.4) pro vlastni stanoveni v ml,

m = hmotnost zkusebniho vzorku v g (7.1).

Jako vysledek se uvadi aritmeticky primér dvou stanoveni za ptredpokladu,
ze je splnéna podminka opakovatelnosti.
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PRILOHA XxVII

METODA PRO STANOVENI STIGMASTADIENOLU V ROSTLINNYCH
OLEJICH

1. UCEL
Stanoveni stigmastadienoli v rostlinnych olejich obsahujicich nizké konc-

entrace téchto uhlovodikli, zejména v panenském olivovém oleji
a surovém olivovém oleji z pokrutin.

2. OBLAST PUSOBNOSTI

Tato norma muiize byt pouzita pro vSechny rostlinné oleje, ackoliv méfeni
jsou spolehliva jeding tehdy, lezi-li obsah téchto uhlovodiki mezi 0,01
a 4,0 mg/kg. Metoda je obzvlast’ vhodna pro zjistovani piitomnosti rafi-
novanych rostlinnych oleji (olivového oleje, olivového oleje z pokrutin,
slune¢nicového oleje, palmového oleje atd.) v panenském olivovém oleji,
protoze na rozdil od panenskych oleji rafinované oleje obsahuji stigmas-
tadienoly.

3. PODSTATA METODY

Izolace nezmydelnitelného extraktu. Separace steroidové uhlovodikové
frakce kolonovou chromatografii na silikagelu a analyza pomoci
kapilarni plynové chromatografie.

4. PRISTROJE A POMUCKY

4.1 250 ml banky pro pouziti se zpétnym chladicem.
4.2 Délici nalevky na 500 ml.

4.3 100 ml banky s kulatym dnem.

4.4  Rotacni odpatovac.

4.5  Sklenéna chromatograficka kolona (vnitini pramér 1,5 az 2,0 cm, délka
50 cm) s teflonovym kohoutem a se dnem se zatkou ze skelné vaty nebo
s kotou¢em ze sintrovaného skla. Za tucelem pfipraveni silikagelové
kolony se do chromatografické kolony nalije hexan do vysky pfiblizné
5 cm a poté se kolonu naplni suspenzi tvotenou 15 g silikagelu a ve 40 ml
hexanu pomoci davek hexanu. Necha se uplné usadit pomoci mirnych
vibraci. Pfidd se bezvody siran sodny do vysky pfiblizné 0,5 cm
a nadbytecny hexan se nakonec eluuje.

4.6  Plynovy chromatograf s plameno-ionizaénim detektorem, vstfikovacim
systtmem pro nastiik pomoci déli¢e nebo studenym vstiikovacim
systémem typu on-column a termostatickou komorou, nastavitelnou na
pozadovanou teplotu s ptesnosti + 1 °C.

4.7  Kapilarni kolona z taveného kiemene pro plynovou chromatografii (vnitini
prumér 0,25 nebo 0,32 mm, délka 25 m) potazena 5% fenylmethyl-
silikonem o tloust’ce filmu 0,25 mm.

Poznamka 1:

Mohou byt pouzity jiné kolony s podobnou nebo nizsi polaritou.

4.8  Zapisoval s integratorem s moznosti integrace mezi dvéma minimalnimi
hodnotami.

4.9  Mikrostiikacka na 5 az 10 ml pro plynovou chromatografii opatiena
tvrzenou jehlou.

4.10 Elektricky ohfivaci plast’ nebo topna deska.
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5. CINIDLA

Vsechna ¢inidla musi byt Cistoty p. a., neni-li uvedeno jinak. Pouziva se
destilovana voda nebo voda pfinejmensim ekvivalentni Cistoty.

5.1 Hexan nebo smés alkani s bodem varu v rozmezi od 65 do 70 °C,
destilované v rektifikacni koloné.

Poznamka 2:

Rozpoustédlo musi byt destilovano za tcelem odstranéni necistot.

5.2 96 % ethanol (V/V).

5.3 Bezvody siran sodny.

54 10 % alkoholovy roztok hydroxidu draselného. 10 ml vody se piida
k 50 g hydroxidu draselného, zamicha se a doplni se ethanolem na
objem 500 ml.

Poznamka 3:

Stanim alkoholovy uhli¢itan draselny hnédne. Mé&l by byt ptipraven kazdy
den Cerstvy a uchovavan v dobfe uzavienych lahvich z tmavého skla.

5.5  Silikagel 60 pro kolonovou chromatografii, s velikosti ¢astic 70-230 mesh
(Merck, €. zbozi 7734 apod.).

Poznamka 4:

Obvykle mtize byt silikagel pouzit ptimo z baleni bez jakéhokoli tGpravy.
Nékteré Sarze silikagelu vSak mohou vykazovat nizkou aktivitu, ktera vede
k neuspokojivym chromatografickym separacim. V takovych piipadech je
nutno postupovat takto: silikagel se aktivuje nejméné 4hodinovym
zahfivanim na teplotu 550 °C. Po zahfati se silikagel vlozi do exsikatoru
a po vychladnuti se pfevede do uzaviratelné banky. Piida se 2 % vody
a protfepava se, dokud nezmizi hrudky a dokud se prasek volné
nepiesypa.

Sarze silikageltl, jejichz vysledkem jsou chromatogramy se vzijemné se
prekryvajicimi piky, je nutno upravit vySe uvedenym zpisobem. Jinou
alternativou muze byt pouziti extra Cistého silikagelu 60 (Merck,
¢. zbozi 7754).

5.6 Zasobni roztok (200 ppm) cholesta-3, 5-dienu (Sigma, 99 % Cdistoty)
v hexanu (10 mg v 50 ml).

5.7  Standardni roztok cholesta-3, 5-dienu v hexanu o koncentraci 20 ppm
ziskany nafedénim vyse uvedeného roztoku.

Pozndamka 5:

Roztoky 5.6 a 5.7 uchovavané pii teploté do 4 °C jsou stabilni po dobu
nejméné Ctyf mésica.

5.8  Roztok n-nonakosanu v hexanu o koncentraci pfiblizn¢ 100 ppm.

5.9  Nosny plyn pro chromatografii: helium nebo vodik o 99,9990 % cistoté.

5.10 Pomocné plyny pro plameno-ioniza¢ni detektor: vodik o 99,9990 %
Cistot€ a Cisty vzduch.



01991R2568 — CS — 04.12.2016 — 031.005 — 90

VYMi11
6. POSTUP
6.1  Priprava nezmydelnitelnych latek

6.1.1 Do 250ml banky (4.1) se navazi 20 + 0, 1 g oleje, pfida se 1 ml stan-
dardniho roztoku cholesta-3, 5-dienu (20 pg) a 75 ml 10 % alkoholového
roztoku hydroxidu draselného, pfipoji se zpétny chladi¢ a zahfivd se na
mirny var po dobu 30 minut. Baiika obsahujici vzorek se odstrani ze
zdroje tepla a roztok se nechd mirné vychladnout (neneché se vychladnout
uplné, protoze vzorek by se usadil). Prida se 100 ml vody a roztok se
prevede do délici nalevky (4.2) pomoci 100 ml hexanu. Smés se po 30
sekund energicky protfepe a nechd se stat az do separace fazi.

Poznamka 6:

Pokud vznikne emulze, ktera hned znovu nezmizi, pfidavaji se mala
mnozstvi ethanolu.

6.1.2 Spodni vodna faze se prevede do druhé délici nalevky a znovu se extrahuje
100 ml hexanu. Spodni faze se necha znovu vypustit a hexanové extrakty
(smichané v jiné délici nalevce) se tiikrat properou pokazdé 100 ml smési
ethanolu a vodu (1:1), dokud se nedocili neutralni hodnoty pH.

6.1.3 Hexanovy roztok se necha projit bezvodym siranem sodnym (50 g),
propere se 20 ml hexanu a odpafi se v rotanim odpatfovaéi do sucha
pii 30 °C a za sniZzeného tlaku.

6.2  Separace steroidové uhlovodikové frakce

6.2.1 Zbytek se pievede do rektifikacni kolony pomoci dvou 1ml mnozstvi
hexanu, vzorek se zavede do kolony tak, Zze se hladina roztoku necha
poklesnout na tdroven siranu sodného, a zahaji se chromatograficka
eluce s hexanem s rychlosti prutoku piiblizné 1 ml/min. Prvnich 25 az
30 ml eluatu se vyhodi a pouzije se dalSich 40 ml frakce. Tato frakce se
pievede do 100ml banky s kulatym dnem (4.3).

Pozndamka 7:

Prvni frakce obsahuje nasycené uhlovodiky (obrazek la) a druha frakce
steroidové uhlovodiky. Dalsi eluce poskytuje squalen a piibuzné
slouCeniny. Pro dosazeni dobré separace nasycenych a steroidovych uhlo-
vodikil je nutna optimalizace objemt frakci. Za timto Gcelem je nutno
objem prvni frakce upravit tak, aby pfi analyze druhé frakce byly piky
reprezentujici nasycené uhlovodiky nizké (viz obrazek Ic). Pokud se
zadné takové piky neobjevi, avSak standardni piky maji zaroven pouze
omezenou velikost, je tieba objem prvni frakce snizit. Uplna separace
slozek prvni a druhé frakce navic neni nutna, ponévadz béhem analyzy
plynovou chromatografii za podminek popsanych v bodé 6.3.1 nedochazi
k zadnému ptekryvani pikd. Optimalizace objemu druhé frakce neni
zpravidla nutnd, protoze dalsi slozky se dobfe separuji. Nicméné
pritomnost vétsiho piku s retencnim cCasem piiblizné o 1,5 minuty
niz§im nez u standardu je zplsobena squalenem a svéd¢i o Spatné
separaci.

6.2.2 Druha frakce se zcela odpafi v rotanim odpafovaci pti 30 °C v mirném
vakuu a zbytek se rozpusti neprodlené v 0,2 ml hexanu. Roztok se az do
analyzy uchovava v lednicce.

