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PROVADECI NARIZENI KOMISE (EU) ¢&. 1348/2013
ze dne 16. prosince 2013,
kterym se méni nafizeni (EHS) €. 2568/91 o charakteristikich olivového oleje a olivového oleje
z pokrutin a o pFisluSnych metodich analyzy
EVROPSKA KOMISE, (6)  Aby bylo umoznéno dostate¢né dlouhé piechodné

s ohledem na Smlouvu o fungovani Evropské unie,

s ohledem na nafizeni Rady (ES) ¢. 1234/2007 ze dne 22. fijna
2007, kterym se stanovi spole¢nd organizace zemédélskych trhi
a zvlastni ustanoveni pro nékteré zemédélské produkty (,jed-
notné nafizeni o spolené organizaci trhi®) ('), a zejména na
¢l. 113 odst. 1 pism. a) a ¢l. 121 prvni pododstavec pism. a)
a h), ve spojeni s ¢lankem 4 uvedeného nafizeni,

vzhledem k témto dévodim:

(1)  Nafizeni Komise (EHS) ¢. 2568/91 (?) definuje chemické
a organoleptické charakteristiky olivového oleje a olivo-
vého oleje z pokrutin a stanovi metody hodnoceni téchto
charakteristik. Tyto metody a mezni hodnoty charakte-
ristik olejti by mély byt aktualizoviny na zakladé stano-
viska odbornikii v oboru chemie a v souladu s ¢innosti
probihajici v rdmci Mezindrodni rady pro olivovy olej.

(2)  Aby bylo na tdrovni Unie zaji§téno provadéni aktudlnich
mezindrodnich norem stanovenych Mezindrodni radou
pro olivovy olej, mély by byt aktualizoviny nékteré
metody analyzy a nékteré mezni hodnoty charakteristik
oleju, které stanovi nafizeni (EHS) ¢ 2568/91.

(3)  Naésledné by mély byt aktualizoviny mezni hodnoty pro
stigmastadieny, vosky, myristovou kyselinu a alkylestery
mastnych kyselin a odpovidajicim zptisobem by méla byt
zménéna rozhodovaci schémata k ovéfovani, zda vzorek
olivového oleje odpovida deklarované kategorii. V zdjmu
ochrany spotiebitele by méla byt zavedena rozhodovaci
schémata pro kampesterol a §-7-stigmastenol doplnénd
o restriktivnéj$i parametry, aby se usnadnilo obchodovani
a zarucila pravost olivového oleje. Metody analyzy
k urceni slozeni a obsahu sterolt a ke stanoveni erythro-
diolu a uvaolu by mély byt nahrazeny spolehlivéjsimi
metodami, kterymi bude mozno stanovit i triterpenické
dialkoholy. Je také tieba pfezkoumat organoleptické
hodnoceni olivového oleje a zaclenit metodu umoziujici
zjisténi piimési ciziho rostlinného oleje v olivovém oleji.

(4  Postupy pro kontrolu shody u oleji by mély zohlednit
vyvoj v této oblasti a odpovidajicim zpiisobem by mély
byt upraveny metody odbéru vzork olivového oleje
a oleje z pokrutin.

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

(1) Uf. vest. L 299, 16.11.2007, s. 1.

(%) Nafizeni Komise (EHS) ¢. 2568/91 ze dne 11. cervence 1991
o charakteristikich olivového oleje a olivového oleje z pokrutin
a o pifslusnych metodach analyzy (Uf. vést. L 248, 5.9.1991, s. 1).

obdobi pro pfizptisobeni se novym pravidlim a byl
poskytnut dostatek ¢asu na zavedeni prostfedki potieb-
nych k jejich uplatnéni, a aby se zabrdnilo naruseni
obchodnich operaci, mély by zmény stanovené v tomto
nafizeni platit od 1. bfezna 2014. Ze stejnych davodu je
tieba ucinit opatfeni v piipadé olivovych olejii a olivo-
vych olejii z pokrutin, které jsou v souladu s pravnimi
pfedpisy vyprodukoviny a opatieny etiketami v Unii,
nebo v souladu s prdvnimi pfedpisy dovezeny do Unie
a propustény do volného obéhu pred timto datem, aby
mohly byt uvddény na trh az do vycerpani zdsob.

(7)  Opatieni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se
stanoviskem Ridictho vyboru pro spole¢nou organizaci
zemédélskych trha,

PRIJALA TOTO NARIZENI:

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

(1) Clének 2 se nahrazuje timto:

,Cldnek 2

1)  Charakteristiky olivovych oleji uvedenych v piiloze
I se stanovi v souladu s témito metodami analyzy:

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

b) stanoveni peroxidového &isla metodou uvedenou
v piiloze III;

¢) stanoveni obsahu voskd metodou uvedenou v piiloze
Iv;

d) stanoveni slozeni a obsahu sterolt a triterpenickych
dialkoholt kapildrni plynovou chromatografii metodou
uvedenou v pfiloze V;

e) stanoveni procentntho podilu 2-glyceril-monopalmititu
metodou uvedenou v piiloze VII,

f) spektrofotometrickd metodou  uvedenou

v piloze IX,

analyza

g) stanoveni sloZeni mastnych kyselin metodou uvedenou
v piilohdch XA a XB;

h) stanoveni tékavych halogenovanych rozpoustédel
metodou uvedenou v piiloze XI,
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i) hodnoceni organoleptickych charakteristik panenského
olivového oleje metodou uvedenou v piiloze XII;

j)  stanoveni stigmastadienol metodou uvedenou v piiloze
XVIL;

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

) stanoveni obsahu alifatickych alkoholt metodou
uvedenou v pfiloze XIX;

m) stanoveni obsahu voskd, methylestertt mastnych kyselin
a ethylestert mastnych kyselin metodou uvedenou
v priloze XX;

Pritomnost cizich rostlinnych olejti v olivovém oleji se zjis-
tuje metodou analyzy uvedenou pfiloze XXa.

2)  Ové&fovani organoleptickych charakteristik panenského
oleje provadi wvnitrostitni orgdny nebo jejich zdstupci
v ramci zku$ebnich komisi schvélenych ¢lenskymi staty.

Organoleptické vlastnosti oleje uvedeného v prvnim
pododstavci se povazuji za odpovidajici deklarované kate-
gorii v piipadé, Ze zkusebni komise schvdlend clenskym
staitem potvrdi jeho zafazeni.

V piipadé, Ze zkuSebni komise nepotvrdi deklarovanou
kategorii oleje vzhledem k jeho organoleptickym vlastnos-
tem, vnitrostatni organy nebo jejich zdstupci nechaji bez
odkladu provést, na zddost zainteresované strany, dvé
oponentni hodnoceni jinymi schvélenymi zkusebnimi komi-
semi, z nichz alesporti jedna je schvilena clenskym stitem,
z n&jz pochdzi vyrobce oleje. Dotéené vlastnosti se povazuji
za odpovidajici deklarovanym charakteristikim, pokud
alespoit dvé oponentni hodnoceni potvrdi deklarovanou
kvalitu. Pokud tomu tak neni, nese ndklady na oponentni
hodnoceni zainteresovand strana.

3)  Pokud vnitrostatni orgdny nebo jejich zastupci ovétuji
vlastnosti oleje postupem podle odstavce 1, provadi se
odbér vzorkt v souladu s mezindrodnimi normami EN
ISO 661 o pripravé zkuSebnich vzorkd a EN ISO 5555
o odbéru vzorkd. Pokud jsou viak takové oleje ve spotie-
bitelskych obalech baleny po Sarzich, pak odchylné od bodu
6.8 normy EN ISO 5555 se odbér vzorkt provadi v souladu
s piilohou Ia tohoto nafizeni. V piipadé, ze odbér vzorka
oleje ve velkém baleni nemtze byt proveden v souladu
s normou EN ISO 5555, odeberou se vzorky podle pokynt
piislusného orgdnu clenského stdtu.

Aniz by byla dotcena ustanoveni normy EN ISO 5555
a kapitoly 6 normy EN ISO 661, odebrané vzorky se co
nejrychleji umisti z dosahu svétla a vysokych teplot

a nejpozdéji pét pracovnich dni po odbéru se odeslou
k analyze do laboratofe, jinak musi byt uchovavany tak,
aby se neznehodnotily nebo neposkodily béhem ptepravy
nebo skladovani, nez budou do laboratofe zaslany.

4)  Pro tcely ovéfeni podle odstavce 3 se analyzy uvedené
v piilohach I, III, IX, XII a XX, jakoz i pfipadné kontrolni
analyzy stanovené vnitrostdtnimi prdvnimi pfedpisy,
v piipadé balenych vyrobkt provddéji pfed datem mini-
maélni trvanlivosti. V piipadé odbéru vzorkd oleji ve
velkych balenich se tyto analyzy provadéji nejpozdéji Sesty
mésic po mésici, v kterém byl vzorek odebran.

Pro ostatni analyzy uvedené v tomto nafizeni neplati zddné
lhaty.

Jestlize vysledky analyz neodpovidaji vlastnostem deklaro-
vané tfidy olivového oleje nebo olivového oleje z pokrutin,
dot¢end strana je o tom informovéna nejpozdéji jeden mésic
pfed koncem lhity stanovené v prvnim odstavci, kromé
piipadu, kdy byl vzorek odebrin méné nez dva mésice
pfed datem minimdlni trvanlivosti.

5)  Ke stanoveni charakteristik olivového oleje metodami
uvedenymi v prvnim pododstavci odstavce 1 se vysledky
analyz porovndvaji pfimo s meznimi hodnotami danymi
timto nafizenim."

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

—
>

(3) Priloha Ia se nahrazuje znénim uvedenym v piiloze 1I
tohoto nafizeni.

(4) Priloha Ib se nahrazuje znénim uvedenym v piiloze III
tohoto nafizeni.

(5) Priloha V se nahrazuje znénim uvedenym v piiloze IV
tohoto nafizeni.

(6) Priloha VI se zrusuje.

(7) Priloha XII se nahrazuje znénim uvedenym v piiloze
V tohoto nafizeni.

(8) Za prilohu XX se vkladd piiloha XXa, jejiz znéni je stano-
veno v pfiloze VI tohoto nafizeni.

Cldnek 2

Produkty, které byly v souladu s pravnimi pfedpisy vyproduko-
vany a opatfeny etiketami v Unii nebo v souladu s pravnimi
piedpisy dovezeny do Unie a propustény do volného obéhu
pfed 1. bfeznem 2014, mohou byt uvddény na trh az do
vyCerpani zasob.
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Cldnek 3
Toto naiizeni vstupuje v platnost sedmym dnem po vyhldseni v Ufednim véstniku Evropské unie.

Pouzije se ode dne 1. bfezna 2014.

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu a piimo pouzitelné ve viech ¢lenskych statech.

V Bruselu dne 16. prosince 2013.

Za Komisi
José Manuel BARROSO
piedseda



PRILOHA 1

LPRILOHA 1

CHARAKTERISTIKY OLIVOVEHO OLEJE

Rozdil: Organolep-
Ethylestery Peroxidové ECN42 Organoleptické tické
. A . Kyselost | .. o 2-glyceryl Stigmastadieny (HPLC) « | Kygg nebo . hodnoceni hodnoceni
Kategorie r(l;l\j[t]gych kﬁ] Selil; (%) () %Slfkm(li()l Vosky mgfkg () monopalmitét (%) mg/kg () a ECN42 (3 K232 00 Ky70 (*) DeltaX ) Medidn vad | Medidn znaku
mglkg ( 2IX8 (teoretickym Md) (%) ovocnd chut
vypoctem) a viné (Mf) (¥
1. Extra panensky | EMK < 40 (hos- | < 0,8 <20 Cyy + Cyy + Cy < 150 | 0,9, pokud celkové < 0,05 <02 [=250]| <022 < 0,01 Md =0 Mf > 0
olivovy olej podaisky rok mnozstvi palmitové
2013-2014) () kyseliny v % < 14 %
EMK < 35 (hos-
podafsky rok .
S0 £ L0 e sl
EMK < 30 (hos- . o o
podaiské roky po kyseliny v % >14 %
roce 2015)
2. Panensky — <20 < 20 Cyy + Cyy + Cy < 150 < 0,9, pokud celkové < 0,05 < 10,2 < 2,60 | < 0,25 < 0,01 Md < 3,5 Mf >0
olivovy olej mnozstvi palmitové
kyseliny v % < 14 %
< 1,0, pokud celkové
mnozstvi palmitové
kyseliny v % >14 %
3. Lampantovy — > 2,0 — Cqo + Cyp + Cyy + Cy = | 0,9, pokud celkové < 0,50 < 10,3] — — — Md > 3,5 () —
olivovy olej 300 (%) mnozstvi palmitové
kyseliny v % < 14 %
< 1,1, pokud celkové
mnozstvi palmitové
kyseliny v % >14 %
4. Rafinovany — <03 <5 Cyo + Cyp + Cyy + Cy6 = | = 0,9, pokud celkové — < 10,3] — < 1,10 < 0,16 — —

