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NARIZENI KOMISE (EHS) & 2568/91

ze dne 11. Cervence 1991

o charakteristikich olivového oleje a olivového oleje z pokrutin a o pFislusnych metodéich analyzy

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodéiského
spolecenstvi,

s ohledem na natizeni Rady ¢. 136/66/EHS ze dne 22. zati 1966
o zifzeni spole¢né organizace trhu s oleji a tuky (1), naposledy
pozménéné nafizenim (EHS) €. 3577/90 (?), a zejména na ¢lanek
35a uvedeného nafizeni,

vzhledem k tomu, 7Ze pfiloha nafizeni ¢ 136/66/EHS obsahuje
oznaceni a definice olivového oleje a olivového oleje z pokrutin,
které jsou uvadény na trh v jednotlivych ¢lenskych statech, v ramci
obchodu uvnitt Spolecenstvi a v rdimci obchodu s tfetimi zemémi;

vzhledem k tomu, Ze za ¢elem rozliSovani mezi riznymi druhy
olivového oleje je nutno definovat fyzikélni a chemické vlastnosti
kazdého z nich, jakoz i organoleptické vlastnosti panenského oli-
vového oleje, aby byla zarucena Cistota a jakost danych vyrobki,
aniz jsou dotcena jind existujici ustanoven;

vzhledem k tomu, Ze pfitomnost charakteristik rtiznych druhi
olivového oleje je nutno stanovit v celém Spolecenstvi jednotné;
Ze za timto UCelem je tfeba vypracovat metody Spolecenstvi
pro chemickou analyzu a organoleptické hodnoceni; Ze
v pfechodném obdobi je nutno povolit pouzivani jinych metod
analyzy v ¢lenskych statech s podminkou, Ze v p¥ipadé rozdilnych
vysledka budou rozhodujici vysledky ziskané metodou Spolecen-
stvi;

vzhledem k tomu, Ze definice fyzikalnich a chemickych vlastnosti
olivového oleje a metod analyzy zptisobuje zménu doplitkovych
poznamek ke kapitole 15 kombinované nomenklatury;

vzhledem k tomu, Ze metoda hodnoceni organoleptickych vlast-
nosti panenského olivového oleje zahrnuje sestaveni zkusebnich
komisi z vybranych a vyskolenych posuzovatelti; ze obdobi
nezbytné pro vytvofeni takové struktury je proto tfeba pevné sta-
novit; Ze s ohledem na potize, s nimiz se nékteré ¢lenské staty

(1) UF. vést. 172, 30.9.1966, 5. 3025/66.
() Ut vést. L 353, 17.12.1990, s. 23.

setkaji pfi sestavovani zkusebnich komisi posuzovateld, je nutno
povolit vyuziti zkuebnich komisi sestavenych v jinych ¢lenskych
statech;

vzhledem k tomu, Ze v zdjmu zajisténi spravného fungovani
rezimu ddvek na dovoz olivovych pokrutin je nutno stanovit jed-
notnou metodu pro stanoveni obsahu oleje v téchto produktech;

vzhledem k tomu, Ze v zdjmu hladkého fungovani trhu je tieba
pfijmout opatfeni, aby bylo mozné olivovy olej stoceny do obali
pfed vstupem tohoto nafizeni v platnost umistit béhem ome-
zeného ¢asového obdobi na trhu;

vzhledem k tomu, Ze je nutné zrusit nafizeni Komise (EHS)
¢. 1058/77 (), naposledy pozménéné nafizenim (EHS)
& 1858/88 (4);

vzhledem k tomu, Ze Ridici vybor pro oleje a tuky nezaujal sta-
novisko ve lhaté stanovené jeho predsedou,

PRIJALA TOTO NARIZENT:

Cldnek 1

1. Oleje s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikim
stanovenym v bodech 1, 2 a 3 piilohy I tohoto nafizeni, jsou
povazovany za panenské olivové oleje ve smyslu bodu 1 pism. a),
b) a ) ptilohy nafizeni ¢. 136/66/EHS.

2. Olej s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikdm sta-
novenym v bodu 4 piilohy I tohoto nafizeni, je povazovén za
lampantovy panensky olivovy olej ve smyslu bodu 1 pism. d)
piilohy nafizeni ¢. 136/66/EHS.

3. Olej s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikdm sta-
novenym v bodu 5 piilohy I tohoto nafizeni, je povazovédn za
rafinovany olivovy olej ve smyslu bodu 2 pfilohy nafizeni
¢ 136/66/EHS.

() Ur vést. L 128, 24.5.1977, s. 6.
(#) Ut vést. L 166, 1.7.1988, s. 10.
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4. Olej s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikdm sta-
novenym v bodu 6 piilohy I tohoto nafizent, je povazovin za oli-
vovy olej ve smyslu bodu 3 pfilohy nafizeni ¢. 136/66/EHS.

5. Olegj s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikdm sta-
novenym v bodu 7 piilohy I tohoto nafizeni, je povazovan za
surovy olivovy olej z pokrutin ve smyslu bodu 4 piilohy nafizeni
¢ 136/66/EHS.

6. Olej s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikim sta-
novenym v bodu 8 piilohy I tohoto nafizeni, je povazovén za
rafinovany olivovy olej z pokrutin ve smyslu bodu 5 piilohy
nafizeni ¢. 136/66/EHS.

7. Olej s charakteristikami, které odpovidaji charakteristikdm sta-
novenym v bodu 9 pfilohy I tohoto nafizent, je povazovan za oli-
vovy olej z pokrutin ve smyslu bodu 6 piilohy nafizeni
& 136/66/EHS.

Cldnek 2

1. Charakteristiky olivovych oleji uvedenych v piiloze I se sta-
novi v souladu s témito metodami analyzy:

— stanoveni volnych mastnych kyselin, vyjadfenych v procen-
tech kyseliny olejové, metodou uvedenou v piiloze II,

— stanoveni peroxidového ¢isla metodou uvedenou v piiloze III,

— stanoveni alifatickych  alkoholi metodou uvedenou
vpiiloze IV,

— stanoveni obsahu sterol metodou uvedenou v piiloze V,

— stanoveni erythrodiolu a uvaolu metodou uvedenou
vpiiloze VI,

— stanoveni nasycenych mastnych kyselin v triglyceridech
vazanych v poloze 2 metodou uvedenou v pifloze VII,

— stanoveni  obsahu trilinoleinu  metodou  uvedenou

vpiiloze VIII,
— spektrofotometrickd analyza metodou uvedenou v pifloze IX,

— stanoveni sloZeni mastnych kyselin metodou uvedenou
v piilohdch XA a XB,

— stanoveni tékavych halogenovanych rozpoustédel metodou
uvedenou v piiloze XI,

— hodnoceni organoleptickych vlastnosti panenského olivového
oleje metodou uvedenou v piiloze XII, pouzivanou v souladu
s odstavcem 2,

— dtkaz o tom, Ze probéhla rafinace, metodou uvedenou
v piiloze XIIIL

2. Hodnocen{ organoleptlckych vlastnosti provad{ analytik —
v piipadé potieby s pomoci odbornika — postupem uvedenym
v poznamkach k degustaci, na které odkazuje piiloha XII. Pokud
jsou vysledkem analyzy jiné charakteristiky nez ty, které

vyplyvaji z oznaceni vyrobku, musi vzorek prezkoumat zkugebni
komise posuzovatelt v souladu s ustanovenimi pfilohy XIL

Ptipadnou kontroln{ analyzu provadi zkuSebni komise posuzova-
teld podle stejnych ustanoveni.

Zkusebni komise posuzovatel posuzuje organoleptické vlast-
nosti v souvislosti s interven¢nimi opatfenimi podle ustanoveni
piilohy XIIL

Cldnek 3

Zavedeni metod analyzy podle ¢lanku 2 nebrdni do 31. fijna 1992
lenskym statim v pouzivani jinych vyzkouSenych a védecky
opodstatnénych metod, pokud je povolen volny pohyb vyrobka
uznanych za vyhovujici platnym pravnim pfedpistm, jimiz se fid{
metody Spolecenstvi. Pfed pouzitim jinych metod toto doty¢né
Clenské staty sdéli Komisi.

Pokud metody poskytnou rozdilné vysledky, budou rozhodujici
vysledky ziskané metodou Spolecenstvi.

Cldnek 4

1. Zatcelem posouzeni organoleptickych vlastnosti sestavi ¢len-
ské staty zkuSebn{ komise z posuzovateld, ktefi prosli odbornou
piipravou podle pravidel popsanych v piiloze XIL

2. Pokud budou mit ¢lenské stdty na svém tzemi potiZe pii sesta-
vovani zkuSebni komise posuzovatelt, mohou vyuzit sluzeb zku-
$ebni komise posuzovatelti piisobici v jiném ¢lenském stétu.

Cldnek 5

Doplinkové pozndmky 2, 3 a 4 ke kapitole 15 kombinované
nomenklatury se nahrazuji doplikovymi poznidmkami
uvedenymi v piiloze XIV.

Cldnek 6

1. Obsah oleje u pokrutin z oliv a jinych zbytkd po extrakei oli-
vového oleje (podpolozky 2306 90 11 a 2306 90 19) se stanovi
metodou uvedenou v piiloze XV.

2. Obsah oleje, na ktery odkazuje odstavec 1, se vyjadfuje v pro-
centech hmotnosti oleje v susiné.

Cldnek 7
Pokud jde o pfitomnost nezddoucich latek, jinych neZ na které
odkazuje pfiloha XI, pouziji se pfislusné piedpisy Spolecenstvi.
Cldnek 8

1. Clenské stéty sdéli Komisi opatfen{ pfijatd k provddéni tohoto
nafizeni.
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2. Clenské staty predaji Komisi na zacdtku kazdého pololeti sou-
hrn analytickych tdaji, které se vztahuji ke zkouskdm prove-
denym béhem piedchoziho pololeti.
Vysledky budou pfezkoumdny Ridicim vyborem pro oleje a tuky
postupem podle ¢lanku 39 nafizeni ¢. 136/66/EHS.

Cldnek 9

Natizeni (EHS) ¢. 1058/77 se zruduje.

Cldnek 10

1. Toto nafizeni vstupuje v platnost tfetim dnem po vyhlaSeni
v Ufednim véstniku Evropskych spolecenstvi.

Metoda uvedend v priloze XII se viak pouzije ode dne
1. ledna 1992, s vyjimkou piipadi, kdy se jednd o intervenéni
opatfen.

2. Toto nafizeni se nepouZije na olivovy olej a olivovy olej
z pokrutin stoceny do obalti pfed vstupem tohoto nafizeni v plat-
nost a uvedeny na trh do 31. fijna 1992.

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu a pfimo pouzitelné ve vSech ¢lenskych sttech.

V Bruselu dne 11. ¢ervence 1991.

Za Komisi
Ray MAC SHARRY

clen Komise
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PRILOHA II

STANOVENI VOLNYCH MASTNYCH KYSELIN

1. STANOVENI KYSELOSTI
Stanoveni volnych mastnych kyselin v olivovych olejich. Obsah volnych mastnych kyselin je vyjaden jako
kyselost vypoctend obvyklym zptsobem.

1.1. Podstata metody
Vzorek se rozpusti ve smési rozpoustédel. PFitomné volné mastné kyseliny se potom titruji ethanolickym roz-
tokem hydroxidu draselného.

1.2. Chemikalie

Vsechna ¢inidla musi mit ¢istotu p. a., voda destilovand nebo odpovidajici ¢istoty.

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

Pozndmka:  diethylether je vysoce hoflavy a miize vytvafet vybusné peroxidy. Pfi jeho pouzivani je tieba dbdt zvysené opatr-
nosti.

ouzitim pomoci roztoku hydroxidu draselného (1.2.2) a pfidd se 0,3 ml fenol-

Neutralizuje se tésné pied p
.3) na 100 ml smési.

ftaleinového roztoku (1.2

Pozndmka: neni-li mozné pouzit diethylether, miize se pouzit smésné rozpoustédlo obsahujici ethanol a toluen. V pfipadé
potieby muze byt ethanol nahrazen 2-propanolem.

1.2.2  Hydroxid draselny, titra¢ni ethanolicky roztok o koncentraci ¢(KOH) pfiblizn¢ 0,1 mol[l, nebo v piipadé
potieby pfiblizné 0,5 mol/l.

Presnd koncentrace ethanolického roztoku hydroxidu draselného musi byt zndma a zkontrolovana tésné pred

pouzitim. Pouzije se roztok pfipraveny nejméné pét dnii pred pouzitim a dekantovany v ldhvi z hnédého skla
s gumovou zitkou. Roztok musi byt bezbarvy nebo pouze slabé zbarveny.

Pozndmka:  stabilni bezbarvy roztok hydroxidu draselného je mozné pfipravit takto: do varu se uvede 1 000
ml ethanolu s 8 g hydroxidu draselného a 0,5 g hlinikovych hoblin a nechd se jednu hodinu
vafit pod zpétnym chladi¢em. Okamzit¢ se destiluje. V destilatu se rozpusti pozadované mnoz-
stvi hydroxidu draselného. Nékolik dnt se nechd stit a oddéli se ¢istd kapalina od usazeniny
uhli¢itanu draselného.

Tento roztok je téZ mozné pFipravit bez destilace takto: do 1 000 ml ethanolu se pfidd 4 ml
aluminium-butyldtu a smés se nechd nékolik dni stit. Odsazend kapalina se slije a v ni se roz-
pusti pozadované mnozstvi hydroxidu draselného. Roztok je pfipraven k pouziti.

1.2.3  Fenolftalein, roztok o koncentraci 10 gfl, v 95 % - 96 % ethanolu (V/V), nebo alkalickd modi (v pfipadeé silné
zbarvenych tukd), roztok o koncentraci 20 g/l, v 95 % - 96 % ethanolu (V/[V).

1.3 Pfistroje a pomiicky

Obvyklé laboratorni p¥istroje a pomticky, mj.:
1.3.1 analytické vihy,
1.3.2  Erlenmeyerova barika na 250 ml,

1.3.3 byreta na 10 ml s hodnotou dilku 0,05 ml.

1.4 Postup

1.4.1 Pfiprava vzorku na testovan{
(Testovani se provadi s filtrovanym vzorkem. Pokud celkovy obsah vody a necistot ¢ini méné nez 1 %, pro-
vede se testovani s nefiltrovanym vzorkem.)

1.4.2 Odbér vzorku

Hmotnost vzorku se #idi podle o¢ekdvaného obsahu volnych mastnych kyselin (podle tdaji v dale uvedené
tabulce).
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Ocekévany obsah volnych mastnych Hmotnost vzorku Pfesnost vdZeni na
kyselin (@ ®
<1 20 0,05
1az4 10 0,02
4az 15 2,5 0,01
15az 75 0,5 0,001
> 75 0,1 0,0002

Vzorek se navazi v Erlenmeyerové bance (1.3.2).
1.4.3 Stanoveni
Vzorek (1.4.2) se rozpusti v 50 aZ 150 ml pfedem neutralizované smési diethyletheru a ethanolu (1.2.1).

Titruje se za soucasného michdni roztokem hydroxidu draselného o koncentraci pfiblizné 0,1 mol/l (1.2.2)
(viz pozndmka 2), dokud nedojde k barevné zméné indikdtoru (rdzova zbarveni fenolftaleinu musi trvat nej-
méné 10 sekund).

Poznamky: 1. Pokud pfidané mnozstvi vody nevyvola rozlozeni fazi, Ize titra¢ni ethanolicky roztok hydroxidu drasel-
ného (1.2.2) nahradit vodnym roztokem hydroxidu draselného nebo sodného.

Poznamky: 2. Pokud je k titraci potieba vice nez 10 ml roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 0,1 mol/l, je nutno
pouzit roztok o koncentraci 0,5 mol/l.

Pozndmky: 3. Pokud se béhem titrace roztok zakali, je nutno pfidat dostacujici mnozstvi rozpoustédel (1.2.1), aby roztok
byl opét ¢iry.
1.5  Vypocet obsahu volnych mastnych kyselin vyjddfenych jako procento kyseliny olejové

Obsah volnych mastnych kyselin v % hmotnostnich se vypocitd podle vzorce:

M 100 VxcxM
X = —

10000 m 10x m

V x¢ x

kde

V = spotieba titra¢ntho roztoku hydroxidu draselného v ml;

¢ = pfesnd koncentrace roztoku hydroxidu draselného v mol/l;

M = moldrni hmotnost v g na mol kyseliny pouzité pro vypocet (= 282);

m = hmotnost vzorku v g.

Za vysledek se povazuje aritmeticky primér dvou stanoveni.
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PRILOHA 1II
STANOVENI PEROXIDOVEHO CISLA

PREDMET

tato metoda popisuje postup stanoveni peroxidového ¢isla v olejich a tucich.

OBLAST POUZIT]

tato metoda plati pro Zivoci§né a rostlinné oleje a tuky.

DEFINICE

Peroxidové &islo je mnozZstvi téchto latek ve vzorku, vyjadiené v milimolech aktivniho kysliku na kg, které
oxiduji jodid draselny za popsanych pracovnich podminek.

PODSTATA

Reakce vzorku s jodidem draselnym v roztoku kyseliny octové a chloroformu. Titrace uvolnéného jodu
standardizovanym roztokem thiosiranu sodného.

PRISTROJE

Vsechna zaiizeni musi byt zbavena redukénich a oxidacnich latek.
Pozndmka: ~ zabrusy nesmi byt mazany tukem.

Sklenénd vdzenka na 3 ml.

Barky na 250 ml se zdbrusy, predem vysusené a naplnéné ¢istym, suchym inertnim plynem (dusik, nebo
1épe oxid uhlicity).

Byreta na 25 nebo 50 ml, s hodnotou dilku 0,1 ml.

CHEMIKALIE

Chloroform ¢istoty p. a., zbaveny kysliku probubldvanim proudem suchého inertniho plynu.

Ledovd kyselina octova Cistoty p. a., zbavend kysliku probubldvidnim proudem suchého inertniho plynu.
Jodid draselny, nasyceny vodny roztok, ¢erstvé pfipraveny, zbaveny jodu a jodi¢nan.

Thiosiran sodny, vodny roztok o koncentraci pfesné 0,01 nebo 0,002 mol[l, pfipraveny tésné pied pou-
Zitim.

Skrobovy roztok, vodnf disperze 10 gfl, Cerstvé piipraveny z piirodniho rozpustného skrobu.

VZOREK

Vzorek je nutno odebrat a skladovat v temnu a chladu ve zcela naplnéném sklenéném obalu, hermeticky
uzavieném zabrousenou sklenénou, nebo korkovou zatkou.

POSTUP
Stanoveni musi byt provddéno v rozptyleném dennim svétle, nebo pfi umélém osvétleni. Vzorek se navdzi

ve sklenéné vézence (5.1) nebo v bance (5.2) s pfesnosti na 0,001 g s ohledem na ocekdvand peroxidové
Cisla podle déle uvedené tabulky:
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Ocekdvané peroxidové ¢islo Hmotnost zkusebniho vzorku
(meq O,/kg) ®
0az 12 5,0 az 2,0
12 az 20 2,0az1,2
20 az 30 1,2a20,8
30 az 50 0,8 az 0,5
50 az 90 0,5az 0,3

Z banky (5.2) se vyjme zitka a vloZi se do ni vdZenka obsahujici vzorek. Pfidd se 10 ml chloroformu (6.1).
Vzorek se rychle rozpust{ zamichdnim. Pfidd se 15 ml kyseliny octové (6.2) a potom 1 ml roztoku jodidu dra-
selného (6.3). Barika se ihned uzavie, 1 minutu protfepdvd a nechd se stdt pfesné 5 minut v temnu pii teploté
15°Ca25°C

Pridd se pfiblizné 75 ml destilované vody. Uvolnény jod se po piidavku krobového roztoku (6.5) jako
indikdtoru za silného protiepdvani titruje roztokem thiosiranu sodného (6.4) pfi pouziti koncentrace 0,002

mol/l roztoku pro pfedpoklddané peroxidové &islo do 12, nebo roztokem o koncentraci 0,01 mol/l pro
pfedpoklddané peroxidové ¢islo vétsi nez 12.

Z jednoho analytického vzorku se provedou dvé stanoveni.
Spolu s vlastnim stanovenim se provadi slepy pokus. Jestlize vysledky slepého pokusu presahnou 0,05 ml roz-
toku thiosiranu sodného o koncentraci 0,01 mol/l (6.4), je nutno vyménit znecisténd Cinidla.
9. VYJADREN{ VYSLEDKU
Peroxidové ¢&islo (PV) vyjadfené v milickvivalentech aktivniho kysliku na kg se vypocitd podle vzorce:

V xTx1000

m

PV

V = objem roztoku thiosiranu sodného (6.4), pouzitého pro stanoveni, korigovany s ohledem na slepy
pokus;

T = presnd molarita pouzitého roztoku thiosiranu sodného (6.4);

m = hmotnost zkusebniho vzorku v g.

Za vysledek se povazuje aritmeticky priimér dvou stanoven.
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PRILOHA IV

STANOVEN{ OBSAHU A SLOZENI ALIFATICKYCH ALKOHOLU POMOCI KAPILARNI PLYNOVE
CHROMATOGRAFIE

1. PREDMET

Tato metoda popisuje postup stanoveni obsahu a slozen alifatickych alkoholt v olejich a tucich.

2. PODSTATA METODY

Zmydelnéni tukové latky, k niz je pfidan 1-eikosanol jako vnitin{ standard, pomoci ethanolického roz-
toku hydroxidu draselného a extrakce nezmydelnitelnych latek pomoci diethyletheru.

Pomoci chromatografie se na vrstvé silikagelu napusténého hydroxidem draselnym od nezmydelnitelného
podilu oddéli alkoholovd frakce. Alkoholy oddélené ze silikagelu se pfevedou na trimethylsilylether a ana-
lyzuji pomoci kapildrni plynové chromatografie.

3. PRISTROJE A POMUCKY

3.1 Barika na 250 ml vybavend zpétnym chladicem se zdbrusem.

3.2 Délici nalevky na 500 ml.

3.3 Bariky na 250 ml.

3.4 Kompletn{ zafizeni pro tenkovrstvou chromatografii se sklenénymi deskami o rozmérech 20 x 20 cm.
3.5 Ultrafialovd lampa s vlnovou délkou 366 nebo 254 nm.

3.6 Mikrostiikacky na 100 pl a 500 pl.

3.7 Filtra¢ni ndlevka ze sintrovaného skla s pérovitou fritou G3 (pdrovitost 15 az 40 pm) o praméru piiblizné
2 cm a vysce 5 cm, vybavend uzdvérem pro vakuovou filtraci a s vngjsim zdbrusem 12/21.

3.8 Odsdvaci barika na 50 ml s vnitinim zdbrusem 12/21 pro pouziti s filtra¢ni nélevkou (3.7).
3.9. Zkumavka na 10 ml s kénickym dnem a zdtkou.
3.10 Plynovy chromatograf vhodny pro pouziti s kapilarni kolonou a opateny délicim systémem sloZenym:

3.10.1  z termostatické kolonové komory, nastavitelné na pozadovanou teplotu s presnosti + 1 °C;
3.10.2  z odpafovaci jednotky s termostatem (vstiikové komory) s povlakem ze silanizovaného skla;
3.10.3  z plameno-ioniza¢niho detektoru se zesilovacem;

3.10.4 z integratoru se zapisovacem vhodného pro provoz se zesilovacem (3.10.3), s rychlosti odezvy nejvyse
jednu sekundu a s proménnou rychlosti papiru.

3.11 Kapildrni kolona ze skla nebo taveného kfemene dlouhd 20 az 30 m s vnitinim primérem 0,25 az
0,32 mm, obsahujici kapalnou fizi SE-52 nebo SE-54 nebo ekvivalentni, o tloustce filmu 0,10 az 0,30 pm.

3.12 Mikrostiikacka pro plynovou chromatografii na 10 pl, opatfend tvrzenou jehlou.
4, CHEMIKALIE
4.1 Hydroxid draselny ve formé ethanolického roztoku o koncentraci pfiblizné 2 mol/l: 130 g hydroxidu dra-

selného (nejméné 85 %) se za soucasného chlazeni rozpusti ve 200 ml destilované vody a doplni se do jed-
noho litru ethanolem. Tento roztok je nutno uchovavat v dobfe uzaviené sklenéné 1dhvi z tmavého skla.

4.2 Diethylether ¢istoty p. a.

43 Bezvody siran sodny cistoty p. a.
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4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

4.11

4.12

4.13

4.14

4.15

4.16

4.17

418

4.19

Silikagelem potazené sklenéné desky bez fluorescen¢niho indikdtoru o tloustce 0,25 mm (obchodné
dostupné).

Hydroxid draselny ve formé ethanolického roztoku o koncentraci pfiblizné 0,2 mol/l: 13 g hydroxidu dra-
selného se rozpusti ve 20 ml destilované vody a doplni se do jednoho litru ethanolem.

Benzen pro chromatografii (viz 5.2.2).

Aceton pro chromatografii (viz 5.2.2).

Hexan pro chromatografii (viz 5.2.2).

Diethylether pro chromatografii (viz 5.2.2).

Chloroform ¢istoty p. a.

Referen¢ni roztok pro tenkovrstvou chromatografii: smés alkoholt C,, az C,5 v 5 % chloroformu.

0,2 % ethanolicky roztok 2,7-dichlor-fluoresceinu, mirné zdsadity pfidanim nékolika kapek alkoholového
roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 2 mol/l.

Bezvody pyridin pro chromatografii.
Hexamethyl-disilazan.
Trimethyl-chlorsilan.

Standardni roztoky trimethylsilylethert alifatickych alkoholt C,, az C,. PFipravi se ze smési Cistych alko-
hold tésné pied pouzitim.

0,1 % roztok 1-eikosanolu v chloroformu (m/V) (vniténi standard).
Nosné plyny: vodik a helium, ¢isté pro plynovou chromatografii.

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

POSTUP
Priprava nezmydelnitelnych latek

Pomoci mikrostfikacky na 500 pl se do bariky na 250 ml dd pro ucely analyzy 0,1 % roztok 1-eikosanolu
v chloroformu (4.17), obsahujici mnozstvi 1-eikosanolu (je mozné pouzit téz 1-heneikosanol) rovnajici se
piiblizné 10 % obsahu alifatického alkoholu v &sti vzorku, kterd ma byt odebrdna za Gcelem analyzy.
Naptiklad na 5 g vzorku se pfidd 250 pl 0,1 % 1-eikosanolového roztoku pii analyze olivového oleje nebo
oleje ze semen, a 1 500 pl pii analyze olivového oleje z pokrutin.

Roztok (vnitini standard) se odpai{ do sucha pod proudem dusiku. Do stejné bariky se navazi pfesné 5 g
vysuseného prefiltrovaného vzorku.

Pridd se 50 ml ethanolického roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 2 moll, pfipoji se zpétny chla-
di¢ a zahteje se do mirného varu na parni ldzni za nepfetrzitého michani béhem zahiivani, dokud nedojde
ke zmydelnéni (roztok se vycef). V zahfivani se pokracuje dalsich 20 minut, a poté se pres chladi¢ pfidd
50 ml destilované vody. Chladi¢ se pak odpoji a banka se vychladi na teplotu pfiblizné 30 °C.

Obsah baniky se kvantitativné prevede do délici ndlevky na 500 ml a propldchne 2 x 25 ml destilované vody.
Pridd se pfiblizné 80 ml diethyletheru, ve se protiepe po dobu 30 sekund a nechd se odstét (pozndmka 1).

Spodni vodna féze se pievede to druhé nilevky. Stejnym zptsobem se provedou dalsi dvé extrakce vodné
faze vzdy s pouzitim 60 aZ 70 ml diethyletheru.

Pozndmka 1. Emulze je mozné odstranit pfidinim malych mnozstvi ethanolu nebo methanolu formou postiiku.

Diethyletherové extrakty se smichaji v délici ndlevce a promyji destilovanou vodou (50 ml v jedné ddvce),
dokud promyvaci voda nevykdze neutrdlni reakci.

