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L 231

(Nelegislativni akty)

NARIZENI

NARIZENI KOMISE (EU) & 61/2011
ze dne 24. ledna 2011,

kterym se méni nafizeni (EHS) ¢. 2568/91 o charakteristikich olivového oleje a olivového oleje
z pokrutin a o pfislu$nych metodich analyzy

EVROPSKA KOMISE,
s ohledem na Smlouvu o fungovani Evropské unie,

s ohledem na nafizeni Rady (ES) ¢. 12342007 ze dne 22. fijna
2007, kterym se stanovi spole¢nd organizace zemédélskych trha
a zvlastni ustanoveni pro nékteré zemédélské produkty
(jednotné nafizeni o spole¢né organizaci trhi”) (1), a zejména
na ¢l. 113 odst. 1 pism. a) a ¢l. 121 pism. h) uvedeného
nafizeni ve spojeni s ¢lankem 4 uvedeného nafizeni,

vzhledem k témto davodim:

(1)  Nafizeni Komise (EHS) ¢ 2568/91 (?) stanovi fyzikdlni
a chemické vlastnosti olivového oleje a olivového oleje
z pokrutin a metody hodnoceni téchto vlastnosti. Tyto
metody a mezni hodnoty vlastnosti téchto olejti musi byt
aktualizovdny na zakladé stanoviska chemickych odbor-
nikd a v souladu s ¢innosti probihajici v ramci Mezi-
narodni rady pro olivovy olej.

2 Jelikoz chemi¢ti odbornici dosli k zdvéru, Ze obsah ethyl-
esterl mastnych kyselin (EMK) a methylester@i mastnych
kyselin (MMK) je uziteénym parametrem jakosti extra
panenskych olivovych olejd, je zvlasté vhodné zaclenit
mezni hodnoty téchto esterti, jakoz i metodu stanoveni
jejich obsahu.

(3) Aby bylo umoznéno dostate¢né dlouhé prechodné
obdobi pro pfizplsobeni se novym normdm a dostatek
¢asu na zavedeni prostfedkl potfebnych k jejich uplat-
néni a aby se zabrdnilo naruSeni obchodnich operaci,
musi zmény stanovené v tomto nafizeni platit od
1. dubna 2011. Ze stejnych davodi je tfeba ucinit
opatfeni v pipadé olivovych olejii a olivovych olejia
z pokrutin, které jsou v souladu s pravnimi prfedpisy
vyprodukovany a opatfeny etiketami v Unii nebo
v souladu s pravnimi predpisy dovezeny do Unie
a propustény do volného obéhu pted timto datem, aby
mohly byt uvddény na trh az do vycerpani zdsob.

() Ut vést. L 299, 16.11.2007, s. 1.
() Ur. vést. L 248, 5.9.1991, s. 1.

(4)  Nafizeni (EHS) ¢. 2568/91 by proto mélo byt odpovida-
jicim zptisobem zménéno.

(5)  Opatieni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se
stanoviskem Ridiciho vyboru pro spolecnou organizaci
zemédélskych trhd,

PRIJALA TOTO NARIZENI:

Cldnek 1
Nafizeni (EHS) ¢ 2568/91 se méni takto:

1) V ustanoveni ¢l. 2 odst. 1 se dopliiuje novd odrazka, kterd
zni:

,— metoda stanoveni obsahu voskd, methylestert mastnych
kyselin a ethylestertt mastnych kyselin  kapildrni
plynovou chromatografii je stanovena v piiloze XX*

2) Do seznamu piiloh se dopliuje toto:

,Priloha XX: Metoda stanoveni obsahu voskd, methylesterti
mastnych kyselin a ethylesterd mastnych
kyselin kapildrni plynovou chromatografii“

3) Priloha I se nahrazuje znénim uvedenym v pfiloze I tohoto
nafizeni.

4) Priloha XX je pfiddna v souladu s pfilohu II tohoto nafizeni.

Cldnek 2

Produkty, které byly v souladu s prdvnimi pfedpisy vyproduko-
vany a opatfeny etiketami v Unii nebo v souladu s pravnimi
pfedpisy dovezeny do Unie a propustény do volného obéhu
pfed datem 1. dubna 2011, mohou byt uvddény na trh az do
vyCerpani zdsob.
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Cldnek 3

Toto nafizeni vstupuje v platnost tfetim dnem po zvefejnéni v Ufednim véstniku Evropské unie.