olivovy olej

350

mnozstvi palmitové
kyseliny v % < 14 %

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

relgee 1
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Rozdil: Organolep-
Ethylestery Peroxidové ECN42 Organoleptické tické
. A . Kyselost | .. o 2-glyceryl Stigmastadieny (HPLO) « | Kagg nebo " hodnoceni hodnoceni
Kategorie r(l%ij[t]?y ch kﬁ/sel;} (%) (*) colslokm(]iq Vosky mgfkg (%) monopalmitat (%) mglkg (1) a ECN42 () Ko 0 K70 (%) DeltaX () Medidn vad | Medidn znaku
) mgfkg ( olkg () (teoretickym Md) (%) ovocnd chut
vypoctem) a viiné (Mf) (%)
5. Olivovy  olej — < 1,0 < 15 Cyo + Cyy + Cyy + Cyg < | 0,9, pokud celkové — < |0,3| — < 0,90 < 0,15 — —
slozeny 350 mnozstvi palmitové
z rafinovaného kyseliny v % < 14 %
a panenského
olivového oleje < 1,0, pokud celkové
mnozstvi palmitové
kyseliny v % >14 %
6. Surovy olivovy — — — Cyo + Cyy + Cyy + Cy > < 1,4 — < 10,6]| — — — — —
olej z pokrutin 350 ()
7. Rafinovany — <03 <5 Cyo + Cyp + Cyy + Cy > < 1,4 — < 10,5] — < 2,00 < 0,20 — —
olivovy olej 350
z pokrutin
8. Olivovy  olej — < 1,0 <15 Cuo + Cyp + Cyy + Cy > <12 — < 10,5 — < 1,70 < 0,18 — —
z pokrutin 350

1) Celkové mnozstvi izomert, které by mohly (nebo nemohly) byt separovany kapildrni kolonou.

3

0]

(%) Olivovy olej musi byt v souladu s metodou uvedenou v piiloze XXa.

() Tento limit se vztahuje na olivové oleje vyrobené po 1. bieznu 2014.
()

4 Oleje s obsahem voskéi od 300 mg/kg do 350 mg/kg jsou povazovédny za lampantové olivové oleje, pokud je celkovy obsah alifatickych alkoholt mensi nebo roven 350 mg/kg nebo pokud obsah erythrodiolu a uvaolu je mensi nebo

roven 3,5 %.

(°) Nebo pokud je medidn vad vyssi nez 3,5, piipadné je medidn vad mensi nebo roven 3,5 a medidn znaku ovocnd chut a viiné je roven 0.
(°) Oleje s obsahem voski od 300 mg/kg do 350 mg/kg jsou povazoviny za surovy olivovy olej z pokrutin, pokud je celkovy obsah alifatickych alkoholti vy3si nez 350 mg/kg a pokud obsah erythrodiolu a uvaolu je vétsi nez 3,5 %.

Slozeni mastnych kyselin (') Oh Uhrn Slozeni sterolil
" m transizo-

ransizo- mert A Delta-7 Steroly | Erythrodiol

Kategorie .| Linole- Arachi- Eikosa- . | Lignoce- metu kyseliny Brassikas- [ Kampes- | Stigmas- bp Jeta-/- celkem a uvaol

My?/s;ova nova dovd nova Beh(e/n)ova rovd k)isehn}f linolové + Chol(e/s)t erol terol terol () terol betasn;)s- stlgnll:zi)te- (mg/kg) (%) ()

% o o o % o olejové |, ‘ % o o o tero no!
% % % % o [Imlene % % @ | o | "

1. Extra panensk)'r olivov;’r olej < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,40 < 0,20 | < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,5 < 0,1 < 4,0 < kamp. | 2 93,0 < 0,5 > 1000 < 45

2. Panensky olivovy olej <003 | <100 | <060 | <040 | <020 [ < 0,20 | < 0,05 [ < 0,05 < 0,5 <01 < 4,0 [ <kamp. | = 93,0 < 0,5 > 1000 < 4,5
3. Lampantovy olivovy olej <003 | <100 | <060 | <040 | <020 | <0,20 | <0,10 [ <0,10 < 0,5 < 0,1 < 4,0 — 2930 <05 [>21000]| <45

4. Rafinovany olivovy olej <003 | <100 | <060 [ <040 | <0,20 [ £0,20 | <0,20 | <0,30 <05 <01 <40 [ <kamp.| 2930 | <05 |=1000 < 4,5
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Slozeni mastnych kyselin (') Uh Uhrn Slozeni sterolii
¢ m transizo-
ransizo- mert A Delta-7 Steroly | Erythrodiol
Kategorie .. .| Linole- Arachi- Eikosa- . | Lignoce- ment kyseliny Brassikas- [ Kampes- | Stigmas- bp Jeta-/ celkem a uvaol
Myristova . dovd i Behenova p kyseliny linolové + Cholesterol | I ] betasitos- | stigmaste- X o) (+*
%) ngva co)va ngva %) roova olejové 1{nolove - %) teoro terg ? teoro terol nol () (mg/kg) (%) (**)
% % % % o |Imolenoe % o4 I e
5. Olivovy olej slozeny z rafinova- | < 0,03 | < 1,00 | < 0,60 | <040 [ <0,20 | < 0,20 | <0,20 | < 0,30 < 0,5 <01 < 4,0 [ <kamp. | = 93,0 < 0,5 > 1000 < 4,5
ného a panenského olivového
oleje
6. Surovy olivovy olej z pokrutin <003 | <100 | <060 | <040 | <030 [ <020 [ <0,20 | <0,10 <05 <02 < 4,0 — 2930 <05 [22500]| >4,5()
7. Rafinovany olivovy olej z pokru- [ < 0,03 | < 1,00 | < 0,60 | < 0,40 | < 0,30 [ <0,20 | <040 | < 0,35 < 0,5 < 0,2 <40 [<kamp.| 2930 | <05 |=>1800 > 45
tin
8. Olivovy olej z pokrutin <003 | <100 | <060 [ <040 | <030 [ <0,20 | <0,40 | < 0,35 < 0,5 < 0,2 < 4,0 [ <kamp. | > 93,0 <05 | =>1600 > 4,5

1

Obsah ostatnich mastnych kyselin (%):
?) Viz dodatek k této piiloze.

kyselina palmitova: 7,50 — 20,00;

palmitolejova

: 0,30 -

3,50; heptadekanova:

()
¢
(}) App P-sitosterol: 8-5,23-stigmastadienol+chlerosterol+B-sitosterol +sitostanol+8-5-avenasterol+5-5,24-stigmastadienol.
v

< 0,30; heptadecenovd: < 0,30; stearovd: 0,50 — 5,00; olejovd: 55,00

— 83,00; linolovd: 3,50 - 21,00.

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 alkoholt vyssi nez 350 mg/kg a pokud je obsah erythrodiolu a uvaolu vyssi nez

3,5 %.

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

Pozndmky:

a) Vysledky zkousek se uvadéji 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 oznaci jako nespliujici pozadavky na Cistotu pro danou jakostni kategorii.

) Jakostni charakteristiky olejii oznacené hvézdickou (*) znamenaji, Ze: — v piipadé lampantového olivového oleje nemusi byt stanovené mezni hodnoty dodrzeny soucasné, — v pifpadé panenskych olivovych
oleji je nedodrzeni jedné nebo vice meznich hodnot diivodem pro zménu kategorie v rdmci skupiny panenského olivového oleje.

d) Charakteristiky olejii oznacené dvéma hvézdickami (**) znamenaji, Ze v piipadé viech olivovych olejii z pokrutin nemusi byt stanovené mezni hodnoty dodrZeny soucasné.
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Dodatek

Rozhodovaci schéma

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

{ 4,0 % < kampesterol < 4,5 % ]

[ stigmasterol < 1,4 % ] [ A-7-stigmastenol < 0,3 % ]

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

Delta-7-stigmastenol — rozhodovaci schéma pro

— extra panenské a panenské olivové oleje

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

|

app. B-sitosterol/

0,
kampesterol < 3,3 % (kampest + A7stig) = 25

stigmasterol < 1,4 % A ECN42 < |0,1]

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

— olivové oleje z pokrutin (surové a rafinované)

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

zbyvajici parametry v ramci

A ECN 42 = |0,40] stigmasterol < 1,4 % it
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PRILOHA I
LPRILOHA Ia

ODBER VZORKU ZE SARZ{ OLIVOVEHO OLEJE A OLIVOVEHO OLEJE Z POKRUTIN VE
SPOTREBITELSKYCH OBALECH

Tato metoda odbéru vzorkd se pouzije pro Sarze olivového oleje nebo olivového oleje z pokrutin stocené do spotiebitel-
skych obalt. PouZiji se rizné metody odbéru vzorkdi v zdvislosti na tom, zda objem spotiebitelskych obali pfesahuje 5
litr ¢i nikoli.

,Sarze* se skladd z vice prodejnich jednotek, které jsou vyprodukovény, vyrobeny a zabaleny za takovych okolnosti, ze
olej obsazeny v kazdé prodejni jednotce se vzhledem ke viem svym analytickym charakteristikdm povazuje za homo-
genni. Individualizace SarZe musi byt provedena v souladu se smérnici Evropského parlamentu a Rady 2011/91/EU (!).

,Dilem* se rozumi mnozstvi oleje obsazené ve spotiebitelském obalu a odebrané z namdtkou vybraného mista v dané
Sarzi.

1. OBSAH DILCTHO VZORKU

1.1 Spotfebitelsky obal o objemu nejvyse 5 litri

,Diléim vzorkem* u spotiebitelského obalu o objemu nejvyse 5 litrti se rozumi pocet dili odebranych ze 3arze
v souladu s tabulkou 1.

Tabulka 1

Minimdlni velikost dil¢iho vzorku musi obsahovat

V piipadé spotiebitelskych obalti o objemu Dil¢i vzorek musi obsahovat olej z
(a) nejméné 1 litr (a) 1 spottebitelského obalu;
(b) méné nez 1 litr (b) minimdlntho poctu obald, jejichz celkovy objem je
nejméné 1 litr

Pocet obalt uvedenych v tabulce 1, které tvoii diléi vzorek, maze kazdy clensky stdt zvysit podle vlastni potieby
(napf. organoleptické hodnoceni provedené jinou laboratofi nez tou, kterd provedla chemické analyzy, kontrolni
analyza atd.).

(s

1.2 Spotfebitelsky obal o objemu vys$im nez 5 litrit

,Diléim vzorkem* u spotiebitelského obalu o objemu vy$$im nez 5 litrli se rozumi reprezentativni ¢dst vsech dila
ziskanych redukci jejich mnozstvi a v souladu s tabulkou 2. Diléi vzorek se musi sklddat z rtznych piikladd.

,Prikladem* dil¢tho vzorku se rozumi kazdy obal, ze kterého se dil¢i vzorek sklada.

Tabulka 2

Minimélni pocet dild, které je nutno vybrat

Pocet baleni v Sarzi Minimdlni pocet dilt, které je nutno vybrat
Do 10 1
11 az 150 2
151 az 500 3
501 az 1500 4
1501 az 2 500 5
> 2500 na 1000 obalt 1 dil navic

(") Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2011/91/EU ze dne 13. prosince 2011 o tdajich nebo znackdch urcujicich 3arzi, ke které

potravina patii (Uf. vést. L 334, 16.12.2011, s. 1).
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2.2

3.1

3.2

Za Gcelem zmenSeni objemu vzorkd odebranych ze spotiebitelskych oballi se obsah odebranych dild pro pifpravu
dfl¢tho vzorku homogenizuje. Césti jednotlivych dilt se naliji do spoleéné nddoby pro homogenizaci michdnim tak,
aby byly co nejlépe chranény pifed pfistupem vzduchu.

Obsah dil¢tho vzorku se musi nalit do série obalt s minimdlni kapacitou 1,0 litru, z nichz kazdy pfedstavuje piiklad
dil¢iho vzorku.

Pocet dilcich vzorkti mize kazdy clensky stdt zvysit podle vlastni poteby (napf. organoleptické hodnoceni provedené
jinou laboratofi, nez kterd provedla chemické analyzy, kontrolni analyza atd.).

Kazdy obal musi byt naplnén tak, aby byla vzduchové vrstva v jeho vrchni ¢sti co nejmensi, a pak se odpovidajicim
zplisobem uzavie a utésni s cilem zabrdnit neopravnéné manipulaci s produktem.

Tyto piiklady musi byt oznaceny tak, aby byla zaji§téna jejich spravnd identifikace.