Odstrani se vodnd fdze, etherovd fize se vysusi bezvodym siranem sodnym a piefiltruje se do pfedem
zvézené baiky na 250 ml, pficemz ndlevka a filtr se promyji malymi mnoZstvimi diethyletheru, které se
piida k celkovému mnozstvi.
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5.2

5.2.1

5.2.2

523

5.2.4

5.2.5

5.3

Ether se pozvolnym zahfivinim odpatuje, az jej zbude jen nékolik ml, a zbytek se vysusi v mirném vakuu
nebo pod proudem dusiku. Vysuseni se dokondi v susdrné pii teploté 100 °C po dobu piiblizné 15 minut
a zbytek po se zvazi po vychlazeni v exsikdtoru.

Separace alkoholové frakce

Piiprava bazickych desek

Silikagelové desky (4.4) se na 10 sekund zcela ponoii do ethanolického roztoku hydroxidu draselného
o koncentraci 2 mol/l (4.5), poté se nechaji dvé hodiny susit v digestofi a nakonec na jednu hodinu umisti
do susdrny vyhfité na 100 °C.

Desky se vyjmou ze susdrny a az do okamziku pouziti ulozi do exsikdtoru s chloridem vdpenatym. Takto
upravené desky musi byt pouzity béhem 14 dn.

Pozndmka 2 Jsou-li pro separaci alkoholové frakce pouzity bazické silikagelové desky, neni nutné upravovat nezmydel-
nitelné latky pomoci AlO (oxidu hlinitého). Dojde tak k zadrzeni vSech kyselych sloucenin (mastnych kyse-
lin apod.) na pocatku, a tim se zfetelné oddéli pasmo alifatickych a triterpenickych alkoholti od pasma ste-
rold.

Vyvijeci komora se naplni roztokem benzenu a acetonu v poméru 95: 5 (V/V) do vysky pfiblizné 1 cm.
Jinak je mozné pouzit smés hexanu a diethyletheru v poméru 65:35 (V/V). Vyvijeci komora se uzavie a nej-
méné pul hodiny ponechd v klidu, aby se mohla vytvorit rovnovdha mezi parami a kapalinou. Na vnitin{
povrch vyvijeci komory je mozné piipevnit prouzky filtracniho papiru namocené v elu¢ni smési za Gcelem

zkrdceni doby vyvoldvani pfiblizné o jednu tfetinu a docileni stejnomérnéjsi, pravidelngjsi eluce slozek.

Pozndmka 3 Vyvijeci roztok musi byt pro kazdou analyzu vyménén, aby bylo dosazeno reprodukovatelnych podminek
pro vyvijeni.

PFipravi se 5 % roztok nezmydelnitelnych ldtek (5.1.5) v chloroformu a 300 pl tohoto roztoku se pomoci
mikrostitkacky na 100 pl nastiikne jako co nejrovnomérnéjsi a co nejtenéi pruh na tenkovrstvou desku
pfiblizné 2 cm od dolniho okraje desky. Ve stejné Grovni se nanese 2 az 3 pl referen¢niho roztoku alifa-
tického alkoholu (4.11) za tcelem stanoveni pasma alifatického alkoholu po dokonceni vyvijeni.

Deska se umisti do vyvijeci komory uvedené v odstavci 5.2.2. Teplota se udrzuje mezi 15 a 20 °C. Vyvijeci
komora se okamzité uzavie a vzorek se nechd eluovat, dokud ¢elo rozpoustédla nedosdhne pfiblizné 1 cm
od horniho okraje desky. Deska se poté vyjme z vyvijeci komory a rozpoustédlo se nechd odpafit pod prou-
dem horkého vzduchu nebo se deska na chvili nechd v digestofi.

Deska se lehce a rovnomérné postiikd roztokem 2,7-dichlor-fluoresceinu a pozoruje se pod ultrafialovym
zdfenim. Pasmo alifatického alkoholu se stanovi porovnanim skvrn vytvofenych standardnim roztokem.
Toto pasmo a bezprostiedné nad nim leZici pasmo triterpenického alkoholu se vyznaci cernym znackova-
cem.

Pozndmka 4  Pozadavek na odstranéni pasma alifatického alkoholu a triterpenického alkoholu je uréen moznou migraci
nékterych alifatickych alkoholti do pdsma triterpenického alkoholu.

Silikagel se z oznacené oblasti seskrdbe pomoci kovové $pachtle. Odebrand hmota se rozmélni na malé ¢asti
a pfevede do filtra¢ni nalevky (3.7). Pfidd se 10 ml horkého chloroformu. Obsah se diikladné promichd
kovovou stérkou a vakuové prefiltruje. Filtrdt se shromdzdi v barice, pfipojené na filtracni nélevku.

Zbytek v ndlevce se propldchne 3 x 10 ml diethyletheru. Filtrat se p¥itom sbird do stejné banky pfipojené
k nélevce. Filtrdt se odpaii na objem piiblizné 4 az 5 ml a zbytkovy roztok se pfevede do predem zvizené
zkumavky na 10 ml (3.9). Zkumavka se vysusi lampou pod mirnym proudem dusiku. Zbytek se znovu roz-
pusti né€kolika kapkami acetonu, opét vysusi a na deset minut vlozi do suddrny vyhfaté na 105 °C, vyjme,
vychladi v exsikdtoru a zvazi.

Zbytek ve zkumavce je tvofen alkoholovou frakei.

Priprava trimethylsilyletherii

Do zkumavky obsahujici alkoholovou frakci se pfidd cinidlo pro silylaci tvofené smési pyridinu,
hexamethyl-disilazanu a trimethyl-chlorsilanu v poméru objemovych dilt 9:3:1 (pozndmka 5) v mnoZstvi
50 pl na kazdy mg alkohold. Pfitom je nutné zabranit jakékoli absorpci vlhkosti (pozndmka 6).

Pozndmka 5 Roztoky piipravené k pouziti jsou obchodné dostupné: silanizacni ¢inidla, jako napiiklad N, O-bis-(trime-
thylsilyl)trifluoracetamid + 1 % trimethyl-chlor-silan, pro smichdni se stejnym objemem bezvodého pyri-
dinu.
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5.4.4

5.4.5

5.4.5.1

Zkumavka se uzavie a peclivé protiepe bez pievraceni, dokud se alkoholy nerozpusti. Poté se nechd v klidu
nejméné 15 minut pii laboratorni teploté a potom nékolik minut odstieduje. Ciry roztok je p¥ipraven pro
plynovou chromatografickou analyzu.

Pozndmka 6 Vznik slabé opalescence je normalni a neni nijak rusivy. Tvorba bilych vlocek nebo existence riizového
zabarveni jsou znamkami pfitomné vlhkosti nebo degradace ¢inidla. V tomto piipadé je tieba zkousku opa-
kovat.

Analyza plynovou chromatografii

Piipravné operace a kondicionace kapilarni kolony

Kapildrni kolona se pfipoji k plynovému chromatografu tak, Ze zacatek kolony se pfipoji k odparovaci jed-
notce, kterd je spojena s oddélovacim systémem. Konec kolony se pfipoji k detektoru.

Provede se kompletni kontrola plynového chromatografu (tésnost plynovych spojovacich prvkd, Géinnost
detektoru, tc¢innost oddélovaciho a zapisovactho systému atd.).

Kapildrni kolony, které maji byt pouzity poprvé, je nutno nejprve kondicionovat. Kapildrni kolonou se
nechd protékat malé mnozstvi nosného plynu, poté se zapne plynovy chromatograf a nechd se postupné
zahfivat, dokud neni dosazeno teploty nejméné o 20 °C vyssi, nez je laboratorni teplota (viz pozndmka 7).
Tato teplota se udrzuje nejméné dvé hodiny a poté se systém ptevede do pracovnich podminek (regulace
pritoku plynu, oddélovani, zapéleni plamene, pfipojent elektronického zapisovace, nastaveni teploty kolo-
nové komory, detektoru, injektoru atd.) a signal se nastavi na citlivost, kterd ¢inf nejméné dvojndsobek nej-
vyssi drovné uvazované pro provedeni analyzy. Zékladni linie zdznamu musi byt rovnd, bez jakychkoli pikd
nebo driftd.

Zaporné drifty jsou zndmkou nedokonalé tésnosti spoji kolony, zatimco kladné svéd¢i o nedostate¢né
kondicionaci kolony.

Pozndmka 7 Teplota kondicionace musi byt nejméné o 20 °C niz$i nez maximadlni teplota pouzitelnd pro uvazovanou
kapalnou fzi.

Vybér pracovnich podminek
Vseobecné pracovni podminky jsou tyto:

— teplota kolony: pocdte¢ni izoterma se nastavi na 180 °C po dobu osmi minut a pak se naprogramuje
rast o 5 °C/min do teploty 260 °C, a nakonec 15 minut pfi teploté 260 °C,

— teplota odpatovaci jednotky: 280 °C,
— teplota detektoru: 290 °C,

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

— oddélovaci pomér: 1:50 az 1:100,

— citlivost pfistroje: 4 az 16ndsobek minimalniho Gtlumu,

— citlivost zdznamu: 1 az 2 mV fs.,

— rychlost posunu papiru, nastavitelnd na hodnoty mezi 30 azZ 60 cm/hod,

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

Vyse uvedené podminky mohou byt upraveny podle charakteristik kolony a plynového chromatografu
s cilem zajistit, aby chromatogramy spliovaly tyto podminky:

— reten¢ni Cas alkoholu C,¢ musi byt 18 5 minut,

— pik alkoholu C,, musi byt u olivového oleje 80 + 20 % plného rozsahu a u oleje ze semen 40 + 20 %
plného rozsahu.

Vyse uvedené pozadavky se kontroluji opakovanym vsttikem standardni trimethylsilyletherové smési alko-
hold a pracovni podminky se upravi tak, aby se dosahovalo optimalnich vysledk.

Parametry pro integraci piki se nastavi tak, aby doslo ke spravnému vyhodnoceni ploch uvazovanych pika.
Provedeni analyzy

Do 10pl mikrostifkacky se natdhne 1 pl hexanu, poté 0,5 pl vzduchu a nakonec 0,5 az 1 pl zkusebniho
roztoku. Pist mikrostifkacky se povytdhne tak, aby se vyprazdnila jehla.

Jehla se zavede pres septum vstiikové komory a pfiblizné po jedné nebo dvou sekundach se rychle nastitkne
roztok. Priblizné po péti sekunddch se jehla pomalu vytdhne.

Zaznamendvani je provadéno, dokud pfitomnd trimethylsilyletherovd smés alifatickych alkohold neni zcela
eluovana. Zdkladni linie zdznamu musi vzdy odpovidat pozadavkim odstavce 5.4.1.2.

Identifikace pika

Identifikace jednotlivych pikii se provddi podle reten¢nich ¢asti a porovnanim se standardni smési trimethyl-
silyletherti analyzovanou za stejnych podminek.

Chromatogram alkoholové frakce panenského olivového oleje je zndzornén na obrézku 1.

Kvantitativni vyhodnocen{

Pomoci integritoru se vypocitaji plochy pika 1-eikosanolu a alifatickych alkoholii C,, az Cyg.
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5.4.5.2  Obsah jednotlivych alifatickych alkoholt vyjadfeny v mg/100 g tukové litky se vypocitd podle vzorce:

A,-m_ - 100
alkoholx = ————
A:m
kde )

A, = plocha piku alkoholu xv mm,
A, = plocha piku 1-eikosanolu v mm,
m, = hmotnost pfidaného 1-eikosanolu v mg,

m = hmotnost vzorku pouzitého pro stanoveni v g.

6. VYJADRENI VYSLEDKU
Uvadi se obsah jednotlivych alifatickych alkoholt v mg/100 g tukové latky a souhrn ,alifatické alkoholy
celkem®.

DODATEK

Stanoveni linedrni rychlosti plynu

Do plynového chromatografu nastaveného na normdlni pracovni podminky se nastitkne 1 az 3 pl methanu nebo
propanu a pomoci stopek se zméif doba prichodu plynu kolonou od pocitku vstiiku do okamziku eluce piki (ty,).

Linedrni rychlost proudéni v cm/s je ddna pomérem L/ty,, kde L je délka kolony v cm a (t,,) je ¢as v sekunddch,
zméfeny stopkami.

3

] ,_,._J_.,JL»

Obrizek 1 Plynovy chromatogram sterolové frakce surového olivového oleje

1 = eikosanol (vnitini standard), 5 = pentakosanol,
2 = dokosanol, 6 = hexakosanol,
3 = trikosanol, 7 = heptakosanol,

4 = tetrakosanol, 8 = oktakosanol.
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PRILOHA V

STANOVENI SLOZENI A OBSAHU STEROLU POMOCI KAPILARNI PLYNOVE CHROMATOGRAFIE

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10.1

3.10.2

3.10.3

3.10.4

3.11

4.1

PREDMET

Tato metoda popisuje postup stanoveni obsahu a sloZent steroldi v tukové latce.

PODSTATA METODY

Zmydelnéni tukové latky, k niZ je pfiddn B-cholestanol jako vnitini standard, pomoci ethanolického roz-
toku hydroxidu draselného a extrakce nezmydelnitelnych latek pomoci diethyletheru.

Pomoci chromatografie na bazické silikagelové desce se z nezmydelnitelného extraktu oddéli sterolovd
frakce. Steroly oddélené ze silikagelu se prevedou na trimethylsilylether a analyzuji pomoci kapilarni ply-
nové chromatografie.

PRISTROJE A POMUCKY

Barika na 250 ml vybavend zpétnym chladicem se zdbrusem.

Délici ndlevky na 500 ml.

Barky na 250 ml.

Kompletni zafizeni pro tenkovrstvou chromatografii se sklenénymi deskami o rozmérech 20 x 20 cm.
Ultrafialova lampa s vinovou délkou 366 nebo 254 nm.

Mikrostitkacky na 100 pl a 500 pl.

Filtra¢ni ndlevka ze sintrovaného skla pérovitou fritou G3 (pérovitost 15 az 40 pm) o priméru piiblizné
2 cm a vysce piiblizné 5 cm, vybavend uzdvérem pro vakuovou filtraci a s vnéjsim zdbrusem 12/21.

Odsdvaci barika na 50 ml s vnitinim zdbrusem 12/21 pro pouziti s filtra¢ni ndlevkou (3.7).

Zkumavka na 10 ml s kénickym dnem a zdtkou.

Plynovy chromatograf vhodny pro pouziti s kapilarni kolonou a opatfeny délicim systémem sloZenym:
z termostatické kolonové komory, nastavitelné na pozadovanou teplotu s presnosti * 1 °C;

z odpafovaci jednotky s termostatem (vstiikové komory) s povlakem ze silanizovaného skla,

z plameno-ioniza¢niho detektoru se zesilovacem,

z integratoru se zapisovacem vhodného pro provoz se zesilovacem (3.10.3), s dobou odezvy nejvyse jednu
sekundu a s proménnou rychlosti papiru.

Kapildrni kolona ze skla nebo taveného kfemene dlouhd 20 az 30 m, s vnitinim pramérem 0,25 az
0,32 mm, obsahujici kapalnou fizi SE-52 nebo SE-54 nebo ekvivalentn, o tloustce filmu 0,10 azZ 0,30 pm.

Mikrostifkacka pro plynovou chromatografii na 10 pl s tvrzenou jehlou.

CHEMIKALIE

Hydroxid draselny ve formé ethanolického roztoku o koncentraci piiblizné 2 mol/l: 130 g pfiblizné 85 %
hydroxidu draselného se za soucasného chlazeni rozpusti ve 200 ml destilované vody a doplni se do jed-
noho litru ethanolem. Tento roztok je nutno uchovavat v dobie uzaviené sklenéné léhvi z tmavého skla.
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4.2 Diethylether ¢istoty p. a.

4.3 Bezvody siran sodny Cistoty p. a.

4.4 Silikagelem potazené sklenéné desky bez fluorescenéniho indikdtoru o tloustce 0,25 mm (obchodné
dostupné).

4.5 Hydroxid draselny ve formé ethanolického roztoku o koncentraci 0,2 mol/l: 13 g hydroxidu draselného se

rozpusti ve 20 ml destilované vody a doplni se do jednoho litru ethanolem.

4.6 Benzen pro chromatografii (viz 5.2.2).
4.7 Aceton pro chromatografii (viz 5.2.2).
4.8 Hexan pro chromatografii (viz 5.2.2).

4.9 Diethylether pro chromatografii (viz 5.2.2).

4.10 Chloroform ¢istoty p. a.

411 Referen¢ni roztok pro tenkovrstvou chromatografii: 5 % roztok cholesterolu nebo fytosterolu v chloro-
formu.
4.12 0,2 % ethanolicky roztok 2,7-dichlor-fluoresceinu, mirné zdsadity pfiddnim nékolika kapek alkoholového

roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 2 mol/l.
4.13 Bezvody pyridin pro chromatografii.
414  Hexamethyl-disilazan.
4.15 Trimethyl-chlorsilan.

4.16 Referen¢ni roztoky sterol(trimethylsilyl)ethert. P¥ipravi se z ¢istych sterolt nebo ze smési sterolti ziskanych
z olejti, které je obsahuji, tésné pied pouzitim.

417 0,2 % roztok a-cholestanolu v chloroformu (m/V) (vnitini standard).
4.18 Nosné plyny: vodik nebo helium, ¢isté pro plynovou chromatografii.
4.19 Pomocné plyny: vodik a vzduch, ¢isté pro plynovou chromatografii.
5. POSTUP

5.1 PFiprava nezmydelnitelnych latek

5.1.1  Pomoci mikrostitkacky na 500 ul se do banky na 250 ml dd pro dcely analyzy 0,2 % roztok a-cholestanolu
v chloroformu (4.17), obsahujici mnoZstvi cholestanolu rovnajici se piiblizné 10 % obsahu sterolu v ¢asti
vzorku, kterd md byt odebrdna za tcelem analyzy. Napfiklad pfi analyze oleje se na 5 g vzorku pfidd
500 pl 0,2 % roztoku a-cholestanolu, a 1 500 pl pfi analyze olejii ze semen nebo olivového oleje z pokru-
tin.

V dusiku se vzorek odpaii do sucha a do stejné banky se navdzi piesné 5 g vysuseného prefiltrovaného
vzorku.

ivocisné nebo rostlinné oleje a tuky obsahujici vétsi mnozstvi cholesterolu mohou vykazovat pik s retenc-
nim ¢asem shodnym s cholestanolem. Pokud k tomu dojde, musi byt sterolova frakce analyzovéna jednou
s vnitinim standardem, a jednou bez néj.

5.1.2  Pridd se 50 ml ethanolického roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 2 mol/l, pfipoji se zpétny chla-
di¢ a zahfeje se do mirného varu na parni ldzni za nepfetrzitého michdni béhem zahfivani, dokud nedojde
ke zmydelnéni (roztok se vycef). V zahfivdni se pokracuje dalsich 20 minut a poté se pfes chladi¢ pfidd
50 ml destilované vody. Chladi¢ se pak odpoji a baiika se vychladi na teplotu piiblizné 30 °C.

5.1.3  Obsah barky se kvantitativné pfevede do délici ndlevky na 500ml a proplachne 2 x 25 ml destilované vody.
PFidd se piiblizné 80 ml diethyletheru, ve se protiepe po dobu 30 sekund a nechd se odstdt (pozndmka 1).

Spodni vodna féze se pfevede do druhé ndlevky. Stejnym zptsobem se provedou dal3i dvé extrakce vodné
faze vidy s pouzitim 60 az 70 ml diethyletheru.

Pozndmka 1 Emulze je mozné odstranit pfidanim malych mnozstvi ethanolu nebo methanolu formou posttiku.
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5.1.4

5.2

5.2.1

5.2.2

523

5.2.4

5.2.5

5.2.6

5.3

Diethyletherové extrakty se smichaji v délici ndlevce a promyji destilovanou vodou (50 ml v jedné ddvce),
dokud promyvaci voda nevykdze neutrdlni reakci.

Odstrani se vodnd fize, etherova fize se vysusi bezvodym siranem sodnym a piefiltruje se do pfedem
zvazené baiky na 250 ml, pficemz ndlevka a filtr se promyji malymi mnozstvimi diethyletheru, které se
pfidé k celkovému mnozstvi.

Ether se pozvolnym zahiivinim odpatuje, az jej zbude jen nékolik ml, a zbytek se vysusi v mirném vakuu
nebo pod proudem dusiku. VysuSeni se dokonéi v susdrné pii teploté 100 °C po dobu piiblizné 15 minut
a zbytek po se zvdzi po vychlazeni v exsikdtoru.

Separace sterolové frakce

Priprava bazickych desek. Silikagelové desky (4.4) se na 10 sekund zcela ponoii do ethanolického roztoku
hydroxidu draselného o koncentraci 2 mol[l (4.5), poté se nechaji dvé hodiny susit v digestofi a nakonec na
jednu hodinu umisti do susdrny vyhfaté na 100 °C.

Desky se vyjmou ze suSdrny a az do okamziku pouziti uloZi do exsikdtoru s chloridem vépenatym. Takto
upravené desky musi byt pouzity béhem 15 dnt.

Pozndmka 2 Jsou-li pro separaci alkoholové frakce pouzity bazické silikagelové desky, nenf nutné upravovat nezmydel-
nitelné latky pomoci AlO (oxidu hlinitého). Dojde tak k zadrzeni vSech kyselych sloucenin (mastnych kyse-
lin apod.) na pocitku, a tim se zfetelné oddéli pdsmo sterolii od pdsma alifatickych a triterpenickych alko-

olii.

Vyvijeci komora se naplni roztokem benzenu a acetonu v poméru 95: 5 (V/V) do vysky pfiblizné 1 cm.
Jinak je mozné pouzit smés hexanu a diethyletheru 65:35 (V[V). Vyvijeci komora se uzavfe a nejméné ptil
hodiny ponechd v klidu, aby se mohla vytvofit rovnovdha mezi parami a kapalinou. Na vnitini povrch
vyvijecf komory je mozné ptipojit prouzky filtracniho papiru namocené v elu¢ni smési za Gcelem zkrdceni
doby vyvolavani pfiblizné o jednu tietinu a dosileni stejnomérnéjsi, pravidelni eluce slozZek.

Pozndmka 3 Vyvijeci roztok musi byt pro kazdou analyzu vyménén, aby bylo dosazeno reprodukovatelnych podminek
vyvijeni.

Pripravi se 5 % roztok nezmydelnitelnych ldtek (5.1.5) v chloroformu a 300 pl tohoto roztoku se pomoci
mikrostifkacky na 100 pl nastitkne jako co nejrovnomérngjsi a co nejtenci pruh na tenkovrstvou desku
piiblizné 2 cm od dolniho okraje desky. Ve stejné Grovni se nanese 2 az 3 pl referenéniho roztoku sterolt
(4.11) za Gcelem stanoveni sterolového pdsma po dokonéeni vyvijeni.

Deska se umisti do vyvijeci komory uvedené v odstavci 5.2.2. Teplota se udrzuje mezi 15 a 20 °C. Vyvijec
komora se okamzité uzavie a vzorek se nechd eluovat, dokud ¢elo rozpoustédla nedoséhne pFiblizné 1 cm
od horniho okraje desky. Deska se poté vyjme z vyvijeci komory a rozpoustédlo se nechd odpafit pod prou-
dem horkého vzduchu nebo se deska na chvili nechd v digestofi.

Deska se lehce a rovnomérné postifkd roztokem 2,7-dichlor-fluoresceinu a pozoruje se pod ultrafialovym
zdtenim. Sterolové pasmo se stanovi porovndnim skvrn vytvorenych referenénim roztokem. Obrysy pasma
podél okraji fluorescence se vyznaci cernym znackovacem.

Silikagel se z oznacené oblasti seskrabe pomoci kovové spachtle. Odebrand hmota se rozmélni na malé ¢asti
a pievede do filtra¢ni nalevky (3.7). Pfidd se 10 ml horkého chloroformu. Obsah se diikladné promichd
kovovou stérkou a vakuové piefiltruje. Filtrdt se shromdzdi v barice, pfipojené na filtra¢ni ndlevku.

Zbytek v ndlevce se proplachne 3 x 10 ml diethyletheru. Filtrét se pfitom sbird do stejné batiky pfipojené
k nélevce. Filtrdt se odpaif na objem piiblizné 4 az 5 ml a zbytkovy roztok se pfevede do pfedem zvdzené
zkumavky na 10 ml (3.9). Zkumavka se vysusi lampou pod mirnym proudem dusiku. Zbytek se znovu roz-
pusti nékolika kapkami acetonu, opét vysusi a na deset minut vloz{ do susdrny vyh¥dté na 105 °C, vyjme,
vychladi v exsikdtoru a zvazi.

Zbytek ve zkumavce je tvoten sterolovou frakci.
Piiprava trimethylsilylethert

Do zkumavky obsahujici sterolovou frakci se pFida ¢inidlo pro silylaci tvotené smési pyridinu, hexamethyl-
disilazanu a trimethyl-chlorsilanu v poméru 9:3:1 (V/V/V) (pozndmka 4) v mnozstvi 50 pl na kazdy mg
sterolti. PFitom je nutné zabranit jakékoli absorpci vlhkosti (pozndmka 5).

Pozndmka 4  Roztoky piipravené k pouziti jsou obchodné dostupné: silaniza¢ni ¢inidla, jako napiiklad N, O-bis-(trime-
thylsilyl)trifluoracetamid + 1 % trimethyl-chlor-silan pro smichdni se stejnym objemem bezvodého pyri-
dinu.
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5.3.2

5.4
5.4.1

54.1.1

5.4.1.2

5.4.2

5.4.2.1

5.4.3

54.3.1

54.3.2

5.4.4

Zkumavka se uzavie a peclivé protiepe bez pievraceni, dokud se steroly nerozpusti. Poté se nechd v klidu
nejméné 15 minut pii laboratorni teploté a potom nékolik minut odstfeduje. Ciry roztok je pfipraven pro
plynovou chromatografickou analyzu.

Pozndmka 5 Vznik slabé opalescence je normélni a neni nijak rusivy. Tvorba bilych vlocek nebo existence rtizového

zabarveni jsou zndmkami pfitomné vlhkosti nebo degradace ¢inidla. V tomto piipadé je tieba zkousku opa-
kovat.

Analyza plynovou chromatografii
Pi{pravné operace a kondicionace kapildrni kolony

Kapildrni kolona se pfipoji k plynovému chromatografu tak, Ze zacdtek kolony se pfipoji k odpafovaci jed-
notce, kterd je spojena s oddélovacim systémem. Konec kolony se pfipoji k detektoru.

Provede se kompletni kontrola plynového chromatografu (t&snost plynovych spojovacich prvkd, G¢innost
detektoru, ti¢innost oddélovaciho a zapisovaciho systému atd.).

Kapildrni kolony, které maji byt pouzity poprvé, je nutno nejprve kondicionovat. Kapildrni kolonou se
nechd protékat malé mnozstvi nosného plynu, poté se zapne plynovy chromatograf a nechd se postupné
zahiivat, dokud neni dosazeno teploty nejméné o 20 °C vyssi, nez je laboratorn{ teplota (viz pozndmka 6).
Tato teplota se udrzuje nejméné dvé hodiny a poté se systém prevede do pracovnich podminek (regulace
pratoku plynu, oddélovani, zapéleni plamene, pFipojeni elektronického zapisovace, nastaveni teploty kolo-
nové komory, detektoru, injektoru atd.) a signél se nastavi na citlivost, kterd ¢ini nejméné dvojndsobek nej-
vy$si drovné uvazované pro provedeni analyzy. Zdkladni linie zdznamu musi byt rovnd, bez jakychkoli pika
nebo driftd.

Zaporné drifty jsou zndmkou nedokonalé tésnosti spojii kolony, zatimco kladné svédéi o nedostatecné
kondicionaci kolony.

Pozndmka 6 Teplota kondicionace musi byt nejméné o 20 °C niz§i nez maximalni teplota pouzitelnd pro uvazovanou
staciondrni fazi.

