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VB
NARIADENIE KOMISIE (EHS) ¢&. 2568/91
z 11. jila 1991,
o charakteristikach olivového oleja a oleja z olivovych zvySkov a o
prislusnych analytickych metodach
Vv M20

Clanok 1

1. Oleje, ktorych charakteristiky sa zhoduji s Udajmi uvedenymi
v bodoch 1 a 2 prilohy I k tomuto nariadeniu, sa povazuju za panenské
olivové oleje v zmysle bodu 1 pism. a) a b) prilohy k nariadeniu
¢. 136/66/EHS.

2. Olej, ktorého charakteristiky sa zhoduju s udajmi uvedenymi v bode
3 prilohy I k tomuto nariadeniu, sa povazuje za lampantovy olivovy olej
v zmysle bodu 1 pism. c) prilohy k nariadeniu ¢. 136/66/EHS.

3. Olej, ktorého charakteristiky sa zhoduji s udajmi uvedenymi
v bode 4 prilohy I k tomuto nariadeniu, sa povazuje za rafinovany
olivovy olej v zmysle bodu 2 prilohy k nariadeniu ¢. 136/66/EHS.

4. Olej, ktoré¢ho charakteristiky sa zhoduju s tdajmi uvedenymi
v bode 5 prilohy I k tomuto nariadeniu, sa povazuje za olivovy olej
zmieSany z rafinovanych olivovych olejov a panenskych olivovych
olejov v zmysle bodu 3 prilohy k nariadeniu ¢. 136/66/EHS.

5. Olej, ktorého charakteristiky sa zhoduji s udajmi uvedenymi
v bode 6 prilohy I k tomuto nariadeniu, sa povazuje za surovy zvyskovy
olivovy olej v zmysle bodu 4 prilohy k nariadeniu ¢. 136/66/EHS.

6.  Olej, ktorého charakteristiky sa zhoduju s idajmi uvedenymi v bode
7 prilohy I k tomuto nariadeniu, sa povazuje za rafinovany zvyskovy
olivovy olej v zmysle bodu 5 prilohy k nariadeniu ¢. 136/66/EHS.

7. Olej, ktorého charakteristiky sa zhoduju s udajmi uvedenymi v bode
8 prilohy I k tomuto nariadeniu, sa povazuje za zvyskovy olivovy olej
v zmysle bodu 6 prilohy k nariadeniu ¢. 136/66/EHS.
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VY M26
Clanok 2

1. Vlastnosti olejov uvedené v prilohe I sa stanovujii v sulade
s tymito analytickymi metodami:

a) na stanovenie vol'nych mastnych kyselin vyjadrenych ako percentu-
alny obsah kyseliny olejovej — metéda uvedena v prilohe II;

b) na stanovenie peroxidového ¢isla — metdda uvedend v prilohe III;

¢) na stanovenie obsahu voskov — metoda uvedena v prilohe IV,

d) na stanovenie zloZenia a obsahu sterolov a triterpénovych diolov
kapilarnou plynovou chromatografiou — metéda uvedend v prilohe V;

e) na stanovenie percentualneho obsahu 2-glyceril monopalmitatu —
metoda uvedend v prilohe VII;

f) na spektrofotometricku analyzu — metéda uvedend v prilohe IX;

VM28
g) na stanovenie zloZenia mastnych kyselin — metdoda uvedena
v prilohe X;

VY M26
h) na stanovenie prchavych halogénovanych rozpustadiel — metdda
uvedena v prilohe XI;

i) na hodnotenie organoleptickych vlastnosti panenského olivového
oleja — metdda uvedend v prilohe XII;

j) na stanovenie stigmastadiénov — metdéda uvedena v prilohe XVII;

k) na stanovenie obsahu triacylglycerolov prostrednictvom ECN42 —
metdda uvedend v prilohe XVIII;

Vv M28
1) na stanovenie obsahu alifatickych a triterpénovych alkoholov —
metoda uvedena v prilohe XIX;

VY M26
m) na stanovenie obsahu voskov, metylesterov mastnych kyselin
a etylesterov mastnych kyselin — metéoda uvedena v prilohe XX.

VM28

VY M26
2. Overovanie organoleptickych vlastnosti panenskych olejov usku-
toCliuju vnutroStatne organy alebo ich zastupcovia prostrednictvom
degustaénych pordt schvalenych ¢lenskymi §tatmi.
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VY M26

Organoleptické vlastnosti olejov, ako sa uvadza v prvom pododseku, sa
povazuju za zhodné s deklarovanou kategoriou, ak degustacna porota
schvalena prislusSnym clenskym $tatom toto zatriedenie potvrdila.

V pripade, Ze by degustacna porota nepotvrdila deklarovanu kategoriu,
pokial’ ide o organoleptické vlastnosti, vnitroStatne organy alebo ich
zastupcovia na ziadost' zainteresovanej strany bezodkladne vykonaju
dve kontrolné posudenia prostrednictvom inych schvalenych pordt,
z ktorych asponi jedna je porotou schvélenou dotknutym clenskym
Statom produkujicim olivovy olej. Prislusné vlastnosti sa povazuju za
zhodné s deklarovanymi vlastnostami, ak sa deklarované zatriedenie
potvrdi asponn dvomi kontrolnymi posudeniami. Ak sa tak nestane,
uvedend zainteresovana strana zna$a ndklady na kontrolné postdenia.

3. Na overovanie vlastnosti oleja podla odseku 1 vnutrostatnymi
organmi alebo ich zastupcami sa vzorky odoberaji v sulade
s medzinarodnymi normami EN ISO 661 o priprave vzoriek na analyzu
a EN ISO 5555 o odbere vzoriek. Bez ohl'adu na bod 6.8 normy EN
ISO 5555 sa vSak odber vzorky v pripade davok takychto olejov vo
vnutornom obale uskutoéni v sulade s prilohou Ia k tomuto nariadeniu.
Odber vzoriek olejov v prepravnych obaloch, v pripade ktorych odber
nemozno uskutocnit’ podla normy EN ISO 5555, sa uskutociiuje
v sulade s pokynmi prislusnych organov ¢lenského Statu.

Bez toho, aby bola dotknutd norma EN ISO 5555 a kapitola 6 normy
EN ISO 661, sa odobraté vzorky ¢o najskdr umiestnia na tmavé miesto,
mimo silného zdroja tepla, a zasli do laboratéria na analyzu, a to
najneskor piaty pracovny deil po odobrati, inak sa vzorky udrziavaju
sposobom, aby sa ich kvalita neznizila alebo aby sa neznehodnotili
pocas prepravy alebo skladovania pred odoslanim do laboratoria.

4. Na ucely overovania stanovené¢ho v odseku 3 sa analyzy uvedené
v prilohach II, III, IX, XII a XX a vSetky kontrolné analyzy vyzadované
podla vnutrostatnych zakonov, ak také su, vykonavaju v pripade bale-
nych vyrobkov pred uplynutim minimalnej doby trvanlivosti. Pokial’ ide
o odber vzoriek olejov v prepravnych obaloch, uvedené analyzy sa
vykonaju najneskor Sest’ mesiacov po mesiaci odberu vzorky.

Na ostatné analyzy stanovené v tomto nariadeni sa neuplatiiuje Ziadne
casové obmedzenie.

Ak vysledky analyz nezodpovedaji deklarovanym vlastnostiam kate-
gorie olivového oleja alebo oleja z olivovych vyliskov, tato skuto¢nost
sa oznami dotknutej strane najneskor mesiac pred koncom lehoty stano-
venej v prvom pododseku, a to okrem pripadov, ked’ sa vzorka odobrala
menej ako dva mesiace pred ditumom miniméalnej trvanlivosti.
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VY M26

5. Na ucely urCenia vlastnosti olivovych olejov metédami stanove-
nymi v odseku 1 prvom pododseku sa vysledky analyzy priamo porov-
naju s medznymi hodnotami stanovenymi v tomto nariadeni.

VY M25
Clénok 2a

1.  Na ucely tohto ¢lanku oznacuje ,,predavany olivovy olej* celkové
mnozstvo olivového oleja a zvySkového olivového oleja prislusného
Clenského Statu, ktory sa v tomto State spotrebuje alebo sa z neho
vyvezie.

2. Clenské $taty zabezpedia selektivne a primerane &asté vykonavanie
kontrol zhody na zéklade analyzy rizik, aby sa zaistilo, Ze preddvany
olivovy olej je v sulade s deklarovanou kategoriou.

3. Kiritéria na postudenie rizik mézu zahinat’ aj:

a) kategoriu oleja, obdobie vyroby, cenu oleja vzhl'adom na cenu inych
rastlinnych olejov, postupy mieSania a balenia, skladovacie zaria-
denia a podmienky, krajinu poévodu, krajinu urcenia, spdsob
prepravy alebo objem zésielky;

b) poziciu subjektov v obchodnom retazci, objem a/alebo hodnotu
oleja, ktory predavaju, kategorie oleja, ktoré predavaju, druh vyko-
navanej podnikatel'skej ¢innosti, ako je mletie, skladovanie, rafino-
vanie, mieSanie, balenie alebo maloobchodny predaj;

¢) zistenia z predchadzajucich kontrol vratane poc¢tu a druhu zistenych
nedostatkov, obvyklej kvality preddvaného oleja, Grovne pouZiva-
ného technického vybavenia;

d) spolahlivost systémov zaistenia kvality alebo systémov samokon-
troly subjektu tykajicich sa dodrziavania obchodnych noriem;

e) miesto vykonavania kontrol, najmi ¢i ide o prvé miesto vstupu do
Unie, posledné miesto vystupu z Unie alebo miesto vyroby, balenia,
nakladania alebo predaja oleja koncovému spotrebitelovi;

f) akékol'vek dalSie informdcie, ktoré moézu poukazovat na riziko
nedodrziavania noriem.

4. Clenské $taty vopred ustanovia:

a) kritéria posudenia rizika nedodrziavania obchodnych noriem pri
zasielkach;

b) na zaklade analyzy rizik pre kazda rizikova kategoriu minimalny
pocet subjektov alebo zasielok a/alebo mmozstiev, pri ktorych sa
vykonaju kontroly zhody.
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VY M25

Rocne sa vykond minimélne jedna kontrola zhody na tisic ton predava-
ného olivového oleja v ¢lenskom State.

5. Clenské staty overuju sulad:

a) vykonanim analyz stanovenych v prilohe I v T'ubovolnom poradi
alebo

b) postupne v poradi stanovenom v prilohe Ib v rozhodovacom strome,
az kym nedosiahnu jedno =z rieSeni nachadzajicich sa
v rozhodovacom strome.

VYM19

VY M25
Clénok 3

Ak sa zisti, Ze urcity olej nezodpoveda jeho opisu kategérie, dotknuty
Clensky S§tat uplatiuje bez toho, aby boli dotknuté akékol'vek iné
pokuty, ucinné, primerané a odradzajuce sankcie, ktoré treba stanovit
vzhl'adom na zévaznost’ zistenych nezrovnalosti.

Pokial’ sa pri kontrolach zistia vyrazné nezrovnalosti, zvySia ¢lenské
Staty periodicitu kontrol, ktoré sa tykaju stupiia uvedenia na trh, kate-
gorie oleja, povodu alebo inych kritérii.

Clanok 4

VYM19
1. The Member States may approve assessment panels so that
national authorities or their representatives can assess and verify orga-
noleptic characteristics.

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

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

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

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

vMs
2. Ak clenské $taty narazia pri ustanovovani degustacnych pordt na
svojom uzemi na t'azkosti, mozu sa obratit’ na degustacnll porotu schva-
lentl v inom ¢lenskom State.

3. Kazdy c¢lensky $tat vypracuje zoznam degustaénych porot ustano-
venych odbornymi alebo medziodvetvovymi organizaciami v stlade
s podmienkami uvedenymi v odseku 1 a zabezpe¢i dosiahnutie suladu
s tymito podmienkami.

VYM19

Clanok 6

1. Obsah oleja v pokrutindch a ostatnych olejovych zvyskov, ktoré
vznikaju pri extrakcii olivového oleja (¢iselné znaky KN 2306 90 11
a 2306 90 19), sa stanovi pouzitim metédy uvedenej v prilohe XV.
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2. Obsah oleja uvedeny v odseku 1 sa vyjadri ako percento hmot-
nosti oleja ku hmotnosti suSiny.

VY M20
Clénok 7

Uplatituju sa ustanovenia spolocenstva tykajuce sa pritomnosti necistot.

Pokial’ ide o halogénované rozpustadla, pre vsetky kategorie olivovych
olejov platia nasledovné limity:

— maximalny objem kazdého detekovaného halogénovaného rozpust-
adla: 0,1 mg/kg,

— maximalny celkovy objem detekovanych halogénovanych rozpusta-
diel: 0,2 mg/kg.
VY M25
Clanok 7a
Fyzické alebo pravnické osoby a skupiny osob, ktoré skladuji olivovy
olej a zvyskovy olivovy olej od stadia extrakcie v mlyne az po Stadium

plnenia do flia§ na akékol'vek odborné alebo komerc¢né tucely, su
povinné viest’ evidenciu o vstupe a vystupe kazdej kategorie tohto oleja.

Clensky $tat zaisti riadne dodrziavanie povinnosti ustanovenej v prvom
odseku.

Clanok 8

1. Clenské $tity Komisii oznamia opatrenia na vykonavanie tohto
nariadenia. Komisiu informuju o ich akychkol'vek naslednych zmenach.

2. Najneskor do 31. méja kazdého roku clenské Staty predlozia
Komisii spravu o zavadzani tohto nariadenia za predchadzajuci kalen-
darny rok. Sprava obsahuje minimalne vysledky kontrol zhody vykona-
nych na olivovom oleji podl'a $ablon stanovenych v prilohe XXI.

3. Oznamenia uvedené v tomto nariadeni sa podavaju podla naria-
denia Komisie (ES) ¢. 792/2009 (V).

Clanok 9

Nariadenie EHS ¢. 1058/77 sa tymto zruSuje.

Clénok 10

1. Téato smernica nadobuda ucinnost’ treti denn od jej uverejnenia
v Uradnom vestniku Eurdpskych spolocenstiev.

Postup uvedeny v prilohe XII sa vSak bude uplatnovat od
» M1 1. novembra 1992 <, okrem postupov typkajiicich sa systému
intervencie.

M U. v. EU L 228, 1.9.2009, s. 3.
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Dana metdda sa neuplatiiuje na panensky olivovy olej pripraveny na trh
pred 1. novembrom 1992.

2.  Toto nariadenie sa nebude uplatiovat’ na olivovy olej a olej
z olivovych zvySkov naplneny do obalov pred tym, ako toto nariadenie
nadobudlo ucinnost, a na oleje predavané do 31. oktobra 1992.

Toto nariadenie je zavdzné vo svojej celistvosti a priamo uplatnitel'né vo
vSetkych ¢lenskych Statoch.
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Priloha XXI:

PRILOHY
Obsah
Vlastnosti olivovych olejov

Odber vzoriek olivového oleja alebo oleja z olivovych
vyliskov dodavanych v bezprostrednom obale

Rozhodovaci strom na overenie siladu vzorky olivového
oleja s deklarovanou kategoriou

Stanovenie volnych mastnych kyselin, studena metdda
Stanovenie peroxidového Cisla

Stanovenie obsahu voskov pomocou kapilarnej plynovej
chromatografie

Stanovovanie skladby a obsahu sterolov a triterpénovych
diolov kapilarnou plynovou chromatografiou

»M21 Stanovenie percentudlneho obsahu 2-glyceril
monopalmititu <«

Spektrofotometrické skimanie v ultrafialovej oblasti

Stanovovanie metylesterov mastnych kyselin plynovou
chromatografiou

Stanovenie prchavych halogenovanych rozpustadiel
v olivovom oleji

Metoéda medzinarodnej rady pre olivy na organoleptické
hodnotenie panenskych olivovych olejov

Obsah oleja v olivovych zvyskoch
Stanovenie jodového cisla
Metody stanovenia stigmastadiénov v rastlinnych olejoch

Stanovenie rozdielu medzi skutoénym a teoretickym
obsahom triglyceridov s ECN 42

> M28 Stanovovanie obsahu alifatickych
a triterpénovych alkoholov kapilarnou plynovou chroma-
tografiou <«

Metoda na stanovenie obsahu voskov, metylesterov mast-
nych kyselin a etylesterov mastnych kyselin kapilarnou
plynovou chromatografiou

Vysledky kontrol zhody vykonanych na olivovom oleji
podla ¢lanku 8 ods. 2



VY M27

PRILOHA I

Vlastnosti olivovych olejov

Rozdiel: Oreanolep- Organolep-
Peroxi- 2-glyceril Stigmasta- ECN42 K tick%': hOdl’Il)O— ticke
Kategbri Etylestery mastnych | Kyslost |dové &islo Vosky glycert’. en (HPLC) . 268 " ) hodnotenie
ategoria Kkvseli * 0N (% -~ monopalmitat diény Kszp (%) alebo [Delta-K (¥*) tenie o
yselin (EEMK) (*) [ (%) (*) mEq mg/kg (**) o | a ECN42 * L Median
O,/kg (*) (o) mg/kg () (teoreticky Koo () Medidn defei( "] ovocnosti
vipotet) tora (M Yoy )
1. Extra EEMK <40 mg/ | <0,8 <20 C42 + C44 + C46 < 150 < 0,9 ak je < 0,05 <10,2] <250 | £0,22 [ <£0,01 Md =0 Mf > 0
panensky kg (rok zberu celkovy obsah
olivovy olej 2013 — 2014) (® kyseliny palmi-
tovej v % < 14 %
EEMK < 35 mg/
kg (rok zberu
2014 — 2016)
EEMK < 30 mg/ )
kg (roky zberu < 1,0 ak je
po roku 2016) celkovy obsah
kyseliny palmi-
tovej v % > 14 %
2. Panensky — <20 <20 C42 + C44 + C46 < 150 < 0,9 ak je < 0,05 <10,2| <260 | <025 [ <£0,01 Md < 3,5 Mf > 0
olivovy olej celkovy obsah
kyseliny palmi-
tovej v % < 14 %
< 1,0 ak je
celkovy obsah
kyseliny palmi-
tovej v % > 14 %

910T°80°%0 — XS — 89STUT6610
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Kategoria

Etylestery mastnych
kyselin (EEMK) (*)

Kyslost’
(%) (*)

Peroxi-
dové cislo
mEq
Oy/kg (%)

Vosky
mg/kg (**)

2-glyceril
monopalmitat

(%)

Stigmasta-
diény
mg/kg ()

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

Koz ()

Kaes
alebo

Koo (*)

Delta-K (¥*)

Organolep-
tické hodno-
tenie
Median defek-
toru (Md) (*)

Organolep-
tické
hodnotenie
Median
ovocnosti

Mf) (*)

3. Lampovy
olivovy olej

> 2,0

B

C40 + C42 + C44 + C46
< 300 C)

< 0,9 ak je
celkovy obsah
kyseliny palmi-
tovej v % < 14 %

< 1,1 ak je
celkovy obsah
kyseliny palmi-
tovej v % > 14 %

< 0,50

<10,3]

Md
>35(%)

4. Rafinovany
olivovy olej

C40 + C42 + C44 + C46 < 350

< 0,9 ak je
celkovy obsah
kyseliny palmi-
tovej v % < 14 %

< 1,1 ak je
celkovy obsah
kyseliny palmi-
tovej v % > 14 %

< 10,3

< 1,10

<0,16

5. Olivovy olej
zlozeny

z rafinovanych
a panenskych
olivovych
olejov

C40 + C42 + C44 + C46 < 350

< 0,9 ak je
celkovy obsah
kyseliny palmi-
tovej v % < 14 %

< 1,0 ak je
celkovy obsah
kyseliny palmi-
tovej v % > 14 %

<103

< 0,90

< 0,15

910T°80°%0 — IS — 89STUT6610
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Y M27

' Rozdiel: Organolep- Org_anolep—
Peroxi- 2-glyceril Stigmasta-| LCN42 K tické hodno- ticke
. Etylestery mastnych | Kyslost |dové &islo Vosky slycerll. e (HPLC) 268 . hodnotenie
Kategoria kyselin (EEMK) (%) | (%) (*) mE merkg (**) monopalmitat diény a ECN42 Kz, (%) alebo [ Delta-K (¥*) tenie Median
yeelin € 0,/k ¥ * gre (%) mg/kg (V) S K7 (%) Median defek- .
kg (¥) (teoreticky toru (Md) (*) ovocnosti
vypocet) (Mf) (*)
6. Surovy olej — — — C40 + C42 + C44 + C46 <14 — <10,6| — — — — —
z olivovych > 350 (°)
vyliskov
7. Rafinovany — <03 <5 C40 + C42 + C44 + C46 > 350 <14 — <10,5| — < 2,00 < 0,20 — —
olej
z olivovych
vyliskov
8. Olej — <10 <15 C40 + C42 + C44 + C46 > 350 <12 — <10,5| — < 1,70 <0,18 — —
z olivovych
vyliskov
(") Celkovy obsah izomérov, ktoré sa (ne-)daji separovat pomocou kapilarnej kolony.
(?) Tato medzna hodnota sa uplatiiuje na olivové oleje vyrobené poéniic 1. marcom 2014.
(®) Oleje s obsahom voskov od 300 mg/kg do 350 mg/kg sa povazuju za lampovy olivovy olej, ak celkovo obsahuji najviac 350 mg/kg alifatickych alkoholov alebo ak obsahuju najviac 3,5 % erytrodiolu a uvaolu.
(*) Median defektoru moze byt 3,5 alebo niz$i a median ovocnosti je rovny 0.
(°) Oleje s obsahom voskov medzi 300 mg/kg az 350 mg/kg sa povazuju za surovy olej z olivovych vyliskov, ak je celkovy obsah alifatickych alkoholov vyssi ako 350 mg/kg a ak je obsah erytrodiolu a uvaolu vyssi ako 3,5 %.
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Skladba mastnych kyselin (!) Celkovy Skladba sterolov
Celkovy obsah
trans-
?Eilaslj izoméro- Celkovy
. . v kyse- y Erytrodiol
Kategoria Linolé Tkoza- | Eik Behé- | Li 120mero- 1y Chol Brasi- | K. AppBsi Delta-7- obsah a uvaol
& Myristova 1o ?- OZ%- ! Os,e ) ¢ e'- 1gn0f:e- v kyse- linoloy . oles- rast- amp ezs- Stigmasterol PP BS“? s stigmaste- sterolov ) (%
o nova nova nova nova rova liny |. ve terol | kasterol | terol (%) (%) terol (?) nol ) (mg/kg) (%) (**)
Wolen | oo | e | o | O | oo Pl e | e | Vo ew e
oleglovej ny lino- (%)
o) Iénovej
(%)
Extra panensky olivovy olej <003 | <1,00]|<0,60[<0,40([<020]<020[<0,05[{<005| <05 | =<0, <40 < kamp. > 93,0 <05 > 1000 <45
Panensky olivovy olej <003 |<1,00]<0,60[<0,40([<020]<020]<0,05[<0,05| <05 ]| <0, <40 < kamp. > 93,0 <05 > 1000 <45
Lampovy olivovy olej <003 | <1,00]<0,60]<0,40(<020]<020]<0,10[{<0,10| 0,5 ]| =<0,1 <40 — > 93,0 <05 >1000 [ <45®
Rafinovany olivovy olej <003 |<1,00]<0,60[<0,40(<0,20]<0,20[<0,20(<0,30| 0,5 | <0,1 <40 < kamp. > 93,0 <0,5 > 1000 <45
Olivovy olej zlozeny | < 0,03 | <1,00 [<0,60 <040 | <0,20 | <0,20[<0,20<030| <0,5| <0, <40 < kamp. > 93,0 <05 > 1000 <45
z rafinovanych a panenskych
olivovych olejov
Surovy olej z olivovych vyliskov | < 0,03 | < 1,00 [ <0,60 [<0,40 [ <0,30 [<0,20<0,20<0,10| 0,5 [ 0,2 <40 — >93,0 <0,5 >2500 [ >4,50)
Rafinovany olej z olivovych vyli- [ < 0,03 | < 1,00 |<0,60|<040|<030]<020]<040]<035| <05 | <0,2 <40 < kamp. > 93,0 <05 > 1800 > 45

skov
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Y M27

Skladba mastnych kyselin (!) Celkovy Skladba sterolov
Celkovy ?:;Snzt_l
obsah izoméro-
trans- |0 kyse- Celkovy Erytrodiol
L L i . i . izoméro- ) . . Delta-7- obsah
Kategoria .. | Linolé- | Ikozé- | Eikose- | Behé- |Lignoce-| | . liny | Choles- | Brasi- | Kampes- | .. Apppsitos- | ) a uvaol
Myristova . . . . . V KYSC- Hinolove- 1 1 Stigmasterol 5 | stigmaste- [ sterolov (%) (%)
(%) nova nova nova nova rova liny ! > tero kasterol | terol (?) (%) terol (%) nol () (mg/kg) ()
@ | @ | | @ | O | oreiove TRl @) | ) %) @) (=) | ",
f) J ny lino- (%)
o) Iénovej
]
(%)
8. Olej z olivovych vyliskov <003 | <100]<0,60]<0,40[<030]<020]<040]<035| <05 ] =<0,2 <40 < kamp. | > 93,0 <05 | >1600 > 45
(') Obsah ostatnych mastnych kyselin (%): palmitovej: 7,50 — 20,00; palmitoolejovej: 0,30 — 3,50; heptadekanovej: < 0,30; heptadecénovej: < 0,30; stearovej: 0,50 — 5,00; olejovej: 55,00 — 83,00; linolovej: 2,50 — 21,00.
(®) Pozri dodatok k tejto prilohe.
(®) App B-sitosterol: Delta-5,23-stigmastadienol + chlerosterol + beta-sitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol + delta-5,24-stigmastadienol.
(*) Oleje s obsahom voskov od 300 mg/kg do 350 mg/kg sa povazuju za lampovy olivovy olej, ak celkovo obsahuji najviac 350 mg/kg alifatickych alkoholov alebo ak obsahuju najviac 3,5 % erytrodiolu a uvaolu.
(°) Oleje s obsahom voskov medzi 300 mg/kg az 350 mg/kg sa povazuju za surovy olej z olivovych vyliskov, ak je celkovy obsah alifatickych alkoholov vyssi ako 350 mg/kg a ak je obsah erytrodiolu a uvaolu vyssi ako 3,5 %.
Poznamky:
a) Vysledky analyz sa musia uvadzat s rovnakym po&tom desatinnych miest, aky je uréeny pre jednotlivé vlastnosti. Cislica na poslednom desatinnom mieste sa musi zaokruhlit' smerom nahor, ak je
nasledujuca éislica vaésia ako 4.
b) Ak hoci len jedina vlastnost’ nezodpoveda uréenym hodnotam, tento olivovy olej mozno na ucely tohto nariadenia zaradit’ do inej kategdrie alebo oznacit' za nevyhovujuci z hladiska Cistoty.
¢) Kovalitativna vlastnost’ oleja oznacena hviezdickou (*) znamend, ze: — v pripade lampového olivového oleja sa obe prislusné medzné hodnoty mozu lisit” od stanovenych hodnét sucasne; —
v pripade panenskych olivovych olejov, ak sa aspon jedna z tychto medznych hodnét lisi od stanovenych hodnét, kategoria olejov sa zmeni, hoci ich zaradenie v jednej z kategérii panenskych
olivovych olejov sa nadalej zachova.
d) Kovalitativne vlastnosti olivovych olejov oznacené dvoma hviezdi¢kami (**) znamenajt, Ze pre vSetky druhy olivovych olejov z olivovych vyliskov sa obe prislusné medzné hodnoty mézu lisit’ od

stanovenych hodnot sucasne.
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Y M27

Dodatok

ROZHODOVACI STROM

Rozhodovaci strom pre kampesterol v panenskych a extra panenskych olivovych olejoch:

4,0 % <kampesterol < 4,5 % }

{

stigmasterol < 1,4 % ]

A-7-stigmastenol < 0,3 % J

Ostatné parametre musia spiflat’ medzné hodnoty stanovené v tomto nariadeni.
Rozhodovaci strom pre delta-7-stigmastenol:

— v extra panenskych a panenskych olivovych olejoch

{ 0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,8 % J

i
{ kampesterol < 3,3 % } [ ke ;F;Pcsf‘flz;sstggll ’s ] ( stigmasterol < 1,4 %

i ( AECN42<10,1|

Ostatné parametre musia spifiat’ medzné hodnoty stanovené v tomto nariadeni.

— v oleji z olivovych vyliskov (surovom a rafinovanom)

| 0,5 % < A-7-stigmastenol < 0,7 % 1

AECN42 < | 0,40 | stigmasterol <1,4%

ostatné parameter

vmedznych hodnotich
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VY M26

PRILOHA Ia
ODBER VZORIEK OLIVOVEHO OLEJA ALEBO OLEJA
Z OLIVOVYCH VYLISKOV DODAVANYCH V BEZPROSTREDNOM
OBALE

Tato metéda odberu vzoriek sa uplatiluje na davky olivového oleja alebo oleja
z olivovych vyliskov umiestnené v bezprostrednom obale. V zavislosti od toho,
¢i bezprostredny obal presahuje 5 litrov alebo nie, sa uplatiuju rozne metody
odberu.

,Davka“ je sada predajnych jednotiek, ktoré¢ sa produkuju, vyrabaju a balia
v takych podmienkach, Ze olej nachadzajici sa v kazdej predajnej jednotke sa
povazuje za homogénny, pokial’ ide o vSetky analytické vlastnosti. Individuali-
zacia davky sa musi uskutocnit’ v stlade so smernicou Eurdpskeho parlamentu
a Rady 2011/91/EU (V).

,,Ciastkova vzorka“ je mnoZstvo oleja v bezprostrednom obale odobraného
z nahodného bodu davky.

1. OBSAH PRIMARNEJ VZORKY

1.1. Bezprostredny obal nepresahujuci 5 litrov

»Primarna vzorka®“ v pripade bezprostredného obalu nepresahujiceho 5
litrov je pocet Ciastkovych vzoriek odobranych z davky, a to v stlade
s tabulkou 1.

Tabulka 1

Minimalna vePkost’ primarnej vzorky musi pozostavat’ z nasledovného

Pokial' ma bezprostredny obal objem

Primarna vzorka sa sklada z oleja

a) aspon 1 liter

a) z 1 bezprostredného obalu

b) menej ako 1 liter

b) z minimalneho poctu baleni

s celkovym objemom aspon
1,0 litra

Kazdy ¢lensky §tat moze zvysit' pocet baleni, ktory sa uvadza v tabulke 1
a ktory predstavuje primarnu vzorku, podla vlastnych potrieb (napr. na
ucely organoleptického hodnotenia inym laboratériom, ako tym, ktoré vyko-
nalo chemicktl analyzu, kontrolné analyzy atd’.).

1.2. Bezprostredny obal presahujtci 5 litrov

»Primarna vzorka“ v pripade bezprostredného obalu presahujuceho 5 litrov
je reprezentativna Cast’ vSetkych ciastkovych vzoriek ziskana ich delenim,
a to v stlade s tabulkou 2. Priméarna vzorka sa musi skladat’ z réznych
ukazok.

,Ukazka" primarnej vzorky je kazdé balenie, z ktorého prvotnad vzorka
pozostava.

Tabulka 2

Minimalny pocet ¢iastkovych vzoriek, ktoré sa maju vybrat’

Minimalny pocet ¢iastkovych vzoriek,

Pocet baleni v davke ktoré sa majii vybrat

Do 10 1

Od ... 11 do 150 2

(') Smernica Eurépskeho parlamentu a Rady 2011/91/EU z 13. decembra 2011
o identifikacii alebo rozliseni davky, do ktorej potraviny patria (U. v. EU L 334,
16.12.2011, s. 1).
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Potet baleni v davke Minimélr]goi)éoizt ii;sl;ks;fgrca};’ vzoriek,
Od ... 151 do 500 3
Od ... 501 do 1500 4
Od ... 1501 do 2500 5
> 2500 na 1000 baleni 1 ciastkova vzorka naviac

S cielom zmensit’ objem vzoriek z bezprostrednych obalov sa obsah Ciast-
kovych vzoriek homogenizuje na ucely pripravy primarnej vzorky. Obsah
jednotlivych ciastkovych vzoriek sa naleje do spoloénej nadoby, kde sa
mieSanim zhomogenizuje, priCom sa ¢o najviac chrani pred prevzduSnenim.

Cely obsah primarnej vzorky sa rozleje do série obalov s minimalnym
objemom 1,0 litra, z ktorych kazdy predstavuje ukazku primarnej vzorky.

Kazdy ¢lensky s§tat moze zvysit pocet primarnych vzoriek podla vlastnych
potrieb (napr. na ucely organoleptického hodnotenia inym laboratériom, ako
tym, ktoré vykonalo chemickt analyzu, kontrolné analyzy atd’.).

Kazdy obal sa musi naplnit’ spdsobom, pri ktorom je vrstva vzduchu nad
povrchom vzorky minimalna, a nasledne vhodne uzavriet’ a utesnit, aby sa
zabezpecil proti nevhodnej manipuldcii.

Uvedené ukazky sa musia oznacit’, aby sa zabezpecila ich spravna identi-
fikacia.
2. ANALYZA A VYSLEDKY

2.1. Kazda primarna vzorka sa musi v stilade s bodom 2.5 normy EN ISO 5555
rozdelit’ na laboratorne vzorky, ktoré sa musia analyzovat’ v poradi podla
rozhodovacieho stromu uvedeného v prilohe Ib alebo v akomkol'vek inom
nahodnom poradi.

2.2. Pokial' st vsetky vysledky analyzy v stlade s vlastnostami deklarovanej
kategorie oleja, cela davka sa vyhlasi za vyhovujicu.

Pokial’ jediny vysledok analyzy nie je v sulade s vlastnostami deklarovanej
kategorie oleja, cela davka sa vyhlasi za nevyhovujicu.

3.  OVEROVANIE KATEGORIE DAVKY

3.1. S cielom overit’ kategoriu davky moze prislusny organ zvysit' pocet primar-
nych vzoriek odobranych v réznych bodoch davky podla tejto tabulky:

Tabulka 3

Pocet primarnych vzoriek uréeny podla velkosti davky

Velkost” davky (v litroch) Pocet primarnych vzoriek
menej ako 7 500 2
od 7500 do menej ako 25 000 3
od 25000 do menej ako 75 000 4
od 75000 do menej ako 125 000 5
najmenej 125 000 6 + 1 na kazdych dalsich 50 000
litrov
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Kazda Cciastkova vzorka tvoriaca primarnu vzorku sa musi odobrat’
z kontinualneho miesta davky, pricom je nevyhnutné uviest’ do poznamky
miesto odberu kazdej primarnej vzorky a jednoznaéne ju identifikovat’.

