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PROVADECI NARIZENI KOMISE (EU) 2019/1604
ze dne 27. z4fi 2019,

kterym se méni nafizeni (EHS) & 256891 o charakteristikich olivového oleje a olivového oleje
z pokrutin a o pFislusnych metoddch analyzy

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

s ohledem na nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢. 1308/2013 ze dne 17. prosince 2013, kterym se stanovi
spolecnd organizace trhi se zemédé€lskymi produkty a zruSuji nafizeni Rady (EHS) ¢. 922/72, (EHS) ¢. 234[79, (ES)
¢. 1037/2001 a (ES) ¢. 1234/2007 ('), a zejména na ¢l. 91 prvni pododstavec pism. d) uvedeného nafizeni,

vzhledem k témto dévodim:

(1)  Nafizeni Komise (EHS) ¢. 2568/91 (%) definuje fyzikdlné-chemické a organoleptické charakteristiky olivového oleje
a olivového oleje z pokrutin a stanovi metody hodnoceni téchto charakteristik.

(2)  Tyto metody a limitni hodnoty charakteristik olejti jsou pravidelné aktualizovany na zdkladé stanoviska
odbornikil v oboru chemie a v souladu s ¢innosti probihajici v ramci Mezindrodni rady pro olivy (I0C).

(3)  Aby bylo na trovni Unie zajisténo provddéni aktudlnich mezindrodnich norem stanovenych I0C, mély by byt
aktualizovdny nékteré metody analyzy stanovené v nafizeni (EHS) ¢. 2568/91.

(4)  Obchodni norma IOC byla zménéna, pokud jde o stanoveni mezni hodnoty volné kyselosti, peroxidového ¢isla,
organoleptického hodnoceni (medidn vad a medidn znaku ovocné chuti a viin€) a rozdilu mezi ECN42 (HPLC)
a ECN42 (teoreticky vypocet), tak, aby byla v souladu s hodnotami pfesnosti analytické metody.

(5)  V souladu s ¢l. 2a odst. 5 nafizeni (EHS) ¢. 2568/91 maji clenské stity ovéfit, zda je vzorek olivového oleje
v souladu s deklarovanou kategorii, kontrolou jednotlivych charakteristik stanovenych v piiloze I uvedeného
nafizeni, a to bud v jakémkoli potadi, nebo v pofadi uvedeném v rozhodovacim schématu v piiloze Ib
uvedeného nafizeni.

(6)  Vzhledem k nejnovéjsimu vyvoji je vhodné aktualizovat tabulky uvedené v priloze Ib nafizeni (EHS) ¢. 2568/91
a pipadné v jejim dodatku. Kromé toho se zdd, ze pro popis obsahu piilohy Ib je pojem ,vyvojovy diagram*
vhodnéjsi nez pojem ,rozhodovaci schéma“.

(7)  Bod 9.4 piilohy XII nafizeni (EHS) ¢. 2568/91 definuje medidn vad jako medidn vady vnimané s nejvétsi
intenzitou. V souvislosti s oponentnimi hodnocenimi a vzhledem k tomu, Ze shodu oleje musi posoudit rizné
zkuSebni komise, je tieba upfesnit, Ze rozhodnuti tykajici se souladu charakteristik oleje s deklarovanou kategorii
se vztahuje vyhradné na hodnotu medidnu hlavni vady, bez ohledu na jeji povahu.

(8)  Nafizeni (EHS) ¢. 2568/91 by proto mélo byt odpovidajicim zpisobem zménéno.
(9)  Opatfeni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se stanoviskem Vyboru pro spolenou organizaci
zeméd@lskych trhd,

PRIJALA TOTO NARIZENT:

Cldnek 1

Nafizeni (EHS) ¢. 2568/91 se méni takto:
1) ¢lanek 2 se méni takto:
a) v odstavci 1 se pismeno l) nahrazuje timto:

,1) stanoveni sloZeni a obsahu sterolii a stanoveni alkoholovych sloucenin kapildrni plynovou chromatografii
metodou uvedenou v piiloze XIX;*

() Uk vést. L 347, 20.12.2013, 5. 671.
() Nafizeni Komise (EHS) ¢. 2568/91 ze dne 11. ervence 1991 o charakteristikich olivového oleje z pokrutin a o pfislusnych metodach
analyzy (UF. vést. L 248, 5.9.1991, s. 1).
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b) v odstavci 2 se tieti pododstavec nahrazuje timto:

.V piipadé, ze zkuSebni komise nepotvrd{ deklarovanou kategorii oleje vzhledem k jeho organoleptickym charak-
teristikdm, nechaji vnitrostdtni orgdny nebo jejich zdstupci na Zddost zainteresované strany bez odkladu provést
dvé oponentni hodnocen{ jinymi schvédlenymi zkuSebnimi komisemi. Alespon jedna z téchto komisi musi byt
schvidlena clenskym stdtem, z néjz pochdzi vyrobce oleje. Dotéené charakteristiky se povaZuji za odpovidajici
deklarovanym charakteristikdim, pokud obé oponentni hodnoceni potvrdi deklarovanou kvalitu. Pokud tomu tak
neni, prohlasi se klasifikace za neodpovidajici uvedenym charakteristikdim, nehledé na typ nedostatkd zjisténych
béhem hodnocent, a ndklady na oponentni hodnoceni ponese zainteresovand strana.”;

2) v ¢l 2a odst. 5 se pismeno b) nahrazuje timto:

,b) v pofadi uvedeném ve vyvojovém diagramu v piiloze Ib, dokud neni dosazeno jednoho z rozhodnuti
uvedenych ve vyvojovém diagramu.”;

3) tabulka ,PRILOHA Obsah* se nahrazuje tabulkou v pifloze I tohoto naiizent;
4) piiloha I se nahrazuje znénim piilohy II tohoto nafizent;
5) bod 2.1 piilohy Ia se nahrazuje timto:

,2.1. Kazdy dil¢i vzorek se musi déle rozdélit na laboratorni vzorky v souladu s bodem 2.5 normy EN ISO 5555
a podléhd témto analyzdm v pofadi uvedeném ve vyvojovém diagramu v piloze Ib nebo v jakémkoli jiném
ndhodném potadi.

6) ptiloha Ib se nahrazuje znénim v p¥iloze III tohoto nafizeni;
7) piiloha V se zrusuje;
8) bod 4.2 ptilohy VII se nahrazuje timto:

,4.2. n-hexan pro chromatografii. Hexan lze nahradit isooktanem (2,2,4-trimethylpentanem pro chromatografii) za
pfedpokladu, Ze je dosazeno srovnatelnych hodnot presnosti.;

9) priloha XII se méni v souladu s ptilohou IV tohoto nafizen;
10) ptiloha XVII se méni v souladu s ptilohou V tohoto nafizeni;
11) ptiloha XVIII se méni v souladu s piflohou VI tohoto nafizent;
12) ptiloha XIX se nahrazuje znénim uvedenym v piiloze VII tohoto natizeni;
13) bod 4.2 prilohy XX se nahrazuje timto:

,4.2. n-hexan pro chromatografii nebo pro residudlni analyzu. Hexan lze nahradit isooktanem (2,2,4-trimethyl-
pentanem pro chromatografii) za predpokladu, Ze je dosazeno srovnatelnych hodnot pfesnosti. Rozpoustédla
s vy$$im bodem varu, nez md n-hexan, se odpafuji delsi dobu. Z divodu toxicity hexanu se v3ak
upfednostiiuji. Musi byt kontrolovdna cistota — lze napiiklad zkontrolovat zbytek po odpafeni 100 ml
rozpoustédla.

POZOR! — Vypary se mohou vznitit. Chraite pfed zdroji tepla, jiskrami ¢i pfimym plamenem. Ujistéte se, Ze
jsou ldhve vzdy Fadné uzavfeny. Pfi pouZiti zajistéte fddné vétrni. Zabrante hromadéni vypart a eliminujte
veskeré pfic¢iny mozného vzniku poZziru, jako jsou topnd télesa a elektrickd zafizeni, jez nejsou vyrobena
z nehoflavého materidlu. Vdechnuti je $kodlivé, nebot mize dojit k poskozeni nervovych bunék. Zabrarite
vdechnuti vyparG. V pipadé nutnosti pouzijte vhodny respiraéni pristroj. Zabraiite styku s ocima
a s pokozkou.

Isooktan je hotlavd kapalina ptedstavujici nebezpeci pozdru. Meze vybusnosti v ovzdusi odpovidaji 1,1 % az
6,0 % (obsahu v % objemovych). Pfi poziti a vdechnuti je toxicky. Pfi prici s timto rozpoustédlem pouzijte
digestof v dobrém provoznim stavu.”
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Cldnek 2

Toto nafizeni vstupuje v platnost dvacatym dnem po vyhldseni v Urednim véstniku Evropské unie.

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

V Bruselu dne 27. zai{ 2019.