Pozndamka 8:

Zbytky 6.1.3 a 6.2.2 by nemély byt prechovavany v suchém stavu a pfi
pokojové teploté. Jakmile jsou zbytky ziskany, je nutno k nim pfidat
neprodlené rozpoustédla a roztoky uchovavat v lednicce.
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6.3  Plynova chromatografie

6.3.1 Pracovni podminky pro nastfik pomoci délice:
— teplota vstiikovaci komirky: 300 °C,
— teplota detektoru: 320 °C,

— integrator se zapisovaCem: parametry pro integraci by mély byt
zvoleny tak, aby se spravné urCily plochy pikd. Doporucuje se
integrace mezi dvéma minimy,

— citlivost: zhruba 16nasobek nejmensiho utlumu,
— mnozstvi nastiiknutého roztoku: 1 pl roztoku,

— programu termostatu: 6minutova izoterma o hodnoté 235 °C, potom
narist na teplotu 285 °C rychlosti 2 °C/min,

— vstfikovaci komirka s rozdélovacem toku (délici pomér 1:15),
— nosny plyn: helium nebo vodik o tlaku asi 120 kPa.

Tyto podminky mohou byt upraveny podle specifikaci chromatografu
a kolony tak, aby poskytly chromatogramy spliiujici nasledujici
podminky: pik vnitiniho standardu se musi objevit béhem péti minut
pfed, nebo po Case uvedeném v bodu 6.3.2 a musi dosdhnout nejméné
80 % plného rozsahu stupnice.

Systém plynové chromatografie je nutno piezkouset nastiikem smési
zasobniho roztoku cholestadienu (5.6) a roztoku n-nonakosanu (5.8). Pik
cholesta-3, 5-dienu se musi objevit dfive, nez pik n-nonakosanu (obrazek
1c). Pokud se neobjevi, je mozno snizit teplotu termostatu a/nebo nahradit
kolonu pro plynovou chromatografii kolonou s nizsi polaritou.

6.3.2 Identifikace pikt

Pik vnitfniho standardu se objevi pfiblizné za 19 minut a piky stigmasta-
dienold s relativnim retenénim Casem pfiblizné 1,29 (viz obrazek 1b).
Stigmasta-3, 5-dien se objevuje s malymi mnozstvimi izomeru
a obvykle se ob¢ tyto latky eluuji soucasné jako jediny pik. Je-li vSak
kolona piili§ polarni nebo vykazuje-li vysokou rozliSovaci schopnost,
mize se izomer objevit jako maly pik tésné pfed pikem stigmasta-3, 5-
dienu (obrazek 2). Aby byla zajisténa eluce stigmastadienolti jako jednoho
piku, doporucCuje se nahradit kolonu kolonou s niz$i polaritou, nebo
kolonou s vétsim vnitfnim primérem.

Poznamka 9:

Referen¢ni chromatogram pro stigmastadienoly je mozné ziskat analyzou
rafinovanych rostlinnych oleji s pouzitim mensiho vzorku (1 az 2 g).
Stigmastadienoly vytvafeji napadny a snadno identifikovatelny pik.

6.3.3 Kvantitativni analyza

Obsah stigmastadienold se stanovi podle vzorce:

A x M,

mg/kg stigmastadienolt = m
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kde: A, = plochy pikl stigmastadienolti (jestlize je pik rozdélen,
soucet ploch obou izomert),

A. = plochy pikii vnitfniho standardu (cholestadienu),
M, = hmotnost pfidaného standardu v mikrogramech,

M, = hmotnost navazenych oleji v gramech.

Detekéni limit: asi 0,01 mg/kg.
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Obrazek ¢. 1

Plynové chromatogramy vzorkd olivového oleje analyzovanych v kapilarni
koloné z taveného kiemene (vnitini pramér 0,25 mm, délka 25 m) potazené
5 % fenylmethylsilikonem o tloustce filmu 0,25 um.
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a) prvni frakce (30 ml) z panenského olivového oleje se standardem,

b) druha frakce (40 ml) z olivového oleje obsahujiciho 0,10 mg/kg stigmasta-
dienolu,

¢) druha frakce (40 ml) obsahujici malou cast prvni frakce.

STIG-3,5
LS.
isomer
' A M W M
{ ] T
0 10 20 min

Obrazek ¢. 2

Plynovy chromatogram ziskany ze vzorku rafinovaného olivového oleje analy-
zovaného na kolon¢ DB-5, vykazujici izomer stigmasta-3, 5-dienu.
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PRILOHA XVIII

STANOVENI ROZDIiLU MEZI §KUTECNYM A TEpRETIQKYM
OBSAHEM TRIACYLGLYCEROLU S EKVIVALENTNIM POCTEM
UHLIKOVYCH ATOMU 42 (ECN 42)

1. OBLAST PUSOBNOSTI

Stanoveni absolutnitho rozdilu mezi experimentdlnimi hodnotami
triacylglyceroli (TAG) s ekvivalentnim poctem atomt uhliku 42,
které byly v oleji stanoveny vysoce G¢innou kapalinovou chromatografii
(ECN42yprc), a teoretickou hodnotou TAG s ekvivalentnim
po¢tem atomt uhliku 42 vypoctenou ze slozeni mastnych kyselin
(ECN 42150retické)-

2. OBLAST POUZITI

Tato metoda je pouzitelna pro olivové oleje. Metoda je pouzitelna pro
urceni pfitomnosti malych mnozstvi semenného oleje (bohatého na lino-
leovou kyselinu) v olivovych olejich vSech tiid.

3. PRINCIP

Obsah triacylglycerold ECN42 stanoveny analyticky pomoci HPLC
a teoreticky obsah triacylglyceroli ECN42 (vypoditany ze stanoveni
slozeni mastnych kyselin pomoci GLC) odpovida v jistém rozmezi
pravému olivovému oleji. Pokud je rozdil vétsi, nez hodnoty ptijaté
pro kazdy druh oleje, znamena to, Zze olej obsahuje semenné oleje.

4. METODA

Metoda vypoctu teoretického obsahu triacylglyceroli s ECN 42
a rozdilu od udaji ziskanych HPLC je v podstat¢ provedena
kombinaci analytickych 0daji ziskanych jinymi metodami. Dala by se
rozdélit do tfi fazi: stanoveni slozeni mastnych kyselin kapilarni
plynovou chromatografii, vypocet teoretického slozeni triacylglyceroli
s ECN 42, stanoveni triacylglycerolti s ECN 42 pomoci HPLC.

4.1 Piistroje a pomicky

4.1.1  Banky s kulatym dnem (250 ml a 500 ml)
4.1.2  Kadinky (100 ml)

4.13  Sklenéna chromatograficka kolona o vnitinim priméru 21 mm, délce
450 mm, s kohoutem a standardné ukonéena na hornim konci spojkou
s vnitfnim zabrusem

4.14  Délici nalevky (250 ml) s normalizovanym kohoutem na spodu kuzele,
vhodné ke spojeni s horni ¢asti kolony

4.1.5  Sklenéna tycinka o délce 600 mm
4.1.6  Sklenénd nalevka o priméru 80 mm
4.1.7  Odmérné banky (50 ml)

4.1.8  Odmérné banky (20 ml)

4.1.9  Rotacni odparka

4.1.10 Vysoce ucinny kapalinovy chromatograf s termostatickou regulaci
teploty kolony

4.1.11 Davkovace na nastfik 10 pl davek

4.1.12  Detektor: diferencialni refraktometr; schopnost méfeni v rozsahu
nejméné 10~* jednotky refrakéniho indexu
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4.1.13 Kolona: korozivzdorna trubice o délce 250 mm a vnitinim praméru
4,5 mm plnéna silikagelem o priméru ¢astic 5 um a obsahu uhliku ve
formé oktadecylsilanu 22 % az 23 %

4.1.14 Programové vybaveni pro zpracovani dat

4.1.15 Nadobky (ptiblizné 2 ml) se septy potazenymi teflonem a Sroubovymi
uzavery
42 Cinidla

Reakeni Cinidla by méla byt analytické Cistoty. Elucni rozpoustédla by
méla byt odplynéna a mohou byt nékolikrat recyklovana, aniz by
ovlivnila separaci.

4.2.1  Petrolether pro chromatografii (40-60 °C) nebo hexan
422  Cerstvé destilovany diethylether bez peroxidu

4.2.3  Eluéni rozpoustédla pro cisténi oleje smési petroletheru/diethyletheru
87/13 (v/v) pro sloupcovou chromotografii

4.2.4  Silikagel typu Merck 7734 o velikosti ¢astic 70-230 s normalizovanym
obsahem vody 5 % hmotnostnich

425  Skelna vata
4.2.6  Aceton pro HPLC
4.2.7  Acetonitril nebo propionitril pro HPLC

4.2.8  Eluéni rozpoustédlo pro HPLC: acetonitril + aceton (pomér se upravi
podle pozadované separace; zaind se se smési o poméru 50:50) nebo
propionitril

4.2.9  Solubiliza¢ni rozpoustédlo: aceton

4.2.10 Referencni triglyceridy: mohou se pouzit komer¢ni triglyceridy (trip-
almitin, triolein atd.); retenéni Casy se pak vynesou podle ekvivalentniho
poctu atomt uhliku, nebo se mohou pouzit referenéni chromatogramy
pro sojovy olej, smés sojového oleje a olivového oleje v poméru 30:70
a olivovy olej (viz poznamky 1 a 2 a obrazky 1 az 4).

4.2.11 Kolonka (6 ml) pro extrakci na pevnou fazi se silikagelem (1 g)

43 Piiprava vzorkiu

Vzhledem k celé¢ fad¢ ruSivych latek, které mohou vést k faleSnym
pozitivnim vysledkim, musi byt vzorek vzdy cistén podle metody
2.507 TUPAC pouzivané pro stanoveni polarnich sloucenin a tukii na
smazeni.

4.3.1  Priprava chromatografické kolony

Kolona (4.1.3) se naplni 30 ml elu¢niho rozpoustédla (4.2.3). Pak se
dovniti kolony vsune trochu skelné vaty (4.2.5) a zatla¢i se smérem dola
za pomoci sklenéné tyCinky (4.1.5).

V 100 ml kadince se rozmicha 25 g silikagelu (4.2.4) v 80 ml elu¢ni
smési (4.2.3), poté se za pomoci sklenéné nalevky (4.1.6) nalije do
kolony.

Aby se veskery silikagel vpravil do kolony, vyplachne se kadinka
eluénim roztokem a tento podil se rovnéz nalije do kolony.

Otevie se kohout a rozpoustédlo se necha z kolony eluovat tak dlouho,
dokud jeho hladina neni pfiblizné¢ 1 cm nad trovni silikagelu.
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432  Kolonova chromatografie
Olej se prefiltruje, homogenizuje a piipadné zbavi vody; poté se do 50 ml

odmérné banky (4.1.7) odvazi 2,5 + 0,1 g oleje s piesnosti na 0,001 g.