Zostavenie kazdej primarnej vzorky sa musi uskuto¢nit’ v stilade s postupmi
uvedenymi v bodoch 1.1 a 1.2.

Kazda primarna vzorka sa nasledne podrobi analyze uvedenej v ¢lanku 2
ods. 1.

3.2. Pokial’ jeden z vysledkov analyzy uvedenej v ¢lanku 2 ods. 1 tykajucej sa
aspon jednej primarnej vzorky nie je v sulade s vlastnostami deklarovanej
kategorie oleja, cela davka, z ktorej sa vzorka odobrala, sa vyhlasi za
nevyhovujtcu.
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PRILOHA Ib

ROZHODOVACi STROM NA OVERENIE SULADU VZORKY OLIVOVEHO OLEJA
S DEKLAROVANOU KATEGORIOU

Tabulka 1

EXTRA PANENSKY OLIVOVY OLE] ™~ ...
(kritérid kvality) S T

Kyslost % Olej nie je v stlade s
< O | > 08 c > deklarovanou kategériou.
T (@)
Peroxidové Cislo v mmol O,/kg ;
<20 | >20
UV spektrometria
K270 <0,22 K270 > 0,22 >
UV spektrometria
AK 0,01 AK > 0,01 >
UV spektrometria
k232250 | K232>250 > 0 e
) .
Organoleptické hodnotenie $ Olej nie je v stilade s
> i deklarovanou kategériou.
medidn >0 m. ovocnosti = 0 7
Vi (b)
a m. ovocnosti >0
>
m. defektoru = 0 4
m. defektoru > 0
Etylestery* | i e
ano | nie

*< 40 mgfkg v sezéne 2013/2014
< 35 mgfkg v sezéne 2014/2015
= < 30 mglkg od sezény zberu 2015/2016

Olej je z hladiska kritérii kvality deklarovaného typu.
Chod’ na tabulku 3 (kritérid Cistoty)
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Tabulka 2

Panenské olivové oleje
(kritérid kvality)

Kyslost %
<20 ‘ >2,0 >
Peroxidové ¢islo v mmol O,/kg
<20 ‘L > 20 >
UV spektrometria
ILTH
Ky70 < 0,25 ‘ Koy 510,25 > o e,
v
&
- & Olej nie je v siilade %
UV spektrometria R ; s deklarovanou .
b Jon) :
AK <001 ‘ AK > 0,01 > kategoriou :
"‘ (a) g
& * .0'
. ® *
uv spektrometrla ..'tlnlu"l-u““‘
K232 < 2,60 ‘ K232 > 2,60 >
Organoleptické hodnotenie
medidn ovocnosti > 0 | medidn ovocnosti = 0 >
alebo
a medidn ovocnosti > 0
medidn defektoru < 3,5 | medidn defektoru > 3,5
JL ‘,“"‘““-.""Nn.
4
- s Olej nie je .“‘
Spliiaja hodnoty uvedenych parametrov kritérid . v siilade s .
kvality extra panenského olivového oleja? ____>:' deklarovanou B
. kateg6riou .
(Tabulka 1) Ky v
’0. (b) ‘,"
NIE ANO ‘o, o
."lullnll"

y

Olej je z hlladiska kritérii kvality
deklarovaného typu.
Chod’ na tabulku 3 (kritérid Cistoty)
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Tabulka 3

Extra panensky a panensky olivovy olej
(kritérid Cistoty)

PETLLLLTTT TS
R de T,

Kritérid kvality (Tabulky 1 a 2)
ANO NIE

““ ....
. o e , *

¢ Olej nie je v stlade s s,

N N deklarovanou
L)

*

v

',
e
Yaan*

kateg6riou
*

3,5-stigmastadiény v mg/kg

<0,05 >0,05

* o

¥ .
RRLTTT AL

- JUUTPITTEEN,
4 Bae .'0.
Jb . .."‘Olej nie je v sdlade "‘
Trans izoméry v % mastnych kyselin : . deklarf)\"anou H
. kategériou s
tC18:1 < 0,05 tC18:1 > 0,05 > s, 0
£(C18:2 + C18:3) < 0,05 t(C18:2 + C18:3) > 0,05 ., () o
Obsah mastnych kyselin
N
ANO NIE - I
""- .....
% 0." ...0
0. .‘
A ECN42 ' Olej nie je v silade %
- 02l 102l == s deklarovanou
<10, 3 > K kategériou s
JL ‘. .;
O. "¢
ZloZenie sterolov a celkové steroly eyt
ANO NIE >
Erytrodiol + uvaol % “a"‘ N e
<20 ‘ 2,0 >E+U < 4,5 ‘ > 4,5 > .." Olej nie je v siilade .“_
. s deklarovanou 3
JL ) kategériou H
Vosky! v mg/kg *, (b) o
* *
<150 >150 5 Rt
>

Typ oleja je v sdlade s deklarovanou
kategériou

1C42+C44+C46
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Dodatok 1

Tabul’ka rovnocennosti medzi prilohami k tomuto nariadeniu a analyzami Specifikovanymi
v rozhodovacom strome

Kyslost’

Priloha II

Stanovenie volnych mastnych kyselin,
studena metdda

Peroxidové ¢islo

Priloha III

Stanovovanie peroxidového &isla

— UV spektrometria Priloha IX Spektrofotometricka analyza

— Organoleptické hodnotenie | Priloha XII Organoleptické hodnotenie panenského
olivového oleja

— Etylestery Priloha XX Metoda stanovovania obsahu voskov,

metylesterov mastnych kyselin
a etylesterov mastnych kyselin kapi-
larnou plynovou chromatografiou

3,5-stigmastadiény

Priloha XVII

Metody stanovenia stigmastadiénov v
rastlinnych olejoch

VY M28
— Trans-izoméry mastnych | Priloha X Stanovovanie metylesterov mastnych
kyselin kyselin plynovou chromatografiou
— Obsah mastnych kyselin Priloha X Stanovovanie metylesterov mastnych
kyselin plynovou chromatografiou
VY M26
— AECN42 Priloha XVIII Stanovovanie skladby triacylglycerolov
s ECN42 (rozdiel medzi udajmi
z HPLC a teoretickym obsahom)
— Skladba sterolov a celkové | Priloha V Stanovovanie  skladby a  obsahu
steroly sterolov a triterpénovych diolov kapi-
— Erytrodiol a uvaol larnou plynovou chromatografiou
—  Vosky Priloha IV Stanovenie obsahu voskov pomocou
kapilarnej plynovej chromatografie
VY M28
— Alifatické a triterpénové | Priloha XIX Stanovovanie  obsahu  alifatickych
alkoholy a triterpénovych alkoholov kapilarnou
plynovou chromatografiou
VM26

Mastné kyseliny nasytené
v pozicii 2

Priloha VII

Stanovovanie percentualneho obsahu 2-
glyceril monopalmitatu
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PRILOHA II

STANOVENIE VOENYCH MASTNYCH KYSELIN, STUDENA METODA

3.1

3.2.

ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Téato metoda opisuje stanovenie volnych mastnych kyselin v olivovych
olejoch a olejoch z olivovych vyliskov. Obsah vol'nych mastnych kyselin
sa vyjadri ako kyslost’ vypocitana ako percento kyseliny olejove;j.

PRINCIP

Vzorka sa rozpusti v zmesi rozptstadiel a pritomné vol'né mastné kyse-
liny sa stitruji roztokom hydroxidu draselného alebo hydroxidu sodného.

CINIDLA

Vsetky cinidla (reagenty) by mali byt schvalenej analytickej kvality
a mala by sa pouzit’ bud’ destilovana voda, alebo voda rovnakej Cistoty.

Dietyléter; 95 % etanol (v/v), zmes rovnakych objemov.

Pocas pouzitia ho neutralizujte roztokom hydroxidu draselného (3.2), na
100 ml zmesi pridajte 0,3 ml roztoku fenolftaleinu (3.3).

Poznamka 1: Dietyléter je vysoko horlavy a moze tvorit’ vybusné pero-
xidy. Treba s nim nardbat’ opatrne.

Poznamka 2: Ak sa neda pouzit’ dietyléter, je ho mozné nahradit’ zmesou
rozpustadiel obsahujicou etanol a toluén. V pripade
potreby sa etanol moze nahradit’ propan-2-olom.

Hydroxid draselny alebo hydroxid sodny; titrovany etanolovy alebo
vodny roztok, c(KOH) [alebo c(NaOH)] priblizne 0,1 mol/l alebo
v pripade potreby c(KOH) [alebo c¢(NaOH)] priblizne 0,5 mol/L
Komer¢né roztoky s k dispozicii.

Musi byt znama presna koncentracia roztoku hydroxidu draselného (alebo
roztoku hydroxidu sodného) a treba ju skontrolovat’ bezprostredne pred
pouzitim. Pouzivajte roztok pripraveny najmenej pit' dni pred terminom
pouzitia, uschovany v tmavej sklenenej fl'asi s gumovou zatkou. Roztok
by mal byt bezfarebny alebo vo farbe slamy.

Ak pri pouziti vodného roztoku hydroxidu draselného (alebo hydroxidu
sodného) dochadza k rozdeleniu faz, nahrad’te vodny roztok etanolovym
roztokom.

Pozndmka 3: Stabilny bezfarebny roztok hydroxidu draselného (alebo
hydroxidu sodného) mozno pripravit’ takto: prived’te do
varu 1 000 ml etanolu alebo vody s 8 g hydroxidu drasel-
ného (alebo hydroxidu sodného) a 0,5 g hlinikovych hoblin
a nechajte vriet pod spatnym chladiCcom jednu hodinu.
Thned’ oddestilujte. V destilate rozpustite pozadované
mnozstvo hydroxidu draselného (alebo hydroxidu sodné-
ho). Nechajte niekol’ko dni odstat’ a zlejte Cisty supernatant
70 zrazeniny uhli¢itanu draselného (alebo uhli¢itanu sodné-
ho).

Roztok mozno pripravit aj bez destilacie takto: do 1000 ml etanolu
(alebo vody) pridajte 4 ml butylatu hlinitého a nechajte zmes niekol’ko
dni odstat’. Odlejte supernatant a rozpustite pozadované mnozstvo hydro-
xidu draselného (alebo hydroxidu sodného). Roztok je pripraveny na
pouzitie.
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3.3.  Fenolftalein, roztok s koncentraciou 10 g/l v 95 az 96 % etanole (v/v),
alebo alkalickd modrd 6B c¢i tymolftalein, roztok s koncentraciou 20 g/l
v 95 az 96 % etanole (v/v). V pripade silne sfarbenych olejov treba
pouzit’ alkalicki modra alebo tymolftalein.

4. PRISTROJOVE VYBAVENIE

Bezné laboratorne vybavenie zahifnajtce:

4.1.  analytické vahy;

4.2. 250 ml konicka banku;

4.3. 10 ml byretu triedy A, delenti po 0,05 ml, alebo rovnocennti automaticki
byretu.

5. POSTUP
5.1.  Priprava skuSobnej vzorky

Ak je vzorka kalna, treba ju prefiltrovat.

5.2. SkuSobna davka

Odoberte vzorku v zavislosti od predpokladanej kyslosti v stlade s touto
tabulkou:

((E)lr;?,szkllgfﬁgjfkgy/sllggtg,) Hmotnost” vzorky (g) Presnost’ vazenia (g)
0az 2 10 0,02
>2az75 2,5 0,01
> 7,5 0,5 0,001

Vzorku odvazte v konickej banke (4.2).

5.3. Stanovenie

Vzorku (5.2) rozpustite v 50 az 100 ml predtym zneutralizovanej zmesi
dietyléteru a etanolu (3.1).

Titrujte pocas zmieSania s 0,1 mol/l roztokom hydroxidu draselného
(alebo hydroxidu sodného) (3.2) (pozri pozn. 4) az do zmeny zafarbenia
indikatora (farba zafarbeného indikatora vydrzi aspon 10 sekand).

Poznamka 4: Ak spotrebované mnozstvo 0,1 mol/l roztoku hydroxidu
draselné¢ho (alebo hydroxidu sodného) presiahne 10 ml,
pouzite 0,5 ml/l roztok alebo zmefite hmotnost vzorky
podla predpokladanej volnej kyslosti a navrhovanej
tabul’ky.

Poznamka 5: Ak sa roztok pocas titracie zakali, pridajte dostatocné
mnozstvo rozpustadiel (3.1), aby sa roztok vyciril.

Vykonajte druhé stanovenie kyslosti len vtedy, ak je prvy vysledok vyssi
nez $pecifikovana hranica pre prislusna kategoriu oleja.
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6. VYJADRENIE VYSLEDKOV

Kyslost’ vyjadrena ako hmotnostny zlomok kyseliny olejovej sa rovna:

100 VxexM

v — =
“CRT000 " Tm T 10 xm
kde:
V = objem pouzitého titratného roztoku hydroxidu draselné¢ho (alebo
hydroxidu sodného) v ml,
¢ = presnd koncentracia pouzitého titratného roztoku hydroxidu drasel-

ného alebo hydroxidu sodného v mol/l,
M = 282 g/mol, mdlova hmotnost’ v g/mol kyseliny olejovej,
m = hmotnost’ vzorky v g.
Olejova kyslost’ sa vykazuje takto:
a) na dve desatinné miesta pre hodnoty od 0 do 1 vratane;

b) na dve desatinné miesta pre hodnoty od 1 do 100 vratane.
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5.1

5.2.

5.3.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

PRILOHA III
STANOVENIE PEROXIDOVEHO CiISLA

OBLAST

Tato technickd norma opisuje metédu stanovenia peroxidového Cisla
v olejoch a tukoch.

POUZITIE

Tato technicka norma sa vzt'ahuje na zivociSne a rastlinné oleje a tuky.

DEFINICIA

Peroxidové ¢islo je mnozstvo tych zloziek vo vzorke, ktoré s vyjadrené
ako miliekvivalent aktivneho kyslika na kilogram a ktoré oxiduju jodid
draselny za uvedenych prevadzkovych podmienok.

PRINCIP

Uprava roztoku, ktory tvori odobratd &ast vzorky, kyselina octova
a chloroform, roztokom jodidu draselného. Titracia uvolneného jodu Stan-
dardizovanym roztokom tiosiranu sodného.

PRISTROJOVEVYBAVENIE

Vsetky pouzité pristroje nesmu obsahovat redukujice alebo oxidujice
latky.

Poznamka: Nemastite zabrusové povrchy.
3 ml sklenena navaZovacia lodicka

Banky so zabrusovymi hrdlami a zatkami, priblizne 250 ml objemu,
predsusené a naplnené Cistym suchym inertnym plynom (dusikom alebo,
pokial mozno, oxidom uhli¢itym).

25 alebo 50 ml byreta, delena po 0,1 ml

CINIDLA

Chloroform, p.a., zbaveny kyslika prebublavanim pridom Ccistého,
suché¢ho inertného plynu

Ladovéa kyselina octova, p.a., zbavend kyslika prebubldvanim pradom
Cistého, suchého inertného plynu

Jodid draselny, nasyteny vodny roztok, ¢erstvo pripraveny, neobsahujici
jod a jodicnany

Tiosiran sodny (sirnatan), 0,01 alebo 0,002 mol/N presny Standardizovany
vodny roztok, Standardizovany tesne pred pouzitim

Roztok Skrobu, vodna disperzia o koncentracii 10 g/l, Cerstvo pripravena
z prirodného rozpustného Skrobu

VZORKA

Dbajte o to, aby vzorka bola odoberana a skladovana bez pristupu svetla,
udrziavajte ju v chlade a v uplne (az povrch) naplnenych sklenenych
zasobnikoch (ddzach), hermeticky uzavretych zabrusnymi alebo korko-
vymi zatkami.
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POSTUP

Test vykonajte pri rozptylenom dennom svetle alebo pri umelom svetle.
V sklenenej navazovacke (5.1) alebo pripadne v banke (5.2) odvazte
s presnostou na 0,001 g mnozstvo vzorky v sulade s nasledujucou
tabul’kou a podla predpokladaného peroxidového disla:

Predpokladané peroxidové &islo Hmotnost' navazky
(meq) (8)
0az 12 5,0 az 2,0
12 az 20 2,0 az 1,2
20 az 30 1,2 az 0,8
30 az 50 0,8 az 0,5
50 az 90 0,5 az 0,3

Odzatkujte banku (5.2) a vlozte skleneni navazovacku s odvazenou
Castou testovanej vzorky. Pridajte 10 ml chloroformu (6.1). MieSanim
rychlo rozpustite testovant vzorku. Pridajte 15 ml kyseliny octovej (6.2),
potom 1 ml roztoku jodidu draselného (6.3). Rychlo zazatkujte, pretrepa-
vajte 1 mindtu a nechajte 5 minut’ stat’ v tme pri teplote 15 az 25 °C.

Pridajte priblizne 75 ml destilovanej vody. Uvolneny jod stitrujte
roztokom tiosiranu sodného (6.4) (0,002 mol/N roztok na predpokladané
hodnoty nizsie ako 12 a 0,01 mol/N roztok pre predpokladané cisla vyssie
ako 12), dokladne pretrepavajte, ako indikator pouzite roztok Skrobu.

Vykonajte dve zistenia z jednej testovanej vzorky.

Zaroven vykonajte slepy pokus. Ak vysledok slepého pokusu prekroci
0,05 ml, 0,01mol/N roztoku tiosiranu sodného (6.4), vymente zneCistené
¢inidla.

VYJADRENIE VYSLEDKOV

Peroxidové cislo (PV), vyjadrené v miliekvivalentoch aktivneho kyslika
na kilogram, sa udava podla vzorca:

V. x T x 1000
N m

PV

kde:

V = objem (vyjadreny v ml) Standardizovaného roztoku tiosiranu
sodného (6.4), pouzitého pri teste, korigovaného vysledkom
slepého pokusu;

T = presna molarita pouzitého roztoku tiosiranu sodného (6.4);

m = hmotnost’ navazky vzorky, v (g).

Za vysledok sa bude povazovat’ aritmeticky priemer z dvoch vypoctov.
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PRILOHA IV
STANOVENIE OBSAHU VOSKOV POMOCOU KAPILARNEJ
PLYNOVEJ CHROMATOGRAFIE

1. PREDMET

Tato metdda opisuje postup stanovenia obsahu voskov v olivovych
olejoch. Vosky sa separuju v zavislosti od poétu atomov uhlika. Mo6ze
sa pouzivat najmi na rozliSenie medzi olivovym olejom ziskanym liso-
vanim a olejom ziskanym extrakciou (olej z vyliskov).

2. PRINCIP

Pridanie vhodného vnutorného Standardu k tuku alebo oleju, potom frak-
cionacia chromatografiou na kolone s hydratovanym silikagélom. Ziskanie
frakcie eluovanej pri testovacich podmienkach ako prvej (ktorej polarita je
nizSia ako polarita frakcie triglyceridov), potom priama analyza kapildrnou
plynovou chromatografiou.

3. MATERIAL

3.1. 25 ml Erlenmeyerova banka.

3.2. Sklena koléona na plynovi chromatografiu, s vnutornym priemerom
15,0 mm, vyskou 30 az 40 cm a vybavena kohutikom.

3.3.  Plynovy chromatograf vhodny na fungovanie s kapilarnou kolénou, vyba-
veny systémom na priame zavadzanie do kolony s tymito zlozkami:

3.3.1. Termostatickd komora pre kolény, vybavend teplotnym programatorom.
3.3.2. Studeny injektor na priame zavedenie do kolény.
3.3.3. Plamenovoionizaény detektor a prevodnik-zosilfiovac.

3.3.4. Zapisovac-integrator schopny pracovat s prevodnikom-zosiliovacom
(3.3.3), rychlost’ odozvy nizSia ako 1 sekunda, s menitenou rychlost'ou
posunu papiera. (Takisto je mozné pouzivat informatizované systémy,
ktoré su zaloZené na ziskani Udajov z plynovej chromatografie prostred-
nictvom osobného pocitaca).

3.3.5. Kapilarna koléna sklena alebo silikagélova, s dizkou 8 az 12 metrov,
vnutornym priemerom 0,25 az 0,32 mm, z vnatornej strany pokryta
kvapalnou fazou, s rovnomernou hrabkou 0,10 — 0,30 pm. (Kvapalné
fazy vhodné na pouzitie, v obchodnej sieti ako typ SE52 alebo SE54).

3.4. Mikrostriekacka s kapacitou 10 pl na priamy nastrek do kolony, vybavena
cementovanou ihlou.

3.5.  Elektricky vibrator.

3.6. Rota¢na odparka.

3.7. Muflova pec.

3.8.  Analytické vahy s garantovanou presnostou merania na + 0,1 mg.
3.9. Bezné laboratorne sklené pomocky.

4. CHEMICKE CINIDLA

4.1.  Silikagél s granulometriou medzi 60 a 200 pm.

Silikagél vlozte do pece aspon na Styri hodiny pri teplote 500 °C. Po
vychladnuti pridajte 2 % vody vzhl'adom na mnozstvo odobraného silika-
gélu. Dobre pretrepte, aby sa hmota homogenizovala. Najmenej 12 hodin
pred pouzitim uchovavajte v tme.
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4.2.  n-hexan na chromatografiu.
4.3.  Etyléter na chromatografiu.
4.4. n-heptan na chromatografiu.

4.5.  Standardny roztok laurylarasidatu, 0,1 % (hm/obj) v hexane (vniitorny
Standard). [Je tiez mozné pouzit' palmityl-palmitat (hexadecyl-palmitdt)
alebo myristyl-stearat (teradecyl-oktadekanoat)].

4.5.1. Sudan 1 (I-fenyl-azo-2-naftol).
4.6. Nosny plyn: vodik alebo cisté hélium na plynovi chromatografiu.
4.7. Pomocné plyny:

— disty vodik na plynovot chromatografiu,

— Cisty vzduch na plynova chromatografiu.

5. POSTUP
5.1.  Priprava chromatografickej kolény

Suspenzujte 15 g silikagélu (4.1) v n-hexane (4.2) a zaved’te do kolony
(3.2). Spontanne usadzovanie dokoncite pomocou elektrickej trepacky
(3.5) s cielom dosiahnut’ homogénnejsiu chromatograficka vrstvu. Perko-
lujte 30 ml n-hexanu s cielom eliminovat vsetky pripadné necistoty.
Presne odvéazte pomocou vah (3.8). Vlozte 500 mg vzorky do 25 ml
Erlenmeyerovej banky (3.1), pridajte primerané mnozstvo vnutorného
Standardu (4.5) vzhladom na predpokladany obsah voskov. Napriklad:
v pripade olivového oleja pridajte 0,1 mg laurylarasidatu a v pripade
oleja z olivovych vyliskov 0,25 az 0,5 mg. Takto pripraveni vzorku
preneste do chromatografickej kolény s pomocou dvoch 2 ml dielov
n-hexanu (4.2).

Napustite rozpustadlo az do vysky 1 mm nad hornu uroven absorbentu,
potom perkolujte d’alsich 70 ml n-hexanu, aby sa eliminovali prirodzene
pritomné n-alkany. Zacnite chromatograficka eliiciu zozbieranim 180 ml
zmesi n-hexanu/etyléteru v pomere 99:1 pri zachovani prietoku priblizne
15 kvapiek kazdych 10 sekind. Elucia vzorky sa ma uskutocnit pri
okolitej teplote 22 °C + 4 °C.

Poznamky: — Zmes n-hexanu/etyléteru (99:1) sa musi pripravovat
denne.

— Na umoznenie vizualnej kontroly spravnej elucie voskov
je mozné pridat do vzorky roztoku 100 pl 1 %-ného
sudanu v elucnej zmesi. Farbivo mé retenciu na rozhrani
voskov a triglyceridov, preto ked’ zafarbenie dosiahne dno
chromatografickej kolony, je potrebné eltciu zastavit’, lebo
vsetky vosky boli eluované.

Takto ziskant frakciu suste v rotacnej odparke (3.6) az do takmer uplnej
eliminécie rozpustadla. Posledné 2 ml rozpustadla eliminujte pomocou
slabého prudu azotu; potom pridajte 2 — 4 ml n-heptanu.

5.2.  Analyza plynovou chromatografiou
5.2.1. Predbezné ukony

Namontujte koléonu do plynového chromatografu (3.3), pricom vstupny
port sa pripoji k systému na koléne a vystupny port k detektoru. Skon-
trolujte beznym spdsobom pristrojové vybavenie na plynovil chromato-
grafiu (Cinnost’ uzavretych plynovych obvodov, uc¢innost’ detektora
a zapisovaca atd’.).
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Pokial’ sa kolona pouziva po prvy raz, je potrebné ju kondicionovat.
Zaved'te do kolény mierny prietok plynu, potom zapnite pristroj na
plynovi chromatografiu. Postupne zahrievajte, az kym sa priblizne po 4
hodinach dosiahne teplota 350 °C. Tuto teplotu udrziavajte najmenej
pocas dvoch hodin, potom pristroj nastavte na prevadzkové podmienky
[nastavte prietok plynu, zapalte plamienok, pripojte k elektrickému zapi-
sovacu (3.3.4), nastavte teplotu komory pre kolénu, nastavte detektor
atd’.]. Zaznamenajte signal pri citlivosti najmenej dvakrat vys$sej, ako sa
vyzaduje na vykonanie analyzy. Zakladna ¢iara musi byt linearna, nesmie
obsahovat’ piky akéhokol'vek druhu a nesmie vykazovat' ziadnu odchylku.

Negativna priamociara odchylka ukazuje, ze kolona je nespravne pripo-
jena; pozitivna odchylka znamena, Ze kolona nebola dostato¢ne kondicio-
novana.

5.2.2. Volba prevadzkovych podmienok

Prevadzkové podmienky, ktoré treba pozorovat, st spravidla tieto:

— teplota kolény:

2Q °C/ 5 °C/ 20 °C/
minuta minita minuta
na — 240 °C — 325 °C — 340 °C
raiatku ©) (10)
1)

— teplota detektora: 350 °C,

— mnozstvo vstreknutej latky: 1 pl roztoku (2 — 4 ml) n-heptanu,

— nosny plyn: hélium alebo vodik s optimalnou linearnou rychlostou pre
zvoleny plyn (pozri dodatok),

— citlivost’ pristroja: taka, aby zodpovedala niz$ie uvedenym podmien-
kam:

Uvedené podmienky mézu byt upravené v zavislosti od vlastnosti kolony
a pristroja na plynova chromatografiu tak, aby sa dosiahla separacia vset-
kych voskov, postacujice rozliSenie pikov (pozri obrazok) a retenény cas
vnutorného Standardu Cs, bol 18 + 3 minuty. Najreprezentativnej$i pik
vosku by mal dosahovat’ asponi 60 % rozsahu stupnice.

Parametre integracie pikov sa stanovia takym sposobom, aby sa dosiahlo
spravne vyhodnotenie prislusnych ploch pikov.

Poznamka: Vzhl'adom na vysokll konec¢nu teplotu sa pripuSta kladni
odchylka, ktora nesmie prekro¢it’ 10 % rozsahu stupnice.

5.3.  Vykonanie analyzy

Naberte 1 pl roztoku pomocou 10 pl mikrostriekacky; natiahnite piestik
dozadu, az kym ihla nebude prazdna. Thlu zaved'te do injekéného systému
a po uplynuti jednej az dvoch sektind rychlo vstreknite; po uplynuti asi
piatich sekind ihlu pomaly vytiahnite.

Zaznam nechajte prebiehat dovtedy, az kym neprebehne uplna elucia
voskov.
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Zékladna ¢iara musi vzdy zodpovedat pozadovanym podmienkam.
5.4. Identifikacia pikov

Jednotlivé piky identifikujte z retencnych ¢asov a porovnanim so zmesami
voskov so zndmymi retencnymi casmi, analyzovanymi pri rovnakych
podmienkach.

Na obrazku je znazorneny chromatogram voskov panenského olivového
oleja.

5.5.  Kvantitativne hodnotenie

Integratorom vypocitajte plochy pikov interné¢ho standardu a alifatickych
esterov od Cyp do Cgg.

Vypoditajte obsah voskov kazdého esteru v mg/kg tuku podla prislusného
vzorca:

A, X mg x 1000

ester, mg/kg = =
m
S

kde:
A, = plocha piku kazdého esteru v milimetroch $tvorcovych;

Ay = plocha piku vnatorného Standardu v milimetroch Stvorcovych,

mg = mnozstvo pridaného vnutorného Standardu v miligramoch;
m = mnozstvo vzorky odobratej na stanovenie v gramoch.
6. VYJADRENIE VYSLEDKOV

Uved'te celkové obsahy jednotlivych voskov od C4 do Cyg v mg/kg tuku
(ppm).

Poznamka: Zlozky, ktoré treba kvantifikovat, sa stanovuji vzhl'adom na
susediace piky esterov s po¢tom uhlikov medzi Cyy a Cyq
podla prikladu chromatogramu voskov olivového oleja
znazorneného na nasledujucom obrazku. Ak sa ester Cyq
ukaze dvojmo, odporuca sa analyzovat’ na jeho identifikaciu
frakciu voskov oleja z olivovych vyliskov, v ktorom je pik
esteru Cy¢ 'ahko identifikovatel'ny, pretoze vyrazne prevazuje.

Vysledky sa uvadzaji na jedno desatinné miesto.
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Obrazok

Chromatogram voskov istého olivového oleja (1)

30 .OOﬁ

25004

20004

15.00

10 .00

{
5.004 3

0007 —— | —

Vysvetlivky:

LS. = laurylarasidat

1. = diterpénové estery
2 + 2" = estery Cy

3+ 3" =estery Cyp

4 + 4" =estery Cy
5. = estery Cyq
6. = sterol-estery a triterpénovy alkohol.

(") Po eltcii sterol-esterov sa na chromatografickom zdzname nemaju ukazat' vyrazné piky (triglyceridy).
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Dodatok

Stanovenie linedrnej rychlosti plynu

Vstreknite do pristroja na plynovii chromatografiu nastaveného na bezné
prevadzkové podmienky 1 az 3 pl metanu (alebo propanu). Odmerajte cas,
ktory potrebuje plyn na prechod cez kolonu od momentu jeho zavedenia az
dovtedy, kym sa neobjavi pik (ty).

Linedrna rychlost v cm/sek je dana vzorcom L/ty, pricom L je dizka kolény
v cm a ty je ¢as namerany v sekundach.
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PRILOHA V

STANOVOVANIE  SKLADBY A OBSAHU STEROLOV
A TRITERPENOVYCH DIOLOV  KAPILARNOU PLYNOVOU
CHROMATOGRAFIOU

1. ROZSAH POSOBNOSTI

Tato metdda opisuje postup stanovovania obsahu jednotlivych sterolov
a celkového obsahu sterolov a triterpénovych diolov v olivovych
olejoch a olejoch z olivovych vyliskov.

2. PODSTATA METODY

Olej s pridanym o-cholestanolom ako vnatornym S$tandardom sa
zmydelni etanolovym roztokom hydroxidu draselného a latky nepod-
lichajuce zmydelneniu sa extrahuji dietyléterom.

Frakcia sterolov a triterpénovych diolov sa oddeli od nezmydelnitel'nej
Casti pomocou tenkovrstvovej chromatografie na zékladnej silikagé-
lovej platni. Frakcie ziskané zo silikagélu sa transformuji na
trimetylsilylétery (TMSE) a nasledne sa analyzuju kapilarnou
plynovou chromatografiou.

3. LABORATORNA TECHNIKA

Bezné laboratérne vybavenie, a najmai:

3.1 250. Ipl banka so spdtnym chladi¢om a zibrusovymi sklenenymi
spojmi.

3.2. 500 ml oddel'ovaci lievik.

3.3. 250 ml banky.

3.4. Kompletna zostava na analyzu tenkovrstvovou chromatografiou so

sklenenymi platiiami s rozmermi 20 x 20 cm.

3.5. UV lampa s vinovou dizkou 254 alebo 366 nm.
3.6. Mikrostriekacky s objemom 100 pl a 500 pl.
3.7. Valcovity filtratny lievik s fritou G3 (porovitost 15 — 40 pm)

s priemerom priblizne 2 ¢cm a hibkou 5 cm, vhodny na filtrovanie vo
vakuu, s vonkaj$im zabrusom.

3.8. 50 ml vakuova konickd banka s vnutornym zabrusom, vhodnd na
pouzitie s uvedenym filtraénym lievikom (podl'a bodu 3.7).

3.9. 10 ml skiimavka s konickym dnom a so zabrusenou sklenenou zatkou.

3.10. Plynovy chromatograf vhodny na pouzitie s kapilarnou kolénou vyba-
veny injekénym systémom s delicom a pozostavajuci z/zo:

3.10.1. termostatickej komory pre kolony schopné udrziavat’ pozadovani
teplotu s presnostou £ 1 °C,

3.10.2. davkovacej jednotky s nastavitelnou teplotou so silylovanym skle-
nenym odparovacim prvkom a delicom,

3.10.3. plamenovoionizaéného detektora (FID),

3.10.4. systému ziskavania udajov vhodného na pouzitie s detektorom FID
(podl'a bodu 3.10.3) s moznost'ou manuélnej integracie.

3.11. Kapilarna koléna z taveného kremefia s dizkou 20 az 30 m,
s vnutornym priemerom 0,25 az 0,32 mm, potiahnutd vrstvou sklada-
jucou sa z 5 % difenylu a 95 % dimetylpolysiloxanu (SE-52 alebo
SE-54 stacionarnou fazou alebo ekvivalentnou fazou) s jednotnou
hrabkou filmu od 0,10 do 0,30 pm.
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3.12. Mikrostriekacka s kapacitou 10 ul na plynovi chromatografiu
s cementovanou ihlou vhodnou pre injekény systém s delicom.

3.13. Exsikétor s chloridom vépenatym

4. CINIDLA

4.1. Hydroxid draselny s minimalnou koncentraciou stanovenou titrovanim
85 %.

4.2. Hydroxid draselny, priblizne 2 normélny etanolovy roztok.

130 g hydroxidu draselného (podla bodu 4.1) sa rozpusti za chladenia
v 200 ml destilovanej vody a potom sa doplni etanolom na objem 1
litra (bod 4.10). Roztok sa moze skladovat' v dobre uzatvorenej flasi
z tmavého skla najviac dva dni.