Za Komisi
predseda
Jean-Claude JUNCKER
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PRILOHA I
L,PRILOHY
OBSAH
Ptiloha I Charakteristiky olivového oleje

Odbér vzorkt ze 3arzi olivového oleje a olivového oleje z pokrutin ve spotfebitelskych ob-

alech

Vyvojovy diagram pro ovéfeni souladu vzorku olivového oleje s deklarovanou kategorif
Stanoveni volnych mastnych kyselin, metoda za studena

Stanoveni peroxidového Eisla

Stanoveni obsahu vosku pomoci kapildrni plynové chromatografie

Stanoveni procentniho podilu 2-glyceryl monopalmitatu

Spektrofotometrickd analyza v ultrafialové oblasti spektra

Stanoven{ methylestertt mastnych kyselin plynovou chromatografif

Stanoveni tékavych halogenovanych rozpoustédel v olivovém oleji

Metoda mezindrodni rady pro olivovy olej pro organoleptické hodnoceni panenského olivo-
vého oleje

Stanoveni obsahu oleje v olivovych pokrutindch
Stanoveni jodového &isla
Metoda pro stanoveni stigmastadienoll v rostlinnych olejich

Stanoveni rozdilu mezi skuteCnym a teoretickym obsahem triacylglycerolt s ekvivalentnim
poc¢tem uhlikovych atom 42 (ECN 42)

Stanoven( sloZeni a obsahu sterolt a alkoholovych sloucenin kapildrni plynovou chromato-
grafif

Metoda stanoveni obsahu voskd, methylestert mastnych kyselin a ethylesterti mastnych kyse-
lin kapildrni plynovou chromatografif

Vysledky kontrol shody provedenych u olivového oleje uvedené v ¢l. 8 odst. 2



PRILOHA Il
LPRILOHA I

CHARAKTERISTIKY OLIVOVEHO OLEJE

Jakostni charakteristiky

Organoleptické hodnoceni
Kategoric Kyscowt | Peroxidoné olo | Konebo ko | Dok | et | e aie | i
(Md) (9 ovocné chut (mg/kg)
a vineé (Mf)
1. Extra panensky olivovy olej < 0,80 < 20,0 < 2,50 <0,22 < 0,01 Md = 0,0 Mf > 0,0 <35
2. Panensky olivovy olej <20 < 20,0 < 2,60 <0,25 < 0,01 Md < 3,5 Mf>0,0 —
3. Lampantovy olivovy olej >2,0 — — — - Md > 3,5 (1) — —
4. Rafinovany olivovy olej < 0,30 <50 — < 1,25 <0,16 — —
5. Olivovy olej slozeny z rafinovaného < 1,00 < 15,0 — <1,15 < 0,15 — —
a panenského olivového oleje
6. Surovy olivovy olej z pokrutin — — — — — — —
7. Rafinovany olivovy olej z pokrutin < 0,30 <50 — < 2,00 < 0,20 — —
8. Olivovy olej z pokrutin < 1,00 < 15,0 — < 1,70 <0,18 — —

Medidn vad muaze byt nejvyse roven 3,5, je-li medidn znaku ovocnd chut a viing je roven 0,0.
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Charakteristiky tykajici se Cistoty

SloZeni mastnych kyselin (')

Uhrn

Uhrn . Rozdil:
transizo- | TamSiZO- ECN42
Myristovd | Linole- Arachi- Eikosa- | Behenovd a X merts ky- | Stigmasta- s
K . o . p i o o mert ky- S . (HPLQ) 2-glyceryl monopalmitét
ategorie (%) nova dova nova (%) (%) . seliny li- dieny o
o seliny ole- . a ECN42 (%)
(%) (%) (%) L nolové + | (mg/kg) (3 .
Jove linolenové (tes)ret}cky
(%) %) vypocet)
1. Extra panensky olivovy olej | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 | <10,20] < 0,9, pokud celkové mnozZstvi
palmitové kyseliny v % < 14,00 %
< 1,0, pokud celkové mnoZstvi
palmitové kyseliny v % > 14,00 %
2. Panensky olivovy olej < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20| < 0,9, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v % < 14,00 %
< 1,0, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v % > 14,00 %
3. Lampantovy olivovy olej < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,10 < 0,10 < 0,50 <10,30] < 0,9, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v % < 14,00 %
< 1,1, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v % > 14,00 %
4. Rafinovany olivovy olej < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30| < 0,9, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v % < 14,00 %
< 1,1, pokud celkové mnozZstvi
palmitové kyseliny v % > 14,00 %
5. Olivovy olej slozeny z rafi- | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30] < 0,9, pokud celkové mnozstvi
novaného a panenského palmitové kyseliny v % < 14,00 %
olivového oleje
< 1,0, pokud celkové mnozstvi
palmitové kyseliny v % > 14,00 %
6. Surovy olivovy olej z pokru- | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 < 0,10 — < 10,60| <14
tin
7. Rafinovany  olivovy olej | <003 | 1,00 | <060 | <050 | <030 | <020 | <040 | <035 — < 10,50| <14
z pokrutin
8. Olivovy olej z pokrutin < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — < 10,50] <12

Obsah ostatnich mastnych kyselin (%): palmitovd: 7,50-20,00; palmitolejova: 0,30-3,50; heptadekanova: < 0,40; heptadecenovd < 0,60

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

; stearova: 0,50-5,00; olejova: 55,00-83,00; linolova: 2,50-21,00.
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SlozZeni sterolt

. Steroly celkem Erythrodiol Vosky (mg/kg)
Kategorie Cholesterol Brassikasterol | Kampesterol (') | Stigmasterol | Zjevny p-sito- | Delta-7-stigma- (mg/ke) a uvaol (*%)
(%) (%) (%) (%) sterol (3 stenol (1) (%) (%)
(%) (%)
1. Extra panensky olivovy olej <05 <01 < 4,0 < kamp. = 93,0 <0,5 =1 000 <45 C,, +C,, +Cyy =150
2. Panensky olivovy olej <05 <01 < 4,0 < kamp. > 93,0 <05 =1 000 <45 C,, +C,, +C =150
3. Lampantovy olivovy olej <0,5 <01 <40 — 2 93,0 <05 =1 000 <450 CptC,+C,+Cys
300 ()
4. Rafinovany olivovy olej <0,5 <0,1 < 4,0 < kamp. > 93,0 <0,5 >1 000 <45 CptC+C+Cpyse
5. Olivovy olej sloZeny z rafi- <05 <01 < 4,0 < kamp. = 93,0 <0,5 =1 000 <45 CptCp+C+Cys
novaného a panenského 350
olivového oleje
6. Surovy olivovy olej z pokru- <05 <0,2 < 4,0 — > 93,0 <05 =2 500 > 4,5 (% CptCpu+C+Cy>
tin 350 (%)
7. Rafinovany olivovy olej <0,5 <0,2 <40 < kamp. > 93,0 <0,5 >1 800 4,5 CpytCytCputCp>
z pokrutin
8. Olivovy olej z pokrutin <0,5 <0,2 < 4,0 < kamp. > 93,0 <0,5 >1 600 > 45 CptC,+C+Cp>

Viz dodatek k této priloze.

Zjevny B-sitosterol: Delta-5,23-stigmastadienol + chlerosterol + beta-sitosterol + sitostanol + delta-5-avenasterol + delta-5,24-stigmastadienol.

Oleje s obsahem voskti od 300 mg/kg do 350 mgfkg jsou povazoviny za lampantové olivové oleje, pokud je celkovy obsah alifatickych alkoholt nejvyse roven 350 mg/kg nebo pokud obsah erythrodiolu

a uvaolu je nejvyse roven 3,5 %.

Oleje s obsahem voskd od 300 mg/kg do 350 mg/kg jsou povazovany za surovy olej z pokrutin, pokud je celkovy obsah alifatickych alkoholt vyssi nez 350 mg/kg a pokud je obsah erythrodiolu a uvaolu

vétsi nez 3,5 %.
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Pozndmky:

a) Vysledky zkousek musi byt uvedeny na stejny pocet desetinnych mist, jaky je pfedepsan pro kazdou charakteristiku.
Posledni desetinné misto se pfitom musi zaokrouhlit nahoru, pokud je ¢islice na dal$im desetinném misté vyssi nez
4.

b) Pokud jakakoli charakteristika neodpovidd uvedenym hodnotdm, mtze byt olivovy olej zafazen do jiné kategorie
nebo oznacen jako nespliujici poZadavky pro téely tohoto nafizeni.

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

d) Charakteristiky oleji oznacené dvéma hvézdickami (**) znamenaji, Ze u surového oleje z pokrutin se od uvedenych
hodnot mohou lisit obé mezni hodnoty soucasné. V pfipadé olivového oleje z pokrutin a rafinovaného olivového
oleje z pokrutin se od uvedenych hodnot maze lisit jedna mezni hodnota.

Dodatek

Rozhodovaci schémata

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

[ 4,0 % < Kampesterol <4,5 % ]
[ 1
[ Stigmasterol <1.4 % ] [ A\-T7-stigmastenol 0.3 % ]

Ostatni parametry musi byt v souladu s meznimi hodnotami stanovenymi v tomto nafizeni.
Delta-7-stigmastenol — rozhodovaci schéma pro:

— extra panenské a panenské olivové oleje

[ 0,5 % < A-T-stigmastencl < 0,8 ?}

Zjevny [i-sitosterol/
Kampesterol 3.3 % (kampest + A\ 7stig) 2 25 Stigmasterol<1.4 % AECN42s o1

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

— olivové oleje z pokrutin (surové a rafinované)

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

|
\ ! |

Ostatni parametry
Stigmasterol < 1,4 % v ramci limitd

Ostatn{ parametry musi byt v souladu s meznimi hodnotami stanovenymi v tomto nafizeni.”