ANALYZY A VYSLEDKY

Kazdy dilci vzorek se musi déle rozdélit na laboratorni vzorky v souladu s bodem 2.5 normy EN ISO 5555 a podléhd
témto analyzdm v pofadi uvedeném v rozhodovacim schématu v piiloze Ib nebo v jakémkoli jiném ndhodném
poradi.

Pokud viechny vysledky analyzy vyhovuji charakteristikdm deklarované kategorie olivového oleje, celd Sarze se
prohldsi za vyhovujici.

Pokud jediny z vysledkil analyzy nevyhovuje charakteristikim deklarované kategorie olivového oleje, celd Sarze se
prohldsi za nevyhovujici.

OVERENI KATEGORIE SARZE

Prislusny orgdn muze za Gcelem ovéfeni kategorie Sarze zvysit pocet diléich vzorkl odebranych v rtznych bodech
Sarze podle nésledujici tabulky:

Tabulka 3

Pocet dil¢ich vzorki podle velikosti Sarze

Velikost Sarze (v litrech)

Pocet dil¢ich vzorki

Mensi nez 7 500

0d 7 500 do méné nez 25 000
Od 25 000 do méné nez 75 000
Od 75 000 do méné nez 125 000

125 000 a vice

2
3
4
5

6 + 1 na kazdych dalsich 50 000 litr

Kazdy dil pfedstavujici diléi vzorek musi byt odebrdn z pribézného mista v Sarzi; je tieba zaznamenat umisténi

kazdého dil¢tho vzorku a jednoznacné ho identifikovat.

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

Kazdy dilci vzorek je pak podroben analyzdm uvedenym v cl. 2 odst. 1.

Pokud néktery z vysledkd analyzy nejméné jednoho dilétho vzorku podle ¢l. 2 odst. 1 nevyhovuje charakteristikim
deklarované kategorie olivového oleje, prohlési se celd Sarze, z niz byl vzorek odebrén, za nevyhovujici
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PRILOHA I

,PRILOHA Ib

ROZHODOVACI SCHEMA PRO OVERENI SOULADU VZORKU OLIVOVEHO OLEJE S DEKLAROVANOU

KATEGORI{

Tabulka 1

EXTRA PANENSKY OLIVOVY OLEJ
(kritéria jakosti)

kyselost %

<0,8 |

Olej neni v souladu s
deklarovanou kategorif

>0,8 X

v

peroxidové Cislo mEq O,/kg

<20 |

b 4

>20

!

UV spektrometrie

K270 < 0,22

Y.

K270 >0,22

]

UV spektrometrie

AK < 0,01

...........

AK > 0,01

I

UV spektrometrie

K232 < 2,50 |

Y.

K232 >2,50

v

organoleptické hodnoceni

medidn ovoc. chuti a

medidn ovoc.ch.

.....

Olej neni v souladu s
deklarovanou kategori

av.=0

viné > 0

medidn vad = 0

medidn ovoc.ch. a v.
>0

medidn vad >0

v

|

ethylestery*

ano |

ne

ll

Druh oleje deklarovany dle kritérif jakosti.

Viz tabulka 3 (kritéria Cistoty)

........

*< 40 mglkg v 2013/2014

<35 mglkg v 2014/2015

<30 mglkg od hospodiiského
2015/2016

roku
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Tabulka 2

Panenské olivové oleje
(kritéria jakosti)

kyselost %
<20 ‘ >20 >
peroxidové ¢&islo mEq O,/kg
<20 >20 >
UV spektrometrie
sEENEyy
Kgyy 20,25 ‘ Koy 510,05 > o e,
‘w R %,
&
- & Olej neni v souladu s K
UV spektrometrie o : deklarovanou ':
AK <001 | AK > 0,01 7 lsategoni :
L)
& "’ (a) Q".
() ¢
. *% o
UV spektrometrie '~,..."""‘_‘,“
K232 < 2,60 ‘ K232 > 2,60 >
organoleptické hodnoceni
medidn ovocné chuti a | medidn ovocné chuti a >
viné > 0 viné =0
a nebo
medidn vad < 3,5 |medidn ovoc. chav. >0
medidn vad > 3,5 JUCCIILL LT
“‘ ..'
"‘ 0.
¢ . ; *
& .
Splituji hodnoty uvedenych parametrd kritéria jakosti extra N Ol:’ dl:till]:lrz i‘::’)lf;du N
panenského olivového oleje? : e H
] kategorii :
1)
(tabulka 1) “‘ (b) ::
0‘.. ”‘0
v, o

NE ‘ ANO

Y

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

¥ .
ALLTTTTTT Lide
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Tabulka 3

Extra panenské a panenské olivové oleje
(kritéria Cistoty)

PeCLLLLILT T
“.- teg,

Kritéria jakosti (tabulky 1 a 2)

.
03 »
* *

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

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

Druh oleje je v souladu s deklarovanou
kategorii

1C42+C44+C46
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Dodatek 1

Srovnévaci tabulka mezi pfilohami tohoto nafizeni a analyzami uvedenymi v rozhodovacim schématu

Kyselost

Pifloha 1I

Stanoveni volnych mastnych kyselin, metoda za studena

Peroxidové ¢&islo

Pifloha III

Stanoveni peroxidového ¢isla

UV spektrometrie

Pifloha IX

Spektrofotometrickd analyza

Organoleptické hodnoceni

Pifloha XII

Organoleptické hodnoceni panenského olivového oleje

Ethylestery

Priloha XX

Metoda stanoveni obsahu voskd, methylestert mastnych kyselin a ethy-
lestertt mastnych kyselin kapildrni plynovou chromatografif

3,5-Stigmastadieny

Ptiloha XVII

Metoda stanoveni stigmastadient v rostlinnych olejich

Transizomery — mastnych | Piloha X A | Analyza methylestert mastnych kyselin plynovou chromatografii
kyselin a
Piiloha X B | Piprava methylester mastnych kyselin
Obsah mastnych kyselin | Pfiloha X A | Analyza methylesterd mastnych kyselin plynovou chromatografii
a

Piiloha X B

Piiprava methylestertt mastnych kyselin

delta-ECN42

Priloha XVIII

Stanoveni{ sloZen{ triglyceridd s ECN42 (rozdil mezi vysledky HPLC
a teoretickym obsahem)

Slozeni sterolti a celkovy | Pifloha V Stanoven{ sloZeni a obsahu sterold a triterpenickych dialkoholt pomoci
obsah sterolt kapildrni plynové chromatografie

Erythrodiol a uvaol

Vosky Priloha IV Stanoven{ obsahu vosku pomoci kapildrni plynové chromatografie

Alifatické alkoholy

Pifloha XIX

Stanoveni obsahu a sloZeni alifatickych alkoholti pomoci kapildrni
plynové chromatografie

Nasycené mastné kyseliny
v poloze 2

Pifloha VII

Stanoveni procentniho podilu 2-glyceryl monopalmitatu*
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PRILOHA IV

LPRILOHA V

STANOVENI SLOZENI A OBSAHU STEROLU A TRITERPENICKYCH DIALKOHOLU KAPILARNI PLYNOVOU

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

CHROMATOGRAHI

OBLAST PUSOBNOSTI

Tato metoda popisuje postup stanoveni obsahu a slozeni steroldi a triterpenickych dialkohold v olivovych olejich
a olivovych olejich z pokrutin.

PODSTATA ZKOUSKY

Zmydelnéni oleje, k némuz je pfiddn a-cholestanol jako vnitini standard, pomoci ethanolického roztoku hydro-
xidu draselného a extrakce nezmydelnitelnych latek pomoci diethyletheru.

Pomoci tenkovrstvé chromatografie na bazické silikagelové desce se z nezmydelnitelné latky oddéli sterolova
frakce a frakce triterpenickych dialkohold. Frakce oddélené ze silikagelu se prevedou na trimethylsilylether
a analyzuji pomoci kapildrni plynové chromatografie.

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni a zejména:

Barika na 250 ml vybavend zpétnym chladi¢em se zdbrusem.

Délici nalevka na 500 ml.

Banky na 250 ml.

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

Mikrostitkacky na 100 pl a 500 pl.

Filtra¢ni ndlevka ze sintrovaného skla s porovitou fritou G3 (porovitost 15 aZ 40 pm) o praméru piiblizné 2 cm
a vysce 5 cm, vybavend uzdvérem pro vakuovou filtraci a s vnésim zdbrusem.

Odsévaci banka na 50 ml s vnitinim zdbrusem pro pouziti s filtra¢ni ndlevkou (3.7).
Zkumavka na 10 ml s kénickym dnem a sklenénou zétkou.

Plynovy chromatograf vhodny pro pouziti s kapildrni kolonou, opatfeny systémem déleného néstiikového
zafizeni sloZeny z:

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

vstiikovaci jednotky s termostatem (vstfikové komory) s povlakem ze silanizovaného skla a s délicim systémem;
plamenoioniza¢niho detektoru (FID);

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

Kapildrni kolona z taveného kfemene dlouhd 20 az 30 m, s vnitinim primérem 0,25 az 0,32 mm, potaZend 5%
difenyl — 95% dimethylpolysiloxanem (staciondrni fize SE-52 nebo SE-54 nebo ekvivalentni), o jednotné tloustce
0,10 az 0,30 pm.

Mikrostitkacka na 10 pl pro plynovou chromatografii opatiend tvrzenou jehlou pro néstiik pomoci délice.
Exsikdtor s chloridem vdpenatym.

CHEMIKALIE

Hydroxid draselny, minimdlni titr 85 %.
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4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

4.12

4.13

4.14

4.15

4.16

4.17

4.18

4.19

4.20

4.22

4.23

424

4.25

Hydroxid draselny ve formé ethanolického roztoku o koncentraci pfiblizné 2 mol/l.

130 g hydroxidu draselné¢ho (bod 4.1) se za soucasného chlazeni rozpusti ve 200 ml destilované vody a doplni se
do jednoho litru ethanolem (bod 4.10). Tento roztok je nutno uchovdvat v dobfe uzaviené sklenéné lihvi
z tmavého skla a skladovat po dobu maximdlné dvou dnda.

Diethylether distoty p.a.

Hydroxid draselny ve formé ethanolického roztoku o koncentraci pfiblizné 0,2 molfl.

13 g hydroxidu draselného (bod 4.1) se rozpusti ve 20 ml destilované vody a doplni se do jednoho litru
ethanolem (bod 4.10).

Bezvody siran sodny distoty p.a.

Silikagelem potazené sklenéné desky (20 x 20 cm) bez fluorescenéniho indikdtoru o tloustce 0,25 mm (obchodné
dostupné).

Toluen ¢istoty pro chromatografii.
Aceton distoty pro chromatografii.
N-hexan ¢istoty pro chromatografii.
Diethylether Cistoty pro chromatografii.
Ethanol distoty p.a.

Ethylacetét Cistoty p.a.

Referencni roztok pro tenkovrstvou chromatografii: 5% roztok cholesterolu nebo fytosterolu a erythrodiolu
v ethylacetdtu (bod 4.11).

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

Bezvody pyridin Cistoty pro chromatografii (viz pozndmka 5).

Hexamethyl disilazan cistoty p.a.

Trimethyl-chlorsilan ¢istoty p.a.

Zkuebni roztoky sterol(trimethylsilyl)etherd.

Pripravi se ze sterolt nebo z erythrodiolu ziskanych z olejti, které je obsahuji, tésné pfed pouzitim.
a-cholestanol o ¢istoté vyssi nez! 99% (Cistota musi byt kontrolovdna pomoci analyzy plynovou chromatografii).
0,2% vnitini standardni roztok a-cholestanolu, roztok (m/V) v ethylacetitu (bod 4.11).

Roztok fenolftaleinu 10 g/L v ethanolu (bod 4.10).

Nosné plyny: vodik nebo helium, ¢isté pro plynovou chromatografii.

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

N-hexan (bod 4.9)/diethylether (bod 4.10) smés 65:35 (V[V).

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

POSTUP

Pfiprava nezmydelnitelnych ldtek

Pomoci mikrostifkacky na 500 ul (bod 3.6) se do banky na 250 ml d4 (bod 3.1) vnitini standardni roztok a-
cholestanolu (bod 4.20) obsahujici mnozstvi cholestanolu rovnajici se piiblizné 10 % obsahu sterolu ve vzorku.
Napiiklad pii analyze olivového oleje se na 5 g vzorku olivového oleje pfidd 500 pl roztoku a-cholestanolu (bod
4.20) a 1 500 pl pfi analyze olivového oleje z pokrutin. V mirném proudu dusiku v teplé vodni ldzni se vzorek
odpafi do sucha a po vychladnuti banky se do stejné baniky navdzi 5+0,01 g vysuseného prefiltrovaného vzorku.