Olej se rozpusti pfiblizné ve 20 ml eluéniho rozpoustédla (4.2.3.). Pro
snaz8$i rozpousténi se piipadné lehce zahfeje. Poté se zchladi na
pokojovou teplotu a objem se doplni eluénim rozpoustédlem.

Za pomoci odmérné pipety se do kolony vpravi 20 ml roztoku pfipra-
ven¢ho podle bodu 4.3.1, otevie se kohout a rozpoustédlo se necha
eluovat na uroven silikagelu.

Poté se eluuje 150 ml elu¢niho rozpoustédla (4.2.3); pritok rozpoustédla
se nastavi pfiblizné na 2 ml/min (150 ml projde kolonou pfiblizné za
60—70 minut).

Eluat se jima do 250 ml banky s kulatym dnem (4.1.1) pfedem vysusené
v suSarné a presné zvazené. Rozpoustédlo se odstrani za snizené¢ho tlaku
v rotacni odparce (4.1.9) a residuum se zvazi. Residuum se pouZije pro
piipravu roztoku k analyze HPLC a pro pfipravu methylesteru.

Vytézek vzorku z kolony musi byt nejméné 90 % pro kategorie extra-
panensky, panensky, rafinovany a olivovy olej, a nejméné 80 % pro
lampantovy olej a olivovy olej z pokrutin.

43.3  Precisteni SPE
Silikagelova kolona SPE se aktivuje prichodem 6 ml hexanu (4.2.3) ve

vakuu, aby se zabranilo vysuSeni.

Mnozstvi 0,12 g se s piesnosti na 0,001 g odvazi do 2 ml lahvicek
(4.1.15) a rozpusti se v 0,5 ml hexanu (4.2.3).

Roztok se vlije do kolony SPE a eluuje se ve vakuu s 10 ml roztoku
hexan—diethylether (87:13 v/v) (4.2.3).

Shromazdeéné frakce se odpaii do sucha v rotaénim odparce (4.1.9) za
snizeného tlaku a pfi pokojové teploté. K analyze triacylglyceroli (TAG)
se reziduum rozpusti ve 2 ml acetonu (4.2.6).

44 Analyza HPLC

4.4.1  Priprava vzorkii pro chromatografickou analyzu

5 % roztok analyzovaného vzorku se pfipravi odvazenim 0,5 £ 0,001
g vzorku do a 10 ml odmérné baiky a doplnénim solubiliza¢nim
rozpoustédlem (4.2.9) na objem 10 ml.

442  Postup

Nastaveni chromatografického systému. Elu¢ni rozpoustédlo (4.2.8) se
pumpuje rychlosti 1,5 ml/min, aby se cely systém proplachl. Pocka se,
az se ustali zékladni linie.

Velikost nastiiku vzorku pfipraveného podle bodu 4.3 je 10 pl.

4.4.3  Vypocet a vyjadreni vysledkii

Pouziva se metoda normalizace plochy, tj. pfedpoklada se, ze soucet
ploch vsech pikt odpovidajicich triacylglycerolim s ECN42 az
ECN52 je roven 100 %.

Relativni procentni zastoupeni jednotlivych triglyceridi se vypocita
podle vzorce:

% triglyceridu = plocha piku x 100/soucet ploch viech piki.
Vysledky by mély byt uvedeny alespoit na dvé desetinnd mista.

Viz poznamky 1 az 4.
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4.5 Vypocet triacylglycerolového sloZeni (% molarni) z udaji o sloZeni
mastnych Kyselin (% plochy)

4.5.1  Stanoveni slozeni mastnych kyselin

Slozeni mastnych kyselin se uruje podle ISO 5508 pomoci kapilarni
kolony. Methylestery se pfipravi podle COI/T.20/Doc. No 24.

4.52  Mastné kyseliny pro vypocet

Glyceridy se seskupuji podle ekvivalentniho poc¢tu uhlikovych
atomit (ECN) a zohlediiuje se nasledna ekvivalence mezi ECN
a mastnymi kyselinami. V tvahu se berou pouze mastné kyseliny
s poctem uhlikovych atomi mezi 16 a 18, protoze jediné takové
mastné kyseliny jsou vyznamné z hlediska olivového oleje. Mastné
kyseliny se normalizuji do 100 %.

Molekulova
Mastna kyselina Zkratka hmotnost ECN
MW)
palmitova kyselina P 256.,4 16
palmitoolejova kyselina Po 2544 14
stearova kyselina S 284.5 18
olejova kyselina (¢} 282,5 16
linoleova kyselina L 280,4 14
linolenova kyselina Ln 2784 12

4.5.3  Prevod plochy (%) na moly pro vSechny mastné kyseliny (1)

molP:W molS:M molpozw
MW P MW S MW Po
% ploch % plochy L % plochy L

mol 0 = X PO ol L — Joplochy L mol Ln — % plochy Ln
MW O MW L MW Ln

454  Normalizace molii mastnych kyselin na 100 % (2)

mol P % 100

1%P (1,2,3
mol % P (1,2.3) mol(P+ S + Po+ O + L + Ln)

mol S x 100
mol(P +S + Po + O + L + Ln)

mol % S (1,2,3)

mol Po *x 100

1% Po (123) =
mol % Po (1.23) = o P+ S + Po + 0 + L + Ln)

mol O x 100
mol(P + S + Po + O + L + Ln)

mol % O (1,2,3) =

mol L * 100

1%L (1,2,3) =
1’110/0(,5) mol(P+S+P0+O+L+Ln)

mol Ln * 100
mol (P + S + Po + O + L + Ln)

mol % Ln (1,2,3) =

Vysledkem je procentni zastoupeni kazdé mastné kyseliny v %
molarnich ve vSech (1,2,3-) polohach triacylglyceroli.

Celkové mnozstvi nasycenych mastnych kyselin (SFA) P a S a nena-
sycenych mastnych kyselin (UFA) Po, O, L a Ln se vypodita:

mol % SFA = mol % P + mol % S

mol % UFA = 100 — mol % SFA
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4.5.5  Vypocet slozeni mastnych kyselin v pozicich 2- a 1,3- triacylglycerolii

Mastné kyseliny jsou rozdéleny do tfi skupin takto: jedna s polohou 2-
a dvé stejné s polohou 1- a 3-, s riznymi koeficienty pro nasycené
kyseliny (P a S) a nenasycené kyseliny (Po, O, L a Ln).

4.5.5.1 Nasycené mastné kyseliny s polohou 2- [P(2) a S(2)]
mol % P(2) = mol % P (1,2,3) * 0,06

mol % S(2) mol % S (1,2,3) * 0,06

4.5.5.2 Nenasycené mastné kyseliny s polohou 2- [Po(2), O(2), L(2) a Ln(2)] (5):

mol % Po(1,2,3)

mol % Po(2) = % (100 — mol % P(2) — mol % S(2))

mol % UFA
1% 0(1,2,3
mol % O(2) = %&H’:A) + (100 — mol % P(2) — mol % S(2))
0
1% L(1,2.3
mol % L(2) = %(Ul;/;) % (100 — mol % P(2) — mol % S(2))
0

mol % Ln(1,2,3)

mol % Ln(2) = —ol% UFA

% (100 — mol % P(2) — mol % S(2))

4.5.5.3 Mastné kyseliny s polohou 1,3- [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3), L(1,3)
a Ln(1,3)] (6):
mol % P(1,2,3) — mol % P(2)
2

mol % P(1,3) + mol % P(1,2,3)

mol % S(1,2,3) — mol % S(2)
2

mol % S(1,3) + mol % S(1,2,3)

mol % Po(1,2,3) — mol % Po(2)
2

mol % Po(1,3) = + mol % Po(1,2,3)

1% 0(1,2,3) — mol % O(2
mol % O(1,3) — MO (,,; mol % O0QR) 1ol % 0(1.23)

mol % L(1,2,3) — mol % L(2)

mol % L(1,3) = + mol % L(1,2,3)

1% Ln(1,2,3) — mol % Ln(2
mol % Ln(13) — moL% La( ; mol % Ln(2) o1 % Ln(12.3)

4.5.6  Vypocet triacylglyceroli
4.5.6.1 Triacylglyceroly s jednou mastnou kyselinou (AAA, zde LLL, PoPoPo) (7)

mol % A(1,3) * mol % A(2) * mol % A(1,3)
10 000

mol % AAA =

4.5.6.2 Triacylglyceroly se dvéma mastnymi kyselinami (AAB, zde PoPoL,

PoLL) (8)

o mol % A(1,3) * mol % A(2) * mol % B(1,3) * 2
mol % AAB 000
mol % ABA — Mol % A(1,3)  mol % B(2)  mol % A(1,3)

10 000



01991R2568 — CS — 04.12.2016 — 031.005 — 100

VY M25

4.5.6.3 Triacylglyceroly se tfemi riznymi mastnymi kyselinami (ABC, zde
OLLn, PLLn, PoOLn, PPoLn) (9)

mol % A(1,3) % mol % B(2) % mol % C(1,3) * 2

1% ABC =
mel 70 ARC 10 000
mol % BCA = mol % B(1,3) * mol % C(2) * mol % A(1,3) * 2
10 000
1% C(1.3 1% A(2 1% B(13) * 2
mol % CAB — MoL% C(L3) * mo foo(og et 2

4.5.6.4 Triacylglyceroly s ekvivalentnim poctem uhlikovych atoma 42

Triacylglyceroly s ECN42 se vypocitavaji podle rovnic 7, 8 a 9 a jsou
poté uvedeny v pofadi podle piedpokladané eluce pti HPLC (obvykle
pouze tii piky).

LLL

PoLL a polohovy izomer LPoL

OLLn a polohové izomery OLnL a LnOL
PoPoL a polohovy izomer PoLPo

PoOLn a polohové izomery OPoLn a OLnPo
PLLn a polohové izomery LLnP a LnPL
PoPoPo

SLnLn a polohovy izomer LnSLn

PPoLn a polohové izomery PLnPo a PoPLn

Triacylglyceroly s ECN42 se vyjadii jako soucet deviti triacylglyceroli
veetné jejich polohovych izomeru. Vysledky by mély byt uvedeny
alespon na dvé desetinna mista.

5. HODNOCENI VYSLEDKU

Porovna se vypocteny teoreticky obsah a obsah stanoveny analyzou
HPLC. Pokud je absolutni hodnota rozdilu vysledku z HPLC
a vysledku uréené¢ho teoreticky vyssi nez hodnota stanovena normou
pro piislusnou kategorii oleje, vzorek obsahuje semenny ole;j.

Vysledky se uvadi na dvé desetinnd mista.

