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PROVEDBENA UREDBA KOMISIJE (EU) 2019/1604
od 27. rujna 2019.

o izmjeni Uredbe (EEZ) br. 2568/91 o karakteristikama maslinovog ulja i ulja komine maslina te
o odgovaraju¢im metodama analize

EUROPSKA KOMISIJA,
uzimajudi u obzir Ugovor o funkcioniranju Europske unije,

uzimajuéi u obzir Uredbu (EU) br. 1308/2013 Europskog parlamenta i Vijeca od 17. prosinca 2013. o uspostavljanju
zajednicke organizacije trzista poljoprivrednih proizvoda i stavljanju izvan snage uredbi Vije¢a (EEZ) br. 922/72, (EEZ)
br. 234/79, (EZ) br. 1037/2001 i (EZ) br. 1234/2007 ('), a posebno njezin ¢lanak 91. prvi stavak tocku (d),

bududi da:

(1)  Uredbom Komisije (EEZ) br. 2568/91 (* definirana su fizicko-kemijska i organolepticka svojstva maslinova ulja
i ulja komine maslina te su propisane metode za ocjenjivanje tih svojstava.

(2)  Metode i grani¢ne vrijednosti za svojstva ulja redovito se azuriraju na temelju misljenja kemijskih stru¢njaka i u
skladu s radom koji se obavlja u okviru Medunarodnog vijeca za masline (I0C).

(3)  Kako bi se na razini Unije osigurala provedba najnovijih medunarodnih normi koje je utvrdio IOC, trebalo bi
aZurirati odredene metode analize utvrdene u Uredbi (EEZ) br. 2568/91.

(4)  Trgovinska norma IOC-a izmijenjena je u pogledu izraZavanja grani¢nih vrijednosti slobodne kiselosti,
peroksidnog broja, organoleptickog ocjenjivanja (medijan mana i medijan svojstva voénosti) i razlike izmedu
ECN42 (HPLC) i ECN42 (teoretski izracun) radi uskladenosti s vrijednostima preciznosti u okviru metode analize.

(5) U skladu s ¢lankom 2.a stavkom 5. Uredbe (EEZ) br. 2568/91 drzave clanice provjeravaju sukladnost uzorka
maslinova ulja s deklariranom kategorijom provjerom svojstava utvrdenih u Prilogu I toj uredbi bilo kojim
redoslijedom ili slijedeci redoslijed utvrden u Prilogu Lb na shemi odlucivanja.

(6) S obzirom na nedavne promjene, prikladno je azurirati tablice iz Priloga Lb Uredbi (EEZ) br. 2568/91 i, prema
potrebi, njegov dodatak. Cini se i da je s obzirom na sadrzaj tog Priloga Lb prikladnije upotrebljavati termin
,dijagram toka” umjesto termina ,shema odlu¢ivanja”.

(7) U tocki 9.4. Priloga XII. Uredbi (EEZ) br. 2568/91 medijan mana definiran je kao medijan mane koja se osjeca
najveéim intenzitetom. U kontekstu protuocjenjivanja i s obzirom na to da razli¢ite komisije moraju procijeniti
sukladnost ulja, trebalo bi pojasniti da se odluka o sukladnosti svojstava odredenog ulja s deklariranom
kategorijom odnosi isklju¢ivo na vrijednost medijana glavne mane, bez obzira na njezinu vrstu.

(8)  Uredbu (EEZ) br. 2568/91 trebalo bi stoga na odgovaraju¢i nacin izmijeniti.

(9)  Mjere predvidene ovom Uredbom u skladu su s misljenjem Odbora za zajednicku organizaciju poljoprivrednih
trzista,

DONIJELA JE OVU UREDBU:

Clanak 1.