Vybér pracovnich podminek

Vseobecné pracovni podminky jsou tyto:

— teplota kolony: 260 * 5 °C,

— teplota odpatovaci jednotky: 280 °C,

— teplota detektoru: 290 °C,

— linedrni rychlost nosného plynu: helium 20 az 35 cm/s, vodik 30 az 50 cm/s,
— oddélovaci pomér: 1:50 az 1:100,

— citlivost pfistroje: 4 aZ 16ndsobek minimalniho Gtlumu,

— citlivost zdznamu: 1 az 2 mV fs.,

— rychlost posunu papiru, nastavitelnd na hodnoty mezi 30 az 60 cm/hod,

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

Vy3e uvedené podminky mohou byt upraveny podle charakteristik kolony a plynového chromatografu
s cilem zajistit, aby chromatogramy spliiovaly tyto podminky:

— retencni Cas betasitosterolu musi byt 20 + 5 minut,

— pik kampesterolu musi byt u olivového oleje (stfedni obsah 3 %) 0 + 20 % plného rozsahu a u sojového
oleje (stfedni obsah 20 %) 40 + 20 % plného rozsahu;

— vSechny piftomné steroly musi byt oddéleny. Kromé separace musi byt piky téz zcela rozliSeny, tj. dréha
zdznamu piku se musi vratit na zékladn{ linii dfive, nez se zvedne do dalstho piku. Nedplné rozliseni je
vak tolerovdno za ptedpokladu, Ze pik s relativnim retenénim ¢asem 1,02 je mozné kvantifikovat
pomoci kolmé tsecky.

Provedeni analyzy

Do mikrostitkacky na 10 ul se natdhne 1 pl hexanu, poté 0,5 ul vzduchu a nakonec 0,5 az 1 pl zkusebniho
roztoku. Pist mikrostitkacky se povytdhne tak, aby se vyprdzdnila jehla. Jehla se zavede pfes septum
vstiikové komory a piiblizné po jedné nebo dvou sekunddch se rychle vstitkne roztok. Pfiblizné po péti
sekundéch se jehla pomalu vytdhne.

Zaznamenavani je provadéno, dokud ptitomnd trimethylsilyletherovd smés sterolt neni zcela eluovana.

Zékladni linie zdznamu musi vzdy odpovidat pozadavkim odstavce 5.4.1.2.

Identifikace pikd

Identifikace jednotlivych piki se provddi podle retenénich Casti a porovnanim se standardni smés{ trimethyl-
silyletherti analyzovanou za stejnych podminek.

Steroly jsou eluovany v tomto pofadi: cholesterol, brassikasterol, 24-methyl-en-cholesterol, kampesterol,
kampestanol, stigmasterol, delta-7-kampesterol, delta-5, 23-stigmastadienol, chlerosterol, betasitosterol,
sitostanol, delta-5-avenasterol, delta-5, 24-stigmastadienol, delta-7-stigmastenol a delta-7-avenasterol.
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5.4.5

5.4.5.1

5.4.5.2

6.1

6.2

Retenéni Casy sitosterolu v pifpadé kolon SE-52 a SE-54 jsou uvedeny v tabulce 1.

Chromatogram typicky pro nékteré oleje je vidét na obrdzku 1 a 2.

Kvantitativni vyhodnocen{

Pomoci integratoru se vypocitd plocha pikd a-cholestanolu a sterolt. Piky jakychkoli sloucenin, které nej-
sou mezi slou¢eninami uvedenymi v tabulce 1. Koeficient odezvy p-cholestanolu musi byt roven 1.

Obsah jednotlivych sterolti vyjadieny v mg/100 g tuku se vypocitd podle vzorce:

A _-m_-100
sterolx = ————
A:m
S

kde
A, = plocha piku sterolu x v mm,
A, = plocha f-cholestanolu v mm,
m, = mnozstvi pfidaného p-cholestanolu v mg,
m = mnozstvi vzorku pouzitého pro stanoveni v g.
VYJADRENI VYSLEDKU

Uvadi se obsah jednotlivych sterolt v mg/100 g tuku a souhrn ,obsah sterolt celkem®.

Procentni podil jednotlivych sterol z poméru plochy piislusného piku k celkové plose pika sterolise vypo-
¢ita podle vzorce:

AX
% sterolti x = 5-100

kde
A, = plocha piku sterolu x,
TA = celkova plocha piki sterold.

DODATEK

Stanoveni linedrni rychlosti plynu

Do plynového chromatografu nastaveného na normdlni pracovni podminky se vstitkne 1 az 3 pl methanu nebo pro-
panu a pomoci stopek se zméfi doba prichodu plynu kolonou od pocatku vstiiku do okamziku eluce piki (t,,).

Linedrni rychlost proudéni v cm/s je ddna pomérem Ljty, kde L je délka kolony v cm a (t,) je ¢as v sekundéch,
zméfeny stopkami.
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Tabulka 1
Relativni reten¢ni Casy sterol
Relativr}l' retenéni
pik Identifikace -
kolona | kolona
SE 54 SE 52
1 | cholesterol A-5-cholesten-3f-ol 0,67 0,63
2 cholestanol 5a-cholestan-3f-ol 0,68 0,64
3 brassikasterol [24S]- 24-methyl-A-5,22-cholestadien-3f3-ol 0,73 0,71
4 | 24-methyl-en-cholesterol 24-methyl-en-A-5,24-cholesten-3$-ol 0,82 0,80
5 | kampesterol [24R]- 24-methyl-A-5-cholesten-3$-ol 0,83 0,81
6 | kampestanol [24R]- 24-methyl-cholestan-3f-ol 0,85 0,82
7 | stigmasterol [24R]- 24-methyl-A-5,22-cholestadien-3f-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-cthyl-A-5,23-cholestadien-3f-ol 0,95 0,95
10 | chlerosterol [24S]- 24-ethyl-A-5,25-cholestadien-3[-ol 0,96 0,96
11 (-sitosterol [24R]- 24-ethyl-A-5-cholestan-3f-ol 1,00 1,00
12 sitostanol 24-ethylcholestan-3f-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol [24Z]- 24-ethyliden-A-5-cholesten-3f3-ol 1,03 1,03
14 | A-5,24-stigmastadienol [24R,S]- 24-ethyl-A-5,24-cholestadien-3f-ol 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol [24R, S]- 24-cthyl-A-7,24-cholestadien-3f-ol 1,12 1,12
16 A-7-avenasterol [24Z]- 24-ethyliden-A-7-cholesten-3f3-ol 1,16 1,16
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Obrizek 1

Plynovy chromatogram sterolové frakce surového olivového oleje
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Obrizek 2

Plynovy chromatogram sterolové frakce rafinovaného olivového oleje
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3.1

4.1

4.2

5.1

5.2

5.2.1

522

523

5.2.4

5.2.5

PRILOHA VI

STANOVENI ERYTHRODIOLU A UVAOLU

UvoD

Erythrodiol (obvykle chépani jako thrn glykolt erythrodiol a uvaolu) je slozkou nezmydelnitelného podilu,
charakteristického pro nékteré typy tukovych litek. V olivovém oleji extrahovaném pomoci rozpoustédel se
nachdzi ve vyznamné vyssich koncentracich nez v ostatnich olejich, jako napiiklad lisovaném olivovém oleji
a v hroznovém oleji, které erythrodiol také obsahuji, a tak jeho pfitomnost miize prokazat existenci olivo-
vého oleje extrahovaného pomoci rozpoustédel.

PREDMET

Tato metoda popisuje postup stanoveni piftomnosti erythrodiolu v tukové ldtce.

PODSTATA METODY

Zmydelnéni tukové latky pomoci ethanolického roztoku hydroxidu draselného. Extrakce nezmydelnitelnych
latek pomoci diethyletheru. Vy¢isténi prichodem kolonou s oxidem hlinitym.

Nezmydelnitelné litky se podrobuji tenkovrstvé chromatografii na silikagelové desce, dokud nejsou oddé-
lena pdsma odpovidajici sterolové a erythrodiolové frakce. Steroly a erythrodiol oddélené ze silikagelu se

pievedou na trimethylsilylether a analyzuji pomoci kapildrni plynové chromatografie.

Vysledek je vyjadfen jako procentni podil erythrodiolu ve smési erythrodiolu a sterold.

PRISTROJE APOMUCKY

Piistroje a pomiicky uvedené v piiloze V (Stanoveni obsahu a sloZen{ sterold).

CHEMIKALIE
Chemikalie uvedené v piiloze V (Stanoveni obsahu a sloZen{ sterold).

Referen¢ni 0,5 % roztok erythrodiolu v chloroformu.

POSTUP

Pfiprava nezmydelnitelnych litek

Viz ptilohu V odst. 5.1.2.
Separace erythrodiolu a sterolit
Viz piilohu V odst. 5.2.1.
Viz piilohu V odst. 5.2.2.

Pfipravte 5 % roztok nezmydelnitelnych latek v chloroformu.

300 pl tohoto roztoku se pomoci mikrostitkacky na 0,1 ml nastitkne jako co nejrovnomérnéjsi a co nejtenci
pruh na tenkovrstvou desku piiblizné 1,5 cm od dolniho okraje desky

Na jeden konec desky se nanese nékolik mikrolitri roztoki cholesterolu a erythrodiolu, které budou slouzit
jako referen¢nf latka.

Deska se umisti do vyvijeci komory uvedené v odstavci 5.2.1. Teplota se udrzuje kolem 20 °C. Vyvijeci
komora se okamzité uzavie a vzorek se nechd eluovat, dokud ¢elo rozpoustédla nedoséhne piiblizné 1 cm
od horniho okraje desky. Deska se poté vyjme z vyvijeci komory a rozpoustédlo se nechd odpafit pod prou-
dem horkého vzduchu.

Deska se lehce a rovnomeérné postiikd alkoholovym roztokem 2,7-dichlor-fluoresceinu a pozoruje se pod
ultrafialovym zdfenim. Erythrodiolovd pdsma je mozno stanovit porovndnim s referenénim roztokem.
Obrysy pasma podél okrajt fluorescence se vyznaci ¢ernym znackovacem.
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5.2.6  Silikagel se z oznacené oblasti seskrdbe pomoci kovové $pachtle. Odebrand hmota se pfevede do bariky na

5.3

5.4

50 ml. P¥idd se 15 ml horkého chloroformu, dobfe protiepe a prefiltruje pres nalevku s diskem ze sintro-
vaného skla tak, aby se silikagel pfevedl do filtru. Tfikrat se propere horkym chloroformem (vzdy 10 ml) a fil-
trat se shromdzdi v bafice na 100 ml. Filtrt se odpafi na objem pf¥iblizné 4 az 5 ml a zbytkovy roztok se
pfevede do kalibrované konické vakuové banky na 10 ml, vysusi pod mirnym proudem dusiku a zvdzi.

Piiprava trimethylsilyletheri

Viz odst. 5.3 piilohy V.

Analyza plynovou chromatografii

Viz popis v odstavci 5.4 piedchozi metody. Pracovni podminky plynového chromatografu pii analyze musi
byt takové, aby umoznily provedeni analyzy sterolt a separace trimethylsilyletheru od erythrodiolu a uvaolu.

Po nastitknuti vzorku je provddéno zaznamenavani, dokud p¥itomnd smés sterold, erythrodiolu a uvaolu nen{
zcela eluovdna. Pak urcete piky (relativni retencni Casy vzhledem k betasitosterolu jsou u erythrodiolu
piiblizné 1,45 a u uvaolu 1,55) a vypoctéte obsahy ploch jako v p¥ipadé sterold.

VYJADRENI VYSLEDKU
A tA,
% erythrodiolu = ——————x100
AHATEA s
sterolit

kde
A, = plocha piku erythrodiolu v mm?
A, = plocha piku uvaolu v mm?
2 Agerors = celkovd plocha piki sterolt v mm.

Vysledek se vypocitd s presnosti na jedno desetinné misto.
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PRILOHA VII

STANOVENI NASYCENYCH MASTNYCH KYSELIN V TRIGLYCERIDECH VAZANYCH V POLOZE 2

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

4.11

4.12

413

4.14

4.15

4.16.

4.17

4.18

4.19

4.20

PREDMET

Tato metoda popisuje postup stanoveni sloZeni frakce mastnych kyselin v oleji nebo tuku, které jsou esteri-
fikovany v poloze 2 (nebo ve vnitini poloze) glyceridu.

OBLAST POUZIT!

Tato norma plati pro oleje a tuky s bodem tdni niz$im nez 45 °C a vyuziva specifického t¢inku pankreatické
lipazy.

Neni bezvyhradné pouzitelnd pro oleje a tuky obsahujici vétsi mnoZstvi mastnych kyselin s 12 nebo méné
atomy uhliku (kokosového a palmojddrového oleje, maselny tuk), nebo vysoce nenasycenych mastnych kyse-

lin (s vice nez ¢tyFmi dvojnymi vazbami) s 20 nebo vice atomy uhliku (rybi tuky a oleje z mofskych Zivoci-
chtt), nebo mastnych kyselin s kyslikatymi skupinami jinymi nez kyselinovymi.

PODSTATA

Pifpadn4 neutralizace kyselych olejti a tuk® v rozpoustédle. Cisténi priichodem kolonou s oxidem hlinitym.
Parcidlni hydrolyza pomoci pankreatické lipdzy béhem stanovené doby. Separace vzniklych monoglyceridt
pomoci tenkovrstvé chromatografie a methanolyza téchto monoglyceridi. Analyza ziskanych methylestert
plynovou chromatografif.

PRISTROJE A POMUCKY

Barika na 100 ml.

Baiika na 25 ml a se zdbrusem.

1 m dlouhy vzduchovy chladi¢, vhodny k pfipojeni k bance 4.2.
Banka na 250 ml.

Kéddinka na 50 ml.

Délici nalevka na 500 ml.

Sklenéna chromatografickd kolona o vnitfnim priméru 13 mm a délce 400 mm s vlozkou ze sintrovaného
skla a kohoutem.

Odsttedivkovad zkumavka na 10 ml se zabrousenou sklenénou zdtkou.
Byreta na 5 ml, s hodnotou dilku 0,05 ml.

Stitkacka na 1 ml s tenkou jehlou.

Mikrostitkacka pro davkovani po 3 az 4pl kapkach.

Nistroj na rozprostirani vrstev pro tenkovrstvou chromatografii.
Sklenéné desky pro tenkovrstvou chromatografii, 20 x 20 cm.

Sklenénd vyvijeci komora pro tenkovrstvou chromatografii s vikem ze zabrouseného skla, pro desky
20 x 20.

Rozprasovac pro tenkovrstvou chromatografii.

Susdrna nastavitelnd na teplotu 103 + 2 °C.

Termostat nastavitelny na 30 az 45 °C s presnosti na 0,5 °C.

Rotaén{ odpatovac.

Vibra¢ni elektrickd tfepaci zafizeni pro silné promichavani odstfedivkovych zkumavek.

Ultrafialova lampa ke zkoumdni desek pro tenkovrstvou chromatografii.
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Pro kontrolu aktivity lipdzy

4.21
4.22
4.23
4.24

pH metr.
Spiralovité michadlo.
Byreta na 5 ml.

Stopky.

Pro pfipadnou piipravu lipdzy:

4.25

5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7

5.8
5.9
5.10

5.16
5.17

Laboratorni michadlo vhodné pro disperze a smési heterogennich materiald.

CHEMIKALIE

n — hexan nebo, neni-li k dispozici, petrolether (bod varu 30 az 50 °C), pro chromatografii.
2-propanol nebo 95 % ethanol (V[V), ¢istoty p. a.

2-propanol nebo ethanol, vodny roztok 1:1.

Diethylether, bez peroxida.

Aceton.

Nejméné 98 % kyselina mravenci (m/m).

Vyvijeci roztok: smés n — hexanu (5.1), diethyletheru (5.4) a kyseliny mravenéi (5.6) v poméru 70:30:1
VIVIV).

Aktivovany oxid hlinity pro chromatografii, neutrlni, stupen jakosti Brockmann 1.
Kfemenny prach s pojivem, odpovidajici jakosti pro tenkovrstvou chromatografii.
Pankreatickd lipdza vhodné kvality (pozndmky 1 a 2).

Hydroxid sodny, vodny roztok o koncentraci 120 g/l.

Kyselina chlorovodikovd, vodny roztok o koncentraci 6 mol/l.

Chlorid vdpenaty (CaCl,), vodny roztok o koncentraci 220 gfl.

Cholét sodny (enzymatické kvality), vodny roztok o koncentraci 1 gfl.

Tlumivy roztok: 1M vodny roztok trihydroxy-methyl-aminomethanu upraveny na pH 8 pfidinim kyseliny
chlorovodikové (5.12) (zkontrolujte potenciometrem).

Fenolftalein, roztok 10 g/l v 95 % ethanolu (V/V).

2', 7'-dichlor-fluorescein, roztok 2 g/l v 95 % ethanolu (V/V), upraveny na mirné zdsaditou reakci pfidanim
jedné kapky 1N roztoku hydroxidu sodného na 100 ml.

Pro kontrolu aktivity lipdzy:

5.18
5.19
5.20
5.21

6.1

Neutralizovany olej.
Hydroxid sodny, vodny roztok o koncentraci 0,1 mol/l.
Cholat sodny (enzymatické jakosti), vodny roztok o koncentraci 200 gfl.

Arabskd guma, vodny roztok o koncentraci 100 g/l.

PRIPRAVA VZORKU

Pokud je hodnota kyselosti vzorku, stanovend podle pfilohy II, nizsi nez 3 %, vycisti se pfimo priichodem
pfes oxid hlinity podle odstavce 6.2.

Pokud je hodnota kyselosti vzorku, stanovend podle pfilohy II, vy3si nez 3 %, neutralizuje se zdsadou za
piftomnosti rozpoustédla podle odstavce 6.1 a poté se nechd projit oxidem hlinitym podle odstavce 6.2.

Neutralizace zdsadou za pfitomnosti rozpoustédla

Do délici ndlevky (4.6) se pfevede piiblizné 10 g surového olivového oleje a pfidd se 100 ml hexanu (5.1), 50
ml 2-propanolu (5.2), nékolik kapek roztoku fenolftaleinu (5.16) a mnozstvi roztoku hydroxidu sodného
(5.11) odpovidajici hodnoté volné kyselosti oleje, plus 0,3 % navic. Jednu minutu se dakladné protiepd, pfida
se 50 ml destilované vody, znovu protfepd a nechd se usadit.

Po separaci se odstrani spodni mydlové vrstva. Odstrani se také jakékoli mezilehlé vrstvy (sliz, nerozpustnou
hmotu). Hexanovy roztok neutralizovaného oleje se promyje ndslednymi ddvkami 25 az 30ml roztoku
2-propanolu (5.3), dokud rizové zabarveni fenolftaleinu nezmizi.
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6.2

8.1

8.2

8.3

Odstrani se vétsina hexanu destilaci ve vakuu v rota¢nim odpafovaci (4.18), olivovy olej se vysusi ve vakuu
pii teploté 30 az 40 °C pomoci proudu ¢istého dusiku, dokud nebude hexan zcela odstranén.

Cisténi priichodem oxidem hlinitym
Pripravi se suspenze 15 g aktivovaného oxidu hlinitého (5.8) v 50 ml hexanu (5.1) a za soucasného michan{
se nalije do chromatografické kolony (4.7). Oxid hlinity se nechd rovnomérné usadit a umozni se, aby hla-

dina rozpoustédla poklesla tak, aby byla 1 aZ 2 mm nad absorbentem. Do kolony se opatrné nalije roztok
5 g oleje ve 25 ml hexanu (5.1) a cely vytok z kolony se shromdzdi v batice (4.1).

PRIPRAVA CHROMATOGRAFICKYCH DESEK

Sklenéné desky (4.13) se diikladné vycisti ethanolem, petroletherem a acetonem, aby se odstranila jakakoli
stopa tuku.

Do Erlenmeyerovy baiiky (4.4) se nasype 30 g kiemenného prachu (5.9). Pfidd se 60 ml destilované vody.
Uzavie se a jednu minutu dikladné protiepe. Kase se okamzité pfenese do nandsectho zafizeni (4.12) a desky
se pokryji vrstvou silnou 0,25 mm.

Desky se susi 15 minut na vzduchu a poté jednu hodinu v susdrné (4.16) pfi teploté 103 + 2 °C. Desky se
pied pouzitim vychladi v exsikdtoru na laboratorni teplotu.

Hotové desky jsou obchodné dostupné.

POSTUP
Hydrolyza za piitomnosti pankreatické lipdzy

Do odstiedivkové zkumavky (4.8) se navdzi pfiblizné 0,1 g pfipraveného vzorku; pokud je vzorkem kapalny
olej, postupujte pfimo nize uvedenym zptsobem.

PFidd se 20 mg lipdzy (5.10) a 2 ml tlumivého roztoku (5.15). Dobte, ale opatrné se protfepe a pak se pfidd
0,5 ml roztoku choldtu sodného (5.14) a 0,2 ml roztoku chloridu vdpenatého (5.13). Zkumavka se uzavte
zdtkou se zdbrusem, opatrné se protiepe (nelze dopustit zvlhceni zétky), okamzité se vlozi do termostatu
(4.17) udrzovaného na teploté 40 * 0, 5 °C a ru¢né se presné jednu minutu protiepd.

Zkumavka se vyjme z termostatu a diikladné se pfesné dvé minuty protiepe pomoci elektrického tiepaciho
zaf{zeni (4.19).

Okamzité se vychladi pod tekouci vodou, pfidd se do ni 1 ml kyseliny chlorovodikové (5.12) a 1 ml diethy-

letheru (5.4). Uzavfe se a diikladné promichd na elektrickém tfepacim zafizeni. Nechd se ustdt, v piipadé
potieby odstiedi, a pomoci stifkacky (4,10) se odebere organickd vrstva.

Separace monoglyceridii pomoci tenkovrstvé chromatografie

Extrakt se pomoci mikrostiikacky (4.11) nastiikne jako co nejrovnomérngjsi a co nejtenci pruh na tenkovr-
stvou desku pfiblizné 1,5 cm od dolniho okraje chromatografické desky. Deska se vlozi do dobte nasycené
vyvojové komory (4.14) a nechd se vyvijet ve vyvijecim roztoku (5.7) pfiblizné pfi 20 °C, dokud ¢elo roztoku

nebude pfiblizné 1 cm od horniho okraje desky.

Deska se ususi na vzduchu pfi stejné teploté, jakou md vyvijeci komora a postiikd se roztokem 2, 7’-dichlor-
fluoresceinu (5.17). Pod ultrafialovym svétlem (4.20) se oznadi pdsmo monoglyceridii (R; pfiblizné 0,035).

Analyza monoglyceridii plynovou chromatografii

Pomoci Spachtle se odstrani pidsmo ziskané v odstavci 8.2 (je nutno se vyvarovat odstranéni slozek, které zis-
taly na zdkladni linii) a pfevedte je do methyla¢ni banky (4.2).

Ziskany oxid kiemicity se upravi pfimo metodami uvedenymi v piiloze XB, s cilem pfevedeni monoglyceridt
na methylestery; potom se estery analyzuji pomoci plynové chromatografie, jak je popsano v piiloze XA.

VYJADREN{ VYSLEDKU

Slozeni mastnych kyselin vazanych v poloze 2 se vypocitd s pfesnosti na jedno desetinné misto (pozndmka
3).
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10.

POZNAMKY

Pozndmka 1

Pozndmka 2

Pozndmka 3

Pozndmka 4

Kontrola aktivity lipazy

Pripravi se olejovd emulze promichdnim smési 165 ml roztoku arabské gumy (5.21), 15 g drceného ledu
a 20 ml neutralizovaného oleje (5.18) vhodnym tfepacim zaiizenim.

Do kddinky (4.5) se pfevede 10 ml olejové emulze, poté se postupné pfidd 0,3 ml roztoku choldtu sodného
(5.20) a 20 ml destilované vody.

Kadinka se vlozi do termostatu udrzovaného na teploté 37 £ 0, 5 °C (poznamka 4); vloZi se elektrody pH metru
(4.21) a spirdlovité michadlo (4.22).

Pomoci byrety (4.23) se po kapkach pfidéva roztok hydroxidu sodného (5.19), dokud hodnota pH nedosdhne
5.
Pridd se dostate¢né mnozstvi vodni susEenze lipazy (viz niZe). Jakmile pH metr za¢ne ukazovat pH 8,3, zapnou

se stopky (4.24) a piikapava se roztok hydroxidu sodného (5.19) takovou rychlosti, aby se udrzovala hodnota
pH 8,3. Zaznamend se objem spotiebovaného zdsaditého roztoku za minutu.

Pozorovani se zaznamend ve formé grafu, jehoz nezavisle proménnou je ¢as a zévisle proménnou objem zdsa-
ditého roztoku v ml potiebny pro udrzeni konstantni hodnoty pH. Vysledny graf musi byt linedrni.

Vyse zminénd suspenze lipazy je vodni suspenzi 1:1000 (m/m). Pfi kazdé zkousce se pouZije takové mnozstvi
této susg)enze, aby se béhem Ctyf az péti minut spotieboval piiblizné 1 ml zdsaditeho roztoku. Obvykle je
zapotiebi piiblizné 1 az 5 mg prasku.

Lipazovou jednotkou se rozumi mnoZstvi enzymu, které uvolni 10 mikroekvivalentd kyseliny za minutu. Akti-
vita A pouzitého prasku vyjidiend v lipdzovych jednotkdch na 1 mg je pak ddna vzorcem:

V x10
A =

m
kde V je objem v ml roztoku ’Edroxidu sodného (5.19) spotiebovaného za minutu, vypocitany z grafu, a m je
hmotnost pouzitého zkusebniho vzorku prasku v mg.

Priprava lipazy

Lipdzy s dostate¢nou aktivitou jsou obchodné dostupné. Je ale rovnéz mozné je pfipravit v laboratofi takto:

5 kg cerstvé vepfové slinivky bfisni se vychladi na 0 °C; okolni sédlo a vazivové tkdi se oddéli a v michadle se
rozmélni, dokud nevznikne tekutd mazlavé pasta. Tato pasta se v michadle (4.25) smichd s 2,5 1 bezvodého
acetonu a poté odstiedi. Zbytek se extrahuje tiikrdt pomoci stejného mnozstvi acetonu, potom dvakrat pomoci
smési acetonu a diethyletheru 1:1 (V/V) a dvakrat pomoci diethyletheru.

Zbytek se po 48 hodin susi ve vakuu za ticelem ziskdni stabilntho prasku, ktery je mozné skladovat v lednicce.

V kazdém piipadé se doporucuje stanovit sloZeni veskerych mastnych kyselin ve stejném vzorku, nebot porov-
ndni se slozenim kyselin vdzanych v poloze 2 pomuze pfi vyhodnoceni ziskanych ¢isel.

Teplota hydrolyzy je 37 °C, je-li pouzit kapalny olej. V prlpade zkuSebniho vzorku se viak nastavi na 40 °C,
aby se umoznila analyza tukd s bodem téni az do 45 °
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4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

PRILOHA VI

STANOVENI OBSAHU TRILINOLEINU

PREDMET

Stanoveni sloZeni triglyceridt v olejich vyjadienych jako ekvivalentni pocet atomi uhliku pomoci vyso-
kot¢inné kapalinové chromatografie.

Tato metoda popisuje zpisob separace a kvantitativniho stanoveni sloZen{ triglyceridii v rostlinnych olejich
vyjadienych molekuldrni hmotnosti a stupném nenasycenosti jako funkce ekvivalentniho poétu atomi uhliku
(viz pozndmka 1).

OBLAST POUZITI

Tato metoda plati pro viechny rostlinné oleje obsahujici triglyceridy mastnych kyselin s dlouhymi fetézci.
Metoda je zvldsté vhodnd pro zjistovani piitomnosti malych mnozstvi polovysuchavych oleja (bohatych na
kyselinu linolovou) v rostlinnych olejich obsahujicich kyselinu olejovou jako prevlddajici nenasycenou mast-
nou kyselinu, jako napiiklad v olivovém oleji.

PODSTATA

Separace triglyceridt pomoci vysokod¢inné kapalinové chromatografie (s reverzni polérni fézi) podle jejich
ekvivalentniho poctu atomt uhliku a interpretace chromatogramdi.

PRISTROJE A POMUCKY
Vysoce tG¢inny kapalinovy chromatograf umoznujici termostatickou regulaci teploty kolony.
Jednotka injektoru pro dodani 10 pl vzorku.

Detektor: diferencidlni refraktometr. Citlivost celé stupnice musi mit Groveii nejméné 107 jednotky indexu
lomu.

Kolona: korozivzdorna trubice o délce 250 mm s vnitinim primérem 4,5 mm, naplnénd oxidem kiemicitym
o rozméru Castic 5 pm s obsahem uhliku 22 az 23 % ve formé oktadecylsilanu (pozndmka 2).