AECN42<
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Vseobecnd tabulka

PRILOHA III

,PRILOHA Ib

KATEGORI{

VYVOJOVY DIAGRAM PRO OVERENI SOULADU VZORKU OLIVOVEHO OLEJE S DEKLAROVANOU
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Tabulka 1 — Extra panensky olivovy olej — kritéria jakosti

tezori

(e nem v souladu s deklaro

ATATLOUL K3

-

Wiz pemensloy
elivevy olaj (tabalka
%

Wiz lampantony
olivovy olej (iabulka
4)

Wiz pamenzlcy
olivovy olej (abulka

.
-

Viz lampantony
elivevy olej {abalka
4

Wiz pamepsloy
olivovy olegj (tabulka

')

-

Viz lampantovy
elivevy olej {tabalka
4

olivovy olej (tabulka
T
L)

1 Kyselost %4 =080 = 0,80 I—
y
2 Peroxidove cislo =200 =300 I—
(mEq O-/g)
L 4
3 | UV spektrofotometrie =021 027 I—
(K zraza)
4 | UV spektrofotometrie =001 =001 i
(AK)
i
5 | UV spelitrofotometrie 221350 =250 -———
(K =2
[} Oreanclepticle madiin proend chiti meditn oo chutt - -
hodnoceni aving = 0,0 avins =00
a
madidn vad = 0,0
medidn gvocnd chutt
aviing=-0,0a
medizmad =00 [TT7"H
T | Ethylestery mastaych <135 - I
yselin {mg/kg)

F

Drah olaje
deklargvany dle
dartern jakasti
Viz tabalka 3
(kitaria Eistony)

Wiz pamersloy
olivovy olej (tabualka

o
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Tabulka 2 — Extra panensky olivovy olej — kritéria jakosti

e nem v souladu 5 deklarovamou kategorit

Viz lampantony
alivovy aleg
{tabualka 4)

{kziteria Ciztoty)

1 Hvselost % <210 =20 I
¥
Peroaidove cislo — T
2 {mEq O./ke) <200 =00 L___. 5
oV
1 spelitrofotometrie <035 0,25 N
m:tnw::sj
L
oV .
4 Imﬁfﬂtﬂmeme < E'.E] }‘].l:ll —— = — ]
(AK)
m- -
5 spelotrofotometrie =160 »72.60 I
& =)
medite cvocnadchutt [~ = =M
medidn ouned chot avims=0,0
6 Orgaeolepticks 2 vimd =00
hodnocent L] Fitm croend chn
mtmmigys | TEemmami |
eradidn vad =3 5
r
Crah olzje
deklarovamy dle
kritern jakosti
Wiz tabullza 3
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Tabulka 3 — Extra panensky olivovy olej a panensky olivovy olej — kritéria &istoty

1w sowladn s deklarovanon kategarn

Ol

SvRdil
o phitomnest
rafincvansho olgje
{alivoreho neba
jirsho)

SuRdil
0 piitomnest
rafincransho olsje
{almvoveho neba
jirsho)

- Gvddd
o pntomnesti cinch
olaji

 EvEda
0 pivtomnesti cizich
olaji

 Euedd
o pivtomnesti cizich
olgja

Sradil
o piitomnest
olivoveha olejz
Z pokrutin

Sveddl
o piitomnost
olivoveho clejz
z poloatin

Stipmastadieny — s
1 [m-g-"kg_] = v,]. - E.n.l_ ------ o
w
Trans-isomery f1E: L= 005 a C1E =000k | ]
I | mastoych kyselin . HO18:2 + 0183
L] Co=00s
3 Sloden mastuych Te v spaladu Heni v sealadu
loyselin 5 pilokou I spiloboul  [F----- »
4 AECN4? <|020] =l .
Slodeni steroli Te v spuladu Mem v spaladu
] 8 callzovy obsah I t— erlbanl - o
stercld 5 prilabou 5 pilabou
5 Ervthrodiol + Uvaol oy =43
(%) N et o
- Vosly (mzlz) 2150 > 130
' C4Z=C44+Cab === 1 7 feee=- »
|
Jo v soaladu s
phlohou I:
20,8 %, poiad
" I-glviceril- mmozstd palwitors Meni v spalady
moncpalmitat (&6) kynalliny = 14,00 % 5 piilokou I
L N S -
< 1,0 %, polmd
Emolsti] palmitomd
Ioysalimy :i 14,00%

¥

Olgj je v souladu s dellarovanon kategorii

Sy
0 phitomnest
aztarifikoarych
oleji pebe olaji
svysokym
obaahem lopzeliny
palmitove
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Tabulka 4 — Lampantovy olivovy olej — kritéria Eistoty

= L.1%, polmd pemodzizd paledtosd

kysalizy = 14,00 %

Sopmaztadieny . )
1 imeke) =050 =050 | ____ .
I3l =010 2 = I
" Tramz-izomsery ) tC1E:1=0,10a L e
| masmychkpelin %) | #CI82HCIII} | e s pssyan
0,10 S
l
3 Elofeni mamnich Jo v scaladu 5 pilokoa Naaf v soalade I
Lyuelin I & pHlohon I
il
4 AECH42 = |0,30] = | 030 b i
Slofent seerohl o ot < ea ol S
s 5 cellzny chiak EE WJJ"]" petioton “;ﬂii“[‘-- e
seernld "
. ¥
Erythrodie] + Theaol 4% p
- {6) =4I =4 b
i1 Tllik_l' 00 A e - 180
CAI+CATHCAHC A =3 300 Vasy = 350 -
E+T235%
5 mebo alifacicke
’ alkeholy e Sl N
L350 mplks
Ta 17 souladn s prilohon I
_ =103 %.' pokad mn— palitoa W N—
Z.ghveeril- keymalimy = 14,00 34 .
4 mnu.e]::-lm.iul: %4 : ko v somladi
s piilobon I

0dej je v soulada 3 de

9

3
aromanen katepor

Oe) nent v seuladu 5 deklarovanou kateparia

Swadtl o piibommosti
rafinovamibe clije
(olivordho nebo jindha)

Evadel o piiomnost cizich
olagh

Suadll o pibcamosti
sazovdho aliverdho alsjs
= polaatin

Svtdil o pitommosti
wrterifilooramych olad
nabe olajld 5 vrsokim

ohsahees el
palmitond
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Tabulka 5 — Rafinovany olivovy olej — kritéria jakosti

1 Kvselost (%) =030 =030 I
g
k &
8
- Peroxidove cilo . o oo =
z ({mEqg 0y/lm) £ =0 R 5
5
3 v mel.:n'ofut?meh'ie <125 =175 S 5
(K zrazen) = ;
2
A 4 5
b=}
UV spektrofotometrie e ar

4 = {16 =016 -
(AK) = .

Druh oleje deldarovany dle kritéri jalosti.
Wiz tabalka 7 (kriteria cistoty)

Tabulka 6 — Olivovy olej (sloZeny z rafinovaného a panenského olivového oleje) — kritéria jakosti

1 Kyselost (%4 = 1,00 =100 - B
g
3 =;I
3 Percxidove cislo 2150 =150 I '%
(mEq 0y/5g) = o ;
&
H
A i E
3 | UV spelitrofvtometrie 2115 =115 ---—-s &
(K rrazas) L=l
2
UV spelotrofetometri on 1S z ;
4 ’pﬂ{lﬁﬂm = <415 =013 - B

Druk aleje d.el:]_a.rmtm_i: dle Leritérii jakosti

Wiz tabulka 7 (riteria Ciztoty)




L 250/28

Utedni véstnik Evropské unie

30.9.2019

Tabulka 7 - Rafinovany olivovy olej a olivovy olej sloZeny z rafinovaného a panenského olivového oleje —
kritéria Cistoty

Olej neni v seuladu 5 deklarevanou katezorit

Svedéi
o pittomnosti
cizich oleja

Svédd o piTonmost
olivoveka oleje
Z pokratm

tC18:120,20 tC18:1 = 0,20
1 Trans-isomery a neba I
mastoych koyselin (%0) #0152 + C18:5) KiC18:2 + C18:3)
=0,30 =030
3 Slodeni mastuych Te v spuladu Wemivsealadu | ___
loyselin 5 pibakon I 5 piilokou I
h
3 AECNA? < |030] > [030] I
Slozend sterold R e erntoa
4 a celliovy obsah I:’: van m N'_Ei{}. an m _____ N
et 5 pribabon [ 5 prikabou I
= | Ervthrodiol + Uvaol oy I S I »
= (%) '
§ Vosky (mzlez) 2350 =350
CAI+CA4+CA6 e e S »
I-glveeril-menopalmitat < 0.9 &,
pokud muozstvi palmitove kyselimy
BT Y .
- webe ana -
" | Z-glveeril-monopalmitat = 1.1 % {pro =
rafinevany olivovy alej) nebo = 1,0 %
{pro alivevy olej), pokud mmoison
palmitove kyseliny > 14,00 I