Pouzije se ode dne 1. dubna 2011.

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu a pimo pouzitelné ve vsech ¢lenskych statech.

V Bruselu dne 24. ledna 2011.

Za Komisi
José Manuel BARROSO
predseda



PRILOHA 1

LPRILOHA 1

CHARAKTERISTIKY OLIVOVEHO OLEJE

Rozdil
Peroxidové . ezt S s
Methvlestery mastnvch kvselin | Kvselost dslo Vosk Stigmasta- | hodnotou Organoleptické | Organoleptické
. yiestery yen Kyse Yu Y 2-glyceryl monopalmitét dien ECN42 hodnoceni hodnoceni
Kategorie (MMK) a ethylestery mastnych (%) (mEq O, mglkg o . Ky35 (%) K70 (%) o o
kyselin (EMK) ) kg )* ) (%) mg/kg zjiSténou Medidn zdvad | Medidn ovoc-
yseln (%) b} z HPLC a (Md)* nosti (Mf)*
teoretickym
vypoctem
. Extra panensky | T MMK + EMK < 75 <08 <20 < 250 < 0,9, pokud % kyseliny < 0,10 <02 < 2,50 < 0,22 < Md =0 Mf >0
olivovy olej mg/kg nebo 75 mgfkg <X palmitové predstavuje < 14 %
MMK + EMK < 150 .
< 1,0, pokud % kyseliny
mgfkg a (EN;K/ MME) < palmitové predstavuje > 14 %
. Panensky olivovy olej — < 2,0 < 20 < 250 < 0,9, pokud % kyseliny < 0,10 < 0,2 < 2,60 < 0,25 Md < 3,5 Mf >0
palmitové predstavuje < 14 %
< 1,0, pokud % kyseliny
palmitové predstavuje > 14 %
. Lampantovy olivovy — > 2,0 — <300 (%) < 0,9, pokud % kyseliny < 0,50 < 0,3 — — Md > 3,5() —
olej palmitové predstavuje < 14 %
< 1,1, pokud % kyseliny
palmitové predstavuje > 14 %
. Rafinovany  olivovy — < 0,3 <5 < 350 < 0,9, pokud % kyseliny — < 0,3 — < 1,10 < — —
olej palmitové predstavuje < 14 %
< 1,1, pokud % kyseliny
palmitové predstavuje > 14 %
. Slozeny z rafinova- — < 1,0 <15 < 350 < 0,9, pokud % kyseliny — < 0,3 — < 0,90 < — —
nych olivovych oleju palmitové predstavuje < 14 %
a panenskyjch < 1,0, pokud % kyseliny
palmitové predstavuje > 14 %
. Surovy olivovy olej — — — > 350 (4 < 1,4 — < 0,6 — — — —
z pokrutin
. Rafinovany  olivovy — < 0,3 <5 > 350 < 1,4 — < 0,5 — < 2,00 < — —
olej z pokrutin
. Olivovy  olej z — < 1,0 <15 > 350 <12 — < 0,5 — < 1,70 < — —
pokrutin

Uhrn izomert (ne)separovatelnych prostiednictvim kapilarni kolony.

Nebo pokud je medidn zdvad nejvys 3,5 a medidn ovocnosti roven 0.