Pozndmka 1: Zivo&isné nebo rostlinné oleje obsahujici vétsi mnozstvi cholesterolu mohou vykazovat pik
s retenénim ¢asem blizkym cholestanolu. Pokud k tomu dojde, musi byt sterolova frakce analyzo-
véna jednou s vnitinim standardem a jednou bez ngj.
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5.2
5.2.1

5.2.2

523

5.2.4

Pridd se 50 ml ethanolického roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 2 mol/l (bod 4.2) a malé mnozstvi
pemzy, piipoji se zpétny chladi¢ a zahfeje se do mirného varu, dokud nedojde ke zmydelnéni (roztok se vycef).
V zahffvani se pokracuje dalsich 20 minut a poté se pfes chladi¢ pfidd 50 ml destilované vody, chladic se
nésledné odpoji a barka se vychladi na teplotu piiblizné 30 °C.

Obsah banky se kvantitativné pfevede do délici ndlevky na 500 ml (bod 3.2) a propldchne se nékolika ddvkami
destilované vody (50 ml). Pfid4 se pfiblizné¢ 80 ml diethyletheru (bod 4.10), vSe se protiepe po dobu piiblizné 60
sekund a pravidelné se uvoliiuje tlak obracenim délici ndlevky a otevirdinim kohoutku. Nechd se odstdt az do
dplného oddéleni obou fizi (viz pozndmka 2).

Poté se co nejvice mydlového roztoku odcerpa do druhé délici ndlevky. Stejnym zptsobem se provedou dalsi dvé
extrakce vodné-alkoholové fize, vidy s pouzitim 60 az 70 ml diethyletheru (bod 4.10).

Pozndmka 2: Emulze je mozné odstranit pfidinim malych mnozstvi ethanolu (bod 4.11).

Vsechny tii etherové extrakty se smichaji v jedné délici ndlevce obsahujici 50 ml vody. Déle se promyvd vodou
(50 ml), dokud se promyvaci voda pifi pfidani kapky roztoku fenolftaleinu nepfestane zbarvovat rtzové (bod
4.21).

Odstrani se vodnd faze, etherovd fize se prefiltruje na bezvodém siranu sodném (bod 4.5) do piedem zvdzené
banky na 250 ml, pficemz ndlevka a filtr se promyji malymi mnozstvimi diethyletheru (bod 4.10).

Rozpoustédlo se nechd odpafit destilaci ve vakuu v rotacnim odpatovaci pfi 30 °C. Pfidd se 5 ml acetonu a tékavé
rozpoustédlo se zcela odstrani mirnym proudem vzduchu. Zbytek se susi v susdrné pfi 103+2 °C po dobu 15
min. Po vychlazeni v exsikdtorech se zvazi s pfesnosti na 0,1 mg.

Separace sterolové frakce a frakce triterpenickych dialkoholi (erythrodiol + uvaol)

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

Desky se vyjmou ze suddrny a az do okamziku pouziti ulozi do exsikdtoru s chloridem vépenatym (bod 3.13).
Takto upravené desky musi byt pouzity béhem 15 dni.

Pozndmka 3: Jsou-li pro separaci sterolové frakce pouzity bazické silikagelové desky, neni nutné upravovat
nezmydelnitelnou frakci pomoci Al;O3 (oxidu hlinitého). Dojde tak k zadrzeni vsech kyselych
sloucenin (mastnych kyselin apod.) na pocitku, a tim se zietelné oddéli pdsmo steroléi od pésma
alifatickych a triterpenickych alkohold.

Vyvijeci komora se naplni smési hexanu a diethyletheru (bod 4.24) (viz pozndmka 4) do vysky piiblizné 1 cm.
Vyvijeci komora se uzavie a nejméné pul hodiny ponechd v klidu a chladnu, aby se mohla vytvofit rovnovaha
mezi parami a kapalinou. Na vnitini povrch vyvijeci komory je mozné pfipojit prouzky filtracniho papiru
namocené v elu¢ni smési za Gcelem zkraceni doby vyvolévani pfiblizné o jednu tietinu a docileni stejnomérnéjsi,
pravidelné eluce slozek.

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

Pripravi se pfiblizné 5% roztok nezmydelnitelné ltky (bod 5.1.5) v ethylacetdtu (bod 4.12) a 0,3 ml tohoto
roztoku se pomoci mikrostifkacky na 100 pl nastfikne jako tzky a rovnomérny pruh k dolnimu okraji (2 cm)
chromatografické desky (bod 5.2.1). Ve stejné drovni se nanese 2 az 3 pl referencniho roztoku materidlu (bod
4.13) za tcelem stanoveni sterolového pdsma a pasma triterpenickych dialkoholéi po dokonceni vyvijeni.

Deska se umisti do vyvijeci komory uvedené v bodé 5.2.2. Teplota se udrzuje mezi 15 a 20 °C (viz pozndmka 5).
Vyvijeci komora se okamzité uzavie a vzorek se nechd eluovat, dokud ¢elo rozpoustédla nedosdhne piiblizné
1 cm od horntho okraje desky. Deska se poté vyjme z vyvijeci komory a rozpoustédlo se nechd odpaiit pod
proudem horkého vzduchu nebo se deska na chvili nechd v digestofi.

Pozndmka 5: Vys3i teplota miize zhorsit oddélovani.
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5.2.5 Deska se lehce a rovnomérné postifkd roztokem 2,7-dichlor-fluoresceinu (bod 4.14), nechd se uschnout a pozo-
ruje se pod ultrafialovym zafenim. Sterolové pdsmo a pdsmo triterpenickych dialkoholi se stanovi porovndnim
skvrn vytvorenych referenénim roztokem (bod 4.13). Obrysy pasem podél okraji fluorescence se vyznadi cernym
znackovaCem (viz obrdzek tenkovrstvé desky ¢. 3).

5.2.6  Silikagel se z oznacené oblasti seskrdbe pomoci kovové 3pachtle. Odebrand hmota se rozmélni na malé casti
a prevede do filtra¢ni ndlevky (bod 3.7). Pfidd se 10 ml horkého ethylacetitu (bod 4.12). Obsah se dikladné
promichd kovovou stérkou a vakuové piefiltruje. Filtrdt se shromdzdi v barice pfipojené na filtra¢ni nélevku (bod
3.8).

Zbytek v baice se proplachne 3 x 10 ml diethyletheru (bod 4.3). Filtrdt se pfitom sbird do stejné banky pfipojené
k nalevce. Filtrdt se odpaif na objem piiblizné 4 az 5ml a zbytkovy roztok se pfevede do piedem zvdzené
zkumavky na 10 ml (bod 3.9). Zkumavka se vysu$i lampou pod mirnym proudem dusiku. Zbytek se znovu
rozpusti nékolika kapkami acetonu (bod 4.8) a opét vysusi.

Zbytek ve zkumavce musi byt tvofen sterolovou frakef a frakei triterpenickych dialkohold.

5.3 Priprava trimethylsilylether

5.3.1 Do zkumavky obsahujici sterolovou a triterpenickou frakei se pfida ¢inidlo pro silylaci (bod 4.25) (viz poznidmka
6), v mnozstvi 50 pl na kazdy mg sterolt a triterpenickych dialkoholdi Pfitom je nutné zabranit jakékoli absorpci
vlhkosti (viz pozndmka 7).

Pozndmka 6: Roztoky piipravené k pouziti jsou obchodné dostupné. Dostupnd jsou rovnéz daldf silylacni ¢inidla,
jako napiiklad N,O-bis-(trimethylsilyl)trifluoracetamid + 1 % trimethyl-chlor-silan pro smichdni se
stejnym objemem bezvodého pyridinu.

Pyridin 1ze nahradit stejnym mnozstvim acetonitrilu.

5.3.2  Zkumavka se uzavie a peclivé protiepe bez prevraceni, dokud se slouceniny nerozpusti. Poté se nechd v klidu
nejméné 15 minut pfi laboratorni teploté a nasledné nékolik minut odstteduje. Ciry roztok je pfipraven pro
plynovou chromatografickou analyzu.

Pozndmka 7: Vznik slabé opalescence je normalni a nezptsobuje Zddnou anomdlii. Tvorba bilych vlocek nebo
existence rtizového zabarveni jsou zndmkami pfitomné vlhkosti nebo degradace ¢inidla. V tomto
piipadé je tieba zkousku opakovat (pouze v piipadé, Ze byl pouzit hexamethyl-disilazan/trimethyl-
chlorsilan).

5.4 Analyza plynovou chromatografif

5.4.1 Piipravné operace a kondicionace kapildrni kolony.

5.4.1.1 Kapildrni kolona se pfipoji (bod 3.11) k plynovému chromatografu tak, Ze zacitek kolony se pfipoji k délenému
nastiikovému zafizeni a konec kolony se pfipoji k detektoru.

Provede se kompletni kontrola plynového chromatografu (t&snost plynovych spojovacich prvkd, tcinnost detek-
toru, G¢innost oddélovactho a zapisovaciho systému atd.).

5.4.1.2 Kapildrni kolony, které maji byt pouzity poprvé, je nutno nejprve kondicionovat; samotnou 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 8). Tato teplota se
udrzuje nejméné dvé hodiny a poté se systém pievede do pracovnich podminek (regulace pratoku plynu,
oddélovéni, zapdleni plamene, pfipojeni vypocetniho systému, nastaveni teploty kolony, detektoru, injektoru
atd.) a signdl se nastavi na citlivost, kterd ¢ini nejméné dvojndsobek nejvyssi drovné uvazované pro provedeni
analyzy. Zakladn{ linie zdznamu musi byt rovnd, bez jakychkoli piki nebo driftd.

Zaporné drifty jsou zndmkou nedokonalé tésnosti spojii kolony, zatimco kladné svéd¢i o nedostate¢né kondici-
onaci kolony.

Pozndmka 8: Teplota kondicionace musi byt nejméné o 20 °C niz$i nez maximdlni teplota pouzitelnd pro
uvazovanou staciondrni fazi.

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

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

— citlivost pfistroje: 4 aZz 16ndsobek minimélniho dtlumu,

— citlivost zdznamu: 1 azZ 2 mV f.s.,

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

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

— retencni cas betasitosterolu musi byt 20 £ 5 minut;

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

— viechny pfitomné steroly musi byt oddéleny. Kromé separace musi byt piky téz zcela rozliSeny, tj. drdha
zdznamu piku se musi vrétit na zékladni linii dfive, neZ se zvedne do dalstho piku. Netplné rozliseni je viak
tolerovano za pfedpokladu, Ze pik s relativnim retencnim casem 1,02 (sitostanol) je mozné kvantifikovat
pomoci kolmé dsecky.

5.4.3  Analyticky postup

5.4.3.1 Do mikrostitkacky na 10 pl 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 vyprdzdnila jehla. Jehla se zavede pfes septum injektoru
a piiblizné po jedné nebo dvou sekundidch se rychle nastitkne roztok. Piiblizné po péti sekunddch se jehla
pomalu vytdhne.

Lze uzit rovnéz automaticky injektor.

5.4.3.2 Zaznamendvéni je provadéno, dokud pfitomnd trimethylsilyletherovd smés triterpenickych dialkoholt neni zcela
eluovédna. Zdkladni linie zdznamu musi vZdy odpovidat pozadavkim bodu 5.4.1.2.

5.4.4 Identifikace pikd

Identifikace jednotlivych pikii se provddi podle reten¢nich Cast a porovndnim se standardni trimethylsilylethe-
rovou smési sterolu a triterpenickych dialkoholt analyzovanou za stejnych podminek (viz dodatek).

Steroly a triterpenické dialkoholy jsou eluovany v tomto pofadi: cholesterol, brassikasterol, ergosterol, 24-methy-
len-cholesterol, kampesterol, kampestanol, stigmasterol, delta-7-kampesterol, delta-5,23-stigmastadienol, chleros-
terol, betasitosterol, sitostanol, delta-5-avenasterol, delta-5,24-stigmastadienol, delta-7-stigmastenol, delta-7-
avenasterol, erythrodiol a uvaol.

Reten¢ni Casy betasistosterolu v piipadé kolon SE-52 a SE-54 jsou uvedeny v tabulce 1.
Chromatogram typicky pro nékteré oleje je vidét na obrdzku 1 a 2.
5.4.5 Kvantitativni vyhodnoceni

5.4.5.1 Pomoci vypocetniho systému se vypocitd plocha piki a-cholestanolu, sterolt a triterpenickych dialkohold. Piky
jakychkoli sloucenin, které nejsou mezi slouceninami uvedenymi v tabulce 1 (vypocet pro ergosterol se provadét
nesmi) se ignoruji. Faktor odezvy a-cholestanolu musi byt roven 1.