6. PRfKLAp (CTSELNE ODKAZY SE VZTAHUJI NA ODDIL TEXTU
POPISUJICI METODU)

— 4.5.1  Vypocet % molarnich mastnych kyselin z udajii GLC
(% normalizované oblasti)

Nasledujici udaje o slozeni mastnych kyselin byly ziskany
pomoci GLC:

FA P S Po (6] L Ln

MW 256,4 284,5 254,4 282,5 280,4 278,4

% plochy 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0
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— 453

— 454

— 455
— 4551

— 4552

Prevedeni plochy (%) na latkové mnoZstvi (mol) pro vsechny
mastné kyseliny (viz vzorec (1))

10
mol P = 3564 0,03900 mol P
1S 3 0,01054 mol S
m = = m
© 2845 ©
1
1 Po = = 0,00393 mol P
mol Po 3544 ,00393 mol Po
mol O = 5o 0,26549 mol O
282,5
1L 10 0,03566 mol L
m = = m
© 2804 ©
1
mol Ln = 2784 = 0,00359 mol Ln

Celkem = 0,35821 mol TAG

Normalizace mastnych kyselin (mol) na 100 % (viz vzorec
)
0,03900 mol P x 100

mol % P(1,2,3) — Ao = 10887 %
mol % S(1,2,3) = 0’01%5;‘;;20; fn; 100 _ o420
mol % Po(123) = 0’0033,33;?;11});; 100 _ 097 %
mol % 0(1,2,3) = 0’265; 2;;1; 210*1 100 _ 24116 %
mol % L(1,2,3) = 0’035062;;1;; ?n:l 100 _ 995504
mol % Ln(12,3) = 0’0033?3;‘;11L;0T 100 _ 1 002 %

Celkem % molarnich = 100 %

Soucet nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin
v poloze 1,2,3- TAG (viz vzorec (3):

mol % SFA = 10,887 % + 2,942 % = 13,829 %
mol % UFA = 100,000 % — 13,829 % = 86,171 %
Vypocet slozeni mastnych kyselin v polohach 2- a 1,3- TAG

Nasycené mastné kyseliny v poloze 2- [P(2) a S(2)] (viz
vzorec (4))

mol % P(2) = 10,887 % = 0,06 = 0,653 mol %
mol % S(2) = 2,942 % * 0,06 = 0,177 mol %

Nenasycené mastné kyseliny v poloze 2- [Po(1,3), O(1,3),
L(1,3) a Ln(1,3)] (viz vzorec (5))

1,097 %

mol % Po(2) = sei71 0 * (100-0.653-0,177) = 1,262 mol %

mol % 0(2) = % % (100 - 0,653 — 0,177) = 85,296 mol %

mol % L(2) = %75112 % (100 — 0,653 — 0,177) = 11,457 mol %
1,002 %

mol % Ln(2) = 36171 %

% (100 — 0,653 —0,177) = 1,153 mol %
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— 4.5.53

— 456

— 4.5.6.1.

Mastné kyseliny v poloze 1,3- [P(1,3), S(1,3), Po(1,3),
0(1,3), L(1,3) a Ln(1,3)] (viz vzorec (6))

10,887 — 0,653

mol % P(1.3) = ————""- + 10,887 = 16,004 mol %
2,942 - 0,177

mol % S(1.3) = === + 2,942 = 4325 mol %
1,097 - 1,262

mol % Po(1,3) = ~———"== + 1,097 = 1,015 mol %

74,116 - 85,296

mol % O(1,3) + 74,116 = 68,526 mol %

2
9,955 — 11,457

mol % L(1.3) = === 4 9,955 = 9,204 mol %
1,002 — 1,153

mol % Ln(13) = === + 1,002 = 0,927 mol %

Vypocet triacylglycerolii

Z vypocitaného slozeni mastnych kyselin v polohach 2-

a 1,3-:
Mastné kyseliny v poloze 1,3- poloze 2-
P 16,004 % 0,653 %
S 4,325 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,262 %
(0] 68,526 % 85,296 %
9,204 % 11,457 %
Ln 0,927 % 1,153 %
Celkem 100,0 % 100,0 %

se vypocitaji nasledujici triacylglyceroly:
LLL

PoPoPo

PoLL s 1 polohovym izomerem

SLnLn s 1 polohovym izomerem
PoPoL s 1 polohovym izomerem
PPoLn se 2 polohovymi izomery

OLLn se 2 polohovymi izomery

PLLn se 2 polohovymi izomery

PoOLn se 2 polohovymi izomery

Triacylglyceroly s jednou mastnou kyselinou (LLL,
PoPoPo) (viz vzorec (7))

9204 % * 11457 % * 9,204
mol % LLL — 2204 % * 1;)0004 * 9204% _ 009706 mol LLL

1,015 9 1,262 9 1,015 9
mol % PoPoPo = 015 % » 1’0600;) * 1015 % = 0,00013 mol PoPoPo
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— 4.5.6.2 Triacylglyceroly se dvéma mastnymi kyselinami (PoLL,

SLnLn, PoPoL) (viz vzorec (8))

1,015 % * 11,457 % * 9,204 % * 2
10 000

mol % PoLL + LLPo = = 0,02141

9,204 % * 1,262 % * 9,204 %
1% LPoL = = 1
mol % LPo 10 000 0,01069

0,03210 mol PoLL

4,325 % * 1,153 % * 0,927 % * 2

= 0,00092
10 000 ’

mol % SLnLn + LnLnS =

0,927 9 0,177 9 0,927 ¢
mol % LnSLn = = % x 1’0 00(? * 5 % = 0,00002

0,00094 mol SLnLn

1,015 % * 1,262 % * 9,204 % x 2

= 2
10 000 0,00236

mol % PoPoL. + LPoPo =

1,015 % * 11,457 % * 1,015 %
1% PoLPo = - : ’ = 11
mol % PoLPo 10 000 0,00118

0,00354 mol PoPoL

— 4.5.6.3 Triacylglyceroly se tfemi riznymi mastnymi kyselinami

(PoPLn, OLLn, PLLn, PoOLn) viz vzorec (9)

16,004 % * 1262 % % 0,927 % * 2
mol % PPoLn — 10004 % * ’1003)0*’ %2 000374

0,927 % x 0,653 % * 1,015 % * 2

1% LnPP - 12

mol % LnPPo 10 000 0,000
1,015 % * 1,153 % * 16,004 % x 2

mol % PoLnp — 101> % * 1. 1 of))o; 004% * 2 00375

0,00761 mol PPoLn
68,526 % x 11,457 % * 0,927 % x 2

1% OLL — 0,14556
mol % OLLn 10 000 ’
0,927 % * 85296 % * 9,204 % * 2
mol % LnOL — 2227 % * 85,296 % * 9.204% + 2 _ 4555
10 000
9,204 % * 1,153 % * 68,526 % * 2
mol % LLno — 2204 % * L. 10{;’03 S20% X2 1454

0,43655 mol OLLn

16,004 % = 11,457 % * 0,927 % * 2
mol % PLLn = ——t 2 * ’1000‘2)*’ °* 2 0,03399

0,927 % x 0,653 % * 9,204 % * 2

1% LnPL — 0,00111

mol % Ln 10 000 ’
9204 % * 1,153 % + 16,004 % * 2

mol % LLnp — 2204% * 1, 10/50; 004% 2 03397

0,06907 mol PLLn
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1,015 % * 85,296 % * 0,927 % * 2

1% PoOLn — — 0,01605
mol % PoOLn 10 000 :
0,927 % % 1262 % # 68,526 % 2
mol % LnPoO — 0027 % * 1262 % x 68,526% + 2. 0 ¢03
10 000
68,526 % % 1,153 % # 1,015 % x 2
1% OLnPo = — ’ ’ = 0,01604
mol % OLnPo 10000 0,0160

0,04812 mol PoOLn
ECN42 = 0,69512 mol TAG

Poznamka 1 Pofadi eluce je mozné stanovit vypoctem ekvivalentniho poctu
atomd uhliku, Casto definovanych jako ECN = CN —2n, kde CN je pocet
atomt uhliku a n je pocet dvojnych vazeb. Vypocet muze byt piesnéjsi, pokud
se vezme v uvahu ptvod dvojné vazby. Pokud jsou n,, n; a nj, pocty dvojnych
vazeb nalezejicich olejové, linoleové resp. linolenové kyseling, ekvivalentni pocet
atomd uhliku se miize vypocitat pouzitim nasledujiciho vzorce:

EN = CN —d,n, — dn; — dy,ny,

kde se koeficienty d,, d; a dj, mohou vypocitat pouzitim referencnich trigly-
ceridii. Za podminek popsanych v této metodé plati pfiblizn¢ tento vztah:

ECN = CN- (2,60 n,) - (2,35 ) — (2,17 ny,)

Poznamka 2 S nékolika referenénimi triglyceridy je rovnéz mozné vypocitat
rozliseni vzhledem k trioleinu:

o = RT'/RT triolein
za pouziti snizeného retencniho ¢asu RT' = RT-RT rozpoustédla.

Grafické vyjadreni zavislosti log o na f (poctu dvojnych vazeb) umoziuje urcit
retencni hodnoty vSech triglyceridii mastnych kyselin obsazenych v referen¢nich
triglyceridech — viz obrazek 1.

Pozndmka 3 Uginnost kolony by méla umoznit jasné oddéleni piku trilinoleinu
od piku triglyceridii s blizkym retenénim ¢asem RT. Eluce se zastavi po piku
odpovidajicimu ECN 52.