Oleje s obsahem vosku mezi 300 mg/kg a 350 mglkg se pokud je obsah erythrodiolu a uvaolu nejvys 3,5%.
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Obsah kyselin (!) Uhrn SloZeni sterolt
Uhrn tr?gzéo— Steroly Erythrodiol
Kategorie .| Linole- Arachi- Eikosa- | Ligno- - transtu kyseliny Brassikas- Stigmas- Betasitos- D§1t3—7— celkem a uovaol
Myristové p dova Hova Behenovd | izomerti | kyseliny o linolové + Cholesterol terol Kampesterol torol terol stigmas- (mg/kg) (%)
%) nova %) cerovd %) . j %) %) %) tenol 8IS (%)
(%) (%) (%) o linolenové (%) (%) ) o
(%) %) ) (%)
1. Extra panensky olivovy olej | < 0,05 < 1,0 < 0,6 < 0,4 < 0,2 < 0,2 < 0,05 | < 0,05 < 0,5 < 0,1 < 4,0 < kamp. | 2 93,0 < 0,5 > 1000 < 4,5
2. Panensky olivovy olej < 0,05 < 1,0 < 0,6 <04 <02 <02 | <005 | <0,05 < 0,5 < 0,1 < 4,0 < kamp. | 2 93,0 | <05 | 21000 < 45
3. Lampantovy olivovy olej < 0,05 < 1,0 < 0,6 < 0,4 < 0,2 < 0,2 < 0,10 | 0,10 < 0,5 < 0,1 < 4,0 — > 93,0 < 0,5 >1000 | <450
4. Rafinovany olivovy olej < 0,05 < 1,0 < 0,6 < 0,4 < 0,2 < 0,2 < 0,20 | <0,30 < 0,5 <01 < 4,0 < kamp. | 2 93,0 < 0,5 > 1000 < 4,5
5. Olivovy olej obsahuji smés [ < 0,05 < 1,0 < 0,6 <04 <0,2 < 0,2 < 0,20 | <0,30 < 0,5 <01 < 4,0 < kamp. | > 93,0 < 0,5 > 1000 < 4,5
rafinovanych a panenskych
olivovych oleji
6. Surovy olivovy olej | < 0,05 < 1,0 < 0,6 < 0,4 <03 < 0,2 < 0,20 | 0,10 < 0,5 < 0,2 < 4,0 — > 93,0 < 0,5 >2500 | > 45"
z pokrutin
7. Rafinovany  olivovy olej [ < 0,05 < 1,0 < 0,6 < 0,4 < 0,3 < 0,2 < 0,40 | < 0,35 < 0,5 < 0,2 < 4,0 < kamp. | > 93,0 < 0,5 > 1800 > 4,5
z pokrutin
8. Olivovy olej z pokrutin < 0,05 < 1,0 < 0,6 < 0,4 <03 < 0,2 < 0,40 | <035 < 0,5 < 0,2 < 4,0 < kamp. | 2 93,0 < 0,5 > 1600 > 4,5

(
(
(
(

1) Obsah ostatnich mastnych kyselin (%): kyselina palmitové: 7,5 — 20,0; palmitoolejové: 0,3 — 3,5; heptadekanové: < 0,3; heptadecenové: < 0,3; stearova: 0,5-5,0;

olejova: 55,0-83,0; linolové: 3,5-21,0.

%) Oleje s obsahem vosku mezi 300 mg/kg a 350 mglkg se zafazuji do kategorie lampantového olivového oleje, pokud je celkovy obsah alifatickych alkoholt nejvys 350 mglkg nebo pokud je obsah erythrodiolu a uvaolu nejvys 3,5 %.

)
?) Uhrn: Delta-5-23-stigmastadien + chlerosterol + beta-sitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol + delta-5-24-stigmastadien.
)
)

4 Oleje s obsahem vosku mezi 300 mg/kg a 350 mg/kg se zafazuji do kategorie surového olivového oleje z pokrutin, pokud je celkovy obsah alifatickych alkoholti vyssi nez 350 mg/kg a pokud je obsah erythrodiolu a uvaolu vyssi nez

3,5 %.

Pozndmky:

a) Vysledky zkousek se uvddéji na stejny pocet desetinnych mist, jaky je predepsdn pro kazdou charakteristiku.
Posledni desetinné misto se pfitom zaokrouhli nahoru, pokud je ¢islice na dalsim desetinném misté vyssi nez 4.

b) Pokud jakdkoli charakteristika neodpovidd pfedepsanym meznim hodnotdm, zafadi se olivovy olej do jiné kategorie nebo se oznaéi jako nespliujici pozadavky na Cistotu pro danou jakostni kategorii.