5.4.5.2 Obsah jednotlivych steroldi vyjadfeny v mgfkg tuku se vypocitd podle vzorce:

Ay x mg X 1 000
Ay X m

sterol x =

>
I

plocha piku sterolu x vypoctend dle vypocetniho systému;

Ay = plocha piku a-cholestanolu vypoctend dle vypocetniho systému;

=4
1}

s = mnozstvi pfidaného a-cholestanolu v mg;

=
1}

hmotnost vzorku pouzitého pro stanoveni v g.
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6.2

6.3

6.4

VYJADRENI VYSLEDKU

Uvadi se obsah jednotlivych sterolt v mgfkg tuku a souhrn ,obsah sterolt celkem®.

Slozeni jednotlivych sterold, erythrodiolu a uvaolu by se mélo vyjadiovat s pfesnosti na jedno desetinné misto.
Celkové slozeni sterold musi byt vyjddieno v celych &islech.

Procentni podil jednotlivych steroltt z poméru plochy piislusného piku k celkové plose pika steroldi, erythrodiolu
a uvaolu se vypocitd podle vzorce:

terol A”xloo
sterol X = —
A

kde:
A

« = plocha piku sterolu x;

A

celkova plocha pikt sterold;

Zjevny betasitosterol: delta-5-23-stigmastadienol + chlerosterol + betasitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol
+ delta-55-24-stigmastadienol.

Vypocitd se procentni podil erythrodiolu a uvaolu:

Er+ U
erythrodiol + uvaol = Er+rJ7V+VZA x 100
kde:
TA = soucet ploch sterolu vypocteny dle vypocetniho systému;
Er = plocha erythrodiolu vypoctend dle vypocetniho systému;

Uv = plocha uvaolu vypoctend dle vypocetniho systému;
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Do plynového chromatografu nastaveného na normdlni pracovni podminky se vstitkne 1 azZ 3 pl methanu (nebo

Dodatek

Stanoveni linedrni rychlosti plynu

propanu) a pomoci stopek se zméf doba priichodu plynu kolonou od doby vstiiku do doby eluce pika (tM).

Linedrni rychlost proudéni v cm/s je ddna pomérem L/tM, kde L je délka kolony v c¢cm a (tM) je naméfeny Cas

v sekunddch.

Tabulka 1

Relativni retenéni asy sterold

Relativni retencni cas

ik dentifikace Kolona SE | Kolona SE
54 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-3f-ol 0,73 0,71
* ergosterol [24S] 24 methyl-A-5-7-22 cholestatrien 3b-ol 0,78 0,76
4 24-methylen-cholesterol 24-methylen-A-5,24-cholestadien-3f£-01 0,82 0,80
5 kampesterol (24R)-24-methyl-A-5-cholesten-3f-ol 0,83 0,81
6 kampestanol (24R)-24-methyl-cholestan-3f-ol 0,85 0,82
7 stigmasterol (24S)-24-¢thyl-A-5,22-cholestadien-3[-ol 0,88 0,87
8 A-7-kampesterol (24R)-24-methyl-A-7-cholesten-3f-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol (24R,S)-24-ethyl-A-5,23-cholestadien-3f-ol 0,95 0,95
10 chlerosterol (24S)-24-ethyl-A-5,25-cholestadien-3f-ol 0,96 0,96
11 [-sitosterol (24R)-24-ethyl-A-5-cholesten-3f-ol 1,00 1,00
12 sitostanol 24-ethyl-cholestan-3f-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol (24Z)-24-ethyliden-A-cholesten-3f-ol 1,03 1,03
14 A-5-24-stigmastadienol (24R,S)-24-ethyl-A-5,24-cholestadien-3f-ol 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol (24R,S)-24-ethyl-A-7-cholesten-3f-ol 1,12 1,12
16 A-7-avenasterol (24Z)-24-cthyliden-A-7-cholesten-3[-ol 1,16 1,16
17 Erythrodiol 5a olean-12en-3£28 diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-ursen-38b28 diol 1,52 1,52
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(mVolt)

Obrdzek 1
Plynovy chromatogram sterolové a triterpenicko dialkoholické frakce lampantového olivového oleje (s vnitinim
standardem)
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Obrdzek 2
Plynovy chromatogram sterolové a triterpenicko dialkoholické frakce rafinovaného olivového oleje (s vnitinim
standardem)
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Obrdzek 3

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

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

4 — zacatek a volné mastné kyseliny*
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PRILOHA V

,PRILOHA XII

METODA MEZINARODNI RADY PRO OLIVOVY OLE] PRO ORGANOLEPTICKE HODNOCENI

3.1

3.2

PANENSKEHO OLIVOVEHO OLEJE

PREDMET A OBLAST POUZITI

Cilem této mezindrodni metody je stanovit postup hodnoceni organoleptickych vlastnosti panenského olivového
oleje ve smyslu bodu 1 pFilohy XVI nafizeni (ES) ¢. 1234/2007 a stanovit metodu jeho klasifikace na zakladé
téchto vlastnosti. Metoda obsahuje rovnéZ pokyny tykajici se nepovinného oznacovani.

Popsand metoda se vztahuje pouze na panensky olivovy olej a na klasifikaci nebo oznacovani takovychto oleji
podle intenzity vnimanych vad a ovocné chuti a viing, které stanovi skupina vybranych vyskolenych a vyzkouse-
nych posuzovatell tvoficich zkusebni komisi.

Metoda obsahuje rovnéz pokyny tykajici se nepovinného oznacovéni.
Normy 10C uvedené v této piiloze jsou pouzity v nejnovéjsi dostupné verzi.

OBECNY ZAKLADNI SLOVNIK PRO SENZORICKOU ANALYZU

Viz norma I0C|T.20/Doc. ¢. 4 ,Senzorickd analyza: obecny zdkladni slovnik*

SPECIFICKY SLOVNIK
Negativni znaky

Zatuchly | po kalném sedimentu Chutové-cichovy pocitek typicky pro olej ziskany z oliv skladovanych na hromadach
¢i v takovych podminkdch, kde plody prosly pokrocilym stupném anaerobni fermentace, nebo pro olej ziskany
dekantaci ze sedliny z kddi a podzemnich nddrzi, jez rovnéz prosel procesem anaerobni fermentace.

Po plisnich a vihkosti, zemity Chutové-cichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany z plodt napadenych plisnémi
a kvasinkami v dusledku nékolikadenniho uskladnéni ve vlhku nebo pro olivovy olej ziskany z oliv sklizenych
s ndnosem zeminy nebo bldta a neopranych.

Vinny/octovy/kysely/nakysly Chutové-cichovy pocitek typicky pro néktery olivovy olej pfipominajici vino nebo ocet.
Vznikd hlavné v disledku procesu aerobniho kvaseni oliv nebo zbytkd olivové pasty na lisovacich rohozich, které
nebyly dobfe umyté, coz mé za ndsledek tvorbu kyseliny octové, ethylacetdtu a ethanolu.

Zlukly Chutové-cichovy pocitek typicky pro viechny oleje, které prodélaly intenzivni proces autooxidace.

Po namrzlych olivdch (po vlhkém drevu) Chutové-cichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany z oliv, které byly na
stromé zasazeny mrazem.

Dalsi negativni znaky

Prehtdty nebo pripdleny Chutové-Cichovy pocitek typicky pro olej ziskany nadmérnym a/nebo dlouhodobym
ohfevem béhem zpracovini, zejména je-li pasta michdna za tepla a za nevhodnych podminek.

Trdvovy/dievovy Chutové-Cichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany z vyschlych oliv.

Hruby Chutové taktilni pocitek vyvolany nékterym starym olejem, ktery zptsobuje v ustech husty, kasovity pocit.
Olgjovy Chutfové-Cichovy pocitek oleje pFipominajici naftu, mazaci tuky nebo minerdlni olej.

Po stavé z plodii Chutové-Cichovy pocitek, ktery olej ziskd pii dlouhodobém kontaktu se §tavou z plodu, kterd
prosla procesem fermentace.

Slany Chutové-¢ichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany z oliv, které byly konzervovdny v solném roztoku.

Kovovy Chutové-cichovy pocitek pfipominajici kovy. Je typicky pro olivovy olej, ktery byl dlouhou dobu ve styku
s kovovymi povrchy béhem mleti, michdni, lisovani nebo skladovani.

Espartovy Chutové-¢ichovy pocitek typicky pro olivovy olej ziskany z oliv lisovanych v novych espartovych
rohozich. Maze se lisit v zdvislosti na tom, zda byly rohoze vyrobeny ze zeleného esparta nebo suseného esparta.
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3.3

3.4

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

Po okurkdch Chutové-¢ichovy pocitek vznikajici v piipadé, Ze je olivovy olej po delsi dobu hermeticky uzavien,
zejména do plechovek, pochazejici z 2,6-nonadienalu.

Pozitivni znaky

Ovocnd chut a viiné Soubor cichovych pocitka typickych pro olivovy olej, které jsou zdvislé na odriidé oliv
a pochdzeji ze zdravych a Cerstvych oliv, zralych nebo nezralych. Jsou vnimédny pi¥mo a/nebo retronasdlni
(pharyngonasélni) metodou ¢ichdni.

Hotky Zdkladni charakteristickd chut oleje ziskaného ze zelenych nebo nazelenalych oliv, kterou vnimdme hraze-
nymi papilami, tvoficimi na jazyku uskupeni ve tvaru pismene V.

Stiplavy Ostry taktilni pocitek typicky pro olivové oleje vyrobené na zactku hospodatského roku prevazné z jesté
nezralych oliv. Mozno jej vnimat v celé tstni duting, zejména v hrdle.

Nepovinnd terminologie pro tcely oznacovini

Vedouci zkuSebni komise mtze na pozddani potvrdit, Ze hodnocené oleje splituji definice a rozpéti odpovidajici
témto uvedenym pojmim a piivlastkiim v zdvislosti na intenzité a vnimén{ znaki:

Pozitivni znaky (ovocnd chut a viiné, hoiky a stiplavy), podle intenzity vnimani:

— intenzivni, pokud je medidn tohoto znaku vy3$i nez 6;

— stfedni, pokud je medidn tohoto znaku mezi 3 a 6;

— lehky, pokud je medidn tohoto znaku niz8i nez 3.

Ovocnd chut a viiné Soubor cichovych pocitkd typickych pro olej, které zdviseji na odridé oliv a pochdzi ze
zdravych a Cerstvych oliv, u nichz nepfevazuje zrald ani nezrald ovocnd chut a viiné. Jsou vnimany pifmo a/nebo
retronasédlni (pharyngonasilni) metodou Cichdni.

Nezrald ovocnd chut a viiné Soubor Cichovych pocitki typickych pro olej, které pfipominaji nezralé plody, zaviseji na
odrdé oliv a pochdzeji ze zelenych, zdravych a Cerstvych oliv. Jsou vnimdny p¥mo a/nebo retronasilni (pharyn-
gonasalni) metodou Cichdni.

Zrald ovocnd chut a viiné Soubor ¢ichovych pocitkil typickych pro olej, které pfipominaji zralé plody, zdviseji na
odradé oliv a pochdzeji ze zdravych, cerstvych oliv. Jsou vnimdny pifmo a/nebo retronasilni (pharyngonasilni)

metodou ¢ichdni.

Vyvdzeny Olej, ktery nevykazuje zndmky nevyvazenosti, kterou se rozumi ¢ichovy, chutovy a hmatovy vjem oleje,
ve kterém medidn znaku hoiky a/nebo znaku stiplavy je o dva body vy3si nez medidn znaku ovocnd chut a viné.

Jemny olej Olej, ve kterém je medidn znaku hotky a znaku Stiplavy niZsi nebo rovny 2.
SKLENENE NADOBKY PRO HODNOCENI OLIVOVEHO OLEJE
Viz norma IOC|T.20/Doc. ¢. 5 ,Sklenéné nddobky pro hodnoceni olivového oleje”.

ZKUSEBN{ MISTNOST

Viz norma 10C|T.20/Doc. ¢. 6 ,Ndvod na zf{zeni zkuebni mistnosti“
ZARIZENI

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

— sklenéné nddobky (normalizované) obsahujici vzorky, oznacené Ciselnym kédem, zakryté hodinovymi skly
a uchovdvané pii teploté 28 °C + 2 °C,

— profilovy list (viz obrdzek 1) v tisténé nebo elektronické podobé za piedpokladu, Ze jsou splnény podminky
uvedené v profilovém listu, v pifpadé potieby i s pokyny k pouziti,

— pero nebo nesmazatelny inkoust,

— podnosy s nakrdjenymi jablky a/nebo vodou, sycenou vodou a/nebo suchary,
— sklenéné nddobky s vodou o laboratorni teploté,

— list papiru pfipominajici obecnd pravidla uvedend v oddilech 8.4 a 9.1.1;

— plivatka.
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7.2

VEDOUCI ZKUSEBNI KOMISE A POSUZOVATELE
Vedouci zkuSebni komise

Vedoucim zkusebni komise musi byt ndlezité vyskolend osoba s odbornymi znalostmi nezbytnymi pro posuzovani
jednotlivych druhti olivovych oleji, s nimiz v prubéhu své price pfijde do styku. Je klicovou postavou ve zkusebni
komisi a odpovidd za organizaci a fizeni zkuSebnich cinnosti.