Uredba (EEZ) br. 2568/91 mijenja se kako slijedi:
(1) Clanak 2. mijenja se kako slijedi:
(a) stavak 1. tocka (l) zamjenjuje se sljedecim:

,() za odredivanje sastava i sadrzaja sterola i za odredivanje alkoholnih spojeva kapilarnom plinskom kromato-
grafijom, metoda utvrdena u Prilogu XIX.”;

(") SLL347,20.12.2013,,str. 671.
(%) Uredba Komisije (EEZ) br. 2568/91 od 11. srpnja 1991. o karakteristikama maslinovog ulja i ulja komine maslina te o odgovaraju¢im
metodama analize (SL L 248, 5.9.1991., str. 1.).
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(b) stavak 2. treci podstavak zamjenjuje se sljede¢im:

»Ako komisija ne potvrdi deklariranu kategoriju u vezi s organoleptickim svojstvima, na zahtjev zainteresirane
strane nacionalna tijela ili njihovi predstavnici odmah obavljaju dva protuocjenjivanja koja provode ostale
odobrene komisije. Najmanje je jedna od njih komisija koju je odobrila predmetna drzava ¢lanica proizvodac.
Predmetna se svojstva smatraju sukladnima s deklariranim svojstvima ako se tim dvama protuocjenjivanjima
potvrdi deklarirana kategorija. Ako to nije slucaj, bez obzira na vrstu mana utvrdenih tijekom protuocjenjivanja,
kategorija se proglasava nesukladnom sa svojstvima i zainteresirana strana odgovorna je za trosak protuocje-
njivanja.”;

(2) U clanku 2.a stavku 5. tocka (b) zamjenjuje se sljedecim:

,(b) slijededi redoslijed utvrden u dijagramu toka u Prilogu Lb, sve dok se ne postigne jedna od odluka iz dijagrama
toka.”;

(3) tablica ,PRILOZI Sadrzaj” zamjenjuje se tablicom iz Priloga I. ovoj Uredbi;
(4) Prilog I. zamjenjuje se tekstom iz Priloga II. ovoj Uredbi;
(5) U Prilogu La tocka 2.1. zamjenjuje se sljedecim:

,2.1 Svaki primarni uzorak mora se podijeliti na laboratorijske uzorke, u skladu s tockom 2.5. norme EN ISO
5555, i analizirati prema redoslijedu prikazanom na dijagramu toka iz Priloga Lb ili bilo kojim drugim
nasumic¢nim redoslijedom.”;

(6) Prilog Lb zamjenjuje se tekstom iz Priloga III. ovoj Uredbi;
(7) Prilog V. brise se;
(8) U Prilogu VII tocka 4.2. zamjenjuje se sljede¢im:

,4.2 n-heksan (kromatografski stupanj). Heksan se moze zamijeniti izo-oktanom (2,2,4-trimetilpentan u kromato-
grafskom stupnju) pod uvjetom da se postignu usporedive vrijednosti preciznosti.”;

(9) Prilog XII. mijenja se u skladu s Prilogom IV. ovoj Uredbi;
(10) Prilog XVII. mijenja se u skladu s Prilogom V. ovoj Uredbi;
(11) Prilog XVIIL mijenja se u skladu s Prilogom VI. ovoj Uredbi;
(12) Prilog XIX. zamjenjuje se tekstom iz Priloga VIIL. ovoj Uredbi;
(13) U Prilogu XX. tocka 4.2. zamjenjuje se sljede¢im:

,4.2 n-heksan, kromatografski stupanj ili stupanj ostatka. Heksan se mozZe zamijeniti izo-oktanom (2,2,4-trimetil-
pentan u kromatografskom stupnju) pod uvjetom da se postignu usporedive vrijednosti preciznosti. Otapala s
vreliStem vis$im od vreliSta n-heksana dulje isparavaju. Medutim, daje im se prednost zbog toksi¢nosti heksana.
Mora se provjeriti Cistoca; na primjer, mogu se provjeriti ostatci nakon isparavanja 100 ml otapala.

UPOZORENJE — Para se moze zapaliti. DrZite se podalje od izvora topline, iskrenja ili golog plamena. Uvijek
provjerite jesu li boce dobro zatvorene. Osigurajte pravilno provjetravanje tijekom uporabe. Treba izbjegavati
nakupljanje pare i otkloniti eventualne ugroze od pozara, kao $to su grijaci ili elektriéni aparati koji nisu
proizvedeni od nezapaljivog materijala. Opasno je ako se para udiSe jer moze izazvati osteCenje Ziv¢anih
stanica. Treba izbjegavati udisanje pare. Ako je potrebno, koristite odgovarajuce aparate za disanje. Treba
izbjegavati dodir s o¢ima i kozom.