¢) Jakostni charakteristiky olejii oznacené hvézdickou * znamenaji, Ze:
— v piipadé lampantového olivového oleje nemuseji byt stanovené mezni hodnoty dodrzeny soucasné;

— v piipadé panenskych olivovych olejii je nedodrzeni jedné nebo vice meznich hodnot diivodem pro zménu kategorie v rdmci skupiny panenského olivového oleje.
d) Jakostni charakteristiky olejii oznacené dvéma hvézdickami ** znamenaji, ze v pfipadé vSech olivovych olejii z pokrutin nemusi byt stanovené mezni hodnoty dodrzeny soucasné.
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PRILOHA Il

JPRILOHA XX

Metoda stanoveni obsahu voskii, methylesters mastnych kyselin a ethylesteri mastnych kyselin kapildrni

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

plynovou chromatografii

UCEL

Tato metoda slouzi ke stanoveni obsahu voskd, methylestert mastnych kyselin a ethylestert mastnych kyselin
v olivovych olejich. Jednotlivé vosky a alkylestery jsou separoviny podle poctu atomd uhliku. Metoda je doporu-
¢enym néstrojem pro rozli§eni mezi olivovym olejem a olivovym olejem z pokrutin a stanovi jakostni parametr

pro extra panensky olivovy olej, coz umoziiuje rozeznat podvodné smichané extra panenské olivové oleje s oleji
niz8i kvality, af uz se jednd o panenské, lampantové ¢i jiné dezodorizované oleje.

PODSTATA METODY

K oleji se pfimisi vhodny vnitini standard a poté se provddi chromatografickd frakéni destilace na hydratované
silikagelové koloné. Ziskand frakce eluovand pii testovacich podminkdch (jejiz polarita je mensi nez polarita
triglyceridd) se pffimo analyzuje pomoci kapildrni plynové chromatografie.

ZARIZEN{
Koénickd 25ml barka.

Sklenénd kolona pro kapalnou chromatografii o vnitinim priméru 15 mm a délce 30 az 40 cm vybavend
vhodnym kohoutem.

Plynovy chromatograf, vhodny pro pouziti s kapildrni kolonou a vybaveny systémem pro pimy nastiik na
kolonu, obsahujici ndsledujici ¢dsti:

. termostaticky ovlddatelnd kolonovd komora s nastavitelnou teplotou;

. studené ndstfikové zafizeni pro piimé zavddéni do kolony;

. plameno-ioniza¢ni detektor a konverzni zesilovac;

. integrdtor se zapisovafem (pozndmka 1), vhodny pro provoz s konverznim zesilovacem (bod 3.3.3), s rychlosti

odezvy niz8i nez 1 sekunda a s nastavitelnou rychlosti posunu papiru;

Pozndmka 1: Jsou-li data plynové chromatografie zaddvdna do pocitace, lze také pouzit pocitacem fizené systémy.

. kapildrni kolona z taveného kiemene (pro analyzu voski, methylestert a ethylesterd), dlouhd 8 az 12 m

s vnitinim pramérem 0,25 aZ 0,32 mm, obsahujici kapalnou fzi (poznidmka 2), o jednotné tloustce 0,10 az
0,30 pm;

Pozndmka 2: Pro tento tcel jsou k dispozici vhodné komeréni kapalné fize, napt. SE52, SE54 atd.

mikrostiikacka na 10 pl pro pimy vstiik do kolony opatfend tvrzenou jehlou;

elektricky vibritor;

rotaéni odparka;

muflovd pec;

analytickd vdha pro védZeni s pfesnosti + 0,1 mg;

bézné laboratorni sklo.
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

CINIDLA

Silikagel, 60-200 pm mesh. Silikagel se umisti alesponi na ¢tyfi hodiny do muflové pece o teploté 500 °C. Nechd
se ochladit a piidaji se 2 % vody v zdvislosti na mnozstvi pouzitého silikagelu. Rddnym protiepdnim se smés
homogenizuje a pfed pouzitim se ponechd nejméné 12 hodin v exsikdtoru.

N-hexan ¢istoty pro chromatografii nebo pro residudlni analyzu (Cistota musi byt kontrolovéna).

POZOR! - Vypary se mohou vznitit. Chrate pfed zdroji tepla, jiskrami ¢i piimym plamenem. Ujistéte se, Ze jsou
lahve vidy fddné uzavieny. P pouziti zajistéte fadné vétrdni. Zabrante hromadéni vypart a eliminujte veskeré
piic¢iny mozného vzniku pozdru, jako jsou topnd télesa a elektrickd zafizeni, jeZ nejsou vyrobena z nehoflavého
materidlu. Vdechnuti je $kodlivé, nebot muze dojit k poskozeni nervovych bunék. Zabrante vdechnuti vypari.
V piipadé nutnosti pouzijte vhodny respiracni piistroj. Zabrante styku s oc¢ima a s pokozkou.