Price vedoucitho zkusebni komise vyzaduje zdkladni odbornou pfipravu v oblasti ndstrojii senzorické analyzy,
senzorického hodnoceni, peclivost pii piipravé, organizaci a provadéni zkousek, jakoz i zkuSenost a trpélivost pfi
védeckém pldnovani a provadéni zkousek.

Je jedinou osobou, kterd odpovidd za vybér, odbornou piipravu a sledovani posuzovatelti, aby se ubezpecil o jejich
trovni vykonnosti. Je proto odpovédny za hodnoceni posuzovatel, které musi byt vzdy objektivni a pro néz musi
vypracovat konkrétni postupy zalozené na zkouskdch a pevné stanovenych kritériich vybéru nebo vyfazeni (viz
norma IOC/T.20/Doc. & 14 ,Pokyny pro vybér, vycvik a sledovani odbornych posuzovateli panenského olivového
oleje”.

Vedouci zkusebni komise je odpovédny za vykon zkuSebni komise a tedy za jeji hodnoceni, o kterém musi
poskytnout spolehlivé a objektivni dikazy. V kazdém piipadé je povinen kdykoli prokdzat, ze metoda i posuzo-
vatelé jsou pod kontrolou. Doporucuje se provadét pravidelnou kalibraci zkusebni komise (IOC/T.20/Doc. ¢. 14, §
5).

Nese kone¢nou odpovédnost za vedeni zdznamu zkusebni komise. Tyto zdznamy musi byt vidy dohledatelné,
musi byt v souladu s pozadavky na zabezpeceni a jakost stanovené v mezindrodnich normdch pro senzorickou
analyzu a po celou dobu zajistovat anonymitu vzorkd.

Odpovidd za inventarizaci piistroji a zafizeni potiebnych k dosaZeni souladu se specifikacemi této metody a za
zajisténi jejich fddného Cisténi a drzby, a o téchto skutecnostech, jakoz i o dodrzovani zkusebnich podminek,
uchovdva pisemné diikazy.

Odpovidd za pifjem a skladovani vzorkli po jejich doruceni do laboratofe, jakoz i za jejich skladovdni po
provedeni zkousky. Pfitom musi za vSech okolnosti zajistit anonymitu a fddné uskladnéni vzorkd, a za timto
tcelem musi vypracovat pisemné postupy s cilem zajistit, aby byl cely tento proces sledovatelny a poskytoval
zdruky.

Kromé toho odpovidd za piipravu, kddové oznaceni vzorkil a jejich pfedklddani posuzovatelim v daném poradi
hodnoceni v souladu s predem pFipravenymi protokoly, jakoZ i za sbér a statistické vyhodnocovéni dat ziskanych
posuzovateli.

Odpovidéd za vytvofeni a vypracovani jakychkoli dalsich postupd, které budou pfipadné nezbytné k doplnéni této
normy a k fddnému fungovani zkusebni komise.

Musi hledat zpiisoby porovnavani vysledkir zkusebni komise panelu s vysledky ziskanymi jinymi zkuSebnimi
komisemi provadéjicimi analyzu panenského olivového oleje, aby se tak presvédcil o fadném fungovani zkusebni
komise.

Povinnosti vedouctho zkusebni komise je motivovat ¢leny zkuSebni komise a podnécovat jejich zdjem, zvidavost
a soutézivost. Za timto ucelem se dirazné doporucuje, aby zajistil obousmérny bezproblémovy tok informaci ke
¢lentim zkusebni komise a priibézné je informoval o vSech provadénych tikolech a dosahovanych vysledcich. Zdrzi
se rovnéZ vyjadfovani svého minéni a musi zabezpecit, aby pfipadné dominantni osobnosti neovliviiovaly ostatni
posuzovatele.

Svoldvéd posuzovatele v dostate¢ném predstihu a zodpovidd veskeré dotazy tykajici se provadéni zkousek, avsak
zdrzi se jakéhokoli vyjadfovani svého minéni o vzorku.

Posuzovatelé

Osoby ptisobici jako posuzovatelé pii organoleptickych zkouskdch olivového oleje tak musi ¢init dobrovolng, se
viemi dusledky vyplyvajicimi z takového dobrovolného aktu z hlediska povinnosti a skutecnosti, Ze jim nebude
poskytnuta finan¢ni thrada. Je proto vhodné, aby uchazeci pfedkladali pisemnou zddost. Uchazece vybere, vyskoli
a sleduje vedouci zkuSebni komise podle jejich schopnosti rozliSovat mezi podobnymi vzorky; je tfeba vzit v tivahu,
zda a nakolik se jejich posuzovaci schopnost béhem odborné pfipravy zlepsi.

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

Pro kazdou zkousku je tieba 8 az 12 posuzovateld, ackoli je zZddouci mit nékolik rezervnich posuzovatelt pro
piipad moznych absenci.
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8.2

8.3

8.4

9.1
9.1.1

PODMINKY ZKOUSEK
Prezentace vzorku
Vzorek oleje pro analyzu se ptedklddd ve standardizovanych sklenénych zkusebnich nddobkdch podle normy

I0C|T.20/Doc. ¢&. 5 ,Sklenéné nadobky pro hodnoceni olivového oleje”.

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

Kazdd nddobka musi byt oznacena kédem slozenym z ndhodné vybranych ¢islic nebo kombinace pismen a ¢&islic.
Kéd bude oznacen pomoci systému, ktery je bez zdpachu.

Teplota pfi zkousce a teplota vzorku

Vzorky oleje urcené pro ochutndvani jsou uchovavany ve sklenénych nddobkach pii teploté 28°C + 2 °C po celou
dobu zkousky. Tato teplota byla zvolena proto, Ze usnadiiuje zji§tovani organoleptickych rozdilti oproti teploté
okoli, a proto, ze pfi nizsich teplotich se ziidka uvoliuji aromatické slouceniny charakteristické pro tyto oleje,
zatimco vyssi teploty vedou k vyskytu tékavych sloucenin charakteristickych pro zahiivané oleje. Metoda, kterd md
byt pouzita pro ohfev vzorkd ve sklenéné nadobce, je popsdna v normé I0C|T.20/Doc. ¢. 5 ,Sklenéné nddobky
pro hodnoceni olivového oleje*.

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

Doba zkousek

Nejvhodnéjsi dobou pro ochutndvéni olejii je dopoledne. Je dokdzdno, zZe ¢ichové-chutové smysly jsou v prabéhu
dne zvlasté citlivé. Citlivost ¢ichové-chutovych smysli je pred hlavnim jidlem zvldsté vysokd, zatimco po jidle
sldbne.

Toto kritérium v3ak nesmi byt pfividéno do extrému, aby posuzovatel nebyl rozptylovin hladem a tim nebyla
snizena jeho rozliSovaci schopnost; proto se doporucuje, aby se ochutndvky konaly mezi 10. hodinou dopoledni
a polednem.

Posuzovatelé: obecnd pravidla chovani

Nisledujici doporuceni se tykaji chovani posuzovatelti béhem jejich préce.

Jsou-li posuzovatelé vyzvani vedoucim zkusebni komise k casti na organoleptické zkousce, musi byt p¥ipraveni
dostavit se v stanoveném case a pfitom dodrzet dile uvedend pravidla.

— 30 minut pfed stanovenym Casem zkousky je zakdzdno koufeni a piti kdvy.

— Neni povoleno pouzivéni vini, kosmetiky ani mydla, jejichz pach by pietrval do doby zkousky. Ruce je nutno
si umyvat neparfémovanym mydlem a je tfeba si je oplachovat a susit tak casto, jak je nezbytné pro odstranéni

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

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

— Pokud posuzovatelé splnili vySe uvedené podminky, zaujmou své misto v piidélené kabiné co nejsporddanéji
a co nejtiseji.
— Pozorné si prectou pokyny v profilovém listu a nezacnou se zkoumdnim vzorku, dokud nebudou plné

pfipraveni pro tkol, ktery maji splnit (uvolnéné a beze spéchu). V piipad¢, ze vyvstanou jakékoli pochybnosti,
méli by se soukromé obritit na vedouctho zkusebni komise.

— Pii plnéni svych tkold musi zachovévat ticho.
— Musi mit po celou dobu vypnuty mobilni telefon, aby nerusili soustfedéni a préci svych kolegt.

POSTUP ORGANOLEPTICKEHO HODNOCENI A KLASIFIKACE PANENSKEHO OLIVOVEHO OLEJE
Technika ochutndvini

Posuzovatelé uchopi nddobku, drzi ji pfitom zakrytou hodinovym sklem a mirné naklonénou a zakrouzi
nadobkou jednou tplné tak, aby se vnitini stény co nejvice navlhily. Jakmile dokondi tuto etapu, sejmou hodinové
sklo a ¢ichajf ke vzorku pomalymi a hlubokymi nddechy s cilem posoudit dany olej. Cichani by nemélo trvat déle
nez 30 sekund. Pokud béhem této doby nedojdou k zdvéru, pfed dalsim pokusem si krtce odpocinou.
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9.1.2

9.2

9.3

9.4

Po provedeni ¢ichové zkousky posuzovatelé posoudi pocity v tstech (celkové retronasélni cichové-chutové-taktilni
pocitky). To provedou tak, ze usrknou pfiblizné 3 ml oleje. Je velmi dulezité rozprostit olivovy olej po celé dutiné
tstni, od predni ¢dsti tst a jazyka, podél licnich stén az k zadni ¢dsti a ¢dsti podepirajici patro a do krku, protoze
vniméni chut{ a taktilnich pocitkii se co do intenzity méni v zdvislosti na mistu na jazyce, patfe a v krku.

Je tieba zduraznit, Ze pro posouzeni je nebytné, aby se dostatecné mnoZstvi oleje velmi pomalu rozprostielo na
zadni Casti jazyka smérem k ¢dsti podepirajici patro a ke krku, zatimco se posuzovatel soustieduje na poradi,
v némz se objevi hotky a stiplavy podnét. Pokud se to nepodaii, oba tyto podnéty mohou u nékterych oleji
uniknout pozornosti nebo muze byt hotky podnét zastfen stiplavym podnétem.

Kritké opakované nddechy, pfi nichz je vzduch vtahovdn dsty, umoziuji posuzovateli nejen rozsihle rozsifit
vzorek po celych dstech, ale téz vnimat tékavé aromatické slouceniny retronasdlni (pharyngonasdlni) metodou
¢ichdni vynucenym pouzitim tohoto kandlu.

V tivahu se téZ bere taktilni pocitek Stiplavosti. Za timto dcelem je vhodné olej spolknout.

Pfi organoleptickém hodnoceni panenského olivového oleje se doporucuje pii kazdém sezeni posuzovat maxi-
mélné CTYRI VZORKY a pocet sezeni by nemél piekrocit tfi denné, aby se predeslo kontrastnimu d¢inku, jenz by
mohl nastat pfi okamZitém posouzeni dalsich vzorkd.

Jelikoz postupné posuzovani zpuisobuje Gnavu nebo ztrdtu citlivosti zptisobenou pfedchozimi vzorky, je nutné
pouzit néco, co miZe odstranit z ust zbytky olivového oleje z predchoziho hodnoceni.

Doporucuje se pouZzit maly plitek jablka, ktery je mozné po rozzvykdni odlozit do plivitka. Poté se dsta
vyplachnou malym mnozZstvim vody o laboratorni teploté. Mezi koncem jednoho sezeni a zacitkem dalstho
musi uplynout nejméné 15 minut.

PouZivani profilového listu posuzovateli

Profilovy list, ktery posuzovatelé pouZiji, je zobrazen na obrazku 1 této piilohy.

Kazdy posuzovatel ve zkusebni komisi ¢ichové a ndsledné chutové (') zhodnoti pfedmétny olej. Ndsledné uvede
intenzitu, s niz vnimd kazdy z negativnich a pozitivnich znakd, do desetibodové hodnotici tabulky uvedené
v obdrzeném profilovém listu.

V piipadé, Ze posuzovatel vnimd jakékoli piipadné negativni znaky, které nejsou uvedeny v oddile 4, musi je
zaznamenat do rubriky ,ostatni“ s pouzitim terminu nebo termint, které dané znaky co nejpfesnéji popisuji.

