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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

Cléanek 1

1. Oleje s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikdm stano-
venym v bodech 1 a 2 piilohy I tohoto nafizeni, jsou povazovény 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. ¢) pfilohy natfizeni ¢. 136/66/EHS.

3. Olegj 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 rafinovaného olivového oleje a panenského olivového
oleje ve smyslu bodu 3 pfilohy natizeni ¢. 136/66/EHS.

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

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

VM28

VM26

VY M32

VY M26

VM28

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 ¢isla metodou uvedenou v ptiloze III;

¢) stanoveni obsahu voskii metodou uvedenou v pftiloze 1V,

d) stanoveni slozeni a obsahu steroll a triterpenickych dialkohold kapi-
larni plynovou chromatografii metodou uvedenou v pfiloze V;

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

f) spektrofotometricka analyza metodou uvedenou v piiloze IX;

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

h) stanoveni tékavych halogenovanych rozpoustédel metodou
uvedenou v pfiloze XI;

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

j) stanoveni stigmastadienoli metodou uvedenou v piiloze XVII;

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

1) stanoveni sloZeni a obsahu sterold a stanoveni alkoholovych slou-
Cenin kapilarni plynovou chromatografii metodou uvedenou
v priloze XIX;

m) stanoveni obsahu voskd, 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.

VYM32

"V pripadg, Ze zkusebni komise nepotvrdi deklarovanou kategorii oleje
vzhledem k jeho organoleptickym charakteristikdim, nechaji vnitrostatni
organy nebo jejich zastupci na zadost zainteresované strany bez odkladu
provést dvé oponentni hodnoceni jinymi schvalenymi zkuSebnimi komi-
semi. Alesponi jedna z téchto komisi musi byt schvéilena clenskym
statem, z n&jZ pochazi vyrobce oleje. Dotcené charakteristiky se pova-
Zzuji za odpovidajici deklarovanym charakteristikdm, pokud obé&
oponentni hodnoceni potvrdi deklarovanou kvalitu. Pokud tomu tak
neni, prohlasi se klasifikace za neodpovidajici uvedenym charakteristi-
kam, nehled€ na typ nedostatktl zjisténych béhem hodnoceni, a naklady
na oponentni hodnoceni ponese zainteresovana strana.

vM26

3.  Pokud vnitrostatni organy nebo jejich zastupci ovéruji vlastnosti
oleje postupem podle odstavce 1, provadi se odbér vzorki v souladu
s mezinarodnimi normami EN ISO 661 o pfipravé zkusebnich vzorkl
a EN ISO 5555 o odbéru vzorki. Pokud jsou vsak takové oleje ve
spotiebitelskych obalech baleny po $arzich, pak odchylné od bodu 6.8
normy EN ISO 5555 se odbér vzorkl provadi v souladu s ptilohou Ia
tohoto nafizeni. V piipadé, Zze odbér vzorki oleje ve velkém baleni
nemutze byt proveden v souladu s normou EN ISO 5555, odeberou se
vzorky podle pokyni pfislusného organu clenského statu.

Aniz by byla dotéena 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 nejpozdéji pét pracovnich dni po
odbéru se odeslou k analyze do laboratofe, jinak musi byt uchovavany
tak, aby se neznehodnotily nebo neposkodily béhem 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 pifipadé odbéru vzorkl
oleji ve velkych balenich se tyto analyzy provadéji nejpozdéji Sesty
mésic po mésici, v kterém byl vzorek odebran.

Pro ostatni analyzy uvedené v tomto nafizeni neplati zadné lhuty.

Jestlize vysledky analyz neodpovidaji vlastnostem deklarované tridy
olivového oleje nebo olivového oleje z pokrutin, dotcena strana je
o tom informovéana nejpozdeji 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 pfimétenou 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, zplisob pfepravy nebo
objem Sarze;

b) postaveni hospodatskych subjektdi 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 véetné 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 subjektd 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
nedodrZzovani 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 mnozstvi, 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 potadi nebo

VY M32
b) v potadi uvedeném ve vyvojovém diagramu v prtiloze Ib, dokud neni
dosazeno jednoho z rozhodnuti uvedenych ve vyvojovém diagramu.

VYM19

¥ M25
Clanek 3

Pokud se zjisti, ze urcity olej neodpovida popisu kategorie, do niz pati,
ulozi dany Clensky stat, aniz jsou dotceny jakékoli dalsi sankce, t¢inné,
piiméfené 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,
puvodu nebo jinym kritériim.

Clanek 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 c¢lensky stat narazi na potize pifi 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 extrakei 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.

V¥ M25
Clanek 7a
Fyzické ¢i pravnické osoby a skupiny fyzickych ¢i pravnickych osob
vlastnici z profesionalnich ¢i obchodnich divoda olivovy olej a olivovy

olej z pokrutin od extrakce v lisovné az po fazi plnéni, musi pro kazdou
z kategorii té€chto 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 kalendafnim roce.
Zprava musi obsahovat alesponn 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 (1).

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 pftiloze XII se vSak pouzije ode dne
»Ml1 1. listopadu 1992 «, s vyjimkou piipadl, kdy se jedna
o intervencni opatieni.

(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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Y M32

PRILOHA I

CHARAKTERISTIKY OLIVOVEHO OLEJE

Jakostni charakteristiky

Organoleptické hodnoceni
. ST Ethylestery mastnych
Kategorie Iz)zs)et?ks)t Pil;ﬁ)élgogj/]f;lo Kos, Kygg nebo Ky7g Delta-K Median znaku kyselin
Median vad (Md) (*)| ovocna chut’ a ving (mg/kg)
(Mf)
1. Extra panensky olivovy olej < 0,80 < 20,0 < 2,50 <0,22 < 0,01 Md = 0,0 Mf > 0,0 <35
2. Panensky olivovy olej <20 <20,0 < 2,60 < 0,25 < 0,01 Md < 3,5 Mf > 0,0 —
3. Lampantovy olivovy olej > 2,0 — — — — Md > 3,5(Y) — —
4. Rafinovany olivovy olej < 0,30 < 5,0 — < 1,25 <0,16 —
5. Olivovy olej slozeny < 1,00 < 15,0 — <115 <0,15 —
z rafinovaného a panenského
olivového oleje
6. Surovy olivovy olej z pokrutin — — — — — —
7. Rafinovany olivovy olej < 0,30 <5,0 — < 2,00 < 0,20 — —
z pokrutin
8. Olivovy olej z pokrutin < 1,00 < 15,0 — < 1,70 <0,18 — —

(") Median vad miZe byt nejvyse roven 3,5, je-li median znaku ovocna chut a ving je roven 0,0.

610C°01°0C — SO — 896TUT16610
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Charakteristiky tykajici se Cistoty

Kategorie

Slozeni mastnych kyselin (') Uhn transi-

Myristova

(%)

zomer(l
. . Sy . , , , kyseliny
Linolenovd | Arachidovd | Eikosanova Behenova a olejové

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Uhrn transi-
zomeru
kyseliny
linolové +
linolenové

(%)

Stigmas-
tadieny
(mg/kg) ()

Rozdil:
ECN42 (HPLC)
a ECN42
(teoreticky vypocet)

2-glyceryl monopalmitat
(%)

. Extra
olivovy olej

panensky

< 0,03

< 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05

< 0,05

< 0,05

< 0,20|

< 0,9, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v %
< 14,00 %

< 1,0, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v %
> 14,00 %

. Panensky olivovy olej

< 0,03

IA

1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05

< 0,05

< 0,05

< [0,20]

< 0,9, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v %
< 14,00 %

< 1,0, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v %
> 14,00 %

. Lampantovy
olej

olivovy

< 0,03

IA

1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,10

<0,10

< 0,50

< 10,30

< 0,9, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v %
< 14,00 %

< 1,1, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v %
> 14,00 %

. Rafinovany
olej

olivovy

< 0,03

IA

1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20

< 0,30

< 10,30

< 0,9, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v %
< 14,00 %

< 1,1, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v %
> 14,00 %

. Olivovy olej slozeny
z rafinovaného a pane-
nského olivového oleje

< 0,03

IA

1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 <0,20 < 0,20

<0,30

< 10,30

< 0,9, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v %
< 14,00 %

< 1,0, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v %
> 14,00 %

610C°01°0C — SO — 89616610
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VY M32

610C°01°0C — SO — 89516610

Slozeni mastnych kyselin (') Uhm transi- Uhrn transi-
zomerd Kyseliny Stigmas- ECNE;Z?;III:JLC) 2-glyceryl monopalmitit
Kategorie . . . . kyseliny cyseiny tadieny ghyeery o P
Myristova | Linolenova | Arachidovd | Eikosanova | Behenové 4 olejové linolové | ey 2) a ECN42 (%)
(%) (%) (%) (%) (%) (%) %) linolenové (teoreticky vypocet)
(%)
6. Surovy olivovy olej < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 <0,10 — <10,60] <14
z pokrutin
7. Rafinovany olivovy < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50]| <14
olej z pokrutin
8. Olivovy olej z pokrutin < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 <0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <12
(') 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 izomerd, které by mohly (nebo nemohly) byt separovany kapilarni kolonou.
Slozeni sterolti
Erythrodiol
. Steroly celkem Vosky (mg/kg)
Kategorie ievny B-sitos- 7-stig- a uvaol
& Cholesterol Brassikasterol | Kampesterol (') | Stigmasterol Zjevny B-sitos Delta-7-stig (mg/kg) O/uv** (**)
%) %) %) %) terol () mastenol (1) (%) (**)
o 0 0 0 (%) (%)
1. Extra panensky olivovy olej <0,5 < 0,1 <4,0 < kamp. >93,0 <0,5 > 1000 <45 Cyp + Cyy + Cyg < 150
2. Panensky olivovy olej <05 <0, <40 < kamp. >93,0 <05 > 1000 <45 Cyp + Cyy + Cye < 150
3. Lampantovy olivovy olej <05 <0,1 <40 — > 93,0 <0, > 1000 <450) Cyo t Cyp + Cyy + Cyg <300 ()
4. Rafinovany olivovy olej <05 < 0,1 <40 < kamp. >93.0 <0,5 > 1000 <45 Cyp + Cyp + Cyy + Cye < 350

100°C€0

€l




VY M32

Slozeni sterold

. - - Erythrodiol
Kategorie Cholesterol Brassikasterol | Kampesterol (!) | Stigmasterol Zjevtr;}r/O]B (—zs)ltos— aﬂg;:ltz‘,g)_ Ster(ti;yg /iegj)k em a uvaol Vosk}&(}:;lg/kg)
0, 0, 0, 0, 0, £
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (**)
5. Olivovy olej slozeny <05 <0, <40 < kamp. > 93,0 <0,5 > 1000 <45 Cyo + Cyp + Cyy + Cyg < 350
z rafinovaného a panenského
olivového oleje
6. Surovy olivovy olej z pokrutin <0,5 <0,2 <40 — > 93,0 <0,5 > 2500 > 45 % Cyo T Cyp + Cyy + Cyg > 350 (%)
7. Rafinovany olivovy olej <05 <0,2 <40 < kamp. > 93,0 <0,5 > 1800 > 4.5 Cyp T Cyp + Cyq + Cyg > 350
z pokrutin
8. Olivovy olej z pokrutin <0, <0,2 <40 < kamp. > 93,0 <0, > 1600 > 4.5 Cyp + Cyp + Cyy + Cyg > 350
(") Viz dodatek k této pfiloze.
(®) Zjevny B-sitosterol: Delta-5,23-stigmastadienol + chlerosterol + beta-sitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol + delta-5,24-stigmastadienol.
(®) Oleje s obsahem voskii od 300 mg/kg do 350 mg/kg jsou povazovany za lampantové olivové oleje, pokud je celkovy obsah alifatickych alkohol nejvyse roven 350 mg/kg nebo pokud obsah erythrodiolu a uvaolu je nejvyse
roven 3,5 %.
(*) Oleje s obsahem voski od 300 mg/kg do 350 mg/kg jsou povazovany za surovy olej z pokrutin, pokud je celkovy obsah alifatickych alkoholii vy$si nez 350 mg/kg a pokud je obsah erythrodiolu a uvaolu vétsi nez 3,5 %.
Poznamky:

a) Vysledky zkousek musi byt uvedeny na stejny pocet desetinnych mist, jaky je predepsan pro kazdou charakteristiku. Posledni desetinné misto se ptitom musi zaokrouhlit nahoru, pokud je ¢islice na

dal$im desetinném misté vyssi nez 4.

b) Pokud jakékoli charakteristika neodpovida uvedenym hodnotdm, mize byt olivovy olej zafazen do jiné kategorie nebo oznacen jako nespliujici pozadavky pro ucely tohoto nafizeni.