Ethylether pro chromatografii

POZOR! - Vysoce hoflavy a mirné jedovaty. Drazdi pokozku. Vdechnuti je skodlivé. Mize zptsobit poskozeni
zraku. Uginky mohou byt opozdéné. Maze vytviiet vybusné peroxidy. Vypary se mohou vznitit. Chraiite pred
zdroji tepla, jiskrami ¢i pfimym plamenem. Ujistéte se, Ze jsou ldhve vzdy fadné uzavieny. PH pouziti zajistéte
fadné vétrani. Zabraiite hromadéni vyparti a eliminujte veskeré pfic¢iny mozného vzniku pozdru, jako jsou topnd
télesa a elektrickd zafizeni, jeZ nejsou vyrobena z nehoflavého materidlu. Neodpafujte do sucha nebo téméf do
sucha. Piiddn{ vody nebo vhodného redukéniho prvku mize omezit tvorbu peroxidi. Nepijte. Zabraiite vdechnuti
vypart. Zabrante dlouhotrvajicimu ¢i opakovanému styku s pokozkou.

N-heptan cistoty pro chromatografii nebo isooktan.

POZOR! - Hoflavy. Vdechnuti je skodlivé. Chrante pfed zdroji tepla, jiskrami ¢i pfimym plamenem. Ujistéte se, Ze
jsou ldhve vzdy fadné uzavieny. Pfi pouziti zajistéte fddné vétrdni. Zabrarite vdechnuti vyparii. Zabrante dlouho-
trvajicimu & opakovanému styku s pokozkou.

Standardni roztok 0,05 % (m/V) laurylchariddtu (pozndmka 3) v heptanu (vnitini standard pro vosky).

Pozndmka 3: Lze také pouzit palmityl-palmitdt, myristyl-steardt ¢i arachidyl-laureit.

Standardni roztok 0,02 % (m/V) methylheptakaprindtu v heptanu (vnitini standard pro methylestery
a ethylestery).

Sudan 1 (1-fenylazo-2-naftol).

Nosny plyn: vodik ¢ helium, &sty pro plynovou chromatografii.

POZOR!

Vodik. Pod tlakem vysoce hoflavy. Chrante pfed zdroji tepla, jiskrami, pfimym plamenem a uchovavejte mimo
dosah elektrickych pfistrojii z hoflavého materidlu. Ujistéte se, zda je ventil ldhve po pouziti vodiku vzdy uzavien.
Pouzivejte vzdy s redukénim ventilem. Pfed otevienim ventilu ldhve uvolnéte pnuti pruziny redukéniho ventilu. P
otvirani ventilu nestdjte pfed vypustnym otvorem ldhve. Pfi pouziti zajistéte fadné vétrani. Nepfepoustéjte vodik
z jedné ldhve do druhé. Nemichejte plyn v ldhvi. Ujistéte se, ze ldhve nelze pfevrhnout. Chraiite je pfed slune¢nim
svétlem a pred zdroji tepla. Skladujte v nekorozivnim prostiedi. NepouzZivejte poskozené nebo neoznacené ldhve.

Helium. Vysoce stlaceny plyn. Snizuje mnozstvi kysliku pro dychdni. Uchovavejte v zaviené lahvi. PH pouziti
zajistéte Fddné vétrdni. Nevstupujte do skladovacich prostor, pokud nejsou fddné vétrdny. Pouzivejte vidy
s redukénim ventilem. Pfed otevienim ventilu ldhve uvolnéte pnuti pruziny redukéniho ventilu. Nepfepoustéjte
plyn z jedné ldhve do druhé. Ujistéte se, Ze ldhve nelze pfevrhnout. Pfi otvirdni ventilu nestdjte pfed vypustnym
otvorem léhve. Chrante je pfed slunecnim svétlem a pfed zdroji tepla. Skladujte v nekorozivnim prostiedi.
Nepouzivejte poskozené nebo neoznacené ldhve. Nevdechujte. PouZivejte vyhradné pro technické tcely.
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4.9.

5.1.

5.2.
5.2.1.

Pomocné plyny:

— Vodik, ¢isty pro plynovou chromatografii.
— Vzduch, &isty pro plynovou chromatografii.

POZOR!