Izo-oktan zapaljiva je tekucina i predstavlja opasnost od poZzara. Grani¢ne vrijednosti eksplozivnosti u zraku
iznose od 1,1 % do 6,0 % (volumni udjel). Toksi¢an je pri gutanju i udisanju. Pri radu s ovim otapalom
upotrebljavajte ventilacijski sustav u dobrom stanju.”
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Clanak 2.

Ova Uredba stupa na snagu dvadesetog dana od dana objave u Sluzbenom listu Europske unije.

Ova je Uredba u cijelosti obvezujuca i izravno se primjenjuje u svim drzavama ¢lanicama.

Sastavljeno u Bruxellesu 27. rujna 2019.

Za Komisiju
Predsjednik
Jean-Claude JUNCKER
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PRILOG 1.
4PRILOZI
SADRZAJ
Prilog L. Svojstva maslinova ulja
Prilog La Uzorkovanje ulja od ploda ili komine maslina koje se dostavlja u unutarnjem pakiranju
Prilog L.b Dijagram toka za provjeru uskladenosti uzorka maslinova ulja s deklariranom kategorijom
Prilog II. Odredivanje slobodnih masnih kiselina, hladna metoda
Prilog IIL Odredivanje peroksidnog broja
Prilog IV. Odredivanje sadrzaja voska kapilarnom plinskom kromatografijom
Prilog VIL Odredivanje postotka 2-gliceril monopalmitata
Prilog IX. Spektrofotometrijsko ispitivanje u ultraljubicastom podrudju
Prilog X. Odredivanje metilnih estera masnih kiselina plinskom kromatografijom
Prilog XL Odredivanje hlapivih halogeniranih otapala u maslinovu ulju
Prilog XIL Postupak medunarodnog vije¢a za masline za organolepticko ocjenjivanje djevicanskog ma-
slinova ulja
Prilog XV. Sadrzaj ulja u komini maslina
Prilog XVI. Odredivanje jodnog broja

Prilog XVIL

Prilog XVIIL

Prilog XIX.
Prilog XX.

Prilog XXI.

Metoda za odredivanje stigmastadiena u biljnim uljima

Odredivanje razlike izmedu stvarne i teoretske koli¢ine triacilglicerola s ECN 42

Odredivanje sastava i sadrZaja sterola i alkoholnih spojeva kapilarnom plinskom kromatogra-
fijom

Metoda odredivanja sadrzaja voskova, metil estera masnih kiselina i etil estera masnih kise-
lina kapilarnom plinskom kromatografijom

Rezultati provjera sukladnosti provedenih na maslinovim uljima iz ¢lanka 8. stavka 2.”



PRILOG II.
»PRILOG 1.

SVOJSTVA MASLINOVA

Svojstva kvalitete

ULJA

Organolepticko ocjenjivanje . ) .
Kiselost Peroksidni broj Etil esteri masnih
Kategorija on Ix K ) K3, Kygs ili Ky Delta-K kiselina
(%) (*) (mEq O,/kg) Medijan mana | Medijan voénosti (mgfkg)
(Mm) (%) (Mv)
1. Ekstra djevicansko maslinovo ulje < 0,80 < 20,0 < 2,50 < 0,22 < 0,01 Mm = 0,0 Mv > 0,0 <35
2. Djevic¢ansko maslinovo ulje <20 < 20,0 < 2,60 < 0,25 < 0,01 Mm < 3,5 Mv > 0,0 —
3. Maslinovo ulje lampante >2,0 — — — — Mm > 3,5 () — —
4. Rafinirano maslinovo ulje < 0,30 <50 — < 1,25 < 0,16 — —
5. Maslinovo ulje koje se sastoji od rafinira- < 1,00 <150 — <115 <0,15 — —
nog maslinovog ulja i djevicanskih masli-
novih ulja
6. Sirovo ulje komine maslina — — — — — — —
7. Rafinirano ulje komine maslina < 0,30 <50 — < 2,00 < 0,20 — —
8. Ulje komine maslina < 1,00 < 15,0 — < 1,70 <0,18 — —

(") Medijan mana mozZe biti 3,5 ili manji ako je medijan voénosti jednak 0,0.
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Svojstva Cistoce

Sastav masnih kiselina (?)