4.3. Dietyléter, analytickej kvality.
4.4. Hydroxid draselny, priblizne 0,2 normalny etanolovy roztok.

13 g hydroxidu draselného (podla bodu 4.1) sa rozpusti v 20 ml
destilovanej vody a potom sa doplni etanolom na objem 1 litra (bod

4.10).
4.5. Bezvody siran sodny, analytickej kvality.
4.6. Silikagélové tenkovrstvé sklenené platne (20 x 20 cm), bez fluores-

cen¢ného detektora, hribky 0,25 mm (komeréne dostupné a vhodné
na okamzité pouzitie).

4.7. Toluén, chromatografickej kvality.
4.8. Aceton, chromatografickej kvality.
4.9. n-hexan, chromatografickej kvality.

4.10. Dietyléter, chromatografickej kvality.
4.11. Etanol, analytickej kvality.
4.12. Etylacetat, analytickej kvality.

4.13. Referen¢ny roztok na tenkovrstvova chromatografiu: cholesterol alebo
fytosteroly a 5 % roztok erytrodiolu v etylacetate (podl'a bodu 4.11).

4.14. 0,2 % roztok 2,7-dichlorfluoresceinu v etanole. Slabo alkalicky roztok
ziskame pridanim niekolkych kvapiek 2 normalneho alkoholového
roztoku hydroxidu draselného (podla bodu 4.2).

4.15. Bezvody pyridin, chromatografickej kvality (pozri poznamku 5).

4.16. Hexametyldisilazan, analytickej kvality.

4.17. Trimetylchlorsilan, analytickej kvality.

4.18. Sktsobné roztoky sterol trimetylsilyléterov.

Pripravi sa priamo pred pouzitim zo sterolov a erytrodiolu ziskanych
z olejov, ktoré ich obsahuju.

4.19. a-cholestanol, s Cistotou viac ako 99 % (Cistota sa musi skontrolovat’
prostrednictvom plynovochromatografickej analyzy).

4.20. a-cholestanol, vnutorny S$tandardny roztok, 0,2 % roztok (m/V)
v etylacetate (podl'a bodu 4.11).

4.21. Fenolftaleinovy roztok, 10 g/l v etanole (podla bodu 4.10)

4.22. Nosny plyn: vodik alebo hélium, Cistoty vhodnej na plynovii chroma-
tografiu.

4.23. Pomocné plyny: vodik, hélium, dusik a vzduch, Cistoty vhodnej na
plynovii chromatografiu.
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4.24. n-hexan (podla bodu 4.9)/dietyléter (podla bodu 4.10) — zmes
v pomere 65:35 (V/V).

4.25. Silyla¢né ¢inidlo, pozostavajuce zo zmesi pyridinu/hexametyldisilaza-
nu/trimetylchlorsilanu v pomere 9:3:1 (V/V/V).

5. POSTUP

5.1 Priprava nezmydelnitel'nej latky.

5.1.1. Pomocou 500 pl mikrostriekacky (podla bodu 3.6) sa do 250 ml banky
(podla bodu 3.1) zavedie taky objem vnutorného Standardného roztoku
a-cholestanolu (podl'a bodu 4.20), ktory obsahuje mnozstvo cholesta-
nolu zodpovedajuce priblizne 10 % obsahu sterolov vo vzorke. Napr.
v pripade 5 g vzorky olivového oleja sa prida 500 pl roztoku a-choles-
tanolu (podl'a bodu 4.20) a v pripade oleja z olivovych vyliskov 1 500
pl. V teplom vodnom kupeli sa roztok pomocou jemného pradu dusika
odpari dosucha, po vychladeni banky sa do tej istej banky navazi 5
+ 0,01 g suchej prefiltrovanej vzorky.

Pozndmka I: Zivo&isne alebo rastlinné oleje a tuky s obsahom zisti-
telnych mnozstiev cholesterolu mézu vykazovat' piky
s retenénym casom blizkym cholestanolu. V takom
pripade sa sterolova frakcia musi analyzovat' zdvojene,
a to s vnutornym Standardom a bez vnutorného Stan-
dardu.

5.1.2. Prida sa 50 ml 2 normalneho etanolového roztoku hydroxidu drasel-
ného (podla bodu 4.2) a trochu pemzy, nasadi sa spétny chladi¢
a zariadenie sa zahrieva do mierneho varu, az kym neprebehne zmydel-
novanie (roztok sa vyciri). Zahrieva sa este d’alSich 20 minat a potom
sa cez chladi¢ prileje 50 ml destilovanej vody, chladi¢ sa odpoji
a banka sa ochladi na teplotu priblizne 30 °C.

5.1.3. Obsah banky sa pomocou niekolkych davok destilovanej vody (50 ml)
kvantitativne prenesie do 500 ml oddelovacieho lievika (podla bodu
3.2). Prida sa priblizne 80 ml dietyléteru (podl'a bodu 4.10) a obsah sa
silno pretrepava priblizne 60 sekund, pricom sa tlak pravidelne uvol-
fluje prevracanim oddelovacieho lievika a otvaranim kohutika. Necha
sa stat’ do uplného oddelenia oboch faz (poznamka 2).

Nasledne sa mydlovy roztok ¢o najdokonalejSie oddeli do druhého
oddelovacieho lievika. Rovnakym spdsobom sa vykonaju dve d’alsie
extrakcie z vodno-alkoholovej fazy, pricom sa pouzije 60 az 70 ml
dietyléteru (podl'a bodu 4.10).

Poznamka 2: Akakol'vek emulzia sa da odstranit’ pridanim malych
mnozstiev etanolu (podla bodu 4.11).

5.1.4.  Ziskané tri éterové extrakty sa skombinuju v jednom oddelovacom
lieviku, ktory obsahuje 50 ml vody. Extrakt sa opakovane premyva
vodou (50 ml) dovtedy, kym sa premyvacia voda neprestane sfarbovat’
do ruzova po pridani kvapky roztoku fenolftaleinu (podl'a bodu 4.21).

Po odstraneni premyvacej vody sa zostavajuca vrstva prefiltruje cez
bezvody siran sodny (podla bodu 4.5) do predtym odvazenej 250 ml
banky, pricom sa lievik a filter preplachne malymi mnozstvami diety-
léteru (podla bodu 4.10).

5.1.5. Rozpustadlo sa odpari destilovanim v rota¢nej vakuovej odparke pri
30 °C. Prida sa 5 ml acetéonu a prchavé rozpustadlo sa tplne odstrani
miernym prudom vzduchu. ZvySok sa vysus$i v peci pri 103 + 2 °C
pocas 15 min. Nechd sa vychladit v exsikatore a odvazi sa
s presnostou na 0,1 mg.
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5.2.
5.2.1.

52.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

Oddelenie frakcie sterolov a triterpénovych diolov (erytrodiol + uvaol)

Priprava zakladnych platni pre tenkovrstvova chromatografiu. Silikagé-
lové platne (podla bodu 4.6) sa ponoria asi 4 cm na 10 sekind do 0,2
normalneho etanolového roztoku hydroxidu draselného (podla bodu
4.5), potom sa nechaju dve hodiny susit’ v digestore a nakoniec sa
umiestnia na jednu hodinu do pece vyhriatej na 100 °C.

Platne sa po vybrati z pece ulozia az do d’alSieho pouzitia do eksikatora
s chloridom vapenatym (podla bodu 3.13) (takto oSetrené platne sa
musia pouzit’ do 15 dni).

Poznamka 3: Ak sa na separaciu sterolovej frakcie pouziju zéakladné
silikagélové platne, nezmydelnitelni frakciu nie je
potrebné upravovat oxidom  hlinitym. Takymto
sposobom sa vSetky zluCeniny kyslého charakteru
(mastné kyseliny a iné) zachytia pri Starte a pasmo
sterolov sa zretelne oddeli od pasma alifatickych
a triterpénovych alkoholov.

Do vyvijacej komory sa naleje zmes hexanu/dietyléteru (podl'a bodu
4.24) (Poznamka 4) do vysky asi 1 cm. Komora sa uzatvori vhodnym
krytom a necha sa aspoii pol hodinu na chladnom mieste tak, aby sa
dosiahla rovnovaha nasytenych par nad hladinou. Na vnatorné povrchy
komory mozno umiestnit’ prizky filtracného papiera siahajuceho do
eluentu (vyvijacej zmesi). Tym sa znizi eluény Cas priblizne o tretinu
a elucia zloziek bude jednotnejsia a pravidelnejsia.

Poznamka 4: Elu¢nu zmes je potrebné vymenit’ pri kazdej skuske, aby
sa  dosiahli  dokonale reprodukovatelné  elucné
podmienky. Mozno pri tom pouzit aj alternativne
rozpustadlo, a to zmes n-hexanu/dietyléteru v pomere
50:50 (V/V).

Pripravi sa priblizne 5 % roztok nezmydelnitel'nej latky (podla bodu
5.1.5) v etylacetate a pomocou 100 pl mikrostriekacky sa na spodny
okraj (2 cm) chromatografickej platne (podl'a bodu 5.2.1) nanesie 0,3
ml roztoku v tzkom a rovnomernom pruzku. V linii s tymto prizkom
sa nanest 2 az 3 pl referenéného roztoku latky (podla bodu 4.13) tak,
aby sa pasmo sterolov a triterpénovych diolov dalo po vyvolani iden-
tifikovat’.

Platna sa umiestni do vyvijacej komory pripravenej podla opisu v bode
5.2.2. Teplota okolia by sa mala udrziavat v rozmedzi 15 az 20 °C
(poznamka 5). Komora sa ihned’ uzatvori krytom a vzorka sa necha
eluovat, kym celo rozptstadla nedosiahne vzdialenost’ priblizne 1 cm
od horného okraja platne. Potom sa platia vyberie z vyvijacej komory
a rozpustadlo sa necha odparit pradom horiceho vzduchu alebo
kratkym ponechanim platne v digestore.

Poznamka 5: Pri vysSej teplote sa separacia zhorSuje.

Platiia sa zlahka rovnomerne postrieka roztokom 2,7-dichlérfluores-
ceinu (podla bodu 4.14) a necha sa vyschnut. Ked sa platna sleduje
pod ultrafialovym svetlom, padsma sterolov a triterpénovych diolov sa
daju identifikovat’ podla Skvin ziskanych z referenéného roztoku,
s ktorymi s zarovno. Hranice pdsiem sa oznalia Ciernou ceruzkou
pozdiz okrajov fluorescencie (pozri TLC platitu na obr. 3).

Pomocou kovovej skrabky (kopistky) sa silikagél zoskriabe z oznacenej
plochy. Nasledne sa ziskany jemne rozotrety materidl umiestni do
filtraéného lievika (podla bodu 3.7). Prida sa 10 ml hortceho etylace-
taitu (podla bodu 4.12), opatrne sa premiesa kovovou kopistkou
a prefiltruje sa vo vakuu, pricom sa filtrat zbiera do konickej banky
(podla bodu 3.8) pripojenej k filtratnému lieviku.
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Zvysok v banke sa trikrat premyje dietyléterom (podla bodu 4.3)
(pouzije sa priblizne 10 ml pri kazdom oplachovani), pricom sa filtrat
zbiera do tej istej banky pripojenej k lieviku. Filtrat sa odpari na objem
4 az 5 ml, zvy$ny roztok sa prenesie do predtym odvazenej 10 ml
skamavky (podla bodu 3.9), odpari sa dosucha miernym teplom
pomocou jemného prudu dusika, nasledne sa opat’ skvapalni pridanim
niekol’kych kvapiek acetonu (podla bodu 4.8) a opat’ sa necha dosucha
odparit’.

Zvy$ok vo vnutri skiimavky musi pozostavat z frakcie sterolov
a frakcie triterpénovych diolov.

5.3. Priprava trimetylsilyléterov.

5.3.1. Do skumavky, v ktorej sa nachadza frakcia sterolov a triterpénov, sa
prida silyla¢né ¢inidlo (podla bodu 4.25) (poznamka 6) v pomere 50 pl
na kazdy miligram sterolov a triterpénovych diolov, pricom sa brani
navlhnutiu (poznamka 7).

Poznamka 6: Hotové roztoky st komeréne dostupné. Dostupné su
takisto iné silylaéné ¢inidla, ako napr. bis-trimetylsilyl
trifludracetamid + 1 % trimetylchlorsilan, ktory sa musi
riedit’ rovnakym objemom bezvodého pyridinu.

Pyridin mozno nahradit’ rovnakym mnozstvom acetonitrilu.

5.3.2. Skiimavka sa zazatkujte a opatrne pretrepava (bez obracania), az kym
sa zlozky uplne nerozpustia. Potom sa skimavka necha aspon 15 minut
stat’ pri izbovej teplote a nasledne sa niekol’ko minut odstred’uje. Ciry
roztok je pripraveny na plynovochromatograficka analyzu.

Poznamka 7: Slaba opalescencia, ktord sa pripadne vytvori, je bezny
jav a nesposobuje Zziadnu anomaliu. Vznik bielych
vlociek alebo ruzového zafarbenia st znaky pritomnosti
vlhkosti alebo znehodnotenia ¢inidla. V takom pripade
sa skaSka musi zopakovat’ (jedine, ak sa pouzili hexa-
metyldisilazan/trimetylchlorsilan).

5.4. Plynovochromatograficka analyza

54.1. Pripravné prace, kondiciovanie kapilarnej kolony.

5.4.1.1. Koldna sa (podl'a bodu 3.11) upevni do plynového chromatografu tak,
ze vstupny koniec kolony sa pripevni k injektoru s delicom a vystupny
koniec k detektoru.

Vykona sa celkova kontrola jednotky plynového chromatografu (netes-
nosti v plynovych okruhoch, vykonnost' detektora, vykonnost’ delia-
ceho systému a zapisovaca atd’.).

5.4.1.2. Ak sa kolona pouziva prvykrat, odporuc¢a sa jej kondiciovanie: cez
samotnt koldénu sa pusta jemny prud plynu a nasledne sa prepne na
plynovochromatografickl jednotku a postupne sa zahrieva na teplotu
aspont 0 20 °C vyssiu, ako je prevadzkova teplota (poznamka 8). Tato
teplota sa udrziava aspon dve hodiny, potom sa jednotka nastavi na
prevadzkovy rezim (upravia sa prietoky plynov a deli¢, zapali sa
plamienok, pripoji sa pocitatovy systém, upravi sa teplota kolony,
detektora a injektora atd’.) a nakoniec sa zaznamena signal
s citlovost'ou, ktora je aspon dvakrat vysSia ako citlivost’ uréena pre
analyzu. Zakladna linia ma byt linearna, bez akychkolvek pikov,
a nesmie vykazovat’ ziadne vykyvy (drifty).
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Negativny priamociary drift zakladnej linie indikuje nedokonala
tesnost” kolénovych spojov, kym pozitivny drift indikuje nedostatocné
kondiciovanie kolony.

Poznamka 8: Teplota kondiciovania musi byt vzdy aspon o 20 °C
niz§ia, ako je maximalna teplota Specifikovana pre
pouzivanu stacionarnu fazu.

5.4.2. Vyber pracovnych podmienok.
5.4.2.1. Prevadzkové podmienky su tieto:
— teplota kolény: 260 + 5 °C,
— teplota injektora: 280 — 300 °C,
— teplota detektora: 280 — 300 °C,

— linedrna rychlost’ nosného plynu: hélium 20 az 35 cm/s, vodik 30
az 50 cm/s,

— deliaci pomer: 1:50 az 1:100,

— citlivost’ pristroja: 4 aZz 16—nasobok minimalneho utlmu,
— citlivost’ zdznamu: 1 az 2 mV v celom rozsahu,

— mnozstvo davkovanej latky: 0,5 az 1 pl TMSE roztoku.

Tieto podmienky mozno upravit' podl'a vlastnosti kolény a plynového
chromatografu tak, aby sa ziskali chromatogramy spliajice tieto pozia-
davky:

— retenény Cas piku B-sitosterolu by mal byt 20 = 5 min,

— pik kampasterolu by mal byt v pripade olivového oleja (priemerny
obsah 3 %) 20 = 5 % celého rozsahu, v pripade sdjového oleja
(priemerny obsah 20 %) 80 + 10 % celého rozsahu,

— vsetky pritomné steroly sa musia separovat. Okrem toho, ze piky
musia byt oddelené, musia byt’ aj uplne rozliSené, t. j. zdznam piku
by sa mal vratit' na zdkladn( liniu pred vykreslenim d’alSieho piku.
Netplné rozliSenie je avsak tolerované, pod podmienkou, ze pik
mozno pri relativnom retenénom case 1,02 (sitostanol) kvantifi-
kovat’ pouzitim kolmice.

5.4.3. Postup analyzy

5.4.3.1. Do 10 pl mikrostrickacky sa natiahne 1 pl hexanu, potom sa natiahne
0,5 wl vzduchu a nasledne 0,5 az 1 pl roztoku vzorky. Piest mikro-
strickacky sa vytiahne natolko, aby sa ihla vyprazdnila. Thla sa zavedie
cez membranu injektora a po jednej az dvoch sekundach sa roztok
rychlo vstrekne a ihla sa priblizne po piatich sekundach pomaly
vytiahne.

Miesto striekacky mozno pouzit' aj automaticky davkovac.

5.4.3.2. Zaznamendvanie sa uskutocfiuje do uplnej eluacie TMSE pritomnych
triterpénovych diolov. Zékladna linia musi nad’alej splhat’ poziadavky
(podla bodu 5.4.1.2).

5.4.4. Identifikacia pikov

Identifikacia jednotlivych pikov sa vykona podla retenénych casov
a porovnanim so zmesou TMSE sterolov a triterpénovych diolov analy-
zovanou za rovnakych podmienok (pozri dodatok).
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Steroly a triterpénové dioly sa eluuju v tomto poradi: cholesterol,
brasikasterol, ergosterol, 24-metylén-cholesterol, kampesterol, kampes-
tanol, stigmasterol, A7-kampesterol, A5,23-stigmastadienol, klerosterol,
B-sistosterol, sitostanol, A5-avenasterol, A5,24-stigmastadienol, A7-stig-
mastenol, A7-avenasterol, erytrodiol a uvaol.
Retencné casy B-sitosterolu v koloénach SE-52 a SE-54 sa uvadzaju
v tabulke 1.
Na obr.1 a 2 su zobrazené typické chromatogramy niektorych olejov.
5.4.5. Kvantitativne vyhodnotenie.
5.4.5.1. Pomocou pocitatového systému sa vypocitaju plochy pikov a-choles-
tanolu, sterolov a triterpénovych diolov. Vynechaju sa piky pre vsetky
zltceniny, ktoré nie su zahrnuté (ergosterol sa nemusi pocitat’) medzi
zli¢eninami uvedenymi v tabulke 1. Odozvovy faktor a-cholestanolu
by sa mal povazovat’ za rovny 1.
5.4.5.2. Koncentricia jednotlivych sterolov vyjadrend v mg/kg tukovych latok
sa vypocita takto:
A, x mg x 1000
sterol x = ————
Ay xm
kde:
A, = plocha piku sterolu x vypocitana pocitaCovym systémom,;
A = plocha piku a-cholestanolu vypocitana pocitatovym systémom;
mg = hmotnost’ a-cholestanolu v miligramoch;
m = hmotnost’ vzorky pouzitej pri stanoveni, v gramoch.
6. VYJADRENIE VYSLEDKOV
6.1. Uvedu sa jednotlivé koncentracie sterolov vyjadrené v mg/kg tukovych
latok a ich sucet ako ,,steroly spolu®.
Zlozenie jednotlivych sterolov a erytrodiolu a uvaolu by sa malo vyja-
drit’ na jedno desatinné miesto.
Steroly spolu sa musia vyjadrit' v celych ¢islach.
v M28
6.2. Percentualny obsah jednotlivych sterolov sa vypocita z pomeru plochy
prislusného piku k celkovej ploche pikov sterolov:
A
sterol, = Z—XA x 100
kde:
A, = plocha piku sterolu x;
YA = celkova plocha pikov sterolov.
VY M26
6.3. Zdanlivy B-sitosterol: A5-23-stigmastadienol + klerosterol + B-sitosterol

+ sitostanol + A5-avenasterol + A5-24-stigmastadienol.
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6.4. Percentualny obsah erytrodiolu a uvaolu sa vypodita:
Er+ U
Erytrodiol + Uvaol = _ otV x 100
Er+ Uv + XA
kde

XA = sucet ploch pikov sterolov vypocitanych pocitacovym systé-
mom;

Er = plocha piku erytrodiolu vypocitana pocitatovym systémom;

Uv = plocha piku uvaolu vypocitana pocitatovym systémom.
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Dodatok

Stanovenie linearnej rychlosti plynu

Do plynového chromatografu nastaveného na bezné pracovné podmienky sa
nadavkuje metan (alebo propan) v objeme 1 az 3 pl a odmeria sa Cas, za
ktory plyn prejde kolonou od momentu nastreku az po moment, kedy sa objavi

pik (tM).

Linearna rychlost v cm/s je dana L/tM, kde L je diZka kolény v centimetroch
a tM namerany ¢as v sekundach.

Tabulka 1

Relativne retenc¢né casy sterolov

Relativny retenény cas

Pik Identifikacia
SE 54 koléna | SE 52 koléna

| cholesterol A-5-cholestén-3-ol 0,67 0,63
2 cholestanol Sa-cholestan-3/-ol 0,68 0,64
3 brasikasterol [24S]-24-metyl-A-5,22-cholestadién-3/3-ol 0,73 0,71
* ergosterol [24S] 24 metyl AS5-7-22 cholestatrién 3f-ol 0,78 0,76
4 24-metylén-cholesterol 24-metylén-A-5,24-cholestadién-3/3-01 0,82 0,80
5 kampesterol (24R)-24-metyl-A-5-cholestén-3/3-ol 0,83 0,81
6 kampestanol (24R)-24-metyl-cholestan-3/3-o0l 0,85 0,82
7 stigmasterol (248S)-24-etyl-A-5,22-cholestadién-3/3-ol 0,88 0,87
8 A-7-kampesterol (24R)-24-metyl-A-7-cholestén-3/3-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol (24R,S)-24-etyl-A-5,23-cholestadién-3/3-ol 0,95 0,95
10 klerosterol (24S)-24-etyl-A-5,25-cholestadién-3/3-ol 0,96 0,96
11 J3-sitosterol (24R)-24-etyl-A-5-cholestén-3/3-ol 1,00 1,00
12 sitostanol 24-etyl-cholestan-3/3-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol (24Z)-24-etylidén-A-cholestén-3/3-ol 1,03 1,03
14 A-5-24-stigmastadienol (24R,S)-24-etyl-A-5,24-cholestadién-3/3-ol 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenol (24R,S)-24-etyl-A-7-cholestén-3/3-ol 1,12 1,12
16 A-T7-avenasterol (24Z)-24-etylidén-A-7-cholestén-3/3-ol 1,16 1,16
17 erytrodiol Sa. olean-12-én-3p28 diol 1,41 1,41
18 uvaol Al12-ursen-3328 diol 1,52 1,52
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Obrazok 1

Plynovy chromatogram frakcie sterolov a triterpénovych diolov lampového olivového oleja (s
vnitornym $tandardom)
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Obrazok 2

Plynovy chromatogram frakcie sterolov a triterpénovych diolov rafinovaného olivového oleja
(s vnutornym S$tandardom)
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Obrazok 3

TLC platiia oleja z olivovych vyliskov so zonou, ktora sa musi zoSkriabat’ na ucely stanovenia
sterolov a triterpénovych diolov

1 — Skvalén
2 — Triterpénové a alifatické alkoholy
3 — Steroly a triterpénové dioly

4 — Start a volné mastné kyseliny
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PRILOHA VII

STANOVENIE PERCENTUALNEHO OBSAHU 2-GLYCERIL MONO-
PALMITATU

1. UCEL A OBLAST POUZITIA

Touto metddou sa popisuje analyticky postup na stanovenie percentudl-
neho obsahu kyseliny palmitovej v pozicii 2 triglyceridov prostrednic-
tvom hodnotenia 2-glyceril monopalmitatu.

Tato metoda je pouzitelna na tekuté rastlinné oleje pri temperovanej
okolitej teplote (20 °C).

2. PRINCIP

Po priprave sa vzorka oleja podrobi procesu pankreatickej lipazy: Cias-
to¢na a Specifickd hydrolyza v poziciach 1 a 3 molekuly triglyceridu
vyvola objavenie sa monoglyceridov v pozicii 2. Percentualny obsah
2-glyceril monopalmitdtu v monoglyceridovej frakcii sa stanovuje po
silanizacii kapilarnou plynovou chromatografiou.

3. PRISTROJOVE VYBAVENIE A BEZNY LABORATORNY MATE-
RIAL
3.1. 25 ml Erlenmeyerova banka

3.2. 100, 250 a 300 ml kadicky

3.3. Sklena koléna na chromatografiu, s vnutornym priemerom 21 — 23 mm,
dlzkou 400 mm, vybavena fritovym kotucom a kohtitikom

34. Odmerné valce s objemom 10, 50, 100 a 200 ml

3.5. 100 a 250 ml banky

3.6. Rotacna odparka

3.7. 10 ml centrifugacnd skimavka s konickym dnom so zdbrusovou zatkou
3.8. Odstredivka pre 10 a 100 ml skimavky

3.9. Termostat s moznostou udrziavania teploty na 40 °C + 0,5 °C

3.10.  Odmerné pipety s objemom 1 a 2 ml

3.11. 1 ml podkozna striekacka

3.12. 100 pl mikrostriekacka

3.13. 1000 ml lievik

3.14. Plynovy chromatograf pre kapilarne kolony, vybaveny injekénym
systétmom ,,on column®“ za studena na priame zavedenie vzorky do
kolény a pecou umoziujucou udrziavat' nastavenu teplotu s presnostou
na 1 °C

3.15.  Studeny injektor ,,on column® na priame zavedenie vzorky do kolony
3.16. Plamenovoionizacny detektor a elektrometer

3.17.  Zapisovac-integrator prispdsobeny elektrometru s rychlostou odozvy
najviac 1 sekundu a s menitelnou rychlostou posunu papiera

3.18. Kapilarna koléna sklena alebo silikagélova, s dizkou 8 az 12 metrov,
vnutornym priemerom 0,25 az 0,32 mm, pokrytd metylpolysiloxanom
alebo 5 % fenyl metylpolysiloxanom, s hrabkou 0,10 — 0,30 pm, pouzi-
telna pri teplote 370 °C
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

4.16.

5.1
5.1.1.

10 ul mikrostriekacka vybavena cementovou ihlou dlhou aspon 7,5 cm
na priame vstreknutie na kolonu.

CINIDLA

Silikagél s granulometriou medzi 0,063 a 0,200 mm (70/280 mesh)
pripraveny takto: Silikagél vlozte do porcelanovej kapsule, suste aspoi
Styri hodiny v peci pri teplote 160 °C. Nechajte vychladnat’ v exsikatore
pri temperovanej teplote. Pridajte objem vody, ktory zodpovedd 5 %
hmotnosti silikagélu, takto: odvazte 152 g silikagélu do Erlenmeyerove;j
banky, pridajte 8 g destilovanej vody, zazatkujte a jemne pretrepte, aby
sa voda rovnomerne rozdelila. Pred pouzitim nechajte asponn 12 hodin
Stat’.

n-hexan (na chromatografiu)
Izopropanol
Izopropanol, vodny roztok v objemovom pomere 1/1

Pankreaticka lipaza. Pouzita lipdza ma mat’ aktivitu medzi 2,0 a 10
jednotkami lipazy na mg (V obchodnej sieti dostat pankreatické lipazy
s aktivitou medzi 2 a 10 jednotkami na mg enzymu.)

Tlmiaci roztok tri-hydroxy-metylaminometanu: vodny roztok 1
M upraveny az na pH = 8 (kontrolované potenciometrom) pridanim
koncentrovanej kyseliny chlorovodikovej (v objemovom pomere 1/1)

Cholat sodny enzymatickej kvality, 0,1 % vodny roztok (tento roztok sa
musi pouzit’ do 15 dni od jeho pripravy)

Chlorid vapenaty, 22 % vodny roztok
Dietyléter na chromatografiu

Vyvijacie rozpustadlo: zmes n-hexanu/dietyléteru (v objemovom pomere
87/13)

12 % hmotnostnych roztoku hydroxidu sodného
Fenolftalein, 1 % roztok v etanole
Nosny plyn: vodik alebo hélium na plynova chromatografiu

Pomocné plyny: vodik, minimdlne 99 %, zbaveny vlhkosti a organickych
latok — a vzduch rovnakej Cistoty na plynovi chromatografiu

Cinidl4 na silanizaciu: zmes pyridinu/hexametyldisilazanu, trimetylchlor-
silinu v objemovom pomere 9/3/1 (Hotové roztoky dostat’ v obchodnej
sieti. Na silanizaciu sa moézu pouzit aj d’alSie Cinidla, konkrétne bis-
trimetylsilyl trifluéracetamid + 1% trimetylchlorosilan, zriedené
rovnakym objemom bezvodého pyridinu.)

Referenéné vzorky: ¢isté monoglyceridy alebo zmesi monoglyceridov so
znamym percentualnym zlozenim podobnym vzorke.

POSTUP
Priprava vzorky

Oleje s obsahom volnych kyselin menej ako 3 % sa nemusia pred chro-
matografiou na silikagélovej kolone neutralizovat. Oleje s obsahom
volnych kyselin viac ako 3% sa musia neutralizovat v stlade
s bodom 5.1.1.1.
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5.1.1.1. Do 1 000 ml lievika (3.13) dajte 50 g oleja a 200 ml n-hexanu. Pridajte
100 ml izopropanolu a taky objem roztoku 12 % hydroxidu sodného
(4.11), aky zodpoveda obsahu volnych kyselin v oleji s 5 % navySenim.
Dokladne pretrepavajte pocas 1 mintty. Pridajte 100 ml destilovanej
vody, znova pretrepte a nechajte stat’.

Po dekantécii eliminujte spodnti vrstvu obsahujicu mydla. Eliminujte
pripadné stredné vrstvy (sliz a nerozpustné latky). Premyte hexanovy
roztok neutralizovaného oleja postupnymi davkami 50 — 60 ml roztoku
izopropanolu/vody v objemovom pomere 1/1 (4.4) az do vymiznutia
ruzového sfarbenia fenolftaleinu.

Eliminujte najvdcSiu Cast hexdnu vakuovou destilaciou (napriklad
s pouzitim rotacnej odparky) a preneste olej do 100 ml banky (3.5).
Vysusajte olej vo vakuu az do Uplnej eliminacie rozpustadla.

Po skonceni tejto procedury ma byt acidita oleja nizsia ako 0,5 %.

5.1.2. Vlozte 1,0 g oleja pripraveného podla vyssie uvedenych indikacii do
25 ml (3.1) Erlenmeyerovej banky a rozpustite v 10 ml vyvijacej
zmesi (4.10). Nechajte roztok postat’ aspont 15 mintt pred chromatogra-
fiou na silikagélovej kolone.

Ak je roztok zakaleny, odstred’te ho, aby boli zabezpecené optimalne
podmienky na chromatografiu. (Mozu sa pouzit aj uz hotové 500
g silikagélové patrony SPE — na extrakciu na tuhych fazach).

5.1.3.  Priprava chromatografickej kolony

Nalejte do kolony (3.3) priblizne 30 ml vyvijacieho rozptstadla (4.10),
pomocou sklenenej ty¢inky vlozte do spodne;j Casti kolony kisok baviny;
stlacte, aby sa odstranil vzduch.

V kadicke pripravte suspenziu z 25 g silikagélu (4.1) v priblizne 80 ml
vyvijacieho rozpustadla a pomocou lievika ju vlejte do kolony.

Skontrolujte, ¢i bol do kolony zavedeny vsetok silikagél; premyte vyvi-
jacim rozpustadlom (4.10), otvorte kohutik a nechajte, aby hladina teku-
tiny dosiahla priblizne 2 mm nad vrchnou uroviiou silikagélu.

5.1.4.  Chromatografia na kolone

Do 25 ml Erlenmeyerovej banky (3.1) odvazte presne 1,0 g vzorky
pripravenej podla bodu 5.1.

Rozpustite vzorku v 10 ml vyvijacieho roztoku (4.10). Nalejte roztok do
chromatografickej kolony pripravenej podla bodu 5.1.3. Nepohnite
povrchom kolony.

Otvorte kohutik a nechajte roztok vzorky tiect, az kym nedosiahne
uroven silikagélu. Vyvijajte so 150 ml vyvijacieho rozpustadla. Upravte
prietok na 2 ml/min (tak, aby 150 ml pretieklo do kolény priblizne za 60
— 70 minut).

Odoberte eluat do 250 ml banky, ktora ste predtym odvazili. Odparte
rozpustadlo vo vakuu a odstraite jeho posledné stopy pod pradom
dusika.

Odvazte banku a vypocitajte mnozstvo ziskaného extratu.
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[V pripade pouzitia uz hotovych silikagélovych patronov SPE postupujte
takto: zaved'te 1 ml roztoku (5.1.2) do vopred pripravenych patrénov
s 3 ml n-hexanu.]

Po perkolovani roztoku vyvijajte so 4 ml n-hexanu/dietyléteru
v objemovom pomere 9/1.

Odoberte eluat do 10 ml skumavky a odparujte pod pridom dusika az do
vysusenia.

Suché reziduum podrobte pankreatickej lipaze (5.2). Zakladom je overit’
zlozenie mastnych kyselin pred a po prechode patronom SPE.

5.2. Hydrolyza pankreatickou lipazou

5.2.1. Do centrifugacnej skimavky odvazte 0,1 g oleja pripraveného podla
bodu 5.1. Pridajte 2 ml tlmiaceho roztoku (4.6), 0,5 ml roztoku cholatu
sodného (4.7) a 0,2 ml roztoku chloridu vépenatého, priCom po kazdom
pridani riadne pretrepte. Uzatvorte skimavku zabrusovou zatkou
a umiestnite ju do termostatu pri teplote 40 + 0,5 °C.

5.2.2. Pridajte 20 mg lipazy, opatrne pretrepte (tak, aby ste nezmacali zatku)
a dajte skumavku do termostatu presne na 2 mintty, potom ju vyberte,
pocas 1 minaty dokladne pretrepavajte a nechajte vychladnut.

5.2.3. Pridajte 1 ml dietyléteru, zazatkujte a dokladne pretrepte, potom
odstred’te a pomocou mikrostriekacky preneste éterovy roztok do Cistej
a suchej skamavky.