Olej je v sonladu s deklarovanon
katezoril

Svéddl o piTtommost
axterifikevarych olejl
nebo olefl 5 vyzokym
obsakem kyzeliny
palmitove
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Tabulka 8 — Surovy olivovy olej z pokrutin — kritéria Eistoty

Trans-isemery 1C18:1 2020 €1E1>020 [~
1 mastuych 2 e
Iovselim (i) HC1E2+ 0183 w000 | wiC18:2 + 0183 = 0,10
5 | Slodeni mastuych Te v seuladu Memivsoaladu | ____ .,
B loyyelin s prlokou I s piilobou
3 AFCN42 < | 080 = | erﬁ[nl I
Sledeni sternld .
4 g cellzovy obszah Te v souladu Memvseuladu | ____ -
stergld = prilobou s pfilobou
z | Ervthrodiol + Uvanl w43 243
‘ (%) :
L
Vosky ma'ls
CA+CA+C44+CA6
ﬁ -
=4 300 = voskoy I it
7= N <300
=30 =
E+U>35%
2 alifaticlé alkoholy
T = 350 meke
ang na Lo - — ]
*
I-glyceril- e
8| monopalmitit (%) 14 =14

uladu 5 deklarevamou kategori

Olej mesa v 5o

Svéddl o pitommost
rafimovansho oleje

{olivaveho nebo jineko)

Svédéi
o piitomnosti
cizich oleji

Viz lampantovy
olivavy alej (t2bulka 4)

Olej je v spulada s deldarovanoa kategoril

Svadl o piitorrmosti
azterifikovamych olejl
neka olefl 2 vysokym
abaahem koyzelimy
pelmitove
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Tabulka 9 — Rafinovany olivovy olej z pokrutin — kritéria jakosti

| 1 | Kvselost (8] 2030 =030 }- S
g
| g
7 Peroxidove cislo 250 =30 S ;é"!
({mEq 0ykg) =" - g
| 3
3 | OV spelctrofotometrie <200 ~200 I =
(B zmazes) =
B
1 7
VFI
L rpd.%mmm 2020 =020 L

L -
Druh oleje debdarovany dle kritéril jalosti.
Wiz tzbulka 11 (kritaria cistoty)
Tabulka 10 — Olivovy olej z pokrutin — kritéria jakosti
1 Hyselost (24) =1,00 =100 I
Peroxidove cislo < .

2 %13 3 e e
2 {mEq Oykz) €150 =130 -
a o m&:ﬂrﬂ[ﬂtqm@h’ie <170 =170 E——.

K zamez)
1 UV spelitrofotometrie {j].z =01% L
(AK) 0,18 018

Drub oleje deldaroran |
Viz tabulia 11 (kriteria Cistofy))

b dle Leritérii jakosti

Oile) e v souladu s deklarevanon katagori
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Tabulka 11 — Rafinovany olivovy olej z pokrutin a olivovy olej z pokrutin — kritéria Cistoty

1 Kriteria jakusti a0 e I——
(tabulloy 9 a 10)
Trans- - ~ s F==——H
. 181 =040 18l = 0,40
isomery .
& mastaych : P
k}'!el-Tm t{C18:2+ CIB:3) £0,35 | t{C18:2 + C18:3) = 0,35
3 Sloieni mastuych Jaw zoulada Hemivsoulade | --—
kyselin & pitlohon I 5 pitobou I i
B
L E’ w s
: e . 7 g SwadEl
f ' < |0.50 > |05 - = T 1
. |03 050 " £ o pitomnosti
] . - -z
| cizich oleji
L 4 % |
e 5 B
- thfm {terulm Jew soulada Wemivsoulady  fp----w 3
5 & celloovy obsah s niilohon I s pitkabou 2
steroli “P ‘ P o
g
=]
(]
Ervthrodicl + Uvacl % A5 . [ .
[ (9) 5 =43
Vosky ma'lz
- CAHC4I+HCA4=CA6
=350 230 f---a
L L Swéddl o pimtommost
< 1,4 (pro rafingvamy =14 (pro asterifikovarych olsjd
olivavy ol rfnovany olivavy [~ W nebo alejil = vysokoym
L-ghyceril- Sl . . gL 5 VYSOIY
E] aopalmitiit (%) = pokTuting olgj z pokmotin) obzakem kyzelimy
HBCTE : < 1,2 (pro alivowvy olej | = 1.2 {pro olivevy almitove
= polouting olgj z polantin)

L 4

Olgj je v souladu s dellarovanou kategorii
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Pifloha XII se méni takto:

1) bod 3.3 se nahrazuje timto:

PRILOHA IV

,3.3 Nepovinnd terminologie pro ticely oznacovini

Vedouci zkuSebni komise miiZe na pozddani potvrdit, Ze hodnocené oleje splituji definice a rozpéti odpovidajici
vyhradné nésledujicim terminiim v zdvislosti na intenzité¢ a vniméni znakd.

Pozitivni znaky (ovocnd chut a viing, hotky a Stiplavy): podle intenzity vnimdnf:

— silny, pokud je medidn tohoto znaku vys3si nez 6,0,

— stiedni, pokud je medidn tohoto znaku vy$si nez 3,0 a nejvyse roven 6,0,

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

Ovocnd chut a viiné

Nezrald ovocnd chut a viiné

Zrald ovocnd chut a viiné

VyvdzZeny

Jemny olej

Soubor ichovych pocitkt typickych pro olej, ktery zdvisi na odridé oliv a pochdzi ze
zdravych a Cerstvych oliv, u nichz nepfevaZuje zrald ani nezrald ovocnd chut a viné. Je
vnimdn pfimo a/nebo retronasalni (pharyngonasalni) metodou ¢ichdni.

Soubor ¢ichovych pocitka typickych pro olej, ktery pfipomind nezralé plody, zdvisi na
odrtidé oliv a pochdzi ze zelenych, zdravych a Cerstvych oliv. Je vnimdn piimo a/nebo
retronasdlni (pharyngonasélni) metodou ¢ichdni.

Soubor ¢ichovych pocitka typickych pro olej, ktery pfipomind zralé plody, zdvisi na
odrtidé oliv a pochdzi ze zdravych, ¢erstvych oliv. Je vnimédn pfimo ajnebo retronasalni
(pharyngonasélni) metodou ¢ichdni.

Olej, jenz nevykazuje zndmky nevyvdzenosti, kterou se rozumi ¢ichovy, chutovy a hma-
tovy vjem oleje, ve kterém medidn znaku hotky a medidn znaku Stiplavy neni o vice
nez dva body vyssi nez medidn znaku ovocnd chuf a ving.

Olej, ve kterém je medidn znaku hotky a znaku Stiplavy nejvyse roven 2,0.

Seznam termin® podle intenzity vnimani:

Terminy podléhajici pfe(,iloiem: osvédceni Medidn znaku
o organoleptické zkousce

Ovocnd chut a viiné —

Zrala ovocnd chut a viiné —

Nezrald ovocné chut a viiné —

Mirnd ovocnd chut a viiné <30

Stfedni ovocnd chut a viiné 3,0<Me < 6,0
Silnd ovocna chut a viiné > 6,0

Mirnd zrald ovocnd chut a viné <30

Stfedni zrald ovocnd chut a viiné 3,0 <Me < 6,0
Silné zrald ovocnd chut a vné > 6,0

Mirnd nezrald ovocnd chut a viiné <30

Stiedni nezrald ovocnd chut a viiné 3,0 < Me < 6,0
Silnd nezrald ovocnd chut a viiné > 6,0

30.9.2019
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Terminy podléhajici pfe(’iloiem: osvédceni Medidn znaku
o organoleptické zkousce
Mirné horkost <30
Stfedni hotkost 3,0 <Me< 6,0
Silnd hotkost >6,0
Mirna $tiplavost <30
Stfedni Stiplavost 3,0 <Me < 6,0
Silnd Stiplavost >6,0
Vyvazeny olej Medidn znaku hofky a medidn znaku Stiplavy nenf o vice nez 2,0 body vy-
$8i nez medidn znaku ovocnd chut a viné.
Jemny olej Medidn znaku hotky a medidn znaku Stiplavy neni vyssi nez 2,0.”

2) bod 9.4 se nahrazuje timto:
,9.4 Klasifikace oleje

Olej se zafadi do ndsledujicich kategoril podle medidnu vad a medidnu znaku ovocné chuti a viiné. Medidn vad se
stanovuje jako medidn vady vnimané s nejvétsi intenzitou. Medidn vad a medidn znaku ovocné chuti a viné se
vyjadfuje s pfesnosti na jedno desetinné misto.

Klasifikace oleje se provadi porovndvanim hodnoty medidnu vad a medidnu znaku ovocné chuti a viné s niZe
uvedenymi referenénimi intervaly. P stanovovani hranice téchto interval byla zohlednéna chyba metody, proto se
tyto hranice povaZzuji za absolutni. Po¢ita¢ové programy umoziuji zobrazeni klasifikace v tabulce statistickych tdajt
nebo na grafu.

a) Extra panensky olivovy olej: medidn vad se rovnd 0,0 a medidn znaku ovocné chuti a viiné je vy$si nez 0,0.

b) Panensky olivovy olej: medidn vad je vy3si nez 0,0, ale dosahuje nejvyse hodnoty 3,5, a medidn znaku ovocné
chuti a viiné je vyssi nez 0,0.