Ukupni

Ukupni transli- IEZZIEIIE;
Miristinska | Linolenska | Arahinska | Eikozenska | Behenska Lignoce- | transolein- nolni Stigmasta- (HPLO) 9-oliceril monopalmitat
Kategorija (%) (%) (%) (%) (%) rinska skiizo- | i translino- | dieni ECNda ghce (;’) opa
(%) meri lenski izo- | (mg/kg) @) | ki ?
%) meri (Feorets i
( %) izracun)
1. Ekstra djevicansko masli- | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20] | = 0,9 ako je ukupni udio pal-
novo ulje mitinske kiseline < 14,00 %
< 1,0 ako je ukupni udio pal-
mitinske kiseline > 14,00 %
2. Djevic¢ansko maslinovo ulje | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 <0,20 <0,20 < 0,05 < 0,05 < 0,05 <10,20] | = 0,9 ako je ukupni udio pal-
mitinske kiseline < 14,00 %
< 1,0 ako je ukupni udio pal-
mitinske kiseline > 14,00 %
3. Maslinovo ulje lampante <0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,10 < 0,10 < 0,50 <10,30] | =< 0,9 ako je ukupni udio pal-
mitinske kiseline < 14,00 %
< 1,1 ako je ukupni udio pal-
mitinske kiseline > 14,00 %
4. Rafinirano maslinovo ulje <0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30] | = 0,9 ako je ukupni udio pal-
mitinske kiseline < 14,00 %
< 1,1 ako je ukupni udio pal-
mitinske kiseline > 14,00 %
5. Maslinovo ulje koje se sa- | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30] | = 0,9 ako je ukupni udio pal-
stoji od rafiniranog masli- mitinske kiseline < 14,00 %
novog ulja i djevi¢anskih
maslinovih ulja < 1,0 ako je ukupni udjel pal-
mitinske kiseline > 14,00 %
6. Sirovo ulje komine maslina | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 < 0,10 — <10,60] < 1,4
7. Rafinirano ulje komine ma- | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — < 0,50] <14
slina
8. Ulje komine maslina < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <12

(l

Sadrzaj drugih masnih kiselina (%): palmitinska: 7,50-20,00; palmitoleinska: 0,30-3,50; heptadekanska: < 0,40; heptadecenska < 0,60; stearinska: 0,50-5,00; oleinska: 55,00-83,00; linolna: 2,50-21,00.
() Ukupni izomeri koji bi se mogli (ili ne) odjjeliti kapilarnom kolonom.
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Sastav sterola

.. Ukupni steroli E.ritrodiol Voskovi (mg/kg)
Kategorija Kolesterol Brasikasterol | Kampesterol (') | Stigmasterol App p-sitoste- | Delta-7-stigma- (mg/kg) i uvaol (%)
(%) (%) %) (%) rol (9) stenol () 8I%8 %) (%)
(%) (%)
1. Ekstra djevicansko masli- <0,5 <0,1 <40 < Kamp. > 93,0 <0,5 > 1000 <45 C, +C, +C, <150
novo ulje
2. Djevicansko maslinovo ulje <05 <01 < 4,0 < Kamp. >> 93,0 <05 =1 000 <45 C,, +C,, +Cy =150
3. Maslinovo ulje lampante <0,5 <01 < 4,0 — > 93,0 <0,5 =1 000 <450 CptCp+Cu+Chys
300 ()
4. Rafinirano maslinovo ulje <0,5 <0,1 <40 < Kamp. > 93,0 <0,5 >1 000 <45 CptC,tC+Cys
350
5. Maslinovo ulje koje se sa- <0,5 <0,1 <40 < Kamp. > 93,0 <0,5 > 1000 <45 CpytCputCputCys
stoji od rafiniranog masli-
novog ulja i djevi¢anskih
maslinovih ulja
6. Sirovo ulje komine maslina <05 <02 < 4,0 — > 93,0 <05 =2 500 > 4,5 (%) CptCpu+C+Cy>
350 (4
7. Rafinirano ulje komine ma- <05 <0,2 < 4,0 < Kamp. > 93,0 <05 =1 800 > 4,5 CptCpu+C+Cy>
slina
8. Ulje komine maslina <0,5 <0,2 < 4,0 < Kamp. > 93,0 <0,5 =1 600 > 4,5 CptC,+C+Cy>

Vidjeti Dodatak ovom Prilogu.