5.3. Priprava silanizovanych derivatov a plynova chromatografia

5.3.1. Pomocou mikrostrickacky zavedte 100 pl roztoku (5.2.3) do 10 ml
skamavky s konickym dnom.

5.3.2. Eliminujte rozpstadlo pod miernym pridom dusika, pridajte 200 ul
¢inidla na silanizaciu (4.15), uzavrite skimavku a nechajte 20 minut
odstat’.

5.3.3.  Po 20 minttach pridajte 1 az 5 ml n-hexanu (v zavislosti od chromato-
grafickych podmienok): vysledny roztok je pripraveny na plynovi chro-
matografiu.

5.4. Plynova chromatografia

Hlavné operacné podmienky su tieto:

— teplota injektora (injektor ,,on column®) niz§ia ako teplota varu
rozpustadla (68 °C),

— teplota detektora: 350 °C,

— teplota kolony: nastavenie teploty pece: 60 °C pocas 1 minuty, kazda
minutu zvyste o 15 °C az do dosiahnutia 180 °C, potom o 5 °C za
minttu az do 340 °C, d’alej udrziavajte 340 °C pocas 13 minut,

— nosny plyn: vodik alebo hélium nastavené na linearnu rychlost’ adek-
vatnu na dosiahnutie rozliSenia znazorneného na obrazku 1. Retenény
Cas triglyceridu Cs4 ma byt 40 £ 5 minut (pozri obrazok 2). (Vyssie
uvedené podmienky postupu sa uvddzaji len orientacne. Kazdy
subjekt ich musi optimalizovat' s cielom dosiahnut pozadované
rozlisenie. VySka piku zodpovedajica 2-glyceril monopalmitatu
musi dosiahnut aspon 10 % rozsahu stupnice zapisovaca.),
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— Mnozstvo vstreknutej latky: 0,5 — 1 ul roztoku (5 ml) n-hexénu
(5.3.3).

5.4.1. Identifikacia pikov

Jednotlivé monoglyceridy sa identifikujt v zavislosti od ziskanych
retenénych Casov a vzhladom na tie, ktoré boli ziskané so Standardami
zmesi monoglyceridov analyzovanych pri rovnakych podmienkach.

5.4.2. Kvantitativne hodnotenie
Plocha kazdého piku sa vypocita pomocou elektronického integratora.

6. VYJADRENIE VYSLEDKOV

Percentudlny obsah glyceryl monopalmititu sa vypocita na zaklade
vztahu medzi plochou zodpovedajiiceho piku a suétom ploch pikov
vsetkych monoglyceridov (pozri obrazok 2) podla vzorca:

A
glycéryl monopalmitate (%): ﬁ x 100
kde:
A, = plocha piku, ktory zodpoveda glyceril monopalmitatu,

YA = sucet ploch vsetkych pikov, ktoré zodpovedajii monoglyceridom.
Vysledok sa uvadza s presnostou na jedno desatinné miesto.
7. SPRAVA O ANALYZE
V sprave z analyzy sa ma konkrétne uviest:
— odkaz na tuto metddu,
— vSetky tdaje potrebné na uplnu identifikaciu vzorky,
— vysledok analyzy,

— kazdé odklonenie sa od tejto metddy, ¢i uz vplyvom rozhodnutia
dotknutych stran alebo z iného dovodu,

— podrobné identifikacné udaje o laboratoriu, datum uskutocnenia
analyzy a podpis zodpovednych za analyzu.
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Obrazok 1

Chromatogram vyslednych produktov reakcie silanizacie, ktoré sa ziskali lipazou na rafino-
vanom olivovom oleji s pridanim 20 % esterifikovaného oleja (100 %)

21.649 23.310

10.384 12.266

100

- Huile d’olive raffinée
+ 20% huile estérifiée 17.89 -
1-2 monopalmitine

Squalene

Acides gras libres
1-2 mono C18 insat.

10.218
12.525 1-2 monopalmitoléine 17 525 22.203
4

8.889
9.581 11.103 22.618
U \"A-'\...__
0 T T T T ) T T T T T - T T T T T T T T T T >can
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Vysvetlivky: ,acides gras libres = volné mastné kyseliny; ,huile d’olive rafinée + 20 % huile
estérifiée” = rafinovany olivovy olej s pridanim 20 % esterifikovaného oleja; ,,1-2 monopalmito-
I¢ine* = 1-2 monopalmitin; ,,1-2 mono C;g insat.”“ = nesaturovany 1-2 mono Cig
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Obrazok 2
Chromatogram:
A) neesterifikovaného olivového oleja, po lipaze; po silanizacii; za tychto podmienok (kapi-
lirna koléna 8 — 12 m) je voskova frakcia eluovana v rovnakom case ako frakcia digly-
ceridu alebo kratko potom.
Po lipaze by obsah triglyceridov nemal prekrocit’ 15 %.
%%
*
‘ u A k L1 ‘—.‘1" =~y
[ JL i
3
1 2
1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45
Vysvetlivky:
1 = Volné mastné kyseliny

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

** = Triglycerid Csy
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Chromatogram:

B) esterifikovaného oleja po lipaze; po silanizacii; za tychto podmienok (kapilarna kolona 8 —
12 m) je voskova frakcia eluovana v rovnakom c¢ase ako frakcia diglyceridu alebo kratko
potom.

Po lipaze by obsah triglyceridov nemal prekrocit’ 15 %.

*
ke
]
A, 5
JL[ T L ] L'S—‘ 4
1 2
1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 35 40 45
Vysvetlivky:
1 = Volné mastné kyseliny

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

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

V obchodnej sieti su k dispozicii lipdzy s dostato¢nou aktivi-
tou. V laboratoriu sa tiez daji pripravit’ takto:

5 kg cerstvych pankreasov z oSipanych ochladte na 0 °C.
Odstrante tuhy okolity tuk a spojivové tkanivo a rozomel'te
v mlynéeku s lamelami tak, aby ste ziskali tekutd hmotu.
Pretrepavajte tito hmotu 4 az 6 hodin spolu s 2,5 litra
bezvodého aceténu a potom odstred’te. Este trikrat extrahujte
zvySok s rovnakym objemom bezvodého aceténu, potom
d’alsich dvakrat so zmesou acetonu/dietyléteru v objemovom
pomere (1/1) a dvakrat s dietyléterom.

Suste zvySok 48 hodin vo vakuu, aby ste ziskali stabilny
prasok, ktory bude dlhodobo uskladnitelny v chladnicke chra-
neny pred vlhkostou.

Poznimka 2 KONTROLA AKTIVITY LIPAZY

Pripravte emulziu olivového oleja takto:

Pocas 10 minit pretrepavajte v miesaci zmes zlozeni zo
165 ml roztoku arabskej gumy s koncentraciou 100g/1,
15 g roztléeného l'adu a 20 ml vopred zneutralizovaného oleja.

Postupne zaved’te do 50 ml banky 10 ml tejto emulzie, d’alej
0,3 ml roztoku cholatu sodného s koncentraciou 0,2 g/ml
a 20 ml destilovanej vody.

Umiestnite banku do termostatu nastaveného na 37 °C;
zaved'te elektrody pH-metra a Spiralové miesSadlo.

Pomocou byrety pridavajte po kvapkach roztok hydroxidu
sodného 0,1 N, az kym nedosiahnete pH 8,3.

Pridajte objem suspenzie prasku lipdzy vo vode (0,1 g/ml
lipazy). Ked” pH-meter ukaze pH 8,3, uved’te chronometer
do Ccinnosti a pridavajte po kvapkach roztok hydroxidu
sodného takym tempom, aby sa hodnota pH udrziavala na
8,3. Zaznamenajte kazdi minitu objem spotrebovaného
roztoku.

Preneste udaje do grafového systému suradnic tak, Ze os
nezéavisle premennych (x-ovd os) ponesie ¢asové udaje a na
osi zavisle premennych (y-ova os) uvediete pocet mililitrov
alkalického roztoku 0,1 N spotrebovaného na udrzanie
konstantného pH. Mali by ste ziskat' linearny graf.

Aktivita lipdzy merand v jednotkach lipdzy na mg sa vypocita
na zéklade vzorca:

_V><N><100
B m

A

kde:
A je aktivita vyjadrena v jednotkach lipazy/mg

V  je pocet mililitrov roztoku hydroxidu sodné¢ho 0,1 N za
minutu (vypocitané na zaklade grafu)

N je molarita roztoku hydroxidu sodného
m je mnozstvo testovacej lipazy v mg.

Jednotka lipazy je definovana ako mnozstvo enzymu, ktoré
uvolni 10 mikro-ekvivalentov kyseliny za minttu.

VY M20
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PRILOHA IX

SPEKTROFOTOMETRICKE SKUMANIE \4 ULTRAFIALOVEJ
OBLASTI

PREDSLOV

Spektrofotometrické skiimanie v ultrafialovej oblasti méze poskytnut’ informacie
o kvalite tuku, jeho stave uchovania a o zmenach, ktoré nastali pocas technolo-
gickych procesov. Absorpcia pri vinovych dizkach $pecifikovanych v metode je
spdsobena pritomnost'ou konjugovanych diénovych a triénovych systémov, ktoré
st vysledkom oxidacie a/alebo rafinovania. Tieto absorpcie su vyjadrené ako
Specifické extinkcie E| lem (extinkcia 1 % roztoku tuku v Specifikovanom
rozpustadle, v kyvete hrubej 10 mm) obvykle urcené ako K (uvadzané tiez
ako ,.extinkény koeficient®).

1. OBLAST

Tato priloha opisuje postup vykonania spektrofotometrického testovania
olivového oleja v ultrafialovej oblasti.

2. PRINCIP METODY

Vzorka sa rozpusti v pozadovanom rozpustadle a absorbancia roztoku sa
meria pri $pecifikovanych vinovych dlzkach vzhl'adom na cisté rozpust-
adlo.

Specifické extinkcie pri 232 nm a 268 nm v izo-oktine alebo 232 nm
a 270 nm v cyklohexane sa vypocitavaji pri koncentracii 1 % roztoku
v kyvete hribky 10 mm.

3. VYBAVENIE

3.1.  Spektrofotometer vhodny na merania pri ultrafialovych vinovych dizkach
(220 nm az 360 nm) s moznostou odcitavania jednotlivych nanometric-
kych jednotiek. Odportca sa pravidelna kontrola, pokial’ ide o presnost’
a reprodukovatelnost mierok vlnovej dizky a absorbancie, ako aj o sa
tyka rozptylené¢ho svetla.

3.1.1. Mierka vinovej ditky: mozno ju skontrolovat’ pomocou referenéného mate-
ridlu pozostavajiceho z optického skleneného filtra obsahujiceho oxid
holmity alebo roztok oxidu holmitého (uzavretého alebo neuzavretého),
ktory ma odlisené absorpéné pasma. Referenéné materialy si uréené na
overovanie a kalibraciu mierok vinovej dizky spektrofotometrov vo vidi-
telnej a ultrafialovej oblasti, ktoré majii nominalne spektralne Sirky pasma
5 nm alebo menej. Merania sa vykonavaji oproti vzdusnej slepej vzorke
v rozsahu vlnovych dizok 640 — 240 nm podla pokynov uvedenych
v referenénych materialoch. Zakladnd korekcia sa vykonava s prazdnou
drahou lu¢a pri kazdej zmene velkosti otvorenia clony. VInové dizky
normy su uvedené v certifikate referenéného materialu.

3.1.2. Mierka absorbancie: mozno ju skontrolovat’ prostrednictvom bezne
dostupnych  uzavretych referencnych  materidlov  pozostavajicich
z roztokov dvojchromanu draselného v kyseline v uritych koncentraciach
a certifikovanych hodnotach absorbancie pri ich Amax (Styroch roztokov
dvojchromanu draselného v kyseline chloristej uzavretych v Styroch UV
kremennych kyvetdch na meranie linearity a fotometrickej presnosti
v ultrafialovej oblasti). Roztoky dvojchromanu draselného sa meraju oproti
slepej vzorke pouzitej kyseliny po zakladnej korekcii podla pokynov
uvedenych v referennom materidli. Hodnoty absorbancie su uvedené
v certifikate referencného materialu.

Dalgou moznostou, ako kontrolovat reakciu fotobunky a fotonasobica, je
tento postup: odvazte 0,2000 g chromanu draselného na spektrofotometriu
a rozpustite ho v 0,05 N roztoku hydroxidu draselného v 1000 ml
odmernej banke a dopliite ju az po znacku. Odoberte presne 25 ml ziska-
ného roztoku, preneste ho do 500 ml odmernej banky a rozried’te ho az po
znacku tym istym roztokom hydroxidu draselného.
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Odmerajte extinkciu takto ziskaného roztoku pri 275 nm s pouzitim
roztoku hydroxidu draselného ako referencie. Extinkcia namerana
pouzitim kyvety hrubky 1 cm by mala byt 0,200 + 0,005.

3.2.  Pravouhlé kremenné kyvety, s krytom, vhodné na merania ultrafialovych
vinovych dizok (220 az 360 nm) s optickou dizkou 10 mm. Ked sa
kyvety naplnia vodou alebo inym vhodnym rozptstadlom, nemali by
medzi sebou vykazovat' rozdiel vacsi ako 0,01 jednotky extinkcie.

3.3.  Odmerné banky s jednou znackou s kapacitou 25 ml triedy A.

3.4. Analytické vahy s presnostou 0,0001 g.

4. CINIDLA

Ak nie je stanovené inak, pouzivajte poCas analyzy len ¢inidld uznanej
analytickej kvality a destilovant alebo demineralizovanti vodu alebo vodu
ekvivalentnej Cistoty.

Rozpustadlo: izo-oktan (2,2,4-trimetylpentan) na merania pri 232 nm
a 268 nm alebo cyklohexan na merania pri 232 nm a 270 nm,
s absorbanciou menej ako 0,12 pri 232 nm a menej ako 0,05 pri 270
nm oproti destilovanej vode, merané v kyvete hribky 10 mm.

5. POSTUP

5.1.  Vzorka musi byt dokonale homogénna a bez podozrivych nedistot. Ak nie
je, musi sa prefiltrovat’ cez papier pri teplote priblizne 30 °C.

5.2.  Presne odvazte priblizne 0,25 g (s presnostou na 1 mg) takto pripravenej
vzorky do 25 ml odmernej banky, doplite uréenym rozpastadlom po
znacku a zhomogenizujte. Vysledny roztok musi byt tplne priezracny.
Ak je pritomna opalescencia alebo zékal, rychlo roztok prefiltrujte cez
papier.

POZNAMKA: Na merania absorbancie panenskych a extra panenskych
olivovych olejov pri 268 nm a 270 nm spravidla staci 0,25 — 0,30 g.
Na merania pri 232 nm treba zvycajne 0,05 g vzorky, takze obycajne sa
pripravuju dva rozdielne roztoky. Vzhladom na ich vysSiu absorbanciu
treba na merania olivového oleja z olivovych vyliskov, rafinovaného
olivového oleja a znehodnoteného olivového oleja zvycajne nizsie mnoz-
stvo vzorky, napr. 0,1 g.

5.3. 'V pripade potreby upravte zéklad (220 — 290 nm) pomocou roztoku
v oboch kremennych kyvetach s testovacim roztokom a odmerajte
extinkcie pri 232, 268 alebo 270 nm oproti roztoku pouzitému ako
referencia.

Zaznamenané hodnoty extinkcie musia byt v rozmedzi 0,1 az 0,8 alebo
v rozsahu linearity spektrofotometra, ktorti treba overit. Ak nie sq,
merania sa musia opakovat' s pouzitim koncentrovanejsich, pripadne
redsich roztokov.

5.4. Po odmerani absorbancie pri 268 alebo 270 nm odmerajte absorbanciu pri
Amax, Amax + 4 a Amax — 4. Tieto hodnoty absorbancie sa pouzivaji na
urcenie rozdielu $pecifickej extinkcie (AK).

POZNAMKA: Za Mmax sa povazuje 268 nm pre izo-oktan pouzity ako
rozpustadlo a 270 nm pre cyclohexan.
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6. VYJADRENIE VYSLEDKOV

6.1. Zaznamenajte Specifické extinkcie (extinkéné koeficienty) pri réznych
vinovych dlzkach, ktoré sa vypocitaju takto:

)
Kl =—=
cXs
kde:
KA = $pecificka extinkcia pri vinovej dizke A,
E)L = namerana extinkcia pri vinovej dizke A,
¢ = koncentracia roztoku v g/100 ml,

s hriibka kremennej kyvety v cm,
vyjadrené na dve desatinné miesta.
6.2. Rozdiel $pecifickej extinkcie (AK)

Rozdiel absolutnej hodnoty extinkcie (AK), ktory je vyjadreny vzorcom:

AK — |Km— (K/Im—4+Klm+4)|

2

kde Km je $pecificka extinkcia pri vinovej dizke pre maximalnu absorpciu
pri 270 nm a 268 nm v zavislosti od pouzitého rozptstadla.

Vysledky vyjadrené na dve desatinné miesta.
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PRILOHA X

STANOVOVANIE METYLESTEROV MASTNYCH KYSELIN
PLYNOVOU CHROMATOGRAFIOU

1. OBLAST

Tato priloha poskytuje usmernenia tykajiice sa chromatografického stano-
venia volnych a viazanych mastnych kyselin v rastlinnych tukoch
a olejoch po ich konverzii na metylestery mastnych kyselin (fatty acid methyl
esters, FAME).

Viazané mastné kyseliny triglyceridov (TAG) a v zavislosti od metddy este-
rifikicie volné mastné kyseliny (free fatty acids, FFA) sa konvertuji na
metylestery mastnych kyselin, ktoré sa stanovuju kapildrnou plynovou
chromatografiou.

Metoda opisana v tejto prilohe umoziiuje stanovenie FAME z C, az Cyy
vratane metylesterov nasytenych, cis- a trans-mononenasytenych a cis-
a trans-polynenasytenych mastnych kyselin.

2. PRINCIP

Plynova chromatografia (gas chromatography, GC) sa pouziva na kvantita-
tivnu analyzu FAME. FAME sa pripravuji podl'a ¢asti A. Potom sa vstrekn(i
do injektora a odparia sa v iom. Oddelenie FAME sa vykonava na analy-
tickych kolonach so $pecifickou polaritou a dizkou. Na stanovenie FAME sa
pouziva plamefiovoioniza¢ny detektor (Flame Ionisation Detector, FID).
Podmienky analyzy s uvedené v Casti B.

V ramci plynovej chromatografie FAME s FID sa ako nosny plyn moézu
pouzit’ vodik alebo hélium (mobilnd faza). Vodik zrychluje oddelovanie
a zabezpeCuje ostrejSie piky. Stacionarna faza je mikroskopicka vrstva
tenkého tekutého povlaku na inertnom pevnom povrchu z kremenného skla.

Analyzované odparené zliceniny reaguju pri prechode kapilarnou kolénou so
staciondrnou fazou, ktord sa nachddza na vnitornom povrchu kolony.
V désledku tohto rozdielneho vzajomného pdsobenia réznych zlicenin sa
eluyji v rozli€nom case, ktory sa nazyva retencny cas zliceniny pre dany
sibor parametrov analyzy. Porovnanie retenénych Casov sa pouziva na
urcenie jednotlivych zlucenin.

CAST A
PRIPRAVA METYLESTEROV MASTNYCH KYSELIN Z OLIVOVEHO
OLEJA A OLEJA Z OLIVOVYCH VYLISKOV

1. OBLAST

V tejto Casti je uvedena priprava metylesterov mastnych kyselin. Zahina
metody pripravy metylesterov mastnych kyselin z olivového oleja a oleja
z olivovych vyliskov.

2. POSOBNOST

Priprava metylesterov mastnych kyselin z olivového oleja a oleja
z olivovych vyliskov sa vykonava transesterifikaciou s metanolovym
roztokom hydroxidu draselného pri izbovej teplote. Nevyhnutnost’ puri-
fikacie vzorky pred transesterifikaciou zavisi od obsahu volnych mast-
nych kyselin vo vzorke a od parametra, ktory sa ma urcit' v ramci
analyzy, rozhodnat’ sa da podla tejto tabulky:
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3.1.2.
3.1.2.1.

3.1.2.2.

3.1.2.3.

3.1.24.

3.1.2.5.

3.1.2.6.

3.1.2.7.

3.1.2.8.

3.1.3.
3.1.3.1.

3.1.3.2.

Kategoria oleja

Metoda

Panensky olivovy olej s kyslostou | 1. Mastné kyseliny

<2,0% 2. trans-mastné kyseliny
3. AECN42 (po purifikacii so

Rafinovany olivovy olej silika gelom SPE)

Olivovy olej zlozeny

z rafinovanych a panenskych

olivovych olejov

Rafinovany olej z olivovych vyli-

skov

Olej z olivovych vyliskov

Panensky olivovy olej s kyslostou | 1. Mastné kyseliny (po purifikécii

>2,0% so silika gelom SPE)

Surovy olej z olivovych vyliskov | 2. trans-mastné kyseliny (po puri-

fikécii so silika gelom SPE)

3. AECN42 (po purifikacii so

silika gelom SPE)

METODIKA

Transesterifikicia s metanolovym roztokom hydroxidu draselného

pri izbovej teplote.

Princip

Metylestery sa vytvaraji transesterifikaciou s metanolovym hydroxidom
draselnym ako medzistupenl pred zmydelnenim.

Cinidld

Metanol obsahujici maximalne 0,5 % (m/m) vody.

Hexan, chromatografickej kvality.

Heptan, chromatografickej kvality.

Dietyléter, stabilizovany na analyzu.

Aceton, chromatografickej kvality.

Eluéné rozpustadlo na purifikaciu oleja prostrednictvom chromatografie
s pouzitim kolony/SPE, zmes hexan/dietyléter 87/13 (v/v).

Hydroxid draselny, priblizne 2M metanolovy roztok: rozpustite 11,2
g hydroxidu draselné¢ho v 100 ml metanolu.

Silikagélové patrony, 1 g (6 ml), na extrakciu tuhou fazou.

Pristrojové vybavenie

Skiimavky so zavitovym uzaverom (objem 5 ml) s PTFE spojom.

Odmerné alebo automatické pipety, 2 ml a 0,2 ml.
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3.1.4.  Purifikacia vzoriek olejov

V pripade potreby sa vzorky vycistia prechodom oleja cez silikagelové
patrony na extrakciu tuhou fazou. Silikagelova patrona (3.1.2.8) sa vlozi
do vakuového elu¢ného zariadenia a premyje sa 6 ml hexénu (3.1.2.2);
premytie sa vykonava bez vakua. Roztok oleja (priblizne 0,12 g) v 0,5
ml hexanu (3.1.2.2) sa zavedie do kolony. Po prechode cez kolonu sa
nasledne necha eluovat pomocou 10 ml zmesi hexan/dietyléter (87:13
v/v) (3.1.2.6). Kombinované eluaty sa homogenizujii a rozdelia na dva
podobné objemy. Alikvotna Cast’ sa odpari dosucha v rota¢nej odparke
pod niz§im tlakom pri izbovej teplote. ZvySok sa rozpusti v 1 ml
heptanu a roztok je pripraveny na analyzu mastnych kyselin prostrednic-
tvom GC. Pripadne sa odpari druha alikvotna Cast’ a zvySok sa rozpusti
v 1 ml acetoénu na analyzu triglyceridov prostrednictvom HPLC.

3.1.5. Postup

V 5 ml skiimavke so zavitovym uzaverom (3.1.3.1) odvazte priblizne
0,1 g vzorky oleja. Pridajte 2 ml heptanu (3.1.2.2) a pretrepavajte.
Pridajte 0,2 ml metanolového roztoku hydroxidu draselného (3.1.2.7),
nasad’te uzaver s PTFE spojom, uzaver zatiahnite a 30 sekind dokladne
pretrepavajte. Nechajte odstat, kym sa vrchna vrstva nevyciri. Zlejte
vrchna vrstvu obsahujucu metylestery. Heptanovy roztok je pripraveny
na vstreknutie do plynového chromatografu. Roztok by sa mal do
analyzy plynovou chromatografiou uchovavat’ v chladnicke. Skladovanie
roztoku viac nez 12 hodin sa neodportca.

CAST B
ANALYZA METYLESTEROV MASTNYCH KYSELIN PLYNOVOU
CHROMATOGRAFIOU
1. OBLAST

Tato Cast’ poskytuje vSeobecné usmernenia tykajice sa pouzivania kapi-
larnej  plynovej  chromatografie na  urenie  kvalitativneho
a kvantitativneho zloZzenia zmesi metylesterov mastnych kyselin ziska-
nych v stlade s metddou uvedenou v cCasti A.

Tato Cast’ sa na nevztahuje na polymerizované mastné kyseliny.

2. CINIDLA
2.1. Nosny plyn

Inertny plyn (hélium alebo vodik), dokonale vysuSeny a s obsahom
kyslika mensim ako 10 mg/kg.

Poznamka 1: Vodik moze dvojnasobne urychlit' analyzu, ale je nebez-
pecny. Su k dispozicii bezpecnostné zariadenia.

2.2. Pomocné plyny
2.2.1. Vodik (Cistota > 99,9 %), bez organickych necistot.

2.2.2.  Vzduch alebo kyslik, bez organickych necistot.
2.2.3. Dusik (Cistota > 99 %).

2.3. Referen¢ny Standard

Zmes metylesterov Cistych mastnych kyselin alebo metylesterov tuku
znameho zloZenia, najlepSie podobného zlozenia ako tukova latka na
analyzu. Na urCenie trans-izomérov nenasytenych Kyselin su uzito¢né
cis- a trans-izoméry metylesterov kyseliny oktadecénovej, oktadekadié-
novej a oktadekatriénove;j.

Je potrebné dbat’ na to, aby sa zabranilo oxidacii polynenasytenych
mastnych kyselin.
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3. PRISTROJOVE VYBAVENIE

Uvedené pokyny sa tykaju bezného vybavenia pouzivaného v plynovej
chromatografii, vyuzivajuceho kapilarne kolony a plamenovoionizacny
detektor.

3.1. Plynovy chromatograf

Plynovy chromatograf sa sklada z tychto prvkov:

3.1.1.  Injekcny systém

Pouzite niektory z injekénych systémov s kapilarnymi koléonami, v tomto
pripade by mal byt injekény systém ureny iba na pouzitie s takymito
kolénami. Moze to byt split (s delenim) typ alebo splitless (bez odfuku)
on-column injektor.

3.1.2. Pec

Pec musi byt schopna vyhrievat’ kapilarnu kolénu na teplotu aspoii
260 °C a udrziavat’ pozadovani teplotu v rozmedzi 0,1 °C. Tato druha
poziadavka je obzvlast' dolezitd pri trubiciach z kremenného skla.

Vo vsetkych pripadoch sa odporuca teplotne programovatelné vyhrie-
vanie a to najmid pre mastné kyseliny s menej ako 16 uhlikovymi
atdmami.

3.1.3.  Kapilarna kolona

3.1.3.1. Trubica vyrobena z materialu nereagujiiceho s latkami, ktoré sa maju
analyzovat’ (obvykle zo skla alebo z kremenného skla). S vnitornym
priemerom 0,2 az 0,32 mm. Vnatorny povrch musi pred nanesenim
stacionarnej fazy prejst’ nalezitou Upravou (napr. preparaciou povrchu,
deaktivaciou). Pre mastné kyseliny a cis- a trans-izoméry mastnych
kyselin je dostatoéna dizka 60 m.

3.1.3.2. Staciondrna faza, vhodné st kolony z polarneho polysiloxanu (kyano-
propylsilikonu) s krizom viazanymi vdzbami.

Pozndamka 2: Existuje riziko, ze polarne polysiloxany mozu spdsobit’
tazkosti pri ur€ovani a oddelovani kyseliny linolénovej
a C20 kyselin.

Nanesené vrstvy musia byt tenké, t. j. 0,1 az 0,2 pm.

3.1.3.3. Montaz a kondiciovanie kolony

Pri montazi kapilarnych kolon dodrzte obvyklé opatrenia, t. j. umiest-
nenie kolony v peci (drziak), vyber a montaz spojov (tesnost’), umiest-
nenie koncov kolony v injektore a detektore (redukcia mitvych obje-
mov). Ulozte koloénu pod prietok nosného plynu [napr. 0,3 bar (30 kPa),
v pripade kolony dizky 25 mm a s vnitornym priemerom 0,3 mmj.

Kondiciujte kolénu v peci s teplotou nastavovanou na 3 °C/min od
teploty prostredia az na teplotu 10 °C pod limitom dekompozicie stacio-
narnej fazy. Udrzujte pec na tejto teplote jednu hodinu az do stabilizacie
zakladu. Vrat'te teplotu na 180 °C, aby ste pracovali v izotermalnych
podmienkach.

Poznamka 3: Vhodné  pre-kondiciované  kolény st dostupné
v obchodnej sieti.
3.1.4.  Plamernovoionizacny detektor a prevodnik-zosiliiovac
3.2 Striekacka

Striekacka ma maximalnu kapacitu 10 pl, delenti po 0,1 pl.

3.3. Systém ziskavania tidajov

Systém ziskavania idajov spojeny online s detektormi a pouzivany so
softvérovym programom vhodnym na integraciu a normalizaciu pikov.
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4. POSTUP

Operacie opisané v bodoch 4.1 az 4.3 sa vztahuju na pouzivanie plame-
novoioniza¢ného detektora.

4.1. Podmienky testovania
4.1.1.  Vyber optimalnych prevadzkovych podmienok pre kapildarne kolony

Vzhl'adom na G¢innost” a priepustnost’ kapilarnych kolon zavisi oddel’o-
vanie zloziek a trvanie analyzy vo velkej miere od prietoku nosného
plynu cez kolonu. Preto bude potrebné optimalizovat prevadzkové
podmienky upravou tohto parametra (alebo straty na vstupe kolony)
v zavislosti od toho, ¢i je cielom zlepSenie oddel'ovania alebo zrychlenie
analyzy.

Tieto podmienky sa ukazali byt vhodné pre oddelenie FAME (C,4 az
Cyg). Priklady chromatogramov st uvedené v dodatku B:

Teplota injektora: 250 °C

Teplota detektora: 250 °C

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

Nosny plyn — vodik: tlak na vstupe kolony 179 kPa

Celkovy prietok: 154,0 ml/min;

Deliaci pomer: 1:100

Objem nastreku: 1 pl

4.1.2.  Stanovenie rozlisenia (pozri dodatok A)

Vypocitajte rozlisenie, R, dvoch susediacich pikov I a II s pouzitim
vzorca:

R=2x((dyan — drp) (o) + o)) alebo R =2 X ((t,p — L) 0y + ©arn))
(USP) (liekopis USA)

alebo

R = 118 x ((tyan — t@)/(wosm + ®osa)) (EP, BP, JP, DAB) JP
(japonsky liekopis), EP (europsky liekopis), BP (liekopis UK)

kde:

dyqp) je retenénd vzdialenost’ piku I;

dy(my je retentnd vzdialenost’ piku II;

Ly je retentny Cas piku [

tyan je retencny Cas piku II;

o) je Sirka zdkladu piku I;

o) je Sirka zékladu piku II;

5 je Sirka piku Specifikovanej zluCeniny, pri strednej vyske piku;
Ak o) = o, vypotitajte R s pouZitim tychto vzorcov:
R = (d,qpy — dq)/o = (dyqry — dipy)/40

kde:

o je Standardna odchylka (pozri dodatok A, obrazok 1).
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Ak sa vzdialenost’ dr medzi dvoma pikmi dyyy — dyqy rovnd 4o, faktor
rozliSenia R = 1.
Ak sa dva piky Gplne neoddelia, tangenty inflexnych bodov dvoch pikov
sa pretinaji v bode C. Aby sa oba piky uplne oddelili, vzdialenost
medzi nimi musi byt
dyary — dyay = 6 o odkial R = 1,5 (pozri dodatok A, obrazok 3).

5. VYJADRENIE VYSLEDKOV

5.1 Kvalitativna analyza
Urcite piky metylesterov vzorky z chromatogramu v dodatku B (obrazok
1), podl'a potreby interpolaciou alebo porovnanim s pikmi referenénych
zmesi metylesterov (ako je opisané v bode 2.3).

5.2. Kvantitativna analyza

5.2.1.  Stanovenie zlozenia

Vypoc¢itajte hmotnostny zlomok wj; jednotlivych metylesterov mastnych
kyselin, vyjadreny ako percento hmotnosti metylesterov, takto:

5.2.2.  Metoda vypoctu
5.2.2.1. Vseobecny pripad

Vypocitajte obsah danej zlozky i, vyjadreny ako percento hmotnosti
metylesterov, stanovenim percenta predstavujuceho plochu prislusného
piku vztahujiceho sa k sume ploch vSetkych pikov, pomocou nasledu-
juceho vzorca:

w; = (AI/ZA) x 100

kde:

A; je plocha pod pikom individudlneho metylesteru mastnej kyseliny i;

YA je suma ploch pod vsetkymi pikmi vSetkych individualnych mety-
lesterov mastnych kyselin.

Vysledky st vyjadrené na dve desatinné miesta.

Poznamka 4: Pokial ide o tuky a oleje, hmotnostny zlomok metyles-
terov mastnych kyselin sa rovnd hmotnostnému zlomku
triglyceridov v gramoch na 100 g. V pripade, ked tento
predpoklad nie je povoleny, pozri bod 5.2.2.2.

5.2.2.2. Pouzitie korekénych faktorov

V niektorych pripadoch, napriklad za pritomnosti mastnych kyselin
s menej ako 8 atdomami uhlika alebo kyselin so sekundarnou skupinou
plochy, by sa plochy mali upravit $pecifickymi korekénymi faktormi
(Fci). Tieto faktory sa ur¢ia pre kazdy jeden pristroj. Na tento tcel sa
pouziji vhodné referencné materialy s certifikovanym zlozenim mast-
nych kyselin v zodpovedajucom rozsahu.

Poznamka 5: Tieto korekéné faktory nie st identické s teoretickymi
korekénymi faktormi FID, ktoré st uvedené v dodatku
A, kedZe zahfnaju aj vykonnost injekéného systému
atd’. V pripade vicsich rozdielov by sa vSak mala kontro-
lovat’ vykonnost’ celého systému.
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Pri tejto porovnavacej zmesi je hmotnostné percento FAME i vyjadrené
vzorcom:
w; = (m/Zm) x 100
kde

m; je hmotnost’ FAME i v porovnavacej zmesi;

¥m je stéet hmotnosti réznych zlozieck ako FAME v porovnavacej
zmesi.