¢) V piipadé lampantového olivového oleje se mohou obé jakostni charakteristiky oznacené hvézdickou (*) soucasné lisit od meznich hodnot stanovenych pro tuto kategorii.

d) Charakteristiky oleji oznacené dvéma hvézdickami (**) znamenaji, ze u surového oleje z pokrutin se od uvedenych hodnot mohou liSit obé mezni hodnoty soucasné. V piipadé olivového oleje

z pokrutin a rafinovaného olivového oleje z pokrutin se od uvedenych hodnot muize liit jedna mezni hodnota.

610C°01°0C — SO — 89516610
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VY M32
Dodatek
Rozhodovaci schémata

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

[ 4,0 % < Kampesterol <4,5 % ]

[ |
[ Stigmasterol <1.4 % ] { A-7-stigmastenol 0.3 % ]

Ostatni parametry musi byt v souladu s meznimi hodnotami stanovenymi v tomto
nafizeni.

Delta-7-stigmastenol — rozhodovaci schéma pro:

— extra panenské a panenské olivové oleje

[ 0,5 % < L-T-stigmastencl < 0,8 ';]

Zjevny [-sitosterol/
Kampesterol 3.3 % (kampest + /7stig) = 25 Stigmasterol 1.4 % LAECN42< o1

Ostatni parametry musi byt v souladu s meznimi hodnotami stanovenymi v tomto
nafizeni.

— olivové oleje z pokrutin (surové a rafinované)

[ 0.5 < A-7-stigmastenol <0,7 ]

|
( | |

Ostatni parametry
AECN42< |0.40] Stigmasterol <1,4 % v rémi limita

Ostatni parametry musi byt v souladu s meznimi hodnotami stanovenymi v tomto
nafizeni.
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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 obalii. 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 (1).

,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 litri
,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 dil¢i vzorek, mize 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 které¢ho 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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2.1

2.2

Pocet baleni v Sarzi

Minimalni pocet dilt, které je nutno
vybrat

151 az 500

501 az 1500

1501 az 2500

> 2500 na 1000 obala

3

4

5

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 predstavuje piiklad dil¢iho vzorku.

Pocet dil¢ich vzorkt mize kazdy ¢lensky 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 zpisobem uzavie a utésni s cilem
zabranit neopravnéné manipulaci s produktem.

Tyto piiklady musi byt oznafeny 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 ve vyvojovém diagramu v pfiloze Ib nebo v jakémkoli jiném

nahodném pofadi.

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

Pokud jediny z vysledkd analyzy nevyhovuje charakteristikam deklarované
kategorie olivového oleje, celd Sarze se prohlasi za nevyhovujici.

OVEREN[ KATEGORIE SARZE

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

Tabulka 3

Pocet diléich vzorki podle velikosti Sarze

Velikost Sarze (v litrech)

Pocet dil¢ich vzorka

Mensi nez 7 500

Od 7500 do méné nez 25 000

Od 25000 do méné nez 75 000

Od 75 000 do méné nez 125 000

125 000 a vice

3
4
5

6 + 1 na kazdych dalsich 50 000
litra
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Kazdy dil predstavujici diléi vzorek musi byt odebran z prib&zného mista
v Sarzi; je tieba 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

VYVOJOVY DIAGRAM PRO OVERENI SOULADU VZORKU
OLIVOVEHO OLEJE S DEKLAROVANOU KATEGORI{

Vseobecna tabulka

Olgj deldarovany jeko:

3 o gl ] .7 7 il i
g i E £ 247 g £ 4
iy E 5 5 -y i 51 ]
3 @ - CEEE =F c 4 )

= ¥ g d % 1 i B qa 4
B 1 £ 4 5By B : i
B ti H £ ﬁ i

! g i il 2 H & I 5
i & k. kL y b g

Tahuf.a 1 Ta.hulfm 2 Tabulka 5 Tab1.1ka ] Tahujlka 8 | Tabulks 10
Hxit{j:ia I{Ijt‘hia Tabfka 4 Kn*_na H.tf*u:ia Tamyka 3 Knt‘hm Eri¥riz
Jjakosti jakosti | Jjakoost jakosti T jakosti Jakoost

T T T T T T

o b meeme | e |

i i Cistoty i i Cistoty i i

: : ; ' i . 1 |

i i i i i i i i

i i i i i i i |

! Tabulks 3 : ' ; Tabulca 7 | ! ! ;| Tabu :

i 1 i i [] i i i i 1] : I

] 1. I i [ T i i i . |

: K—# | | e | o |

. sty . . : Cistoty : i Kﬂr i |

: : : — —— gkl |

e R B S R 2 T T

I [ ; ] : : : I |

i L & i i i r R i i i

I T [ 3 T I T - T T |

V| Olaj je v souladu 5 daklarovanod ! | Olaj nend v zllzdu s/daklarovanon :

¥ katazom v r katezorll L
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Tabulka 1 — Extra panensky olivovy olej — kritéria jakosti

(ej nera v souladu 5 deklarovanou kategorit

Wiz pamensky
elivovy olej {tabalika
Ty

Wiz lampantony
elivovy olgj {fabalka
4

Viz panensky
elivovy olgj (tabalika
T

-

Wiz lampantovy
elivovy olej {tabalka
4}

Wiz panersky
olivovy olej (abulka
T

< f

Wiz lampantory
olivovy olej {tabalika
4)

Wiz pamersky
olivovy olej (abulka
T

Iy

1 Kyselost b =080 = 0,80 I—
y
2 Peroxidove cislo 2200 =100 I
(mEq 0:/kg)
3 | UV spelitrofotometrie =022 =021 --— -
ﬂ{ r.'\nnj
4 | UV spelotrofotometrie =001 =00 |- = — — ]
(AK)
- - - ' - -
& | UV speltrofotometrie <2350 =230 _—————
[K 1!!:'
1] Organclepticle madidn proens chiti medidn ovocnd chuti. [F-——
hodnocent aving = 0,0 arins =00
a
madin vad =00
mediie ovocnd chutl
avims=-0,0a

medizn vad = 0,0 i

T | Ethylestery mastaych £33 15 I,
kyselin {mg'kg)

F

Crrak: olzje
dekdarovamy dle
kritern jakosti
Viz tabulla 2
(kiteria Cistoty)

Wiz pamenzky
olivovy olej (abulika
T

+f
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Tabulka 2 — Extra panensky olivovy olej — kritéria jakosti

e nern v seuladu 5 deklarovanou katzsori

Viz lampantovy
alivovy olgg
(mabulia 4)

(kziteria Eiztoty)

1 Kyselost =10 =10 F———
3
: Peroxidove cislo =00 =300
} (mEq O0-/kg) = T - —
w
LIk
1 :]Jdrtr{-l'&t{-m.etde < E',] z - 1:_5 NI
l:K- 1Th !ﬂ)
w
m
I spelotrofotometrie =001 »0,01 ————
(AR
h
U‘- .
5 | speltrofotometrie <160 >2.60 e
=)
A 4
medite ovocnd chutt [T = =M
. Evedisn ovocd chti avima=0.0
6 Orpanolepticks 2 vimd =00
Bodnoceni 2 madits ovocns chuti
maditn vad 3 3.5 avtmg=00z o=
mvadian vad = 5,5
‘,
Crrah olgje
deklarovamy dle
kritern jakosti
Viz tabulla 3
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Tabulka 3 — Extra panensky olivovy olej a panensky olivovy olej — kritéria

mem v sowladn s deklarovanon kategarn

Olej

Sveda
o piitommnest
rafincvapsho oleje
(olivaveno nebo
jimeho)

SvBds
o phitomnest
rafinoransho olaje
{alivaneho nebo
jinshe)

=
0 pritomnosti cizch
olzji

 EvEdd
0 priomnesti cizch
olaji

=]

Svéddl
o piitommnoest
olivoveha oleje
z poloutin

Evdddl
o piitomnest
olivovaha cleje
z poloutin

Cistoty
Stigmastadieny - .
1 e < 0,03 =003
(mzle) i I A .
Trm.mer}' 018 L = 0,05 naloa ]
1| mastoych kyselin {18 +C15:3)
()] Cosoms
3 Sloden mastuych Te v spaladu Heni v sealadu
loyselin s pitlokou I spiloboul - ---- H
4 AECN42 < |020] > |0.20]
—————— =
Slozen stercla et et 5 el
H 8 cellzmvy obsah {t Hf“;lafj? "I'_"—"u.}_ ’E Jlffh‘ _____ o
sterala 5 phlabou 5 phlabou
& Erythradiol + Uvaol ~ax =45
(i) R I »
. Voskoy (mzleg) <150 =130
C4I+C44+Cdb == I
|
Jo v sovaladu &
pilohou I:
20,8 %, pomd
3 2-plveeril- mmodstvl palmitov Meal v soulady
monopalmitat (L) kenaliny = 14,00 % 5 piilokou I
saba IR
= 1,0 %4, polead
mmodsin] palitowd
Joysalimy o 14,00 %

w

Olgj je v souladu £ dellarovanon kategorii

SuRdd
0 piitomnost
asterifkovanych
olajl pebe olaji
s vysakym
obsahen koyzelimy
palmitove
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Tabulka 4 — Lampantovy olivovy olej — Kkritéria Cistoty

Sdpmaztadiezy .
1 (mzke) =00 S T "
Swadtl o pbcamosti
l rafinoamako claje
(olmordho neba jindha)
10131 =0,102 I,
n Trams-izoneery fo1El=-010a F—==
© | maempchbopelin iy | METEIFCIE e mamen1n
=010 T T
3 Elofeni maznych Jo v sovaladu 5 pilokon Nant v soaladu e
kyuelin I % pHlahon I
L
4 AECN42 = |00 = 030 - Bgdi o psomnost cizich
alefh
' E
l’ﬂdl
Slofenl steroll e Tad o B o o
3 & celleony chuak Yo v scaludu & ptilckoa " ";'H‘J::;J:'[“- EREEE ,E
zeerold ) ) 2
5
&
I H
; ¥ 2
6 Erythrodie] + Uvaol L 4 e
e =41 =43 -+ =
I ;
* -
- Vizky .- . . i yndet o ;
T , : =300 300 Vosky = 350 =30l = AvEEL o piitomnoat
CAD=CAIHCA4HC A4S LT samowdha aliverdha olsjs
= = pokoratin
F
E+U=35%
5 mebo alfacicks )
alksholy na =Ll
=350 mplkz
Ta 17 souladn s prilohou I
=09 %, pokud mmcdstcd palmdtors I e Swvisdel o pitoanosti
Ighvceril- keymalimy = 14,00 34 t asterfloorantos olad
9 i X ] ¥ =+ govaladin B ANTTE obed
monspalmicdt (28) neko N ekt clepl 5 vysokim
; - 5 pitlokbon I - ST
= L1%, pokud pexodst:d paledtord = oksahsm kel
keymalizmy = 14,00 34 palmitod
Dej je v souladu z d.-ethmuu.w katepori
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Tabulka 5 — Rafinovany olivovy olej — kritéria jakosti

1 Eoyselost (%) =030 =030 I—
g
. B
Peroxidove cislo - - =
2 - <50 + 3,0 ----» &
(mEq 0y/kg) 8
E
x 4
3 LY rp-al;_tml'ut?meu'ie <125 =115 - E
'I,I\- zraaes) g
l ;
=]
UV spektrofotometrie n - L o
4 (AL £0,16 =016 - o

Drub oleje deldarcyany dle kritéri jakosti
Viz tabalka T (kriteria Cistoty)
Tabulka 6 — Olivovy olej (sloZeny z rafinovaného a panenského olivového
oleje) — kritéria jakosti

1 Kyselost [%a) = 1,00 =100 == ——
5
3 Peroxidove cislo <150 =150 ey 'E
(mEq 0:kg) = - o
&
H
| :
-
3 Luyt 1pﬂ'u'n[mtgmemg =115 =113 S
(K rranee) =
7
v i‘!
TV speltrofetometrie n t

4 . < {,15 =013 ————
{AK) = o

Druk oleje d.ﬂ:]a:u!‘rnnji' dle Jritéri jaloosti
Viz tabulka 7 (kriteria Cistoty)
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Tabulka 7 — Rafinovany olivovy olej a olivovy olej sloZeny z rafinovaného
a panenského olivového oleje — kritéria Cistoty