App p-sitosterol: Delta-5,23-stigmastadienol+klerosterol+beta-sitosterol+sitostanol+delta-5-avenasterol+delta-5,24-stigmastadienol.
Ulja s udjelom voskova izmedu 300 mg/kg i 350 mg/kg smatraju se maslinovim uljima lampante ako je ukupni udjel alifatskih alkohola 350 mg/kg ili manji ili ako je udio eritrodiola i uvaola 3,5 % ili ma-

nji.

Ulja s udjelom voskova izmedu 300 mgfkg i 350 mg/kg smatraju se sirovim uljima komine maslina ako je ukupni udio alifatskih alkohola iznad 350 mg/kg i ako je udio eritrodiola i uvaola veéi od 3,5 %.
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Napomene:

(a) Rezultati analiza moraju biti izraZeni onim brojem decimalnih mjesta kojim je izraZena grani¢na vrijednost za
pojedino svojstvo. Zadnja znamenka mora se uvelati za jednu jedinicu ako je znamenka koja slijedi veca od 4.

(b) Ako najmanje jedno od svojstava ne odgovara navedenim vrijednostima, za potrebe ove Uredbe kategorija ulja moze
se promijeniti ili se ulje moze deklarirati kao nesukladno.

(¢) U slucaju maslinovog ulja lampante oba se svojstva kvalitete oznacena zvjezdicom (¥) mogu istodobno razlikovati od
grani¢nih vrijednosti utvrdenih za tu kategoriju.

(d) Ako je svojstvo oznaceno s dvije zvjezdice (**), to znaci da je za sirovo ulje komine maslina moguce da se istodobno
obje relevantne grani¢ne vrijednosti razlikuju od navedenih vrijednosti. U slucaju ulja komine maslina i rafiniranog
ulja komine maslina, jedna od relevantnih grani¢nih vrijednosti moze se razlikovati od navedenih vrijednosti.

Dodatak

Sheme odlucivanja

Shema odlucivanja koja se odnosi na kampesterol za djevicanska i ekstra djevicanska maslinova ulja:

( 40 % < Kampesterol €45 % }

|
i 1

{ Stigmasterol £1,4 % ] [ A-T-stigmastencl €03 %

Drugi parametri moraju biti u skladu s ograni¢enjima utvrdenima u ovoj Uredbi.
Shema odlucivanja koja se odnosi na delta-7-stigmastenol za:

— ckstra djeviCanska i djevi¢anska maslinova ulja

(0.5 %< £-7.stigmastencl <0.8
[
[ [ [ ]

) Dod. B-sitasteral . X ) g
Kampesterol< 3.3 % (kampest + /A Tstig) =25 Stigmasterol 1.4 % A ECN42Z< 10,1

Drugi parametri moraju biti u skladu s ograni¢enjima utvrdenima u ovoj Uredbi.

— Ulja komine maslina (sirova i rafinirana)

[ 0.5 < A-T-gtigmastenol < 0.7 J

A . Ostali parametri unutar
/ 7 £ < 0y
A ECN42 € |040 [Suma,sxgml_ 14% \ L anitnih vrijednosti

Drugi parametri moraju biti u skladu s ograni¢enjima utvrdenima u ovoj Uredbi.”
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PRILOG III.
4PRILOG Lb