Poznamka 4 Spravnost méfeni ploch pikl sledovanych v ramci tohoto stanoveni
je zajisténa, pokud druhy pik odpovidajici ECN 50 je 50 % plného rozsahu
zaznamové stupnice.
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Obrazek 1
Graf zavislosti log a na f (po¢tu dvojnych vazeb)
StStSt
+05 -
o
D
o
+0 25+

StStln

-025 -

StStLn

-05 +

LnLnLn

Pocet dvojnych vazeb

La: laurovd kyselina; My: myristovd kyselina; P: palmitovd kyselina; S: stearova kyselina; O:
olejova kyselina; L: linoleova kyselina; Ln: linolenova kyselina
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Obrazek 2

Olivovy olej s nizkym obsahem linoleové kyseliny

13

14415

1
4 Ej\f\/ 16 1
. L p \_f_/_}é_fva 12 ) U \-_JA 18 19

Rozpoustédlo: aceton/acetonitril

Profil a: hlavni slozky chromatografickych pikii: ECN42: (1) LLL + PoLL; (2) OLLn + PoOLn;
(3) PLLn; ECN44: (4) OLL + PoOL; (5) OOLn + PLL; (6) POLn + PPoPo; (7) OOL + PoOO;
ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo;
(12) PLP; ECN48: (13) OOO + PoPP; (14 + 15) SOL + POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO;
(18) POS + SLS.

b

13
15

,YMJA—J-: ﬁfxug AV IS T

Rozpoustédlo: propionitril

Profil b: hlavni slozky chromatografickych pikt: ECN42: (1) LLL; (2) OLLn + PoLL; (3) PLLn;
ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo + PPoL; ECN46: (8)
OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo; (12) PLP;
ECN48: (13) OO0 + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO; (18) POS + SLS
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Obrazek 3
Olivovy olej s vysokym obsahem linoleové kyseliny
a)
06 §
1

03 1«
0.0 '

Rozpoustédlo: aceton/acetonitril (50:50)

Profil a: hlavni slozky chromatografickych pikia: ECN42: (1) LLL + PoLL; (2°) OLLn + PoOLn;
(3°) PLLn; ECN44: (4°) OLL + PoOL; (5°) OOLn + PLL; (6°) POLn + PPoPo; ECN46: (7°)
OOL + PoOO; (8°) PLO + SLL + PoOP; (9°) PLP + PoPP; ECN48: (10°) OOO; (11) POO + SLL
+ PPoO; (12°) POP + PLS; ECN50: (13°) SOO; (14°) POS + SLS

b)

4 8|| 10 13 15|
0.4
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1
] 1 7 11
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Rozpoustédlo: propionitril

Profil b: hlavni slozky chromatografickych pika: ECN42: (1) LLL; (2 + 2°) OLLn + PoLL; (3)
PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo + PPoL;
ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo;
ECN48: (12) PLP; (13) OOO + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO;
(18) POS + SLS; ECN52: (19) AOO.
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ANNEX XIX

STANOVENI OBSAHU ALIFATICKYCH A TRITERPENICKYCH
ALKOHOLU KAPILARNI PLYNOVOU CHROMATOGRAFI{

1. PREDMET UPRAVY

Tato ptiloha popisuje postup stanoveni obsahu alifatickych
a triterpenickych alkoholl v olejich a tucich.

2. PRINCIPLE OF THE METHOD

The fatty substance, with 1-eicosanol added as internal standard, is
saponified with ethanolic potassium hydroxide and then the unsapo-
nifiable matter extracted with ethyl ether. The alcoholic fraction is
separated from the unsaponifiable matter by chromatography on
a basic silica gel plate; the alcohols recovered from the silica gel are
transformed into trimethylsilyl ethers and analysed by capillary gas
chromatography.

3. EQUIPMENT

3.1. 250 ml round-bottomed flask fitted with a reflux condenser having
ground-glass joints.

3.2. 500 ml separating funnel.
3.3. 250 ml round-bottomed flasks.

34. Chromatographic tank for thin-layer chromatographic analysis, for glass
plates of dimensions 20 x 20 cm.

3.5. Ultraviolet lamp having a wavelength of 366 or 254 nm.

3.6. 100 pl and 500 pl microsyringes.

3.7. A cylindrical filter funnel with a G3 porous septum (porosity 15 to
40 um) of diameter approximately 2 cm and a depth of some 5 cm,
with an attachment suitable for filtration under vacuum and a 12/21 male

ground glass joint.

3.8. 50 ml vacuum conical flask with a 12/21 ground-glass female joint
which can be fitted to the filter funnel (3.7).

3.9. A 10 ml test tube with a tapering bottom and a sealing stopper.

3.10.  Gas chromatograph for use with a capillary column, and provided with
a splitting system composed of:

3.10.1. Thermostatic chamber for columns (column oven) to hold the
temperature desired with a precision of + 1 °C.

3.10.2. A temperature-adjustable injection unit with a persilanised glass vapo-
rising element.

3.10.3. A flame ionisation detector and converter-amplifier.

3.10.4. Recorder-integrator for operation with the converter-amplifier (3.10.3),
with response time not exceeding one second and with variable paper-
speed.

3.11.  Glass or fused silica capillary column, of length 20 to 30 m, internal
diameter 0,25 to 0,32 mm, with SE-52 or SE-54 liquid phase or equiv-
alent, with a film thickness between 0,10 and 0,30 pm.

3.12.  Microsyringe for gas chromatography, of 10 pl capacity with hardened
needle.

3.13.  Analytical balance sensitive to 1 mg (with 0,1 mg display).
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4.2.

43.

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.

4.17.

4.18.

4.19.

5.1

5.1.1.

REAGENTS

Potassium  hydroxide, approximately 2 N ethanolic solution:
130 g potassium hydroxide (minimum concentration 85 %) is dissolved,
with cooling, in 200 ml distilled water and then made up to one litre
with ethanol. The solution should be stored in a well-stoppered opaque
glass bottle.

Ethyl ether, pure for analysis.
Anhydrous sodium sulphate, analytical purity.

Glass plates coated with silica gel, without fluorescence indicator,
thickness 0,25 mm (commercially available ready for use).

Potassium hydroxide, approximately 0,2 N ethanolic solution; 13 g of
potassium hydroxide are dissolved in 20 ml of distilled water and made
up to one litre with ethanol.

Benzene, for chromatography (see 5.2.2).
Acetone, for chromatography (See 5.2.2).
Hexane, for chromatography (see 5.2.2).
Ethyl ether, for chromatography (see 5.2.2).

Chloroform, for chromatography.

Referenéni roztok pro tenkovrstvou chromatografii: 0,5 % alkoholy
C20-C28 v chloroformu nebo frakce alkoholli ziskana podle bodu 5.2
z nezmydelnitelnych latek olivového oleje z pokrutin.

0,2 % solution of 2', 7'-dichlorofluorescein in ethanol. Make slightly
basic by adding a few drops of 2 N alcoholic potassium hydroxide
solution.

Anhydrous pyridine, for chromatography.
Hexamethyl disilazane.
Trimethylchlorosilane.

Standard solutions of trimethylsilyl ethers of aliphatic alcohols from Cy,
to C,g. They may be prepared from mixtures of pure alcohols at the time
they are required for use.

A 0,1 % (m/v) solution of 1-eicosanol in chloroform (internal standard).
Carrier gas: hydrogen or helium, gas-chromatographic purity.
Auxiliary gas: nitrogen, gas-chromatographic purity.

PROCEDURE
Preparation of the unsaponifiables

Using a 500 pl microsyringe place, into a 250 ml round-bottom flask,
a volume of 0,1 % 1-eicosanol solution in chloroform (4.17) containing
a quantity of 1-eicosanol approximately equal to 10 % of the aliphatic
alcohols content in that portion of sample to be taken for analysis. For
example, to 5 g of sample add 250 pl of the 0,1 % 1-eicosanol solution
if olive oil and 1 500 pl if olive pomace oil.

Evaporate to dryness in current of nitrogen and then weigh accurately
5 g of the dry filtered sample into the same flask.
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5.1.2.  Add 50 ml of 2 N potassium hydroxide ethanolic solution, fit the reflux
condenser and heat the apparatus to slight boiling on a steam bath,
stirring continuously throughout the heating process until saponification
has taken place (the solution becomes clear). Continue heating for
a further 20 minutes and then add 50 ml of distilled water through
the condenser. The condenser is then disconnected and the flask
cooled to approximately 30 °C.

5.1.3.  The contents of the flask are quantitatively transferred to a separating
funnel of 500 ml capacity by adding distilled water several times, using
a total of around 50 ml distilled water. Add approximately 80 ml of
ethyl ether, shake vigorously for approximately 30 seconds and allow to
settle (Note 1).

Separate off the lower aqueous phase collecting it in a second separating
funnel. Two further extractions are effected on the aqueous phase, in the
same manner, using each time 60 to 70 ml ethyl ether.

Note 1: Emulsions may be eliminated by adding, using as a spray, small
quantities of ethyl alcohol or methyl alcohol.

5.1.4.  The ethyl ether extracts are combined in a separating funnel and washed
with distilled water (50 ml at a time) until the washing water gives
a neutral reaction.

Discard the washing water, dry with anhydrous sodium sulphate and
filter, into a flask of 250 ml capacity which has been weighed
beforehand, the funnel and filter being washed with small quantities
of ethyl ether which are added to the total.

5.1.5. Distil the ether down to a few ml, then bring to dryness under a slight
vacuum or in a current of nitrogen, completing drying in an oven at
100 °C for approximately a quarter of an hour, and then weigh after
cooling in a desiccator.

5.2. Separation of alcoholic fractions

5.2.1.  Preparation of basic TLC plates: the silica gel plates (4.4) are immersed
completely, in 0,2 N potassium hydroxide solution (4.5) for 10 seconds,
and then left to dry for two hours under an extractor hood and finally
placed in an oven at 100 °C for one hour.

Remove from the oven and keep in a calcium chloride desiccator until
required for use (plates treated in this way must be used within 15 days).

Note 2: When basic silica gel plates are used to separate the alcoholic
fraction there is no need to treat the unsaponifiables with
alumina. It follows that all acid compounds (fatty acids and
others) are retained at the origin thereby obtaining both
aliphatic alcohol and terpenic alcohol bands which are both
separated distinctly from the sterol band.

5.2.2. Place a 65/35 by volume hexane/ethyl ether mixture in the plate-
developing chamber to a depth of approximately 1 cm ().

Close the chamber using an appropriate cover and leave for half an hour
to allow equilibration between vapour and liquid. Strips of filter paper
dipping into the eluent may be affixed to the inside surfaces of the tank
to reduce the development time by approximately one third and obtain
more uniform, regular elution of the components.

(") In these cases in particular, a 95/5 by volume benzene/acetone eluent mixture must be
used to obtain distinct band separation.
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Note 3: The developing solution must be replaced for each analysis in
order to obtain reproducible developing conditions.

5.2.3.  An approximately 5 % solution of unsaponifiable matter (5.1.5) in
chloroform is prepared and 0,3 ml of the solution is streaked as
a uniform strip of minimum thickness, using the 100 pl microsyringe,
on a TLC plate at approximately 2 cm from the bottom of the TLC
plate. Aligned with the origin, 2 to 3 ul of the aliphatic alcohols
reference solution (4.11) are spotted for the identification of the
aliphatic alcohols band after development has been completed.