¢) Lampantovy panensky olivovy olej: medidn vad je vy3si nez 3,5 nebo je medidn vad nejvyse roven 3,5 a medidn

ovocné chuti a viiné se rovna 0,0.

Pozndmka 1: Pokud je medidn znaku hotky a/nebo znaku Stiplavy vyssi nez 5,0, uvede vedouci zkuSebni komise
tuto skute¢nost do protokolu o zkousce.

V piipadé hodnoceni, kterd se provddgji za ucelem sledovini shody, se provadi jedna zkouska. V piipadé
oponentnich hodnoceni se musi analyza provést dvakrdt pii ruznych zkuSebnich sezenich. Vysledky duplicitni
analyzy musi byt statisticky homogenni. (Viz bod 9.5). Pokud tomu tak neni, musi se vzorek znovu dvakrat
analyzovat. Kone¢nd hodnota medidnu klasifika¢nich znakd se vypocte na zdkladé priiméru obou medidnd.”
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PRILOHA V

Pifloha XVII se méni takto:

1) bod 5.1 se nahrazuje timto:

,5.1 Hexan nebo smés alkant s bodem varu v rozmezi od 65 do 70 °C, destilované v rektifika¢ni koloné. Hexan lze
nahradit isooktanem (2,2,4-trimethylpentanem pro chromatografii) za pfedpokladu, Ze je dosaZeno srovna-
telnych hodnot pfesnosti. Lze zkontrolovat zbytek po odpafeni 100 ml rozpoustédla. Rozpoustédla s vy3sim
bodem varu, nezZ ma n-hexan, se odpafuji delsi dobu. Z divodu toxicity hexanu se vak upfednostiiuji.*;

2) v bodé 6.3.3 se dopliiuje novy text, ktery zni:

,Pozndmka 10: Pokud se stigmastadienoly vyskytuji v koncentraci vy3si nez 4 mg/kg a je-li pozadovana kvantifikace,
musi byt pouzita metoda Mezindrodn{ rady pro olivy pro stanoveni sterenti v rafinovanych olejich.”
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PRILOHA VI

Priloha XVIII se méni takto:
1) bod 4.2.1 se nahrazuje timto:

,4.2.1 Petrolether pro chromatografii (40-60 °C) nebo hexan. Hexan lze nahradit isooktanem (2,2,4-trimethyl-
pentanem pro chromatografii) za pfedpokladu, Ze je dosaZeno srovnatelnych hodnot pfesnosti. Rozpoustédla
s vy$sim bodem varu, nez md n-hexan, se odpafuji delsi dobu. Z divodu toxicity hexanu se vsak

upfednostiuji.’;
2) vkladd se novy bod 4.2.12, ktery zni:

,4.2.12. Heptan pro chromatografii. Heptan lze nahradit isooktanem (2,2,4-trimethylpentanem pro chromatografii).“
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PRILOHA VI
PRILOHA XIX
STANOVENI SLOZENI A OBSAHU STEROLU A ALKOHOLOVYCH SLOUCENIN KAPILARNI PLYNOVOU
CHROMATOGRAFII

1. OBLAST PUSOBNOSTI
Tato metoda popisuje postup pro stanoveni obsahu jednotlivych alkoholovych sloucenin a celkovy obsah
alkoholovych slou¢enin v olivovych olejich a olivovych olejich z pokrutin a jejich smésich.
Alkoholové slouceniny v olivovych olejich a olivovych olejich z pokrutin sestavaji z alifatickych alkohold, sterolt
a triterpenickych dialkohold.

2. PODSTATA METODY
Oleje, k nimz je pfiddn a-cholestanol a 1-ikosanol jako vnitini standard, jsou zmydelnény pomoci ethanolového
roztoku hydroxidu draselného; nezmydelnitelné latky se ndsledné extrahuji pomoci diethyletheru.
Jednotlivé slouceniny alkoholu se od nezmydelnitelnych ltek oddéli tenkovrstvou chromatografii na bazické
silikagelové desce (referenc¢ni metoda) nebo vysoce t¢innou kapalinovou chromatografii pomoci kolony naplnéné
silikagelem. Frakce oddélend ze silikagelu se prevede na trimethylsilylethery a analyzuje se pomoci kapildrni
plynové chromatografie.

CAST 1
PRIPRAVA NEZMYDELNITELNYCH LATEK

1. OBLAST PUSOBNOSTI
Tato &dst popisuje pipravu a extrakci nezmydelnitelnych latek. Zahrnuje pfipravu a extrakci nezmydelnitelnych
latek z olivového oleje a olivového oleje z pokrutin.

2. PODSTATA METODY
Vzorek se zmydelni varem pod zpétnym chladi¢em s ethanolovym roztokem hydroxidu draselného. Nezmydel-
nitelné ltky se extrahuji pomoci diethyletheru.

3. PRISTROJE A POMUCKY
Obvyklé laboratorni vybaveni a zejména:

3.1. Barika s kulatym dnem na 250 ml vybavend zpétnym chladi¢em se zdbrusem.

3.2.  Délici nélevka na 500 ml.

3.3. Barka na 250 ml

3.4.  Mikrostitkacky na 100 pl a 500 pl.

3.5. Valcova filtra¢ni ndlevka s pérovitou fritou G3 (pérovitost 15 az 40 pm) o praméru piiblizné 2 cm a vysce
5 c¢m, vhodnd pro vakuovou filtraci a s vngjsim zdbrusem.

3.6. Erlenmeyerova baika na 50 ml s vnitinim zdbrusem pro pouziti s filtra¢ni ndlevkou (3.5).

3.7.  Zkumavka na 10 ml s kénickym dnem a sklenénou zdtkou.

3.8.  Exsikdtor s chloridem vdpenatym.

4. CINIDLA

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

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

4.3.  Diethylether cistoty p.a.

4.4, Bezvody siran sodny Cistoty p.a.

4.5.  Aceton istoty pro chromatografii.

4.6.  Diethylether ¢istoty pro chromatografii.
4.7.  Ethanol ¢istoty p.a.

4.8.  Ethylacetdt cistoty p.a.

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

4.10. Vnitini standardni roztok a-cholestanolu, roztok (0,2 m/[V) v ethylacetdtu (4.8).
4.11. Roztok fenolftaleinu 10 g/l v ethanolu (bod 4.7).

4.12. 0,1 % roztok 1-ikosanolu v ethylacetdtu (m/V) (vnitini standard).

5. POSTUP

Pomoci mikrostiikacky na 500 ul (3.4) se do banky na 250 ml (3.1) dd objem vnitfniho standardniho roztoku a-
cholestanolu (4.10) a objem 1-ikosanolu (4.12) obsahujici mnozstvi cholestanolu a ikosanolu rovnajici se
pfiblizné 10 % obsahu sterolu a alkoholu ve vzorku. Napfiklad pfi analyze olivového oleje se na 5 g vzorku
olivového oleje pfidd 500 pl roztoku a-cholestanolu (4.10) a 250 pl roztoku 1-ikosanolu (4.12). Pfi analyze
olivového oleje z pokrutin se pfidd 1 500 pl roztoku a-cholestanolu (4.10) a 1500 pl roztoku 1-ikosanolu (4.12).
Vzorek se nechd odpafit do sucha v mirném proudu dusiku a v teplé vodni ldzni. Po vychladnuti banky se do
stejné baniky navadzi 5,00 = 0,01 g vysuSeného pfefiltrovaného vzorku.

Pozndmka 1: Zivocisné nebo rostlinné oleje obsahujici vétsi mnozstvi cholesterolu mohou vykazovat pik
s retenénim casem identickym cholestanolu. Pokud k tomu dojde, musi byt sterolovd frakce
analyzovana jednou s vnitinim standardem a jednou bez négj.

Pridd se 50 ml ethanolového roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 2 M (4.2) a malé mnoZstvi pemzy,
piipoji se zpétny chladic a zahfeje se do mirného varu, dokud nedojde ke zmydelnéni (roztok se vycef).
V zahfivani se pokracuje dalsich 20 minut a poté se pres chladi¢ pfidd 50 ml destilované vody, chladi¢ se pak
odpoji a barika se vychladi na teplotu pfiblizné 30 °C.

Obsah banky se kvantitativné pfevede do délici nalevky na 500 ml (3.2) a proplachne se nékolika ddvkami
destilované vody (50 ml). Pfidd se pfiblizné 80 ml diethyletheru (4.6), vie se dikladné protiepe po dobu
pfiblizné 60 sekund a pravidelné se uvolije tlak obracenim délici ndlevky a otevirdnim kohoutku. Nechd se
odstat az do tplného oddéleni obou fdzi (viz pozndmka 2). Poté se co nejvice mydlového roztoku odéerpd do
druhé délici ndlevky. Stejnym zptisobem se provedou dalsi dvé extrakce vodné-alkoholové fize, vidy s pouzitim
60 az 70 ml diethyletheru (4.6).

Pozndmka 2: Vsechny emulze je mozné odstranit pfiddinim malych mnozstvi ethanolu (4.7).