DIJAGRAM TOKA ZA PROVJERU USKLADENOSTI UZORKA MASLINOVA ULJA S DEKLARIRANOM

KATEGORIJOM
Op¢a tablica
Ulje deklarirano kao:
= 2 % '% Yy g i K
38 £ 3 o z8: 8 4 ER :
A 15 A g 48379 g, e i
= i3 pd se | 3897 | %4 85 %
B g .88 _gl 3 g 5 £ i R
48 B i -. WA A 34 &
é a - ;g =0 2 =
Tablifa 1. Tablifa 2. Tablga 3. Tabljea 6. Tablifa 9. | Tablipa 10.
Krit¥iji KErit¥ij1 Tabljca 4. Kriflriji Krifriji Tablgea 8. Erif¥riji Kritriji
kvalitete kvalitete kvalitete kvalitete kvalitete kvalitete
T T T T T T
| I I | Kriteriji | | I : Kriteriji i | | i
E ! tistoce ' : tistoce ' !
i 1 T i 1 T i |
[ i i [ i | i i
i i i [ i | i i
i i | i L i ! i E !
X Tabilca 3. L ) ! Tablica 7. ! ! : Tablica 11. H
: 1 i ' ' ! i i i — |
i 1 ' i ) ..
E Kriferiji E ' ! Kriteriji ' i ' K_L'ntlr_mpl i
: tisfce | ' ' cistcca: ! : ' Eistfce !
: | | | : : ! | 4 :
i i : i i | : | ' :
I I 4o R y__ N I NN S !
) i | i : o 1
s Vol IR A s
i ; ¥ i - i i i
i Ulje u skladu = déklaniranom W - ! Ulje nije u sMadu s Heklariranom |
A kategorifpm A d kategorij¥m A4
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Tablica 1. - Ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje — Kriteriji kvalitete

Vidjet tablicu 3, z2
kiterje distoce

L Kizelost %4 =0,B0 = 0,80
L 4
2. | Percksidni broj (mEqg =200 = 20,0
Oa/ke)
3 v =022 =022
spekirofotometrija
(Kzranse)
r
4. v =001 =001
spekirofotometrija
(AK)
+
5 v =250 =250
spekirofotometrija
(Baa)
A
6. Organoleptitko Meadijan voimosti > 0,0 | Medijan vocmesti =00
. wm ' i
s medijan mana = 0,0
Medijan vocrosti > 0,0
medijan mzu:a =00
L
7 Etil esteri masnih =135 =135
h 4
Vrstz ulja kako je
dekdariranz u pogladu
kritarija kovalitete,

The nuje u skladu s deklarmranom kategorgom

Ul

Vidjets VOO
{Tablica 2.}

Vidjeti LOO
(tablica 4.)

Vidjet: VOO
{Tablica 2.)

Vidieti LOO
(tablica 4.)

Vidjat1 VOO
(Tablica 2.)

Vidieti LOO
(tablicz 4.)

Vidjet1 VOO
(Taklica 2.}

Vidjati VOO
(Tablica 2.)
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Tablica 2. - Djevicansko maslinovo ulje - Kriteriji kvalitete

Vidjet: tablicu 3. z=
kriterije distoce

Ulje nije u skladu 5 deldariranom kategorijom

Vidjett LOO
(tablica 4.)

L Kiselost %4 =20 | Y et *
¥
Peroksidni broj . -
1 (mEq Ovks) =200 =200  |L____ >
L 4
w
3, | spekirofotometrija =023 =025 |e----- »
(Kamzes)
v
v
4. | spekirofotometrija =001 =001 - »
(AK)
L 4
o
5 | spekirofotometrija =260 =260 f---- -
{Hxz)
L 4
_— o 00 Medijan vocnesti=0,0 [~~~ =~ L
6. | Orzancleptitko g vocnost =
ocjenjivanje medijan mana < 3,3 Medijan vocrosti > 0,0
- medijanmana >33 f---- »
¥
Vrsta ulja kako j=
deldarirana u pogladu
kritarija kvalitate.
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Tablica 3. - Ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje i djevicansko maslinovo ulje — Kriteriji Cistoce

o] o

|

deklariranom kates

5

g mije u skladu

Ul

Upucuje na
prisataost
Tafiniranpg ulja
(mnaslinocog ik
druge vrste)

Upucuje na
prisumest
Tafiniranpg ulja
(maslinovog ik
druge vrsts)