5.2.4. Place the plate inside the development tank as stated in 5.2.2. The
ambient temperature should be maintained between 15 and 20 °C.
Immediately close the chamber with the cover and allow to elute until
the solvent front reaches approximately 1 cm from the upper edge of the
plate.

The plate is then removed from the development chamber and the
solvent evaporated under a hot air current or the plate is left for
a while under the extractor hood.

Vv M28
T 525. Deska se lehce a rovnomérmé postiika roztokem 2,7-dichlor-fluoresceinu
a pozoruje se pod ultrafialovym zafenim. Pasmo alifatickych alkohold
lze stanovit porovnanim skvrn vytvofenych referenénim roztokem;
obrysy pasma se vyzna¢i ¢ernym znackovafem; nacrtne se pasmo alifa-
tickych alkoholl a pasmo bezprostiedné nad nim, coz je pasmo terpe-
nickych alkoholi (poznamka 4).

Poznamka 4: Pasma alifatickych alkoholl a terpenickych alkoholli se
spoletné seskupuji v souvislosti s moznou migraci
nékterych alifatickych alkoholli do pasma triterpenického
alkoholu. Priklad separace TLC je uveden na obrazku 1
v dodatku.

5.2.6. Silikagel se z oznacené oblasti seSkrabe pomoci kovové Spachtle.
Odebrand hmota se rozmélni na malé ¢asti a pievede do filtracni
nalevky (3.7). Ptfida se 10 ml horkého chloroformu. Obsah se
dikladné promicha kovovou stérkou a vakuové prefiltruje. Filtrat se
shromazdi v batice pfipojené na filtraéni nalevku (bod 3.8.).

Silikagel se tfikrat proplachne diethyletherem (pokazdé pfiblizné 10 ml)
a filtrat se pfitom sbira do stejné banky pfipojené k nalevce. Filtrat se
odpaii na objem pfiblizné 4 az 5 ml a zbytkovy roztok se prevede do
predem zvazené zkumavky na 10 ml (3.9); zkumavka se vysusi lampou
pod mirnym proudem dusiku; zbytek se znovu rozpusti nékolika
kapkami acetonu, opét vysusi a na deset minut vlozi do suSarny
vyhiaté na 105 °C, vyjme, vychladi v exsikatoru a zvazi.

Zbytek ve zkumavce je tvofen alkoholovou frakci.

VYM19
5.3. Preparation of the trimethylsilyl ethers

5.3.1. The reagent for silylation, consisting of a mixture of 9:3:1 by volume
(Note 5) of pyridine-hexamethyldisilazane-trimethylchlorosilane in the
proportion of 50 pl for each milligram of aliphatic alcohols, is added
to the test tube containing the alcoholic fraction, avoiding all absorption
of moisture (Note 6).
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Note 5: Solutions which are ready for use are available commercially.
Other silanising reagents such as, for example, bis-trimethyl-
silyl, trifluor acetamide + 1 % trimethyl chlorosilane, which has
to be diluted with an equal volume of anhydrous pyridine, are
also available.

Note 6: The slight opalescence which may form is normal and does not
cause any interference. The formation of a white floc or the
appearance of a pink colour are indicative of the presence of
moisture or deterioration of the reagent. If these occur the test
must be repeated.

5.3.2. Stopper the test tube, shake carefully (without overturning) until the
aliphatic alcohols are completely dissolved. Stand for at least 15
minutes at ambient temperature and then centrifuge for a few minutes.
The clear solution is ready for gas chromatographic analysis.

5.4. Gas chromatography analysis
5.4.1. Preliminary operations, column packing

5.4.1.1. Fit the column in the gas chromatograph, attaching the inlet end to the
injector connected to the splitting system and the outlet end to the
detector. Carry out a general check of the gas chromatography
assembly (tightness of gas fittings, efficiency of the detector, efficiency
of the splitting system and of the recording system, etc.).

5.4.1.2. If the column is being used for the first time it is recommended that it
should be subjected to conditioning. A little carrier gas is passed through
the capillary column and then the gas chromatography assembly is
switched on and gradually heated until a temperature not less than
20 °C above the operating temperature (see Note 7) is attained. That
temperature is held for not less than two hours and then the assembly is
brought to the operating conditions (regulation of gas flow, split flame
ignition, connection to the electronic recorder, adjustment of the
temperature of the capillary column oven, the detector and the
injector, etc.) and the signal is adjusted to a sensitivity not less than
twice the highest level contemplated for the execution of the analysis.
The course of the base line must be linear, without peaks of any kind,
and must not drift. A negative straight-line drift indicates leakage from
the column connections; a positive drift indicates inadequate
conditioning of the column.

Note 7: The conditioning temperature shall be at least 20 °C less than
the maximum temperature contemplated for the liquid phase
employed.

5.4.2.  Choice of operating conditions

5.4.2.1. The guideline operating conditions are as follows:

— column temperature: the initial isotherm is set at 180 °C for eight
minutes and then programmed at 5 °C/minute to 260 °C and
a further 15 minutes at 260 °C,

— temperature of evaporator: 280 °C,

— temperature of detector: 290 °C,

— linear velocity of carrier gas: helium 20 to 35 cm/s, hydrogen 30 to
50 cm/s,

— splitting ratio: 1:50 to 1:100,

— sensitivity of instrument: 4 to 16 times the minimum attenuation,
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— sensitivity of recording: 1 to 2 mV fs,
— paper speed: 30 to 60 cm/h,
— quantity of substance injected: 0,5 to 1 ul of TMSE solution.

The above conditions may be modified according to the characteristics
of the column and of the gas chromatograph to obtain chromatograms
satisfying the following conditions:

— alcohol Cyq retention time shall be 18 = 5 minutes,

— the alcohol C,, peak shall be 80 + 20 % of the full scale value for
olive oil and 40 + 20 % of the full scale value for seed oil.

5.4.2.2. The above requirements are checked by repeated injection of the
standard TMSE mixture of alcohols and the operating conditions are
adjusted to yield the best possible results.

5.4.2.3. The parameters for the integration of peaks shall be set so that a correct
appraisal of the areas of the peaks considered is obtained.

5.4.3. Analytical procedure

5.4.3.1. Using the microsyringe of 10 pl capacity draw in 1 pl of hexane
followed by 0,5 pl of air and subsequently 0,5 to 1 pl of the sample
solution; raise the plunger of the syringe further so the needle is
emptied. Push the needle through the membrane of the injection unit
and after one to two seconds inject rapidly, then slowly remove the
needle after some five seconds.

5.4.3.2. Recording is effected until the TMSE of the aliphatic alcohols present
have been eluted completely. The base line shall always correspond to
the requirements of 5.4.1.2.

Vv M28
5.4.4. Identifikace piki

Identifikace jednotlivych pikd se provadi podle retencnich cast
a porovnanim se standardni smési trimethylsilyletherd analyzovanou za
stejnych podminek.

Chromatogram alkoholové frakce rafinovaného olivového oleje je
znazornén na obrazcich 2 a 3 dodatku.

YM19
5.4.5. Quantitative evaluation

5.4.5.1. The peak areas of 1-eicosanol and of the aliphatic alcohols C,,, Cy4, Cyg
and C,g are calculated by electronic integration.

5.4.5.2. The contents of each aliphatic alcohol, expressed in mg/1 000 g fatty
substance, are calculated as follows:

A -m 1000
alcohol x = ——
A rm
where:
Ax = area of the alcohol peak x
Ag = area of l-eicosanol
mg = mass of l-eicosanol in milligrams
m = mass of sample drawn for determination, in grams.
6. EXPRESSION OF THE RESULTS

The contents of the individual aliphatic alcohols in mg/1 000 g of fatty
substance and the sum of the ,total aliphatic alcohols* are reported.



01991R2568 — CS — 04.12.2016 — 031.005 — 114

VY M28

Dodatek

Priklad separace TLC a priklady chromatogrami
Obrazek 1

Tenkovrstva chromatografie na desce z nezmydelnitelné frakce z olivového
oleje eluovaného s hexanem/diethyletherem (65/35)
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Alifatické alkoholy
Triterpenické alkoholy
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Obrazek 2

Chromatogram alkoholové frakce rafinovaného olivového oleje

S

1 = fytol

2 = geranyl-geraniol
3 = alkohol C, (IS)
4 = alkohol C,,

L
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alkohol Cyy
alkohol Cyq
alkohol Cyg
cykloartenol

9 = 24-methylen-cykloartenol
10 = citrostadienol

11 = cyklobranol
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Obrazek 3
Alifatické a triterpenické alkoholy rafinovaného olivového oleje a olivového oleje po druhém
odstied’ovani
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1 = fytol 5 = alkohol Cyy 9 = 24-methylen-cykloartenol (24MeCA)
2 = geranyl-geraniol (CX) 6 = alkohol Cyg 10 = citrostadienol
3 = alkohol C,, 7 = alkohol Cyg 11 = cyklobranol

4 = alkohol C,, 8 = cykloartenol (CA)
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PRILOHA XX

Metoda stanoveni obsahu voskii, methylesteri mastnych Kkyselin
a ethylesterii mastnych kyselin kapilarni plynovou chromatografii

1. UCEL

Tato metoda slouzi ke stanoveni obsahu voskl, methylesterd mastnych
kyselin a ethylesterd mastnych kyselin v olivovych olejich. Jednotlivé
vosky a alkylestery jsou separovany podle po¢tu atomt uhliku. Metoda
je doporuenym nastrojem pro rozliSeni mezi olivovym olejem
a olivovym olejem z pokrutin a stanovi jakostni parametr pro extra
panensky olivovy olej, coz umoziuje rozeznat podvodné smichané extra
panenské olivové oleje s oleji nizsi kvality, at’ uz se jedna o panenské,
lampantové ¢i jiné dezodorizované oleje.

2. PODSTATA METODY
K oleji se pfimisi vhodny vnitini standard a poté se provadi chromato-
grafickd frakéni destilace na hydratované silikagelové koloné. Ziskana
frakce eluovand pfi testovacich podminkach (jejiz polarita je mensi nez
polarita triglyceridi) se pfimo analyzuje pomoci kapilarni plynové chro-
matografie.

3. ZARIZENI

3.1.  Koénicka 25ml baiika.

3.2.  Sklenéna kolona pro kapalnou chromatografii o vnitfnim priméru
15 mm a délce 30 az 40 cm vybavena vhodnym kohoutem.