Vzduch. Vysoce stlaceny plyn. Dbejte opatrnosti pii pouziti v piitomnosti hoflavych litek, protoze teplota pro
samovznicen{ vétsiny organickych slozek vzduchu je pfi vysokém tlaku znatelné nizsi. Ujistéte se, Ze je ventil léhve
po pouziti vidy uzavien. Vidy pouzivejte redukéni ventil. Pfed otevienim ventilu ldhve uvolnéte pnuti pruziny
redukéniho ventilu. PFi otvirdni ventilu nestdjte pred vypustnym otvorem ldhve. Nepfepoustéjte plyn z jedné léhve
do druhé. Nemichejte plyn v ldhvi. Ujistéte se, Ze léhve nelze prevrhnout. Chraiite je pted slune¢nim svétlem a pfed
zdroji tepla. Skladujte v nekorozivnim prostiedi. NepouZivejte poskozené nebo neoznacené ldhve. Vzduch pro
technické tcely nesmi byt vdechovdn nebo pouzivin v respiracnich pfistrojich.

POSTUP
Piiprava chromatografické kolony

15 g silikagelu (bod 4.1) se suspenduje v n-hexanu (bod 4.2) a zavede do kolony (bod 3.2). Po spontdnni
sedimentaci se tato dokon¢i pomoci elektrického vibratoru, aby byla chromatograficka vrstva co nejhomogenngjsi.
Provede se perkolace 30 ml n-hexanu za dcelem odstranéni pfipadnych necistot. Do 25ml banky (bod 3.1) se na
analytické vaze (bod 3.8) navazi pfesné 500 mg vzorku a pfidd se vhodné mnozstvi vnitiniho standardu (bod 4.5)
v zédvislosti na pfedpoklddaném obsahu vosku, napf. 0,1 mg laurylchariddtu v piipadé olivového oleje, 0,25 az
0,5 mg v ptipadé olivového oleje z pokrutin a 0,05 mg methylheptakaprindtu v piipadé olivovych oleji (bod 4.6).

Ziskany vzorek se za pomoci dvou ddvek 2 ml n-hexanu (bod 4.2) pfrevede do chromatografické kolony.

Umozni se, aby hladina rozpoustédla poklesla tak, aby byla 1 mm nad horni drovni absorbentu. Perkoluje se dalsi
n-hexan/diethyleter (99:1) a odebere se 220 ml pfi pratoku piiblizné 15 kapek za 10 sekund. (Tato frakce
obsahuje methylestery, ethylestery a vosky.) (pozndmka 4) (pozndmka 5)

Pozndmka 4: Kazdy den by se méla pfipravit erstvd smés n-hexanu/diethyleteru (99:1).

Pozndmka 5: Do vzorku roztoku lze pfidat 100 pl elucni smési s 1 % barviva Sudan I pro tcely vizudlni kontroly fadné eluce
voskd.

Reten¢ni doba barviva je mezi retencni dobou vosk a triglycerolti. KdyZ tedy barvivo dosahne dna chromatografické
kolony, musi byt eluce suspendovdna, protoze veskeré vosky byly eluoviny.

Ziskana frakce se usu${ v rotacnim odpafovaci, az je téméf vSechno rozpoustédlo odstranéno. Posledni 2 ml
rozpoustédla se odstrani za pomoci slabého proudu dusiku. Odebere se frakce obsahujici methylestery
a ethylestery tak, Ze se nafedi 2 az 4 ml n-heptanu nebo isooktanu.

Plynovd chromatografickd analyza
Piipravné prdce

Kolona se spoji s plynovym chromatografem (bod 3.3), vstupni port se piipoji ke kolonovému systému (on-
column system) a vystupni port k detektoru. Poté se plynovy chromatograf piekontroluje (tésnost plynovych
vedenti, funkce detektoru a zdznamniku atd.).

Kolonu, kterd mé byt pouzita poprvé, je nutno nejprve kondicionovat. Kolonou se nechd protékat malé mnozstvi
nosného plynu, poté se zapne plynovy chromatograf. Nechd se postupné zahfivat, dokud neni po pfiblizné ¢tyfech
hodindch dosazeno teploty 350 °C.
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Tato teplota se udrzuje nejméné dvé hodiny a poté se systém prevede do ptedepsanych podminek (regulace
pritoku plynu, zapdleni plamene, pfipojeni elektronického zapisovace (bod 3.3.4), nastaveni teploty kolonové
komory, detektoru, atd.). Signél se nastavi na citlivost, kterd ¢ini nejméné dvojndsobek nejvyssi Grovné uvazované
pro provedeni analyzy. Zdkladn{ linie zdznamu musi byt rovnd, bez jakychkoli pikéi nebo driftd.