J-glveeril-monopalmitat = 1.1 % {pro
rafinovany olivovy alej) nebo < 1.0 %
{pro elivevy clej), pokud muozstn
palmitove kyseliny = 14,00 %

tC18:1 20,20 tZ18:1 = 0,20
1 Trans-ispmery nebo I
mlmj"ch lovselim %o tC1E:2 + C1E:5) WiZ18:2 + C1B:3
=030 =030
3 SloZeni mastuych Te v souladu Wemivsealadu | ___
leyyelin 5 piibakou I 5 phlokou T
3 AECN42 < ]030] ST FR —
SloZem sterola el e 1 enonlachs
i 8 cellovy obsah I_E wc;]a?;. “{iﬂ'}. ='£ 'ﬂ'a[dh _____ N
sterala 5 phlabou 5 pilobou
& | Erythrodiol + Uvaol A e _————
& {*§) <4,] 5 -
8 Vsky (mg/le) =350 =330
CAZ+CA4+CAG = I
2-glveeril-monopalmitat < 00 &,
pokud mnozsiv palmitove kyseliny
<im0 || L____ .
- nebo _— pa

Olej nemt v seuladu s deklarevameu kategerit

Svadei
o piitomnosts
cizich oleju

Svad(l o pitormost
olvoveka aleje
£ poknatin

Olej je v souladu 5 deldarovanon
katezoril

Svaddl o pitommost
asterifikovarych olejl
neba alefl 5 vysokym

obsahem koyzelimy
palmitove




01991R2568 — CS — 20.10.2019 — 032.001 — 26

Y M32

Tabulka 8 — Surovy olivovy olej z pokrutin — kritéria Cistoty

Lobab 2 1C18:120.20 wC181>020 |-
1 mastnych 2 nsho
loyselin (%) {182 +C18:3) =0 182+ C18:3) > 0,10
3 Slodeni mastuych Te v spuladu Memivsouladu [ ____ ]
loyselin s piilokou s prkobou I
3 AECHN42 < | 050 > |0.60] A
Sledent stercld o e
4 8 cellovy obsab Je v souladu Nemvseuladu | __
sterold 5 prkakou I 5 phlakou T
z | Ervthrodiol + Uvacl 45 <45
5 (%) J
y
Vosly mele
CACAI+CL4+CAG
L] -
=350 | 300<vosky N
Ao =300
=l
E+U>315%
& alifaticke alkoholy
. > 350 me ks
a0 Bz - ——
L
2-glyceril- _ SR—
- monopalmitat {4} 14 =14

Clej ner v sealadu 5 deklarovanou kategorit

Svédil o pitommosti
rafimovansho olaje
(olivoveho nebo jineka)

Svédel
o piitomnost]
cizich oleji

Viz lampantory
alivavy olej (tzbulka 4)

i0lej je v soulada s deldarevanou kategoril

Svédil o phtamnost
azterifkovamych elejd
neba olefl = vysokym

obsakem kyzelimy
palmitove
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Tabulka 9 — Rafinovany olivovy olej z pokrutin — Kritéria jakosti

1 Kyselost (%) =030 =030 E—

g

&

Peroxidové cislo an - ’E

2 {mEq 0/ke) <50 =350 |- === ﬁ

g

1 3

a LY rp-el.:n‘ﬁlutqmeu'je <200 =200 IR | 1'3

(K rounem) &

B

L 3 E

a

L mﬂ?ﬁtﬂmeme =020 =020 s -

Druh oleje deklarovany dle kriteril jakosti.
Wiz tabulka 11 (kxiteria cistoty)
Tabulka 10 — Olivovy olej z pokrutin — kritéria jakosti
1 Kyselost [%a) =100 =100 = = = = ]
5
?I-i'
: Peroxidove cislo . . 4
T (mEq 0uke) =13 718 T §
&
H
2 3
3 v rpﬂ'_tmmtqmem'e <170 =170 - - -
(K zaes) o
7
I i
- ) L] o
TV spektrofotometrie " i
4 =018 =018 - ———

(AK) = o

Drub clsje dﬁl:]a.ro'rnn*_' dle loritéril jaloosti
Wiz tabuolka 11 (kriteria Sistoty)
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Tabulka 11 — Rafinovany olivovy olej z pokrutin a olivovy olej z pokrutin —
kritéria Cistoty

L | Eritiria jakesti - - I
(tebmllcy 9 a 10
Tramns- 04 ~1 g0 oo ¥
. 121812 0,40 1C18:1 > 0,40
: isomiery s neho
“’Lj}"m]%"'“ HC18:2 = CI83) 2035 | wo1s2 - c1e3) =035
5 | Sloieni mastnych Jew soulada Wemivsoalade b ——- -
N kyvselin = pitlohon ] 5 pitbokiou I o
B
E]
- prp— > T g SvdEi
s N2 < 030 > |03 - & :
S 030 ] - o pfitomnost
% cizich oleji
* :,..
_ Eﬁfm Fternlm Jew zouladn Hexi v spaladu - o
* | @ cellowy obsah s pitlohou I s piilobou 1 g
sterohi *F R B
g
hal
]
Erythredicl + Uvacl - B I
- 4% =45
. (i) - =4
Viosky mals
- CAHCAZ+CAL=C A6
=330 2350 fo--a
L J L ] - VW . .
- 3uddél o phtormast
= 1,4 (pro rafisovany > 14 (pmo esterifikovarych olefd
alivovy ale) rfinovany alivevy [~~~ ™ nebo olefil 5 vysokym
2-glyceril- i : . L - S
3 aovalmitit %) T podmuting olgj T pokmatn) obsabem kyzeliry
MG " =12 (pro olivovy olej | = 1.2 {pro elivevy palmitove
= polautin} olej z pakmnating
k4

Olgj jie v souladu s deldarovancsu kategoril
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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 vypoétend 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 mize 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 miZze byt ethanol nahrazen 2-propanolem.

Hydroxid draselny nebo hydroxid sodny, titracni ethanolicky nebo vodny
roztok o koncentraci ¢c(KOH) [nebo c¢(NaOH)] piiblizné 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 znama a zkontrolovana tésné 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 pifi 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 vafit 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 tifidy 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):

(kys(zlé;iéﬁ‘gi i‘gsgilfgg g|  Hmotnost vorku () Presnost vaZeni (g)
0az?2 10 0,02
>2az 75 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 VxecxM

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 ur€eni 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 pievafené vode (V,), ktera se predtim 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.
Pfida 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
M3 X V) 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 ptredpokladaného peroxidového cisla:

Piedpokladané peroxidové Gislo Hmotnost zkusebniho vzorku
(meq) (9]
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). Barika se ihned uzavfe, protiepa se po dobu jedné minuty a necha se
stat pfesné 5 minut v temnu pii teplot¢ 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 indikdtoru 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 menSi 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  Rotacéni 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, ¢isty 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 vnitiniho 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 ptidat 100 pl 1%
Sudanu v eluovaci smési. Jelikoz ma barvivo ptechodnou
vazbu mezi vosky a triglyceridy, je tfeba eluci pferusit,
jakmile zabarveni dosadhne 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 ptekontroluje (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 konecna 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 pozadavkam.
5.4  Identifikace pikua

Identifikace jednotlivych pikti 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 Cyg.

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 ¢tverenich;
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 piktim estert 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 pfevazuje.

Vysledky se vyjadii s piesnosti na jedno desetinné misto.
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Obrazek

Chromatogram voski olivového oleje (1)
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25.00 ]
20 .00
15.00
4
3
10 .00
2
2' 3
5.00-] 3' w
g
0 .00 " ] e
1 6
T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
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 dana pomérem L/ty;, kde L je délka kolony
v cm a (ty) je Cas zméfeny v sekundach.

VY M32

VY M26
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PRILOHA VII

STANOVENI PROCENTUALNIHO ) PODILU 2-GLYCERIL
MONOPALMITATU

1. PREDMET A ROZSAH POUZITI

Tato metoda popisuje analyticky postup stanoveni procentualniho 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 Koénicka 25ml barnka.

32 Kadinky na 100, 250 a 300 ml.

33 Sklenéna chromatografickd kolona o wvnitinim 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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3.19  Mikrostiikacka na 10 pl pro pfimy vstiik do kolony opatfena tvrzenou
jehlou o délce min. 7,5 cm.

4. CHEMIKALIE

4.1 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. Pfida se voda o objemu shodném
s 5% vahy silikagelu takto: do 500 ml bariky se navazi 152
g silikagelu a pfidd se 8 g destilované vody, banka se zazitkuje
a jemné protfepd, aby se voda rozlozila rovnomérné. Nechd se odstat
na alespoit 12 hodin pfed pouzitim.

VY M32
4.2 n-hexan pro chromatografii. Hexan lze nahradit isooktanem (2,2,4-
trimethylpentanem pro chromatografii) za pfedpokladu, ze je dosazeno
srovnatelnych hodnot piesnosti.
VY M21

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

4.5 Pankreaticka lipaza. Pouzitd lipdza 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).

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

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

4.8 Chlorid vépenaty, vodny roztok o koncentraci 22 %.

4.9 Diethylether pro chromatografii.

4.10  Vyvijeci rozpoustédlo: smés n-hexanu/diethyletheru (87/13) (V/V).
4.11  Hydroxid sodny, roztok o koncentraci 12 % hmotnostnich.

4.12  Fenolftalein, 1 % roztok ethanolu.

4.13  Nosny plyn: vodik nebo helium, pro plynovou chromatografii.

4.14  Pomocné plyny: — vodik o minimalni Cistot€¢ 99 %, bez vlhkosti
a organickych latek, a vzduch, pro plynovou chromatografii stejna
Cistota.

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

4.16  Referenéni vzorky: Cisté monoglyceridy nebo smési, které maji podobné
procentualni slozeni jako vzorek.

5. POSTUP

5.1 Priprava vzorku

5.1.1 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 alespoii 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 dosdhne
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 baikky 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 lipdzou

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 Pfida 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 ¢Cinidla (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 nastfikového zafizeni (nastfikové zatizeni 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 alespon 10 % rozsahu
stupnice zapisovace.),



01991R2568 — CS — 20.10.2019 — 032.001 — 45

VYM21
— 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 identifikacni 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

Vysvetlivky: ,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 prekrocit 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 frakci 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 déna 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 miZze 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 trient, 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
méfeni provadéji proti vzdusnému slepému vzorku v rozsahu vlnovych
délek od 640 do 240 nm. Pii kazdé zmén¢ Stérbiny se provede korekce
zakladni linie bez kyvety v optické draze. VInové délky normy jsou
uvedeny v osvédceni referen¢niho materialu.

3.1.2. Stupnice absorbance: ovéfit ji lze pomoci obchodné dostupného
uzavieného referenéniho materialu tvofeného roztoky dichromanu
draselného v urCitych koncentracich a certifikovanych hodnotach
absorbance pii jejich Amax (Ctyfmi roztoky dichromanu draselného
v kyseling chloristé uzavienymi ve ¢tyfech 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 kfemenné 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.  Odmérmé barniky 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 odmémné 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 ptes 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 méfeni 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: M4 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:

Kl — EJ
cXxs
kde:
KA = specificka extinkce pfi vinové délce A,
EL = extinkce méfena pii vlnové délce A;
¢ = koncentrace roztoku v g/100 ml;
s = délka drahy kfemenné kyvety v cm;

vyjadfeno s presnosti na dvé desetinna mista.
6.2. Zména specifické extinkce (AK)
Zmény absolutni hodnoty extinkce (AK) je déna vzorcem:

AK = ‘Kmf(

K/lmf4+K)Lm+4>‘
2

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

vyjadfeno s pfesnosti na dvé desetinnd 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 methylesteri 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 upfesiiuje 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,
pfi¢emz 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.

3.1.24.

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 ciSténi 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 mezistupen pied 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

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

Hydroxid draselny, pfiblizn¢ 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) opatiené 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 CiStény 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 ¢éast 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 draselné¢ho (3.1.2.7), ptida
se uzaver 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 pfipadé muze
byt provadén bud’ nastiik pomoci délice (split type), nebo bez déleni
piimo 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
pfipadech, 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 kifemen). 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 polysiloxani 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

Pfi montazi kapilarni kolony, napf. upravé kolony v termostatu (nosic),
vybéru a provedeni spoju (netésné spoje), polohy konce kolony
v injektoru a detektoru (zmen$eni 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 teplot¢ po dobu jedné hodiny, dokud nedojde k ustdleni zdkladni
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

Strikacka 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 pratoku nosného plynu
kolonou. Bude proto nezbytné optimalizovat pracovni podminky
puisobenim 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 (@ —~ dg)og+oq) nebo R =2 x (G —
tr(]))/(“)(l) + ('O(H))) (USP) (lekOplS USA)

nebo

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

kde:

dyqp) je retencni vzdalenost piku I

dy(ry je retencni vzdalenost piku II;

Iy je retencni Cas piku I

tyan je retencni Cas piku 1T

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 = g — 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 pikti musi
byt vzdalenost mezi dvéma piky:
dyiry — dyry = 6 0, 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 methylesterd 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 pred-
poklad neplati, viz 5.2.2.2.