3.3.  Plynovy chromatograf, vhodny pro pouziti s kapilarni kolonou
a vybaveny systémem pro pfimy nastiik na kolonu, obsahujici nasledujici
Casti:

3.3.1. termostaticky ovladatelna kolonova komora s nastavitelnou teplotou;
3.3.2. studené nastfikové zafizeni pro ptimé zavadéni do kolony;
3.3.3. plameno-ioniza¢ni detektor a konverzni zesilovac;

3.3.4. integrator se zapisovaem (poznamka 1), vhodny pro provoz
s konverznim zesilovacem (bod 3.3.3), s rychlosti odezvy nizs§i nez 1
sekunda a s nastavitelnou rychlosti posunu papiru;

Pozndamka 1: Jsou-li data plynové chromatografie zadavana do pocitace,
lze také pouzit pocitacem fizené systémy.

3.3.5. Kkapilarni kolona z taveného kiemene (pro analyzu voski, methyl-
esterii a ethylesterii), dlouhd 8 az 12 m s vnitfnim pramérem 0,25 az
0,32 mm, obsahujici kapalnou fazi (poznamka 2), o jednotné tloustce
0,10 az 0,30 pum;

Poznamka 2: Pro tento ucel jsou k dispozici vhodné komeréni kapalné
faze, napt. SES2, SE54 atd.

3.4. mikrostfikacka na 10 pl pro piimy vstiik do kolony opatfena tvrzenou
jehlou;

3.5. elektricky vibrator;
3.6. rotacni odparka;
3.7.  muflova pec;

3.8.  analyticka vaha pro vazeni s pfesnosti + 0,1 mg;
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3.9. bézné laboratorni sklo.

4. CINIDLA

4.1.  Silikagel, 60-200 pm mesh. Silikagel se umisti alespon na ¢tyfi hodiny
do muflové pece o teploté 500 °C. Necha se ochladit a pridaji se 2 %
vody v zavislosti na mnozstvi pouzitého silikagelu. Radnym protiepanim
se smés homogenizuje a pfed pouzitim se ponechd nejméné 12 hodin
v exsikatoru.

4.2.  N-hexan Ccistoty pro chromatografii nebo pro residualni analyzu (Cistota
musi byt kontrolovana).

POZOR! - Vypary se mohou vznitit. Chrante pfed zdroji tepla, jiskrami ¢i
pfimym plamenem. Ujistéte se, Zze jsou lahve vzdy fadné uzavieny. Pfi
pouziti zajistéte fadné vétrani. Zabrante hromadéni vypard a eliminujte
veskeré pfi¢iny mozného vzniku pozaru, jako jsou topna télesa
a elektrickd zafizeni, jez nejsou vyrobena z nehoflavého materialu.
Vdechnuti je $kodlivé, nebot’ muze dojit k poskozeni nervovych bunck.
Zabraiite vdechnuti vypart. V piipadé nutnosti pouzijte vhodny respiracni
pfistroj. Zabraite styku s ofima a s pokozkou.

4.3.  Ethylether pro chromatografii

POZOR! - Vysoce hoflavy a mirné jedovaty. Drazdi pokozku. Vdechnuti
je 8kodlivé. Muize zpisobit poskozeni zraku. Uginky mohou byt
opozdéné. Miize vytvafet vybusné peroxidy. Vypary se mohou vznitit.
Chrante pied zdroji tepla, jiskrami ¢i pfimym plamenem. Ujistéte se, ze
jsou lahve vzdy tadné uzavieny. Pii pouziti zajistéte fadné vétrani.
Zabraite hromadéni vyparti a eliminujte veSkeré pfi¢iny mozného
vzniku pozaru, jako jsou topna télesa a elektrickd zafizeni, jez nejsou
vyrobena z nehoflavého materialu. Neodpatujte do sucha nebo téméf do
sucha. Pfidani vody nebo vhodného redukéniho prvku mtize omezit
tvorbu peroxidi. Nepijte. Zabrante vdechnuti vypart. Zabratite dlouhotr-
vajicimu ¢i opakovanému styku s pokozkou.

4.4.  N-heptan Cistoty pro chromatografii nebo isooktan.

POZOR! - Hoflavy. Vdechnuti je $kodlivé. Chrafite pfed zdroji tepla,
jiskrami ¢i ptimym plamenem. Ujistéte se, ze jsou lahve vzdy fadné
uzavieny. Pii pouziti zajistéte fadné vétrani. Zabrante vdechnuti vypard.
Zabranite dlouhotrvajicimu ¢i opakovanému styku s pokozkou.

4.5. Standardni roztok 0,05 % (m/V) laurylcharidatu (pozndmka 3)
v heptanu (vnitini standard pro vosky).

Pozndamka 3: Lze také pouzit palmityl-palmitat, myristyl-stearat c¢i
arachidyl-laureat.

4.6.  Standardni roztok 0,02 % (m/V) methylheptakapriniatu v heptanu
(vnitini standard pro methylestery a ethylestery).

4.7.  Sudan 1 (1-fenylazo-2-naftol).



01991R2568 — CS — 04.12.2016 — 031.005 — 119

VY M23

4.8. Nosny plyn: vodik ¢i helium, ¢isty pro plynovou chromatografii.

POZOR!

Vodik. Pod tlakem vysoce hoflavy. Chraiite pfed zdroji tepla, jiskrami,
pfimym plamenem a uchovavejte mimo dosah elektrickych pfistroju
z hoflavého materialu. Ujistéte se, zda je ventil 1ahve po pouziti vodiku
vzdy uzavien. Pouzivejte vzdy s redukénim ventilem. Pfed otevienim
ventilu ldhve uvolnéte pnuti pruziny redukéniho ventilu. Pfi otvirani
ventilu nestijte pred vypustnym otvorem lahve. Pfi pouziti zajistéte
fadné vétrani. Neptepoustéjte vodik z jedné lahve do druhé. Nemichejte
plyn v lahvi. Ujistéte se, ze lahve nelze pfevrhnout. Chraite je pied
slune¢nim svétlem a pted zdroji tepla. Skladujte v nekorozivnim pros-
ttedi. Nepouzivejte poSkozené nebo neoznacené lahve.

Helium. Vysoce stlaceny plyn. Snizuje mnozstvi kysliku pro dychani.
Uchovavejte v zaviené lahvi. Pfi pouziti zajistéte fadné vétrani.
Nevstupujte do skladovacich prostor, pokud nejsou fadné vétrany.
Pouzivejte vzdy s redukénim ventilem. Pfed otevienim ventilu lahve
uvolnéte pnuti pruziny redukcéniho ventilu. Nepiepoustéjte plyn z jedné
lahve do druhé. Ujistéte se, ze lahve nelze pievrhnout. Pfi otvirdni ventilu
nestiijte pred vypustnym otvorem lahve. Chrante je pied slunec¢nim
svétlem a pred zdroji tepla. Skladujte v nekorozivnim prostredi.
NepouZivejte poskozené nebo neoznacené ladhve. Nevdechujte. Pouzivejte
vyhradné pro technické ucely.

4.9. Pomocné plyny:

— Vodik, ¢isty pro plynovou chromatografii.

— Vzduch, Cisty pro plynovou chromatografii.

POZOR!

Vzduch. Vysoce stlaceny plyn. Dbejte opatrnosti pii pouziti v ptitomnosti
hotlavych latek, protoze teplota pro samovzniceni vétSiny organickych
slozek vzduchu je pfi vysokém tlaku znatelné nizsi. Ujistéte se, Ze je
ventil 1lahve po pouziti vzdy uzavien. Vzdy pouzivejte redukéni ventil.
Pred otevienim ventilu ldhve uvolnéte pnuti pruziny redukcniho ventilu.
Pii otvirani ventilu nestjte pfed vypustnym otvorem lahve. Nepfe-
poustéjte plyn z jedné lahve do druhé. Nemichejte plyn v lahvi.
Ujistéte se, ze lahve nelze pievrhnout. Chraiite je pfed slunecnim
svétlem a pfed zdroji tepla. Skladujte v nekorozivnim prostiedi.
Nepouzivejte poskozené nebo neoznacené lahve. Vzduch pro technické
ucely nesmi byt vdechovan nebo pouzivan v respiracnich piistrojich.

5. POSTUP
5.1.  Priprava chromatografické kolony

15 g silikagelu (bod 4.1) se suspenduje v n-hexanu (bod 4.2) a zavede do
kolony (bod 3.2). Po spontanni sedimentaci se tato dokon¢i pomoci elek-
trického vibratoru, aby byla chromatograficka vrstva co nejhomogenngjsi.
Provede se perkolace 30 ml n-hexanu za ucelem odstranéni piipadnych
nedistot. Do 25ml banky (bod 3.1) se na analytické vaze (bod 3.8) navazi
pfesné 500 mg vzorku a pfida se vhodné mnozstvi vnitiniho standardu
(bod 4.5) v zavislosti na ptedpokladaném obsahu vosku, napf. 0,1 mg
laurylcharidatu v piipadé olivového oleje, 0,25 az 0,5 mg v piipadé
olivového oleje z pokrutin a 0,05 mg methylheptakaprinatu v piipadé
olivovych oleji (bod 4.6).
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Ziskany vzorek se za pomoci dvou davek 2 ml n-hexanu (bod 4.2)
prevede do chromatografické kolony.

Umozni se, aby hladina rozpoustédla poklesla tak, aby byla 1 mm nad
horni trovni absorbentu. Perkoluje se dal$i n-hexan/diethyleter (99:1)
a odebere se 220 ml pii pratoku piiblizné 15 kapek za 10 sekund.
(Tato frakce obsahuje methylestery, ethylestery a vosky.) (poznamka 4)
(poznamka 5)

Pozndamka 4: Kazdy den by se méla pripravit cerstva smés
n-hexanu/diethyleteru (99:1).

Poznamka 5: Do vzorku roztoku lze ptidat 100 pl eluéni smési s 1 %
barviva Sudan I pro ucely vizualni kontroly fadné eluce
voskd.

Retenéni doba barviva je mezi retenéni dobou voskl
a triglycerolii. Kdyz tedy barvivo dosdhne dna chromato-
grafické kolony, musi byt eluce suspendovana, protoze
veskeré vosky byly eluovany.

Ziskana frakce se usu$i v rotanim odpafovacdi, az je téméf vSechno
rozpoustédlo odstranéno. Posledni 2 ml rozpoustédla se odstrani za
pomoci slabého proudu dusiku. Odebere se frakce obsahujici methylestery
a ethylestery tak, ze se nafedi 2 az 4 ml n-heptanu nebo isooktanu.