Vsechny tfi etherové extrakty se smichaji v jedné délici nélevce obsahujici 50 ml vody. Déle se promyvéd vodou
(50 ml), dokud se promyvaci voda pii pfidani kapky roztoku fenolftaleinu nepfestane zbarvovat rizové (4.11).
Odstrani se vodnd faze, etherova faze se prefiltruje na bezvodém siranu sodném (4.4) do predem zvdzené baiky
na 250 ml, pficemz ndlevka a filtr se promyji malymi mnozstvimi diethyletheru (4.6).

Rozpoustédlo se nechd odpatit destilaci ve vakuu v rota¢nim odpafovaci pfi 30 °C. Pfidd se 5 ml acetonu (4.5)
a t€kavé rozpoustédlo se zcela odstrani mirnym proudem dusiku. Zbytek se susi v susdrné pfi 103 = 2 °C po
dobu 15 min. Po vychlazeni v exsikdtorech se zvazi s presnosti na 0,1 mg.
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CAST 2
SEPARACE FRAKCI ALKOHOLOVYCH SLOUCENIN

1. OBLAST PUSOBNOSTI
Nezmydelnitelné latky, jejichz pfiprava je popsdna v &asti 1, se nechaji frakcionovat v raznych alkoholovych
sloucenindch, alifatickych alkoholech, sterolech a triterpenickych dialkoholech (erythrodiolu a uvaolu).

2. PODSTATA METODY
Nezmydelnitelné latky lze frakcionovat pomoci zékladni tenkovrstvé chromatografie (referenéni metoda),
zviditelnit a odpovidajici pdsma seskrdbat a extrahovat. Alternativni metodou separace je vysoce ucinnd
kapalinovd chromatografie za pouziti kolony se silikagelem a UV detektoru, jejiz pomoci lze ziskat jednotlivé
frakce. Alifatické a triterpenické alkoholy, sterol a triterpenické dialkoholy se spole¢né izoluji.

3. PRISTROJE A POMUCKY
Obvyklé laboratorni vybaveni a zejména:

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

3.2, Ultrafialovd lampa s vinovou délkou 366 nebo 254 nm.

3.3.  Mikrostitkacky na 100 pl a 500 pl.

3.4. Vilcova filtra¢ni ndlevka s pérovitou fritou G3 (pérovitost 15 az 40 pm) o praméru pfiblizné 2 cm a vysce
5 ¢cm, vhodnd pro vakuovou filtraci a s vnéj$im zdbrusem.

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

3.6. Zkumavka na 10 ml s kénickym dnem a sklenénou zdtkou.

3.7.  Exsikdtor s chloridem vépenatym.

3.8.  Systém vysoce Gcinné kapalinové chromatografie slozeny z:

3.8.1. Bindrniho Cerpadla.

3.8.2. Ru¢niho nebo automatického vstiikovace s 200pl vstiikovaci smyckou.

3.8.3. Integrovaného odplynovaci zafizeni.

3.8.4. Detektoru UV-VIS nebo IR.

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

3.10. Injekéntho filtru, 0,45 pm.

3.11. Erlenmeyerovy banky na 25 ml.

4. CINIDLA

4.1.  Hydroxid draselny, minimdlni titr 85 %.

4.2.  Hydroxid draselny ve formé ethanolového roztoku o koncentraci pfiblizné 2 M.
130 g hydroxidu draselného (4.1) se za soucasného chlazeni rozpusti ve 200 ml destilované vody a doplni se do
jednoho litru ethanolem (4.9). Tento roztok je nutno uchovdvat v dobfe uzavienych sklenénych ldhvich
z tmavého skla a skladovat po dobu maximalné dvou dnt.

4.3.  Diethylether cistoty p.a.

4.4.  Hydroxid draselny ve formé ethanolového roztoku o koncentraci pfiblizné 0,2 M.
(143‘5 hydroxidu draselného (4.1) se rozpusti ve 20 ml destilované vody a doplni se do jednoho litru ethanolem

4.5.  Silikagelem potazené sklenéné desky (20 x 20) bez fluorescen¢niho indikdtoru o tloustce 0,25 mm (obchodné
dostupné, ptipraveny k pouziti).

4.6.  Aceton Cistoty pro chromatografii.
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4.7.  n-hexan distoty pro chromatografii.
4.8.  Diethylether ¢istoty pro chromatografii.
4.9.  Ethanol &istoty p.a.

4.10. Ethylacetét Cistoty p.a.

4.11. Referen¢ni roztok pro tenkovrstvou chromatografii: cholesterol, fytosteroly, alkoholy a erythrodiol — 5 % roztok
v ethylacetdtu (4.10).

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

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

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

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

Priprava bazickych desek pro tenkovrstvou chromatografii. Silikagelové desky (4.5) se na 10 sekund ponoff nebo
namo¢i zhruba 4 cm hluboko do ethanolového roztoku hydroxidu draselného o koncentraci 0,2 M (4.4), poté se
nechaji dvé hodiny susit v digestofi a nakonec na jednu hodinu umisti do susarny vyhiaté na 100 °C.

Desky se vyjmou ze su$drny a aZz do okamziku pouziti ulozi do exsikdtoru s chloridem vadpenatym (3.7) (takto
upravené desky musi byt pouzity béhem patndcti dnti).

Vyvijeci komora se naplni smési hexanu a diethyletheru (4.13) (viz pozndmka 3) do vysky piiblizné 1 cm.
Vyvijeci komora se uzavie vhodnym krytem a nejméné pil hodiny ponechd v klidu a chladnu, aby se mohla
vytvofit rovnovdha mezi parami a kapalinou. Na vnitini povrch vyvijeci komory je mozné pfipojit prouzky
filtra¢nitho papiru namocené v elucni smési za Gcelem zkrdceni doby vyvoldvani pfiblizné o jednu tfetinu
a docilen{ stejnomérnéjsi, pravidelné eluce slozek.

Pozndmka 3: Vyvijeci roztok musi byt pro kazdou analyzu vyménén, aby bylo dosazeno dokonale reprodukova-
telnych podminek vyvijeni. Lze pouZit alternativni rozpoustédlo 50:50 (V/V) n-hexanu a diethy-
letheru.

Pripravi se pfiblizné 5 % roztok nezmydelnitelné latky, jejiz pfiprava je popsdna v Cisti 1, v ethylacetdtu (4.10)
a 0,3 ml tohoto roztoku se pomoci mikrostiikacky na 100 pl (3.3) nastifkne jako tzky a rovnomérny pruh
k dolnimu okraji (2 cm) chromatografické desky (4.5). Ve stejné tirovni se nanese 2 az 3 pl referencniho roztoku
materidlu (4.11) za dcelem stanoveni sterolového pdsma a pdsma triterpenickych dialkohold a alkoholti po
dokonéeni vyvijeni.

Deska se umisti do vyvijeci komory (3.1). Teplota okoli se udrzuje mezi 15 a 20 °C (viz pozndmka 4). Vyvijeci
komora se okamzité uzavie a vzorek se nechéd eluovat, dokud ¢elo rozpoustédla nedosdhne piiblizné 1 cm od
horniho okraje desky. Deska se poté vyjme z vyvijeci komory a rozpoustédlo se nechd odpafit pod proudem
horkého vzduchu nebo se deska na chvili nechd v digestofi.

Pozndmka 4: Vyssi teplota miiZe zhorsit oddélovani.

Deska se lehce a rovnomérné postitkd roztokem 2,7-dichlor-fluoresceinu (4.12) a nechd se uschnout. Pii
pozorovani pod UV lampou (3.2) je mozné stanovit sterolové pdsmo a pdsmo triterpenickych dialkoholt
a alkoholi porovndnim skvrn vytvofenych referenénim roztokem (bod 4.11). Obrysy pdsem podél okraji
fluorescence se vyznadi ¢ernym znackovacem (viz obrdzek tenkovrstvé desky ¢. 1).

Silikagel se z oznacené oblasti seskrdbe pomoci kovové stérky. Odebrand hmota se rozmélni na malé ¢dsti
a pfevede do filtra¢ni ndlevky (3.4). Pfidd se 10 ml horkého ethylacetdtu (4.10). Obsah se dikladné promichd
kovovou stérkou a prefiltruje (v pfipadé potfeby ve vakuu). Filtrdt se shromdzdi v Erlenmeyerové baiice (3.5)
pfipojené na filtra¢ni ndlevku.

Zbytek v bance se tfikrdt proplichne diethyletherem (4.3) (pfiblizné 10 ml p#i kazdém proplachnuti). Filtrét se
pfitom sbird do stejné baniky pfipojené k ndlevce. Filtrdt se odpaiff na objem pfiblizné 4 az 5 ml a zbytkovy
roztok se prevede do pfedem zvdzené zkumavky na 10 ml (3.6). Zkumavka se vysu$i pod mirnym proudem
dusiku. Zbytek se znovu rozpusti nékolika kapkami acetonu (4.6) a opét vysusi. Zbytek ve zkumavce je tvofen
sterolem a triterpenickycmi dialkoholy nebo frakcemi alkoholt a triterpenickych dialkohold.
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6.  SEPARACE ALKOHOLOVE FRAKCE POMOCI VYSOCE UCINNE KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE

Nezmydelnitelné latky ziskané podle postupu v &asti 1 se rozpusti ve 3 ml mobilni fize (4.14), roztok se

piefiltruje pfes injekéni filtr (3.10) a uchova se.