5.2.2.2. Pouziti korek¢nich faktor

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 slozenim 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 pftipadé 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 pouzivaji
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,
Ajg je plocha vnitiniho standardu;
F; je korekéni faktor mastné kyseliny 7, vyjadreny 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 % pfipadd 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 zkou$ek 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
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Sitka g5 v polovicni vySce trojihelniku (ABC) a Sitka b v polovi¢ni vySce
trojuhelniku (NPM).
Obrdzek 2 Obrdazek 3
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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 methylestertim a ethylesteriim, neni-li uvedeno
jinak.
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STANOVENI OBSAHU TEKAVYCH HALOGENOVANYCH

2.2
2.3

2.4

2.5

2.6
2.7

4.2

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 % OVI10l 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 st¥ikacky.

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

Standard: halogenovand 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. Banka 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
rozpousStédel 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, jehoz 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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VM28

VM26

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 ,Senzorickd 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&d€lskymi 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 suseného
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 jeSte¢ nezralych oliv. Mozno jej vnimat v celé
ustni duting, zejména v hrdle.

Nepovinna terminologie pro ticely 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 6,0,

— stredni, pokud je median tohoto znaku vyssi nez 3,0 a nejvySe roven
6.0,

— mirny, pokud je median tohoto znaku nejvyse roven 3,0.

Ovocna chut Soubor ¢ichovych pocitki typickych pro olej, ktery
a viné zavisi na odradé oliv a pochdzi ze zdravych
a Cerstvych oliv, u nichz nepfevazuje zrala ani
nezrald ovocna chut' a viné. Je vniman pfimo a/
nebo retronasalni (pharyngonasalni) metodou ¢ichani.

Nezrala ovocna Soubor cichovych pocitki typickych pro olej, ktery

chut’ a viiné pfipomind nezralé plody, zavisi na odridé oliv
a pochazi ze zelenych, zdravych a Cerstvych oliv. Je
vnimén piimo a/nebo retronasalni (pharyngonasalni)
metodou Cichani.

Zrala ovocna Soubor ¢ichovych pocitkll typickych pro olej, ktery

chut a viiné pfipomind zralé plody, zavisi na odridé oliv
a pochazi ze zdravych, Cerstvych oliv. Je vniman
pfimo a/nebo retronaséalni (pharyngonasalni) metodou
¢ichani.

Vyvazeny Olej, jenz nevykazuje zndmky nevyvazenosti, kterou
se rozumi ¢ichovy, chutovy a hmatovy vjem oleje, ve
kterém median znaku hotky a median znaku $tiplavy
neni o vice nez dva body vys§i nez median znaku
ovocnd chut’ a viné.

Jemny olej Olej, ve kterém je median znaku hoiky a znaku
Stiplavy nejvyse roven 2,0.

Seznam termini podle intenzity vnimani:

Terminy podléhajici piedlozeni

X 1A “ Medién znaku
osvédceni o organoleptické zkousce

Ovocna chut’ a viiné —

Zrala ovocna chut’ a viné —

Nezrala ovocna chut’ a viné —

Mirna ovocna chut’ a vuné <30
Stiedni ovocna chut’ a viiné 3,0 < Me <6,0
Silnd ovocna chut’ a viné > 6,0

Mirna zrala ovocna chut’ a viné | < 3,0

Stfedni  zrald ovocna chut | 3,0 < Me < 6,0
a viné

Silna zrala ovocna chut’ a viné | > 6,0

Mirna nezrald ovocna chut’ | < 3,0
a vuné

Stiedni nezrald ovocna chut | 3,0 < Me < 6,0
a vuné
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Tverrvnin,y podléhajici pi’efiloiem; Medi4n znaku
osvédceni o organoleptické zkousce
Silnd nezrald ovocna chut | > 6,0
a viné
Mirna hoikost <30
Stiedni hotkost 3,0 < Me < 6,0
Silnd hotkost > 6,0
Mirn4 Stiplavost <30
Stredni Stiplavost 3,0 <Me £6,0
Silna Stiplavost > 6,0
Vyvazeny olej Median znaku hoiky a median znaku
stiplavy neni o vice nez 2,0 body
vy$8i nez median znaku ovocna chut
a viné.
Jemny olej Median znaku hoiky a median znaku
stiplavy neni vyssi nez 2,0.
VY M26

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 ziizeni zkuSebni mistnosti®

6. ZARIZEN{

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 pfi 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 piipadé potieby 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 pribéhu 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 odpovida za vybér, odbornou ptipravu
a sledovani posuzovatelli, aby se ubezpecil o jejich Grovni 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 zdznamtl 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, uchovéava 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 pfipadné 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
uchazeéi 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
Cislic 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 zfidka
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 ohiev vzorkd ve
sklenéné nadobce, je popsana v normé IOC/T.20/Doc. ¢. 5 ,,Sklenéné
nadobky pro hodnoceni olivového oleje®.
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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.

— Pii 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 mirné 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 Gst 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 mize 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 sloueniny 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 pocet 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 uUnavu 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 dals§iho
musi uplynout nejméné 15 minut.

9.2 Pouzivani profilového listu posuzovateli

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

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

(') MuZe ochutnavani oleje odmitnout, pokud pfi pfimém ¢ichovém vnimani zaznamena, ze
néktery z negativnich znakii je extrémné intenzivni. Tuto vyjimec¢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 idaji vedoucimi zkuSebni komise

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

Vedouci zkuSebni komise zad4 udaje z hodnoceni ziskané od jednotlivych
¢lent zkuSebni komise do pocitaového programu podobného tomu, ktery
stanovi norma IOC/T.20/Doc. ¢.°15) za ucelem statistického vypoctu
vysledkd analyzy na zakladé vypoctu jejich medidnu (viz oddil 9.4
a dodatek k této piiloze). Udaje tykajici se daného vzorku se zadavaji
pomoci matice slozené z deviti sloupcti odpovidajicich deviti organolep-
tickym vlastnostem a z n fadkd odpovidajicich n poctu posuzovatelt
zkusebni komise.

Pokud vice nez 50 % c¢lent zkuSebni komise vnimalo urcitou 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 ving), 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 ptipravu (IOC/T.20/Doc. No 14, § 5) a pro kontrolu vykonnosti
zkuSebni komise pouzil ukazatel opakovatelnosti a ukazatel odchylek
(I0C/T.20/Doc. €. 14, § 6).

VM32
9.4 Klasifikace oleje

Olej se zafadi do nasledujicich kategorii podle medianu vad a medianu
znaku ovocné chuti a viiné. Median vad se stanovuje jako median vady
vnimané s nejvétsi intenzitou. Median vad a median znaku ovocné chuti
a viné se vyjadifuje s presnosti na jedno desetinné misto.

Klasifikace oleje se provadi porovnavanim hodnoty medianu vad
a medidnu znaku ovocné chuti a viiné s nize uvedenymi referencnimi
intervaly. Pii stanovovani hranice téchto intervali byla zohlednéna
chyba metody, proto se tyto hranice povazuji za absolutni. Pocitatové
programy umoziiuji zobrazeni klasifikace v tabulce statistickych udaji
nebo na grafu.

a) Extra panensky olivovy olej: median vad se rovna 0,0 a median znaku
ovocné chuti a viiné je vyssi nez 0,0.

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

¢) Lampantovy panensky olivovy olej: median vad je vyssi nez 3,5 nebo
je median vad nejvySe roven 3,5 a medidn ovocné chuti a viné se
rovna 0,0.
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Pozndmka 1: Pokud je median znaku hotky a/nebo znaku Stiplavy vyssi
nez 5,0, uvede vedouci zkusebni komise tuto skute¢nost do
protokolu o zkousce.

V pfipadé hodnoceni, kterd se provadéji za ucelem sledovani shody, se
provadi jedna zkouska. V pfipadé oponentnich hodnoceni se musi analyza
provést dvakrat pfi riznych zkuSebnich sezenich. Vysledky duplicitni
analyzy musi byt statisticky homogenni. (Viz bod 9.5). Pokud tomu tak
neni, musi se vzorek znovu dvakrat analyzovat. Konec¢na hodnota
medianu klasifikaénich znakii se vypocte na zakladé priméru obou
mediang.
VY M29
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:

£ - |Me, — Me,|
Kde Me; a Me, jsou mediany obou duplikati (respektive prvni a druhé

analyzy) a U; a U, jsou rozsifené nejistoty ziskané pro ob¢é hodnoty,
vypoctené 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 varia¢ni 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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Obrazek 1
PROFILOVY LIST PANENSKEHO OLIVOVEHO OLEJE

Intenzita vnimani vad

Zatuchly/po kalném sedimentu

Plesnivy/vlhky/zemity

Vinny/octovy
Kysely/nakysly

Po namrzlych olivach

(po vlhkém dfevu)

Zlukly

Dalsi negativni znaky:

Deskriptor: Kovovy OO0  Travovy 00  Po &ervech 0  Hruby O
Slany [0  Piehfaty nebo piipaleny [0  Po §taveé z ploda [J
Espartovy [0  Po okurkdch [0  Olejovy O

Intenzita vnimani pozitivnich znaka

Ovocna chut’ a viné

Nezraly [ Zraly O
Horky
Stiplavy
Jméno posuzovatele: Koéd posuzovatele:
Kéd vzorku:
Podpis:
Datum:

Poznamky:
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Dodatek
Metoda vypoctu medianu a intervaly spolehlivosti
Median
Me=p (X <x,) <% "pX<x,)=>2%]

Median je definovan jako reélné ¢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 uspofdadané 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 % piipadti daného rozdéleni pravdépodobnosti.

. 1,25 xIQR
§f =——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 nizZ8i 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 "p (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 donekonec¢na 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 %.
Piiklad vypocetniho listu je uveden v piiloze I normy IOC/T 20/Doc. ¢&. 15.
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PRILOHA XV

STANOVEN{ OBSAHU OLEJE V OLIVOVYCH POKRUTINACH
Pristroje a pomcky

— vhodny extrakéni pfistroj, vybaveny bainkami 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 dokonéeni mleti se navazi asi 10 g vzorku s ptesnosti na 0,01 g.

Piiprava extraké¢ni patrony

Zkusebni vzorek se pfevede 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 vyhfaté na
teplotu nejvyse 80 °C, aby doslo ke snizeni vlhkosti a obsahu tékavych latek
na hodnotu mensi nez 10 %.



01991R2568 — CS — 20.10.2019 — 032.001 — 78

2.5

2.6

2.7

2.8

Piiprava extrakéni baiky

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 pfesnosti 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 extrakéni bafice musi byt ¢iry. Neni-li tomu tak, je nutno
jej prefiltrovat ptes 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

Vetsi 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 100 - 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 cCasového
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 CISLA

OBLAST PUSOBNOSTI

Tato mezindrodni norma specifikuje metodu stanoveni jodového ¢isla
v zivociSnych 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 cCase 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 dnu pied pouzitim.

Rozpoustédlo piipravené smichanim stejnych objemt cyklohexanu
a kyseliny octové.

Wijsovo ¢inidlo, obsahujici jodmonochlorid v kyseliné octové. Doporucuje
se pouzit Wijsovo c¢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 baitkky 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 o¢ekavaného jodového cisla, viz
tabulka 1.
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7.3

Tabulka 1
Otekévané jodové &islo 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 pfesné 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 ponecha 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 piida 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 uhlovodikl, 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 tvofenou 15 g silikagelu a ve 40 ml
hexanu pomoci davek hexanu. Necha se uplné usadit pomoci mirnych
vibraci. Pfidda 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
systétmem 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.

v M32
5.1  Hexan nebo smés alkanii s bodem varu v rozmezi od 65 do 70 °C,
destilované v rektifikaéni koloné. Hexan lze nahradit isooktanem (2,2,4-
trimethylpentanem pro chromatografii) za predpokladu, Ze je dosazeno
srovnatelnych hodnot pfesnosti. Lze zkontrolovat zbytek po odpafeni
100 ml rozpoustédla. Rozpoustédla s vys$§im bodem varu, nez ma
n-hexan, se odpafuji delsi dobu. Z divodu toxicity hexanu se vSak upfed-

nostiuji.