Pouziti tidaji vedoucimi zkuSebni komise

Vedouci zkusebni komise shromdzdi profilové listy vyplnéné jednotlivymi posuzovateli a zkontroluje intenzity
piisouzené jednotlivym znaktim. V ptipadé, zZe zjisti jakoukoli nesrovnalost, vyzve posuzovatele, aby sviij profilovy
list revidoval a v pifpadé nutnosti zkousku zopakoval.

Vedouci zkusebn{ komise zadd tdaje z hodnoceni ziskané od jednotlivych ¢lend zkusebni komise do pocitacového
programu podobného tomu, ktery stanovi norma I0OC/T.20/Doc. €.°15) za telem statistického vypoctu vysledka
analyzy na zdkladé vypoctu jejich medidnu (viz oddil 9.4 a dodatek k této pifloze). Udaje tykajici se daného vzorku
se zaddvaji pomoci matice slozené z deviti sloupctt odpovidajicich deviti organoleptickym vlastnostem a z n fadka
odpovidajicich n poctu posuzovatelt zkusebni komise.

Pokud vice nez 50 % clendi zkuSebni komise vnimalo urcitou vadu a uvedlo ji v rubrice ,jiné*, vypocitd vedouct
zkusebni komise medidn této vady a provede piislusnou klasifikaci.

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

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

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

Klasifikace oleje

Olivovy olej se zafadi do nésledujicich kategorif podle medidnu vad a medidnu znaku ovocné chuti a viiné. Medidn
vad se stanovuje jako medidn vady vnimané s nejvétsi intenzitou. Medidn vad a medidn znaku ovocné chuti a viiné
se vyjadfuje s pfesnosti na jedno desetinné ¢islo.

(") Miize ochutndvini oleje odmitnout, pokud pfi pfimém ¢ichovém vnimédni zaznamend, Ze néktery z negativnich znakd je extrémné

intenzivni. Tuto vyjimecnou okolnost zaznamena do profilového listu.
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Klasifikace oleje se provadi porovndvanim hodnoty medidnu vad a medidnu znaku ovocné chuti a viné s nize
uvedenymi referenénimi intervaly. Pii stanovovani hranice téchto intervali byla zohlednéna chyba metody, proto
se tyto hranice povazuji za absolutni. Po¢itacové programy umoziuji zobrazeni klasifikace v tabulce statistickych
Gdajti nebo na grafu.

a) Extra panensky olivovy olej: medidn vad se rovnd 0 a medidn znaku ovocné chuti a viné je vyssi nez O0;

b) Panensky olivovy olej: medidn vad je vys$si nez 0 a nizsi nebo roven 3,5 a medidn znaku ovocné chuti a viné je
vyssi nez 0;

¢) Lampantovy olivovy olej: medidn vad je vy$si nez 3,5 nebo je medidn vad niZ$i nebo roven 3,5 a medidn
ovocné chuti a viiné se rovnd 0.
Pozndmka 1:

Pokud je medidn znaku hotky a/nebo znaku Stiplavy vyssi nez 5,0 vedouci zkusebni komise tuto skutecnost uvede
do protokolu o zkousce.

Obrdzek 1
PROFILOVY LIST PANENSKEHO OLIVOVEHO OLEJE

Intenzita vnimdni vad

Zatuchly | Po kalném sedimen-
tu (%)

Plesnivy/vlhky/zemity (*)

Vinny/octovy/kysely/
nakysly (¥)

Po namrzlych olivich

(po vlhkém drevu)

Zlukly

Dalsi negativni znaky:

Deskriptor: Kovovy [ Travovy [] Po Cervech [ Hruby [
Slany [] Piehfaty nebo pfipdleny [] Po $tavé z ploda ]
Espartovy [] Po okurkdch [ Olejovy []

(*) Nehodici se skrtnéte

Intenzita vnimdni pozitivnich znakd

Ovocnd chut a viiné
Nezraly [] Zraly [
Hotky
Stiplavy
Jméno posuzovatele: Kéd posuzovatele:
Kéd vzorku: Podpis:
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Dodatek

Metoda vypoctu medidnu a intervaly spolehlivosti

Medidn
Me=[p(X<x,) <V AN pX=<x,) =¥

Medién je definovan jako redlné ¢islo X, pro které plati, Ze pravdépodobnost (p), Ze hodnoty rozdéleni (X) jsou nizsi nez
toto ¢islo (X,), je niZ$i a rovna 0,5, a zdroven Ze pravdépodobnost (p), Ze hodnoty rozdéleni (X) jsou nizsi nebo rovné
X, je vysSi a rovna 0,5. Praktictéjsi definice zni, Ze medidn je padesity percentil rozdéleni &isel sefazenych podle
vzestupného pofadi. Zjednodusené feceno se jednd o prostiedni hodnotu uspofddané mnoziny lichych ¢isel nebo pramér
dvou prostfednich hodnot uspotfddané mnoziny sudych cisel.

Robustni smérodatnd odchylka

Za Ucelem ziskdni spolehlivého odhadu variability kolem priméru je tieba pouzit robustni smérodatné odchylky podle
Stuarta a Kendalla (4). Tento vzorec uvéadi robustni odchylku asymptotického typu, tj. robustni odhad variability zvazo-
vanych ddaji, kde N je pocet pozorovani a IQR je mezikvartilové rozpéti, které zahrnuje presné 50 % piipadd daného
rozdéleni pravdépodobnosti.

1,25 xIQR
1,35 x VN

*

Vypocet mezikvartilového rozpéti se provadi vypoctem velikosti rozdilu odchylky mezi 75.. a 25.. percentilem.
IQR = 75. percentil — 25. percentil

Pokud je percentilem hodnota X, pro kterou plati, Ze pravdépodobnost (p), Ze hodnoty rozdéleni jsou nizsi nez X, je
niz8i nebo rovna konkrétni setiné, a zdroven zZe pravdépodobnost (p), Ze hodnoty rozdéleni jsou nizsi nebo rovny X, ., je
vyssi nebo rovna této konkrétni setiné. Setina oznacuje zvoleny fraktil rozdéleni. V piipadé medidnu se rovnd 50/100.

]

percentil = [p (X < x,) < = APX <xp) =

n
100 100

Pro praktické tcely piedstavuje percentil hodnotu rozdéleni, kterd odpovidd urcité plose vyznacené od kiivky rozdéleni
nebo hustoty. Napiiklad 25. percentil pfedstavuje hodnotu rozdéleni odpovidajici plose, kterd se rovnd 0,25 nebo 25/100.

Tato metoda slouzi k vypoctu percentilt na zakladé redlnych hodnot, které se vyskytuji v datové matici (postup pro
vypocet percentilil).

Robustni variaéni koeficient (%)

Robustni varia¢ni koeficient CVr % piedstavuje bezrozmérné ¢islo, které udavd procento variability analyzované mnozZiny
Cisel. Z tohoto divodu je tento koeficient velice uZite¢ny pro ovéfeni spolehlivosti posuzovatelti ve zkuSebni komisi.
S*

CV, = % 100

95% intervaly spolehlivosti medidnu

95% intervaly spolehlivosti (hodnota chyby prvniho druhu se rovnd 0,05 nebo 5 %) predstavuji interval, v némz by se
hodnota medidnu mohla ménit za predpokladu, Ze by bylo mozné pokus donekonecna opakovat. V praxi oznacuje
interval proménlivosti pokusu za prfijatych provoznich podminek vychdzejici z pfedpokladu, Ze by se pokus mohl
mnohokrat opakovat. Stejné jako v pfipadé CVr% interval napomdhd pii hodnoceni spolehlivosti pokusu.

ICyp = Me + (c s’)
Gy = Me — (¢ % s’)

kde C = 1,96 v piipadé intervalu spolehlivosti na trovni 95 %.

Priklad vypocetniho listu je uveden v piiloze 1 normy I0C/T 20/Doc. ¢&. 15.
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PRILOHA VI
,PRILOHA XXa

METODA PRO ZJISTOVANI CIZICH OLEJU V OLIVOVYCH OLEJiCH

OBLAST PUSOBNOSTI

Tato metoda se pouzivd ke zjistén{ piitomnosti cizich rostlinnych oleji v olivovych olejich. V olivovych olejich
muze byt zjiSténa pritomnost rostlinnych oleji s vysokym obsahem kyseliny linoleové (sGjovy, fepkovy, slunec-
nicovy apod.) a nékterych rostlinnych oleji s vysokym obsahem kyseliny olejové, jako je napiiklad olej z liskovych
ofiskd a slune¢nicovy olej a olivovy olej z pokrutin s vysokym obsahem kyseliny olejové. Zjisténd tiroven zdvisi na
typu ciziho oleje a odridé oliv. U oleje z liskovych offska se béznd droven zjisténi pohybuje mezi 5 a 15 %. Tato
metoda neni schopna identifikovat typ zjisténého ciziho oleje, pouze indikuje, zda je olivovy olej autenticky nebo
neautenticky.

PODSTATA ZKOUSKY

Olej se cisti extrakei na pevnou fdzi (SPE) na silikagelovych patrondch. SloZeni triacylglycerolti (TAG) se stanovi
kapalinovou chromatografii na reverzni fizi s vysokym rozliSenim s pouzitim refraktometrického detektoru

a propionitrilu jako mobilni fize. Methylestery mastnych kyselin (MMK) se pfipravi z ¢isténého oleje methylac
studenym roztokem KOH v methanolu (pfiloha X B) a estery se ndsledné analyzuji pomoci kapildrni plynové
chromatografie za pouziti vysoce poldrni kolony (piiloha X A). Teoretické slozeni triacylglycerolt se vypocte ze
slozeni mastnych kyselin pomoci pocitacového programu za piedpokladu 1,3 — ndhodného a 2 — nahodného
rozdéleni mastnych kyselin v triacylglycerolu, s omezenimi u nasycenych mastnych kyselin na pozici 2. Metoda
vypoctu je modifikaci postupu popsaného v ptiloze XVIIL. Nékteré matematické algoritmy se vypoctou z teoretic-
kych a experimentdlnich (HPLC) triacylglycerolovych sloZeni a vysledné hodnoty se porovnaji s hodnotami obsa-
Zenymi v databdzi vytvofené z autentickych olivovych oleja.

MATERIAL A REAKCNI CINIDLA

Cisténi oleje

Erlenmeyerovy banky o objemu 25 ml.

Sklenéné zkumavky na 5 ml se Sroubovacimi uzdvéry s PTFE spojem.

Silikagelové patrony 1 g (6 ml) pro extrakci na pevnou fizi (napiiklad Waters, Massachusetts, USA).

n-hexan distoty p.a.

Smés rozpoustédel hexan/diethylether (87:13, v/v).

n-heptan ¢istoty p.a..

Aceton (istoty p.a..

Analyza triacylglyceroliis pomoci HPLC
Mikrostiikacky (50 pL) a jehly pro ddvkovani do pfistroje HPLC.

pouzije jako mobilni fize.

Kolona pro HPLC (vnitini primér 25 cm x 4 mm) naplnénd fdzi RP-18 (s velikosti cdstic 4 pm).
Pfiprava methylestertt mastnych kyselin

(viz piiloha X B)

Methanol obsahujici maximalné 0,5 % vody.

Heptan cistoty p.a.

Roztok hydroxidu draselného v methanolu o koncentraci 2 mol/l. 1,1 g hydroxidu draselného se rozpusti v 10 ml
methanolu.

Sklenéné zkumavky na 5 ml se Sroubovacimi uzavéry s PTFE spojem.

Analyza MMK plynovou chromatografii

(Viz metoda stanoveni transnenasycenych mastnych kyselin pomoci kapildrni plynové chromatografie uvedend
v piiloze X A)

Mikrostitkacky (5 pL) a jehly pro davkovani do plynovych chromatografi.
Vodik nebo helium jako nosny plyn.
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3.4.4

3.4.5

4.4

4.4.1

4.4.2

4.4.3

4.4.4

4.5

5.1.

5.2.

Vodik a kyslik pro plamenoionizacni detektor.
Dusik nebo helium jako pomocny nosny plyn.

Kapildrni kolona z taveného kiemene (50-60 m s vnitinim pramérem 0,25 — 0,30 mm), obsahujici fzi kyano-
propylpolysiloxanu nebo kyanopropylfenylsiloxanu (SP-2380 nebo obdobné) o tloustce filmu 0,20-0,25 pm.

PRISTROJE A POMUCKY

Vakuovd aparatura pro extrakci na pevnou fazi.
Rota¢ni odparka.

Zatizeni pro HPLC, které se sklddd z:
odplyfiovace mobilni fize,

ventilu injektoru Rheodyne s 10 pL smyckou,
vysokotlakého cerpadla,

termostaticky regulované susdrny pro HPLC kolony schopné udrzet teplotu nizsi nez teplota okoli (15-20 ° C)
(napiiklad typu Peltier),

refraktometrického detektoru,

pocitacového systému pro sbér dat s integra¢nim programem.