Z chromatogramu porovnavacej zmesi vypocitajte percento plochy pre
FAME i takto:

w; = (A/ZA) x 100

kde:
A; je plocha FAME i v porovnavacej zmesi;
YA je sucet vsetkych ploch vsetkych FAME porovnavacej zmesi.
Korekény faktor F, je potom

F. = (m; x ZA)/(A/Zm)
Pokial’ ide o vzorku, hmotnostné percento kazdého FAME i je:

w; = (F; x A)Z (F; x Ay

Vysledky st vyjadrené na dve desatinné miesta.

Poznamka 6: Vypocitand hodnota zodpovedd hmotnostnému percentu
jednotlivych mastnych kyselin vypocitanému ako trigly-
ceridy na 100 g tuku.

5.2.2.3. Pouzitie vnlitorného $tandardu

Pri niektorych analyzach (napr. ak nie su kvantifikované vSetky mastné
kyseliny, ked’ s napriklad spolu s kyselinami so 16 alebo 18 uhlikmi
pritomné kyseliny so Styrmi alebo Siestimi uhlikmi alebo ked je
potrebné vo vzorke urCit absolitne mnozstvo mastnej kyseliny) je
potrebné pouzit vnitorny §tandard. Casto sa pouzivajii mastné kyseliny
s 5, 15 alebo so 17 uhlikmi. Mal by sa urcit’ korekény faktor (podl'a
potreby) pre vnutorny Standard.

Hmotnostné percento zlozky i, vyjadrené ako metylester, je potom dané
vzorcom:

w; = (myg x F; x A)/(m x Fig < Ajg)
kde:
A; je plocha FAME i;
Ayg je plocha vnutorného Standardu;
F; je korekény faktor i mastnej kyseliny, vyjadreny ako FAME;
Fjs je korekény faktor vnitorného Standardu;
m je hmotnost’ testovanej vzorky, v miligramoch;
myg je hmotnost’ vniitorného Standardu, v miligramoch.

Vysledky su vyjadrené na dve desatinné miesta.
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6. SPRAVA O VYSLEDKU TESTU
V sprave o vysledku testu sa uvadzaji metédy pouzité na pripravu
metylesterov a na plynovii chromatograficki analyzu. Uvadzaju sa
v nej aj vSetky podrobnosti o pracovnom postupe, ktoré neboli uvedené
v tejto Standardnej metdde alebo sa povazovali za nepovinné, spolu
s podrobnostami o akomkol'vek sprievodnom jave, ktory mohol
ovplyvnit’ vysledky.
Sprava o vysledku testu zahffia vSetky informdcie potrebné na uplna
identifikaciu vzorky.

7. PRESNOST

7.1. Vysledky medzilaboratérnej skusky

Podrobnosti medzilaboratornej skusky tykajuce sa presnosti metody st
uvedené v prilohe C k norme IOC/T.20/Doc. No 33. Hodnoty odvodené
z tejto medzilaboratornej skisky sa nesmu vztahovat' na iné rozsahy
a matrice koncentracie nez tie, ktoré su dané.

7.2 Opakovatel’nost’

Absolutny rozdiel medzi dvoma nezavislymi vysledkami jednotlivych
testov ziskanymi s pouzitim rovnakej metody na rovnakom skuSobnom
materiali v rovnakom laboratériu rovnakym analytikom s pouZzitim
rovnakého vybavenia v ramci kratkeho Casového intervalu nie je vo
viac ako 5 % pripadov vicsi ako r uvedené v tabulkach 1 az 14
v prilohe C k norme I0C/T.20/Doc. No 33.

7.3. Reprodukovatel’nost’

Absolutny rozdiel medzi dvoma nezavislymi vysledkami jednotlivych
testov ziskanymi s pouzitim rovnakej metédy na rovnakom skuSobnom
materiali v inom laboratoriu inym analytikom s pouzitim iné¢ho vyba-
venia nie je vo viac ako 5 % pripadov vacsi ako R uvedené v tabulkach
1 az 14 v prilohe C k norme 10C/T.20/Doc. No 33.



01991R2568 — SK — 04.08.2016 — 029.001 — 67

VY M28
Dodatok A

Obrazok 1

=0,48L

2me

So Sirkou w5 v polovitnej vyske trojuholnika (ABC) a Sirkou b v polovitnej vyske trojuholnika (NPM).

Obrazok 2 Obrazok 3

(R=1)

6
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Dodatok B
Obrazok 1
Plynovo chromatograficky profil ziskany metéodou studenej metyliacie z oleja z olivovych vyliskov.
i)
55505

Chromatografické piky zodpovedajii metylesterom a etylesterom okrem pripadov, ked’ je uvedené inak.
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STANOVENIE OBSAHU PRCHAVYCH HALOGENOVANYCH

2.1.
2.2.
2.3.

2.4.

2.5.

2.6.
2.7.

4.2.

43.

44,

ROZPUSTADIEL V OLIVOVOM OLEJI

METODA

Analyza plynovou chromatografiou s pouzitim head space techniky.
ZARIADENIE

Plynovy chromatograf vybaveny detektorom elektronového zachytu (ECD)
Head space zariadenie

Plynovochromatografickd kolona, sklenenda, 2 m dlha a s priemerom 2 mm,
so staciondrnou fazou. OV 101 10 % alebo ekvivalent, impregnovana kalci-
novana rozsievkova zemina, kyslo prana a silanizovana s Casticami vel'kosti
od 80 do 100 mesh

Nosny a pomocny plyn: dusik na plynovil chromatografiu, vhodny na
detekciu elektronovym zachytom

Sklenené banky, od 10 do 15 ml, potiahnuté teflonom a s hlinikovou zatkou
s otvormi pre striekacku

Hermeticky uzatvaratelné svorky
Plynotesné striekacky 0,5 az 2ml
CINIDLA

Standard: halogenované rozpuitadla, stupiia &istoty vyhovujiceho plynovej
chromatografii

POSTUP

. Presne odvazte 3 g oleja, dajte do sklenenej banky (nepouzitej) a hermeticky

ju uzatvorte. Vlozte ju do termostatu nastaveného na 70 °C na jednu hodinu.
Opatrne pomocou strickacky odoberte 0,2 az 0,5 ml horného priestoru (head
space). Nadavkujte do kolony plynového chromatografu nastaveného nasle-
dujtco:

— teplota injektora: 150 °C,
— teplota kolony: 70 az 80 °C,
— detektor teploty: 200 az 250 °C.

Mozu sa pouzit' aj iné teploty za predpokladu, Ze sa s tym nezmenia
vysledky.

Porovnavacie roztoky: pripravte roztoky Standardov pomocou rafinovaného
olivového oleja so stopami rozpustadla v koncentraciach v rozsahu 0.05 az
do 1 ppm (mg/kg), zodpovedajice odhadovanému obsahu vo vzorke. Halo-
genované rozpustadla sa daju zriedit’ a pentanom.

Kvantitativne vyhodnotenie: uved’te do vzajomného vztahu plochy alebo
vysky pikov vzorky a Standartného roztoku s najblizSou predpokladanou.
Ak je odchylka vicsia ako 10 %, analyza sa musi zopakovat' Standartnym
sposobom, az kym odchylka nie je do 10 %. Obsah je stanoveny na zaklade
priemeru jednotlivych analyz.

Vyjadrenie vysledkov: v ppm (mg/kg). Detekény limit pre tGto metddu je
0,01 mg/kg.
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PRILOHA XII

METODA MEDZINARODNEJ RADY PRE OLIVY NA ORGANOLEP-
TICKE HODNOTENIE PANENSKYCH OLIVOVYCH OLEJOV

VY M28
1. UCEL A ROZSAH POSOBNOSTI

Utelom medzinarodnej metody opisanej v tejto prilohe je stanovit’ postup
hodnotenia organoleptickych vlastnosti panenskych olivovych olejov
v zmysle ¢asti VIII bodu 1 prilohy VII k nariadeniu Eurdpskeho parla-
mentu a Rady (EU) &. 1308/2013 () a zaviest metédu ich klasifikacie na
zaklade uvedenych vlastnosti. Touto metddou sa poskytuju aj pokyny
tykajuce sa nepovinného oznacovania.

Opisana metoda sa vzt'ahuje iba na panenské olivové oleje a na ich
klasifikdciu alebo oznaCovanie podla intenzity vnimanych nedostatkov
a ovocnosti, ako ich stanovila skupina vybranych vyskolenych
a odskusanych degustatorov tvoriacich porotu.

Normy IOC uvedené v tejto prilohe sa pouzivaji v ich poslednom zneni,
ktoré je k dispozicii.

Y M26
2. VSEOBECNY ZAKLADNY SLOVNIK SENZORICKEJ ANALYZY

Pozri normu IOC/T.20/Doc. ¢. 4 ,Senzorickd analyza: vSeobecny
zakladny slovnik.*

3. SPECIFICKY SLOVNIK
3.1.  Negativne atributy

Stuchnuty/po kalovych usadenindch characteristickd prichut’ oleja ziska-
ného z oliv, ktoré sa hromadili alebo skladovali v takych podmienkach, ze
presli do pokrocilého stavu anaerdbnej fermentacie, alebo oleja, ktory sa
ponechal v kontakte s kalmi usadzujicimi sa v podzemnych kadiach
a nadrziach, ktoré takisto presli anaerobnou fermentaciou.

Zatuchnuty-vlhky-zemity — characteristickd prichut olejov  ziskanych
z ovocia, v ktorom sa v dosledku niekolkodniového skladovania vo
vlhkom prostredi vyvinulo velké mnozstvo plesni a kvasiniek, alebo
oleja ziskaného z oliv, ktoré boli pri zbere zablatené alebo pokryté
bahnom a neboli umyté.

Vinovy-octovy-kysly-kyslasty charakteristickd prichut’ niektorych olejov,
ktora pripomina vino alebo ocot. Tato prichut’ je sposobena hlavne aero-
bnou fermentaciou oliv alebo olivovej hmoty na lisovacich diskoch, ktoré
neboli dobre ocistené, v dosledku ¢oho dochadza k tvorbe kyseliny octo-
vej, etylacetatu a etanolu.

ZozZltnuty prichut’ olejov, kotré presli intenzivnym procesom oxidacie.

Po omrznutych oliviach (po vihkom dreve) charakteristickd prichut’ niek-
torych olejov extrahovanych z oliv, ktoré boli poskodené mrazom este na
strome.

(') Nariadenie Eurépskeho parlamentu a Rady (EU) & 1308/2013 zo 17. decembra 2013,
ktorym sa vytvara spolo¢na organizacia trhov s polnohospodarskymi vyrobkami,
a ktorym sa zruSuju nariadenia Rady (EHS) ¢&. 922/72, (EHS) ¢. 234/79, (ES)
&.1037/2001 a (ES) & 1234/2007 (U. v. EU L 347, 20.12.2013, s. 671).
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VY M29

3.1.1

3.2.

3.3.

Dalsie negativne atribity

Prehriaty alebo charakteristickd prichut’ olejov sposobena prili§

pripadleny silnym alebo dlhym zahrievanim pocas spracovania,
najméd ak sa pasta mieSa za tepla a za nevhodnych
tepelnych podmienok.

Po sene—dreve charakteristickd prichut’ uréitych olejov vyrobenych
z vyschnutych oliv.

Drsny hutny, pastovity chutovy vnem vyvolany uréitymi
starymi olejmi.

Mastny prichut’ pripominajiica motorovt naftu, vazelinu alebo
mineralny ole;j.

Po  rastlinnych prichut, ktorti olej ziskava v désledku predizeného

Stavach styku s rastlinnymi $tavami, ktoré presli procesom
fermentacie.
Slany prichut’ oleja extrahovaného z oliv konzervovanych

v slanom naleve.

Kovovy prichut’ pripominajuca kovy. Je charakteristicka pre
olej, ktory bol dlho v kontakte s kovovymi povrchmi
pocas drvenia, miesania, lisovania alebo skladovania.

Esparto charakteristicka prichut’ oleja ziskaného z oliv lisova-
nych na novych diskoch z travy esparto. Tato prichut
sa moze li§it v zavislosti od toho, ¢i ide o disky
vyrobené zo zeleného esparta alebo zo suchého
esparta.

Po larvach prichut’ oleja ziskaného z oliv silne napadnutych
larvami muchy olivovej (Bactrocera oleae).

Po uhorkach prichut’, ktord vznikd v oleji prili§ dlho hermeticky
uzavretom najma v plechovkach a ktord sa spaja so
vznikom 2,6-nonadienalu.

Pozitivne atributy

Ovocny subor Cuchovych vnemovych vlastnosti oleja, ktoré
zavisia od odrody a pochadzaju z neposkodenych,
Cerstvych, zrelych alebo nezrelych oliv. Pocituje sa
priamo a/alebo retronazalne.

Horky charakteristickd primarna chut' oleja ziskaného zo
zelenych oliv alebo oliv zacinajucich menit farbu.
Pocituje sa hradenymi papilami jazyka v oblasti
okolo brazdy v tvare ,,V*.

Stiplavy ostra taktilna vnemova vlastnost' olejov vyrobenych
zaCiatkom zberovej sezony primarne zo zatial nedo-
zretych oliv. Mozno ju vnimat’ v celej Ustnej dutine,
hlavne v hrdle.

Nepovinna terminolégia na tifely oznacovania

Predseda poroty méze na poziadanie potvrdit, Ze hodnotené oleje spiiiaju
vymedzenia a rozsahy zodpovedajice vyluéne tymto vyrazom v zavislosti
od intenzity a vnimania atributov:
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Pozitivne atribty (ovocny, horky a Stiplavy): Podla intenzity vnimania:

— robustne, ak je median atributu vacsi ako 6,

— stredne, ak je median atribitu medzi 3 a 6,

— lahodne, ak je median atributu mensi ako 3.

Ovocnost subor cuchovych vnemovych vlastnosti oleja, ktoré
zavisia od odrody oliv a pochadzaju
z neposkodenych, Cerstvych oliv, v ktorych nedomi-
nuje zelena ani zreld ovocnost. Pocituje sa priamo
a/alebo retronazalne.

Zelend ovocnost’ subor ¢uchovych vnemovych vlastnosti oleja, ktoré
pripominaju zelené ovocie, zavisia od odrody oliv
a pochadzajii zo zelenych, neposkodenych, cerstvych
oliv. Pocituje sa priamo a/alebo retronazalne.

Zrela ovocnost  subor ¢uchovych vnemovych vlastnosti oleja, ktoré
pripominaju zrelé ovocie, zdvisia od odrody oliv
a pochadzaju z neposkodenych, Cerstvych oliv. Poci-
tuje sa priamo a/alebo retronazalne.

Dobre vyvazeny olej nevykazujuci ziadnu nevyvazenost, ktorou sa
mysli ¢uchovo-chutovy a taktilny vnem a pri ktorej
je median atributu horkosti a median atributu Stipla-
vosti maximalne o dva body vy$si ako median
ovocnosti.

Jemny olej olej, ktorého median atribtov horkosti a Stipl'avosti je
najviac 2.

Zoznam vyrazov podla intenzity vnimania:

Vyrazy, ktoré treba pouzit' v protokole

o organoleptickej skuske Medidn atribitu

Ovocnost’ _

Zrela ovocnost’ —

Zelena ovocnost’ —

Lahodna ovocnost’ mensi ako 3
Stredna ovocnost’ medzi 3 a 6
Robustna ovocnost’ vacsi ako 6
Lahodna zrela ovocnost’ mensi ako 3
Stredna zrela ovocnost’ medzi 3 do 6
Robustna zrela ovocnost’ vacsi ako 6

Lahodna zelena ovocnost’ mensi ako 3
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Vyrazy, ktoré treba pouzit v protokole Medidn atribiitu
o organoleptickej skuske
Stredna zelena ovocnost’ medzi 3 a 6
Robustna zelena ovocnost’ vacsi ako 6
Lahodna horkost’ mensi ako 3
Stredna horkost’ medzi 3 a 6
Robustna horkost’ vacsi ako 6
Lahodn4 Stiplavost mensi ako 3
Stredna Stiplavost’ medzi 3 a 6
Robustna stiplavost’ vacsi ako 6
Dobre vyvazeny olej Median atributu horkosti
a median atribatu Stiplavosti
je maximalne o 2 body vyssi
ako median ovocnosti.
Jemny olej Median atributu horkosti
a median atribatu Stiplavosti
je najviac 2.
VYM26

4. POHAR NA DEGUSTACIU OLEJA

Pozri normu I0C/T.20/Doc. ¢&. 5, ,,Pohar na degustaciu oleja‘“.

5. TESTOVACIA MIESTNOST

Pozri normu I0C/T.20/Doc. ¢&. 6, ,,Usmernenie pre zriadenie testovacej
miestnosti®.

6. PRISLUSENSTVO

Kazda kabina sa musi vybavit' tak, aby mali degustatori na riadne vyko-
navanie svojej ulohy na dosah toto prisluSenstvo:

— (normalizované) ciselnym znakom oznacené pohare obsahujice
vzorky, prikryté hodinovym sklickom a udrziavané pri teplote 28 °C
+2°C,

— profilovy hérok (pozri obr. 1) v tlaenej alebo elektronickej podobe za
predpokladu, ze podmienky uvedené na profilovom liste st splnené,
spolu s pripadnymi pokynmi na jeho pouzitie,

— pero alebo nezmazatelny atrament,

— podnosy s plitkami jabik a/alebo vodou, sytenou vodou a/alebo
sucharmi,

— pohar vody izbovej teploty,

— harok so vSeobecnymi pravidlami uvedenymi v oddieloch 8.4 a 9.1.1,

— pluvadla.
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7. PREDSEDA POROTY A DEGUSTATORI
7.1. Predseda poroty

Predseda poroty musi byt vhodne vyskolenou osobou s odbornymi znalo-
stami olejov jednotlivych druhov, ktoré sa budu vyskytovat pocas jeho
prace. Je klI'icovou postavou poroty a je zodpovedny za jej organizaciu
a fungovanie.

Praca predsedu poroty si vyzaduje zakladni odbornu pripravu v oblasti
nastrojov senzorickej analyzy, zruCnosti v oblasti senzorickej analyzy,
déslednost’ pri priprave, organizovani a vykonavani skuSok a zru¢nost
a trpezlivost’ pri vedeckom planovani a vykonavani skusok.

Je  jedinou  osobou  zodpovednou za  vyber, vySkolenie
a monitorovanie degustatorov s cielom =zaistit adekvatnu troveni ich
schopnosti. Je zodpovedny za hodnotenie degustatorov, ktoré musi byt
vzdy objektivne a ku ktorému musi vypracovat osobitné postupy na
zaklade skusok a pevne stanovenych kritérii prijimania a vyradzovania.
Pozri normu I0OC/T.20/Doc. ¢. 14, ,Usmernenia pre vyber, vycvik
a monitorovanie odbornych degustatorov olivového oleja“.

Predseda poroty je zodpovedny za vykon poroty, a preto aj za jej hodno-
tenie, ku ktorému musi predlozit spolahlivy a objektivny dokaz.
V kazdom pripade musi kedykol'vek preukazat, ze metoda aj degustatori
st pod kontrolou. Odporuca sa pravidelna kalibracia poroty (I0C/T.20/
Doc. ¢. 14, cast’ 5).

Takisto nesie aj kone¢ni zodpovednost' za vedenie zdznamov poroty.
Tieto zdznamy sa musia dat’ kedykolvek vysledovat. Musia byt
v sulade s poziadavkami na zabezpeCenie a kvalitu stanovenymi
v medzinarodnych normach senzorickej analyzy a cely ¢as sa v nich
musi zaistovat’ anonymita vzoriek.

Predseda poroty zodpoveda za inventarizaciu pristrojov a zariadenia
potrebnych na splnenie Specifikacii uvedenej metody a zabezpeCuje ich
riadne Cistenie a udrzbu, o ¢om uchovava pisomny dokaz, ako aj dokaz
o splneni podmienok skti$ania.

Zodpoveda za prijem a uskladnenie vzoriek pri ich prichode do labora-
toria, ako aj za ich skladovanie po vykonani skusok. Pritom zabezpecuje,
ze vzorky zostanu po cely Cas anonymné a ze sa spravne skladuju. Na
tieto Ucely pisomne vypracuje postup, aby sa zabezpecilo, ze cely proces
je vysledovatelny a poskytuje prislusné zaruky.

Okrem toho je zodpovedny za pripravu, pridelenie ciselného znaku
a prezenticiu vzoriek degustdtorom podla vhodného ndvrhu skuSky
v sulade s vopred pripravenymi protokolmi, ako aj za zostavenie
a Statistické spracovanie udajov, ktoré degustatori ziskali.

Ma na starosti vypracovanie a nacrtnutie vSetkych d’alsich postupov, ktoré
moézu byt nevyhnutné na doplnenie tejto normy a na zabezpecenie riad-
neho fungovania poroty.

Musi hladat’ spOsoby porovnavania vysledkov dotknutej poroty
s vysledkami, ktoré ziskali iné poroty vykonavajice analyzy panenskych
olivovych olejov, aby sa ubezpetil, ze dotknutd porota pracuje spravne.
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Povinnost'ou predsedu poroty je motivovat €Elenov poroty povzbudzo-
vanim ich zdujmov, zvedavosti a sitazivého ducha. Na uvedené ucely
sa mu dorazne odporuca, aby zabezpecil bezproblémovy obojsmerny tok
informacii s ¢lenmi poroty tym, ze ich priebezne informuje o vsetkych
vykonavanych ulohach a dosiahnutych vysledkoch. Okrem toho drzi
v tajnosti vlastny nazor a v pripade potreby priebojnejsim
¢lenom poroty brani v tom, aby ostatnym degustatorom vnucovali vlastné
kritéria.

Degustatorov zvolava v dostatoénom predstihu a odpoveda na vSetky
otazky tykajice sa vykonavania skuSok, zdrziava sa vSak vyjadrovania
akéhokol'vek nazoru na vzorky.

Vv M28
7.1.1. Podpredseda poroty

Predseda poroty moéze byt v odovodnenych pripadoch nahradeny
podpredsedom poroty, ktory ho modze zastupovat, pokial ide
o povinnosti tykajuce sa vykonavania skuSok. Tento ndhradnik musi
mat’ vSetky potrebné zrucnosti, ktoré musi mat’ predseda poroty.

7.2.  Degustatori

Osoby, ktoré posobia ako degustatori pri organoleptickom skusSani olivo-
vych olejov, nimi musia byt dobrovolne. Preto sa odporuca, aby kandi-
dati predkladali ziadosti v pisomnej forme. Kandidatov vybera, odborne
pripravuje a ich ¢innost’ monitoruje predseda poroty v stilade s ich zrué¢-
nostami pri rozoznavani podobnych vzoriek; pri tom by mal mat na
zreteli, ze ich presnost’ sa bude precviCovanim zlepSovat.

Degustatori musia konat' ako skuto¢ni zmyslovi pozorovatelia, nesmi sa
nechat ovplyvnit' vlastnymi preferenciami a musia oznamovat jedine
vnemy, ktoré pocituju. Z uvedeného doévodu musia vzdy pracovat
v tichosti, uvolnenym a nenahlivym sposobom, priCom musia ¢o
mozno najsustredenejSie zamerat'® svoju vnemovi pozornost’ na vzorku,
ktorti degustuju.

Pri kazdej skuske sa vyzaduje pritomnost 8 az 12 degustatorov, hoci je
vhodné mat’ v rezerve niekolkych d’alSich degustatorov pre pripadnu
nepritomnost’.

VM26
8. PODMIENKY DEGUSTACIE

8.1.  Podavanie vzorky

Vzorka oleja na analyzu sa podava v normalizovanych poharoch na
degustaciu v sulade s normou IOC/T.20/Doc. €. 5, ,,Pohar na degustaciu
oleja“.

Pohar musi obsahovat od 14 do 16 ml oleja, resp. od 12,8 do 14,6 g, ak
sa vzorky maju vazit, a prikryje sa hodinovym sklickom.

Jednotlivé pohare sa oznacuju nahodne zvolenymi kodmi skladajicimi sa
z Cisel alebo z kombinacie pismen a cisel. Oznacenie kédom nesmie
zanechat’ nijaky zapach.

8.2.  Degusticia a teplota vzorky

Vzorky oleja urené na degustaciu sa pocas celej degustacie v poharoch
udrziavaju pri teplote 28 °C + 2 °C. Tato teplota bola stanovena, lebo pri
izbovej teplote sa l'ahSie urCuji organoleptické rozdiely, ako aj preto, ze
pri niz§ich teplotach aromatické uhlovodiky charakteristické pre tieto
oleje nedostatocne prchaju, zatial’ ¢o vyssie teploty vedu k tvorbe prcha-
vych zlt€enin charakteristickych pre zahrievané oleje. Pozri normu 10C/
T.20/Doc. €. 5, ,,Pohar na degustaciu oleja“, pokial’ ide o metodu, ktora
sa ma pouzit’ na zohrievanie vzoriek v pohari.
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Teplota v testovacej miestnosti musi byt od 20 ° do 25 °C (pozri 10C/
T.20/Doc. ¢. 6).
83. Cas degustacie

Najlepsi Cas na degustaciu olejov je rano. Je dokazané, ze existuju

obdobia optimalneho vnimania chuti a cuchu pocas dna. Cuchova

a chutova citlivost’ narasta pred jedlom, zatial co po fiom klesa.

Pri zohl'adiiovani tohto faktoru by sa v§ak nemalo zachadzat’ do krajnosti,

ked’ze hlad moze degustatorov rozptylit' a znizit' tak ich posudzovacie

schopnosti. Preto sa odportca degustaciu uskutocnovat’ medzi desiatou
hodinou rano a poludnim.
8.4.  Degustatori: vSeobecné pravidla profesionalnej etiky

Pocas vykonu tuloh degustatora sa uplatiiuju tieto odporucania:

Potom, ¢o predseda poroty vyzve degustatorov, aby sa zucastnili na orga-

noleptickom teste, mali by sa dostavit vo vopred stanovenom Ccase

a dodrziavat’ tieto pravidla:

— Aspon 30 minut pred ¢asom ur¢enym na degustaciu nesmu fajcit’ ani
pit’ kavu.

— Nesmu pouzivat’ parfumy, kozmetické pripravky ani mydla, ktorych
vona by mohla pretrvat’ az do Casu degusticie. Tak casto, ako je to
potrebné, si musia na odstranenie akejkol'vek vone alebo zapachu
umyvat’ ruky, priCom pouzivajii neparfumované mydlo, ktoré musia
dokonale zmyt', a ruky si nasledne musia osusit’.

— Asponi jednu hodinu pred zaciatkom degustacie nesmu jest’.

— Ak sa degustatori necitia v dobrej fyzickej kondicii, najmid ak ma
tento stav vplyv na ¢uchové alebo chutové vnimanie, alebo ak su
v akomkol'vek psychickom stave, ktory im nedovoluje sustredit’ sa
na pracu, musia sa zdrzat' degustacie a nalezite informovat’ predsedu
poroty.

— Ak degustatori  splnili  vSetky uvedené podmienky, potichu
a disciplinovane zaujmu miesto v kabinke, ktord im bola pridelena.

— Pozorne si precitaju instrukcie uvedené na profilovom harku a vzorku
zanu posudzovat’ az vtedy, ked’ s uplne pripraveni vykonat’ pride-
lentt ulohu (uvolnene a nenahlivo). V pripade pochybnosti by sa
degustatori mali v sukromi obratit’ na predsedu poroty.

— Pridelené tlohy musia vykonavat' potichu.

— Cely ¢as musia mat’ vypnuty mobilny telefén, aby sa nerozptylovali
a nerusili kolegov pri praci.

9. POSTUP ORGANOLEPTICKEHO HODNOTENIA A KLASIFIKACIE

PANENSKEHO OLIVOVEHO OLEJA

9.1.  Technika degustacie
ym29

9.1.1. Degustatori zdvihna pohar, pricom ho drzia zakryty hodinovym sklickom
a mierne nakloneny, v tejto polohe nim zaénu otacat’ tak, aby sa ¢o
najviac navlh¢ili vntatorné strany. Hned’ po skonceni tejto fazy odstrania
hodinové sklicko a ovoniavaju vzorku pomalymi a hlbokymi nadychmi,
aby posudili olej. Ovoniavanie by nemalo trvat’ dlhsie ako 30 sekind. Ak
v danom ¢ase nedospeju k rozhodnutiu, mali by si pred d’alsim sk@isanim
urobit’ malu prestavku.
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Po vykonani ¢uchového testu degustatori posudia chut’ (celkové retrona-
zalne Cuchové, chutové a taktilné vnemy). S tymto cielom si daji maly
dusok oleja, priblizne 3 ml. Je vel'mi dolezité, aby sa olej rozsiril po celej
tistnej dutine, od prednej &asti Gst a jazyka pozdiZ stran do zadnej Gasti az
po podnebie a do hrdla, ked’ze intenzita chutovych a taktilnych vnemov
je rozdielna v zavislosti od miesta jazyka, podnebia a hrdla.

Treba zdoraznit, ze je velmi dolezité, aby sa dostatoéné mnozstvo oleja
velmi pomaly rozsirilo na zadnu éast’ jazyka smerom k podnebiu a hrdlu,
pricom degustator sa ststred’'uje na poradie, v ktorom sa objavi horkost’
a Stiplavost. V opaénom pripade sa mdze v pripade niektorych olejov
stat’, ze obidva tieto vnemy unikni pozornosti, alebo Zze horkost’ sa zastrie
stiplavostou.

Kratke, za sebou nasledujice nadychy vhanajuce vzduch cez usta nielen
umoznia degustatorovi rozptylit' vzorku po celych tustach, ale aj vnimat’
prchavé aromatické uhlovodiky cez zadnu Cast’ nosa vynatenym pouzitim
tohto kanalu.

Poznamka: Ak degustatori nevnimaju ovocnost vo vzorke a intenzita
klasifika¢ného negativneho atributu je najviac 3,5, predseda poroty
moze rozhodnit, aby degustatori zopakovali analyzu vzorky pri teplote
okolia (COI/T.20/Doc. €. 6/Rev. 1, september 2007, oddiel 3 — VSeobecné
ustanovenia pre zriadenie testovacej miestnosti), priCom Specifikuje
kontext a koncept teploty okolia. Ked’ vzorka dosiahne izbovu teplotu,
degustatori by mali zopakovat’ hodnotenie s cielom overit’ vylucne, ¢i je
vnimana ovocnost. Ak tomu tak je, mali by oznacit’ intenzitu na stupnici.

Malo by sa zohladnit' aj taktilné vnimanie Stiplavosti. Na tento ucel je
vhodné olej prehltnat’.

v M26
9.1.2. Odportuca sa, aby sa pri organoleptickom hodnoteni panenského olivo-
vého oleja posudzovali v kazdej skuske maximalne STYRI VZORKY
a aby sa uskuto¢nili maximdlne tri skisky za demn, a tak sa zabréanilo
kontrastnému u¢inku, ktory by mohol vzniknut, ak by sa vzorky ochut-
navali bezprostredne jedna za druhou.

Ked'ze za sebou nasledujuce ochutnavanie vedie k tnave alebo strate
citlivosti sposobenym predchadzajucimi vzorkami, je potrebné vhodnym
sposobom odstranit’ z ust zvy$ky olivového oleja z predchadzajuceho
hodnotenia.

Odporuca sa pouzit’ maly kusok jablka, ktoré sa po pozuvani vypluje do
odplavadla. Nasledne sa usta vyplachnu malym mnozstvom vody izbovej
teploty. Medzi koncom jednej skusky a zaciatkom d’alsej ma uplynat
najmenej 15 mintt.

9.2.  Poutzitie profilového harku degustatormi

Profilovy hérok, ktory maja pouzit’ degustatori, sa nachddza na obrazku 1
tejto prilohy.

Kazdy degustator v porote ovonia a potom ochutnd (') posudzovany olej.
Degustatori nasledne uvedu na 10-cm stupnici v profilovom harku inten-
zitu, s akou vnimaji kazdy z negativnych a pozitivnych atribitov.

(") Ak pri priamom ovoniavani zaznamenaju, Ze niektory z negativnych atributov je
extrémne intenzivny, olej nemusia ochutnavat, a v tom pripade zaznamenaji tito vyni-
mocénu okolnost’ na profilovy harok.
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Ak degustatori vnimaju  akékol'vek negativne atribity neuvedené
v oddiele 4, zaznamenaju ich v polozke ,,0statné, pricom pouzijii termin
alebo terminy, ktoré atributy najpresnejSie opisuju.

VY M28
9.3.  Pouzitie idajov predsedami poroty

Predseda poroty zozbiera profilové harky vyplnené jednotlivymi degusta-
tormi a skontroluje intenzitu zaznamenanu pri jednotlivych atribitoch. Ak
zisti akikol'vek anomaliu, vyzve degustatora, aby svoj profilovy harok
zrevidoval a v pripade potreby skusku zopakoval.

Predseda poroty zada udaje z hodnotenia ziskané od jednotlivych ¢lenov
poroty do pocitacového programu podobného tomu, ktory stanovuje
norma IOC/T.20/Doc. No 15 na ucely Statistického vypoctu vysledkov
analyzy na zéklade vypoctu ich medianu. Pozri bod 9.4 a dodatok k tejto
prilohe. Udaje tykajuce sa danej vzorky sa zaznamenaji na matici
z deviatich stipcov, ktoré zodpovedaju deviatim organoleptickym vlast-
nostiam a z n riadkov, ktoré¢ zodpovedaju n poctu ¢lenov poroty.

Ak aspont 50 % c¢lenov poroty zaznamena vnimany defektor do polozky
,ostatné®, predseda poroty vypocita median tohto defektoru a vykona
prislusnt klasifikaciu.

Hodnota robustného variacného koeficientu, ktory vyjadruje klasifikdciu
(defektor s najsilnejSou intenzitou a atriblitom ovocnosti), musi byt’ nizsia
alebo rovna 20 %.

V opac¢nom pripade musi predseda poroty hodnotenie konkrétnej vzorky
zopakovat’ pri inej degustacnej skuske.

Ak k takejto situacii dochadza casto, odportca sa, aby predseda poroty
poskytol degustatorom osobitnii dodatocnti odbornt pripravu (I0OC/T.20/
Doc. No 14, § 5) a posudil vykonnost’ degustatorov na zaklade indexu
opakovatelnosti a indexu odchylky (IOC/T.20/Doc. No 14, § 6).