VYMil1
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.).

Pozndamka 4:

Obvykle mize byt silikagel pouzit pfimo z baleni bez jakéhokoli tipravy.
Neékteré Sarze silikagelu vSak mohou vykazovat nizkou aktivitu, ktera vede
k neuspokojivym chromatografickym separacim. V takovych pripadech je
nutno postupovat takto: silikagel se aktivuje nejméné 4hodinovym
zahtivanim na teplotu 550 °C. Po zahiati se silikagel vlozi do exsikatoru
a po vychladnuti se pfevede do uzaviratelné banky. Piida se 2 % vody
a protiepava se, dokud nezmizi hrudky a dokud se prasek volné
nepiesypa.

Sarze silikageld, jejichz vysledkem jsou chromatogramy se vzdjemné 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 % Cistoty)
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.

Poznamka 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 piiblizn¢ 100 ppm.

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

5.10 Pomocné plyny pro plameno-ioniza¢ni detektor: vodik o 99,9990 %
Cistot€ a Cisty vzduch.
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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 tUroven 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 prekryvani pikd. Optimalizace objemu druhé frakce neni
zpravidla nutnd, protoze dalsi slozky se dobfe separuji. Nicméné
pritomnost vétsiho piku s retencnim casem piiblizné o 1,5 minuty
niz§im nez u standardu je zpUsobena squalenem a svéd¢i o Spatné
separaci.

6.2.2 Druha frakce se zcela odpafi v rota¢nim 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 pfechovavany 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 zapisovaem: parametry pro integraci by mély byt
zvoleny tak, aby se spravné ur€ily plochy pikt. 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
nartst na teplotu 285 °C rychlosti 2 °C/min,

— vstiikovaci 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 spliujici nésledujici
podminky: pik vnitfniho standardu se musi objevit béhem péti minut
pred, nebo po Case uvedeném v bodu 6.3.2 a musi dosdhnout nejméné
80 % plného rozsahu stupnice.

Systém plynové chromatografie je nutno prezkouSet nastfikem 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
lc). Pokud se neobjevi, je mozno snizit teplotu termostatu a/nebo nahradit
kolonu pro plynovou chromatografii kolonou s nizsi polaritou.

6.3.2 Identifikace piku

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,
muize se izomer objevit jako maly pik tésné pfed pikem stigmasta-3, 5-
dienu (obrazek 2). Aby byla zajisténa eluce stigmastadienolti jako jednoho
piku, doporucuje se nahradit kolonu kolonou s niz$i polaritou, nebo
kolonou s vétsim vnitfnim primérem.

Poznamka 9:

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

6.3.3 Kvantitativni analyza

Obsah stigmastadienoltl se stanovi podle vzorce:

Ay x M,

mg/kg stigmastadienolt = m
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kde: A, = plochy pikl stigmastadienolti (jestlize je pik rozdélen,
soucet ploch obou izomeru),
A. = plochy pikil vnitfniho standardu (cholestadienu),
M, = hmotnost piidané¢ho standardu v mikrogramech,
M, = hmotnost navazenych oleji v gramech.
Detekéni limit: asi 0,01 mg/kg.
VY M32

Poznamka 10:

Pokud se stigmastadienoly vyskytuji v koncentraci vyssi nez 4 mg/kg a je-
li pozadovana kvantifikace, musi byt pouZzita metoda Mezinarodni rady
pro olivy pro stanoveni sterentl v rafinovanych olejich.
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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.



01991R2568 — CS — 20.10.2019 — 032.001 — 90

VY M25

PRILOHA XvIII

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

1. OBLAST PUSOBNOSTI

Stanoveni absolutniho 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
poctem 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 (vypocitany 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 chromatografickd 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 (pfiblizné 2 ml) se septy potazenymi teflonem a Sroubovymi
uzavery

42 Cinidla

Reak¢éni Cinidla by méla byt analytické Cistoty. Elucni rozpoustédla by
méla byt odplynéna a mohou byt nékolikrat recyklovéna, aniz by
ovlivnila separaci.

v M32
4.2.1  Petrolether pro chromatografii (40-60 °C) nebo hexan. Hexan lze
nahradit isooktanem (2,2,4-trimethylpentanem pro chromatografii) za
pfedpokladu, Ze je dosazeno srovnatelnych hodnot piesnosti.
Rozpoustédla s vy$sim bodem varu, nez ma n-hexan, se odpafuji delsi

dobu. Z divodu toxicity hexanu se vSak upfednostiiuji.

VY M25
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  Skelni vata
4.2.6  Aceton pro HPLC
42.7  Acetonitril nebo propionitril pro HPLC

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

4.2.9  Solubilizaéni rozpoustédlo: aceton

4.2.10 Referencni triglyceridy: mohou se pouzit komercni 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)

VY M32
4.2.12 Heptan pro chromatografii. Heptan Ilze nahradit isooktanem
(2,2,4-trimethylpentanem pro chromatografii).

VM25
43 Priprava vzorki

Vzhledem k celé fadé ruSivych latek, které mohou vést k faleSnym
pozitivnim vysledkim, musi byt vzorek vzdy Ccistén 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 elucniho rozpoustédla (4.2.3). Pak se
dovnitt kolony vsune trochu skelné vaty (4.2.5) a zatlaci se smérem dola
za pomoci sklenéné tyCinky (4.1.5).

V 100 ml kadince se rozmichd 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
snaz§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, oteviec 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 banky 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 zakladni linie.

Velikost nastiiku vzorku pfipraveného podle bodu 4.3 je 10 pl.

443  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 Vypocdet triacylglycerolového sloZeni (% molarni) z idaji 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 tGvahu 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)

% plochy P % plochy S % plochy P

mol p = o Pochy ¥ mol § = Py s mol Po = 2 Plochy Yo
MW P MW S MW Po

% ploch % plochy L % plochy L

molO:iA)poch moleiA)pocY moan:7A)pocy n
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+ 5 + 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 x 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 vypocita:

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) ol % 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
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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 AR 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) x mo foo(og et 20

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
vCetné 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 urfené¢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

— 4.5.52

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
2)
0,03900 mol P x 100

mol % P(1,2,3) — AT = 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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— 4.5.5.3 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) = 25— 4 9,955 = 9,204 mol %
1,002 — 1,153

mol % Ln(13) = === + 1,002 = 0,927 mol %

— 4.5.6  Vypocet triacylglyceroli

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 %
(6] 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 | 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

— 4.5.6.1. 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 % 1,015 %
mol % PoPoPo = 015 % + 1’0 0000 o ® = 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 10000 0,00118

0,00354 mol PoPoL

— 4.5.6.3 Triacylglyceroly se tfemi rdznymi 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> %0 * 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 % x 9.204% + 2 _ 4555
10 000
9,204 % * 1,153 % # 68,526 % * 2
mol % LLno — 2204 % * L. 103’0; 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
mol % PoOLn — 2015 % * ’1003’0*’ %2 0.01605

0.927 % * 1262 % % 68,526 % * 2
mol % LnPo0 — 2227 % * 1, 10/803 920% £ 201603

68,526 % * 1,153 % * 1,015 % * 2
10 000

mol % OLnPo = 0,01604

0,04812 mol PoOLn
ECN42 = 0,69512 mol TAG

Poznamka 1 Potadi 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 mize 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 piiblizn¢ tento vztah:

ECN = CN- (2,60 n,) — (235 ) — (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
retenéni 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 triglyceridti 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 o 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: myristova 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 pikti: 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
6 16
02 1
5 9 12 17
1
] 1 7 11
2 18
2
M“ZL T i = Ij—ll/\"'IA"l
0.0 'h—q LI I A N | 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

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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PRILOHA XIX

STANOVENI SLOZENI A OBSAHU STEROLU A ALKOHOLOYYCH
SLOUCENIN KAPILARNI PLYNOVOU CHROMATOGRAFI{

1.  OBLAST PUSOBNOSTI

Tato metoda popisuje postup pro stanoveni obsahu jednotlivych alkoho-
lovych sloucenin a celkovy obsah alkoholovych sloucenin v olivovych
olejich a olivovych olejich z pokrutin a jejich smésich.

Alkoholové slouceniny v olivovych olejich a olivovych olejich z pokrutin
sestavaji z alifatickych alkoholt, sterold a triterpenickych dialkoholti.
2. PODSTATA METODY

Oleje, k nimz je pfidan o-cholestanol a 1-ikosanol jako vnitini standard,
jsou zmydelnény pomoci ethanolového roztoku hydroxidu draselného;
nezmydelnitelné latky se nasledné extrahuji pomoci diethyletheru.

Jednotlivé slouceniny alkoholu se od nezmydelnitelnych latek oddéli
tenkovrstvou chromatografii na bazické silikagelové desce (referencni
metoda) nebo vysoce Gc¢innou kapalinovou chromatografii pomoci kolony
naplnéné silikagelem. Frakce oddélena ze silikagelu se pievede na
trimethylsilylethery a analyzuje se pomoci kapilarni plynové
chromatografie.
CAST 1
PRIPRAVA NEZMYDELNITELNYCH LATEK
1.  OBLAST PUSOBNOSTI

Tato Cast popisuje pfipravu a extrakci nezmydelnitelnych latek. Zahrnuje
ptipravu a extrakci nezmydelnitelnych latek z olivového oleje a olivového
oleje z pokrutin.

2. PODSTATA METODY

Vzorek se zmydelni varem pod zpétnym chladicem s ethanolovym
roztokem hydroxidu draselného. Nezmydelnitelné latky se extrahuji
pomoci diethyletheru.

3. PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni a zejména:

3.1. Baika s kulatym dnem na 250 ml vybavena zpétnym chladi¢em se
zabrusem.

3.2. Délici nalevka na 500 ml.
3.3. Barka na 250 ml.
3.4. Mikrostfikacky na 100 pl a 500 pl.

3.5. Valcova filtra¢ni nalevka s porovitou fritou G3 (pérovitost 15 az 40 pum)
o praméru pifiblizné 2 cm a vysce 5 cm, vhodna pro vakuovou filtraci
a s vnéjSim zabrusem.

3.6. Erlenmeyerova bafika na 50 ml s vnitinim zabrusem pro pouziti s filtracni
nalevkou (3.5).

3.7. Zkumavka na 10 ml s konickym dnem a sklenénou zatkou.
3.8. Exsikator s chloridem vapenatym.

4. CINIDLA

4.1. Hydroxid draselny, minimalni titr 85 %.
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4.2. Hydroxid draselny ve formé ethanolového roztoku o koncentraci pfiblizné
2 M.

130 g hydroxidu draselného (4.1) se za soucasného chlazeni rozpusti ve
200 ml destilované vody a doplni se do jednoho litru ethanolem (4.7).
Tento roztok je nutno uchovavat v dobie uzavienych sklenénych lahvich
z tmavého skla a skladovat po dobu maximalné dvou dna.

4.3. Diethylether cistoty p.a.

4.4. Bezvody siran sodny distoty p.a.

4.5. Aceton Cistoty pro chromatografii.

4.6. Diethylether Cistoty pro chromatografii.
4.7. Ethanol distoty p.a.

4.8. Ethylacetat Cistoty p.a.

4.9. Vnitini standard, a-cholestanol o Cistoté vyssi nez 99 % (Cistota musi byt
kontrolovana pomoci analyzy plynovou chromatografii).

4.10. Vnitini standardni roztok a-cholestanolu, roztok (0,2 m/V) v ethylacetatu
(4.8).

4.11. Roztok fenolftaleinu 10 g/l v ethanolu (bod 4.7).
4.12. 0,1 % roztok l-ikosanolu v ethylacetatu (m/V) (vnitini standard).

5. POSTUP

Pomoci mikrostiikacky na 500 pl (3.4) se do banky na 250 ml (3.1) da
objem vnitinitho standardniho roztoku a-cholestanolu (4.10) a objem 1-
ikosanolu (4.12) obsahujici mnozstvi cholestanolu a ikosanolu rovnajici
se piiblizné 10 % obsahu sterolu a alkoholu ve vzorku. Napiiklad pfi
analyze olivového oleje se na 5 g vzorku olivového oleje pfida 500 pl
roztoku o-cholestanolu (4.10) a 250 pl roztoku 1-ikosanolu (4.12). Pii
analyze olivového oleje z pokrutin se pfida 1 500 pl roztoku a-cholestanolu
(4.10) a 1500 pl roztoku 1-ikosanolu (4.12). Vzorek se necha odpafit do
sucha v mirném proudu dusiku a v teplé vodni lazni. Po vychladnuti banky
se do stejné banky navazi 5,00 = 0,01 g vysuSeného priefiltrovaného
vzorku.