Zapisovac a/nebo integrator.

CHEMIKALIE

Vsechna ¢inidla musi mit Cistotu p. a. Elu¢ni rozpoustédla musi byt odplynénd a mohou byt pouzita nékolik-
rdt, aniz by to mélo vliv na separaci.

Chloroform.
Aceton.
Acetonitril.

Elu¢ni rozpoustédlo: acetonitril + aceton (pomér je tfeba nastavit tak, aby doslo k pozadované separaci; je nutno
zalit se smési 50: 50).

Solubiliza¢ni rozpoustédlo: aceton nebo smés acetonu a chloroformu 1: 1.

Referen¢ni triglyceridy: mohou byt bud pouzity komeréni triglyceridy (tripalmitin, triolein atd.), v tomto
piipadé se retencni casy budou vyndset v souladu s ekvivalentnim poctem atomi uhliku, anebo se referencni
chromatogram ziska ze sojového oleje (viz poznadmky 3 a 4 a obrazky 1 a 2).

PRIPRAVA VZORKU

Z analyzovanych vzorkd se piipravi 5 % roztok, do kterého se navdzi 0,5 g + 0, 001 g vzorku do odmérné
bariky na 10 ml a doplnénim do 10 ml solubiliza¢nim rozpoustédlem (5.5).
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7. POSTUP

7.1  Pfipravi se chromatograficky systém. Elu¢ni rozpoustédlo (5.4) se ¢erpd rychlosti 1,5 ml/min, aby doslo k vy¢is-
téni systému. Cekejte, dokud se nevytvoif stabilni zékladn linie.

Nastitknéte 10 pl vzorku pfipraveného podle odstavce 6.

8. VYPOCET A VYJADRENI VYSLEDKU

Pouzijte metodu vnitini normalizace, tj. predpoklddejte, Ze soucet ploch pikd odpovidajicich riznym trigly-
ceridiim je 100 %. Relativni procentni podil kazdého triglyceridu se vypocitd podle vzorce

plocha piku
% triglyceridu = ———————x100
soucet ploch piku

Vysledek se vypocitd s presnosti na jedno desetinné misto.

Pozndmka 1 Pofadi eluce je mozné stanovit vypoctenim ekvivalentnich pocti atomd uhliku, casto definovanych jako
ECN = CN - 2n, kde CN je pocet atomt uhliku a n je i;ioéet dvojnych vazeb. Vypocet miize byt mnohem
Efesnéjéf, okud se bere v Givahu ptivod dvojné vazby. Pokud n,, n, a n,,, jsou pocty dvo{n)’fch vazeb patficich
yseliné olejové, linolové a linolenové, ekvivalentni pocet atomu uhliku se vypocita podle vzorce
ECN = CN-d,n, - din, - d,n,,
kde koeficienty d, d, a d,, je mozné vypocitat pomoci referencnich triglyceridd. Za podminek predepsanych
pro tuto metodu plati pfiblizné tento vztah

ECN = CN-[2,60 n,] - [2,35 n,] - [2,17 n,,]

Pozndmka 2 Priklady: Lichrosorb (Merck) RP18, ¢. 50333;
Lichrospher nebo ekvivalent (Merck) 100 CH18, ¢. 50377.

Pozndmka 3 Pomoci nékolika referencnich triglyceridi je rovnéz mozné vypocitat rozliseni vzhledem k trioleinu

a=RT'[RT’

oleinu

pomoci redukovaného retenéniho ¢asu RT ,= RT — RT,

rozpoustédla®

Grafické vyjadfeni funkce log a = f (ﬁoéet dvojnych vazeb) umoziuje stanovit reten¢ni Casy vsech triglycerida
obsazenych v mastnych kyselindch, které se vyskytuji téZ v referencnich triglyceridech — viz obrézek 2.

Pozndmka 4 Ucinnost kolony musi umoznit zetelnou separaci piku trilinoleinu od sousednich piki triglyceridii, které majf
jen trochu rozdilny retenéni cas.
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Obrizek 1

Chromatogram vzorku sojového oleje

- Monoglyceridy a
2 diglyceridy
& -LLnLn
LLLn
B
[
LLL
OLLn
]
PLLn
- — OLL
—]
OOL
N
N
POL + StLL
PPL
& 000
StOL
P = palmitic acid St = stearic acid O = oleic acid L

= linoleic acid Ln = linolenic acid
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Obrizek 2
Graf funkee log a = f (pocet dvojnych vazeb)
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Pocet dvojnych vazeb (n)

La = kyselina laurovd My = kyselina myristovd
St = kyselina stearovd O = kyselina olejova
Ln = kyselina linolenovd

kyselina palmitovd

kyselina linolové
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5.1

PRILOHA IX

SPEKTROFOTOMETRICKA ANALYZA V ULTRAFIALOVE OBLASTI SPEKTRA

PREDMLUVA

Spektrofotometrickd analyza v ultrafialové oblasti spektra mtize poskytnout informace o jakosti tuku, stavu
jeho zachovalosti a zméndch zptsobenych technologickymi procesy.

Absorpce na vlnovych délkich specifikovanych v metodé je zptisobena piitomnosti konjugovanych dienovych
a trienovych systémdi. Tyto absorpce jsou vyjddieny jako specifické extinkce E' *; . (extinkce vyvoland 1 %
roztokem tuku v pfedepsaném rozpoustédle pii tloustce vrstvy 1 cm) obvykle oznacované pismenem K (téZ
zmifiované jako ,extinkéni koeficienty®).

PREDMET

Tato metoda popisuje postup pii spektrofotometrické analyze olivového oleje v ultrafialové oblasti spektra.

PODSTATA METODY

Zkoumany tuk se rozpusti v pozadovaném rozpoustédle a poté se urci extinkce roztoku pii urcitych vinovych
délkach proti ¢istému rozpoustédlu. Z vysledkd spektrofotometrickych méfeni se vypoctou specifické extinkee.

PRISTROJE A POMUCKY

Spektrofotometr pro méfeni extinkce v ultrafialové oblasti spektra mezi 220 a 360 nm s moznosti odecitan{
jednotlivych nanometrickych jednotek.

Pravouhlé kiemenné kyvety s vicky a optickou délkou 1 cm. Jsou-li naplnény vodou nebo jingm vhodnym roz-
poustédlem, nesmi vykazovat rozdily vétsi nez 0,01 jednotky extinkce.

Odmérné banky na 25 ml.

Chromatografickd kolona o délce 540 mm a praméru 35 mm s vypoustéci trubici o pfiblizném praméru
10 mm.

CHEMIKALIE

Spektrofotometricky ¢isty isooktan (2,2,4-trimethyl-pentan). Proti destilované vodé musi mit transmitanci nej-
méné 60 % pii 220 nm a nejméné 95 % pii 250 nm, nebo

— spektrofotometricky ¢isty cyklohexan: proti destilované vodé musi mit transmitanci nejméné 40 % pii
220 nm a negjméné 95 % pii 250 nm; nebo

— jiné vhodné rozpoustédlo schopné zcela rozpustit tukovou slozku (napf. ethanol v piipadé ricinového
oleje).

Bazicky oxid hlinity pro kolonovou chromatografii pfipraveny a zkontrolovany v souladu s postupem uvede-
nym v pifloze L.

n — hexan pro chromatografii.

POSTUP

Zkoumany vzorek musi byt dokonale homogenni a bez podezielych necistot. Oleje, které jsou pfi normalni
teploté kapalné, maji byt prefiltrovany pies papir pfi teploté piiblizné 30 °C, pevné tuky je tieba homogeni-
zovat a prefiltrovat pii teploté nejvyse 10 °C nad jejich bodem tani.
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5.3

5.4

6.1

6.2

Navézi se pfiblizné 0,25 g takto pfipraveného vzorku do odmérné baiky na 25 ml, doplni se az ke znacce
pfedepsanym rozpoustédlem a homogenizuje. Vysledny roztok musi byt dokonale ¢iry. Je-li roztok zakaleny
nebo obsahuje necistoty, je nutno jej rychle piefiltrovat pies papir.

Kyveta se naplni ziskanym roztokem a zméi{ se extinkce v oblasti vinovych délek 232 az 276 nm, jako refe-
ren¢ni roztok slouzi pouzité rozpoustédlo.
Zaznamenané hodnoty extinkce musi lezet v rozsahu 0,1 az 0,8. Pokud tomu tak neni, mus{ byt méfeni zopa-

kovéna s pouzitim roztokd o vhodné upravené koncentraci.

Je-li nutné stanovit specifické extinkce po prichodu oxidem hlinitym, postupuje se takto: Do chromatogra-
fické kolony se nalije suspenze 30 g bazického oxidu hlinitého v hexanu. Po usazeni adsorbentu se odstrani
piebyte¢ny hexan tak, aby prevySoval horni okraj oxidu hlinitého piiblizné o 1 cm.

Rozpusti se 10 g tuku, homogenizovaného a filtrovaného podle popisu v odstavci 5.1, ve 100 ml hexanu a roz-

tok se nalije do kolony. Shromdazdi se eludt a odpaii se veskeré rozpoustédlo ve vakuu pii teploté niz$i nez
25°C.

Takto ziskany vzorek tuku se neprodlené zpracuje podle popisu v odstavci 5.2.

VYJADRENI VYSLEDKU

Zaznamendvaji se specifické extinkce (extinkéni koeficienty) pii riznych vinovych délkdch vypoctené takto

kde
Ky = specifickd extinkce pfi vinové délce \,
E, = extinkce pfi vlnové délce A,

¢ = koncentrace analytického roztoku v g/100 ml zkusebniho roztoku,

%)
1}

tloustka kyvety v cm.

Vysledek se vypocitd s piesnosti na jedno desetinné misto.

Spektrofotometrickd analyza olivového oleje v souladu s Gfedni metodou definovanou v nafizenich EHS
piedepisuje stanoveni charakteristickych extinkei v roztoku isooktanu pii vlnovych délkich 232 a 270 nm
a stanoven{ hodnoty AK, kterd je definovéna takto

K ,+K

m-4 m+4

m 2

kde K, je charakteristickd extinkce pfi vinové délce m, vinova délka v blizkosti 270 nm, pfi niz dochdzi k maxi-
malni absorpci.
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DODATEK 1

Priprava oxidu hlinitého a zkouska jeho aktivity

Ptiprava oxidu hlinitého

Oxid hlinity, ktery byl nejprve tfi hodiny susen v laboratorni picce pii teploté 380 az 400 °C, se vlozi do
hermeticky uzaviené nddoby, pfidé se destilovand voda v poméru 5 ml na 100 g oxidu hlinitého, nddoba se
ihned uzavie, opakované protiepe a poté pred pouZitim nechd nejméné 12 hodin v klidu.

Kontrolaaktivity oxiduhlinitého

Pripravi se chromatografickd kolona s 30 g oxidu hlinitého. Postupem podle odstavce 5.4. se kolonou nechd
projit smés tvofena:

— 95 % panenského olivového oleje se specifickou extinkei mensi nez 0,18 pii 268 nm,

— 5 % podzemnicového oleje, upravovaného za pomoci zeminy v procesu rafinace, s hodnotou specifické
extinkce nejméné 4 pii vinové délce 268 nm.

Jestlize po prichodu kolonou mé smés charakteristickou extinkci pfi 268 nm vétsi nez 0,11, je oxid hlinity
pfijatelny, pokud ne, Groven dehydratace musi byt zvysena.
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A2

A2.1

A2.2

DODATEK 11

Kalibrace spektrofotometru

Zafizeni musi byt v pravidelnych intervalech (nejméné jednou za Sest mésicti) kontrolovino, pokud jde
o vlnovou délku a pfesnost odezvy.

Vlnovou délku je mozné kontrolovat pomoci rtutové vybojky nebo pomoci vhodnych filtra.

Pfi kontrole odezvy fotocldnku a fotondsobice se postupuje takto: navdzi se 0,2000 g Cistého chromanu dra-
selného pro spektrofotometrii a rozpusti se v roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 0,05 mol/l
v 1 000 ml odmérné bance a doplni po znacku. Odebere se presné 25 ml ziskaného roztoku, prevede do
odmérné banky na 500 ml a doplni po znacku stejnym roztokem hydroxidu draselného.

Extinkce takto ziskaného roztoku se zmé¥{ pii vinové délce 275 nm proti roztoku hydroxidu draselného.
Extinkce naméfend pomoci jednocentimetrové kyvety musi byt 0,200 = 0,005.
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3.1

PRILOHA X A
ANALYZA METHYLESTERU MASTNYCH KYSELIN PLYNOVOU CHROMATOGRAFI[

PODSTATA
Tato metoda popisuje pouZiti plynové chromatografie s ndpliiovymi nebo kapilarnimi kolonami pro sta-

noveni kvalitativniho a kvantitativniho slozeni smési methylestert mastnych kyselin, ziskanych podle
metody uvedené v piiloze X B.

Metoda neni pouzitelnd pro polymerni mastné kyseliny.

CHEMIKALIE

Nosny plyn

Inertni plyn (dusik, helium, argon, vodik atd.), dokonale vysuseny a s obsahem kysliku mensim nez 10
mg/kg.

Pozndmka 1 Vodik, ktery je pouzivan pouze na kapildrnich kolondch, umoziiuje dvakrat zvysit rychlost analyzy, ale je
nebezpecny. Bezpecnostni zafizeni jsou dostupna.

Pomocné plyny
Vodik (Cistoty vyssi nez 99,9 %), neobsahujici organické necistoty.

Vzduch nebo kyslik, neobsahujici organické necistoty.

Referencni standard

Smés methylesterti ¢istych mastnych kyselin, nebo methylestery z oleje zndmého sloZeni; vyhodné je slo-
zeni podobné analyzovanému vzorku.

Pozornost je nutno vénovat ochrané polynenasycenych mastnych kyselin pfed oxidaci.

PRISTROJE A POMUCKY
Uvedené pokyny se vztahuji na obvykld zafizeni pouzivand pro plynovou chromatografii, pouzivajici napl-

niové, nebo kapildrni kolony a plameno-ioniza¢ni detektor. Vhodné jsou piistroje dosahujici i¢innosti a roz-
lisen{ uvedené v odstavci 4.1.2.

Plynovy chromatograf

Plynovy chromatograf, obsahujici nasledujici ¢dsti:
Injektor

Pouzivé se injektor bud

a) pro népliovou kolonu, ktery by mél mit pokud mozno nejmensi mrtvy prostor (v tomto piipadé by
mél byt injektor schopen ohf4ti na teplotu o 20 az 50 °C vy3si nez je teplota kolony), nebo

b) pro kapildrni kolonu, kde by injektor mél byt konstruovan p¥fmo pro pouziti s touto kolonou. V tomto
piipadé mize byt provadén bud ndstiik pomoci délice (split type), nebo bez déleni pfimo na kolonu
(splitless type) néstiik ,on column*.

Pozndmka 2 Pokud nejsou piitomny mastné kyseliny s méné nez 16 atomy uhliku, maze byt pouZit injektor s pohyb-
livou jehlou.

Termostat

Termostat md mit schopnost vyhidt kolonu na teplotu nejméné 260 °C a udrzovat zddanou teplotu
s pfesnosti na 1 °C v piipadé ndpliiové kolony a na 0,1 °C v piipadé kapildrni kolony. Posledni pozadavek
je dilezity pti pouziti kiemennych kolon.

Pouziti ohfevu s programovanou teplotou je doporuceno ve viech piipadech, zejména pro mastné kyse-
liny s méné nez 16 atomy uhliku.



406

Ufedni véstnik Evropské unie

03/sv. 11

3.1.3.1

3.1.3.2

3.1.33

3.1.4.1

3.1.4.2

3.1.4.3

3.2

3.3

Ndplnové kolony

Kolona mé byt vyrobena z materidlu, ktery je inertni k analyzovanym ldtkdm (napf. sklo nebo koro-
zivzdornd ocel), a md mit ndsledujici rozméry:

a) délka: 1 m az 3 m. Relativné kratsi kolony by mohly byt pouzity za ptitomnosti mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem (nad C,). P analyzach kyselin se 4 nebo 6 uhlikovymi atomy se doporucuje
pouzit kolonu o délce 2 m;

b) vniténi pramér: 2 az 4 mm.

Pozndmka 3 Jestlize jsou analyzovany polyenové kyseliny s vice nez tfemi dvojnymi vazbami, mize na koloné z koro-
zivzdorné oceli dochdzet k jejich rozlozeni.

Pozndmka 4 Muze byt pouzit systém s dvéma ndplinovymi kolonami.
Népln zahrnuje tyto ¢dsti:

a) nosic: kyselinou prand a silanizovand kiemelina, nebo jiny vhodny inertni nosic s tizkym rozsahem veli-
kosti ¢astic (25 pm v rozmez{ mezi 125 pm az 200 pm), pficemz prumérnd velikost ¢astic md vztah
k vnitinimi priméru a délce kolony;

b) staciondrni faze: polarni faze polyesterového typu (napf. diethylenglykoljantarat polyester, butandioljan-
tardt polyester, ethylenglykoladipat polyester atd.), kyanosilikony nebo jiné kapaliny spliiujici poza-
davky na chromatografickou separaci (viz bod 4). Staciondrni fize by méla tvofit 5 % az 20 % (m/m)
z ndplné. Pro ur¢itd déleni mtze byt pouzita nepoldrni staciondrni faze.

Kondicionace kolony

Pripravend kolona odpojend od detektoru, je-li to mozné, se postupné ohieje v termostatu na teplotu 185 °C
za prutoku inertniho plynu rychlost{ 20 ml/min az 60 ml/min, nechd se nejméné 16 hodin pfi této teploté
a dalsf dvé hodiny pii 195 °C.

Kapildrn{ kolona

Trubice md byt vyrobena z materidlu, ktery je inertni k analyzovanym ldtkim (napf. sklo nebo taveny
kiemen). Vnitini pramér by se mél pohybovat mezi 0,2 mm az 0,8 mm. Vnitini povrch by mél byt
piiméfenym zptsobem upraven (napf. piiprava povrchu, inaktivace). Délka 25 m je ve vétsiné piipadt
dostate¢na.

Staciondrni fdze, obvykle polyethylenglykolového typu (polyethylenglykol 20 000), polyestery (butan-
dioljantardt polyester) nebo polérni polysiloxany (kyanosilikony). Vhodné jsou vdzané staciondrni féze
(zesitované).

Pozndmka 5 Pfi pouZziti poldrnich polysiloxanii je nebezpeci obtizné identifikace a separace kyseliny linolenové a kyselin
Cyo-

Pokryti by mélo byt tenké, napf. 0,1 pm az 0,2 pm.

Montdz a kondicionace kolony

Je nutno zachovat béznou opatrnost pfi montdzi kapildrni kolony, napf. iprava kolony v termostatu (no-
si¢), vybér a provedeni spojii (netésné spoje), poloha konce kolony v injektoru a detektoru (zmenseni mrt-
vych prostorti). Kolono se nechd protékat nosny plyn (napf. 0 kPa pro kolonu délky 25 mm a vnitfnim
priuméru 0,3 mm).

Kolona se ohffvd v termostatu za programované teploty rychlosti 3 °C/min od teploty okoli do teploty
10 °C pod limitni hodnotu, p#i které dochdzi k rozloZeni staciondrni fize. Termostat se udrzuje pii této
teploté po dobu jedné hodiny, dokud nedojde k ustaleni zdkladni linie. Potom se termostat ochladi na
180 °C a pracuje se za isotermnich podminek.

Pozndmka 6  Vhodné kondiciované kolony jsou obchodné dostupné.

Stiikacka

Stitkacka o maximdlnim objemu 10 pl, délend po 0,1 pl.

Zapisovac
JestliZe je pro vypocet sloZeni analyzované smési pouzit zdznam zapisovace, je nutno pouzit elektronicky
zapisovac s vysokou piesnosti, slucitelny s pfistrojem. Zapisova¢ by mél mit ndsledujici charakteristiky:

sovace z 0 % na 90 % pii nahlém zavedeni signdlu 100 %),
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b) sitka papiru nejméné 20 cm,

¢) rychlost posunu papiru, nastavitelnd na hodnoty mezi 0,4 cm/min az 2,5 cm/min.

Integritor nebo kalkulitor (volitelny)

Rychly a pfesny vypocet muze byt proveden pomoci elektronického integratoru nebo kalkuldtoru. Ten ma
poskytovat linedrni odezvu s odpovidajici citlivosti a uspokojivou korekci na opravu zdkladn{ linie.

POSTUP

Postup popsany v odstavcich 4.1 az 4.3 se tykd pouziti plameno-ioniza¢niho detektoru.

Muze byt pouzit plynovy chromatograf vybaveny detektorem pracujicim na principu tepelné vodivosti
(katarometrem), ktery pracuje na principu zmén tepelné vodivosti. Pracovni podminky je tfeba v tomto
piipadé upravit tak, jak je uvedeno v bodu 6.

ZkuSebni podminky
Vybér optimdlnich pracovnich podminek

Népliiové kolony

Pfi vybéru pracovnich podminek je nutno piihlizet k ndsledujicim proménnym:

a) délka a pramér kolony;

b) povaha a mnozstvi staciondrni fize;

¢) teplota kolony;

d) pratok nosného plynu;

¢) pozadované rozlisent;

f) velikost néstiiku zvolend tak, aby sestava detektoru a elektrometru ddvala linedrni odezvu;

g) trvani analyzy.

Obecné hodnoty uvedené v tabulkdch 1 a 2 povedou k pozadovanym vysledkiim, tj. nejméné 2 000 teo-
retickych pater na metr délky kolony pro methylsteardt a jeho eluci v prabéhu pfiblizné 15 minut.

Jestlize to pristrojové vybaveni dovoli, méla by byt teplota injektoru pfiblizné 200 °C a detektoru stejnd
nebo vyssi nez je teplota kolony.

Plati pravidlo, Ze pomér pritoku vodiku pfividéného do plameno-ioniza¢niho detektoru k pritoku nos-
ného plynu by se mél pohybovat v rozmezi 1:2 az 1:1 v zavislosti na priméru kolony. Pratok kysliku by
mél byt 5krat az 10krdt vyssi nez pratok vodiku.

Tabulka 1
Vnitini pramér kolony Prutok nosného plynu
mm ml/min
2 15az 25
3 20 az 40
4 40 az 60
Tabulka 2
Koncentrace staciondrni fize Teplota kolony
% (m/m) °C
5 175
10 180
15 185
20 185
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4.1.1.2

Kapildrni kolona

Ucinnost a permeabilita kapildrni kolony zptsobuji, Ze délen slozek a doba trvanf analyzy jsou znacné
zdvislé na prutoku nosného plynu kolonou. Je proto nezbytné optimalizovat pracovni podminky ptso-
benim na tyto parametry (nebo jednoduseji na tlakovou ztrdtu na kolong) podle toho, zda je cilem zlepsit
délent, nebo zrychlit analyzu.

Stanoveni poctu teoretickych pater (G¢innosti) a rozliSeni (viz obrazek 1)

Provede se analyza smési pfiblizné stejného mnoZstvi methylsteardtu a methyloledtu (napf. methylestery
z kakaového madsla).

Teplota kolony a pritok nosného plynu se nastavi tak, aby maximum piku methylsteardtu bylo zazna-
mendno piiblizné 15 minut po piku rozpoustédla. Pouzijte dostateéné mnozstvi smési methylesterts, aby
vyska piku methylsteardtu dosahovala pfiblizné ti{ ¢tvrtin rozsahu stupnice.

Pocet teoretickych pater n (G¢innost) se vypocitd podle vzorce:
2
dr,
n =16 |—
0y

a rozlideni R podle vzorce:

2A
R =
0,+0,
kde
dr, je vzdalenost v mm od pocatku chromatogramu do maxima piku methylsteardtu;

0, a 0, jsou §ifky v mm pikd methylsteardtu a methyloledtu zméfené mezi priseciky tangent vedenymi
inflexnimi body na piku a zdkladn{ linif;

A je vzdalenost mezi maximy pikd methylsteardtu a methyloledtu v mm.
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Obrizek 1

Chromatogram pro stanoveni poctu teoretickyich pater (iicinnosti) a rozliseni

Rozpoustédlo

A

Methyl-oledt

Methyl-stearat

ﬂ

Vzduch

4.2

4.3

‘ o

By

Start

Pii stanoveni by mély byt nastaveny pracovni podminky poskytujici nejméné 2 000 teoretickych pater na
jeden metr délky kolony pro methylsteardt a rozliSeni nejméné 1,25.

Niéstiik vzorku

Za pouziti stitkacky (3.2) se na kolonu chromatografu nastitkne 0,1 pl az 2 pl roztoku methylestert
pfipravenych podle piilohy X B.

Pokud methylestery nejsou v roztoku, pfipravi se roztok pfiblizné 100 mg v 1 ml heptanu pro chroma-
tografii a nastfikuje se 0,1 pl az 1 pl tohoto roztoku.

JestliZe jsou analyzovany slozky pFitomné pouze ve stopovych mnozstvich, velikost ndstiiku maze byt zvy-
ena (az desetindsobné).

Analyza

Pracovni podminky by mély byt nastaveny podle odstavce 4.1.1.

Pokud jsou analyzovany mastné kyseliny s méné nez 12 atomy uhliku, lze pracovat pii nizsi teploté. Pi
analyzdch mastnych kyselin s vice nez 20 atomy uhliku Ize pracovat naopak pfi teploté vyssi. Je také mozno
pouzit v obou téchto pifpadech programové teploty. Napf. pii analyze vzorku, ktery obsahuje methyle-
stery mastnych kyselin s méné nez 12 atomy uhliku nastiikujeme vzorek pii teploté 100 °C (nebo 50 °C az
60 °C, je-li piitomna kyselina mdselnd) a okamzité se zvysuje teplota rychlosti 4 C°/min az 8 °C/min aZ na
optimdlni hodnotu. V nékterych piipadech mohou byt oba postupy kombinovany.

Po ukonceni programovaném ohfevu pokracuje eluce pii konstantni teploté, dokud nejsou eluovany vse-
chny slozky. Jestlize pfistroj neni vybaven programovanim teploty, je mozno pouzit dvé teploty mezi
100 °Ca 195 °C.

Jestlize je to nutné, je doporuceno provést analyzu na dvou zakotvenych fizich o rtizné polarité, aby byla
ovéfena nepiitomnost maskovanych pik, napiiklad v piipadé soucasného vyskytu C, 4.5 a C50.0, nebo Cyg.5
a konjugovanych C,g.,.
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4.4

5.1

5.2

5.2.1

5.2.2

5.2.2.1

5.2.2.2

Piiprava referenéniho chromatogramu a referenénich grafiu

Provédi se analyza referen¢ni standardni smési (2.3) za stejnych pracovnich podminek, které byly pouzity
pii analyze vzorku, méfenim retenénich Cast nebo reten¢nich vzdélenosti pro zdkladni mastné kyseliny.
Do semilografického grafu se vynesou logaritmy retenénich Cast nebo vzdalenosti pro jednotlivé stupné
nasycenosti proti po¢tu atomt uhliku. Za isotermnich podminek by méla byt zdvislost pro kyseliny s rov-
nym Fetézcem stejného stupné nasycenosti linedrni. Tyto piimky by mély byt pfiblizné rovnobézné.

Je nutné stanovit podminky k vyvarovani se piitomnosti ,maskovanych pika“ v piipad¢, Ze rozliSeni je
nedostate¢né k rozdéleni dvou slozek.

VYJADRENI VYSLEDKU

Kvalitativni analyza

Provede se identifikace pika methylesterti pro vzorek z grafu podle 4.4; podle potieby se interpoluje.
Kvantitativni analyza

Urcen{ slozeni

Az na vyjimeéné piipady lze pouzit metody vnitfni normalizace, tj. za predpokladu, Ze vSechny slozky
vzorku jsou zaznamendny na chromatogramu, pfedstavuje celkovd plocha pikii 100 % (celkovd eluce).

Jestlize je pistroj vybaven integratorem, pouZiji se vysledky ziskané timto zptsobem. Neni-li integrtor

k dispozici, vypocte se plocha kazdého piku vyndsobenim vysky piku sitkou piku v polovi¢ni vysce a podle
potieby se pouzije ve vypoctu zména zeslabeni pouzitd pfi zdznamu chromatogramu.