VY M29
9.4. Klasifikicia oleja

Olej sa Kklasifikuje do nicktorej z dalej uvedenych kategorii podla
medianu defektorov a medianu atribiitu ovocnosti. Median defektorov
sa vymedzuje ako median defektoru vnimaného s najvéc¢Sou intenzitou.
Median defektorov a median atributu ovocnosti sa uvadzaji s presnostou
na jedno desatinné &islo.

Olej sa klasifikuje na zaklade porovnania hodnoty medianu defektorov
a medianu atributu ovocnosti s d’alej uvedenymi referenénymi intervalmi.
Pri stanovovani hranic tychto intervalov sa zohl'adnila chybnost’ metddy,
a preto sa tieto hranice povazuji za absolutne. Pocitacové programy
umoziiuju vizualne zobrazenie klasifikacie vo forme tabulky alebo grafu.

a) Extra panensky olivovy olej: median defektorov je 0 a median atri-
butu ovocnosti je vyssi ako 0.

b) Panensky olivovy olej: median defektorov je vyssi ako 0, ale nie vyssi
ako 3,5 a median atribatu ovocnosti je vyssi ako 0.

¢) Lampantovy olivovy olej: median defektoru je vyssi ako 3,5, alebo
median defektoru je nizsi alebo rovny 3,5 a median ovocnosti je
rovny 0.



01991R2568 — SK — 04.08.2016 — 029.001 — 79

YM29

Pozndmka 1: Ak je median atributu horkosti a/alebo atribttu Stipl'avosti
vyssi ako 5,0, predseda poroty tito skutocnost’ uvedie do
protokolu o skuske.

V pripade hodnoteni uréenych na monitorovanie zhody sa
musi vykonat’ jedna skuska. V pripade kontrolnych hodno-
teni sa analyza musi opakovane vykonat’
v dalSej degustacii. Vysledky opakovanej analyzy musia
byt Statisticky homogénne. (pozri bod 9.5). Ak to nie je
mozné, analyza vzorky sa eSte raz zopakuje. Konecna
hodnota medianu klasifikaénych atributov sa vypocita na
zaklade priemeru oboch medianov.

9.5.  Kritéria prijate'nosti a zamietnutia opakovanych merani

Normalizovana chyba, vymedzena nizsie, sa pouZzije na urCenie toho, ¢i
oba vysledky opakovanej analyzy st homogénne alebo Statisticky prija-
tel'né:

B - |Me, — Me,|

Kde Me; a Me, su mediany dvoch opakovanych merani (prva a druha
analyza) a U; a U, st roz$irené neistoty merania ziskané pre obe hodnoty
vypodéitané podl'a dodatku takto:
(CV,. x Mey)

100

Pre rozSirenu neistotu merania, ¢ = 1,96; teda:

Uy =c x s* and s* =

U; = 0,0196 x CV, x M,
kde CV, je robustny variaény koeficient.

Na to, aby bolo mozné konstatovat’, ze tieto dve ziskané hodnoty nie su
Statisticky odliSné, E, musi byt rovnaké alebo mensie ako 1,0.



01991R2568 — SK — 04.08.2016 — 029.001 — 80

v M26
Dodatok
Metoda vypocétu medianu a intervaly spolahlivosti
Median
Me = [p (X <x,) < 7%"p(X <x,)="]

Median je definovany ako realne ¢islo X,,, ktoré charakterizuje skutocnost’, ze
pravdepodobnost’ (p) toho, Ze hodnoty rozdelenia (X) st nizSie ako toto Eislo
(Xpm), je nizsia alebo rovna 0,5, a zaroven pravdepodobnost’ (p) toho, ze hodnoty
rozdelenia (X) su niz8ie alebo rovné X, je vySSia alebo rovna 0,5. Podla
praktickejsej definicie je median je 50. percentil rozdelenia ¢isel vo vzostupnom
poradi. Jednoduchsie povedané, ide o prostredntt hodnotu usporiadaného suboru
neparnych ¢isel alebo priemer dvoch prostrednych hodn6t usporiadaného suboru
parnych Ccisel.

Robustna Standardna odchylka

Aby sa zostavil spolahlivy odhad variability okolo strednej hodnoty, je potrebné
pouzit’ robustni $tandardnt odchylku podla Stuarta a Kendalla (4). Vzorec udava
asymptoticki robustnu Standardnt odchylku, t. j. robustny odhad variability
posudzovanych tdajov, kde N je pocet pozorovani a IQR je medzikvartilové
rozpitie, ktoré zahfiia presne 50 % pripadov daného rozdelenia pravdepodob-
nosti:

. 1,25 xIQR
§f =——
1,35 x VN

Pri vypoéte medzikvartilového rozpétia sa vypocitava velkost’ rozdielu medzi 75.
a 25. percentilom.

IQR = 75.percentil — 25.percentil

Percentil je hodnota X, ktori charakterizuje skuto¢nost’, Ze pravdepodobnost’
(p) toho, ze hodnoty rozdelenia su nizsie ako X, je nizSia ako konkrétna stotina
alebo sa jej rovna, a zaroven pravdepodobnost’ (p) toho, Ze hodnoty rozdelenia st
niz8ie alebo rovné X, je vysSia ako konkrétna stotina alebo sa jej rovna. Stotina
udava vybrany fraktil rozdelenia. V pripade medianu sa rovna 50/100.

. n . n
percentil = [p (X < x,0) < 75 Ap (X <) =0 ]

V praxi predstavuje percentil hodnotu rozdelenia, ktora zodpoveda uréitej ploche
vyznacenej od krivky rozdelenia alebo hustoty. Napriklad 25. percentil predsta-
vuje hodnotu rozdelenia zodpovedajucu ploche, ktora sa rovna 0,25 alebo
25/100.

Pri tejto metode sa percentily vypocitavaju na zéklade realnych hodnét, ktoré sa
vyskytuji v matici udajov (postup vypoctu percentilov).

Robustny varia¢ny koeficient (%)

CVr% predstavuje Cisté Cislo, ktoré udava percento variability analyzovaného
suboru cisel. Z tohto dovodu je vel'mi uzitoény na overenie spolahlivosti ¢lenov
poroty.

S*
cv, = 100
" Me "




01991R2568 — SK — 04.08.2016 — 029.001 — 81

VY M26
95 % intervaly spoPahlivosti medidnu

95% intervaly spol'ahlivosti (hodnota chyby prvého druhu sa rovna 0,05 alebo
5 %) predstavuju interval, v ktorom by hodnota medianu mohla kolisat’ za pred-
pokladu, ze by bolo mozné skuSanie donekonecna opakovat. V praxi udava
interval variability skasky za prijatych prevadzkovych podmienok vychadzajic
z predpokladu, ze skusku je mozné velakrat opakovat. Rovnako ako v pripade
CVr%, interval je uzitoény pri hodnoteni spolahlivosti skusky.

C.1.ypper = Me + (¢ x 57)

C'I'Iower = Me — (C X S*)

kde C = 1,96 pre 95 % interval spol'ahlivosti.
Priklad vypoctového harku je uvedeny v prilohe I normy I0C/T 20/Doc. €. 15.
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1.1.

1.2.

2.2.

2.3.

2.4.

PRILOHA XV

OBSAH OLEJA V OLIVOVYCH ZVYSKOCH
Pristrojové vybavenie

— vhodny extrakény pristroj vybaveny s 200 az 250 ml bankou s gulatym
dnom,

— elektricky vyhrievany kapel (napr. pieskovy kapel’, vodny kupel),

— analytické vahy,

— suSic¢ka nastaviteI'nd na maximalne 80 °C,

— elektricky vyhrievana pec s termostatom nastavitelnym na 103 + 2 °C
a ktorG mozno vyfukovat’ pridom vzduchu alebo pracujiica za znize-
ného tlaku,

— mechanicky mlyn, Tahko udrziavatelny, ktory umoziuje pomletie olivo-
vych zvySkov bez zvysenia ich teploty alebo nejakej znatelnej zmeny
v obsahu vlhkosti, prchavej podstaty alebo latok extrahovatelnych hexa-
nom,

— extrakéna patrona a vata alebo filtraény papier, z ktorych uz boli odstra-
nené latky extrahovatelné hexanom,

— exsikator,

— sito s okami s priemerom 1 mm,

— malé kusky vysuSenej pemzy.

Cinidlo

Normalny technicky hexan, po ktorom musi po kompletnom odpareni

zostat' zvySok menej ako 0,002 g na 100 ml.

POSTUP

. Priprava testovanej vzorky

Ak je to nutné, pouzite mechanicky mlyn, ktory ste predtym dokonale
vydcistili, na rozomletie laboratdrnej vzorky, aby sa zmensila velkost Castic
tak, ze Gplne prejdu sitom.

Pouzite jednu dvadsatinu vzorky na uplné vycistenie mlynu, odhod'te
zomlety material, zvySok vzorky zomel'te a zozbierajte, opatrne zmiesajte
a analyzujte bez odkladu.

Velkost’ navazky

Hned po skonceni mletia odvazte asi 10 g vzorky s presnostou na 0,01
g na vykonanie testu.

Priprava extrak¢nej patrony

Navazenu vzorku vlozte do patrony, zazatkujte vatou. Ak pouzijete
filtracny papier, navazku vzorky zabalte do neho.

Predsusenie

Ak st olivové zvysky vel'mi vlhké (t. j. obsah vlhkosti a prchavych latok je
viac ako 10 %), vykonajte predsusenie tak, ze vlozite naplnenii patrénu
(alebo filtracny papier) do pece zahriatej na potrebny cas pri teplote nie
viac ako 80 °C, aby sa znizil obsah vlhkosti a prchavych latok na menej
ako 10 %.
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2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

Priprava banky s okrihlym dnom

Banku obsahujucu jeden alebo dva kusky pemzy odvazte s presnostou na 1
mg, ktort ste predtym vysus$ili v peci pri teplote 103 + 2 °C a chladili
v exsikatore aspon jednu hodinu.

Prvotna extrakcia

Do extrakéného pristroja zasunte extrakénti patronu (alebo filtracny papier)
s navazenou vzorkou. Do banky vlejte pozadované mnozstvo hexanu.
Upevnite banku na extrakény pristroj a cela ju ponorte do elektricky vyhrie-
vaného kupela. Nastavte vyhrievanie tak, aby nebol refluxny pomer viac
ako tri kvapky za sekundu (mierny, nie burlivy var). Po Styroch hodinach
extrahovania nechajte vychladntt. Vyberte patronu z extrakéného pristroja
a dajte ju do pradu vzduchu, aby sa odstranila vdcSina nasiaknutého
rozpustadla.

Druha extrakcia

Vyprazdnite obsah patrony do mikromlyna a zomel'te ¢o najjemnejsie.
Vratte zomletd zmes do patrony a umiestnite ju spat’ do extrakéného
pristroja.

Pokracujte v extrakcii d’alSie dve hodiny, pouzite taku isti banku s gulatym
dnom, obsahujicu prvy extrakt.

Vysledny roztok v extrakénej banke musi byt ¢iry. Ak nie je, prefiltrujte ho
cez filtracny papier a niekolkokrat vymyte povodnu banku a filtracny
papier hexanom. Zbierajte filtrat a rozpustadlo pouzité na oplachovanie
v druhej banke s okrtthlym dnom, ktora ste predtym vysusili a odvazili
s presnost'ou na 1 mg.

Odstranenie rozpist’adla a vazenie extraktu

Odstraite vacsiu cast’ rozpstadla oddestilovanim v elektricky vyhrievanom
kuapeli. Posledné stopy rozpustadla odstrante zahrievanim banky v peci pri
teplote 103 + 2 °C po dobu 20 minat. Procesu eliminacie rozpustadla
napomoézte bud’ privadzanim vzduchu, alebo lepsie inertného plynu, alebo
pouzitim znizeného tlaku.

Nechajte banku chladit v exsikatore aspon jednu hodinu a potom ju
odvazte s presnostou na 1 mg.

Znova ju za rovnakych podmienok zahrejte na 10 minat, vychladte
v exsikatore a prevazte.

Rozdiel medzi dvomi vazeniami by nemal presiahnut’ 10 mg. Ak je rozdiel
vys$§i, znova zahrejte po dobu 10 minut, potom d’alej ochladzujte a odvazte,
kym nie je rozdiel 10 g alebo niZsi.

Vykonajte paralelné stanovenia testovanej vzorky.

VYJADRENIE VYSLEDKOV
Metoda vypoctu a vzorec:

a) ziskany extrakt sa vyjadri ako percento hmotnosti produktu a rovna sa:
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kde: . .
S je percento hmotnosti ziskaného extraktu z produktu,

m, je hmotnost’ navazenej vzorky, v gramoch,

m; je hmotnost’ extraktu po vysuSeni, v gramoch.
Vysledkom bude aritmeticky priemer dvoch paralelnych stanoveni za
predpokladu, Ze sa splnili podmienky pre opakovatelnost.

Vysledok udajte na jedno desatinné miesto.

b) Extrakt sa vyjadri na zaklade susiny pouzitim vzorca:

S x 100 to olej trakt S
————— = percento oleja v extrakte zo susin
100 — U p ] Y,
kde: S = je percento hmotnosti ziskaného extraktu z produktu
(pozri a))

U = je obsah vlhkosti a prchavych latok
3.2. Opakovatel’nost’

Rozdiel medzi dvomi paralelnymi stanoveniami vykonanymi naraz alebo
v rychlom slede za sebou jednym pracovnikom nesmie prekrocit’ 0,2 g
hexanového extraktu na 100 g vzorky.

Ak tato podmienka nie je splnenda, zopakujte analyzu na dvoch dalSich
navazkach vzorky. Ak aj v tomto pripade rozdiel presiahne 0,2 g, ako
vysledok sa zoberie aritmeticky priemer vSetkych Styroch stanoveni.
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2.1.

4.1.

4.2.

43.

44.

4.5.

4.6.

5.1.

5.2.

PRILOHA XVI
STANOVENIE JODOVEHO CiSLA

OBLAST

Tato medzinarodna technickd norma $pecifikuje metodu stanovenia jodo-
vého ¢isla zivo¢isnych a rastlinnych tukov a olejov, neskdr uvadzanych ako
tuky.

DEFINICIA

Na ucely tejto medzinarodnej technickej normy platia nasledujuce definicie:

jodové cislo: hmotnost’ jodu absorbovana vzorkou =za pracovnych
podmienok Specifikovanych v tejto medzinarodnej technickej norme.

Jodové cislo sa vyjadruje v gramoch jodu na 100 g vzorky.

PODSTATA

Rozpustite navazku vzorky v rozpustadle a pridajte ¢inidlo podl'a Wijsa. Po
urcitej dobe pridajte roztok jodidu draselného a vodu a uvolneny jod
stitrujte roztokom tiosiranu sodného.

CINIDLA

Vsetky ¢inidla by mali mat’ znamu &istotu:

voda, spifiajica poziadavky normy ISO 3696, stupeii 3;

jodid draselny, roztok 100 g/l, neobsahujuci jodi¢nany alebo volny jod,
Skrob, roztok.

Rozmiesajte 5 g rozpustného Skrobu v 30 ml vody a pridajte tuto zmes do
1 000 ml vriacej vody, povarte 3 mintty a nechajte vychladnat’;

tiosiran sodny, Standardny odmerny roztok c(Na,S,05.5H,0) = 0,1 mol/l,
Standardizovany (ofaktorovany) nie skor ako sedem dni pred pouzitim;

rozpustadlo: pripravené zmieSanim rovnakych objemov cyklohexanu
a kyseliny octovej;

Wijsove cinidlo: obsahujice chlorid jodny v kyseline octovej. Je mozné
pouzit’ aj obchodne dostupné Wijsove ¢inidlo.

PRISTROJOVE VYBAVENIE

Obvyklé laboratorne zariadenia, najméi tieto:

sklenené navazovacie lodicky, vhodné na navazku a vsunutiec do banky
(6.2);

kuzelové banky, 500 ml objemu, vybavené zabrusnymi zatkami a Uplne
suché.

PRIPRAVA TESTOVANEJ VZORKY

Zhomogenizovana vzorka sa vysusi tiosiranom sodnym a prefiltruje.

POSTUP

Velkost” navazky

Hmotnost’ navazky vzorky sa meni podla predpokladaného jodového cisla
uvedeného v tabulke 1.
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7.2.

7.3.

Tabulke 1
Predpokladané jodové &islo Hmotnost’,t'estovanej

navazky

menej ako 5 3,00

5 az 20 1,00

21 az 50 0,40

51 az 100 0,20

101 az 150 0,15

150 az 200 0,10

V sklenenej navazovacej lodicke (5.1) odvéazte navazku vzorky
s presnostou na 0,1 mg.

Stanovenie

Navazku vlozte do 500 ml banky (6.2). Pridajte 20 ml rozpustadla, aby sa
rozpustil tuk. Pridajte presne 25 ml Wijsovho ¢inidla, banku zazatkujte,
premiesajte jej obsah a ulozte ju do tmy.

Nepipetujte  Wijsovo ¢inidlo ustami. Podobne pripravte slepy pokus
s rozpustadlom a ¢inidlom, ale vynechajte navazku vzorky.

Banky obsahujice vzorky s jodovym cislom pod 150 ponechajte v tme
jednu hodinu a banky so vzorkami s jodovym cislom nad 150 a s polyme-
rizovanymi produktmi alebo produktmi oxidovanymi do vysokého stupna,
ponechajte v tme dve hodiny.

Po uplynuti tohto ¢asu do kazdej banky pridajte 20 ml roztoku jodidu
draseln¢ho (4.2) a 150 ml vody (4.1).

Titrujte Standardnym odmernym roztokom tiosiranu sodného (4.4), az kym
sa takmer uplne nestrati zIté zafarbenie sposobené jodom.

Poznamka: Potenciometrické stanovenie konca titracie je pripustné.
Pocet stanoveni
Vykonajte dve stanovania na tej istej vzorke.

VYJADRENIE VYSLEDKOV

Jodové cislo je vyjadrené vyrazom:

12,69 ¢ (V, = V)

m

kde:

c = je Ciselna hodnota presnej koncentracie v moéloch na liter pouzi-
tého Standardizovaného odmerného roztoku tiosiranu sodného
(4.4)

V; = je ¢iselnd hodnota objemu $tandardizovaného odmerného roztoku

tiosiranu sodného (4.4), pouzitého na slepy pokus, v mililitroch
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V, = je ¢iselna hodnota objemu Standardizovaného odmerného roztoku
tiosiranu sodného (4.4), pouzité¢ho pri stanoveni, v mililitroch

je Ciselna hodnota hmotnosti navazky vzorky (7.1), v gramoch.

m

Za vysledok sa bude povazovat' aritmeticky priemer dvoch stanoveni, za
predpokladu, ze opakovatelnost’ (9.2) je uspokojiva.
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PRILOHA XxVII

METODY STANOVENIA STIGMASTADIENOV V RASTLINNYCH
OLEJOCH

1.  UCEL
Stanovenie stigmastadiénov v rastlinnych olejoch obsahujucich nizke

koncentracie tychto uhlovodikov, a to najmd v panenskom olivovom
oleji a v surovom oleji z olivovych zvyskov.

2. ROZSAH

Norma sa moze uplatiovat na vsetky rastlinné oleje, hoci merania s
spolahlivé iba v pripade, ked’ obsah tychto uhlovodikov sa pohybuje
v rozmedzi 0,01 az 4,0 mg/kg. Tato metdoda je obzvlast vhodna na
zistenie pritomnosti rafinovanych rastlinnych olejov (olivovy olej, olej
z olivovych zvysky, slneCnicovy olej, palmovy olej atd.) v panenskom
olivovom oleji, nakolko rafinované oleje obsahovali stigmastadiény
a panenské oleje ich neobsahuju.

3. POSTUP

Izolacia nezmydelnitelnej latky. Oddelenie frakcie steroidnych uhlovo-
dikov pomocou stlpcovej chromatografie na silikagély a analyzovanie
pomocou kapildrnej plynovej chromatografie.

4. APARATURA

4.1. 250 ml banky vhodné na pouzitie so spitnym chladi¢om.
4.2.  Oddelovacie lieviky o objeme 500 ml.

4.3. 100 ml banky s gulatym dnom.

4.4. Rotacna odparka.

4.5.  Sklena chromatografické koléna (vnitorny priemer 1,5 az 2,0 cm, dizka
50 cm) s teflonovym kohtitikom a so zatkou z vlakien sklenej viny alebo
s fritovym koti¢om na dne. S cielom pripravit’ silikagélova kolonu nalejte
do chromatografickej kolony hexan do vysky priblizne 5 cm a potom ju
napliite suspenziou silikagélu v hexane (15 g v 40 ml) pomocou davok
hexanu. Nechajte usadit’ a usadzovanie ukoncite aplikovanim slabych
vibracii. Pridajte bezvody siran sodny do vysky priblizne 0,5 cm
a nakoniec prebytoény hexan eluujte.

4.6. Plynovy chromatograf s plamefiovym ionizacnym detektorom, delenym
alebo studenym injektorom na koléne a pecou programovatelnou
s presnostou + 1 °C.

4.7.  Kapilarna kolona z taveného kremefia ur¢end na plynovi chromatografiu
(vnatorny priemer 0,25 alebo 0,32 mm a dlzka 25 m) potiahnutd fazou
5 % fenylmetylsilikonu, s hribkou filmu 0,25 mm.

Pozndamka 1:

Mozu sa pouzivat’ aj iné kolény s podobnou alebo nizSou polaritou.

4.8. Integrator-zapisovaC¢ s moznostou pracovat’ v integracnom rezime udolie-
udolie.

4.9. 5 az 10 ml mikrostrickacka na plynovii chromatografiu s cementovanou
ihlou.

4.10. Plast s elektrickym ohrevom alebo zahrievacia platnicka.
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5. CINIDLA

Vsetky ¢inidla musia mat’ analyticku kvalitu, pokial’ nie je stanovené inak.
Musi sa pouzivat’ destilovana voda alebo voda minimalne ekvivalentnej
Cistoty.

5.1.  Hexan alebo zmes alkanov s rozmedzim bodov varu 65 az 70 °C, desti-
lované v rektifikacnej kolone.

Poznamka 2:

Rozpustadlo sa musi kvoli odstraneniu necistot destilovat’.
5.2.  etanol 96 obj /obj.
5.3.  Bezvody siran sodny.

5.4.  Alkoholicky roztok hydroxidu draselného s koncentraciou 10 %. Pridajte
10 ml vody k 50 g hydroxidu draselné¢ho, zamieSajte a zmes potom
rozpustite v etanole na celkovy objem 500 ml.

Poznamka 3:

Alkoholicky hydroxid draselny pri stati hnedne. Musi sa pripravovat
Cerstvy kazdy den a uchovavat v tesne zazatkovanych flasiach
z tmavého skla.

5.5.  Silikagél 60 pre stipcovii chromatografiu, 70 az 230 me§ (Merck, refe-
rencia 7734 alebo podobne).

Poznamka 4:

Silikagél sa moze obvykle pouzit’ priamo z kontejnera bez akejkol'vek
d’alSej Gpravy. Niektoré Sarze silikagélu mozu vykazovat' nizku aktivitu,
¢o bude mat za nasledok zlé¢ chromatografické oddelenie. Za takychto
okolnosti sa musi silikagél upravit' nasledujucim spésobom: Aktivujte
silikagél zahrievanim po dobu najmenej Styroch hodin pri teplote 550 °C.
Po zahriati vlozte silikagél do exsikatora, pricom sa silikagél ochladi
a potom ho preneste do zazatkovanej flase. Pridajte 2 % vody a trepte
dovtedy, az kym nebudu viditel'né ziadne hrudky a prasok bude volne
pradit’.

Ak niektoré Sarze silikagélu budi mat za nasledok chromatogramy
s interferujicimi pikmi, tak silikagél sa musi upravit’ spésobom opisanym

vyssie. Alternativou méze byt pouzitie extra Cistého silikagélu 60 (Merck,
referencia 7754).

5.6. Zasobny roztok (200 ppm) cholesta-3, 5-diénu (Sigma, Cistota 99 %)
v hexane (10 mg v 50 ml).

5.7.  Standardny roztok cholesta-3, 5-diénu v hexane pri koncentracii 20 ppm,
ziskany zriedenim roztoku uvedeného vyssie.

Poznamka 5:
Roztoky 5.6 a 5.7 st stale po dobu najmenej Styroch mesiacov, ak sa
uchovavaji pri teplote nizsej ako 4 °C.

5.8.  Roztok n-nonakozanu v hexane pri koncentracii pribliznel00 ppm.

5.9. Nosny plyn pre chromatografiu: hélium alebo vodik o ¢istote 99,9990 %.

5.10. Pomocné plyny pre plamenovy ioniza¢ny detektor: vodik o d&istote
99,9990 % a cisteny vzduch.
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6. POSTUP
6.1. Pripravanezmydelnitel’nej latky

6.1.1. Navazte 20 £ 0, 1 g oleja do 250 ml banky (4.1), pridajte 1 ml Standard-
ného roztoku cholesta-3, 5-diénu (20 mg) a 75 ml 10 % alkoholického
hydroxidu draselného, namontujte spétny chladi¢ a zahrievajte do mier-
neho varu po dobu 30 minut. Vyberte banku obsahujicu vzorku zo zdroja
tepla a nechajte roztok trochu ochladnut’ (nenechajte roztok uplne
vychladnit, nakol’ko vzorka by stuhla). Pridajte 100 ml vody a preneste
roztok do oddelovacieho lievika (4.2) pomocou 100 ml hexanu. Zmesou
30 sekund intenzivne trepte a potom ju nechajte oddelit’ sa.

Pozndamka 6:

Pokial’ by sa vytvorila emulzia, ktora by sa rychle nerozplynula, tak
pridajte etanol v malom mnozstve.

6.1.2. Preneste spodni vodnu fazu do druhého oddelovacieho lievika a znovu
extrahujte s pouzitim 100 ml hexanu. Spodnt fazu znovu vypustite
a hexanové extrakty premyte (spojené v dalSom oddelovacom lieviku)
trikrat, pricom zakazdym pouzijete 100 ml zmesi etanol-voda (1:1), az
kym sa nedosiahne neutrdlne pH.

6.1.3. Nechajte prejst’ roztok hexanu cez bezvody siran sodny (50 g), premyte
s 20 ml hexanu a nechajte odparovat’ v rotacnej odparke pri 30 °C pri
znizenom tlaku az do vysusenia.

6.2. Oddeleniefrakcie steroidnych uhlovodikov

6.2.1. Preneste zvySok do frakcionac¢nej kolény pomocou dvoch 1-ml davok
hexanu, nechajte vzorku pretekat’ koléonou a umoznite, aby hladina
roztoku poklesla k hornej Casti siranu sodného, a zacnite chromatografické
eluovanie pomocou hexdnu s rychlostou prietoku priblizne 1 ml/min.
Prvych 25 az 30 ml eludtu vyradte a nasledujucich 40 ml frakcie
zachyt'te. Po zachyteni preneste tito frakciu do 100-ml banky s gulatym
dnom. (4.3)

Poznamka 7:

Prvé frakcia obsahuje nasytené uhlovodiky (obr. 1 a) a druhd frakcia
steroidné uhlovodiky. Dalsie eluovanie poskytne skvalen a pribuzné
zli¢eniny. Ak sa ma dosiahnut dobré oddelenie nasytenych
a steroidnych uhlovodikov, tak sa vyZaduje optimalizacie objemov frak-
cie. Za tymto ucelom sa musi objem prvej frakcie upravit' tak, aby pri
analyze druhej frakcie, piky predstavujuce nasytené uhl'ovodiky boli nizke
(pozri obr. 1 c); ak sa neobjavia, ale intenzita Standardného piku je pritom
nizka, objem sa musi znizit. V kazdom pripade, GpIlné oddelenie zloziek
prvej a druhej frakcie nie je nevyhnutné, nakolko pocas GC (plynovo-
chromatografickej) analyzy nedochadza k prekryvaniu pikov, pokial’ su
podmienky plynovej chromatografie upravené tak, ako je uvedené
v 6.3.1. Optimalizacia objemu druhej frakcie nie je spravidla potrebna,
nakolko dochadza k dobrému oddeleniu od ostatnych komponentov. Tak
¢i onak, pritomnost’ velkého piku pri priblizne o 1,5 minatu kratSom
retenénom Case v porovnani so Standardom je zapri¢inena skvalénom
a sved¢i o zlom oddeleni.

6.2.2. Odparujte druhu frakciu v rotaénej odparke pri 30 °C pri znizenom tlaku
az do vysuSenia a zvySok ihned’ rozpustite v 0,2 ml hexanu. Roztok
uchovavajte az do analyzy v chladnicke.

Pozndamka 8:

Zvysky 6.1.3 a 6.2.2 sa nesmt drzat’ na suchom mieste a pri izbovej
teplote. Thned’ po ich ziskani sa musi pridat rozpastadlo a roztoky sa
musia uchovavat’ v chladnicke.
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6.3. Plynova chromatografia

6.3.1. Pracovné podmienky deleného vstrekovania
— teplota injektora: 300 °C,
— teplota detektora: 320 °C,

— integrator-zapisovac: parametre integracie sa musia stanovit tak, aby
sa dosiahlo spravne vyhodnotenie ploch. Odporica sa integracny
rezim udolie-udolie.

— citlivost™: priblizne 16 nasobok minimalneho tlmenia,
— mnozstvo vstreknutého roztoku: 1 ml,

— teploty programovania pece: spociatku 235 °C po dobu Sest’ minut
a nasledné zvySovanie rychlostou 2 °C/minuta na teplotu 285 °C,

— injektor s delicom prietoku 1: 15,
— nosny plyn: hélium alebo vodik pri tlaku priblizne 120 kPa.

Tieto podmienky sa mdzu upravovat’ v sulade s charakteristikami chro-
matografu a kolony tak, aby sa ziskali chromatogramy spifiajuce nasledu-
juce poziadavky: pik vnutorného Standardu do priblizne 5 minat casu
uvedeného v 6.3.2; pik vnutorného Standardu musi predstavovat’ aspon
80 % rozsahu stupnice.

Systém na plynovi chromatografiu sa musi skontrolovat' vstreknutim
zmesi zasobného roztoku cholestadiénu (5.6) a roztoku n- nonakozanu
(5.8). Pik cholesta-3, 5-diénu sa musi objavit’ pred pikom n-nonakozanu
(obr. lc); pokial' sa neobjavi, tak mozno vykonat dva kroky: znizit
teplotu pece a/alebo menej polarnu kolonu.

6.3.2. Identifikacia piku

Pik vnutorného Standardu sa objavi priblizne za 19 minut a pik 3,5-stig-
mastadiénu s relativnym retenénym ¢asom priblizne 1,29 (pozri obr. 1b).
3,5-stigmastadién sa vyskytuje s malymi mnozstvami izoméru a obvykle
sa obidva eluuji spolu ako jeden chromatograficky pik. Ak vsak bude
koloéna prili§ polarna alebo sa bude vyznacovat vysokou rozliSovacou
schopnostou, izomér sa moéze objavit ako maly pik skor tesne pred
pikom stigmasta-3, 5-diénu (obr. 2). S cielom zabezpecit', aby sa stigmas-
tadiény eluovali ako jeden pik, je rozumné nahradit’ kolonu kolénou, ktora
je bud’ menej polarna, alebo ma vacsi vnutorny priemer.

Poznamka 9:

Stigmastadiény urcené ako referencia sa mézu ziskat analyzou rafinova-
ného rastlinného oleja s pouzitim menSieho mnozstva vzorky (laz 2 g).
Stigmastadiény vytvéaraji prominentny a ahko identifikovatelny pik.

6.3.3. Kvantitativna analyza

Obsah stigmastadiénov sa stanovi podla vzorca:

Ay x M,

mg/kg stigmastadiénov = ———
g/kg stig 1€nov A, x M,
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pricom: Ay = plocha piku stigmastadiénov (ak je pik rozlozeny na dva
izoméry, tak stcet ploch tychto dvoch pikov),

A, = plocha vnutorného Standardu (cholestadién),
M, = hmotnost’ pridaného Standardu v mikrogramoch,

M, = hmotnost’ pouzité¢ho oleja v gramoch.

Hranica postrehu: priblizne 0,01 mg/kg.
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Obrazok 1

Plynove chromatogramy ziskané zo vzoriek olivového oleja analyzovanych na
kremennej kapilarnej kolone (vnttorny priemer 0,25 mm a dlzka 25 m), potiah-
nutej 5 % fenylmetylsilikonom s hrabkou filmu 0,25 mm.
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a) Prva frakcia (30 ml) z panenského oleja, s pridavkom Standardu.

b) Druhé frakcia (40 ml) z olivového oleja obsahujuceho 0,10 mg/kg stigmas-
tadiénov.

¢) Druha frakcia (40 ml) obsahujica maly podiel prvej frakcie.

STIG-3,5

LS.

isomér

I — s

{ ] T

0 10 20 min

Obrazok 2

Plynovy chromatogram ziskany zo vzorky rafinovaného olivového oleja analy-
zovaného na DB-5-kolone vykazujici izomér 3,5-stigmastadiénu.
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PRILOHA XVIII

STANOVENIE ROZDIELU MEDZI SKUTOCNYM A TEORETICKYM
OBSAHOM TRIGLYCERIDOV S ECN 42

1. ROZSAH POSOBNOSTI

Stanovenie absolitneho rozdielu medzi experimentdlnymi hodnotami
triglyceridov (TAG) s ekvivalentnym poc¢tom uhlikov 42 (ECN42yp; )
ziskanymi vysokouc¢innou kvapalinovou chromatografiou v oleji
a teoretickou hodnotou TAG s ekvivalentnym poctom uhlikov 42
(ECN 420 reticke) Vypocitanou zo zlozenia mastnych kyselin.

2. OBLAST POUZITIA

Tato technicka norma sa vztahuje na olivové oleje. Metdda sa uplatiiuje
pri zistovani pritomnosti malych mnozstiev olejov zo semien (bohatych
na kyselinu linolova) vo vsetkych triedach olivového oleja.

3. ZASADA

Obsah triglyceridov s ECN 42 ur¢eny analyzou HPLC a teoreticky
obsah triglyceridov s ECN 42 (vypocitany na zaklade urcenia zloZenia
mastnych kyselin pomocou chromatografie GLC) v urcitom limite
zodpoveda pravému olivovému oleju. Rozdiel vicsi nez schvalené
hodnoty pre jednotlivé typy poukazuje na to, Ze olej obsahuje oleje zo
semien.