Zéaporné drifty jsou zndmkou nedokonalé tésnosti spoji kolony, zatimco kladné svéd¢i o nedostatené kondici-
onaci kolony.

Vybér pracovnich podminek pro vosky, methylestery a ethylestery (pozndmka 6).

Vseobecné pracovni podminky jsou tyto:

— Teplota kolony:

20 °C/min 5 °C/min

pocatecni teplota 80 °C (1) 140 °C 335 °C (20)

— Teplota detektoru: 350 °C.

— Mnozstvi nastifknuté latky: 1 pl roztoku n-heptanu (2 az 4 ml).

— Nosny plyn: helium nebo vodik pfi optimélni linedrni rychlosti pro zvoleny plyn (viz dodatek A).

— Citlivost pfistroje: vhodnd pro dosazen{ vyse uvedenych podminek.

Pozndmka 6: Z divodu vysoké konecné teploty je povolen kladny drift, nesmi viak pfesahnout 10 % plného rozsahu.

Tyto podminky mohou byt upraveny podle charakteristik kolony a plynového chromatografu s cilem oddélit
veskeré vosky, methylestery mastnych kyselin a ethylestery mastnych kyselin a dosdhnout pfijatelné separace pika
(viz obrazky 2, 3 a 4) a reten¢niho Casu vnitiniho standardu laurylchariddtu 18 + 3 minuty. Nejreprezentativnéjsi
pik voskti musi dosidhnout 60 % z plného rozsahu, vnitini standard methylheptakaprindt pro methylestery
a ethylestery musi dosdhnout plného rozsahu.

Parametry pro integraci pikd se nastavi tak, aby doslo ke spravnému vyhodnoceni ploch uvazovanych pikd.

Provedeni analyzy

Do 10pl mikrostiikacky se natdhne 10 pl roztoku; pist mikrostifkacky se povytahne tak, aby se vyprdzdnila jehla.
Jehla se zavede do vstiikové komory a po jedné nebo dvou sekunddch se rychle nastitkne roztok. Pfiblizné po péti
sekunddch se jehla pomalu vytdhne.

Zaznamendvdani je provadéno, dokud vosky nebo stigmastadieny nejsou zcela eluovdny v zdvislosti na analyzované

frakci.

Zékladn{ linie zdznamu musi vzdy odpovidat pozadovanym podminkdm.

Identifikace piki

Identifikace jednotlivych pika se provadi podle reten¢nich Casti a porovndnim se smésmi voskd, jejichz retenéni
Casy jsou zndmy a které byly analyzovdny za stejnych podminek. Alkylestery se identifikuji ze smési methylestert
a ethylestertt hlavnich mastnych kyselin v olivovych olejich (palmitovd a olejovd).

Chromatogram voskd panenského olivového oleje je zndzornén na obrdzku 1. Obrdzky 2 a 3 zobrazuji chroma-
togramy dvou maloobchodné proddvanych extra panenskych olivovych oleji, jeden obsahuje methylestery
a ethylestery, v druhém obsaZeny nejsou. Na obrdzku 4 jsou chromatogramy extra panenského olivového oleje
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Kvantitativni vyhodnoceni voski

Pomoci integrdtoru se vypocitaji plochy pikti odpovidajicich vnitfnimu standardu laurylcharidatu a alifatickym
esterim Cyp aZ Cyg.

Celkovy obsah voskd se vypocitd sectenim jednotlivych voskii v mg/kg tukové litky takto:

(ZA,) - m - 1000

Vosky, mg/kg = o

kde:

A, = plocha piku pfislusného esteru vypoctend pocitatem

A = plocha piku vnitiniho standardu laurylchariddtu vypoctend pocitacem
mg = hmotnost pfidaného vnitintho standardu laurylchariddtu v mg;

m = hmotnost vzorku pouzitého pro stanoveni v gramech.