Vypocet
Obecny piipad
Obsah slozky i vyjadfeny v hmotnostnich procentech methylestert se vypocitd urcenim plochy odpovida-

jictho piku vzhledem k souctu ploch vsech pika podle vzorce:

A
—x100
A

kde

A; je plocha piku odpovidajici slozce i,

ZA je soucet ploch vsech pikd.

Vysledek se vypocitd s piesnosti na jedno desetinné misto.

Pozndmka 7V tomto obecném piipadé je vysledek zalozen na pfedpokladu, ze plocha piku pfedstavuje hmotnostni pro-
centa. V pifpadech, Ze tento pfedpoklad neplati, viz 5.2.2.2.

Pouziti korek¢nich faktort

V nékterych piipadech, zvldsté za piitomnosti mastnych kyselin s méné nez 8 atomy uhliku, nebo kyselin
se sekunddrni skupinou v piipadé pouziti detektoru pracujictho na principu tepelné vodivosti, nebo je-li
pozadovéna zvldsté vysokd presnost, by mély byt pouzity korekéni faktory k pfevedeni plochy piku
vyjadené v procentech na hmotnostni procenta slozek.

Urceni korekénich faktort za pomoci chromatogramu referencni smési methylesterti zndimého slozenf se
provadi za stejnych pracovnich podminek, jaké byly pouzity pfi analyze vzorku.

Pro tyto referen¢ni smési se obsah v hmotnostnich procentech vypocte podle vzorce:

m,
—x 100
Im

kde

m; je hmotnost slozky i v referen¢ni smési,

Zm je celkovd hmotnost vSech slozek v referen¢ni smési.
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Z chromatogramu referen¢ni smési (4.4) se vypocitd procentni podil ploch (plocha/plocha) pro slozku i

takto:
A
— x 100
TA
kde
A; je plocha piku odpovidajici slozce i,
TA soucet ploch vsech pika.
Korekéni faktor se vypocitd podle vzorce
mx ZA
P AxIm

Obecné se korekéni faktory vyjadif ve vztahu ke K¢, ¢ jako relativni faktor:
’ Ki
K. = -
c16
Pro vzorek se vyjadii obsah kazdé slozky i v hmotnostnich procentech methylesteru jako:

K,ixAi
x 100

(K xA)
Vysledky se vypocitaji s pfesnosti na jedno desetinné misto.

5.2.2.3 Pouziti vnitiniho standardu

V nékterych piipadech (napf. kdyz nejsou kvantifikoviny viechny mastné kyseliny, k ¢emuz dochézi, jsou-li
piftomny 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
vnitin{ standard by mél byt stanoven korekéni faktor (pokud se pouzije).

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

m xK' xA

— 1 15100
m xK' x A

kde

A; je plocha piku odpovidajici slozce i,

A, plocha piku odpovidajici vnitfnimu standardu,

K'; korekéni faktor pro slozku i (vztazeny na Kc),

K’ korekéni faktor pro vnitin{ standard (vztaZeny na Kc;¢),

m  hmotnost zkusebniho vzorku v mg,

m, hmotnost vnitiniho standardu v mg.

Vysledek se vypocitd s presnosti na jedno desetinné misto.

6. SPECIALNI PRIPAD: POUZITI KATAROMETRU (DETEKTORU PRACUJICIHO NA PRINCIPU ZMEN
TEPELNE VODIVOSTI)

Plynovy chromatograf vybaveny detektorem pracujicim na principu zmén tepelné vodivosti (katarometr)

muze byt rovnéZz pouzit pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni slozeni smési methylesterti mastnych
kyselin. Pii jeho pouziti by podminky uvedené v odstavcich 3 a 4 mély byt upraveny podle tabulky 3.

Pro kvantitativni analyzu je definovano pouziti korekénich faktort v 5.2.2.2.
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Tabulka 3

Proménnd

Hodnota/podminka

Kolona

Nosic¢
Koncentrace staciondrn{ fize

Nosny plyn

Pomocné plyny
Teplota néstiiku
Teplota kolony
Pratok nosného plynu

Nistiik vzorku

délka: 2 m az 4 m
vnitini primér: 4 mm

zrnéni mezi 160 pm a 200 pm
15 % az 25 % (m/m)

Helium, nebo pfi jeho nedostatku vodik s co
nejniz$im obsahem kysliku

74dné

40 °C az 60 °C nad teplotu kolony
180 °C az 200 °C

obvykle 60 ml/min az 80 ml/min
obvykle mezi 0,5 pl az 2 pl

PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol musi obsahovat odkaz na pouzitou metodu pro pifpravu methylesterti a jejich stanoveni plyno-
vou chromatografif a ziskané vysledky. Déle zahrnuje vSechny pracovni podrobnosti nespecifikované v této
mezindrodni normé nebo povazované za volitelné, jakoz i dalsi okolnosti, které mohou ovlivnit vysledek.

Protokol musi obsahovat vechny informace nutné pro kompletni identifikaci vzorku.
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3.1

3.2

33

3.4

3.5

4.1

PRILOHA X B

PRIPRAVA METHYLESTERU MASTNYCH KYSELIN PODLE PRIL. VI HL. I A Il NARIZENI (EHS)

¢ 72[77 NEBO METODOU POPSANOU NI E

PREDMLUVA

Vybér metody zévisi na slozeni mastnych kyselin, na obsahu volnych mastnych kyselin ve zkoumané tukové
ldtce a na uvazované analyze plynovou chromatografii.

V tivahu pfichézeji

— pro tukové latky obsahujici mastné kyseliny s méné nez 12 atomy uhliku pouze postup pouzivajici her-
meticky uzavienou ampuli nebo dimethylsulfét;

— pro tukové litky s obsahem volnych mastnych kyselin vice nez 3 % pouze postup pouzivajici kyselinu
chlorovodikovou a methanol nebo dimethylsulfat;

— pro stanoveni trans-isomert plynovou chromatografii pouze postup pouzivajici methyldt sodny nebo
dimethylsulfat;

— postup pouzivajici smés methanolu, hexanu a kyseliny sirové je nutno pouzit pro pfipravu methylestert
z malych mnozstvi tukovych latek po jejich separaci pomoci tenkovrstvé chromatografie.

Pritomnost nezmydelnitelnych latek neni nutno brét v tivahu, pokud neptekroci 3 %; v opacném piipadé je
nutné piipravit methylestery z mastnych kyselin.

PODSTATA A OBLAST POUZITI

Tato metoda popisuje pét zpsobd piipravy methylestert z tukovych latek:

a) s methyldtem sodnym;

b) s methyldtem sodnym v hermeticky uzaviené ampuli;

¢) s methanolovym roztokem kyseliny chlorovodikové v hermeticky uzaviené ampuli;
d) s dimethylsulfitem;

) se smési methanolu, hexanu a kyseliny sirové.

Metoda A

PODSTATA

Analyzovana tukova latka se zahiivd pod zpétnym chladicem spolu s methanolem a methyldtem sodnym.
Ziskané methylestery se extrahuji pomoci diethyletheru.

PRISTROJE A POMUCKY

Barika na 100 ml se zdbrusem, opatend zpétnym chladi¢em nahofe uzavienym sodnovépenatou trubici.
Odmérky na 50 ml.

Pipeta na 5 ml délend po 0,1 ml.

Délici ndlevky na 250 ml.

Barika na 200 ml.

CHEMIKALIE

Bezvody methanol.
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4.2

43
4.4

4.5

5.1

5.2

5.3

3.1

3.2

4.1

5.1

5.2

5.3

3.1

Priblizné 1 % roztok methyltu sodného v methanolu, pfipraveny rozpusténim 0,34 g kovového sodiku
ve 100 ml bezvodého methanolu.

Ethylether.
10 % roztok chloridu sodného.

Petrolether s bodem varu 40 az 60 °C.

POSTUP

Do bariky na 100 ml se navazi 2 g tukové ltky, vysuSené siranem sodnym a piefiltrované. Pfidd se 35 ml
methanolu, nasadi se chladic¢ a nechd se vafit nékolik minut pod zpétnym chladicem.

Zahfivani se pferusi, odpoji se chlazeni a rychle se pfidd 3,5 ml roztoku methyldtu sodného. Znovu se nasadi
chladi¢ a nechd se vafit pod zpétnym chladi¢em nejméné 3 hodiny. Methylace je dokoncena, jakmile je zka-
palnéna veskerd tukova ldtka a reak¢ni smés je pfi laboratorni teploté dokonale ¢ird.

Reakéni smés se vychladi a nalije do délici ndlevky na 250 ml, ptidd se 35 az 40 ml diethyletheru, 100 ml
vody a 5 az 6 ml 10 % roztoku chloridu sodného. Protfepe se a umozni se separace vrstev. Vodna faze se
vypusti do druhé délici nalevky a znovu se extrahuje pomoci 25 ml diethyletheru.

Do spojenych etherovych extraktil se pfidd 50 ml petroletheru s bodem varu 40 az 60 °C. Voda se oddéli
a potom se odstrani.

Etherovi faze se tiikrat proplachne 10 az 15 ml vody, vysusi se siranem sodnym a pfefiltruje do banky na
200 ml.

Rozpoustédlo se z vodni lazné vydestiluje a zbytek se vysusi v proudu ¢istého dusiku.

Metoda B

PODSTATA

Analyzovand tukovd ldtka se upravuje methyldtem sodnym v methanolovém roztoku v hermeticky uzaviené
ampuli pii teploté 85 az 90 °C.

PRISTROJE A POMUCKY

Silnosténnd sklenénd ampule na pfiblizné 5 ml (vyska 40 az 45 mm, pramér 14 az 16 mm).

Pipeta na 1 ml, délend po 0,1 ml.

CHEMIKALIE

Priblizné 1,5 % roztok methyldtu sodného v methanolu. Tento roztok je pfipraven rozpusténim 0,50 g
kovového sodiku ve 100 ml bezvodého methanolu.

POSTUP

Do sklenéné ampule se prevede 2 g tukové latky, pfedem vysusené siranem sodnym a prefiltrované. Pfida se
0,3 g (pfiblizné 0,4 ml) roztoku methyldtu sodného a ampule se hermeticky zatavi.

Ampule se na dvé hodiny ponoii do vodni ldzné o teploté 85 az 90 °C a ¢as od ¢asu se protiepe. Esterifika¢ni
proces je dokoncen, jakmile je obsah ampule po usazeni glycerinu a zbytku ¢inidel ¢iry.

Ampule se vychladi na laboratorni teplotu. Otevfe se v okamziku, kdy maji byt methylestery pouzity. Pfed
umisténim do zafizeni pro plynovou chromatografii neni nutnd zZddnd dals{ dprava.

Metoda C

PODSTATA

Analyzovand tukova ldtka se upravuje methanolovym roztokem kyseliny chlorovodikové v hermeticky
uzaviené ampuli pfi teploté 100 °C.

PRISTROJE A POMUCKY

Silnosténnd sklenénd ampule na pfiblizné 5 ml (vyska 40 az 45 mm, pramér 14 az 16 mm).
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3.2

4.1

4.2

5.1

5.2

5.3

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

5.1

5.2

5.3

Kalibrované pipety na 1 ml a 2 ml.

CHEMIKALIE

12 % methanolovy roztok kyseliny chlorovodikové. Tento roztok je pfipraven z plynné kyseliny
chlorovodikové a bezvodého methanolu (pozndmka 1).

Hexan pro plynovou chromatografii.

POSTUP

Do sklenéné ampule se prevede 0,2 g tukové latky, pfedem vysusené siranem sodnym a pfefiltrované, a 2 ml
methanolového roztoku kyseliny chloro-vodikové. Ampule se hermeticky zatavi.

Ampule se na 40 minut ponoif do vodni ldzné o teploté 100 °C.

Ampule se vychladi pod tekouci vodou, oteve se, pfidd se 2 ml destilované vody a 1 ml hexanu. Odstfedi se
a odebere se hexanovou fazi, kterd je pfipravena k pouziti.

Metoda D

PODSTATA

Analyzovand tukova latka se zmydelni pomoci methanolového roztoku hydroxidu draselného a poté upra-
vena dimethylsulfitem. Po pfiddni kyseliny chlorovodikové se vytvofené methylestery automaticky oddéli.
Velmi ¢isté methylestery se ziskaji ndslednou Gpravou oxidem hlinitym.

PRISTROJE A POMUCKY

Silnosténnd zkumavka na pfiblizné 20 ml se zabrusovou sklenénou zitkou 10/19 a bezpecnostni svorkou.
Zpémné chladice se zdbrusy 10/19.

Sklenéné filtry se sintrovanym kotoucem o rozméru G 2 a praméru 20 mm.

Sklenéné zkumavky na pfiblizné 10 ml s kénickym dnem.

Stitkackana 1 mla 5 ml.

CHEMIKALIE

10 % roztok hydroxidu draselného v methanolu pro plynovou chromatografii.
Indikdtor: 0,05 % roztok bromkresolové zelené v methanolu.

Dimethylsulfét (d = 1,335 pii 15 °Q).

Koncentrovana kyselina chlorovodikova (d = 1,19) rozpusténa v poméru 1: 1 v methanolu pro plynovou
chromatografii.

Oxid hlinity standardizovany podle Brockmanna pro adsorp¢ni chromatografii.

POSTUP

Do zkumavky na 20 ml se ptevede 2 g (pfiblizné 2,2 ml) tukové latky, pfedem vysuSené siranem sodnym
a piefiltrované. Pfidd se 5 ml roztoku hydroxidu draselného a nékolik kfemennych varnych kaminka. Pipoji
se zpétny chladi¢ a nékolik minut se zahfivd nad nizkym plamenem pii souc¢asném protiepavani. Zmydel-
novani je hotovo, jakmile je roztok ¢iry. Nakonec se zkumavka vychladi pod tekouci vodou a zpétny chladi¢
se odpoji.

PFidaji se dvé kapky indikdtoru a pomoci stitkacky pomalu 1 ml dimethylsulftu. Zkumavka se hermeticky
uzavie a dvé az tf minuty protfepe, pfitom se v pravidelnych intervalech ponofuje spodek zkumavky do
vrouci vody. Reakce je dokoncena, jakmile se barva indikdtoru zméni z modré na Zlutou. Nakonec se zku-
mavka vychladi pod tekouci vodou, pak se otevie a pfidd se do ni 5 ml methanolového roztoku kyseliny chlo-
rovodikové.

Po nékolikasekundovém protiepdvani se zkumavka odloz{ do naklonéného stojanku na zkumavky a lehkym
poklepem se napomuze vystoupeni methylesterti k povrchu ve formé olejovité hmoty (pozndmka A).
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3.2

3.3

3.4

3.5

4.1

4.2

4.3

5.1

5.2

5.3

Pomoci stitkacky dosahujici az na dno zkumavky se odeberou methylestery, prevedou se do zkumavky
s kénickym dnem, pfidd se oxid hlinity o objemu pfiblizné jedné ¢tvrtiny objemu methylesterti, obsah zku-
mavky se protiepe a prefiltruje pres filtraéni papir.

Pozndmka A Pokud se methylestery okamZzité neoddéli, pfidd se do zkumavky 5 ml vody a obsah zkumavky se protfepe.

Metoda E

PODSTATA

Analyzovand tukovd latka se ohfeje pod zpétnym chladicem spolu se smési methanolu, hexanu a kyseliny
sirové. Ziskané methylestery se pak extrahuji pomoci petroletheru.

PRISTROJE A POMUCKY

Zkumavka pfiblizné na 20 ml se zabrusem, opatfend ptiblizn¢ 1 m dlouhym vzduchovym zpétnym chladi-
cem.

Kalibrovand pipeta na 5 ml.
Délici nélevka na 50 ml.
Odmérky na 10 ml a 25 ml.

Zkumavka s konickym dnem na 15 ml.

CHEMIKALIE

Methyla¢ni ¢inidlo: bezvodd smés methanolu, hexanu a koncentrované kyseliny sirové (d = 1,84) v poméru
75:25:1 (V[V]V).

Petrolether s bodem varu 40 az 60 °C.

Bezvody siran sodny.

POSTUP
Materidl odebrany z desky se vlozi do zkumavky na 20 ml a pfidd se 5 ml methyla¢niho ¢inidla.
Pripoji se zpétny chladi¢ a 30 minut se zahiivd ve vrouci vodni ldzni (pozndmka 2).

Smés s ptidavkem 10 ml destilované vody a 10 ml petroletheru se kvantitativné pfevede do délici nélevky na
50 ml. Diikladné se protiepe a umozni se rozloZeni fazi, odebere se vodna féze a etherovd vrstva se dvakrat
proplachne 20 ml destilované vody. Do délici nédlevky se pfidd malé mnoZstvi bezvodého siranu sodného,
protiepe se, nechd nékolik minut usazovat a prefiltruje. Filtrdt se pfitom sbird do zkumavky s konickym dnem
na 15 ml

Rozpoustédlo se odpaii nad vodni 1dzni v proudu dusiku.

Pozndmka 1 Mald mnozstvi plynné kyseliny chlorovodikové Ize snadno pfipravit v laboratofi jednoduchym vytésnénim
z roztoku obchodné dostupného (p = 1,18) prikapdvanim koncentrované kyseliny sirové (p = 1,84). Uvol-
nény plyn se snadno vysusi probubldvanim pfes koncentrovanou kyselinu sirovou. Protoze kyselina chloro-
vodikové se v methanolu velmi rychle absorbuje, je vhodné p¥ijmout pro rozpousténi obvykld preventivni
opatfen, tj. zavadét plyn pfes malou pfevrdcenou ndlevku tak, aby se proud plynu pravé dotykal povrchu
kapaliny. Pfedem lze pfipravit velkd mnozstvi methanolového roztoku Eyseliny chlorovodikové, protoze jej
Ize bezpecné uchovavat v lahvich uzavienych sklenénymi zdtkami uloZenych v temnu.

Pozndmka 2V zdjmu kontroly priibéhu varu je nutno zasunout do zkumavky sklenénou tycinku a teplotu vodni 1dzné udr-
zovat na teploté nejvyse 90 °C.
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PRILOHA XI

STANOVENI OBSAHU TEKAVYCH HALOGENOVANYCH ROZPOUSTEDEL V OLIVOVEM OLEJI

1.

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

4.1

4.2

4.3

4.4

PODSTATA

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

PRISTROJE A POMUCKY
Plynovy chromatograf vybaveny detektorem elektronového zachytu (ECD).
Zafizen{ pro piipravu vzorku v parnim prostoru (head space).

Sklenénd kolona pro plynovou chromatografii o délce 2 m a praméru 2 mm se staciondrni fazi tvofenou
10 % OV101 nebo ekvivalentem, zachycenou v kyselinou prané a silanizované kiemeliné s velikosti ¢dstic
80-100 mesh.

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

Sklenéné banky na 10 az 15 ml s teflonovym povlakem a hlinikovym uzdvérem s vybavenim pro vpich
stifkacky.

Hermeticky tésnici svorky.

Plynovi stitkacka na 0,5 az 2 ml.

CHEMIKALIE

Standard: halogenovand rozpoustédla se stupném cistoty vhodnym pro plynovou chromatografii.

POSTUP
Do sklenéné bariky se ptresné navdzi piiblizné 3 g oleje (nesmi byt pouzita opakovang); banka se hermeticky
uzavfe. Barika se vlozi na jednu hodinu do termostatu nastaveného na 70 °C. Pomoci stifkacky se opatrné ode-

bere 0,2 az 0,5 ml z parniho prostoru. Obsah stiikacky se nasti{kne 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 dosdhne ekvivalentnich vysledka.

Referencéni roztoky: s pouzitim rafinovaného olivového oleje beze stop rozpoustédel se pfipravi standardni roz-
toky s riznymi koncentracemi tékavych halogenovanych rozpoustédel o hodnotich 0,05 mg/kg az 1 mg/kg.
V piipadé potieby se halogenovand rozpoustédla rozfedi pentanem.

Kvantitativni vyhodnoceni: porovnejte plochy nebo vysky piki vzorku a standardniho roztoku, jehoz koncen-
trace se nejvice blizi predpoklddané koncentraci. Je-li odchylka vétsi nez 10 %, analyza musi byt opakovana, tj.
musi byt provedeno porovndni s dal§im standardnim roztokem, dokud nebude odchylka mensi nez 10 %.
Obsah se stanovi na zdkladé praméru jednotlivych vstiika.

Vyjadteni vysledki: v mgfkg (ppm). Detekéni limit ¢inf u této metody 0,01 mg/kg.
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PRILOHA XII

ORGANOLEPTICKE HODNOCENI PANENSKEHO OLIVOVEHO OLEJE

1. PODSTATA

V této piiloze se stanovuji kritéria potfebnd pro hodnoceni chutové-cichovych pocitki (flavour) panenského
olivového oleje a popisuje se metodologie, pouzitd za timto tGcelem.

2. OBLAST POUZITI

Popsany postup je pouzitelny pouze pro organoleptické hodnocent a klasifikaci panenského olivového oleje
pro pifmou spotiebu. Pfitom se panensky olivovy olej zafazuje na ¢iselné stupnici podle senzorickych pod-
nétd, které panensky olivovy olej vyvold u skupiny vybranych posuzovateld, z nichz se skladd zkusebni
komise.

3, OBECNY ZAKLADNI SLOVNIK PRO SENZORICKOU ANALYZU

Viz kapitola s ndzvem ,senzorickd analyza — obecny zakladni slovnik*.

4. SPECIFICKY SLOVNIK PRO OLIVOVY OLE]
Sviravy, trpky: charakteristicky pocitek u olivového oleje vyvoldvajici pii degustaci v tstech sviravy pocit.

Espartovy: chutové-¢ichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany z oliv lisovanych v novych espartovych
rohozich. MiiZe se lisit v zévislosti na tom, zda byly rohoZe vyrobeny ze zeleného nebo suseného esparta.

Horky: chutové-¢ichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany ze zelenych nebo nazelenalych oliv. Maze
byt vice ¢i méné pifjemny v zdvislosti na intenzité.

Hruby: charakteristicky pocitek vyvolany nékterym olejem, ktery pii ochutndvani zptisobuje v tstech husty,
kaSovity pocit.

Jablkovy: chutové-¢ichovy pocitek u olivového oleje pfipominajici jablka.
Kovovy: chutové-Cichovy pocitek pfipominajici kov, typicky pro olivovy olej, ktery byl dlouhou dobu a za
nevhodnych podminek ve styku s potravinami nebo kovovymi povrchy béhem mleti, michéni, lisovani nebo

skladovéni.

Po cervech: chutové-¢ichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany z oliv, které byly silné napadeny larvami
mouchy olivové (Dacus oleae).

Mandlovy: ptipominajici chufové-cichovy pocitek jak Cerstvych mandli, tak suchych zdravych mandli, coz
muze byt zaménéno s pocinajicim Zluknutim. Pfi kontaktu s jazykem a patrem je mozné to vnimat jako

pachut; pfipomind nasladlé olivové oleje s mdlym buketem.

Mdly nebo hladky : chutové-cichovy pocitek typicky pro olivovy olej s velmi slabymi organoleptickymi vlast-
nostmi v disledku ztrity aromatickych slozek.

Mydlovy: vjem pfipominajici chutové-¢ichovy pocitek typicky pro zelené (jablkové) mydlo.

Nahotkly (po zelenych listech): chutové-¢ichovy pocitek u olivového oleje zpiisobené piilis zelenymi olivami
nebo vylisovanymi listy a stonky.

Olejovy: pach typicky pro olivovy olej ziskany v lisovné olejii, ve které nebyly ze stroji ¥adné odstranény
zbytky nafty, mazacich tukd a mineralnich oleju.

Ovocny: chutové-¢ichovy pocitek u olivového oleje pfipominajici zdravé, Cerstvé a zralé ovoce.

Po kalném sedimentu: chutové-gichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany dekantaci ze sedliny z kdd{
a podzemnich nadrzi.

Po lisovaci rohozi: chutové-cichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany z oliv lisovanych ve $pinavych liso-
vacich rohozich s poziistatky fermentacniho rezidua.
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Po okurkdch: chutové-Cichovy pocitek typicky pro olivovy olej po delsi dobu hermeticky uzavieny, zejména
do plechovek, pochézejici z 2,6-nonadienalu.

Po plisnich a vhkosti: chutové-Cichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany z plodd, z nichz velké mnoz-
stvi bylo napadeno plisnémi a kvasinkami v disledku nékolikadenniho uskladnéni na hromadach ve vlhku.

Po pokrutindch: chutové-¢ichovy pocitek u olivového oleje pfipominajici olivové pokrutiny.
Po sené: chutové-cichovy pocitek u olivového oleje pripominajici vice ¢i méné ususenou travu.

Po $tivé z plodii: chutové-cichovy pocitek typicky pro olivovy olej Spatné dekantovany a ktery byl v dlouho-
dobém kontaktu se §tivou z plodu.

Po vyzrdlych plodech: chutové-cichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany ze zralych plodt vyznacujici se
obvykle ponékud mdlou vini a sladkou chuti.

Prehdty nebo pripdleny: chutové-cichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany nadmérnym, a/nebo dlou-
hodobym ohfevem béhem zpracovani, zejména je-li pasta michdna za tepla a za nevhodnych podminek.

Sladky: p¥jemnd chut, ne iplné cukrovd, ale zjisfovand u olivového oleje, u néhoz nepfevazuji hotké, Stiplavé
a ¢pavé charakteristiky.

Slany: chutové-cichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany z oliv, které byly konzervovany v solném roz-
toku.

Stary: chutové-cichovy pocitek typicky pro olivovy olej pfili§ dlouho skladovany ve skladovacich obalech.
Miize se rovnéz objevit u olivového oleje stoceného do obalii po piilis dlouhou dobu.

Trdvovy: chutové-¢ichovy pocitek u olivového oleje pfipominajici Cerstvé posecenou trdvu.

Vinny, octovy: chutové-cichovy pocitek u olivového oleje pfipominajici vino nebo vinny ocet. Vznikd hlavné
v dtisledku tvorby kyseliny octové, ethylacetdtu a ethanolu ve vétsich mnozstvich, nez jakd jsou v aroma oli-
vového oleje obvykla.

Zatuchly (,atrojado“): aroma typické pro olivovy olej ziskany z oliv skladovanych na hromadach, kde plody
prosly pokrocilym stupném fermentace.

Zemity: chutové-¢ichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany z oliv sklizenych s ndnosem zeminy nebo
bldta a neopranych. Muze byt nékdy doprovédzeno chuti a viini pfipominajici pliseri a vlhkost.

Zlukly: chufové-tichovy pocitek typicky pro vsechny oleje a tuky, které prodélaly proces autooxidace
v disledku dlouhodobého kontaktu se vzduchem. Je nezddouci a nelze jej odstranit.

5. SKLENENE NADOBKY PRO HODNOCENI OLIVOVEHO OLEJE

Viz kapitola s ndzvem ,sklenéné nddobky pro hodnoceni olivového oleje”.

6. ZKUSEBNI[ MISTNOST

Viz kapitola s ndzvem ,ndvod na zfizen{ zkuSebni mistnosti“.

7. PRISTROJE A POMUCKY

Vsechny kabiny se vybavi ddle uvedenym zafizenim, nezbytné nutnym pro posuzovatele pro fadné splnéni
svého tkolu a snadno dosazitelnym:

— sklenéné nddobky (normalizované) obsahujici vzorky oznacené podle ndhodného klice dvojici ¢isel, nebo
Cislem a pismenem. Tato oznaceni se provedou nesmazatelnym pachuprostym popisovacem;

— hodinovi skla se shodnym oznacenim pro piikryti sklenénych nadobek;
— Kklasifikacni arch (viz obrdzek 2) obsahujici ndvod k pouziti;

— tuzka nebo pero;

— malé podnosy s nekrdjenymi jablky;

— sklenéné nadobky s vodou o laboratorni teploté.
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8.1

8.2

8.2.1

8.2.2

8.2.3

9.1

POSTUP

Tento oddil stanovi pfedbézné znalosti nutné k provedeni senzorické analyzy panenského olivového oleje
a pokousi se standardizovat chovéni a postup posuzovateli Gcastnicich se takovych zkousek, kteff mus{ vzit
na védomi jak obecnd, tak i specifickd doporuceni tykajici se hodnoceni olivového oleje.