Poznamka 1: Zivo&isné nebo rostlinné oleje obsahujici vétsi mnozstvi
cholesterolu mohou vykazovat pik s retenénim ¢asem iden-
tickym cholestanolu. Pokud k tomu dojde, musi byt
sterolova frakce analyzovana jednou s vnitfnim standardem
a jednou bez ngj.

Prida se 50 ml ethanolového roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 2
M (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 dalSich 20 minut a poté se pfes chladi¢ piida
50 ml destilované vody, chladi¢ se pak odpoji a bafika se vychladi na
teplotu pfiblizné 30 °C.

Obsah baiiky se kvantitativné pievede do délici nalevky na 500 ml (3.2)
a proplachne se nékolika davkami destilované vody (50 ml). Pfida se
ptiblizné¢ 80 ml diethyletheru (4.6), vSe se dukladné protfepe po dobu
piiblizné¢ 60 sekund a pravidelné se uvoliiuje tlak obracenim délici
nalevky a oteviranim kohoutku. Necha se odstat az do uplného oddéleni
obou fazi (viz poznamka 2). Poté se co nejvice mydlového roztoku odcerpa
do druhé délici nalevky. Stejnym zptisobem se provedou dalsi dvé extrakce
vodné-alkoholové faze, vzdy s pouzitim 60 az 70 ml diethyletheru (4.6).

Poznamka 2: VSechny emulze je mozné odstranit pfidanim malych
mnozstvi ethanolu (4.7).
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Vsechny tfi etherové extrakty se smichaji v jedné délici nalevce obsahujici
50 ml vody. Déle se promyva vodou (50 ml), dokud se promyvaci voda pii
ptidani kapky roztoku fenolftaleinu nepfestane zbarvovat rizové (4.11).
Odstrani se vodna faze, etherova faze se prefiltruje na bezvodém siranu
sodném (4.4) do pfedem zvazené baiky na 250 ml, pfi¢emz nalevka a filtr
se promyji malymi mnozstvimi diethyletheru (4.6).

Rozpoustédlo se necha odpafit destilaci ve vakuu v rotacnim odpafovaci
pii 30 °C. Prida se 5 ml acetonu (4.5) a tckavé rozpoustédlo se zcela
odstrani mirnym proudem dusiku. Zbytek se sus$i v suSané pfi
103 + 2 °C po dobu 15 min. Po vychlazeni v exsikatorech se zvazi
s presnosti na 0,1 mg.

CAST 2
SEPARACE FRAKCI ALKOHOLOVYCH SLOUCENIN
1.  OBLAST PUSOBNOSTI

Nezmydelnitelné latky, jejichz piiprava je popsdna v casti 1, se nechaji
frakcionovat v rlznych alkoholovych slouceninach, alifatickych alko-
holech, sterolech a triterpenickych dialkoholech (erythrodiolu a uvaolu).

2. PODSTATA METODY

Nezmydelnitelné latky lze frakcionovat pomoci zakladni tenkovrstvé chro-
matografie (referenéni metoda), zviditelnit a odpovidajici pasma seskrabat
a extrahovat. Alternativni metodou separace je vysoce G¢inna kapalinova
chromatografie za pouziti kolony se silikagelem a UV detektoru, jejiz
pomoci lze ziskat jednotlivé frakce. Alifatické a triterpenické alkoholy,
sterol a triterpenické dialkoholy se spole¢né izoluji.

3. PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni a zejména:

3.1. Kompletni zafizeni pro tenkovrstvou chromatografii se sklenénymi
deskami o rozmérech 20 x 20 cm.

3.2.  Ultrafialova lampa s vlnovou délkou 366 nebo 254 nm.
3.3. Mikrostiikacky na 100 pl a 500 pl.

3.4. Valcova filtraéni nalevka s porovitou fritou G3 (pérovitost 15 az 40 pm)
o praméru piiblizné 2 cm a vySce 5 cm, vhodna pro vakuovou filtraci
a s vnéjSim zabrusem.

3.5. Erlenmeyerova baika na 50 ml s vnitinim zabrusem pro pouziti s filtra¢ni
nalevkou (3.4).

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

3.7. Exsikator s chloridem véapenatym.

3.8.  Systém vysoce ucinné kapalinové chromatografie slozeny z:

3.8.1. Binarniho Cerpadla.

3.8.2. Ru¢niho nebo automatického vstfikovace s 200ul vstiikovaci smyckou.
3.8.3. Integrovaného odplynovaci zafizeni.

3.8.4. Detektoru UV-VIS nebo IR.

3.9. Kolony pro vysoce u¢innou kapalinovou chromatografii (25 cm x 4 mm
vnitini primeér) se silikagelem 60 (velikost ¢astic 5 pm).

3.10. Injekéniho filtru, 0,45 pm.

3.11. Erlenmeyerovy baiiky na 25 ml.
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4. CINIDLA
4.1.  Hydroxid draselny, minimalni titr 85 %.

4.2.  Hydroxid draselny ve form¢ ethanolového roztoku o koncentraci pfiblizné
2 M.

130 g hydroxidu draselného (4.1) se za soucasného chlazeni rozpusti ve
200 ml destilované vody a doplni se do jednoho litru ethanolem (4.9).
Tento roztok je nutno uchovavat v dobfe uzavienych sklenénych lahvich
z tmavého skla a skladovat po dobu maximalné dvou dnd.

4.3. Diethylether Cistoty p.a.

4.4. Hydroxid draselny ve formé ethanolového roztoku o koncentraci piiblizné
0,2 M.

13 g hydroxidu draselného (4.1) se rozpusti ve 20 ml destilované vody
a doplni se do jednoho litru ethanolem (4.9).

4.5. Silikagelem potazené sklenéné desky (20 x 20) bez fluorescencniho indi-
katoru o tloustce 0,25 mm (obchodné dostupné, piipraveny k pouziti).

4.6. Aceton Cistoty pro chromatografii.

4.7. n-hexan Cistoty pro chromatografii.
4.8. Diethylether Cistoty pro chromatografii.
4.9. Ethanol cistoty p.a.

4.10. Ethylacetat Cistoty p.a.

4.11. Referenéni roztok pro tenkovrstvou chromatografii: cholesterol, fytos-
teroly, alkoholy a erythrodiol — 5 % roztok v ethylacetatu (4.10).

4.12. Roztok 2,7-dichlor-fluoresceinu, 0,2 % v ethanolovém roztoku. Mirné se
alkalizuje pfidanim nékolika kapek 2M alkoholového roztoku hydroxidu
draselné¢ho (4.2).

4.13. n-hexan (4.7)/diethylether (4.8) smés 65:35 (V/V).

4.14. Mobilni faze vysoce G¢inné kapalinové chromatografie: n-hexan (4.7)/die-
thylether (4.8) smés 1:1 (V/V).

5. REFERENCNI ~ METODA  SEPARACE  ALKOHOLOVYCH
SLOUCENIN POMOCI ZAKLADNI TENKOVRSTVE CHROMATO-
GRAFICKE DESKY

Pfiprava bazickych desek pro tenkovrstvou chromatografii. Silikagelové
desky (4.5) se na 10 sekund ponofi nebo namoéi zhruba 4 cm hluboko
do ethanolového roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 0,2 M (4.4),
poté se nechaji dvé hodiny susit v digestofi a nakonec na jednu hodinu
umisti do suSarny vyhtaté na 100 °C.

Desky se vyjmou ze suSarny a az do okamziku pouziti ulozi do exsikatoru
s chloridem véapenatym (3.7) (takto upravené desky musi byt pouzity
béhem patnacti dnil).

Vyvijeci komora se naplni smési hexanu a diethyletheru (4.13) (viz
poznamka 3) do vysky pfiblizné 1 cm. Vyvijeci komora se uzavie
vhodnym krytem a nejméné pul hodiny ponecha v klidu a chladnu, aby
se mohla vytvofit rovnovaha mezi parami a kapalinou. Na vnitini povrch
vyvijeci komory je mozné pfipojit prouzky filtraéniho papiru namocené
v eluéni smési za ucelem zkraceni doby vyvolavani pfiblizné o jednu
tietinu a docileni stejnomérnéjsi, pravidelné eluce slozek.

Poznamka 3: Vyvijeci roztok musi byt pro kazdou analyzu vyménén, aby
bylo dosazeno dokonale reprodukovatelnych podminek
vyvijeni. Lze pouzit alternativni rozpoustédlo 50:50 (V/V)
n-hexanu a diethyletheru.

Ptipravi se pfiblizné 5 % roztok nezmydelnitelné latky, jejiz piiprava je
popsana v ¢&asti 1, v ethylacetatu (4.10) a 0,3 ml tohoto roztoku se pomoci
mikrostiikacky na 100 pl (3.3) nastiikne jako uzky a rovnomérny pruh
k dolnimu okraji (2 cm) chromatografické desky (4.5). Ve stejné urovni se
nanese 2 az 3 pl referencniho roztoku materialu (4.11) za Gcelem
stanoveni sterolového pasma a pasma triterpenickych dialkoholt
a alkoholil po dokonceni vyvijeni.
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Deska se umisti do vyvijeci komory (3.1). Teplota okoli se udrzuje mezi
15 a 20 °C (viz poznamka 4). Vyvijeci komora se okamzit¢ uzavie
a vzorek se necha eluovat, dokud ¢éelo rozpoustédla nedosahne piiblizné
1 cm od horniho okraje desky. Deska se poté vyjme z vyvijeci komory
a rozpoustédlo se nechad odpafit pod proudem horkého vzduchu nebo se
deska na chvili necha v digestofi.

Poznamka 4: Vyssi teplota mize zhorsit oddélovani.

Deska se lehce a rovnomérné postiika roztokem 2,7-dichlor-fluoresceinu
(4.12) a necha se uschnout. Pfi pozorovani pod UV lampou (3.2) je mozné
stanovit sterolové pasmo a pasmo triterpenickych dialkohold a alkoholu
porovnanim skvrn vytvofenych referenénim roztokem (bod 4.11). Obrysy
pasem podél okraju fluorescence se vyznadi ¢ernym znackovadem (viz
obrazek tenkovrstvé desky ¢&. 1).

Silikagel se z oznacené oblasti seskrdbe pomoci kovové stérky. Odebrana
hmota se rozmélni na malé ¢asti a pfevede do filtrani nalevky (3.4). Prida
se 10 ml horkého ethylacetatu (4.10). Obsah se dtkladné¢ promicha
kovovou stérkou a piefiltruje (v ptipadé potieby ve vakuu). Filtrat se
shromazdi v Erlenmeyerové batice (3.5) pfipojené na filtratni nalevku.

Zbytek v bance se tiikrat proplachne diethyletherem (4.3) (pfiblizné 10 ml
pti kazdém proplachnuti). Filtrat se pfitom sbira do stejné baiky ptipojené
k nalevce. Filtrat se odpafi na objem pfiblizné 4 az 5 ml a zbytkovy roztok
se prevede do pfedem zvazené zkumavky na 10 ml (3.6). Zkumavka se
vysus§i pod mirnym proudem dusiku. Zbytek se znovu rozpusti nékolika
kapkami acetonu (4.6) a opét vysu$i. Zbytek ve zkumavce je tvofen
sterolem a triterpenickycmi  dialkoholy nebo frakcemi alkoholt
a triterpenickych dialkoholt.

6. SEPARACE ALKOHOLOVE FRAKCE POMOCI VYSOCE UCINNE
KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE

Nezmydelnitelné latky ziskané podle postupu v ¢asti 1 se rozpusti ve 3 ml
mobilni faze (4.14), roztok se prefiltruje pies injekéni filtr (3.10) a uchova
se.

200 pl prefiltrovaného roztoku nezmydelnitelnych latek se vstfikne do
zatizeni vysoce ucinné kapalinové chromatogrofie (3.8).

Necha se prob&éhnout separace vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii
pfi toku 0,8 ml/min. Prvnich pét minut se nezohledni; do 25 ml Erlen-
meyerovych banék (3.11) se zachyti alifatické a triterpenické alkoholy
odseparované mezi 5. a 10. minutou a steroly a erytrodiol a uvaol odse-
parované mezi 11. a 25. minutou (viz poznamka 5).