4. METODA

Metoda vypoctu teoretického obsahu triglyceridov s ECN 42 a rozdiel
vzhl'adom na tdaje ziskané pri HPLC v podstate vychadza z koordinécie
analytickych tdajov ziskanych prostrednictvom inych metéod. MoZzno
rozliSovat’ tri fazy: stanovenie zlozenia mastnych kyselin kapilarnou
plynovou chromatografiou, vypocet teoretického zlozenia triglyceridov
s ECN 42, stanovenie triglyceridov s ECN 42 analyzou HPLC.

4.1. Vybavenie
4.1.1. Banky s gulatym dnom, 250 ml a 500 ml.

4.1.2. Kadicky, 100 ml.

4.1.3.  Sklenena chromatografickd kolona s 21 mm vnatornym priemerom, 450
mm dlha, navrchu s kohutikom a normalizovanym vnutornym (typu
female) konusom.

4.1.4. 250 ml oddel'ovacie lieviky s normalizovanym vonkajsim (typu ,,male)
konusom na spodku, vhodné na pripojenie k vrchnej Casti kolony.

4.1.5. 600 mm sklenena tyc¢inka.

4.1.6.  Skleneny lievik priemeru 80 mm.
4.1.7. Odmerné banky, 50 ml.

4.1.8. Odmerné banky, 20 ml.

4.1.9. Rotacna odparka.

4.1.10. Vysokou¢inny kvapalinovy chromatograf s moznostou termostatickej
kontroly teploty kolony.

4.1.11. Davkovacie zariadenia s 10 pl davkovanim.

4.1.12. Detektor: diferencialny refraktometer. Citlivost’ na cely rozsah by mala
byt’ aspoit 10~ jednotiek indexu lomu.
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4.1.13. Koloéna: 250 mm dlha rarka z antikorovej ocele s vniitornym priemerom
4,5 mm, naplnend Casticami oxidu kremicitého s priemerom 5 um a s 22
— 23 % uhlika vo forme oktadecysilanu.

4.1.14. Softvér na spracovanie tdajov.

4.1.15. Ampulky s objemom priblizne 2 ml, teflonovymi priehradkami
a skrutkovacimi uzdvermi.
42.  Cinidla

Cinidla by mali byt &istoty p. a. (pre analyzu). Eluéné rozpustadla by
mali byt odplynené a mozno ich pouzit' niekolkokrat bez vplyvu na
separaciu.

4.2.1.  Petroléter (40 — 60 °C) chromatografickej kvality alebo hexan.
4.2.2. Etyléter Cerstvo destilovany bez obsahu peroxidu.

42.3. Eluéné rozpustadlo na pretistenie oleja zmesou stipcovej chromatografie
petroléter/etyléter v pomere objemov 87/13 (v/v).

4.2.4. Silikagél 70 — 230 mes§, Merck 7734 so Standardizovanym obsahom
vody 5 % (hm).

4.2.5. Sklena vata.
4.2.6. Aceton na HPLC.
4.2.7.  Acetonitril alebo propionitril na HPLC.

4.2.8. Elu¢né rozpustadlo HPLC: acetonitril + aceton (pomery sa prispdsobia
vzhl'adom na ziskanie pozadovanej separacie; zacnite so zmesou 50: 50)
alebo propionitril.

4.2.9. Solubiliza¢né rozpustadlo: aceton.

4.2.10. Referencné triglyceridy: je mozné pouzit obchodné triglyceridy (tripal-
mitin, triolein atd’.) a ziskané retencné Casy podl'a ekvivalentného poctu
uhlikov alebo alternativne porovnavacie chromatogramy ziskané zo sdjo-
vého oleja, zmesi s6jového a olivového oleja 30: 70 a Cistého olivového
oleja (pozri poznamky 1 a 2 a obrazky 1 — 4).

4.2.11. Extrakéna kolona s pevnou fazou so silikagélom 1 g, 6 ml.

43. Priprava vzorky

Ked’ze mnozstvo interferujicich latok méze sposobit’ nespravne pozi-
tivne vysledky, vzorku je nutné vzdy pre€istit’ podla metody IUPAC
¢. 2.507, ktora sa pouZziva na stanovenie polarnych zlac¢enin v tukoch na
vyprazanie.

4.3.1.  Priprava chromatografickej kolony

Naplite kolonu (4.1.3.) priblizne 30 ml elu¢ného rozpustadla (4.2.3.),
potom do koléony vlozte malé mnozstvo sklenej vaty (4.2.5.) a sklenenou
tyckou (4.1.5.) ju zatlacte na dno kolény.

V 100 ml kadicke suspendujte 25 g silikagélu (4.2.4) v 80 ml elucnej
zmesi (4.2.3) a pomocou skleneného lievika (4.1.6) ju vlejte do kolony.

Na zabezpecenie Uplného preliatia silikagélu do koléony umyte kadicku
elu¢nou zmesou a do kolony vylejte aj davky z umyvania.

Otvorte kohutik a nechajte rozpustadlo eluovat, kym jeho hladina nedo-
sahuje priblizne 1 cm nad silikagél.
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432. Stlpcovi chromatografia

S presnostou na 0,001 g navazte do banky s objemom 50 ml (4.1.7.) 2,5
+ 0,1 g prefiltrovaného, homogenizovaného a v pripade potreby odvod-
nen¢ho oleja.

Rozpustite ho priblizne v 20 ml elu¢ného rozpustadla (4.2.3). Ak je to
nutné, mierne ho zahrejte, aby sa ulahCilo rozpustanie. Ochlad’te na
teplotu miestnosti a pomocou elu¢ného rozpustadla upravte objem.

Odmernou pipetou vlejte do kolony 20 ml roztoku pripraveného podla
bodu 4.3.1., otvorte kohutik a nechajte rozptstadlo eluovat’ na uroven
vrstvy silikagélu.

Potom eluujte so 150 ml eluéného rozpustadla (4.2.3.) s upravenym
prienikom rozpustadla priblizne 2 ml/min (prienik 150 ml cez kolonu
bude trvat’ priblizne 60 — 70 minut).

Eluat odoberte do 250 ml banky s okrihlym dnom (4.1.1.) vysusSenej
v susicke a presne odvéazenej. Rozpustadlo eliminujte pri znizenom tlaku
v rotatnej odparke (4.1.9) a odvazte zvySok, ktory sa pouZzije na
pripravu roztoku na analyzu HPLC a na pripravu metylesteru.

Vzorka ziskana z kolony musi v pripade kategorii extra panenského,
panenského, bezného, rafinovaného a olivového oleja dosahovat’” mini-
malne 90 % a v pripade lampantového oleja a zvyskového oleja mini-
malne 80 %.

4.3.3. Precistenie SPE

Silikagelova kolona SPE sa aktivuje priechodom 6 ml hexanu (4.2.3) vo
vékuu, aby sa zabranilo vysuSeniu.

S presnostou 0,001 g navazte do 2 ml ampulky (4.1.15) 0,12 g a
rozpustite v 0,5 ml hexanu (4.2.3).

Vlejte roztok do kolony SPE a eluujte vo vakuu s 10 ml hexan-diety-
léteru (v objemovom pomere 87: 13) (4.2.3).

Zachytenu frakciu odparte dosucha v rotaénej odparke (4.1.9) pri
znizenom tlaku pri izbovej teplote. ZvySok rozpustite v 2 ml acetonu
(4.2.6) na analyzu triglyceridov.

4.4. Analyza HPLC
4.4.1.  Priprava vzoriek na chromatograficku analyzu

5 % roztok vzorky, ktord sa bude analyzovat, pripravite tak, ze odvazite
0,5 £ 0,001 g vzorky do 10 ml odmernej banky a doplnite na objem 10
ml solubiliza¢nym rozpustadlom (4.2.9.).

4.42. Postup

Nastavte podmienky na chromatografickom systéme. Pumpujte mobilni
fazu (elucné rozpustadlo) (4.2.8) v pomere 1,5 ml/min, aby sa precistil
cely systém. Pockajte, kym nedosiahnete stabilni zakladnu liniu.

Nadavkujte 10 pl vzorky pripravenej tak, ako je opisane v bode 4.3.

4.4.3. Vypocet a vyjadrenie vysledkov

Pouzite metddu normalizacie plochy, t. j. predpoklada sa, Ze suma ploch
pikov zodpovedajicich triglyceridom s ECN 42 — ECN 52 sa rovna
100 %.

Vypocitajte pomerné percenta pre kazdy triglycerid pomocou tohto
vzorca:

% triglyceridu = plocha piku x 100/suma ploch pikov.
Vysledky sa uvadzaji najmenej na dve desatinné miesta.

Pozri poznamky €. 1 — 4.
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4.5. Vypocet zloZenia triglyceridov (% mol) z vidajov o zloZeni mastnych

kyselin (% plochy)
Stanovenie zloZenia mastnych kyselin

Zlozenie mastnych kyselin sa stanovuje podla normy ISO 5508 kapi-
larnou kolonou. Metylestery sa pripravujii podla COI/T.20/¢. dok. 24.

Vypocitavané mastné kyseliny

Glyceridy sa zoskupuji podla svojho ekvivalentného poctu
uhlikov (ECN), priCom sa berie do tvahy nasledujuca ekvivalencia
medzi ECN a mastnymi kyselinami. Do ivahy sa berti len mastné kyse-
liny so 16 a 18 atomami uhlika, ked’ze len tieto kyseliny st vyznamné
pre olivovy olej. Mastné kyseliny sa normalizuju na 100 %.

Molekulova
hmotnost’

MW)

Mastna kyselina (FA) Skratka ECN

Kyselina palmitova P 256,4 16

Kyselina palmitolejova Po 2544 14

Kyselina stearova S 284.,5 18

Kyselina olejova (¢} 282,5 16

Kyselina linolova L 280,4 14

Kyselina linolénova Ln 278,4 12

Prepocet % plochy na moly pre mastné kyseliny (1)

% plochy P
MW P
% plochy O

mol P =

% plochy S
MW S
% plochy L

mol S

% plochy Po
MW Po
% plochy Ln

mol Po =

10 =
mol O MW O

Normalizdacia molov

% mol P (1,2,3) =

% mol S (1,2,3)

% mol Po (1,2,3) =

%mol O (1,2,3) =

% mol L (1,2,3) =

% mol Ln (1,2,3) =

Vysledok vyjadruje

mol L = mol Ln =

MW L MW Ln

mastnych kyselin na 100 % (2)
mol P % 100

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

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

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

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

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

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

percentualny obsah mastnych kyselin v molarnych

percentach vo vsetkych polohach (1, 2, 3) TAG.

Suma nasytenych mastnych kyselin P a S (SFA) a nenasytenych mast-

nych kyselin Po, O,

L a Ln (UFA) sa potom vypocita (3):

% mol SFA = % mol P + % mol S

% mol UFA = 100

— % mol SFA
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4.5.5.1.

45.5.2.

4.5.5.3.

4.5.6.
4.5.6.1.

4.5.6.2.

Vypocet zloZenia mastnych kyselin v polohach 2 a 1, 3 triglyceridov

Mastné kyseliny sa rozdeluju do tychto troch skupin: jedna skupina
v polohe 2 a dve rovnaké skupiny v polohdch 1 a 3 s rozlicnymi
koeficientmi nasytenych (P a S) a nenasytenych kyselin (Po, O, L a Ln).

Nasytené mastné kyseliny v polohe 2 [P(2) a S(2)] (4):
% mol P(2) % mol P (1,2,3) * 0,06

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

Nenasytené mastné kyseliny v polohe 2 [Po(2), O(2), L(2) a Ln(2)] (5):

% mol Po(1,2,3)
0, o, o,
% mol Po(2) = % mol * (100 — % mol P(2) — % mol S(2))

_ % mol 0(1,2,3)

% mol O(2) = % mol UFA_ (100 — % mol P(2) — % mol S(2))

_ % mol L(1,2,3)

% mol L(2) = % molUFA (100 — % mol P(2) — % mol S(2))

% mol Ln(1,2,3)

% mol Ln(2) = % molUFA_ * (100 — % mol P(2) — % mol S(2))

Mastné kyseliny v polohich 1,3 [P(1.3), S(1.3), Po(1,3), O(1,3), L(1.3)
a Ln(1,3)] (6):

K 1 P(1,2,3) -9 1 P(2
% mol p(13) — oMol P(1.2:3) =% mol P(2)

2

+ % mol P(1,2,3)

9 1S(1,2,3) -9 1S(2
% mol $(1,3) = —emol S(L. ’3; omolSR) o ol (12.3)

% mol Po(1,2,3) — % mol Po(2)

% mol Po(1,3) = 5

+ % mol Po(1,2,3)

% mol O(1,2,3) — % mol O(2
% mol O(1,3) = 2 mer O, ’3; %molOR) o o1 0(12,3)

% mol L(1,2,3) — % mol L(2
% mol L(13) = mer L, ’3; %molL(2) |y, ol L(1,2,3)
% mol Ln(1,2,3) — % mol Ln(2
% mol Ln(1,3) — mettn(l, % omolLn®) o/ ol Ln(12,3)

Vypocet triglyceridov
TAG s jednou mastnou kyselinou (AAA, tu LLL, PoPoPo) (7):

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

% mol AAA =

TAG s dvoma mastnymi kyselinami (AAB, tu PoPoL, PoLL) (8):

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

0, —
% mol AAB = 10000

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

% mol ABA = 10 000
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4.5.6.3. TAG s troma réznymi mastnymi kyselinami (ABC, tu OLLn, PLLn,
PoOLn, PPoLn) (9):
% mol A(1,3) * % mol B(2) * % mol C(1,3) * 2

o, J—
% mol ABC = 000
% mol BCA = % mol B(1,3) * % mol C(2) * % mol A(1,3) * 2
10 000
0, 0 o
% mol CAB = 2molC(1.3) /°m0110A0(023 x % mol B(1,3) * 2

4.5.6.4. Triglyceridy s ECN42
Triglyceridy ECN42 sa vypoditaji podla rovnic 7, 8 a 9 a st dané
poradim predpokladanej elticie v HPLC (zvy€ajne len tri piky).
LLL
PoLL a polohovy izomér LPoL
OLLn a polohové izoméry OLnL a LnOL
PoPoL a polohovy izomér PoLPo
PoOLn a polohové izoméry OPoLn a OLnPo
PLLn a polohové izoméry LLnP a LnPL
PoPoPo
SLnLn a polohovy izomér LnSLn

PPoLn a polohové izoméry PLnPo a PoPLn

Triglyceridy s ECN42 st dané sumou deviatich triglyceridov vratane ich
polohovych izomérov. Vysledky sa uvadzaji najmenej na dve desatinné
miesta.

5. VYHODNOTENIE VYSLEDKOV

Porovnava sa vypocitany teoreticky obsah a obsah stanoveny analyzou
HPLC. Ak je absolitna hodnota rozdielu udajov z analyzy HPLC po
odpocitani teoretickych tidajov vysSia ako medzné hodnoty pre prislusna
kategoriu oleja uvedené v norme, vzorka obsahuje olej zo semien.

Vysledky sa uvadzajii na dve desatinné miesta.

6. PRIKLAD (CISLA SA VZTAHUJU NA CASTI TEXTU OPISU
METODY)

— 4.5.1. Vypocet molarnych percent mastnych kyselin z udajov GLC
(% normalizovanej plochy)

Metddou GLC sa ziskali tieto Udaje o zlozeni mastnych

kyselin:
Mastna kyselina P S Po (0] L Ln
MW 256,4 284,5 254,4 282,5 280,4 278,4

% plochy 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0
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— 453

— 454

— 455

— 4.5.5.1

— 4552

Prepocet % plochy na moly pre mastné kyseliny [pozri
vzorec (1)]

10
mol P = 3564 0,03900 mol P
3
mol S = m = 0,01054 mol S
1
1 Po = = 1P
mol Po 3544 0,00393 mol Po
mol O = o 0,26549 mol O
2825
1L = 10 = 0,03566 mol L
o 2804 mo
1
lLn = = 1 L
mol Ln 2784 0,00359 mol Ln
Spolu = 0,35821 mol TAG

Normalizacia molov mastnych kyselin na 100 % [pozri
vzorec (2)]
0,03900 mol P * 100

% mol P(123) = —— = = 10.887 %
0,01054 mol S * 100
% mol §(12.3) = ~— 351;1201 m:l = 2,942 %
0,00393 mol Po * 100
% mol Po(12.3) = ——; 35”;;; 1 ;O’f = 1,097 %
0,26549 mol O * 100
% mol 0(1,2,3) = — 03;;1;’1 *; = 74,116 %
, mo
0,03566 mol L * 100
% mol L(1.2.3) = ~— 3;;1;1 m; = 9,955 %
0,00359 mol Ln * 100
% mol Ln(1,2,3) = — 035”;(;1 1 ;‘ = 1,002 %
, mo
Spolu % mol = 100 %

Suma nasytenych a nenasytenych mastnych kyselin v polohe
1,2,3 TAG [pozri vzorec (3)]:

% mol SFA = 10,887 % + 2,942 % = 13,829 %
% mol UFA = 100,000 % — 13,829 % = 86,171 %

Vypocet zlozenia mastnych kyselin v polohe 2 a polohe 1,3
TAG

Nasytené mastné kyseliny v polohe 2 [P(2) a S(2)] [pozri
vzorec (4)]

% mol P(2) = 10,887 % = 0,06 = 0,653 % mol
% mol S(2) = 2,942 % * 0,06 = 0,177 % mol

Nenasytené mastné kyseliny v polohe 2 [Po(1,3), O(1,3),
L(1,3) a Ln(1,3)] [pozri vzorec (5)]

1,097 9
% mol Po(2) = ﬁ % (100 — 0,653 —0,177) = 1,262 % mol
) 0

74,116 %
% mol O(2) = 786,1710/0 x (100 — 0,653 — 0,177) = 85,296 % mol
s ()

9,955 %
%mol L(2) = g + (100 — 0,653 — 0,177) = 11,457 % mol

1,002 %

% mol Ln(2) = 26171 %

% (100 — 0,653 — 0,177) = 1,153 % mol
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— 4.5.5.3 Mastné kyseliny v polohach 1,3 [P(1,3), S(1,3), Po(1,3),
0(1,3), L(1,3) a Ln(1,3)] [pozri vzorec (6)]

10,887 — 0,653

% mol P(1,3) = % + 10,887 = 16,004 % mol
2,942 - 0,177

% mol S(1,3) = % + 2,942 = 4,325 % mol
1,097 — 1,262

% mol Po(1,3) = ’f + 1,097 = 1,015 % mol
74,116 — 85,296

% mol O(1,3) = % + 74,116 = 68,526 % mol
9,955 - 11,457

%mol L(13) = = 4 9,955 = 9,204 % mol
1,002 — 1,153

% mol Ln(1,3) = % + 1,002 = 0,927 % mol

— 4.5.6.  Vypocet triglyceridov

Vypocet zlozenia mastnych kyselin (FA) v polohach sn-2

a sn-1,3

FA v pol 1,3 pol 2
P 16,004 % 0,653 %
S 4,325 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,262 %
(¢} 68,526 % 85,296 %
L 9,204 % 11,457 %
Ln 0,927 % 1,153 %
Spolu 100,0 % 100,0 %

vypocitavaju sa tieto triglyceridy:
LLL

PoPoPo

PoLL s 1 polohovym izomérom

SLnLn s 1 polohovym izomérom
PoPoL s 1 polohovym izomérom
PPoLn s 2 polohovymi izomérmi
OLLn s 2 polohovymi izomérmi

PLLn s 2 polohovymi izomérmi

PoOLn s 2 polohovymi izomérmi

— 4.5.6.1. TAG s jednou mastnou kyselinou (LLL, PoPoPo) [pozri
vzorec (7)]

9,204 % * 11,457 % * 9,204 %

% mol LLL = , = 0,09706 mol LLL

10 000

1,015 % % 1,262 % 1,015 ©
% mol PoPoPo — 013 %0 * 1’0600(f’ * LOIS% 4 00013

mol PoPoPo
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— 4.5.6.2

— 4.5.63

TAG s dvoma mastnymi kyselinami (PoLL, SLnLn, PoPoL)
[pozri vzorec (8)]

1,015 % % 11,457 % 9,204 % # 2
% mol PoLL + LLPo — ——> 2% ’100(‘)’0*’ ° 2 002141

9.204 % % 1,262 % % 9,204 °
% mol LPoL — 2204 % * 1’000:* 208%_ 0.01069

0,03210 mol PoLL

43259 1,153 9 0,927 ¢ 2
% mol SLnLn + LnLnS = = % x 1, 10(?2)0* 927 % * = 0,00092

27 9 177 9 27 ¢
% mol LnSLn = 2227 % * 01’07070? * 0927% _ 4 00002

0,00094 mol SLnLn

1,015 % 1,262 % 9,204 % # 2
% mol PoPoL + LPoPo — 1010 % * ’10(f())o* 204% * 200236

1,015 9 11,457 9 1,015 °¢
% mol PoLPo = - % * 1’0 OOOA) * 5 % = 0,00118

0,00354 mol PoPoL

TAG s troma roznymi mastnymi kyselinami (PoPLn, OLLn,
PLLn, PoOLn) pozri vzorec (9)

16,004 % * 1,262 % # 0,927 % * 2
% mol PPoLn — ——- 2 * ’100(;0*’ ° X 2 000374

0,927 % = 0,653 % x 1,015 % = 2

% mol LnPPo 10 000 = 0,00012
% mol PoLnP — 1,015 % = 1,15]3002)0; 16,004 % * 2 — 000375
0,00761 mol PPoLn
% mol OLLn — 68,526 % 11,411370‘(?(,) * 0,927 % * 2 — 0.14556
% mol LnOL — 0,927 % = 85,219()6(;’330* 9,204 % * 2 — 0.14555
% mol LLnO — 9,204 % 1,1513003)03 68,526 % * 2 — 0.14544
0,43655 mol OLLn
% mol PLLn — 16,004 % 11,411370‘:;2) * 0,927 % * 2 — 0.03399
% mol LnPL — 0,927 % 0,6?3 ‘(’f(;)o* 9,204 % * 2 — 000111
% mol LLoP — 9,204 % * 1,153 % * 16,004 % * 2 — 0.03397

10 000

0,06907 mol PLLn
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1,015 % * 85,296 % * 0,927 % * 2

% mol PoOLn = 10000 = 0,01605
0,927 % % 1262 % * 68,526 % * 2
% mol LnPo0 — 22 % * L, ]0/0"03 S26% % 201603

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

% mol OLnPo = 0,01604

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

Poznamka 1: eluéné poradie sa moze stanovit' vypocitanim ekvivalentnych uhli-
kovych ¢isel, ¢asto definovanych vzorcom ECN = KN - 2n, kde KN je pocet
uhlikov a n je pocet dvojitych vézieb; ovela presnejSie sa poradie vypocita, ak sa
do vypoctu zahrnie pocet povodnych dvojitych vidzieb. Ak n,, n; a ny, st pocty
dvojitych vézieb vlastnych kyselinam olejovej, linolovej, pripadne linolénovej,
ekvivalentny pocet uhlikov je mozné vypocitat’ pomocou vzorca:

EN = KN -dn, — din; — d,ny,

kde koeficienty d,, d; a dj, sa m6zu vypocitat pomocou referenénych triglyce-
ridov. Podl'a podmienok presne vymedzenych v tejto metdde sa ziskand vdzba
bude priblizovat’ k:

ECN = KN - (2,60 n,) — (2,35 n;) — (2,17 ny,)

Poznamka 2: pri niekolkych referenénych triglyceridoch je mozné vypocitat’
rozliSenie vzhl'adom na triolein:

o = RTI/RT triolein
pouzitim redukovaného retencného Casu RT' = RT-RT rozpustadlo

Graf log a oproti f (pocet dvojitych vdzieb) umoziiuje stanovit’ retenéné hodnoty
pre vsetky triglyceridy mastnych kyselin obsiahnuté v referenénych triglyceri-
doch — pozri obrazok 1.

Poznamka 3: G€innost’ kolony by mala umoznit’ jasnii separaciu piku trilinoleinu
od pikov triglyceridov s blizkym retenénym casom RT. Elucia sa vykonava po
pik ECN 52.

Poznamka 4: spravnost’ merania ploch vSetkych pikov aktualneho stanovenia je
zabezpecena vtedy, ak druhy pik zodpovedajici ECN 50 dosahuje 50 % celej
stupnice zapisovaca.
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Obrazok 1
Graf log a voci f (pocet dvojitych vizieb)
StStSt
+05 -
o
D
o
+0 25+

StStln

-025 -

StStLn

-05 +

LnLnLn

Pocet dvojitych vizieb

La: kyselina laurovd; My: kyselina myristova; P: kyselina palmitova; S: kyselina
stearova; O: kyselina olejova; L: kyselina linolova; Ln: kyselina linolénova
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Obrazok 2

Olivovy olej s nizkym obsahom kyseliny linolovej

14+15

10
17

f‘ . 16 /\
1

S rozptstadlom: aceton/acetonitril

PROFIL a: hlavné zlozky chromatografickych pikov: ECN42: (1) LLL + PoLL;
(2) OLLn + PoOLn; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL + PoOL; (5) OOLn + PLL; (6)
POLn + PPoPo; (7) OOL + PoOO; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO; (10)
SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo; (12) PLP; ECN48: (13)
00O + PoPP; (14 + 15) SOL + POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO; (18) POS
+ SLS.

b

13
15

fV\ A 1 b‘} 18
,r,\,\m.‘_xdu, YRR ‘JL O S

S rozpustadlom: propionitril

PROFIL b: hlavné zlozky chromatografickych pikov: ECN42: (1) LLL; (2)
OLLn + PoLL; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL +
PoPoO; (7) POLn + PPoPo + PPoL; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO;
(10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo; (12) PLP; ECN48:
(13) OO0 + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO; (18)
POS + SLS.
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Obrazok 3

Olivovy olej s vysokym obsahom Kkyseliny linolovej

06

13

03 1

S rozptstadlom: aceton/acetonitril (50: 50)

Profil a: hlavné zlozky chromatografickych pikov: ECN42: (1°) LLL + PoLL;
(2°) OLLn + PoOLn; (3°) PLLn; ECN44: (4°) OLL + PoOL; (5°) OOLn + PLL;
(6°) POLn + PPoPo; ECN46: (7°) OOL + PoOO; (8°) PLO + SLL + PoOP; (9°)
PLP + PoPP; ECN48: (10°) OOO; (11°) POO + SLL + PPoO; (12°) POP +
PLS; ECN50: (13°) SOO; (14°) POS + SLS.

b

04

16
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5 9 12) 17
1
] 1 7 1
2 18
nnz,
3 l \[ t | - %/\II _L‘

0.0 ———] SR ' ' '

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

S rozpustadlom: propionitril

Profil b: hlavné zlozky chromatografickych pikov: ECN42: (1) LLL; (2 + 2°)
OLLn + PoLL; (3) PLLn; ECN44: (4) OLL; (5) OOLn + PoOL; (6) PLL +
PoPoO; (7) POLn + PPoPo + PPoL; ECN46: (8) OOL + LnPP; (9) PoOO;
(10) SLL + PLO; (11) PoOP + SPoL + SOLn + SPoPo; ECN48: (12) PLP;
(13) OO0 + PoPP; (14) SOL; (15) POO; (16) POP; ECN50: (17) SOO; (18)
POS + SLS; ECN52: (19) AOO.
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ANNEX XIX
VvV M28

STANOVOVANIE OBSAHU ALIFATICKYCH A TRITERPENOVYCH
ALKOHOLOV KAPILARNOU PLYNOVOU CHROMATOGRAFIOU

1. PREDMET UPRAVY

Tato priloha opisuje metédu stanovenia alifatickych a triterpénovych
alkoholov v olejoch a tukoch.

VYM19
2. PRINCIPLE OF THE METHOD

The fatty substance, with 1-eicosanol added as internal standard, is
saponified with ethanolic potassium hydroxide and then the unsaponi-
fiable matter extracted with ethyl ether. The alcoholic fraction is sepa-
rated from the unsaponifiable matter by chromatography on a basic silica
gel plate; the alcohols recovered from the silica gel are transformed into
trimethylsilyl ethers and analysed by capillary gas chromatography.

3. EQUIPMENT

3.1 250 ml round-bottomed flask fitted with a reflux condenser having
ground-glass joints.

3.2. 500 ml separating funnel.
3.3. 250 ml round-bottomed flasks.

3.4. Chromatographic tank for thin-layer chromatographic analysis, for glass
plates of dimensions 20 x 20 cm.

3.5. Ultraviolet lamp having a wavelength of 366 or 254 nm.
3.6. 100 pl and 500 pl microsyringes.

3.7. A cylindrical filter funnel with a G3 porous septum (porosity 15 to
40 pm) of diameter approximately 2 cm and a depth of some 5 cm,
with an attachment suitable for filtration under vacuum and a 12/21 male
ground glass joint.

3.8. 50 ml vacuum conical flask with a 12/21 ground-glass female joint
which can be fitted to the filter funnel (3.7).

3.9. A 10 ml test tube with a tapering bottom and a sealing stopper.

3.10.  Gas chromatograph for use with a capillary column, and provided with
a splitting system composed of:

3.10.1. Thermostatic chamber for columns (column oven) to hold the tempera-
ture desired with a precision of £ 1 °C.

3.10.2. A temperature-adjustable injection unit with a persilanised glass vapori-
sing element.

3.10.3. A flame ionisation detector and converter-amplifier.

3.10.4. Recorder-integrator for operation with the converter-amplifier (3.10.3),
with response time not exceeding one second and with variable paper-
speed.

3.11.  Glass or fused silica capillary column, of length 20 to 30 m, internal
diameter 0,25 to 0,32 mm, with SE-52 or SE-54 liquid phase or equi-
valent, with a film thickness between 0,10 and 0,30 pm.

3.12.  Microsyringe for gas chromatography, of 10 pl capacity with hardened
needle.

3.13.  Analytical balance sensitive to 1 mg (with 0,1 mg display).



01991R2568 — SK — 04.08.2016 — 029.001 — 109

YM19
4. REAGENTS

4.1. Potassium hydroxide, approximately 2 N ethanolic solution: 130 g
potassium hydroxide (minimum concentration 85 %) is dissolved, with
cooling, in 200 ml distilled water and then made up to one litre with
ethanol. The solution should be stored in a well-stoppered opaque glass
bottle.

4.2. Ethyl ether, pure for analysis.
43. Anhydrous sodium sulphate, analytical purity.

4.4. Glass plates coated with silica gel, without fluorescence indicator, thick-
ness 0,25 mm (commercially available ready for use).

4.5. Potassium hydroxide, approximately 0,2 N ethanolic solution; 13 g of
potassium hydroxide are dissolved in 20 ml of distilled water and made
up to one litre with ethanol.

4.6. Benzene, for chromatography (see 5.2.2).
4.7. Acetone, for chromatography (See 5.2.2).
4.8. Hexane, for chromatography (see 5.2.2).
4.9. Ethyl ether, for chromatography (see 5.2.2).
4.10.  Chloroform, for chromatography.

v M28
4.11.  Referen¢ny roztok na tenkovrstvova chromatografiu: Alkoholy
Cyp — Cyg, 0,5 % v chloroforme alebo frakcia alkoholov ziskané
podla bodu 5.2 z nezmydelnitenej latky oleja z olivovych vyliskov.

VM1
4.12. 0,2 % solution of 2', 7'-dichlorofluorescein in ethanol. Make slightly
basic by adding a few drops of 2 N alcoholic potassium hydroxide
solution.

4.13.  Anhydrous pyridine, for chromatography.
4.14.  Hexamethyl disilazane.
4.15.  Trimethylchlorosilane.

4.16.  Standard solutions of trimethylsilyl ethers of aliphatic alcohols from C,,
to C,g. They may be prepared from mixtures of pure alcohols at the time
they are required for use.

4.17. A 0,1 % (m/v) solution of 1-eicosanol in chloroform (internal standard).
4.18.  Carrier gas: hydrogen or helium, gas-chromatographic purity.
4.19.  Auxiliary gas: nitrogen, gas-chromatographic purity.

S. PROCEDURE
5.1 Preparation of the unsaponifiables

5.1.1.  Using a 500 pl microsyringe place, into a 250 ml round-bottom flask,
a volume of 0,1 % 1-eicosanol solution in chloroform (4.17) containing
a quantity of 1-eicosanol approximately equal to 10 % of the aliphatic
alcohols content in that portion of sample to be taken for analysis. For
example, to 5 g of sample add 250 pl of the 0,1 % 1-eicosanol solution
if olive oil and 1 500 pl if olive pomace oil.

Evaporate to dryness in current of nitrogen and then weigh accurately
5 g of the dry filtered sample into the same flask.



01991R2568 — SK — 04.08.2016 — 029.001 — 110

YM19

5.1.2.  Add 50 ml of 2 N potassium hydroxide ethanolic solution, fit the reflux
condenser and heat the apparatus to slight boiling on a steam bath,
stirring continuously throughout the heating process until saponification
has taken place (the solution becomes clear). Continue heating for
a further 20 minutes and then add 50 ml of distilled water through
the condenser. The condenser is then disconnected and the flask cooled
to approximately 30 °C.

5.1.3.  The contents of the flask are quantitatively transferred to a separating
funnel of 500 ml capacity by adding distilled water several times, using
a total of around 50 ml distilled water. Add approximately 80 ml of
ethyl ether, shake vigorously for approximately 30 seconds and allow to
settle (Note 1).

Separate off the lower aqueous phase collecting it in a second separating
funnel. Two further extractions are effected on the aqueous phase, in the
same manner, using each time 60 to 70 ml ethyl ether.

Note 1: Emulsions may be eliminated by adding, using as a spray, small
quantities of ethyl alcohol or methyl alcohol.

5.1.4.  The ethyl ether extracts are combined in a separating funnel and washed
with distilled water (50 ml at a time) until the washing water gives
a neutral reaction.

Discard the washing water, dry with anhydrous sodium sulphate and
filter, into a flask of 250 ml capacity which has been weighed before-
hand, the funnel and filter being washed with small quantities of ethyl
ether which are added to the total.

5.1.5. Distil the ether down to a few ml, then bring to dryness under a slight
vacuum or in a current of nitrogen, completing drying in an oven at
100 °C for approximately a quarter of an hour, and then weigh after
cooling in a desiccator.

5.2. Separation of alcoholic fractions

5.2.1.  Preparation of basic TLC plates: the silica gel plates (4.4) are immersed
completely, in 0,2 N potassium hydroxide solution (4.5) for 10 seconds,
and then left to dry for two hours under an extractor hood and finally
placed in an oven at 100 °C for one hour.