Povinnosti pfedsedy zkuSebni komise (nebo predsedy skupiny posuzovateld)

Predseda zkusebni komise je piislusné vyskolend osoba, kterd mé nezbytné odborné znalosti pro posuzovan{
jednotlivych druhii olivovych olejti. Je klicovou postavou ve zkuSebni komisi a odpovidd za organizaci
a fizen{ zkusebnich ¢innosti. Svoldvd posuzovatele v dostatecném piedstihu a podévd jasné vysvétlen
v piipadé jakychkoli pochybnosti posuzovateld ohledné provadéni zkousek, avsak zdrzi se jakéhokoli
vyjadfovani svého minéni o vzorku.

Odpovida za inventarizaci ptistrojii a pomticek a za jejich naprostou ¢istotu, za pipravu a kddové oznaceni
vzorkt a jejich predklddani posuzovatelim v daném pofadi hodnocen, jakoz i za sbér a statistické vyhod-
noceni zkusebnich dat, s cilem ziskat vysledky na pozadované tirovni s minimalnim dsilim.

Préce predsedy zkusebni komise vyZzaduje vynikajici schopnosti v oblasti senzorického hodnocent, peclivost
pii piipravé zkousek a jejich striktni organizovany pribéh, jakoz i zkuSenost a trpélivost pfi pldnovani a pro-
vadéni zkousek. Ukolem piedsedy zkusebni komise je motivovat leny zkusebni komise a podnécovat jejich
zdjem, zvidavost a soutéZivost. Zdrzi se vyjadfovani svého minéni a musi zabezpeit, aby pifpadné domi-
nantni osobnosti neovliviiovaly ostatni posuzovatele. Odpovida déle za odbornou pfipravu, vybér a sledo-
vani posuzovateld, aby se ubezpeil, Ze dosahuji pfiméfené drovné vykonnosti.

Podminky zkousky

Velikost vzorku

Kazda sklenénd nddobka obsahuje 15 ml oleje.

Teplota pfizkousce
Vzorky olivového oleje pripravené ke zkousce se uchovévaji v sklenénych nddobkdch pii teploté 28 °C + 2 °C.
Zvolend teplota umoziiuje nejlépe zjistovat organoleptické rozdily pfi bézné teploté, kdy jsou oleje pouzi-

vény jako pfisady. Pfi vyssich nebo nizsich teplotdch se bud ziidka uvolfiuji aromatické slozky nebo se vysky-
tuji aromatické latky charakteristické pro zahfivané oleje.

Doba zkousek

Nejvhodnéjsi dobou pro zkouseni olejii je dopoledne. Je dokdzdno, Ze ¢ichové-chutové smysly jsou v pri-
béhu dne zvldsté citlivé.

Citlivost ¢ichové-chutovych smysld je pfed hlavnim jidlem zvlsté vysokd, zatimco po jidle sldbne.

Toto kritérium viak nesmi byt pfivddéno do extrému, aby posuzovatel nebyl rozptylovin hladem a tim byla
snizena jeho rozliSovaci schopnost, zejména pokud jde o ovlivnéni jeho prahu preference a akceptace.

POSUZOVATELE

Osoby puisobici jako posuzovatelé pii organoleptickych zkouskéch jedlého olivového oleje se vyskoli a vybe-
rou se podle jejich schopnosti rozlisovat mezi podobnymi vzorky; je tfeba vzit v dvahu, zda a nakolik se jejich
posuzovaci schopnost béhem odborné piipravy zlepsi (viz ptislusny odstavec).

Pro zkousku je tfeba 8 aZ 12 posuzovateld, ackoli je Zddouci mit nékolik rezervnich posuzovatelt pro piipad
mozZnych absenci.

Vseobecnd doporuceni tykajici se kandiddtd a posuzovatelit

Tato doporucent se tykaji chovani kandiddtt a posuzovatelt béhem jejich préce.

Je-li posuzovatel vyzvan piedsedou zkuSebni komise k ticasti na organoleptické zkousce, musi byt pfipraven
dostavit se v stanoveném Case a pfitom dodrzet déle uvedend pravidla.
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9.1.1

9.1.6

9.1.8

9.2

30 minut pfed stanovenym casem zkousky je zakdzdno koufeni.

Neni povoleno pouzivani parfému, kosmetiky ani mydla, jejichz pach by pietrval do doby zkousky. Ruce je
nutno si umyvat neparfémovanym nebo slabé parfémovanym mydlem a je tieba si je oplachovat a susit tak
¢asto, jek je nezbytné pro odstranéni jakéhokoli pachu.

Posuzovatel nesmi jist po dobu nejméné jedné hodiny pred zapocetim zkousky.

Pokud by se posuzovatel necitil fyzicky v potadku, a zejména je-li ovlivnén jeho cichovy nebo chutovy smysl,
nebo pokud je pod psychickym tlakem, jenz by omezoval jeho schopnost koncentrace, sdéli toto predsedovi
zkusebni komise, aby jej tento mohl ze zkousky uvolnit nebo pfijmout ndlezitd opatfeni, pficemz je tieba
vzit v tivahu také moznost odchylky od primérnych hodnot ostatnich tcastnikd ve skupiné.

Pokud posuzovatel splnil vyse uvedené podminky, zaujme své misto v pfidélené kabiné co nejspofddanéji a co
nejtiseji.

Jakmile se usadi, zkontroluje, zda md sprdvné a spravné usporddané pristroje a pomtcky a ujisti se, Ze ozna-
¢eni na sklenéné nddobce se shoduje s oznacenim na hodinovém sklu.

Pozorné si piecte pokyny na klasifikacnim archu a nezacne se zkoumdnim vzorku, dokud si nenf absolutné
jist tkolem, jenz md splnit. Piipadné pochybnosti si vyjasni mezi ¢tyfma o¢ima s predsedou zkusebni komise.

Posuzovatel uchopi nddobku, 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, sejme hodi-
nové sklo a ¢ichd ke vzorku plynulymi, pomalymi a hlubokymi nddechy, dokud si nevytvoii tsudek o posu-
zovaném oleji. Cichdni nebude trvat déle nez 30 sekund. Pokud béhem této doby nedojde k zdvéru, pied
daldim pokusem si krdtce odpocine. Po provedeni ¢ichové zkousky posuzovatel posoudi chut a vini (fla-
vour) (celkovy ¢ichové-chutové-taktilni pocitek). Provede to tak, Ze usrkne pfiblizné 3 ml oleje. Je velmi dile-
7ité rozprostiit olivovy olej po celé dutiné dstni, od pfedni ¢dsti tst a jazyka, podél licnich stén az k zadni
Casti a Casti podepirajici patro, protoze vaimani zakladnich chuti sladké, slané, kyselé a hotké se co do inten-
zity méni v zdvislosti na mistu na jazyce a patfe.

Je tieba zdiraznit, Ze pro posouzeni je nebytné, aby se dostate¢né mnozstvi olivového oleje velmi pomalu
rozprostielo na zadni ¢asti jazyka smérem ke krku, zatimco se posuzovatel soustieduje na pofadi, v némz se
objevi hotky a stiplavy podnét; pokud se toto neprovede, oba tyto podnéty mohou u nékterych oleji unik-
nout pozornosti nebo miize byt hotky podnét zastfen stiplavym podnétem.

Kréatké opakované nddechy, pfi nichz je vzduch vtahovan Gsty, umozZiuji posuzovateli nejen rozséhle rozsifit
vzorek po celych dstech, ale téZ vnimat tékavé aromatické slozky retronasélni (pharyngonasilni) metodou
¢ichdni.

V tvahu se téZ bere taktilni pocitek. Nésledné je zaznamendna tekutost, lepivost a ostrost nebo paléivost,
bude-li zjisténa, a pokud to zkouska vyZzaduje, je kvantifikovdna intenzita téchto pocitkd.

Pfi organoleptickém hodnoceni panenského olivového oleje je pti kazdém sezeni posouzen jeden vzorek, aby
se piedeslo kontrastnimu t¢inku, jenz by mohl nastat pfi okamzitém posouzeni dalsich vzorka.

ProtoZe postupné posuzovani zptsobuje tinavu nebo ztrétu citlivosti, je dileZité pouzit néco, co miize odstra-
nit z tst zbytky olivového oleje z pfedchoziho hodnoceni.

Doporucuje se pouzit maly platek jablka (pfiblizné 15 g), ktery je mozné po rozzvykani vyplivnut do plivatka.
Poté se vyplachnou tsta malym mnozZstvim vody o laboratorni teploté. Mezi koncem jednoho hodnoceni
a zaCdtkem dalstho musf uplynout nejméné 15 minut.

Provéfeni kandidatit

Tuto etapu uskutecni piedseda zkusebni komise, jenz osobné pohovoii s kandidéty, aby se sezndmil s jejich
osobnosti a jejich zdzemim. Fyziologické a psychologické podminky, které musi byt splnény, nejsou piilis
piisné, protoZe ucasti by teoreticky méla byt schopna kazdd normdlni osoba. Faktory jako pohlavi, vék,
zvldstni ndvyky (koufeni) atd. jsou dnes zatlacovany do pozadi jinymi, napiiklad zdravim, osobnim zdjmem
a dostatkem Casu pro tuto praci.

Béhem rozhovoru predseda zkusebni komise vysvétli kandiddtovi podrobnosti jeho tikolu a sdéli mu, kolik
¢asu kol zabere. Poté ziskd od kandiddta ddaje, které umozni posoudit jeho zdjem a motivaci a zjistit, kolik
¢asu md k dispozici. Jako podkladovy materidl je pfitom mozné pouzit dile uvedeny dotaznik.
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9.3

DOTAZNIK

Odpovézte laskavé na tyto otdzky:

Ano  Ne
1. Chtél(a) byste se spolupracovat na tomto tikolu ] ]

2. Miyslite si, Ze by tento tikol je vyznamny pro zlepieni kvality potravin ve Vasf zem, jakoziv =~ Ano  Ne

zahraniénim obchodu? ] ]
3. Pokud ano, pro¢ (1)

Ano Ne
4. V rdmci své ¢innosti byste mél(a) degustovat olivovy olej. Byl(a) byste na to pfipraven(a)? ] ]
Ano Ne
5. Chtél(a) byste porovnat svou €ichové-chutovou citlivost se svymi kolegy? ] ]
Ano Ne

6. Jste kdykoli k dispozici? Jste natolik nezévisly(d), abyste si mohl(a) zorganizovat svou denni
prici podle svych potfeb? U] L]
7. Jste-li zavisly(4) na nad¥fzené(m), myslite si, e by mél(a) pochopeni pro Vasi nepfitomnost ~ Ano  Ne
po dobu na pracovisti aZ 30 minut v priibéhu nékolika po sobé jdoucich dni? ] ]
Ano Ne
8. Mohl(a) byste si ve svém zaméstndn{ napracovat Cas strdveny na senzorickych analyzdch? ] ]
Ano Ne
9. Myslite, si Ze mé byt tato price odméfiovéna? ] ]
Ano Ne
10. Jakym zpiisobem? ] ]

Predseda zkusebni komise tyto informace pouzije pfi pfedbézném vybéru kandidatti pro vyfazeni téch, ktefi
jevi maly zdjem o takovou ¢innost, nemaji pfili§ asu nebo nejsou s to formulovat své predstavy.

Stanoveni ,,primérného prahu“ skupiny pro ,charakteristické vlastnosti“

Vyberou se ¢tyfi oleje, které jsou typické pro charakteristické znaky ,zatuchly* (,atrojado®), ,vinny, octovy*,
,Zlukly“ a ,hotky“ a co nejzietelnéji je reprezentuji.

Odebere se alikvotni ¢ast kazdého olivového oleje a pfipravi se vzorky, z nichz kazdy md polovi¢ni koncen-
traci nez predchozi, postupnym fedénim ptislusnym podkladem, dokud nebude zjistén zddny rozdil mezi
sklenénou nddobkou obsahujici pouze podklad a poslednimi dvéma nebo tfemi roztoky. Posledni dvojici
budou dvé sklenéné nddobky s podkladem.

Série se doplni sklenénymi nddobkami obsahujicimi vyssi koncentrace do celkového poctu osmi.

Pripravi se dostatecny pocet vzorki s riznymi koncentracemi tak, aby kazdy kandidat dostal tplnou sadu
kazdého znaku.

Pro stanoveni ,priamérného prahu“ kandidatt dostane kazdy z nich nddobku obsahujici 15 ml jakékoli
z pfipravenych koncentraci a dalsi nddobku obsahujici pouze 15 ml podkladu. Po provedeni zkousky kan-
didat sdéli, zda jsou stejné ¢i razné.

Stejnd zkouska se opakuje se zbyvajicimi koncentracemi posuzované vlastnosti.

Zaznamend se pocet spravnych odpovédi ziskanych pro kazdou koncentraci ode vech posuzovatelii a uvede
se jako procento z poctu provedenych zkousek.

(") Odftivodnéte, pro¢ by se na potraviny, a zejména olivovy olej, mélo vztahovat organoleptické hodnocen.
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9.4

V grafu se zobrazi rostouci zkousené koncentrace jako nezdvisle proménnd a procenta spravnych zjistén{
pro kazdou koncentraci jako zévisle proménnd.

Obrézek 1 uvddi prakticky piiklad téchto pokynd. Jako préh detekce plati hodnota koncentrace, pii které je
uvadéno 75 % spravnych zjisténi. Préh detekce se stanovi extrapolaci tohoto bodu ze zévisle proménné
ktivky spravnych zjisténi.

Tato ,prahovd“ koncentrace, kterd se mize lisit pro kazdy posuzovany olivovy olej podle intenzity urcité
vlastnosti, by méla byt podobnd u riiznych skupin kandiddtii; nezédvisi na zvyklostech, névycich nebo osob-
nich preferencich, a proto pfedstavuje spole¢ny referenéni bod spole¢ny pro kazdou skupinu béznych posu-
zovateli a miiZe byt pouzit pro homogenizaci riznych skupin posuzovateld, pokud jde o ¢ichové-chutovou
citlivost.

Na zdkladé prahovych koncentraci skupiny se dale postupuje takto:

Pripravi se série rostoucich a klesajicich koncentraci tak, aby prahovd koncentrace zaujimala na této stupnici
10. misto. Koncentrace na 11. a 12. pofadi jsou tedy vice zfedéné, takze je velmi tézké zjistit, zda obsahuji
olej s odpovidajici vlastnosti.

Pokud se vychdzi z koncentrace C,,, je moZné pipravit ostatni koncentrace podle vzorce:

C,o x a" kde a = konstanta pro koeficient fedén{ 1,5 a n = exponent o hodnoté 9 az — 2.

Priklad: Dand prahové hodnota pro Zlukly olivovy olej je 0,32. Pfi C,, = 0,32 aa = 1,5 pak existuji ddle uve-
dené koncentrace:

Priklad 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Koncentrace 12,30 | 8,20 | 5,47 | 3,65 | 2,43 (1,62 | 1,08 | 0,72 | 0,48 | 0,32 | 0,21 | 0,14

Pokud se timto postupem a podle uvedeného vzorce pfipravi série koncentraci na zdkladé danych prahovych
hodnot pro ostatni tfi charakteristické znaky, budou k dispozici laboratorni stupnice se stejnym
odstupniovanim jednotlivych podnétt pro kazdou vlastnost, i kdyz vady pouzitych olivovych oleji mohou
byt patrné s riiznou intenzitou.

Vybér posuzovatelis metodou , klasifikace intenzity*

Pro vybér se ptipravi dvakrat az tiikrat vice kandidatd, nez jich je tieba pro sestaveni zkuSebni komise, aby
bylo mozné vybrat kandidaty s nejvyssi smyslovou citlivosti a rozliSovaci schopnosti. Zkousku je nutno pro-
vadeét vzdy se stejnym vyrobkem, jaky bude analyzovan pozdéji (pouzije se vzdy olivovy olej).
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Obrézek 1
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Pii vybéru metody je tieba brdt v tvahu vedle dcinnosti také hospoddrnost s ohledem na pouZité mnoZzstvi
oleje, pocet zkousek a ¢as potrebny k vybéru. U¢innost vybérové metody spociva ve zvoleni optimalni irovné
téchto navzdjem zdvislych proménnych: a) nakladt v zdvislosti na pocet zkousek, b) podilu potencialné vhod-
nych kandidatd, ktefl se bohuzel vyfadi a c) poctu nevhodnych kandidétd, kteif ndhodou progli vybérovym
procesem.

Pro vybér se pouzije metoda ,klasifikace intenzity (intensity rating test) podle norem ASTM (American
Society for Testing and Materials) a STP (Special Technical Publication) ¢. 440, str. 53, kterd byla zménéna
v téchto bodech:

1. sniZeni poctu vzorkd ve zkuSebni sérii;

2. rozsifeni rozsahu podnétd v zdjmu zvyseni poctu Cichové-chutovych pozndmek pii vybéru, aby bylo
mozné brat v Gvahu nejcastéji zjistované vady olivového oleje;

3. obmeénovani koncentra¢nich pomért ve zkusebni sérii;
4. statistické vyhodnoceni vysledk.
Pottebné pristroje a pomiicky
— 1 500 ml ldhve nebo sklenéné banky,
— zkusebni nddobky z tmavé zbarveného skla,
— zkumavky se stupnici, na 10 ml, 15 ml, 1 000 ml a 1 500 ml.
Pottebné vyrobky

— parafin Merck (referencni ¢. 7 160, DAB 8, USP XX) nebo pachuprosty olejovy podklad bez chuti
(Cerstvé rafinovany olivovy nebo jiny olej),

— olivové oleje: zatuchly (,atrojado®), vinny nebo octovy, zlukly a horky.
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9.4.1

9.4.2

9.43

9.4.4

Postup

Po piipravé roztokt prejdéte do vybérové fize zacinajici s 25 kandidaty, v souladu s dale uvedenou metodi-
kou pro kazdy podnét:

1. Pripravte série 12 zkuSebnich sklenénych nadobek oznacenych kédem (jednu sérii pro kazdého kan-
diddta). Do kazdé z danych zkusebnich nddobek nalijte 15 ml kazdé z koncentraci pfipravenych podle
vzorce Cpo x a”.

2. Po naplnéni zkusebnich nadobek je nechejte zakryté hodinovymi skly v zkusebni mistnosti pfi teploté
20 az 22 °C nejméné jednu hodinu pted zahdjenim zkousek, aby doslo k vyrovnani jejich teploty s tep-
lotou okoli.

3. Pfedseda zkusebni komise pak postavi 12 zkuSebnich nddobek z kazdé série do fady v sestupném potadi
koncentrace.

Na zavér se kandidati pozddaji, aby individudlné provedli zkousku; za timto tcelem se jim sdéli tyto
pokyny:

Pokyny pro kandiddty

12 zkusebnich nddobek vyrovnanych do fady pred kandiddtem obsahuje roztoky jakéhokoli z podnétt zatu-
chly (,atrojado®), vinny nebo octovy, zlukly a horky. Rozli§ujicim faktorem mezi obsahy zkusebnich nado-
bek je intenzita pachu, pficemz nddobky s nejsilngjsim pachem stoji Gplné vlevo a smérem doprava se kon-
centrace postupné snizuji. Posledni zkuebni nddobka umisténa vpravo muze obsahovat tak malo
aromatickych latek, Ze je jiz neni mozné zjistit.

Postupujte takto: seznamte se s pachem kazdé zkusebni nddobky v sérii. Pfitom zacnéte na pravé strané
(s nddobkou €. 12) a pokuste se vnimat intenzitu pachd, aniz byste p#li§ unavili své smysly.

Jakmile vnimdte celou $kdlu koncentraci pacht, opustte zkusebni mistnost.

Mezitim predseda zkuSebni komise vyjme ze série jednu z zkuSebnich nddobek a umisti ji Giplné vpravo,
pfi¢emz posune viechny zbyvajici tak, aby vyplnily prézdné misto. Poté se vritite do zkuSebni mistnosti
a pokracujete ve zkousce.

Zkouska se sklddé z téchto innosti:

Zkusebni nidobku vyjmutou z fady je nutno vratit na jeji misto. Za timto ti¢elem provedte libovolné pocetné
pachové srovnéni, pfi¢emz je nutno si uvédomit, Ze aby byla nddobka umisténa spravné, musi byt jeji pach
silngjsi neZ pach nadobky bezprostiedné vpravo a slabsi, nezZ nddobky umisténé bezprostiedné vlevo. Tato
zkouska se opakuje se tfemi dalsimi nddobkami.

Pro usnadnéni zkousky a shromdzdéni odpovédi kandidati obdrzi spolu s uvedenymi pokyny déle uvedeny
formuldr.

VYBER KANDIDATU

Zkouska &. Vlastnost

Odebrané sklenéné nddobka pat¥i na pozici &.

Datum Jméno

Vysledky

V zdjmu piehlednosti vysledkt zaznamend piedseda zkusebni komise tdaje uvedené jednotlivymi kandidaty
takto:

Zvolené misto Spravné misto Vyhodnoceni
&) ® K —K)

Jméno kandidéta Vlastnost

Statistické vyhodnoceni odpovédi

V uvedeném piipadé jsou zkusebni nadobky, které je tfeba vratit na jejich misto, pro viechny kandidaty stejné;
podle statistickych vypocta se v tomto piifpadé musi jednat o nddobky s pofadovymi ¢isly uvedenymi pro
dané vlastnosti:
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Zatuchly (,atrojado”) (Za) vinny nebo octovy (V) zZlukly (I) hotky (Ho)
sklenénd nddobka ¢. sklenénd nddobka ¢. sklenénd néddobka ¢. sklenénd nddobka ¢.
(10,5, 7, 2) (11,3, 8, 6) (7, 4,10, 2) 6,3,11,9)

Odpovidajici mista nddobek v fadé odpovidajicich &isel se nesmi ménit, protoze statistické vypocty jsou v tomto
piipadé providény s ohledem na pravdépodobnost, se kterou se nddobky mohou ndhodné zafadit na spravné misto.

Aby si kandidati nemohli mezi sebou vyménovat informace, musi pfedseda zkusebni komise dodrzovat ddle uve-
dend pravidla:

1. je tfeba vyloucit vyménu informaci mezi kandiddty. Pro kazdého kandiddta je tieba pouzit jiny kod;
2. je tieba vyloucit, aby kandidati zjistili, které nddobky byly vyjmuty;

3. kazdému kandidétovi je tfeba nddobky predklddat v jiném poradi zkousky.
Vysledky jednotlivych kandidatti se ohodnoti takto:

12 nddobek s odpovidajicimi stupni koncentrace charakteristiky ,i“ se oznaci sestupné podle danych koncentraci jako
'y, €5,... €, (,i = jedna z vlastnosti zatuchly (,atrojado), vinny nebo octovy, zlukly nebo hoiky).

Necht €'y je libovolnd nddobka a K’ poloha dané nadobky v fadé, uréend kandidétem. Hodnoty K a K’ jsou tudiz celd
Cisla 1 az 12 véetné, oznalujici spravné misto nddobky a misto, které nddobce v fadé¢ pfifadil kandidat.

Necht T (maximdlni pF{pustnd odchylka) je pfedem dand hodnota, v nasem piipadé 3, pfijaté kritérium, Ze pii
(K" — K) > T je kandidat automaticky vyloucen (*).

Jestlize naopak (K" — K) < T, kandidét v podstaté neni vyloucen, ale mizZe se dél ticastnit zkousky, protoze je scho-
pen vyjmutou nddobku vratit na sprévné misto, minimalné na bezprostfedné sousedici misto.

V tomto pifpadé je ohodnoceni kandidéta, jenz posoudil danou ¢ichovou vlastnost (koncentraci) (napt. zatuchly
(,atrojado®)), rovno druhé mocniné rozdilu mezi spravnym mistem v fadé nddobek a mistem, na které kandidat
nadobku umfstil:

P, = (K' — K)2.

Protoze kandidati jsou posuzovéni na zdkladé stupiiii intenzity (stupiid Fedéni) jednotlivych vlastnosti, stanovi se indi-
vidudlni hodnoceni pro danou vlastnost (napf. zatuchly (,atrojado®) takto:

Za_ pZa Za Za Za
773= P7a 4P7A 4 P7A 4pZa

Za ucelem lepsiho pochopent se uvadgji tyto piiklady:
Priklad 1

Predpoklddejme, Ze kandidat A odpovédél na otdzky ohledné CtyFech stupid intenzity ve zkusebni fadé charakteris-
tiky (i) takto:

Spravné misto nddobky v fadé Zvolené misto Odchylka od spravného mista
() (K’) K" —K)
7 7 7-7=0
4 5 4-5=-1
10 6 10-6 =4 (")
2 4 2-4=-2

(") Tento kandidét se vyfadi, protoze pii zkousce dosdhl pouze hodnoty T > 3.

()  Predseda zkusebni komise musi ptsobit na kandiddta, aby mél pfi provadéni zkousky na védomi to, Ze by nemél ztricet citlivost
zptisobenou tnavou ¢ichového smyslu.
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Priklad 2:

Predpoklddejme, Ze kandiddt zméni pofadi stupnt intenzity charakteristiky takto:

Spravné misto nadobky v fadé Zvolené misto Odchylka od spravného mista
(K) (9] K’ -K)
7 7 7-7=0
4 4 4-5= 0
10 7 10-7 = 3
2 3 2-3=-1

Tento kandidat se nevytadi. Ziskal toto hodnoceni pro uvedenou vybranou vlastnost:
Z'=02+0%+3%+ (-1)* =10

Celkové ohodnoceni pro vybér nebo vyfazeni kandidat na zékladé jejich odpovédi ohledné ctyfech posuzovanych
vlastnosti se provede takto:

Pﬁa + PiZa + P]Za + Przna = 7%
Py + P+ P +P, =7V
P+ P2+ PP P2 =7,
P:o + Pf{o + P;—lo + Prl-rllo = zHo

Z celkové = Z2%2... ZH°

kde  Za = zatuchly (,atrojado)
V= vinny nebo octovy
71 = #lukly
Ho = hotky

Nyni je otdzkou stanovit, do jaké maximdlni hodnoty Z se md za to, Ze kandiddt md smyslovou citlivost, ¢ichovou
pamét a rozliSovaci schopnost v méfitku potiebném pro spravné posuzovani tyfech vlastnosti. Hodnota Z je podle
definice vzdy kladnd a Z = 0 znamend, Ze kandiddt rozpoznal a sprdvné zafadil viech 16 stupiiti intenzity (Ctyfi pro
kazdou vlastnost). Hodnoty Z rtizné od nuly znamenaji, Ze kandiddt sice rozpoznal misto, na které dané intenzity
patii, aviak nebyl schopen ur¢it pfesné misto, protoze nemd dobré rozliSovaci schopnosti, pokud jde o fadu intenzit,
kterd mu byla u jedné nebo vice vlastnosti pfedlozena.

Je proto tieba stanovit kritickou hodnotu Z_ tak, ze kdyby kandidat néhodné vyménil vSechny nddobky uvnitf oblasti,
kterou prve rozpoznal, pravdépodobnost konecné klasifikace Z < Z_ je dostatecné mald hodnota (a), kterou je mozné
urcit pfedem. Jinymi slovy musi byt zajisténo, Ze pravdépodobnost, Ze timto postupem se do zkusebni komise vybere
posuzovatel neprokazujici dostate¢nou rozlisovaci schopnost ohledné intenzit vybranych vlastnosti, je nizi nez a.

Je-li stanovena hodnota a (v nasem piipadé 0,05), hodnota Z_ se ziskd z pravdépodobnostniho distribuce proménné
Z, kterd zase zdvisi na pravdépodobnostni distribuci proménné P (K).

Po provedeni pifslusnych statistickych vypoctt se hodnota Z_ stanovi na 34.
Jakmile se stanovi hodnota Z pro viechny kandidaty, vyfadi se vsichni s hodnotou vyssi nez 34.

Kandidéti A a B tak obdrZi tato ohodnocent:

Vlastnost Kandiddt A Kandidat B

Zatuchly (,atrojado®) (Za) 77 =10 7% =12
Vinny nebo octovy (V) zZ¥V =10 ZV =11
ZIukly (Z1) z7=10 zH° =15
Hotky (Ho) ZHo =4 ZHe =0
T =34 T =38

Kandidati A a B doséhli 34 respektive 38 bodd;; v diisledku toho kandidat A ve zkousce obstdl, aviak B ne a vyfazuje
se. Po vyfazeni kandidétd s vice nez 34 body se ostatni zafad{ podle dosaZzenych bodii na listinu vhodnych kandidéta
a vybere se dvandct nejlepsich.
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9.5

9.6

10.