Separaci lze sledovat UV detektorem pii vinové délce 210 nm nebo
detektorem indexu lomu (viz obrazek 6).

Frakce se odpafi do sucha a pfipravi se na chromatografickou analyzu.

Pozndmka 5: Je potfeba peclivé sledovat tlak cerpadla vysoce u¢inné
kapalinové chromatografie, protoze diethylether muze
zpusobit zvySeni tlaku — pro udrzeni tlaku pod kontrolou
je zapotiebi upravit pratok.

CAST 3
ANALYZA FRAKCI ALKOHOLOVYCH SLOUCENIN PLYNOVOU
CHROMATOGRAFII
1. OBLAST PUSOBNOSTI

Tato ¢ast popisuje pouziti plynové chromatografie v kapilarni koloné pro
stanoveni kvalitativniho a kvantitativniho slozZeni alkoholovych slouc¢enin
izolovanych podle metody uvedené v Casti 2.
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2. PODSTATA METODY

Frakce ziskané z nezmydelnitelnych latek pomoci tenkovrstvé chromato-
grafie nebo vysokouéinné kapalinové chromatografie se derivatizuji na
trimethylsilylethery a analyzuji pomoci kapilarni plynové chromatografie
opatfené nastiikovym zafizenim s délicem a plameno-ionizacnim
detektorem.

3. PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni a zejména:
3.1. Zkumavka na 10 ml s konickym dnem a sklenénou zatkou.

3.2.  Plynovy chromatograf vhodny pro pouziti s kapilarni kolonou, opatieny
nastfikovym zafizenim s délicem slozeny z:

3.2.1. termostatické kolonové komory schopné udrzovat pozadovanou teplotu
s presnosti = 1 °C;

3.2.2. vstfikovaci jednotky s termostatem (vstiikové komory) s povlakem ze
silanizovaného skla a s délicim systémem;

3.2.3. plameno-ioniza¢niho detektoru (FID);

3.2.4. systétmu pro sbér dat vhodného pro provoz s detektorem FID (3.10.3)
s moznosti manualni integrace.

3.3. Kapilarni kolona z taveného kfemene dlouhda 20 az 30 m, s vnitinim
primérem 0,25 az 0,32 mm, potazena 5 % difenyl — 95 % dimethylpoly-
siloxanem (stacionarni faze SE-52 nebo SE-54 nebo -ekvivalentni),
o jednotné tloustce 0,10 az 0,30 um.

3.4. Mikrostiikacka na 10 pl pro plynovou chromatografii opatiena tvrzenou
jehlou pro nastfik pomoci délice.

4. CINIDLA

4.1.  Bezvody pyridin pro chromatografii.
4.2. Hexamethyl disilazan Cistoty p.a.
4.3.  Trimethyl-chlorsilan Cistoty p.a.

4.4. ZkuSebni roztoky sterol(trimethylsilyl)etherd. Pripravi se ze sterolii
a z erythrodiolu ziskanych z oleju, které je obsahuji, tésné¢ pied pouzitim.

4.5.  Standardni roztoky trimethylsilyletherti alifatickych alkohold C20 az C28.
Mohou se pfipravit ze smési Cistych alkohold v dobé pozadovaného
pouziti.

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

4.7. Pomocné plyny: vodik, helium, dusik a vzduch, ¢isté pro plynovou
chromatografii.

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

4.9. n-hexan Cistoty pro chromatografii.
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5. PRIPRAVA TRIMETHYLSILYLETHERU

Do zkumavky (3.1) obsahujici frakci alkoholovych sloucenin se pfida
¢inidlo pro silylaci (4.8) (viz poznamka 6), v mnozstvi 50 pl na kazdy
mg alkoholové slouceniny. Pfitom je nutné zabranit jakékoli absorpci
vlhkosti (viz poznamka 7).

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

Poznamka 7: Vznik slabé opalescence je normalni a nezptsobuje zadnou
anomalii. Tvorba bilych vlocek nebo existence ruzového
zabarveni jsou znamkami pfitomné vlhkosti nebo degradace
¢inidla. V tomto ptipadé se zkouska musi opakovat (pouze
v ptipadé, Ze byl pouzit hexamethyl-disilazan/trimethyl-
chlorsilan).

Zkumavka (3.1) se uzavie a peclivé protiepe bez pievraceni, dokud se
slouCeniny nerozpusti. Poté se necha v klidu nejméné 15 minut pii
laboratorni teploté a nasledné nékolik minut odstied’uje. Ciry roztok je
pfipraven pro plynovou chromatografickou analyzu.

6. ANALYZA PLYNOVOU CHROMATOGRAFI{

6.1. Pripravné operace a kondicionace kapilarni kolony

Kapilarni kolona se pfipoji (3.3) k plynovému chromatografu tak, ze vstup
kolony se pfipoji k néstiikovému zafizeni s délicem a vystup kolony se
pfipoji k detektoru.

Provede se kompletni kontrola plynového chromatografu (té€snost
plynovych  okruhti, Wc¢innost detektoru, ucinnost oddélovaciho
a zapisovaciho systému atd.).

Kolonu, ktera ma byt pouzita poprvé, je nutno nejprve kondicionovat.
Kolonou se neché protékat malé mnozstvi plynu, poté se zapne plynovy
chromatograf a necha se postupné zahfivat, dokud neni dosazeno teploty
nejméné o 20 °C vyssi, nez je provozni teplota (viz poznamka 8). Tato
teplota se udrzuje nejméné dvé hodiny a poté se systém pievede do
pracovniho rezimu (regulace pratoku plynu, oddélovani, zapaleni
plamene, pfipojeni vypocetniho systému, nastaveni teploty kolony,
detektoru, injektoru atd.) a zaznamena se signal s citlivosti, ktera Cini
nejméné dvojnasobek citlivosti uvazované pro provedeni analyzy.
Zakladni linie zaznamu musi byt rovna, bez jakychkoli pikt nebo driftd.
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 niz§i nez
maximalni teplota pouzitelna pro uvazovanou stacionarni
fazi.

6.2.  Provozni podminky

Je zapottebi optimalizovat teplotni program a pritok nosného plynu tak,
aby se ziskaly chromatogramy podobné chromatogramiim na obrazcich 3
az 6.

Byly testovany a shledany jako uZzite¢né nasledujici parametry:
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6.2.1. Alifatické alkoholy

6.2.2.

Program pece

180 °C (8 min.) — 260 °C (pii 5 °C/min.) —
260 °C (15 min.)

Teplota injektoru

280 °C

Teplota detektoru:

290 °C

Linearni
nosného plynu:

rychlost

helium (20 az 30 cm/s), vodik (30 az 50 cm/s)

Oddé¢lovaci pomér:

1:50 az 1:100

Vstiiknuty objem:

0,5 az 1 pl trimethylsilyletherového roztoku

Sterol a triterpenické dialkoholy

Program pece

260 £ 5 °C isotermicky

Teplota injektoru

280 — 300 °C

Teplota detektoru

280 — 300 °C

Linearni
nosného plynu

rychlost

helium (20 az 30 cm/s), vodik (30 az 50 cm/s)

Oddélovaci pomeér:

1:50 az 1:100

Vstiiknuty objem:

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 poza-
davky:

retenéni Cas alkoholu C26 musi byt 18 + 5 minut,

pik alkoholu C22 musi byt u olivového oleje 80 + 20 % plného
rozsahu a u oleje z pokrutin 40 + 20 % plného rozsahu,

retenéni Cas B-sitosterolu by mél byt 20 + 5 minut,

pik kampesterolu musi byt u olivového oleje (stfedni obsah 3 %)
20 £ 5 % plného rozsahu,

vsechny pfitomné steroly musi byt oddéleny. Kromé separace musi byt
piky téz zcela rozliSeny, tj. drdha zdznamu piku se musi vratit na
zakladni linii dfive, nez se zvedne do dalsiho piku. Netplné
rozliSeni je vSak tolerovano za predpokladu, ze pik s relativnim
retencnim Casem 1,02 (sitostanol) je mozné kvantifikovat pomoci
kolmé usecky.

6.3.  Analyticky postup

Do mikrostiikacky na 10 pl (3.4) se natdhne 1 pl hexanu, poté 0,5 pl
vzduchu a nakonec 0,5 az 1 pl zkuSebniho roztoku. Pist mikrostiikacky se
povytédhne tak, aby se vyprazdnila jehla. Jehla se zavede pfes membranu
injektoru a pfiblizné po jedné nebo dvou sekundach se rychle nastiikne
roztok. Pfiblizné po péti sekundach se jehla pomalu vytdhne. Lze uzit
rovnéz automaticky injektor.
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Zaznamenavani je provadéno, dokud pfitomna trimethylsilyletherova smés
pfislusnych alkoholovych sloucenin neni zcela eluovana. Zékladni linie
musi i nadéle spliiovat pozadavky odpovidajicich provoznich podminek
(6.2.1 nebo 6.2.2).

6.4. ldentifikace pikt

Identifikace jednotlivych pikd se provadi podle retenénich castu
a porovnanim se smési alifatickych a triterpenickych alkohold nebo
sterolu a triterpenickych dialkohold TMSE, analyzovanou za stejnych
podminek. Chromatogram frakce alifatickych a triterpenickych dialkoholt
je znazornén na obrazku 3 a odpovidajici chromatogramy sterold
a triterpenickych dialkoholti na obrazku 2.

Alifatické alkoholy se eluuji v tomto pofadi: C20-ol (V.S.), C22-0l, C23-
ol, C24-ol, C25-0l, C26-0l, C27-0l a C28-ol.

Steroly a triterpenické dialkoholy se eluuji v tomto poradi: cholesterol,
brassikasterol, ergosterol, 24-methylen-cholesterol, kampesterol,
kampestanol, stigmasterol, A7-kampesterol, AS5,23-stigmastadienol, chle-
rosterol, P-sistosterol, sitostanol, AS-avenasterol, AS5,24-stigmastadienol,
A7-stigmastenol, A7-avenasterol, erythrodiol a uvaol.

6.5. Kvantitativni vyhodnoceni

Pomoci systému sbéru dat se vypocitaji plochy pikd 1-ikosanolu
a alifatickych alkoholti C22, C24, C26 a C28. Faktor odezvy 1-eikosanolu
by se mél povazovat za rovny 1.

Pomoci vypocetniho systému se vypocita plocha pikll a-cholestanolu,
sterolt a triterpenickych dialkoholt. Piky jakychkoli sloucenin, které
nejsou mezi slou¢eninami uvedenymi v tabulce 1 (vypocet pro ergosterol
se provadét nesmi) se ignoruji. Faktor odezvy a-cholestanolu by se mél
povazovat za rovny 1.

Obsah jednotlivych alkoholovych sloucenin vyjadfeny v mg/kg tuku se
vypocita podle vzorce:

A, X my

Alkoholova sloucenina x = x 1000
m

s

kde:

A, = plocha piku alkoholové slouceniny x vypoctena dle vypocetniho
systému.

As = plocha piku 1-ikosanolu/a-cholestanolu vypoctena dle vypocetniho
systému.
mg = mnozstvi pfidaného 1-ikosanolu/a-cholestanolu v mg.

m = hmotnost vzorku pouzitého pro stanoveni v g.

7. VYJADREN{ VYSLEDKU
Uvadi se obsah jednotlivych alifatickych a triterpenickych alkohold

v mg/kg tuku a jejich souhrn jako ,.celkovy obsah alifatickych alkohold“.
Celkovy obsah je soucet C22, C24, C26 a C28.

Slozeni jednotlivych alkoholovych slouc¢enin by se mélo vyjadfovat
s pfesnosti na jedno desetinné misto.

Celkova koncentrace sterolt by se méla vyjadiit v celych islech.
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Procentni podil jednotlivych steroli z poméru plochy pfislusného piku
k celkové plose pikti sterolti se vypocita podle vzorce:

A
Sterol x = == x 100
erol x =
kde:
A, = plocha piku sterolu x,
XA = celkova plocha pikid sterold.

Zjevny [ -sitosterol:  AS5,23-stigmastadienol +  chlerosterol  +
B-sitosterol + sitostanol + AS-avenasterol + AS5,24-stigmastadienol.

Vypocita se procentni podil erythrodiolu a uvaolu:

Er + AUV

A
Erythrodiol + uvaol = x 100

T
kde:

Ag, = plocha erythrodiolu vypoc¢tena dle vypocetniho systému,

>
c
<
Il

plocha uvaolu vypoctena dle vypocetniho systému.

= soucet ploch piku sterolu + erythrodiolu + uvaolu vypoétenych
dle vypocetniho systému.