Upniuje na
prizumast stranih
ulj2

Upuiuje na
prisuast stranih
ulja

Upuiuje na
prizsutast stranib
uljz

Upucuje na
prisutnost uljz
komine maslina

Upucuje na
prisumest uljiz
korime masling

Stipmastadieni s - 0
L - 0,05 = N
y
- s HC18:1 = 0,05 ik
2 Trans-izomeri 15150051 =TI e
" | masnib kiselina (%) | yeiszecizmengs | U127 CIEE
3 Sastay masnih 1 shdac 3 Mija 1z skladu 3
’ kiselina Prilogom I Prlpgoml  f---—- Ly
h 4
4 AECNA] < |020] =lo2o] | |
Sastav sterola i T she s WFaa 1r "
5 ulupan sadrisj p,ulfﬂm] Jé'x_iiL ;L:lmn‘lu R N N
derela 0g0m ogom I
»
i E:rirrudin! =+ uvaol 45 =45
) o N &
k4
1 Vosloovi (mg/ke) =150 =130
C42+ C44+ C46 = 1 7 }e-e-- »
¥
U skiadu z
Prilogom L:
= 0,8 % 2o jeudic
g 2-gliceril pabmitinks kivaline Mije u skladu s
" | monopalmitat (%) % 1‘£:' a Frilogom I
2 1,0 % akee jo udic [Ttk
palmitingks kivaling
=12 0%
L

Ulje u skladu 5 deldariranom katesorijom

Upeiuje na
prisutost
esterificiranih ulja
ili cnth 5 visokim
udjelom
palmitinzks dzeling
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Tablica 4. — Maslinovo ulje lampante — Kriteriji Cistoce

Sogmasradiexi
L - =0,50 =050 f—aeq .
(gl Upacuje b2 prizmmest
1 rafiniranoe ulia
(maslmeinog ili druge
£C18:1 0,104 ) rste)
7 Trams-izomeri R j 1= 0,104 F-——*
" | msumib kiselina (%) | US '5"‘3’1;"" ] pesa+ el =010
1 Sastav masnih Uzkladas Nije u skladu s - -
) liselina Prilogom I Prilogom 1
4. AECN4Z < |0.30] > | 030 I Upucwje na prisuinost
stranth ulja
= ::;tar;::zl;; U sklada s e u zkladu s F-—- - g
N ]“ ) Prilogom I. Trilogara 1 B
sterola 5
&
l R
E
Eritrodiol + uvaol %
[ 34) =45 =43 —— g
o
=
' Voskovi n N 5 " = Upuduje za prisumost
T 300 300 < woskovi < 330 A0 - -- = - -
T| C40+C42 +C44 + C46 = 00 <woskoni <3 7 id = sirovog ulia konine
@
&
E+TU=z35%
3 ili alifatsld & -
’ alkoholi N
<350 mal=
U7 =klady = Prilogom I
. = 0,8 ¥ 2ko je udio palmitinske i E e o
2-giceril Kizeline < 14,00 % Mijew Upaiuje 2 prisammost
8. mﬂn@];i_llnntnt ili "_I':]m = estertficitanth alja ili
o = 1,1 e 2ke je udie palmitin:ke Prilogora L ok 2 vizokim udjelom
kizelina > 14,00 & palmitinzke kizsslne
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Tablica 5. — Rafinirano maslinovo ulje — Kriteriji kvalitete

1. Kiselost (%) <0,30 =030  f------- »
g
9
v H E—v
[+]
gJ
Peroksidni broj e N 2
2 (mEq Ox/kg) =50 >30 [
5
=
w ié:
o
v o
3 spektrofotometrija <125 =125 [ » =
a7 E
(Kz701268) £
2
h 4 k=
3-8
uv -
4 spektrofotometrija <016 =016  |[------- i
(AK)
k J

Vrsta ulja Kako je deklarirana u pogledu
kriterija kvalitete.
Vidjeti tablicu 7. za kriterije istoce

Tablica 6. - Maslinovo ulje (koje se sastoji od rafiniranog maslinovog ulja i djevicanskih maslinovih ulja)-
Kriteriji kvalitete

1. Kiselost (%0) =1,00 =100 f------- >
g
%IJ
Peroksidni broj Z
= =150 |f------- 5
2| (mEqOykg) =10 0 B
g
1 g
2
<
7
uv ©
3 spektrofotometrija <1,15 *115  fe------ » |
2701268) Ej
Yy 'd
e
v B
4 spektrofotometrija =015 =015 |------- »
(AK)