10.1

)

Odbornd piiprava

Hlavni cile faze odborné piipravy jsou tyto:

a) posuzovatelé by si méli osvojit riizné Cichové-chutové-taktilni varianty, které je mozno nalézt v panen-
ském olivovém oleji,

b) posuzovatelé by méli zndt specifické senzorické metody,

¢) odbornd piiprava by méla zlepsit individudlni schopnosti pii zjistovani, identifikaci a kvantitativnim sta-
noveni senzorickych charakteristik,

d) meéla by se zlepsit senzoricka citlivost a pamét ohledné raznych vlastnosti v zdjmu dosazeni pfesné a kon-
sistentni drovné hodnocent.

V zdvislosti na moznostech zkusebni komise a t¢astnikil pfedstavuje faze odborné ptipravy vycvik v ramci
nékolika zkousek, pfi kterych posuzovatelé hodnoti individudlné oleje a na zavér rozebiraji spolecné
s pfedsedou zkusebni komise piipadné problémy a stanovuji zptisoby hodnoceni v zdjmu sjednoceni kritérii
a nazord.

Uroven dosazenou v rémci odborné pifpravy je mozno hodnotit podle zvyseni procentntho podilu sprav-
nych hodnoceni pifi rozliSovacich zkouskdch nebo na zdkladé analyzy odchylky praimérnych individudlnich
hodnoceni skupiny pfi zkouskdch pouzivajicich stupnici.

Prakticky vyznam obdobi odborné ptipravy byl rozsahle diskutovdn, avsak v soucasnosti se poklddd za velmi
ucinny a dalezity ndstroj, pokud maji byt ziskdna pravdivé a presnd senzorickd data.

Kontrola vykonnosti

Zkusebni komise sestavené ze zkusenych posuzovatelti bézné provadéji hodnoceni pravidelné a opakovang,
pficemz jde o senzorické zkousky, které vyzaduji z jejich strany velké usili. Ve velké vétsin¢ piipadd na jejich
posouzeni zdvisi rozhodnuti s velkym technologickym i obchodnim vyznamem. Z tohoto diivodu musi byt
po vybéru a odborné piipravé kontrolovdna vykonnost posuzovatelii, aby bylo zajidténo, ze jejich vysledky
jsou presné.

Za timto tcelem musi posuzovatelé Gcastnici se rutinnich zkousek prokazovat pravidelné v urcitych inter-
valech svou vykonnost.

POSTUP ORGANOLEPTICKEHO HODNOCENI PANENSKEHO OLIVOVEHO OLEJE

Po splnéni podimnek a pfipravé nezbytnych pomticek podle piislusnych norem, jakoz i po vybéru skupiny
posuzovatelt, kazdy posuzovatel uchopi nddobku pfipravenou se zkusebnim vzorkem olivového oleje za
tcelem ¢ichového a chutového hodnoceni (1); pfitom posuzuje ¢ichové, chutové, taktilni a kinestetické vlast-
nosti podle klasifikacniho archu uvedeného na obr. 2, ve kterém zaznamend existenci a intenzitu vlastnosti.
Poté vyhodnoti kvalitu oleje.

Pouziti klasifikaéniho archu uvedeného na obr. 2 (popis viiné a chuti — flavour — a vyhodnoceni kva-
lity)
V levé poloving Klasifikacniho archu jsou uvedeny nékteré z charakteristickych vlastnosti, které se u olivo-

vého oleje nejcastéji vyskytuji a které jsou pro svou vini a chut (flavour) nejvyznamnéjsi. Zjisti-li posuzova-
tel kromé toho dal3i charakteristiky, uvede je s odpovidajicim popisem v rubrice ,ostatni*.

Zjisténé charakteristiky se zakiizkuji podle intenzity (+) v odpovidajicim policku v souladu s déle uvedenou
hodnotici tabulkou:

1: stéz{ vnimatelny,

2: slaby,

3: stfedni,

4: silny,

5: extrémni.

Prava polovina tabulky obsahuje devitibodobou hodnotici tabulku (9 = vyjimecnd kvalita, 1 = nevyhovujici),
podle které posuzovatel provede jednotné celkové hodnoceni vlastnosti oleje. Pfi tomto hodnoceni je nutno
brét v dvahu pozitivni znaky i vady, které jiZ byly jednotlivé poznamendny v levé poloviné.

Miize od toho vyjimecné upustit, pokud v pachu zjisti extrémné nebo silné nepfijemnou vlastnost a tuto skutecnost zaznamena
na klasifika¢ni arch.
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Prvni sloupec hodnotici tabulky (,Vady*“) obsahuje pét rubrik, podle kterych se olivové oleje posuzuji v pod-
staté na zdkladé absolutni absence nebo vétsi ¢ mensi zdvadnosti chuti a pachi; protoze md hodnotici tabulka
devét bodd, je tieba brét v ivahu nuance a aspekty uvedené v druhém sloupci (,Charakteristiky*), které roz-
hodujicim zptsobem pfispivaji k celkovému hodnoceni kvality.

Konecéné hodnoceni

Predseda zkusebni komise shromazdi klasifika¢ni archy predané jednotlivymi posuzovateli a zkontroluje, zda
zjisténé charakteristické znaky a intenzity, uvedené v profilovém listu odpovidaji hodnoceni olivového oleje,
zanesenému v klasifika¢nim archu. Existuji-li vyznamné rozdily, pfedseda zkuSebni komise vyzve posuzova-
tele, aby svijj klasifika¢ni arch zkontroloval.

V piipadé nutnosti posuzovatel zkousku zopakuje.

Nakonec ptedseda zkusebni komise sestavi tabulku hodnoceni celé skupiny a vypocitd aritmeticky primeér
a chybu (primérné hodnoty).

Pouze v ptipadé reviznich analyz skupina zopakuje zkousky, dokud nejsou k dispozici t¥i hodnoceni kaz-
dého vzorku; konecné hodnoceni je stiedni hodnota ze tif hodnocen, pficemz vysledek se stanovi s presnosti
na jedno desetinné misto.

Je-li stfedni hodnota intenzity hotké a/nebo $tiplavé (drdzdivé) charakteristiky vyssi nez 2,5, uvede se o oleje
odpovidajici hodnocent, pfi¢emz se provede dodate¢nd pozndmka, Ze olej je vyjimecné hoiky a/nebo 3tip-

lavy (drazdivy).

Vyjddfeni vysledkii: na zdkladé stfedni hodnoty stanovi pfedseda zkusebni komise kategorii, do niz vzorek
zafadi v souladu s prahovymi hodnotami uvedenymi v piiloze 1. Protokol o zkousce uvede pouze tuto kate-
gorii.

Pozndmka:  vzorky musi byt uzavieny v lednicce, dokud nebudou analyzovény, a po kazdé analyze vriceny do lednicky,
dokud nenf provedena tieti zkouska.
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Obrizek 2
Panensky olivovy olej
Profilovy list
Cichové, chutové a taktiln{ vlastnosti Klasifika¢ni tabulka
Intenzita (%) L Celkova
Vad, Charakteristik; ]
Charakteristiky bl ety zndmka
1({2| 345
9
P . . Ovocny po olivich
1 >
Ovocny po olivich {zraly a nezraly) (1) 7 4dné Ovocny po olivéch a po 3
Jablkovy jiném Cerstvém ovoci 7
Jiné zralé ovoce b .
P . Slaba ovocné chut a viiné
Nezraly ({listy, trava) Slabéa stezi ynimatelné jakéhokoli typu 6
Hotky
K SpiSe nedokonald ovocnd
Stiplavy (drazdivy) Vnimatelné chut a viing, neobvyklé 5
pachy a chuté
Sladky
Jiné piipustné vlastnosti V§znamné, na hranici Zteteln& nedokonalé
pfijatelnosti nepiijemné pachy a chuti 4
(specifikujte
Silné a/nebo z4vazné, jasné | Pachy a chuti ’
Nakysl$/vinné/octovd/kvsely (). ilné ajnebo zdvazné, jasné | Pachy a chuti naprosto
akyslyvinnyjoctovyfkysely () vnimatelné nepfijatelné pro spotfebu 2
Hruby. 1
Kovovy
Plesnivy/vlhky (') Poznidmky:
Kalny sediment
Zatuchly (,atrojado®) Jméno posuzovatele
Zlukly
Jiné neptipustné znaky. Oznaleni vzorku:
(specifikujte
Datum:

(1) Nehodici se skrtnéte.
(3 Intenzita:

sté vnimatelny,
slaby,

stfedni,

silny,

extrémni.

bR e
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2.1

SENZORICKA ANALYZA — SLOVNIK

PREDMET

Tato norma uvadi seznam termint a jejich definic, tykajicich se senzorické analyzy.

SLOVNIK

Vseobecnd terminologie

Senzorickd analyza (substantivum):

Zkouseni organoleptickych vlastnosti vyrobku smyslovymi organy.

Vnimdni (substantivum):
Uvédomovdni si uc¢inkd jednotlivych nebo vicendsobnych senzorickych podnéta.
Organolepticky (adjektivum) (vlastnost):

Vztahujici se k vlastnosti vyrobku vnimatelné smyslovymi organy.

Expert (substantivum):

(pokud jde o zkouseniorganoleptickych vlastnosti)

Degustitor specializovany na senzorickou analyzu konkrétniho vyrobku, ktery md zdkladni znalosti o jeho
vyrobé a trznich preferencich.

Degustdtor (substantivum):

Vybrany posuzovatel s vysokym stupném senzorické citlivosti a zkusenosti se senzorickou metodologif,
schopny provadét senzorické hodnoceni organoleptickych vlastnosti potravindfského vyrobku.

Zkusebni komise (substantivum):

Skupina specidlné vybranych a vyskolenych posuzovatelt, kterd se schdzi za tcelem provedeni senzorické
analyzy vyrobku za kontrolovanych podminek.

Pocitek (substantivum):

Subjektivni reakce vyplyvajici ze senzorického drazdéni. Tato reakce je s ohledem na svou povahu, druh hod-
noceni a intenzitu subjektivné rozlisitelnd a objektivné popsatelnd prostiednictvim danych smyslovych
organd.

Citlivost (substantivum):

Schopnost vnimat, identifikovat a/nebo rozlisovat kvalitativné ¢i kvantitativné pomoci smysli jeden nebo vice
podnét malé intenzity nebo malych rozdilt mezi takovymi podnéty.

Degustace (ochutndvdni) (substantivum):

Cinnost, kterd zahrnuje vnfmdani, analyzu a posouzeni organoleptickych vlastnosti vyrobku, zejména
Cichovych, chutovych, taktilnich a kinestetickych vlastnosti potravindiského vyrobku.

Akceptace (substantivum):

Zjisténi daného jedince nebo populace, Ze vyrobek uspokojuje jejich ocekdvani.

Harmonie (substantivum):

Vlastnost vyrobku, jez vyvolavé celkové pifjemny pocitek. Tento pocitek vznikd vnimanim slozek vyrobku
jako cichovych, chutovych, taktilnich a kinestetickych podnétd, které jsou ptitomny ve vhodnych pomérech
koncentrace.

Piijatelnost (substantivum):

Stav vyrobku pfiznivé pfijimaného danym jedincem nebo populaci v disledku jeho organoleptickych vlast-
nosti.

Diskriminace (substantivum):

Kvalitativni ajnebo kvantitativni rozliSeni mezi dvéma nebo vice podnéty.

Kompenzace (substantivum):

Vysledek vzdjemného pusobeni vice podnét takového druhu, pfi némsz je kazdy z nich vnimdn s mensi
intenzitou, nez kdyby ptsobil samostatné.
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Aspekt (substantivum):

Vsechny viditelné vlastnosti latky nebo predmétu: velikost, tvar, barva, usporddani &astic, zdkal, ¢istota, teku-
tost, zpénéni a perlivost. Tomuto terminu je nutno dévat pfednost pfed terminem vzhled.

Vlastnost (substantivum)

Vnimatelnd charakteristika.
2.2 Fyziologické terminy

Podnét (stimul) (substantivum):

Fyzikédlné nebo chemicky popsatelny jev, ktery miize podrazdit vnéjsi nebo vnitin{ smyslové receptory.

Chut (substantivum):

(chutovy smysl)

Smysl, jehoZ receptory jsou umistény v tstech, zejména na jazyku, a které jsou aktivovany rtznymi slozkami
roztoku.

Chutovy (adjektivum):

Popisuje vlastnost vyrobku, jenz miize podrazdit chutovy aparét probuzenim pocitkd nélezejicich k jedné
nebo vice ze Ctyt hlavnich chuti: sladké, slané, kyselé a hoiké.

Receptor (substantivum):

Specifickd struktura smyslového organu, kterd mtize byt podrdzdéna a je schopna piijimat podnéty a déle je
pfevadét na nervovy vzruch.

Pozndmka:  receptory se rozlisuji podle typu energie spojené s podnétem (svétlo, teplo, zvuk atd.).
Cich (substantivum):

Funkce ¢ichového dstroji spocivajici ve vnimdni a rozliSovani mezi molekulami, které se k nému dostanou
nosem pifmo nebo nepiimo v plynném stavu z vnéjstho prostiedi.
Intenzita (substantivum):

Velikost energie méfitelné vlastnosti nad ur¢itym prahem pomoci kvantitativné vyjadfené stupnice hodnot.

Adaptace (substantivum):

Docasnd modifikace citlivosti pii vnimdni senzorického podnétu vzhledem k pokracujicimu ajnebo opako-
vanému vystaveni se danému podnétu nebo podnétu, ktery se mu podoba.

Potlaceni (substantivum):

Chybgjici odezva smyslového orgdnu nebo jeho ¢dsti, prestoze je vystaven pisobeni vhodného podnétu, jehoz
intenzita je nad prahem vnimdni.

Odezva (substantivum):

Cinnost, kterou smyslové butiky reagujf na pfisobeni jednoho nebo vice podnéti ve vztahu k danému smys-
lovému orgénu.

Télo (substantivum):

Taktilni pocitek vnimany v dstech, poskytujici informaci o stupni hustoty, viskozity, konsistence nebo kom-
paktnosti latky.

Viiné (substantivum):

Cerstvy, ptfjemny a lahodny pach.

Cichat (verbum):

(aktivné pouzivat ¢ichovy smysl)

Vnimat nebo pokouset se vnimat pach.

Objektivni (adjektivum):

a) oznaceni pro sdéleni pravdivé a ovéfitelné informace shodujici se se skute¢nosti s minimalizovanim lid-
ského faktoru (napiiklad preference, zvyky, sklony);

b) oznaceni pro techniku, kterd prostfednictvim senzorickych nebo instrumentélnich metod minimalizuje
samovolné vznikajici chyby.

Pozndmka:  pouzivat termin ,instrumentdlni“ jako synonymum se nedoporucuje.
Subjektivni (adjektivum):

Oznacen{ pro sdéleni dojmu, ktery je vyvoldn nejen podnétem, ale také nasimi osobné zaujatymi myslen-
kami a pocity.
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Kinestesie:
Pocitky vznikajici z tlaku na vzorek, vyvolané pohybem svalstva v dutiné tstni nebo prsty (napiiklad zkou-
Sen{ syra tlakem prsta).

Prdh (substantivum):

Absolutni prdh:

Nejmensi hodnota senzorického podnétu:
— potiebnd k vyvoldni pocitku (podnétovy préh nebo préh detekee), nebo
— pfi které Ize vnimany pocitek identifikovat (prdh rozpozndni).

Rozdilovy prdh:

Nejmensi hodnota senzorického podnétu potiebnd k vyvolani vnimatelného rozdilu ve fyzikdlni intenzité
pocitku.
Prdh nasyceni (koncovy prdh):
Nejvétsi hodnota intenzity senzorického podnétu, nad niz nelze vnimat rozdil v intenzité.

Preferencni prdh:

Nejmensi kvantitativni hodnota senzorického podnétu nebo kritickd nadprahové hodnota tohoto podnétu,

ktery ve srovnani s neutrdlnim podnétem vyvold pijemny nebo nepifjemny pocitek, napiiklad pfi volbé
mezi roztokem cukru a vodou.

Pozndmka:  je tieba rozlisovat mezi absolutnim preferenc¢nim prahem a rozdilovym preferenénim prahem.
Podprahovy (adjektivum):

Vztahujici se na podnét pod uvazovanym prahem.

Nadprahovy (adjektivum):

Vztahujici se na podnét nad uvazovanym prahem.

Smyslovd iinava:

Stav adaptace smysld, pfi némz nastdva pokles citlivosti.

Kompenzace (substantivum):

Vysledek takového vzdjemného piisobeni nékolika podnétdl, pfi némz je kazdy z nich vniman s men3{ inten-
zitou, nez kdyby pisobil samostatné.

Synergismus (substantivum):

Spojeny t¢inek dvou nebo vice podnétd, jejichz kombinace vyvolavé vyssi Groven pocitkd, nez 1ze o¢ekédvat
od samostatnych t¢inkd jednotlivych podnéti.

Kontrastni ticinek:

Nartst odezvy na rozdily mezi dvéma soucasnymi nebo ndslednymi podnéty; opak konvergentniho t¢inku.

Konvergentni ticinek:

SniZeni odezvy na rozdily mezi dvéma soucasnymi nebo ndslednymi podnéty; opak kontrastniho tcinku.

Terminologie vztahujici se k organoleptickym vlastnostem
Kysely (adjektivum):

a) popisuje primdrni (zdkladni) chut vyvolanou vodnymi roztoky vétsiny kyselych latek (napf. kyseliny ci-
tronové, kyseliny mlécné, kyseliny vinné);

b) popisuje organoleptickou vlastnost €istych litek nebo smési, které vyvolavaji kyselou chut.
Odpovidajici substantivum je kyselost.

Nakysly (adjektivum):

Popisuje Cichové-chutovy pocitek, v némz prevazuji kyseliny obvykle vytvofené kvasenim, jakoz i potraviny,
které vyvoldvaji tento pocitek.

Neékteré faktory, které piispivaji k tomuto pocitku, se vztahuji ke kvaseni, napf. mlé¢né nebo octové kvaseni
potravindfskych vyrobki.
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Hoiky (adjektivum):

a) popisuje primdrni (zdkladni) chut tvofenou vodnymi roztoky raznych latek (napf. chinin, kofein a nékteré
alkaloidy),

b) organoleptickd vlastnost Cistych latek nebo smési, které vyvoldvaji hotkou chut.
Odpovidajici substantivum je hotkost.

Slany (adjektivum):
a) charakteristicky chutovy pocitek, jak jej typicky vyvold roztok chloridu sodného;

b) organoleptickd vlastnost Cistych latek nebo smési, které vyvoldvaji slanou chut.

Odpovidajici substantivum je slanost.

Sladky (adjektivum):

a) popisuje primdrni (zdkladni) chut vyvolanou vodnymi roztoky pfirodnich nebo umélych latek, napf.
sacharosy;

b) organoleptickd vlastnost Cistych ldtek nebo smési, které vyvoldvaji sladkou chut.

Odpovidajici substantivum je sladkost.

Sviravy, trpky (adjektivum):

a) popisuje komplexni pocitek, doprovdzeny svirdnim, stahovanim a/nebo svrastovanim kiize nebo pokozky
sliznice Gstni dutiny vytvafeny napf. tislovinou z kaki a trnek;

b) organoleptickd vlastnost Cistych latek nebo smési, které vyvoldvaji sviravy pocitek.

Odpovidajici substantivum je sviravost (trpkost).

Flavour (chut a viing) (substantivum):

Terminem ,flavour” se oznacuje celkovy senzoricky dojem, vyvolany kombinaci ¢ichovych, chutovych, tak-
tilnich a kinestetickych pocitkd, které jsou pro potravinaisky vyrobek charakteristické a které byly vyhodno-
ceny jako vice ¢i méné piiznivé nebo nepfiznivé.

Chut (substantivum):

a) pocitky vnimané chutovym orgdnem drdzdénym urcitymi rozpustnymi latkami;

b) vlastnost vyrobku vyvoldvajici pocitky chuti.

Primdrni (zdkladni) chut (substantivum):

Kterdkoliv z vyznaénych chuti, mezi néz patii sladkd, sland, kyseld, hoika.

Pach (substantivum):

a) kombinace pocitkti vnimanych ¢ichovym orgdnem pfi Cichdn{ danych tékavych latek;

b) organoleptickd vlastnost specifického pocitku vyvolaného kteroukoli z vyse uvedenych latek.

Viing, aroma (substantivum):
a) pijemny pocitek vnimany v priabéhu ochutndvani retronasalni (pharyngonasilni) metodou ¢ichdni;
b) v souvislosti s parfumerii a v obecném jazyku se tento termin téZ pouZivd pro stejny pocitek vnimany

pfimo nosem.

Pachut; zbytkovd chut (substantivum):

Kombinace pocitkd vnimanych po zmizeni podnétu z tst, kterd se lisi od pocitkd vnimanych pfedtim.

Aromaticky (adjektivum):

a) organoleptickd vlastnost Cistych latek nebo smési, které pfi ochutnavani vyvolavaji pocitky zndmé jako
aroma;

b) popisuje latky, které pfi pfimém zkoumdani nosem vyvoldvaji pocitky viné a svéZzesti.
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2.2

Textura (substantivum):

Vlastnosti litky v pevném nebo rheologickém stavu, vnimatelné prostfednictvim mechanickych receptort
bé&hem ochutndvdni, zejména prostiednictvim receptort umisténych v dstech.

Pozndmka:  tento termin se vztahuje vyhradné k objektivnim vlastnostem, nikoliv k vytvifenym pocitkam, které jsou ozna-
Ceny obecnymi terminy jako konzistence, vldknitost, mastnost atd.

Prevalovdni v tistech:

Cinnost, pfi nfz se potravina dostdva do styku se viemi oblastmi Gst citlivymi na chutové pocitky, takze je
mozZné pocitky vyvolané touto ¢innosti v tistech vnimat.

Pozndmka: ~ tento slovnik mtize byt rozsifen na zakladé konzultace norem ISO 5492 ¢dst I az V a jinych publikaci, k nimz
patif napiiklad publikace od J. L. Magnena s ndzvem ,Les cahiers techniques du Centre National de Coordina-
tion des Etudes et Recherches sur la Nutrition et I'Alimentation*, atd.

ZKUSEBNI NADOBKY PRO HODNOCENI OLIVOVEHO OLEJE

PODSTATA

Ucelem této metody je popsat vlastnosti nddobky, kterd ma byt pouzita pii organoleptickych zkouskach jed-
lych oleji (pach, chut, flavour).

Dile popisuje zafizeni pro dosazeni a udrzovani teploty vhodné pro zkousky.

POPIS

Na obrdzku 1 je zkusebni nddobka, kterd mé optimdlni vlastnosti vhodné pro tento tcel:

a) maximélni mozn4 stabilita branic{ pfevrdceni nddobky a rozliti oleje;

b) zdkladna, kterd snadno zapadd do prohlubni v ohfivacim zafizeni, aby se dno sklenéné nddobky rovno-
mérné zahiivalo;
u usti, aby se tytéz slozky koncentrovaly, &imz se zabezpedi jejich lepsi vnimdani a rozpozndvéni nosem;

d) tmavé zbarvené sklo, aby posuzovatel nerozeznal barvu oleje, ¢imz by mohl byt ovlivnén a mohl by se
nechat odvést od objektivniho hodnocen.

Rozmeéry

Sklenénd nadobka vyobrazend na obrdzku 1 md tyto rozméry:

— celkovy objem.....oouuiiieiiiiiii e, 130 ml + 10 ml,
— celkovd vyska ....ooiiiiiiii 60 mm * 1 mm,
— PIUMET GSH ..evvniiiiiiiieiie e 50 mm * 1 mm,
— proumér v nejSirst Casti  .....ioiviiiiiiinii, 70 mm * 1 mm,
— primér zdkladny................o 35mm + 1 mm,
— tloustka StENY ...oevviiiiiieeiii 1,5 mm * 0,2 mm,
— tloustka dna .......oooiiiiiii 5mm + 1 mm.

Kazdd sklenénd nddobka je vybavena hodinovym sklem, jehoZ priimér je o 10 mm vétsi nez Gsti nddobky.
Toto hodinové sklo je pouzito jako uzdvér branici ztrdté aroma a vnikdni{ prachu.

Vyrobni specifikace

Nédobka je vyrobena z odolného, tmavého skla, bez $krabanct a bublin, takZe nelze rozeznat barvu obsahu.
Okraj je rovnomérny, hladky a s obrubou.

Nddobka je z kaleného skla, aby vydrzela teplotni zmeény, které se mohou vyskytnout pfi zkouskdch.
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2.3

Névod k pouziti

K ¢isténi nddobek se pouzije pachuprosté mydlo, pfipadné myci prostiedek, a nakonec se proplachne dosta-
te¢nym mnozZstvim vody, aby se odstranily veskeré zbytky Cistictho prostfedku. Nakonec s proplachne desti-
lovanou vodou, nechd se odkapat a uschnout v elektrické susdrné.

Nesmi se pouzivat ani koncentrované kyseliny, ani smési kyseliny se slou¢eninami chrému.
Sklenéné nadobky se uchovavaji az do pouziti v elektrické susdrné nebo jiné skiini za ticelem ochrany proti
ziskdni vnéjsich pachd.

Pred kazdym pouzitim se nddobka zkontroluje o¢ichdnim, zda nemd vn&jsi pachy. Pii piipravé zkousky je
nutné peclivé zaznamenat k6d na kazdé sklenéné nddobce a olej, ktery obsahuje. Pouze pfedseda zkusebni
komise muze védét, ktery kéd odpovida kterému vzorku oleje.

ZARIZENI PRO OHRIVANI VZORKU

Organoleptické hodnoceni vzorkd je nutno provddét pii stanovené hodnoté, kterd musi ¢init v piipadé jed-
lych olejii 28 + 2 °C. Za timto ucelem je v kazdé kabiné v dosahu posuzovatele nainstalovdno ohifvaci
zatizeni (viz obrdzek 2). Toto zafizeni se sklddd z hlinikového bloku ponofeného do vodni ldzné s termo-
staticky regulovanou teplotou nastavenou na konstantni hodnotu. V tomto bloku je fada prohlubni, do nichz
zapadaji zdkladny sklenénych nadobek. Teplotni rozdil mezi ohfivacim zafizenim a olivovym olejem obsa-
zenym v sklenénych nddobkéch vlozenych do prohlubni raznych blok mize ¢init nejvyse + 2 °C.

Obrazek 1 — Zkusebni nddobka
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Obrazek 2 - Zafizeni pro oh¥ivdni vzorkil (rozméry v mm)
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3.1

3.2

3.3

4.1

)

NAVOD NA ZARIZEN[ ZKUSEBNI MISTNOSTI

.

UvOD

Zkusebni mistnost je navrzena tak, aby posuzovateltim, ktef{ se ticastni na senzorickych zkouskéach, poskytla
ucelné, pifjemné a standardizované pracovni prostredi, usnadiujici praci a pomahajici dosazeni opakovatel-
nosti a reprodukovatelnosti vysledka.

PODSTATA

Tyto piedpisy stanovi zékladni pfedpoklady pro zafizeni zkuSebni mistnosti.

VSEOBECNE SPECIFIKACE ZARIZENI{

Mistnost musi spliiovat ddle uvedené pozadavky, bez ohledu na svou velikost (viz 3.1):

Mistnost musi byt p¥jemnd a dobfe osvétlend (viz 3.2), ale stylové neutralni. Pro tento téel se doporucuje
uklidijici, lehkd, jednobarevnd malba na sténach, aby se dosdhlo uvolnéné atmosféry (1).

Mistnost mé byt takovd, aby ji bylo mozno jednoduse uklidit a nesmi byt vystavena Zddnym zdrojim rusenf;
proto je tieba ji podle moznosti zvukové izolovat. Je tieba ji také chranit pfed vnikdnim vnéjsich pachd a za
timto tcelem se podle mozZnosti vybavi G¢innym ventila¢nim zaf{zenim. V piipadé velkych vykyvii okolni
teploty je zkusebni mistnost nutno vybavit klimatizaci, kterd umozni stdlou teplotu od 20 do 22 °C.

Rozméry

Rozméry zdviseji velmi na moznostech laboratofi poptipadé spolecnosti. Obecné musi byt dostate¢né velké
na to, aby umoznily instalaci deseti kabin a prostoru pro piipravu vzorkd.