Zatizeni na kapildrni plynovou chromatografii popsané v pifloze X A, vybavené:
délenym néstiikovym zafizenim,

plamenoioniza¢nim detektorem (FID),

susdrnou s programovatelnou teplotou,

pocitatovym systémem pro sbér dat s integraénim programem.

Pocita¢ s programem Microsoft EXCEL.

ANALYTICKY POSTUP
Cisténi oleje

Silikagelova patrona SPE se vlozi do vakuového elu¢niho zafizeni a promyva se ve vakuu s 6 ml hexanu. Vakuum
se uvolni, aby se zabranilo vysuSeni kolony, a pod patronu se umisti Erlenmeyerova barika. Do kolony se vlije
roztok oleje (pfiblizné 0,12 g) v 0,5 ml hexanu a tento roztok se po prichodu kolonou eluuje ve vakuu s 10 ml
smési rozpoustédla (3.1.5) hexan-diethyletheru (87:13 v/v). Eluované rozpoustédlo se homogenizuje a priblizné
polovina jeho objemu se vlije do jiné Erlenmeyerovy bariky. Oba roztoky se oddélené odpaii do sucha na rotacni
odparce za snizeného tlaku pfi pokojové teploté. Pro analyzu triacylglycerolii se jedno z reziduf rozpusti v 1 ml
acetonu (viz prvni odstavec bodu 5.2) a nalije se do sklenéné zkumavky se sroubovacim uzdvérem o objemu 5 ml.
Druhé reziduum se rozpusti v 1 ml n-heptanu a vlije se do druhé sklenéné zkumavky se Sroubovacim uzdvérem
o objemu 5 ml pro pfipravu methylester mastnych kyselin.

Pozndmka: Cisténi oleje 1ze provést pomoci silikagelové kolony dle popisu v metodé IUPAC 2.507.

Analyza triacylglycerolis pomoci HPLC

Nastavi se systém HPLC, teplota kolony se udriuje na 20°C a jako mobilni fize se pouzije propionitril
s pritokovou rychlosti 0,6 ml/min. Po ustaleni zdkladni linie se vstitkne rozpoustédlo; v piipadé, Ze se zdkladni
linie v oblasti 12 aZ 25 min. jevi jako narudend, pouzije se k rozpusténi vzorku jiny typ acetonu nebo smési
propionitrilu s acetonem( 25:75 ).

Pozndmka: Zdkladni linii ve vySe uvedené oblasti narusuji nékteré typy acetonu.

Nastitkne se 10 pl alikvotniho podilu roztoku ¢isténého oleje v acetonu (5 %). Analyza trvd piiblizné 60 min.
Teplota susdrny a/nebo pritok musi byt upraveny tak, aby bylo mozné ziskat chromatogram podobny chromato-
gramu zndzornénému na obrdzku 1, kde se trilinolein (pik 1) eluuje pii 15,5 min a rozlideni mezi dvojicemi
LLL/OLLn (piky 1 a 2) a OLL/OOLn (piky 4 a 5) je dobré.

Vyska piku 2 (OLLn + PoLL) musi doséhnout nejméné 3 % plného rozsahu stupnice.
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Pfiprava methylesterts mastnych kyselin

K roztoku vycisténého oleje v 1 mL n-heptanu se pfidd 0,1 mL roztoku hydroxidu draselného v methanolu
o koncentraci 2 mol/l. Zkumavka se uzavie a pevné zasroubuje. Zkumavka se dikladné protiepe po dobu 15
vtefin a nechd se odstdt, az se vrchni vrstva vycef (5 minut). Roztok n-heptanu je pfipraven k ndstiiku do
plynového chromatografu. Roztok Ize ponechat pii pokojové teploté po dobu maximdlné 12 hodin.

Analyza methylesterit mastnych kyselin plynovou chromatografii

Je nutno pouzit postup popsany v metodé pro stanoveni trans-nenasycenych mastnych kyselin (viz pifloha X A).

Nastavi se plynovy chromatograf pii teploté susdrny 165 °C. Doporucend teplota susdrny je izotermni pii 165 °C
po dobu 10 minut, pak se zvysi na 200 °C pii 1,5 °C/min. Doporucend teplota injektoru se pohybuje mezi 220 °C
a 250 °C s cilem minimalizovat vznik trans-mastnych kyselin (viz ptfloha X A). Teplota detektoru: 250 °C. Jako
nosny plyn se musi pouzit vodik nebo helium pfi tlaku na koloné piiblizné 130 kPa. Objem ndstiiku 1pL
v rezimu déleného ndstiiku.

Je nutno ziskat profil GC podobny jako na obrdzku. Zvldstni pozornost je nutno vénovat rozliSeni mezi C18:3
a C20:1 (pik C18: 3 se musi objevit pfed pikem C20:1). Pro dosazeni téchto podminek je nutno optimalizovat
pocatecni teplotu a/nebo tlak na koloné. Nastavi se podminky injektoru (teplota, délici pomér a objem ndstfiku)
s cilem minimalizovat diskriminaci kyseliny palmitové a kyseliny palmitolejové.

Vyska piku C20:0 pro kvantifikaci trans-izomertt musi dosdhnout pfiblizné 20 % plného rozsahu. Pokud se pik
C18:0 jevi jako naruseny, mnozstvi vzorku se redukuje.

INTEGRACE CHROMATOGRAFICKYCH PIKU
HPLC chromatogram

Obrézek 1 zndzorfuje typicky HPLC chromatogram triacylglycerolii ¢isténého olivového oleje. Pro integraci piki
je nutno zaznamenat tfi zdkladni linie: prvni mezi pocdtkem piku 1 a koncem piku 3, druhou mezi pocitkem
piku 4 a sedlem pred pikem 8 a tfeti mezi sedlem pfedchédzejicim piku 8 a koncem piku 18.

Celkovéd plocha je souctem ploch viech pika (identifikovanych i neidentifikovanych) od piku 1 po pik 18.
Procentni podil kazdého piku je ddn ndsledujicim vzorcem:

TAG, (%) = 100 (A; + Ap)

Procentni podil se musi vyjadrit s pfesnosti na dvé desetinnd mista.

Plynovy chromatogram

Obrézek 2 zndzornuje plynovy chromatogram alkylesterti mastnych kyselin ziskanych z ¢isténého olivového oleje.
Vypocte se procentni podil ndsledujicich mastnych kyselin:

palmitovd P (C16:0) = methylester + ethylester

stearova S (C18:0) = methylester

palmitolejovd Po (C16:1) = soucet methylesterti obou cis-isomerti

olejovd O (C18:1) = soucet methylesterti obou cis-isomerti + ethylester + trans-isomery
linolové L (C18:2) = methylester+ ethylester + trans-isomery

linolenové Ln (C18:3) = methylester + trans-isomery

arachovd A (C20:0) = methylester

ikosenové (gondoovd) G (C20:1) = methylester

V plynovém chromatogramu mohou chybét estery ethylalkoholu a trans-izomert.

Celkové plocha (AT) je souctem viech pikd, které se objevuji v chromatogramu od C14:0 po C24:0, kromé piku,
ktery odpovidd skvalenu. Procentni podil kazdého piku se vypocitd nasledujicim zpiisobem:

FA, (%) = 100 (A, + Ay
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Vysledek se musi vyjadfit s pfesnosti na dvé desetinnd mista.

Pro vypocty pocitatovych programt neni nutné provést normalizaci na 100, protoze se provaddi automaticky.

Obrdzek 1

HPLC chromatogram triacylglycerolit u panenského olivového oleje ,,Chamlali“. Hlavni slozky chromato-
grafickych pikd
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(1) LLL; (2) OLLn + PoLL; (3) PLLn; (4) OLL; (5) OOLn + PoOL;
(6) PLL + PoPoO; (7) POLn + PPoPo + PPoL; (8) OOL + LnPP; (9) PoOO;
(10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo; (12) PLP;
(13) OO0 + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; (17) SOO;
(18) POS + SLS.
Tabulka 1

Udaje o opakovatelnosti stanoveni triacylglycerolts v panenském olivovém oleji metodou HPLC pfi
teploté kolony 20 °C s uZitim propionitrilu jako mobilni fize

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5

een | PRy TAG Sl €l s & & 2] | =
Elg| £ 2|5 £|¢9|£f]¢

o =4 A o~ A =4 A o~ o o~

1 LLL 0,020 ( 7,23 | 0,066 | 5,18 | 0,095 | 4,10 | 0,113 | 0,95 0,34 [ 1,05

42 2 OLLn+ PoLL 0,085 7,44 | 0,24 1,78 [ 0,26 | 2,25 0,35( 2,02 | 050 2,83

3 PLLn 0,023 115,74 [ 0,039 | 5,51 | 0,057 | 5,62 | 0,082 | 4,35 0,12 6,15

4 OLL 0,47 | 1,52 1,53 0,42 2,621 0,98 3,35 ( 1,05 4,37 1,13

5 | OOLn+ PoOL | 1,07 | 2,01 | 1,54| 046 | 1,61] 0,71 | 1,72| 1,07 | 1,77 | 2,40

6 P+ PoPoO | 011 (1286 | 024 437 | 065|132 135|073 | 228 1,24
POLn +
7 PpoPo + Ppol. 0,42 511 | 049 2,89 | 0,55| 2,01 | 0,85 1,83 | 1,09 1,96
8 OOL + LnPP 6,721 0,63 | 879 0,31 | 11,21 | 0,42 | 13,25 0,33 | 15,24 | 0,23
9 | PoOO 1,24 | 2,86 | 1,49 095 | 1,63| 085 | 2,12 0,45 | 2,52 0,56
46 10 | SLL + PLO 2,70 | 0,65 | 4,05| 0,70 | 6,02| 0,65 | 9,86 | 0,53 | 11,53 | 0,31
PoOP + SpoL
11 |+ SOLn + 0,64 | 442 | 069 302 079 1,23 1,53]| 0,89 | 1,70 1,66

SpoPo
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Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 Vzorek 4 Vzorek 5
Pik s s s s s
ECN | ppre | TAG Sl sl S|l S| | =
£ g | £ g | £ g | £ g | £ =}
& 2z E 2z E 2 £ 2 £ 2
00O + PLP +
12+13| poop 49,60 | 0,07 | 48,15| 0,06 | 42,93 | 0,06 | 33,25 | 0,10 | 24,16 | 0,06
48
14 | SOL 0,82 1,72 | 092|156 | 1,05| 1,32 1,25| 1,05| 1,60 1,77
15 | POO 22,75 0,25 | 21,80 | 0,20 | 21,05 | 0,30 | 20,36 | 0,35 | 20,17 | 0,14
16 | POP 3,05| 0,46 | 4,56 042 | 498 0,52 | 526 041 | 557| 0,38
50 17 | SOO 6,87 | 0,21 | 556 0,33 | 4,86 0,43 | 4,12 0,72 | 3,09 0,69
18 | POS + SLS 1,73 1,23 | 1,65| 1,10 | 1,54| 0,99 | 1,49| 1,10 | 1,41 | 1,00
n = 3 opakovani

RSD, = relativni smérodatnd odchylka opakovatelnosti

Obrdzek 2

Plynovy chromatogram alkylesters mastnych Kkyselin ziskanych z olivového oleje z pokrutin
transesterifikaci studenym roztokem KOH v methanolu

82.691

. o
2 ©
< -
S S 8
X S =
3 c
65.226-
47.761
3
s
o
o ©
o o
5 o
(mV)  30.2064 &
o
& 8
- &
= £ e ©
© 2 [} N o2 o
5% 5 o @ 8
12.8314 25 5 8 o 3
8 g 2 3 s @
Y- b Lond = & [XB o 8
g =7 = $ 28 /3 & 2
o ] /9 - < | ] & 88|/ © I o 2
A O & e 2 L gol 3 2 | &
o 2lo o Q o o 5 o 8 Q
g Slz g 8 glll ¢ lg & g
© e ] = =2 =5/ | 3
L_L 5 T - Al / L. A
-4.634 I I ! 1
0.0 7.4 14.8 222 296 37.0

Cas (min)



17.12.2013 Utedni véstnik Evropské unie L 338/67

7. DETEKCE CIZICH OLEJU V OLIVOVYCH OLEJICH

Metoda vypoctu detekee cizich oleji v olivovych olejich pomoci srovndni matematickych algoritm@ s databdzi
vytvofenou z autentickych olivovych oleju je uvedena v pifloze I normy 10C/T.20/Doc. & 25.°



	Prováděcí nařízení Komise (EU) č. 1348/2013 ze dne 16. prosince 2013, kterým se mění nařízení (EHS) č. 2568/91 o charakteristikách olivového oleje a olivového oleje z pokrutin a o příslušných metodách analýzy