. Kvantitativni vyhodnoceni methylesterii a ethylesterti

Pomoci integrdtoru se vypocitaji plochy pikit odpovidajicich vnitinimu standardu methylheptakaprindtu, methy-
lestert mastnych kyselin C;5 a C;g a ethylestertt mastnych kyselin C;¢ a Cyg.

Obsah kazdého alkylesteru v mg/kg tukové ltky se vypocitd takto:

Ay -mg - 1000
Ester, mg/kg = —m
S

kde:

Ay = plocha piku pfislusného esteru Ci4 a Cig vypoctend pocitacem

>
I

plocha piku vnitintho standardu methylheptakaprindtu vypoctend pocitacem
mg = hmotnost pfidaného vnitintho standardu methylheptakaprindtu v mg;
m = hmotnost vzorku pouzitého pro stanoveni v gramech.

VYJADRENI VYSLEDKU

Uvédi se souhrn obsahtl jednotlivych voskit C4o aZ Cy4 (pozndmka 7) v mgfkg tukové latky.

Uvéddi se souhrn obsaht jednotlivich methylesterti a ethylesterdt Ci5 aZ Cig a celkovy soucet methylestert
a ethylestert.

Vysledky se zaokrouhluji na celé mg/kg.

Pozndmka 7: Prvky kvantitativniho vyhodnoceni se vztahuji k pikim esterii se sudym karbonovym Cislem Cyq az Cyu4 podle
vzorového chromatogramu voskd v olivovém oleji na pfilozeném obrazku. Pokud se ester Cyq rozstépi, doporucuje
se pro tcely identifikace analyzovat frakci vosku olivového oleje z pokrutin, kde 1ze pik Cyg rozlisit, nebot zfetelné
pievlada.

Uvddi se pomér mezi ethylestery a methylestery.
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Obrdzek 1

Piiklad plynového chromatogramu frakce voskd olivového oleje (*)
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Piky methylesterti a ethylester mastnych kyselin s retencni dobou 5 az 8 minut.

Vysvétlivky:

.S. = (vnitfn{ standard) Laurylchariddt
1 = Estery diterpenu

2+2" = Estery Cyo

3+3" = Estery Cy,
4+4' = Estery Cyy
5 = Estery Cy4

6 = Estery sterolt a triterpenické alkoholy

(*) Po eluaci estert steroli nesmi chromatogram vykazovat zddné vyrazné piky (triacylglyceroly).
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Obrdzek 2

Methylestery, ethylestery a vosky v panenském olivovém oleji

Vysvétlivky:

1 — Methyl Cy5

2 - Ethyl Cy

3 — Vnitini standard methylheptakaprinat
4 — Methyl Cyg

5 — Ethyl Cyg

6 — Squalene

7 — Vnitini standard laurylchariddt

A — Estery diterpentt

B — Vosky

C — Estery sterold a triterpent
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Obrdzek 3

Methylestery, ethylestery a vosky v extra panenském olivovém oleji
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Vysvétlivky:

1 — Vnitin{ standard methylheptakaprinat
2 - Methyl Cjg

3 - Ethyl Cyq

4 — Squalen

5 — Vnitin{ standard laurylcharidat

A — Estery diterpent

B — Vosky

C — Estery sterolt a triterpent
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Obrdzek 4
Cist chromatogramu extra panenského olivového oleje a stejného oleje uméle obohaceného dezodorizovanym
olejem
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Vysvétlivky:

1 — Vnitini standard methyl-myristat

2 — Methyl-palmitat

3 — Ethyl-palmitat

4 — Vnitin{ standard methylheptakaprindt
5 — Methyl-linoledt

6 — Methyl-oledt

7 — Methyl-stearat

8 — Ethyl-linoledt

9 — Ethyl-oledt
10 — Ethyl-steardt
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Dodatek A

Stanoveni linedrni rychlosti plynu
Do plynového chromatografu nastaveného na normalni pracovni podminky se nastitkne 1:3 pl methanu (nebo propanu).
Pomoci stopek se zméii doba prichodu plynu kolonou od pocatku vstitku do okamziku vzniku pikd (tM).

Linedrni rychlost proudéni v cm/s je ddna pomérem L/tM, kde L je délka kolony v ¢m a tM je ¢as v sekunddch, zméfeny
stopkami.”