Pfirozené plati, Ze ¢im vét$i mistnost, tim 1épe, nebot je pak mozné zafidit pomocné prostory, napiiklad pro
Cisténi materiald, piipravu jidla a spole¢né schiize otevienych zkusebnich komisi.

Osvétleni

Celkové prirozené nebo umélé osvétleni (napf. zdfivkami) musi byt rovnomérné, pravidelné a rozptylené.

Teplota a vlhkost vzduchu

Mistnost se musi udrzovat na pifjemné teploté a vlhkosti vzduchu. Doporucuje se teplota 20 az 22 °C a rela-
tivni vlhkost vzduchu 60 az 70 %, s vyjimkou zvlastnich okolnosti.

POPIS KABIN

Vseobecné charakteristiky

Kabiny pro senzorickou analyzu se v mistnosti umisti vedle sebe, se stejnym vybavenim a oddélené délicimi
piepazkami, aby sedici posuzovatelé neméli mezi sebou zddny kontakt.

Kabiny mohou byt vyrobeny z vhodného materidlu, ktery se snadno Cisti a udrzuje (napfiklad dfevo, lesténd
pieklizka, laminované desky atd.). Je-li pouzit ndtér, musi byt po zaschnuti zcela bez zdpachu.

idle umisténé v kabindch musi byt pohodlné a vyskové nastavitelné.

Kazdd kabina je téZ vybavena individudlnim osvétlenim s nastavitelnou intenzitou a smérem.

Kazdd kabina by déle méla byt vybavena tlacitkem spojenym s vnéj$im signaliza¢nim svétlem, umoziujicim
posuzovateli bez rueni ostatnich ddt pomocnikovi nachdzejicimu se mimo kabinu na védomi, Ze ukoncil

zkousku, pozaduje dalsi vzorky, chybi mu ¢dst piistroji a pomticek, zaznamenal néjakou neobvyklou udélost
nebo si preje ziskat informace atd.

Barva a osvétleni mohou ovlivnit vysledky senzorické analyzy.
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4.2

4.3

Rozméry

Kabiny musi byt dostate¢né rozmérné a pohodlné.
Obecné se predpokladajf tyto rozméry:

— $itka:
0,75 m (bez vylevky)
0,85 m (s vylevkou),

— hloubka:
0,50 m (stdl)
0,20 m (na délici prepazku),
— vyska prepazek:
nejméné 0,60 m nad drovni stolu,

— vyska stolu:
0,75 m.

Uspofddani
Povrch stolu musi umoznovat snadné ¢isténi.

(st této stolni desky je vyuZita pro vylevku s tekouci pitnou vodou. Neni-li to viak proveditelné, je mozné
tento prostor vyuZit pro tic, plivitko nebo podobnou souddst vybaveni.

Pokud musi byt vzorky béhem zkousky udrzovany na stalé teploté, kterd je vyssi nebo nizsi nez teplota okoli,
je vhodné mit pro tento tGcel vhodné zafizeni (nddobu na vodni ldzen, varnou plotynku atd.).

K dispozici téz miize byt policka umisténd ve vysce pfiblizné 1,10 metru od podlahy pro odklddani razného
piislusenstvi (sklenénych nddobek, drobného néradi atd.).

Umoziuje-li to usporddani kabin v zkuSebni mistnosti, je vhodné instalovat zafizeni pro piipravu vzorkd.
Toto zafizeni muZe mit formu posuvnych dvifek (obrdzek 1), oto¢ného vertikdlniho zafizeni (obrdzek 2)
vhodného pro sklenéné nddobky nebo §alky (dlouhé kontejnery) nebo horizontilné se otevirajictho poklopu,
pokud kontejnery, v nichZ jsou uchovavéany vzorky, jsou malé (obrdzek 3). Jde prosté o to zajistit, aby otvor
byl dostatecné velky na to, aby jim prosly ticy a sklenéné nadobky obsahujici vzorky.

Viz obrézek 4 s piikladem zkuSebni mistnosti a dopliikovych prostori.

VEDLEJSI PROSTORY

Je-li dostatek mista, je tfeba napldnovat samostatné prostory pro piipravu vzorkd (kulindrnich nebo jinych),
piipravu sklenénych nddobek nebo piistrojii a pomiicek a pro rozhovory pted zkouskami nebo po nich.
Takové prostory je nutno udrZovat v Cistoté a jakékoli pachy, hluk nebo konverzace z téchto prostorti nesmi
Z4dnym zpusobem rusit praci posuzovatel ve zkuSebni mistnosti.

Obrazek 4 uvadi piiklad zkuSebni mistnosti s vedlej$imi prostory.

Pozndmka: U popsanych podminek se jednd o idedlni stav. Nebude-li vSak mozné mit k dispozici takové zafizeni vyhradné
pro senzorickou analyzu, zkousky je mozné provadét v prostorech vyhovujicich minimalnim uvedenym pod-
minkdm (osvétleni, teplota, hluk, pachy) po instalaci prenosnych kabin vyrobenych ze sklddacich prvki tak, aby
minimalné oddélovaly posuzovatele navzajem.



440 Utedn{ véstnik Evropské unie 03/sv. 11

USPORADANI KABINY

Obrizek 1

Policka

‘ \ Stintko svitidla

Otoéné zatizeni, posuvnd dvitka

\

nebo poklop
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~ Ohfivaci zaf{zeni

Vylevka
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OTOCNE VERTIKALNI ZAR{ZEN{ PRO PREDKLADAN{ VZORKU

Obrizek 2
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VYSUVNY POKLOP PRO PREDKLADANI VZORKU

Obréazek 3
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LABORATOR PRO SENZORICKOU ANALYZU

Obrizek 4 - Priklad zkuSebni mistnosti
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A: Zkusebni kabiny

B: Mistnost na istén{ piistrojii a pomticek a pfipravy vzorkd
C: Mistnost pro oteviené zkousky
D:  Kanceldf

E: Cekarna

F: Lednicka

H: Suddrna

L: Mycka nadobi

Pi:  Vylevka

AR:  Skiit

MR:  Pojizdny stolek

DF:  Vydej formuldfa

MC:  Kulaty stal

P: Pracovni plocha
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PRILOHA XIII

NEUTRALIZACE A BELEN[ OLIVOVEHO OLEJE V LABORATORI

1. NEUTRALIZACE A BELENI OLIVOVEHO OLEJE V LABORATORI

1.1 Neutralizace oleje

1.1.1 Pfistroje a pomicky

vysokd kidinka na 300 ml,

laboratorni odstedivka se 100ml zkumavkami,
250ml kadinka,

barky na 100 ml,

délici nélevka na 1 litr.

inidla

12 % vodny roztok hydroxidu sodného,
1 % roztok fenolftaleinu v ethanolu,
hexan distoty p. a.,

2-propanol cistoty p. a.
stup

Oleje s obsahem volnych mastnych kyselin vyjddienych jako kyselina olejovd mensim nez 30 %

Do 300ml kddinky se nalije 50 g surového olivového oleje a ohfeje se na 65 °C ve vodni ldzni. Pfidd se
mnozstvi 12 % roztoku hydroxidu sodného odpovidajici volnym mastnym kyselinim v oleji s piebytkem
5 % za nepretrzitého mirného michdni. Michd se ddl po dobu péti minut pfi teploté 65 °C.

Smés se prevede do 100ml odstiedovacich zkumavek a odsttedénim se oddéli mydlovou pastu. Dekan-
tovany olivovy olej se nalije do 250ml kddinky, proplachne 50 az 60 ml vafici destilované vody, pfi¢emz
se voda odstrani odsdvanim. Proplachovdni se opakuje, dokud se neodstrani viechny stopy zbytkového
mydla (ztrati se rizové zbarveni fenolftaleinu).

Olej se odsttedi, aby se odstranila veskerd zbytkové voda.

Oleje s obsahem volnych mastnych kyselin vyjddfenym jako kyselina olejovd vyssim nez 30 %

Do 11 délici ndlevky se nalije 50 g surového oleje, 200 ml hexanu, 100 ml 2-propanolu a mnozstvi 12 %
roztoku hydroxidu sodného odpovidajici volnym mastnym kyselindm v oleji s piebytkem 0,3 %.

Dikladné se promichd po dobu jedné minuty. Pfidd se 100 ml destilované vody, znovu zamichd a nechd
se usadit.

Po separaci vrstev se umozni odtok spodni vrstvy obsahujici mydlo. Mezi témito dvéma vrstvami (oli-
vovy olej nahofe a voda dole) se ¢asto vytvoii mezivrstva tvofend arabskou gumou a nerozpustnymi lat-
kami, kterd musi byt rovnéZz odstranéna.

1.2.  Béleni neutralizovaného oleje

1.2.1 Pfistroje a pomicky

baika na 250 ml se tfemi zdbrusovymi sklenénymi hrdly pro vloZeni:
a) teploméru s dilky po 1 °C pro méfeni do 90 °C,

b) mechanického michadla pracujictho pfi 250 az 300 otdckich za minutu, vybaveného pro provoz
ve vakuu,

c) piipojky vyvévy,

vyvéva s manometrem schopnd dosdhnout zbytkového tlaku 15 az 30 milibart.
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122 Postup

Do baiiky se tfemi hrdly se navédzi pfiblizné 100 g neutralizovaného oleje. VloZzi se teplomér a michadlo,
piipoji se vyvéva a olivovy olej se za stilého michani ohfeje na 90 °C. Pfi této teploté se pokracuje v michdni,
dokud analyzovany olivovy olej neni zcela zbaven vody (piiblizné 30 minut). Pak se zrusi vakuum a pfidd se
2 az 3 g aktivované zeminy.

Znovu se zapoji vakuum, dokud se nedosdhne zbytkového tlaku 15 az 30 milibard, a pii teploté 90 °C se
michd tficet minut rychlosti pfiblizné 250 otdcek za minutu.

Prefiltruje se za horka v termostaticky regulované susarné (pii teploté 50 az 60 °C).
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1.

PRILOHA XIV

DOPLNKOVE POZNAMKY 2, 3 A 4 KE KAPITOLE 15 KOMBINOVANE NOMENKLATURY

,Pozndmka 2 A Ve smyslu &isel 1509 a 1510 se vyrazem ,olivovy olej* se rozumi pouze oleje ziskané vyhradné

zpracovanim oliv, bez olivového oleje ziskaného reesterifikaci a bez smési olivového oleje
a jinych oleju.
Pr{tomnost reesterifikovaného olivového oleje nebo jinych oleji se zjistuje za pouziti metod

uvedenych v piflohdch V, VII, IX, X a XIL Podil sterolti a mastnych kyselin u viech olivovych
oleju ¢isel 1509 a 1510 je uveden v tabulce.

Tabulka II - Podil sterolii v % na celkovém
mnozstvi sterolit

Tabulka I - Podil mastnych kyselin v % na
celkovém mnoZstvi mastnych kyselin

kyselina myristova M 0,1 | cholesterol M 0,5
kyselina linolenova M 0,9 | brassikasterol MO0,2
kyselina arachidova M 0,7 | kampesterol M 4,0
kyselina eikosanova M 0,5 | stigmasterol < kampesterol
kyselina behenové M 0,3 | betasitosterol (1) m 93,0
kyselina lignocerovd M 0,5 | delta-7-stigmastenol MO0,5

M = Maximum

m = minimum

(") Delta-5, 23-stigmastadienol + cholesterol + betasitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol + delta-5,
24-stigmastadienol.

Pozndmka PBnenskym olivovym olejem’ se rozumi olej ziskany vyhradné z oliv, pii jehoz vyrobé byly pou-

zity pouze mechanické nebo jiné fyzikalni postupy, za podminek, zejména teplotnich, které
nevedou ke zméné jakosti oleje, a jenz neprosel zadnym jinym zpracovanim kromé ¢&isténd,
dekantace, odstfedént a filtrace, bez oleje ziskaného pomoci rozpoustédel (¢islo 1510) podle
definice v odstavcich I a IL

. Ve smyslu podpolozky 1509 10 10 se ,panenskym lampantovym olivovym olejem’ rozumi,
nezavisle na jeho obsahu volnych mastnych kyselin, olivovy olej, ktery md tyto vlastnosti:

a) obsah alifatickych alkoholt nejvyse 400 mg/kg,

b) obsah erythrodiolu a uvaolu nejvyse 4,5 %,

¢) obsah nasycenych mastnych kyselin v triglyceridech vazanych v poloze 2 nejvyse 1,3 %,
a/nebo

d) jednu z téchto vlastnosti:
— d1) peroxidové &islo vyssi nez 20 milimold aktivniho kysliku na kg,

— d2) obsah tékavych halogenovanych rozpoustédel celkem vyssi nez 0,2 mg/kg nebo
vyssi nez 0,1 mg/kg pro kazdé rozpoustédlo,

— d3) extinkéni koeficient K, vys$i nez 0,250 a po dpravé oleje aktivovanym oxi-
dem hlinitym nejvyse 0,11. Nékteré oleje, jejichz obsah volnych mastnych kyse-
lin, vyjadfenych jako kyselina olejovd, je vyssi nez 3,3 g na 100 g, mohou mit
po prichodu aktivovanym oxidem hlinitym v souladu s metodou stanovenou
v piloze XV extinkéni koeficient K, vy$si nez 0,11. V takovém piipadé musi
mit po neutralizaci a béleni provedenymi v laboratofi tyto vlastnosti:
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Pozndmka 2 C

Pozndmka 2 D

Pozndmka 2 E

— extinkéni koeficient K, nejvyse 1,20;

— odchylku AK extinkéniho koeficientu v oblasti 270 nanometr( vyssi nez

0,01, avSak nejvyse 0,16, (1) K, 4 aK,, , , = extinkéni koeficienty pfi vinové

délce nizsi a vyssi o 4 nanometry nez K ;

— d4) organoleptické vlastnosti vykazujici zjistitelné vady piesahujici piipustny limit
a s vysledkem senzorického hodnoceni komise niz§im nez 3,5.

II. Ve smyslu podpolozky 1509 10 90 se vyrazem ,panensky olivovy olej rozumi olivovy olej,
ktery md tyto vlastnosti:

a) obsah volnych mastnych kyselin, vyjadfeny jako kyselina olejova, nejvyse 3,3 g na
100 g;

b) peroxidové ¢islo nejvyse 20 milimolt aktivniho kysliku na kg;
¢) obsah alifatickych alkoholii nejvyse 300 mg/kg;

d) obsah tékavych halogenovych rozpoustédel celkem nejvyse 0,2 mglkg a nejvyse
0,1 mg/kg pro kazdé rozpoustédlo;

¢) extinkéni koeficient K, nejvyse 0,250 a po tpravé oleje aktivovanym oxidem hlinitym
nejvyse 0,10 (%) ;

f) odchylka extinkéniho koeficientu (AK) v oblasti 270 nanometrt nejvyse 0,01;

g) organoleptické vlastnosti vykazujici téZ zjistitelné zdvady v rdmci piipustného limitu
a s vysledkem senzorického hodnoceni komisi vy$sim nez 3,5;

h) obsah erythrodiolu a uvaolu nejvyse 4,5 %;
i) obsah nasycenych mastnych kyselin v triglyceridech vdzanych v poloze 2 nejvyse 1,3 %.

Do polozky 1509 90 patii olivovy olej ziskany zpracovdnim olivovych olejii podpolozky
1509 10 10 nebo 1509 10 90, téz smiSeny s panenskym olivovym olejem, ktery md tyto vlastnosti:

a) obsah volnych mastnych kyselin, vyjadfenych jako kyselina olejové, nejvyse 3,3 g na 100 g;
b) obsah alifatickych alkoholdl nejvyse 350 mg/kg;

¢) extinkéni koeficient K, vy$si nez 0,250 a nejvySe 1,20, a po dpravé oleje aktivovanym oxi-
dem hlinitym nejvyse 0,10 ;

d) odchylka extinkéniho koeficientu (AK) vyssi nez 0,010 a nejvyse 0,160;
¢) obsah erythrodiolu a uvaolu nejvyse 4,5 %;

f) obsah nasycenych mastnych kyselin v triglyceridech vazanych v poloze 2 nejvyse 1,5 %.

Ve smyslu podpolozky 1510 00 10 se vyrazem surové oleje‘ rozuméji oleje ziskané zejména z oli-
vovych pokrutin, které maji tyto vlastnosti:

a) obsah volnych mastnych kyselin, vyjadfenych jako kyselina olejovd, vyssi nez 2 g na 100 g;
b) obsah erythrodiolu a uvaolu vy3si nez 12 %;

¢) obsah nasycenych mastnych kyselin v triglyceridech vizanych v poloze 2 nejvyse 1,8 %.

Do podpolozky 1510 00 90 patii oleje ziskané zpracovanim oleji podpolozky 1510 00 10, téz
smiSené s panenskym olivovym olejem, a oleje, které nemaji vlastnosti oleji uvedenych v odstav-
cich I a Il za podminky, Ze obsah nasycenych mastnych kyselin v triglyceridech vdzanych v poloze
2 je nejvyse 2 %.

(') kdy: AK =K, = 0,5 Ky s * Kp1g)
K,, - extinkéni koeficient pii vinové délce v maximu absorpéni kiivky v oblasti 270 nanometrt (nm);

(%) Pokud je extinkéni koeficient K, vyssi nez 0,250, musi byt provedena nové zkouska po tipravé oleje aktivovanym oxidem
hlinitym. Koeficient K, pak nesmi pfesdhnout 0,10.
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2. ,Pozndmka 3 Do podpolozek 1522 00 31 a 1522 00 39 nepatii:

a) zbytky ze zpracovéni tukovych latek obsahujicich olej s jodovym ¢islem stanovenym podle
metody uvedené v piiloze XVI niZsim nez 70 nebo vys$im nez 100;

b) zbytky ze zpracovani tukovych ldtek obsahujicich olej s jodovym ¢&islem vy3sim nez 70 nebo
niz§im nez 100, u néhoz plocha piku predstavujici mnozstvi zadrzeného betasitosterolu sta-
novend podle piilohy V natizeni uvedeného v doplitkové pozndmce 4 niZe je nizsi nez 93,0 %
celkové plochy piki steroli.”

3. ,Pozndmka 4 Analytické metody stanoveni vlastnosti vyse uvedenych vyrobki jsou obsaZeny v piilohdch
nafizeni (EHS) ¢. 2568/91.°
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PRILOHA XV

STANOVENI OBSAHU OLEJE V OLIVOVYCH POKRUTINACH

Pistroje a pomiicky

— vhodny extrakéni piistroj, vybaveny baiikami o objemu 200 ml az 250 ml,
— elektricky vyhiivand ldzeni (piskovd, vodni apod.) nebo topnd deska,

— analytické vdhy,

— laboratorni su$drna nastavitelnd nejvyse na teplotu 80 °C,

— elektricky vyhfivand susdrna s termostatickou kontrolou, schopnd udrzovat teplotu 103 £ 2 °C a zabezpe-
Cujici provoz pii atmosférickém nebo pii snizeném tlaku,

— mechanicky mlynek, lehce cistitelny a umoznujici rozmleti olivovych pokrutin bez jejich zahfati nebo
vyznamné zmény vlhkosti a obsahu tékavych litek nebo obsahu oleje,

— extrakéni patrony a bavlnénd vata nebo filtraéni papir, ve prosté litek rozpustnych v hexanu,
— exsikétor,
— sito o velikosti otvori 1 mm,

— pemza, ve formé drobnych kouskd, nebo jiny granuldt zabranujici bouflivému varu, pfedem vysuseny.

Chemikdlie

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 pfedem dobie vy¢istény mechanicky mlynek,
aby cstice zcela prosly sitem.

Asi jedna dvacetina vzorku se pouZije pro vy¢isténi mlynku; tento rozemlety materidl se vyhodi. Zbytek se roze-
mele a shromdzdi, dikladné promichd a neprodlené analyzuje.

Velikost zkusebniho vzorku

Po dokonéeni mleti se navazi asi 10 g vzorku s pfesnosti na 0,01 g.

Piiprava extrakéni patrony

Zkusebni vzorek se pievede do extrakéni patrony a utésni se vatovym tamponem. Je-li pouzit filtra¢ni papir,
zkugebni vzorek se do néj zabali.

VysuSeni pfedem

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 filtra¢niho papiru) na vhodnou dobu do susdrny vyhiaté
na teplotu nejvyse 80 °C, aby doslo ke sniZeni vlhkosti a obsahu tékavych ldtek na hodnotu mensi nez 10 %.

Piiprava extrakéni baiky

Extrakéni barika s nékolika kousky pemzy, kterd byla pfedem vysusena v susdrné pfi teploté 103 + 2 °C a zchla-
zena po dobu nejméné 1 hodiny v exsikdtoru, se zvazi s presnosti na 1 mg.

Prvni extrakce

Extrakéni patrona (nebo filtraéni papir) se zkusebnim vzorkem se vlozi do extrakéniho piistroje. Do bariky se
nalije potfebné mnozstvi hexanu. Extrakéni barika se nasadi na extrakéni piistroj a to celé se umisti na elek-
tricky vyhfivanou ldzen. Extrakéni barika se zahtiva tak, aby kondenzace extrakéniho rozpoustédla byla nej-
méné 3 kapky za sekundu (tzn. mirny, ne prudky var). Extrahuje se 4 hodiny. Potom se extrakéni pistroj nechd
vychladnout. Extrakéni patrona se vyjme z extrakéniho piistroje a postavi se do proudu vzduchu, aby se
odpafila vétsina rozpoustédla.
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2.7

2.8

3.1

Druhd extrakce

Obsah extrakéni patrony se vysype do mikromlynku a co nejjemnéji se rozemele. Rozemletd smés se prevede
zpét do extrakéni patrony, kterd se vlozi zpét do extrakéniho piistroje.

Znovu se extrahuje dalsi dvé hodiny do téze extrakéni bariky, obsahujici jiz prvou ¢ast extraktu.

Roztok obsazeny v extrakéni bafice musi byt ¢iry. Neni-li tomu tak, je nutno jej piefiltrovat pies filtraéni papir,
pfi¢emZ ptvodni barika a filtracni papir se nékolikrdt proplachnou hexanem. Filtrdt a proplachovaci rozpou-
stédlo se prevede do druhé piedem vysusené bariky zvdzené s piesnosti na 1 mg.

Odstranéni rozpoustédla a viZeni extraktu

VEs1 ¢ast rozpoustédla se z extrakéni baniky odstrani oddestilovanim na elektricky vyhiivané ldzni. Posledni
stopy rozpoustédla se odstrani zahfivanim extrakéni bariky po dobu 20 minut v susdrné pfi 103 + 2 °C. Zbytku
rozpoustédla se mohou odstranit proudem vzduchu, anebo vyhodnéji inertnim plynem zavddénym 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 presnosti na 1 mg.

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

Rozdil mezi dvéma vazenimi nesmi byt vyssi nez 10 mg. Pokud je rozdil vyssi, opakuje se zahifvani, vychla-

zen{ a vazeni tak dlouho, dokud rozdil mezi dvéma po sobé nésledujicimi vdZenimi je nejvyse 10 mg. Potom
se zaznamend kone¢nd hmotnost bariky.

Na stejném zkusebnim vzorku se vzdy provedou dvé zkousky;.

VYJADREN[ VYSLEDKU

Metoda vypoctu a vzorec

a) Extrakt z ptivodniho produktu vyjadreny jako procento hmotnostni se vypocitd takto:

100
S =mx
m,
kde S = procento hmotnostni extraktu z pivodniho produktu,

m, = hmotnost zkusebniho vzorku v g,
m; = hmotnost extraktu po vysuseni v g.

Za vysledek se povazuje aritmeticky pramér dvou stanoveni za predpokladu, Ze jsou splnény pozadavky na
opakovatelnost.

Vysledek se uvadi s pFesnosti na jedno desetinné misto.

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

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

kde S = procento hmotnostni extraktu z ptidniho produktu,
U= jeho vlhkost a obsah tékavych latek.

3.2 Opakovatelnost

Absolutni rozdil mezi dvéma jednotlivymi na sobé nezavislymi vysledky zkousky, ziskanymi stejnym pracov-
nikem v rozmezi kratkého ¢asového 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 viech Ctyfech stanoveni.
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7.1

PRILOHA XVI
STANOVENI JODOVEHO CISLA

OBLAST PUSOBNOSTI

Tato mezindrodni norma specifikuje metodu stanoveni jodového &isla v Zivocisnych a rostlinnych tucich a ole-
jich, dale jen ,tuky*.

DEFINICE
Pro Gcely této mezindrodni normy plati tato definice:
Jodové cislo: vyjadiuje hmotnost jodu vazaného na vzorek za pracovnich podminek specifikovanych touto mezi-

nérodni normou.

Jodové ¢islo je vyjadieno v g jodu na 100 g vzorku.

PODSTATA ZKOUSKY

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

CHEMIKALIE

Vsechna cinidla 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 smis{ se 30 ml vody a ke smési se pfidd 1 000 ml vrouci vody, vaii se tfi minuty

a roztok se nechd vychladnout.

Thiosiran sodny, standardni odmérny roztok c¢(Na,S,0;.5H,0) = 0,1 mol/], standardizovany ne déle nez 7 dnd
pied pouzitim.

Rozpoustédlo pfipravené smichdnim stejnych objemt cyklohexanu a kyseliny octové.

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

Pozndmka: Cinidlo obsahuje 9 g ICl, + 9 g I v kyseliné octové.

PRISTROJE A POMUCKY

Bézné laboratorni vybaveni, a zejména:

Sklenénd vazenka, odpovidajici hmotnosti zkusebniho vzorku a hodici se do bariky (5.2).
Erlenmeyerovy bariky na 500 ml se sklenénou zabrousenou zdtkou, dokonale vysusené.
PRIPRAVA ZKUSEBNIHO VZORKU

Homogenizovany vzorek se vysusi siranem sodnym a prefiltruje.

POSTUP ZKOUSKY

Zkusebni vzorek

Hmotnost zkuSebniho vzorku se lif podle o¢ekdvaného jodového ¢isla, viz tabulka 1.
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7.2

7.3

Tabulka 1
Otekdvané jodové &slo Hmotnost zkuégbm’ho vzorku v
Méné nez 5 3,00
5az 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 pfesnosti 0,1 mg do sklenéné vazenky (5.1).
Stanoveni

Viézenka se zkusebnim vzorkem se vlozi do 500ml bariky (6.2). Pridd se 20 ml rozpoustédla (4.5), a tuk se roz-
pusti. Pridd se pfesné 25 ml Wijsova ¢inidla (4.6), barika se uzavfe zdtkou, obsah se promichd a bafka se umist{
na tmavé misto. Pipetovani Wijsova ¢inidla se neprovadi dsty.

Stejnym zptisobem se pfipravi slepy pokus s pfidavkem rozpoustédla a Wijsova ¢inidla, ale vynechd se zku-
$ebni vzorek.

Pro vzorky s jodovym ¢islem nizsim nez 150 se bafika ponechd 1 hodinu v temnoté, pro vzorky s jodovym
¢islem nad 150, pro polymerované vyrobky a vyrobky ve znacné mife oxidované je nutno dobu prodlouzit na
2 hodiny.

Po této dobé se do kazdé banky pfidd 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 pfidd nékolik kapek skrobového roztoku (4.3) a pokracuje se v titraci, dokud po inten-
zivnim protiepdni nezmiz{ modré zabarven.

Pozndmka:  Pfipousti se stanoveni bodu ekvivalence potenciometrickou indikaci.
Pocet stanoveni

Z jednoho zkusebniho vzorku se provadéji dvé stanoveni.
VYJADREN{ VYSLEDKU

Jodové &islo se vypocitd podle vzorce:

12,69¢ (V,-V,)

(g}
|

= presnd koncentrace standardniho odmérného roztoku thiosiranu sodného (4.4) v mol/l,
V, = objem pouzitého standardniho odmérného roztoku thiosiranu sodného (4.4) na slepy pokus v ml,
V, = objem pouzitého standardniho odmérného roztoku thiosiranu sodného (4.4) pro vlastni stanoveni v ml,

hmotnost zkusebniho vzorku v g (7.1).

3
I

Jako vysledek se uvadi aritmeticky primér dvou stanoveni za pfedpokladu, Ze je splnéna podminka opakova-
telnosti.