200 pl prefiltrovaného roztoku nezmydelnitelnych litek se vstitkne do zaf{zeni vysoce Gcinné kapalinové

chromatogrofie (3.8).

Nechéd se probéhnout separace vysoce uc¢innou kapalinovou chromatografii pfi toku 0,8 ml/min. Prvnich pét

minut se nezohledni; do 25 ml Erlenmeyerovych banék (3.11) se zachyti alifatické a triterpenické alkoholy

odseparované mezi 5. a 10. minutou a steroly a erytrodiol a uvaol odseparované mezi 11. a 25. minutou (viz

pozndmka 5).

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

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

Pozndmka 5: Je potieba peclivé sledovat tlak cerpadla vysoce Gc¢inné kapalinové chromatografie, protoze
diethylether maze zptsobit zvyseni tlaku — pro udrzeni tlaku pod kontrolou je zapotiebi upravit
pritok.

CAST 3
ANALYZA FRAKCI ALKOHOLOVYCH SLOUCENIN PLYNOVOU CHROMATOGRAHI
1. OBLAST PUSOBNOSTI
Tato Cdst popisuje pouZiti plynové chromatografie v kapildrni koloné pro stanoveni kvalitativniho a kvantita-
tivntho slozeni alkoholovych slouéenin izolovanych podle metody uvedené v &asti 2.
2. PODSTATA METODY
Frakce ziskané z nezmydelnitelnych latek pomoci tenkovrstvé chromatografie nebo vysokoucinné kapalinové
chromatografie se derivatizuji na trimethylsilylethery a analyzuji pomoci kapilirni plynové chromatografie
opatfené ndstfikovym zafizenim s déli¢em a plameno-ioniza¢nim detektorem.
3. PRISTROJE A POMUCKY
Obvyklé laboratorni vybaveni a zejména:
3.1. Zkumavka na 10 ml s kénickym dnem a sklenénou zdtkou.
3.2.  Plynovy chromatograf vhodny pro pouziti s kapildrni kolonou, opatfeny néstiikovym zafizenim s délicem

slozeny z:

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

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

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

3.2.4. systému pro sbér dat vhodného pro provoz s detektorem FID (3.10.3) s moZnosti manudlni integrace.

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

0,10 az 0,30 pm.

3.4.  Mikrostifkacka na 10 pl pro plynovou chromatografii opatiend tvrzenou jehlou pro ndstfik pomoci délice.
4. CINIDLA

4.1.  Bezvody pyridin pro chromatografii.

4.2.  Hexamethyl disilazan Cistoty p.a.

4.3.  Trimethyl-chlorsilan ¢istoty p.a.
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4.4, ZkuSebni roztoky sterol(trimethylsilyl)ethert. Pripravi se ze sterolll a z erythrodiolu ziskanych z olejti, které je
obsahuji, tésné pfed pouzitim.

4.5.  Standardni roztoky trimethylsilylethert alifatickych alkoholti C20 az C28. Mohou se pripravit ze smési Cistych
alkoholti v dobé pozadovaného pouziti.

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

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

4.9. n-hexan distoty pro chromatografii.

5. PRIPRAVA TRIMETHYLSILYLETHERU

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

Pozndmka 6: Roztoky pfipravené k pouziti jsou obchodné dostupné. Dostupnd jsou rovnéz dalsi silylacni ¢inidla,
jako napiiklad N,O-bis-(trimethylsilyl)trifluoracetamid + 1 % trimethyl-chlor-silan pro smichani se
stejnym objemem bezvodého pyridinu. Pyridin Ize nahradit stejnym mnoZstvim acetonitrilu.

Pozndmka 7: Vznik slabé opalescence je normdlni a nezptusobuje Zddnou anomalii. Tvorba bilych vlocek nebo
existence rizového zabarveni jsou zndmkami piitomné vlhkosti nebo degradace ¢inidla. V tomto
pifpadé se zkouska musi opakovat (pouze v piipadé, Ze byl pouzit hexamethyl-disilazan/trimethyl-
chlorsilan).

Zkumavka (3.1) se uzavie a peclivé protiepe bez pfevraceni, dokud se slouceniny nerozpusti. Poté se nechd
v klidu nejméné 15 minut pfi laboratorni teploté a ndsledné nékolik minut odstteduje. Ciry roztok je piipraven
pro plynovou chromatografickou analyzu.

6.  ANALYZA PLYNOVOU CHROMATOGRAFIT
6.1.  Piipravné operace a kondicionace kapilarni kolony

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

Provede se kompletni kontrola plynového chromatografu (tésnost plynovych okruht, d¢innost detektoru,
ucinnost oddélovaciho a zapisovaciho systému atd.).

Kolonu, kterd ma byt pouzita poprvé, je nutno nejprve kondicionovat. Kolonou se nechd protékat malé mnozstvi
plynu, poté se zapne plynovy chromatograf a nechd se postupné zahfivat, dokud neni dosaZeno teploty nejméné
0 20 °C vyssi, nez je provozni teplota (viz pozndmka 8). Tato teplota se udrzuje nejméné dvé hodiny a poté se
systém prevede do pracovniho rezimu (regulace pritoku plynu, oddélovani, zapéleni plamene, pfipojeni
vypocetniho systému, nastaveni teploty kolony, detektoru, injektoru atd.) a zaznamena se signdl s citlivosti, kterd
¢ini nejméné dvojndsobek citlivosti uvazované pro provedeni analyzy. Zakladni linie zdznamu musi byt rovnd,
bez jakychkoli pikii nebo driftd. Zaporné drifty jsou zndmkou nedokonalé tésnosti spoji kolony, zatimco kladné
svédci o nedostatecné kondicionaci kolony.

Pozndmka 8: Teplota kondicionace musi byt nejméné o 20 °C nizs{ nez maximdlni teplota pouZitelnd pro
uvaZovanou staciondrni fdzi.
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6.2.  Provozni podminky

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

Byly testovany a shleddny jako uZite¢né nasledujici parametry:

6.2.1. Alifatické alkoholy

Program pece 180 °C (8 min.) = 260 °C (pfi 5 °C/min.) = 260 °C (15 min.)
Teplota injektoru 280 °C

Teplota detektoru: 290 °C

Linedrn{ rychlost nosného plynu: helium (20 az 30 cm/s), vodik (30 az 50 cm/s)

Oddélovaci pomér: 1:50 az 1:100

Vstiknuty objem: 0,5 az 1 pl trimethylsilyletherového roztoku

6.2.2. Sterol a triterpenické dialkoholy

Program pece 260 = 5 °C isotermicky

Teplota injektoru 280 - 300 °C

Teplota detektoru 280 - 300 °C

Linedrni rychlost nosného plynu helium (20 az 30 cm/s), vodik (30 az 50 cm/s)
Oddélovaci pomér: 1:50 az 1:100

Vstiiknuty objem: 0,5 az 1 pl trimethylsilyletherového roztoku

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

— retenéni Cas alkoholu C26 musi byt 18 + 5 minut,

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

— retencni Cas f-sitosterolu by mél byt 20 + 5 minut,
— pik kampesterolu musi byt u olivového oleje (stfedni obsah 3 %) 20 + 5 % plného rozsahu,

— vSechny pfitomné steroly musi byt oddéleny. Kromé separace musi byt piky téZ zcela rozliseny, tj. drdha
zdznamu piku se musi vratit na zakladni linii dffve, neZ se zvedne do dalstho piku. Netiplné rozliSeni je viak
tolerovdno za pfedpokladu, Ze pik s relativnim retenénim Casem 1,02 (sitostanol) je mozné kvantifikovat
pomoci kolmé asecky.

6.3.  Analyticky postup

Do mikrostitkacky na 10 pl (3.4) se natdhne 1 pl hexanu, poté 0,5 pl vzduchu a nakonec 0,5 az 1 pl zkusebniho
roztoku. Pist mikrostitkacky se povytdhne tak, aby se vyprazdnila jehla. Jehla se zavede pfes membranu injektoru
a piiblizné po jedné nebo dvou sekundich se rychle nastitkne roztok. Pfiblizné po péti sekundich se jehla
pomalu vytdhne. Lze uZit rovnéZz automaticky injektor.

Zaznamenavani je provadéno, dokud pfitomnd trimethylsilyletherovd smés piislusnych alkoholovych sloucenin
neni zcela eluovdna. Zdkladni linie musi i nadéle spliiovat poZadavky odpovidajicich provoznich podminek (6.2.1
nebo 6.2.2).
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6.4. Identifikace pikd

Identifikace jednotlivych pikit se provadi podle reten¢nich ¢ast a porovndnim se smési alifatickych a triterpe-
nickych alkoholti nebo sterolu a triterpenickych dialkoholt TMSE, analyzovanou za stejnych podminek.
Chromatogram frakce alifatickych a triterpenickych dialkohold je zndzornén na obrdzku 3 a odpovidajici chroma-
togramy steroli a triterpenickych dialkoholt na obrizku 2.