>
e
[

Kromé vypoctu relativniho podilu jednotlivych sterolii a triterpenickych
dialkoholi a celkové koncentrace sterolli se musi vypocitat také konc-
entrace erythrodiolu a uvaolu a jejich soucet v mg/kg tuku, a to podle
nasledujicich vzorci:

A,

Erythrodiol — % % 1000
o Xm

y

Uvaol =20 "s o 1000

s Xm

o = plocha piku erythrodiolu vypoétena dle vypocetniho systému,

A

Ay = plocha uvaolu vypoctend 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.
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Dodatek

Uhlovodiky
a-tokoferol

Prenoly

Triterpenické alkoholy
Alifatické alkoholy
Metylsteroly

Steroly

(=
[ N e Y S

Triterpenické dialkoholy

(3}

ﬁ _ _

Obrazek 1 — tenkovrstva chromatografie nezmydelnitelné frakce z olivového oleje z pokrutin
dvakrat eluované s hexanem:diethyletherem (65:35), vyvinuté s SO4H2 (50 %) a zahiaté. Pasma,
ktera je tfeba seskrabat, se nachazi v obdélniku; 1 jsou pasma alifatickych alkoholii a 2 sterold
a triterpenickych dialkoholu.

Tabulka I — Relativni reten¢ni ¢asy steroli

Relativni retencni Cas
Pik Identifikace
Kolona SE 54 Kolona SE 52
1 Cholesterol A-5-cholesten-3f-ol 0,67 0,63
2 Cholestanol Sa-cholestan-3f-ol 0,68 0,64
3 Brassikasterol [24S]-24-methyl-A-5,22-cholestadien-3-ol 0,73 0,71
* Ergosterol [24S]-24-methyl-A-5,7,22 cholestatrien-3f-ol 0,78 0,76
4 24-methylen- 24-methylen-A-5,24-cholestadien-3f-o01 0,82 0,80
cholesterol

5 Kampesterol (24R)-24-methyl-A-5-cholesten-3p-ol 0,83 0,81
6 Kampestanol (24R)-24-methyl-cholestan-33-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol (24S)-24-ethyl-A-5,22-cholestadien-33-ol 0,88 0,87
8 A-7-kampesterol (24R)-24-methyl-A-7-cholesten-3-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol | (24R,S)-24-ethyl-A-5,23-cholestadien-33-ol 0,95 0,95
10 Chlerosterol (24S)-24-ethyl-A-5,25-cholestadien-33-ol 0,96 0,96
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Relativni retencni Cas
Pik Identifikace
Kolona SE 54 Kolona SE 52
11 B-sitosterol (24R)-24-ethyl-A-5-cholesten-33-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-ethyl-cholestan-3-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol (24Z)-24-ethyliden-A-cholesten-3f-ol 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienol | (24R,S)-24-ethyl-A-5,24-cholestadien-33-ol 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol (24R,S)-24-ethyl-A-7-cholesten-3f-ol 1,12 1,12
16 A-7-avenasterol (24Z)-24-ethyliden-A-7-cholesten-3f-ol 1,16 1,16
17 Erythrodiol Sa-olean-12-en-3,28-diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-ursen-3p,28-diol 1,52 1,52
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Obrazek 2 — GC-FID chromatograficky profil sterolu a triterpenickych dialkoholti z rafinovaného
olivového oleje. (1) Cholesterol, (2) a-cholestanol (V.S.), (3) 24-methylencholesterol, (4) kampes-
terol, (5) kampestanol, (6) stigmasterol, (7) AS5,23-stigmastadienol, (8) chlerosterol, (9) B-sitosterol,
(10) sitostanol, (11) AS5-avenasterol, (12) A5,24-stigmastadienol, (13) A7-stigmastenol, (14) A7-
avenasterol, (15) erythrodiol, (16) uvaol.
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Obrazek 3 — GC-FID chromatograficky profil sterolu a triterpenickych dialkoholl z lampantového
olivového oleje. (1) Cholesterol, (2) a-cholestanol, (3) brassikasterol, (4) 24-methylencholesterol,
(5) kampesterol, (6) kampestanol, (7) stigmasterol, (8) A7-kampesterol, (9) AS,23-stigmastadienol,
(10) chlerosterol, (11) B-sitosterol, (12) sitostanol, (13) AS-avenasterol, (14) AS,24-stigmastadienol,
(15) A7-stigmastenol, (16) A7-avenasterol, (17) erythrodiol, (18) uvaol.
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Obrazek 4 — GC-FID chromatograficky profil alifatickych alkoholii a triterpenickych alkoholu
z olivového oleje. (V.S.) C20-ol, (1) C22-ol, (2) C24-ol, (3) C26-ol, (4) C28-ol, (5) triterpenické
alkoholy.
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Obrazek 5 — GC-FID chromatograficky profil alifatickych alkoholii a triterpenickych alkohold
z rafinovaného olivového oleje a olivového oleje po druhém odstred’ovani. (V.S.) C20-ol, (1)
C22-0l, (2) C24-ol, (3) C26-0l, (4) C28-0l, (5) triterpenické alkoholy.
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Obrazek 6 — Chromatogram nezmydelnitelnych latek z olivového oleje separovanych vysoce
ucinnou kapalinovou chromatografii za pouziti UV detektoru. (1) Alifatické a triterpenické
alkoholy, (2) steroly a triterpenické dialkoholy.
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PRILOHA XX

Metoda stanoveni obsahu voskii, methylesteri mastnych Kyselin
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 piimy nastfik 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 niz§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, 60200 pm mesh. Silikagel se umisti alesponi na ¢tyfi hodiny
do muflové pece o teploté¢ 500 °C. Necha se ochladit a ptidaji se 2 %
vody v zavislosti na mnoZstvi pouzitého silikagelu. Radnym protfepanim
se smés homogenizuje a pfed pouzitim se ponechd nejméné 12 hodin
v exsikatoru.

v M32
4.2.  n-hexan pro chromatografii nebo pro residudlni analyzu. Hexan lze
nahradit isooktanem (2,2,4-trimethylpentanem pro chromatografii) za
predpokladu, ze je dosazeno srovnatelnych hodnot pfesnosti.
Rozpoustédla s vyssim bodem varu, nez ma n-hexan, se odpafuji delsi
dobu. Z diivodu toxicity hexanu se vSak upfednostiiuji. Musi byt kontro-
lovéana cistota — lze napiiklad zkontrolovat zbytek po odpafeni 100 ml
rozpoustédla.

POZOR! — Vypary se mohou vznitit. Chraiite pfed zdroji tepla, jiskrami
¢i pfimym plamenem. Ujistéte se, ze jsou lahve vzdy fadné uzavieny. Pii
pouziti zajistéte fadné vétrani. Zabranite hromadéni vypari a eliminujte
veskeré pii¢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 bunék.
Zabranite vdechnuti vypart. V ptipadé nutnosti pouzijte vhodny respiraéni
piistroj. Zabraiite styku s o¢ima a s pokozkou.

Isooktan je hoflava kapalina ptedstavujici nebezpeéi pozaru. Meze
vybusnosti v ovzdu$i odpovidaji 1,1 % az 6,0 % (obsahu v %
objemovych). Pii poziti a vdechnuti je toxicky. Pfi praci s timto rozpous-
tédlem pouzijte digestoi v dobrém provoznim stavu.

VYM23
4.3.  Ethylether pro chromatografii

POZOR! - Vysoce hoflavy a mirné jedovaty. Drazdi pokozku. Vdechnuti
je 8kodlivé. MuaZze zpisobit poskozeni zraku. Uginky mohou byt
opozdéné. Muze vytvaiet vybusné peroxidy. Vypary se mohou vznitit.
Chranite pied zdroji tepla, jiskrami ¢i pfimym plamenem. Ujistéte se, ze
jsou lahve vzdy fadné 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 vypar. Zabraite dlouhotr-
vajicimu ¢i opakovanému styku s pokozkou.

4.4. N-heptan Cistoty pro chromatografii nebo isooktan.

POZOR! - Hoflavy. Vdechnuti je $kodlivé. Chranite pfed zdroji tepla,
jiskrami ¢i pfimym plamenem. Ujistéte se, Zze jsou lahve vzdy fadné
uzavieny. Pii pouziti zajistéte fadné vétrani. Zabraite vdechnuti vypart.
Zabrante dlouhotrvajicimu ¢i opakovanému styku s pokozkou.

4.5. Standardni roztok 0,05 % (m/V) laurylcharidatu (poznamka 3)
v heptanu (vnitini standard pro vosky).

Poznamka 3: Lze také pouzit palmityl-palmitat, myristyl-steardt ci
arachidyl-laureat.

4.6. Standardni roztok 0,02 % (m/V) methylheptakaprinitu v heptanu
(vnitfni standard pro methylestery a ethylestery).

4.7.  Sudan 1 (1-fenylazo-2-naftol).
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4.8. Nosny plyn: vodik ¢i helium, ¢isty pro plynovou chromatografii.

POZOR!

Vodik. Pod tlakem vysoce hoflavy. Chraiite pfed zdroji tepla, jiskrami,
ptimym plamenem a uchovavejte mimo dosah elektrickych pfistroju
z hotlavého 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
sluneénim 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 prevrhnout. Pfi otvirdni ventilu
nestiijte pred vypustnym otvorem lahve. Chrainte 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.
Pfed 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 pouZzivan 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 prutoku piiblizné¢ 15 kapek za 10 sekund.
(Tato frakce obsahuje methylestery, ethylestery a vosky.) (poznamka 4)
(poznamka 5)

Pozndamka 4: Kazdy den by se méla ptipravit 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 odpafovaci, 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
pfipoji 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 nosné¢ho 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 pritoku plynu, zapéleni plamene,
pfipojeni elektronického zapisovace (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 pik
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.

Poznamka 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 oddélit 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 pikt.

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 vypocita sectenim jednotlivych voskia 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 ethylesteri 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 Am
kde:
A, = plocha piku pfislusného esteru Cq a C;g vypoétena pocitacem
A; = plocha piku vnitiniho standardu methylheptakaprinatu vypoctena
pocitatem
mg; = hmotnost pfidaného vnitiniho standardu methylheptakaprinatu
v mg;
m = hmotnost vzorku pouzitého pro stanoveni v gramech.

6. VYJADRENI VYSLEDKU

Uvadi se souhrn obsaht jednotlivych voskd Cy az Cyg (poznamka 7)
v mg/kg tukové latky.

Uvadi se souhrn obsahll jednotlivych methylesterti a ethylesteri 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 cislem C,y az Cuq podle
vzorového chromatogramu voskii 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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VYM23
Obrazek 1
Priklad plynového chromatogramu frakce voski olivového oleje ()
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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 Cyg
3+3" = Estery Cy,

4+4" = Estery Cyy
5 = Estery Cyq

6 = Estery steroli 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
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Vysvétlivky:
1 — Methyl C16
2 — Ethyl C¢
3 — Vnitini standard methylheptakaprinat
4 — Methyl Cg
5 - Ethyl C]g
6 — Squalene
7 — Vnitini standard laurylcharidat
A - Estery diterpent
B - Vosky
C — Estery sterold a triterpent
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Obrazek 3
Methylestery, ethylestery a vosky v extra panenském olivovém oleji
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Vysvétlivky:
1 - Vnitini standard methylheptakaprinat
2 - Methyl C18
3 — Ethyl C
4 — Squalen
5 — Vnitini standard laurylcharidat
A - Estery diterpent
B - Vosky
C — Estery sterolii a triterpentt
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VYM23
Obrazek 4
Cast chromatogramu extra panenského olivového oleje a stejného oleje uméle
obohaceného dezodorizovanym olejem
23-Mar-2007
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Vysvétlivky:
1 — Vnitini standard methyl-myristat

2 — Methyl-palmitat
3 — Ethyl-palmitat
4 — Vnitini standard methylheptakaprinat

5 — Methyl-linoleat

=)
|

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 (4) Zaver
Parametry Pokud Median
. Misto, kde g o . . . ano, - znaku Poza-
Vzorek Kategorie %eme byla inspekce Oﬁ,c idIni Ozanacem Podmmlfy, 'Chybne Citelnost | C/NC (3) mumo oznacte C/NC () M?dlan ovocna C/NC () dované Sankce
pavodu . nazev pivodu |skladovani | informace limity , zavad s Yo
provedena (1) ANO/NE ktery chut opatieni
(které) (?) a vuné

(') Vnitini trh (lisovny, stacirny, 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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