5.2.  Plynova chromatograficka analyza
5.2.1. Pripravné prace

Kolona se spoji s plynovym chromatografem (bod 3.3), vstupni port se
ptipoji ke kolonovému systému (on-column system) a vystupni port
k detektoru. Poté se plynovy chromatograf piekontroluje (tésnost
plynovych vedeni, funkce detektoru a zdznamniku atd.).

Kolonu, ktera ma byt pouzita poprvé, je nutno nejprve kondicionovat.
Kolonou se necha protékat malé mnozstvi nosného plynu, poté se
zapne plynovy chromatograf. Necha se postupné zahiivat, dokud neni
po pfiblizné ¢tyfech hodinach dosazeno teploty 350 °C.

Tato teplota se udrzuje nejméné dvé hodiny a poté se systém prevede do
predepsanych podminek (regulace pratoku plynu, zapéleni plamene,
pfipojeni elektronického zapisovaée (bod 3.3.4), nastaveni teploty
kolonové komory, detektoru, atd.). Signal se nastavi na citlivost, ktera
¢ini nejméné dvojnasobek nejvyssi trovné uvazované pro provedeni
analyzy. Zakladni linie zaznamu musi byt rovna, bez jakychkoli pika
nebo drifti.

Zaporné drifty jsou zndmkou nedokonalé tésnosti spoji kolony, zatimco
kladné svédc¢i o nedostate¢né kondicionaci kolony.

5.2.2. Vyber pracovnich podminek pro vosky, methylestery a ethylestery
(pozndmka 6).

Vseobecné pracovni podminky jsou tyto:
— Teplota kolony:

20 °C/min 5 °C/min

pocatecni teplota 80 °C (1') ————— 140 °C
335 °C (20)

— Teplota detektoru: 350 °C.

— Mnozstvi nastfiknuté latky: 1 pl roztoku n-heptanu (2 az 4 ml).
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— Nosny plyn: helium nebo vodik pii optimalni linearni rychlosti pro
zvoleny plyn (viz dodatek A).

— Citlivost pfistroje: vhodna pro dosazeni vySe uvedenych podminek.

Pozndamka 6: Z duvodu vysoké konecné teploty je povolen kladny drift,
nesmi vSak piesdhnout 10 % plného rozsahu.

Tyto podminky mohou byt upraveny podle charakteristik kolony
a plynového chromatografu s cilem odd¢lit veskeré vosky, methylestery
mastnych kyselin a ethylestery mastnych kyselin a dosahnout pfijatelné
separace piku (viz obrazky 2, 3 a 4) a reten¢niho ¢asu vnitiniho standardu
laurylchariddtu 18 + 3 minuty. Nejreprezentativnéjsi pik voskd musi
dosahnout 60 % z plného rozsahu, vnitini standard methylheptakaprinat
pro methylestery a ethylestery musi dosahnout plného rozsahu.

Parametry pro integraci pikli se nastavi tak, aby doSlo ke spravnému
vyhodnoceni ploch uvazovanych piku.

5.3.  Provedeni analyzy

Do 10pl mikrostiikacky se natdhne 10 pl roztoku; pist mikrostiikacky se
povytdhne tak, aby se vyprazdnila jehla. Jehla se zavede do vstiikové
komory a po jedné nebo dvou sekundach se rychle nastfikne roztok.
Priblizné po péti sekundach se jehla pomalu vytahne.

Zaznamenavani je provadéno, dokud vosky nebo stigmastadieny nejsou
zcela eluovany v zavislosti na analyzované frakci.

Zakladni linie zaznamu musi vzdy odpovidat pozadovanym podminkam.

5.4.  Identifikace pikii

Identifikace jednotlivych pikd se provadi podle retenénich cast
a porovnanim se smésmi voskll, jejichz retenni Casy jsou znamy
a které byly analyzovany za stejnych podminek. Alkylestery se iden-
tifikuji ze smési methylesteri a ethylesterd hlavnich mastnych kyselin
v olivovych olejich (palmitova a olejova).

Chromatogram voskll panenského olivového oleje je zndzornén na
obrazku 1. Obrazky 2 a 3 zobrazuji chromatogramy dvou maloobchodné
prodavanych extra panenskych olivovych oleji, jeden obsahuje methyl-
estery a ethylestery, v druhém obsazeny nejsou. Na obrazku 4 jsou chro-
matogramy extra panenského olivového oleje nejvyssi tiidy a stejného
oleje uméle obohaceného 20 % dezodorizovaného oleje.

5.5. Kvantitativni vyhodnoceni voski

Pomoci integratoru se vypocitaji plochy pikd odpovidajicich vnitinimu
standardu laurylcharidatu a alifatickym esterim Cgo aZ Cgs.

Celkovy obsah voskt se vypodita sectenim jednotlivych voskd v mg/kg
tukové latky takto:
(ZA,)'m, 1000

Vosky, mg/kg = o
S
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kde:
A, = plocha piku pfislusného esteru vypoctena pocitacem
Ag = plocha piku vnitintho standardu laurylcharidatu vypoctena
pocitacem
mg = hmotnost pfidaného vnitiniho standardu laurylcharidatu v mg;
m = hmotnost vzorku pouzitého pro stanoveni v gramech.

5.5.1. Kvantitativni vyhodnoceni methylesterii a ethylesterii

Pomoci integratoru se vypocitaji plochy piki odpovidajicich vnitinimu
standardu methylheptakaprinatu, methylesteri mastnych kyselin Ciq
a C;g a ethylesterd mastnych kyselin C4 a Cg.

Obsah kazdého alkylesteru v mg/kg tukové latky se vypocita takto:

A, mg -1000
Est ke = e S i
ster, mg/kg Aom
kde:
A, = plocha piku pfislusného esteru Ciq a C;g vypoétena pocitacem
Ag = plocha piku vnitiniho standardu methylheptakaprinatu vypoctena
pocitatem
mg = hmotnost pfidaného vnitiniho standardu methylheptakaprinatu
vV mg;
m = hmotnost vzorku pouzitého pro stanoveni v gramech.

6. VYJADRENI VYSLEDKU

Uvadi se souhrn obsaht jednotlivych voskd Cyo az Cyg (poznamka 7)
v mg/kg tukové latky.

Uvadi se souhrn obsahu jednotlivych methylesteri a ethylestera C,q az
Cig a celkovy soucet methylesterti a ethylestert.

Vysledky se zaokrouhluji na celé mg/kg.

Poznamka 7: Prvky kvantitativniho vyhodnoceni se vztahuji k pikim
esterl se sudym karbonovym c¢islem C,y az Cuq podle
vzorového chromatogramu voskti v olivovém oleji na
pfilozeném obrazku. Pokud se ester Cyq rozstépi, dopo-
ruCuje se pro ucely identifikace analyzovat frakci vosku
olivového oleje z pokrutin, kde lze pik Cye rozlisit,
nebot’ zfetelné prevlada.

Uvadi se pomér mezi ethylestery a methylestery.
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Obrazek 1
Pfiklad plynového chromatogramu frakce voski olivového oleje (1)
30.00(] 1
1.S.
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Piky methylesterti a ethylesteri mastnych kyselin s reten¢ni dobou 5 az 8 minut.

Vysvétlivky:
I.S. = (vnitini standard) Laurylcharidat
1 = Estery diterpenu

2+2'

Estery C40
3+3" = Estery Cyp

4+4" = Estery Cyy
5 = Estery Cyq

=)}
Il

Estery sterolt a triterpenické alkoholy

(") Po eluaci esteri sterolii nesmi chromatogram vykazovat zadné vyrazné piky (triacylglyceroly).
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Obrazek 2

Methylestery, ethylestery a vosky v panenském olivovém oleji

Vysvétlivky:

1

A @ > 2 o v A LN

Methyl Cyq

Ethyl C;¢

Vnitini standard methylheptakaprinat
Methyl Cig

Ethyl C;g

Squalene

Vnitini standard laurylcharidat
Estery diterpent

Vosky

Estery sterold a triterpent
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LON BATTERY

Obrazek 3

Methylestery, ethylestery a vosky v extra panenském olivovém oleji

12-19-87 07:36:28

TNJECT

‘GERESP6 (RN

GPM?’EL k4]

Vysvétlivky:

1

A @ > v A~ LW

— Vnitini standard methylheptakaprinat

Methyl Cig

— Ethyl Cyg

— Squalen

— Vnitini standard laurylcharidat
— Estery diterpent

— Vosky

— Estery steroll a triterpent
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Obrazek 4
Cast chromatogramu extra panenského olivového oleje a stejného oleje uméle
obohaceného dezodorizovanym olejem
23-Mar-2007
C.M.lab 0G2
DEO_20 Scan El+
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Vysvétlivky:

1 — Vnitini standard methyl-myristat
— Methyl-palmitat
— Ethyl-palmitat
— Vnitini standard methylheptakaprinat

— Methyl-linoleat

2

3

4

5

6 — Methyl-oleat
7 — Methyl-stearat
8 — Ethyl-linoleat
9 — Ethyl-oleat

10

Ethyl-stearat
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Dodatek A
Stanoveni linearni rychlosti plynu

Do plynového chromatografu nastaveného na normélni pracovni podminky se
nastiikne 1:3 pl methanu (nebo propanu). Pomoci stopek se zméii doba
prachodu plynu kolonou od pocatku vstiiku do okamziku vzniku pikt (tM).

Linearni rychlost proudéni v cm/s je dana pomérem L/tM, kde L je délka kolony
v cm a tM je ¢as v sekundach, zméfeny stopkami.
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Vysledky kontroly shody provadéné v odvétvi olivového oleje uvedené v €l. 8 odst. 2

PRILOHA XXI

Oznacovani Chemické ukazatele Organoleptické vlastnosti (*) Zaver
Parametry Pokud Median
< Misto, kde g T . . . ano, . znaku Poza-
Vzorek Kategorie %eme byla inspekce Oﬁ,c idIni Ozanacem Podmmlfy, 'Chybne Citelnost | C/NC (3) umo oznacte C/NC (3) M?dlan ovocna | C/NC (%) dované Sankce
pivodu . nazev pivodu |skladovani | informace limity , zavad s Yo
provedena (') ANO/NE ktery chut opatieni
(které) (%) a vuné

(*) Vnitini trh (lisovny, sta¢irny, maloobchodni prodej), vyvoz, dovoz.

(®) Vsechny charakteristiky olivového oleje uvedené v piiloze I musi mit kod.

(®) Odpovida/neodpovida.

(*) Neni pozadovano u olivového oleje a oleje z pokrutin.
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