Alifatické alkoholy se eluuji v tomto potadi: C20-ol (V.S.), C22-o0l, C23-ol, C24-ol, C25-0l, C26-0l, C27-0l a C28-
ol.

Steroly a triterpenické dialkoholy se eluuji v tomto pofadi: cholesterol, brassikasterol, ergosterol, 24-methylen-
cholesterol, kampesterol, kampestanol, stigmasterol, A7-kampesterol, A5,23-stigmastadienol, chlerosterol, f-
sistosterol, sitostanol, A5-avenasterol, A5,24-stigmastadienol, A7-stigmastenol, A7-avenasterol, erythrodiol a uvaol.

6.5. Kvantitativni vyhodnoceni

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

Pomoci vypocetniho systému se vypocitd plocha piki a-cholestanolu, sterold a triterpenickych dialkoholii. Piky
jakychkoli sloucenin, které nejsou mezi slouc¢eninami uvedenymi v tabulce 1 (vypocet pro ergosterol se provadét
nesmi) se ignoruji. Faktor odezvy a-cholestanolu by se mél povazovat za rovny 1.

Obsah jednotlivych alkoholovych sloucenin vyjadfeny v mgfkg tuku se vypocitd podle vzorce:

A, X m

Alkoholovd sloucenina x = =% 1000
A, Xxm
kde:
A, = plocha piku alkoholové slouceniny x vypoctend dle vypocetniho systému.
A, = plocha piku 1-ikosanolu/a-cholestanolu vypoctend dle vypocetniho systému.
m, = mnozstvi pfidaného 1-ikosanolu/a-cholestanolu v mg.
m = hmotnost vzorku pouzitého pro stanoveni v g.

7. VYJADRENI VYSLEDKU

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

SloZeni jednotlivych alkoholovych slou¢enin by se mélo vyjadiovat s piesnosti na jedno desetinné misto.
Celkova koncentrace sterolt by se méla vyjadiit v celych &islech.

Procentni podil jednotlivych sterolti z poméru plochy pFislusného piku k celkové plose pikd sterolt se vypocitd
podle vzorce:

Sterol x = As x 100
A
kde:

1

A

X

plocha piku sterolu x,

ZA = celkové plocha piki sterold.

Zjevny p -sitosterol: A5,23-stigmastadienol + chlerosterol + B-sitosterol + sitostanol + A5-avenasterol + A5,24-
stigmastadienol.
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Vypocitd se procentni podil erythrodiolu a uvaolu:

Erythrodiol + uvaol = w x 100
kde: '
A, = plocha erythrodiolu vypoctend dle vypocetniho systému,
Ay, = plocha uvaolu vypoctend dle vypocetniho systému.
. = soucet ploch pikd sterolu + erythrodiolu + uvaolu vypoctenych dle vypocetniho systému.

Kromé vypoctu relativniho podilu jednotlivych sterolii a triterpenickych dialkoholii a celkové koncentrace sterolt
se musi vypocitat také koncentrace erythrodiolu a uvaolu a jejich soucet v mg/kg tuku, a to podle nésledujicich

vzorci:
Erythrodiol = % % 1000
Uvaol = 20X ™ 1 000
kde:

= plocha piku erythrodiolu vypoctena dle vypocetniho systému,

A,, = plocha uvaolu vypoctend dle vypocetniho systému,

A, = plocha piku a-cholestanolu vypoctend dle vypocetniho systému,
m; = mnozstvi pfidaného a-cholestanolu v mg.

m = hmotnost vzorku pouzitého pro stanoveni v g.
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Dodatek

Uhlovodiky

a-tokoferol

Prenoly

Triterpenické alkoholy
Alifatické alkoholy
Metylsteroly

Steroly

Triterpenické dialkoholy

(eI B NN N S

Obrizek 1 — tenkovrstvd chromatografie nezmydelnitelné frakce z olivového oleje z pokrutin dvakrit eluované
s hexanem:diethyletherem (65:35), vyvinuté s SO4H2 (50 %) a zahfdté. Pdsma, kterd je tieba seskrdbat, se nachdzi
v obdélniku; 1 jsou pdsma alifatickych alkoholii a 2 sterold a triterpenickych dialkohold.

Tabulka I — Relativni reten¢ni Casy steroli

Relativni retencni Cas
pik Identifikace
Kolona SE 54 Kolona SE 52

1 Cholesterol A-5-cholesten-3p-ol 0,67 0,63
2 Cholestanol 5a-cholestan-3[-ol 0,68 0,64
3 Brassikasterol [24S]-24-methyl-A-5,22-cholestadien-3f- 0,73 0,71

ol
* Ergosterol [245]-24-methyl-A-5,7,22 cholestatrien- 0,78 0,76

3p-ol
4 24-methylen-cholesterol | 24-methylen-A-5,24-cholestadien-3p-01 0,82 0,80
5 Kampesterol (24R)-24-methyl-A-5-cholesten-3[3-ol 0,83 0,81
6 Kampestanol (24R)-24-methyl-cholestan-3f-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol (24S)-24-ethyl-A-5,22-cholestadien-3[3-ol 0,88 0,87
8 A-7-kampesterol (24R)-24-methyl-A-7-cholesten-3[-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol | (24R,S)-24-ethyl-A-5,23-cholestadien-3p- 0,95 0,95

ol
10 Chlerosterol (24S)-24-ethyl-A-5,25-cholestadien-3f-ol 0,96 0,96




L 250/46 Utedn véstnik Evropské unie 30.9.2019
Relativni retenéni ¢as
pik Identifikace
Kolona SE 54 Kolona SE 52
11 [-sitosterol (24R)-24-ethyl-A-5-cholesten-3[3-ol 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-ethyl-cholestan-3-ol 1,02 1,02
13 A-5-avenasterol (24Z)-24-ethyliden-A-cholesten-3f-ol 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienol | (24R,S)-24-ethyl-A-5,24-cholestadien-3p- 1,08 1,08
ol
15 A-7-stigmastenol (24R,S)-24-ethyl-A-7-cholesten-3f-ol 1,12 1,12
16 A-7-avenasterol (24Z)-24-ethyliden-A-7-cholesten-3f-ol 1,16 1,16
17 Erythrodiol 5a-olean-12-en-3,28-diol 1,41 1,41
18 Uvaol A12-ursen-3,28-diol 1,52 1,52
50.0 °
2
40.0 ’
30.0
(mw)
200
| |
10.0 ‘ |
1. BRI
15
. s}
1 IR F' | ‘m
e L\ e AN J Ilfl. ‘ |_31f i
a0l L I 1 L 1 1 I — .
0.0 70 14.0 Time {min) 210 28.0 350

Obrizek 2 — GC-FID chromatograficky profil sterolu a triterpenickych dialkohold z rafinovaného olivového oleje. (1)
Cholesterol, (2) a-cholestanol (V.S.), (3) 24-methylencholesterol, (4) kampesterol, (5) kampestanol, (6) stigmasterol, (7)
A5,23-stigmastadienol, (8) chlerosterol, (9) f-sitosterol, (10) sitostanol, (11) A5-avenasterol, (12) A5,24-stigmastadienol,
(13) A7-stigmastenol, (14) A7-avenasterol, (15) erythrodiol, (16) uvaol.
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Obrizek 3 — GC-FID chromatograficky profil sterolu a triterpenickych dialkoholii z lampantového olivového oleje. (1)
Cholesterol, (2) a-cholestanol, (3) brassikasterol, (4) 24-methylencholesterol, (5) kampesterol, (6) kampestanol, (7)
stigmasterol, (8) A7-kampesterol, (9) A5,23-stigmastadienol, (10) chlerosterol, (11) f-sitosterol, (12) sitostanol, (13) A5-
avenasterol, (14) A5,24-stigmastadienol, (15) A7-stigmastenol, (16) A7-avenasterol, (17) erythrodiol, (18) uvaol.
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Obrizek 4 — GC-FID chromatograficky profil alifatickych alkohold a triterpenickych alkoholt z olivového oleje. (V.S.)
C20-ol, (1) C22-0l, (2) C24-0l, (3) C26-0l, (4) C28-0l, (5) triterpenické alkoholy.
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Obrizek 5 — GC-FID chromatograficky profil alifatickych alkoholti a triterpenickych alkoholéi z rafinovaného olivového
oleje a olivového oleje po druhém odstiedovéni. (V.S.) C20-ol, (1) C22-0l, (2) C24-0l, (3) C26-0l, (4) C28-0l, (5) triter-

penické alkoholy.
1,00 - 100
| —
‘ Retention Time
' 1
075.; [ P_ LI Y L 075
T [ 1] ‘, o
| ‘w ‘ I
| | |
i | |.' [ +
- 0,50 1 ! l,_i [I‘ ; S 2 i} i 0.50
S L | o
T . |
_ | I
025 | L ) o H ]
| A
000 — L 0,00
0 5 10 15 20 25 0

Obrizek 6 — Chromatogram nezmydelnitelnych litek z olivového oleje separovanych vysoce Gcinnou kapalinovou
chromatografif za pouziti UV detektoru. (1) Alifatické a triterpenické alkoholy, (2) steroly a triterpenické dialkoholy.”
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