Remove from the oven and keep in a calcium chloride desiccator until
required for use (plates treated in this way must be used within 15 days).

Note 2: When basic silica gel plates are used to separate the alcoholic
fraction there is no need to treat the unsaponifiables with
alumina. It follows that all acid compounds (fatty acids and
others) are retained at the origin thereby obtaining both alip-
hatic alcohol and terpenic alcohol bands which are both sepa-
rated distinctly from the sterol band.

5.2.2. Place a 65/35 by volume hexane/ethyl ether mixture in the plate-deve-
loping chamber to a depth of approximately 1 c¢cm (V).

Close the chamber using an appropriate cover and leave for half an hour
to allow equilibration between vapour and liquid. Strips of filter paper
dipping into the eluent may be affixed to the inside surfaces of the tank
to reduce the development time by approximately one third and obtain
more uniform, regular elution of the components.

(") In these cases in particular, a 95/5 by volume benzene/acetone eluent mixture must be
used to obtain distinct band separation.
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Note 3: The developing solution must be replaced for each analysis in
order to obtain reproducible developing conditions.

5.2.3.  An approximately 5 % solution of unsaponifiable matter (5.1.5) in chlo-
roform is prepared and 0,3 ml of the solution is streaked as a uniform
strip of minimum thickness, using the 100 pl microsyringe, on a TLC
plate at approximately 2 cm from the bottom of the TLC plate. Aligned
with the origin, 2 to 3 ul of the aliphatic alcohols reference solution
(4.11) are spotted for the identification of the aliphatic alcohols band
after development has been completed.

5.2.4. Place the plate inside the development tank as stated in 5.2.2. The
ambient temperature should be maintained between 15 and 20 °C.
Immediately close the chamber with the cover and allow to elute until
the solvent front reaches approximately 1 cm from the upper edge of the
plate.

The plate is then removed from the development chamber and the
solvent evaporated under a hot air current or the plate is left for
a while under the extractor hood.

v M28

5.2.5. Platna sa zlahka a rovnomerne postriecka roztokom 2,7-dichlorfluores-
ceinu, ked sa platna sleduje pod ultrafialovym svetlom. Pasma alifatic-
kych alkoholov sa daji identifikovat podla Skvin ziskanych
z referencného roztoku, s ktorymi s zarovno: hranice pasiem oznalte
¢iernou ceruzkou; nacrtnite pritom obrys pasma alifatickych alkoholov
a pasma tesne nad nim, ktoré je pasmom terpénovych alkoholov, spolu
(poznamka 4).

Poznamka 4: Pasmo alifatickych alkoholov a pasmo terpénovych alko-
holov sa zoskupia v suvislosti s moznou migraciou niek-
torych alifatickych alkoholov do pasma triterpénovych
alkoholov. Priklad oddelenia TLC uvedeny na obrazku
1 v dodatku.

5.2.6. Pomocou kovovej Skrabky (kopistky) zoskrabte silikagél z oznacenej
plochy. Nasledne ziskany jemne rozotrety material umiestnite do filtrac-
ného lievika (3.7). Pridajte 10 ml horaceho chloroformu, opatrne premie-
Sajte kovovou kopistkou a prefiltrujte vo vakuu, pricom sa filtrat zbiera
do konickej banky (3.8) pripojenej k filtratnému lieviku.

Premyte silikagél trikrat dietyléterom (priblizne zakazdym 10 ml),
pricom sa filtrat zbiera do tej istej banky pripojenej k lieviku. Odparte
filtrat na objem 4 az 5 ml, zvy$ny roztok preneste do predtym odvazenej
10 ml skamavky (3.9), odparte dosucha miernym teplom pomocou
jemného prudu dusika, nasledne ho opat’ skvapalnite pridanim niekol-
kych kvapiek acetonu, opdt’ ho odparte dosucha, vlozte ho na 10 minut
do pece pri 105 °C a potom ho nechajte vychladnut v exsikatore
a odvazte.

Zvysok vo vnutri skimavky pozostava z alkoholovej frakcie.

VYM19
5.3. Preparation of the trimethylsilyl ethers

5.3.1. The reagent for silylation, consisting of a mixture of 9:3:1 by volume
(Note 5) of pyridine-hexamethyldisilazane-trimethylchlorosilane in the
proportion of 50 pl for each milligram of aliphatic alcohols, is added
to the test tube containing the alcoholic fraction, avoiding all absorption
of moisture (Note 6).
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Note 5: Solutions which are ready for use are available commercially.
Other silanising reagents such as, for example, bis-trimethylsi-
lyl, trifluor acetamide + 1 % trimethyl chlorosilane, which has
to be diluted with an equal volume of anhydrous pyridine, are
also available.

Note 6: The slight opalescence which may form is normal and does not
cause any interference. The formation of a white floc or the
appearance of a pink colour are indicative of the presence of
moisture or deterioration of the reagent. If these occur the test
must be repeated.

5.3.2. Stopper the test tube, shake carefully (without overturning) until the
aliphatic alcohols are completely dissolved. Stand for at least 15 minutes
at ambient temperature and then centrifuge for a few minutes. The clear
solution is ready for gas chromatographic analysis.

5.4. Gas chromatography analysis
5.4.1. Preliminary operations, column packing

5.4.1.1. Fit the column in the gas chromatograph, attaching the inlet end to the
injector connected to the splitting system and the outlet end to the
detector. Carry out a general check of the gas chromatography assembly
(tightness of gas fittings, efficiency of the detector, efficiency of the
splitting system and of the recording system, etc.).

5.4.1.2. If the column is being used for the first time it is recommended that it
should be subjected to conditioning. A little carrier gas is passed through
the capillary column and then the gas chromatography assembly is swit-
ched on and gradually heated until a temperature not less than 20 °C
above the operating temperature (see Note 7) is attained. That tempera-
ture is held for not less than two hours and then the assembly is brought
to the operating conditions (regulation of gas flow, split flame ignition,
connection to the electronic recorder, adjustment of the temperature of
the capillary column oven, the detector and the injector, etc.) and the
signal is adjusted to a sensitivity not less than twice the highest level
contemplated for the execution of the analysis. The course of the base
line must be linear, without peaks of any kind, and must not drift.
A negative straight-line drift indicates leakage from the column connec-
tions; a positive drift indicates inadequate conditioning of the column.

Note 7: The conditioning temperature shall be at least 20 °C less than
the maximum temperature contemplated for the liquid phase
employed.

5.4.2. Choice of operating conditions

5.4.2.1. The guideline operating conditions are as follows:

— column temperature: the initial isotherm is set at 180 °C for eight
minutes and then programmed at 5 °C/minute to 260 °C and
a further 15 minutes at 260 °C,

— temperature of evaporator: 280 °C,

— temperature of detector: 290 °C,

— linear velocity of carrier gas: helium 20 to 35 cm/s, hydrogen 30 to
50 cm/s,

— splitting ratio: 1:50 to 1:100,

— sensitivity of instrument: 4 to 16 times the minimum attenuation,
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— sensitivity of recording: 1 to 2 mV fs,
— paper speed: 30 to 60 cm/h,
— quantity of substance injected: 0,5 to 1 ul of TMSE solution.

The above conditions may be modified according to the characteristics
of the column and of the gas chromatograph to obtain chromatograms
satisfying the following conditions:

— alcohol Cyq retention time shall be 18 = 5 minutes,

— the alcohol C,, peak shall be 80 + 20 % of the full scale value for
olive oil and 40 + 20 % of the full scale value for seed oil.

5.4.2.2. The above requirements are checked by repeated injection of the stan-
dard TMSE mixture of alcohols and the operating conditions are
adjusted to yield the best possible results.

5.4.2.3. The parameters for the integration of peaks shall be set so that a correct
appraisal of the areas of the peaks considered is obtained.

5.4.3. Analytical procedure

5.4.3.1. Using the microsyringe of 10 pl capacity draw in 1 pl of hexane
followed by 0,5 pl of air and subsequently 0,5 to 1 pl of the sample
solution; raise the plunger of the syringe further so the needle is
emptied. Push the needle through the membrane of the injection unit
and after one to two seconds inject rapidly, then slowly remove the
needle after some five seconds.

5.4.3.2. Recording is effected until the TMSE of the aliphatic alcohols present
have been eluted completely. The base line shall always correspond to
the requirements of 5.4.1.2.

Vv M28
5.4.4. Identifikacia pikov

Identifikacia jednotlivych pikov sa vykona podla retenénych Casov
a porovnanim so zmesou TMSE analyzovanou za rovnakych
podmienok.

Priklady chromatogramu alkoholovej frakcie rafinovaného olivového
oleja su uvedené na obrazkoch 2 a 3 v dodatku.

YM19
5.4.5. Quantitative evaluation

5.4.5.1. The peak areas of 1-eicosanol and of the aliphatic alcohols C,,, Cy4, Cyg
and C,g are calculated by electronic integration.

5.4.5.2. The contents of each aliphatic alcohol, expressed in mg/1 000 g fatty
substance, are calculated as follows:

A -m, - 1000
alcohol x = ———
A,rm
where:
A, = area of the alcohol peak x
A, = area of l-eicosanol
mg = mass of l-eicosanol in milligrams
m = mass of sample drawn for determination, in grams.
6. EXPRESSION OF THE RESULTS

The contents of the individual aliphatic alcohols in mg/1 000 g of fatty
substance and the sum of the ‘total aliphatic alcohols’ are reported.
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Dodatok

Priklad oddelenia TLC a priklady chromatogramu

Obrazok 1

Platiia tenkovrstvovej chromatografie s nezmydelnitePnou frakciou
z olivového oleja eluovaného s hexanom/etyléterom (65/35)

e

® -

1 Alkohol C26
Alkohol C3O
Alkohol C20

Steroly
Alifatické alkoholy

Triterpénové alkoholy

g o w »

ZmieSané alkoholy C20-22»26—30 Skvalén

(O R 2 8]

Extra panensky nezmydelni-
telny



01991R2568 — SK — 04.08.2016 — 029.001 — 115

VY M28
Obrazok 2
Chromatogram alkoholovej frakcie rafinovaného olivového oleja
1 2 & 8 9
5
4
10
7
2
ki-n--l ’ i " . l»L l l .] J_‘L—J-
1 = Fytol 5 = Alkohol Cyy 9 = 24-metylén-cykloartenol
2 = Geranyl geraniol 6 = Alkohol Cyg 10 = Citrostadienol
3 = Alkohol C, (IS) 7 = Alkohol Cyg 11 = Cyklobranol

4 = Alkohol C,, 8 = Cykloartenol
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Obrazok 3
Alifatické a triterpénové alkoholy rafinovaného olivového oleja a olivového oleja po druhom
odstredeni
. 1. 3 5 &
’m'g ' § 2th CENTRIFUGATION
B
-®
i
3
o ) .i .J “‘,E‘ ﬁ I o - ﬂ,‘ﬁL a K1 = ] ,),\ij"f";"”y JJ J_..,W
. i 3. ’ g
23 2G5+ )
§ A s R e REFINED OLIVE Ol
O CAs24Mel
6
18
5
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K
‘ RITE TR . _ Ak '
Torses | booo | wbos | tkomd  A¥ser | 2000 Tashen”
1 = Fytol 5 = Alkohol Cyy 9 = 24-metylén-cykloartenol

2 = Geranyl geraniol (CX)
3 = Alkohol C,
4 = Alkohol C22

6 = Alkohol C26
7 = Alkohol Cyg
8 = Cykloartenol (CA)

(24MeCA)
10 = Citrostadienol
11 = Cyklobranol
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PRILOHA XX

Metéda na stanovenie obsahu voskov, metylesterov mastnych kyselin
a etylesterov mastnych kyselin kapilirnou plynovou chromatografiou

1. UCEL

Utelom tejto metody je stanovenie obsahu voskov, metylesterov mast-
nych kyselin a etylesterov mastnych kyselin v olivovych olejoch. Jednot-
livé vosky a alkylestery sa oddelia podl'a po¢tu atomov uhlika. Metoda sa
odportc¢a ako nastroj na rozliSenie olivového oleja a oleja z olivovych
vyliskov, ako aj kvalitativny parameter extra panenskych olivovych
olejov, ktorym sa umoziuje detekcia falSovanej zmesi extra panenskych
olivovych olejov s olejmi nizsej kvality, ¢i uz st to panenské, lampantové
oleje alebo niektoré oleje zbavené zapachu.

2. PRINCIP METODY

Pridanie vhodného vniitorného Standardu k oleju a nasledna frakcionacia
chromatografiou na kolone s hydratovanym silikagélom. Ziskanie frakcie
eluovanej za skiSobnych podmienok (ktorej polarita je nizsia ako polarita
triglyceridov) a nasledna priama analyza kapilarnou plynovou chromato-
grafiou.

3. PRISTROJE

3.1.  Erlenmeyerova banka, 25 ml.

3.2.  Sklena koléna na kvapalinovii chromatografiu, s vnitornym priemerom
15 mm, dlzkou 30 az 40 cm vybavena vhodnym kohutikom.

3.3.  Plynovy chromatograf vhodny na pouzitie s kapilarnou kolénou, vyba-
veny systémom priamej injektdZze na kolonu (tzv. technika on-column),
ktorého sucastou su:

3.3.1. Pec regulovanid termostatom s programovatel’nou teplotou.
3.3.2. Studeny injektor na priamu injektaz na kolonu.

3.3.3. Plameiiovy ioniza¢ny detektor a zariadenie na prevod a zosilnenie
signalu.

3.3.4. Zapisovac-integrator (poznamka 1) na pouzitie so zariadenim na prevod
a zosilnenie signalu (bod 3.3.3), s ¢asovou odozvou nepresahujicou 1
sekundu a s réznymi rychlostami posunu papiera.

Pozndmka 1: Mo6zu sa pouzivat’ aj automatizované systémy, ktoré umoz-
fuji zadavanie udajov z plynovej chromatografie prostred-
nictvom osobného pocitaca.

3.3.5. Kapilirna Kkoléna, taveny kremen (na analyzu voskov a metyl-
a etylesterov), dizka 8 az 12 m, vnutorny priemer 0,25 az 0,32 mm,
z vnutornej strany pokrytd kvapalnou fazou (pozndmka 2)
s homogénnou hrubkou 0,10 az 0,30 pm.

Pozndamka 2: Na tieto ucely su dostupné vhodné komeréné kvapalné fazy
ako SE52, SE54 atd’.

3.4.  Mikrostriekacka s kapacitou 10 pl na priamu injektdz na kolonu, vyba-
vena cementovanou ihlou.

3.5.  Elektrickd mieSacka.
3.6. Rotacna odparka.
3.7.  Muflova pec.

3.8.  Analytické vahy s presnostou merania na + 0,1 mg.
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3.9. Bezné laboratorne sklo.

4. CINIDLA

4.1.  Silikagél, velkost’ zrna 60 az 200 um. Vlozte silikagél do mufl'ovej pece
na 500 °C aspoii na 4 hodiny. Po vychladnuti pridajte 2 % vody
vzhl'adom na mnozstvo pouzitého silikagélu. Dobre pretrepte, aby sa
hmota homogenizovala, a pred pouzitim uchovavajte v susicke najmene;j
pocas 12 hodin.

4.2.  n-hexan, na chromatografiu alebo analyzu zvyskov (Cistota musi byt
overena).

VAROVANIE - Vypary sa moézu vznietit. Chraite pred zdrojom tepla,
iskrami alebo otvorenym ohniom. Uistite sa, ze flase st vzdy dobre uzat-
vorené. PoCas pouzitia zaistite riadnu ventilaciu. Zabrante hromadeniu
vyparov a odstrante vSetky pri¢iny mozného vzniku poziaru, ako si
ohrievacie telesa alebo elektrické zariadenia, ktoré¢ nie su vyrobené
z nehorlavého materialu. Vdychnutie je skodlivé, lebo moze spdsobit’
poskodenie nervovych buniek. Zabrante vdychnutiu vyparov. V pripade
potreby pouzite vhodny dychaci pristroj. Zabrante kontaktu s ocami
a pokozkou.

4.3.  Dietyléter, na chromatografiu.

VAROVANIE - Vysokohorlavy a mierne toxicky. Drazdi pokozku.
Vdychnutie je Skodlivé. Moéze sposobit poskodenie oci. Mdze mat’
oneskorené Ucinky. Moze vytvarat vybusné peroxidy. Vypary sa mozu
vznietit. Chrafite pred zdrojom tepla, iskrami alebo otvorenym ohfiom.
Uistite sa, ze flaSe st vzdy dobre uzatvorené. Pocas pouzitia zaistite
riadnu ventilaciu. Zabraite hromadeniu vyparov a odstraite vSetky
pri¢iny mozného vzniku poziaru, ako su ohrievacie telesa alebo elektrické
zariadenia, ktoré nie st vyrobené z nehorlavého materialu. Neodparujete
dosucha ani takmer dosucha. Pridanim vody alebo vhodného redukéného
¢inidla mozno znizit' tvorbu peroxidov. Nepite. Zabraite vdychnutiu
vyparov. Zabraite dlhotrvajuicemu alebo opakovanému kontaktu
s pokozkou.

4.4. n-heptan, na chromatografiu alebo izo-oktan.

VAROVANIE - Vznetlivy. Vdychnutie je Skodlivé. Chranite pred
zdrojom tepla, iskrami alebo otvorenym ohniom. Uistite sa, ze fl'aSe su
vzdy dobre uzatvorené. Podas pouzitia zaistite riadnu ventilaciu. Zabrarte
vdychnutiu vyparov. Zabrante dlhotrvajicemu alebo opakovanému
kontaktu s pokozkou.

4.5.  Standardny roztok laurylarasidatu (pozndmka 3) s koncentraciou
0,05 % (m/V) v heptane (vnutorny Standard pre vosky).

Pozndmka 3: Mozno pouzit' aj palmityl-palmitat, myristyl-stearat alebo
arSidyl-laureat.

4.6. Standardny roztok metyl-heptadekanoitu s koncentraciou 0,02 %
(m/V) v heptane (vnutorny Standard pre metyl- a etylestery).

4.7.  Sudéan 1 [1-(fenyldiazenyl)naftalén-2-ol].
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4.8.  Nosny plyn: vodik alebo hélium, ¢isty, na plynovi chromatografiu.

VAROVANIE

Vodik. Vysokohorlavy, pod tlakom. Chréiite pred zdrojom tepla, iskrami,
otvorenym ohnom alebo elektrickymi zariadeniami, ktoré nie st vyrobené
z nehorlavého materialu. Uistite sa, Ze ventil flase je uzavrety, ked sa
nepouziva. Vzdy pouzivajte s redukénym ventilom. Uvolnite napitie
redukénej pruziny pred otvorenim ventilu flase. Pri otvarani ventilu
nestojte pred vypustnym otvorom flase. Pocas pouzitia zaistite riadnu
ventilaciu. Neprepustajte vodik z jednej flase do druhej. Nemiesajte
plyn vo flasi. Uistite sa, ze flaSe sa nemdézu prevrhnit. Chrante ich
pred slne¢nym ziarenim a zdrojmi tepla. Skladujte v nekorozivnom
prostredi. Nepouzivajte poskodené alebo neoznacené flase.

Hélium. Vysokostlaeny plyn. Znizuje mnozstvo kyslika, ktoré je
k dispozicii na dychanie. FlaSe udrziavajte uzatvorené. Podas pouzitia
zaistite riadnu ventilaciu. Nevstupujte do skladovacich priestorov, ak
nie su riadne vetrané. Vzdy pouzivajte s redukénym ventilom. Uvolnite
napétie redukénej pruziny pred otvorenim ventilu fl'ase. Neprepustajte
plyn z jednej fl'ase do druhej. Uistite sa, ze fl'ase sa nem6zu prevrhnit’.
Pri otvarani ventilu nestojte pred vypustnym otvorom fl'aSe. Chrante ich
pred slneénym ziarenim a zdrojmi tepla. Skladujte v nekorozivnom
prostredi. Nepouzivajte poskodené alebo neoznacené fl'ase. Nevdychujte.
Pouzivajte vyhradne na technické tcely.

4.9.  Pomocné plyny:

— Vodik, ¢isty, na plynova chromatografiu.

— Vzduch, ¢&isty, na plynovi chromatografiu.

VAROVANIE

Vzduch. Vysokostlaceny plyn. V pritomnosti horlavych latok pouzivajte
opatrne, ked’ze teplota samovznietenia vdcSiny organickych zloziek
vzduchu je vyrazne nizSia pod vysokym tlakom. Uistite sa, Ze ventil
fl'ase je uzavrety, ked’ sa nepouziva. Vzdy pouzivajte s redukénym venti-
lom. Uvolnite napétie reduk¢nej pruziny pred otvorenim ventilu fl'aSe. Pri
otvarani ventilu nestojte pred vypustnym otvorom fl'ase. Neprepustajte
plyn z jednej fl'aSe do druhej. Nemiesajte plyn vo flasi. Uistite sa, Ze
flase sa nemdézu prevrhnut. Chrafite ich pred slneénym Zziarenim
a zdrojmi tepla. Skladujte v nekorozivnom prostredi. NepouzZivajte posko-
dené alebo neoznacené fl'ase. Vzduch na technické ucely sa nesmie
pouzivat’ na vdychovanie ani v dychacich pristrojoch.

5. POSTUP
5.1.  Priprava chromatografickej kolony

Preved'te do suspenzie 15 g silikagélu (bod 4.1) v n-hexane (bod 4.2)
a zaved'te do kolony (bod 3.2). Nechajte samovol'ne usadit. Usadzovanie
dokoncite pomocou elektrickej trepacky s cielom dosiahnut' homogén-
nejSiu chromatografickti vrstvu. Premyte 30 ml n-hexanu s cielom
odstranit’ vSetky pripadné necCistoty. Analytickymi vahami (bod 3.8)
navazte presne 500 mg vzorky do 25 ml banky (bod 3.1) a pridajte
vhodné mnozstvo vnutorného Standardu (bod 4.5) v zavislosti od pred-
pokladaného obsahu vosku, napriklad pridajte 0,1 mg laurylarasidatu
v pripade olivového oleja, 0,25 az 0,50 mg v pripade oleja z olivovych
vyliskov a 0,05 mg metyl-heptadekanoatu v pripade olivovych olejov
(bod 4.6).
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Pripravenu vzorku preneste do chromatografickej kolony pomocou dvoch
2-ml davok n-hexanu (bod 4.2).

Napustite rozpustadlo do vysky 1 mm nad hornou urovitou absorbentu.
Premyte d’al$im roztokom n-hexanu/dietyléteru v pomere 99:1 a zachyt'te
220 ml roztoku pri prietoku priblizne 15 kvapiek kazdych 10 sekund.
(Tato frakcia obsahuje metyl- a etylestery a vosky). (Pozndmka 4)
(Poznamka 5).

Pozndamka 4: Zmes n-hexanu/dietyléteru (99:1) by sa mala kazdy den
Cerstvo pripravit’.

Poznamka 5: Na umoznenie vizualnej kontroly spravnej elicie voskov
mozno do vzorky roztoku pridat 100 pl 1 % farbiva
Sudan I v elu¢nej zmesi.

Retencny cas uvedeného farbiva sa nachadza medzi
retenénym Casom voskov a triglyceridov. Preto ked” farbivo
dosiahne dno chromatografickej kolony, je potrebné eluciu
zastavit', lebo vSetky vosky uz boli eluované.

Suste vyslednu frakciu v rotacnej odparke az do odstranenia takmer
celého rozpustadla. Odstrante posledné 2 ml pomocou slabého prudu
dusika. Frakcia obsahujuca metyl- a etylestery sa zachytava v 2 az
4 ml n-heptanu alebo izo-oktanu ako rozpustadla.

5.2.  Plynova chromatograficka analyza
5.2.1. Postup pripravy

Namontujte kolénu do plynového chromatografu (bod 3.3), pri¢om
vstupny port sa pripoji k systtmu na koléone a vystupny port
k detektoru. Skontrolujte pristroj na plynovii chromatografiu (Cinnost’
uzavretych plynovych obvodov, u¢innost’ detektora a zapisovaca atd’.).

Pokial' sa koléna pouziva po prvykrat, je potrebné ju kondicionovat.
Zaved'te mierny prietok plynu cez koléonu a potom zapnite pristroj na
plynovl chromatografiu. Postupne zahrievajte, az kym sa priblizne po 4
hodinach dosiahne teplota 350 °C.

Tato teplotu udrziavajte najmenej pocas 2 hodin, potom pristroj nastavte
na prevadzkové podmienky [nastavte prietok plynu, zapalte plamienok,
pripojte k elektrickému zapisovacu (bod 3.3.4), nastavte teplotu pece pre
kolénu, nastavte detektor atd’.]. Zapiste signal pri citlivosti najmenej
dvakrat vysSej, ako sa vyzaduje na vykonanie analyzy. Zakladna linia
by mala byt linedrna, nesmie obsahovat’ piky Ziadneho druhu a nesmie
vykazovat’ ziadnu nestabilitu (drift).

Zaporny priamociary drift indikuje nedokonalu tesnost’ spojov kolony,
kym kladny drift indikuje nedostato¢né kondiciovanie kolony.

5.2.2. Vyber prevadzkovych podmienok v pripade voskov a metyl- a etylesterov
(poznamka 6)

Prevadzkové podmienky su spravidla tieto:

— Teplota kolony:

20 °C/min 5 °C/min

80 °C pociatocna teplota (') —————140 °C
335 °C (20)

— Teplota detektora: 350 °C.

— Injektované mnozstvo: 1 pl roztoku n-heptanu (2 az 4 ml).
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— Nosny plyn: hélium alebo vodik s optimalnou linearnou rychlost'ou
pre zvoleny plyn (pozri dodatok A).

— Citlivost’ pristroja: vhodna na splnenie uvedenych podmienok.

Poznamka 6: Vzhl'adom na vysoka kone¢nu teplotu sa pripusta kladny
drift, ktory nesmie prekrocit’ 10 % rozsahu stupnice.

Uvedené podmienky moZno upravit tak, aby vyhovovali charakteristikdm
kolony a pristroju na plynova chromatografiu, a to s cielom oddelit’
vSetky vosky a metylestery mastnych kyselin a etylestery mastnych kyse-
lin, ako aj ziskat' uspokojivi separaciu pikov (pozri obrazky 2, 3 a 4)
a retenény Cas 18 + 3 min. pre vnatorny Standard laurylarasidatu.
Najreprezentativnejsi pik voskov sa musi nachiddzat' nad 60 % rozsahu
stupnice, zatial o pik metyl-heptadekanodtu — vnatorny Standard pre
metyl- a etylestery musi dosiahnut’ plny rozsah stupnice.

Parametre integracie piku by sa mali ur€it’ tak, aby sa dosiahlo spravne
vyhodnotenie prislusnych ploch pikov.

5.3.  Vykonanie analyzy

Pomocou 10 pl mikrostriekacky naberte 10 pl roztoku, pricom piestik
tahajte dozadu az dovtedy, kym ihla nebude prazdna. Ihlu zavedte do
injekéného systému a po uplynuti 1 az 2 sekind rychlo vstreknite. Po asi
5 sekundach ihlu jemne vytiahnite.

Zapis nechajte prebichat’ dovtedy, kym vosky alebo stigmastadiény
nebudu Uplne eluované v zavislosti od analyzovanej frakcie.

Zakladna linia musi vzdy zodpovedat’ pozadovanym podmienkam.

5.4.  Ildentifikacia piku

Piky identifikujte z reten¢nych ¢asov ich porovnanim so zmesami voskov
so znamymi retenénymi ¢asmi analyzovanymi za rovnakych podmienok.
Alkylestery sa stanovuji zo zmesi metylesterov a etylesterov hlavnych
mastnych kyselin v olivovych olejoch (palmitovej a olejovej).

Na obrazku 1 je znazorneny chromatogram voskov panenského olivového
oleja. Na obrazkoch 2 a 3 s znazornené chromatogramy dvoch maloob-
chodne predavanych extra panenskych olivovych olejov, jedného
s metylestermi a etylestermi a druhého bez nich. Na obrazku 4 st znazor-
nené chromatogramy v pripade extra panenského olivového oleja
najvyssej kvality a toho istého oleja, ku ktorému sa primiesalo 20 %
oleja zbaveného zapachu.

5.5.  Kvantitativna analyza voskov

Pomocou integratora urcite plochy pikov zodpovedajiice vnatornému
Standardu laurylaraSidatu a alifatickym esterom od Cyy do Cyg.

Urcite obsah vsetkych voskov pripo€itanim kazdého jednotlivého vosku
v mg/kg tuku podla tohto vzorca:

(ZA,)'m,'1000

Vosky, (mg/kg) = Am
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kde:

A, = plocha zodpovedajuca piku pre jednotlivé estery, vypocitana
pomocou pocitaca

Ay = plocha zodpovedajica piku pre vnutorny Standard laurylarasidatu,
vypocitand pomocou pocitaca

mg = hmotnost’ pridaného vnutornému  §tandardu laurylarasidatu,
v miligramoch

m = hmotnost’ vzorky odobratej na stanovenie, v gramoch.
5.5.1. Kvantitativna analyza metylesterov a etylesterov

Pomocou integratora uréite plochy pikov zodpovedajiice vntitornému $tan-
dardu metyl-heptadekanoatu, metylesterov mastnych kyselin C;s a C;g
a etylesterov mastnych kyselin C;4 a Cyg.

Obsah alkylesterov v mg/kg tuku urcite takto:
A, 'mg -1000

Ester, (mg/kg) = o

A, = plocha zodpovedajiica piku pre jednotlivé estery C4 a C;g, Vypo-
¢itand pomocou pocitaca

As = plocha  zodpovedajuca  piku  pre  vnitorny Standard
metyl-heptadekanoatu, vypocitana pomocou pocitaca

mg = hmotnost’ pridaného vnitornému Standardu metyl-heptadekanoatu,
v miligramoch

m = hmotnost’ vzorky odobratej na stanovenie, v gramoch.
6. VYJADRENIE VYSLEDKOV

V sprave uved'te sucet obsahov roznych voskov od Cyy do Cyg (poznamka 7)
v miligramoch na kilogram tuku.

V sprave uved'te sucet obsahov metylesterov a etylesterov od Cy4 do C;g
a celkovy sucet oboch.

Vysledky by sa mali vyjadrit’ v najblizs§ich mg/kg.

Poznamka 7: Prvky kvantitativneho hodnotenia sa vztahuju na piky
esterov s parnym poctom atdmov uhlika medzi Cyy a Cyg
v sulade so vzorom chromatogramu voskov olivového oleja
zndzornenym na pripojenom obrazku. Pokial’ sa ester Cyq
rozstiepi, na ucely identifikdcie sa odporica analyzovat
frakciu vosku oleja z olivovych vyliskov, kde mozno pik
Cy¢ rozlisit, lebo zretelne prevlada.

V sprave uved’te pomer obsahov etylesterov a metylesterov
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Obrazok 1
Priklad plynového chromatogramu frakcie voskov v olivovom oleji (!)
30 .00]] M
I.S.
25.00
20 .00
15.00
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Piky s retenénym ¢asom 5 az 8 min. metyl- a etylesterov mastnych kyselin

Legenda:
I.S. = (vnutorny Standard — V.S.) laurylarasidat
1 = diterpénové estery

242" = estery Cyg
3+3" = estery Cyp
4+4" = estery Cyy
5 = estery Cyq

6 = sterol-estery a triterpénové alkoholy

(") Po eltcii sterol-esterov by chromatograficky zdznam nemal vykazovat Ziadne vyznamné piky (triglyceridy).
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Obrazok 2
Metylestery, etylestery a vosky v panenskom olivovom oleji
4
: (
4
5 6
2
1
: ! 1. 1 |
A B C
Legenda:
1- Metyl C16
2 — Etyl C16

3 — Metyl-heptadekanoat V.S.

4 — Metyl Cyg
5— Etyl C18
6 — Skvalén

7 — Laurylarasidat V.S.
A — Diterpénové estery
B — Vosky

C — Sterol-estery a triterpénové estery
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Obrazok 3

Metylestery, etylestery a vosky v extra panenskom olivovom oleji

12-10-87 '97:36:20
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Legenda:
1 — Metyl-heptadekanoat V.S.

2 - Metyl C]g
3 - Etyl Cq
4 — Skvalén

5 — Laurylarasidat V.S.
A — Diterpénové estery
B — Vosky

C — Sterol-estery a triterpénové estery
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Obrazok 4

Cast’ chromatogramu extra panenského olivového oleja a toho istého oleja, ku ktorému sa
primiesal olej zbaveny zapachu
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Legenda:
1 — Metyl-myristat V.S.

— Metyl-palmitat

Etyl-palmitat

Metyl-heptadekanoat V.S.
— Metyl-linoleat
Metyl-oleat

— Metyl-stearat

Etyl-linoleat

O [ee] 2 (o)} (9] N O8] [\
|

Etyl oleat

—_
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|

Etyl-stearat
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Dodatok A

Stanovenie linearnej rychlosti plynu

Vstreknite 1:3 pl metanu (alebo propanu) do plynového chromatografu po jeho
nastaveni na bezné prevadzkové podmienky. Odmerajte Cas, ktory potrebuje plyn
na prechod cez kolénu od momentu jeho vstreknutia az do ¢asu, ked’ sa objavi
pik (tM).

Lineérna rychlost v cm/s je dani vzorcom L/M, kde L je di*ka kolény v cm
a tM je Cas namerany v sekundach.

VM28
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PRILOHA XXI

Vysledky kontrol zhody vykonanych na olivovom oleji podla ¢lanku 8 ods. 2

Oznacovanie

Chemické parametre

Organoleptické vlastnosti ()

Zaverecné poznamky

Krajina

Vzorka Kategoria povodu

Miesto
kontro-
ly ()

Oficialny
nazov

Oznacenie
poévodu

Podmienky .
sklado- |, ChYbne
. informacie
vania

Citatelnost’

C/NC ()

Parametre
mimo
medznych
hodnét
AN

Ak ano,
uved’te
ktoré (3)

C/NC (%)

Median
defektov

Median
ovocnosti

C/NC ()

Pozado-
vané
opatrenia

Sankcie

(') Vnutorny trh (mlyn, plnenie do flia§, maloobchodny predaj), vyvoz, dovoz.
(®) Kazda charakteristika olivového oleja stanovend v prilohe I mé kod.

() Splna/mesplita.

(*) Nevyzaduje sa pre olivovy olej a zvySkovy olej.
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