Vrsta ulja kako je deklarirana u pogledu
kriterija kvalitete.
Vidjeti tablicu 7. za kriterije ¢istoce
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Tablica 7. — Maslinovo ulje koje se sastoji od rafiniranog maslinovog ulja i djevicanskih maslinovih ulja-
Kriteriji Cistoce

tC18:1 =020 tC18:1> 020
1 Trans-izomeri 1 i I
masnih kiseling (%) HC18:2 + C1E3) #C18:2 + C18:3)
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¥
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v
3 AFECN42 = |030| =030 p---- *| g Upnénje na prisutnost
B stranth ulja
&
¥ 35
U i U skladn s Mije n skladn s g
5::;?3 Tia) Prilogom I PnlogomI.  [---- ¥ g
I :
£
=
- Eritrodiol + uvaol s le—ooo i
s (%) =45 4.3 R 3
El
2
(=] Tpucwe na prisumost
- ulja komime maslna
5. Voskovi (mg'kg) <350 =330
C42 + C44 + Cd6 = 1 7 pe--- -
¥
2-gliceril monopalmitat = 0,9 % ako
je udio palmitinske kiseline
=14,00 % I Upuéte na prisumost
7 ili Da He esterificranih ulja il
2-glicerlil monopalmitat = 1,1 % (za onih = viseldm udjelom
RO0) ili = 1,0 % (za 00) ako je ndic palmitmeks kizeline
palmitinske kiseline > 14,00 % I
Tlje je u skladu s deklariranom

kategorijom
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Tablica 8. - Sirovo ulje komine maslina — Kriteriji istoe

e naje u skladu 5 deklarranom kategorijom

TUpucue na prisumest
rafiniranog ulja
(maslinovog ili droge
vrste)

Upudwe na prisutnest
stranth ulja

Vidjeti LOO
(tzblica 4.)

Trans ivomeri (C18:1 <020 ¢C18:1 =020 =¥
1. | masnih kiselina 1 ih
(%a) HC18:2 +C18:3) 2010 | 4/C18:2+C18:3) > 0,10
- Sastav masnih U skladu 5 Mijeu skladu s I—
- kiselina Prilogom 1. Prilogom I.
3 AECN42 = | 060 | > | 0,60 | [
Sastav sterola i T -
o . U skladu s Nijen skladu s I
4 ukupan sadrizj Prilogom I Prlogom L. >
sterola
z Eritrodiol + uwvaol w45 =43
' (%) '
¥
Voskovi img/le=)
C40 + C42 + C44 + C46
6
=350 300 §i?aka'1 <300 7777 >
E+U = 3,5 % i alifatski
. alkoholi = 350 mg'kg
da ne [T >
v
v
2-gliceril " -
8| momopalmitet (%) =L >14
|

Tlje je u skladu s deklariranom
katezorijom

Upucwe na prisutnest
asterificranih ulja ili
onih = visokim udjelom
palmitmeka kizeline
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Tablica 9. - Rafinirano ulje komine maslina - Kriteriji kvalitete

L Kiselost (%) =030 =030 F-— =
=
]
B
E{I
Peroksidni broj - n =
2 : 3,0 =50 Fe---w
(mEq O:/ke) . r
I :
E
v o
3 spektrofotometrija =200 =200  pe--- * =
(Kamazse) ﬂ
A
v =
4 spektrofotometrija =020 =020 o =il
(AK)
Vrsta ulja kake je deldarirana u pogledu
kriterija kvalitete.
Vidiets tablicn 11. za kmiteryja fistoce
Tablica 10. - Ulje komine maslina — Kriteriji kvalitete
L Kiselost (%) <1,00 =100  p---- |
I :
-hE-'
ml.l
Peroksidni broj (mEqg - .= %
2 =130 =150 po--- *
0:ke) = -
[=]
1 i
v é;
3 speltrofotometrija =170 =17 e * E
(Kzmanss) -
A
o
} &
=
v -
4 | spektrofotometrija =018 =018 pe--- >
(AK)

1

Vrsta ulja kako je deklarirana u pogledu kriterija
kevalitete.
Vidjets tablicu 11, za koitenje Sistoca
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Tablica 11. - Rafinirano ulje komine maslina i ulje komine maslina — Kriteriji ¢istoce

Kriteriji tistoce A -
L1 eablice 9. 10) Da e
ns #C18:1 0,40 181040 [T b
. mamib | e L0189 <035 | 01824 C18:3) 5035
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L
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6 =43 =43
(%a) : ="
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palmitmzkes kseline
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Prilog XII. mijenja se kako slijedi:

1. Tocka 3.3. zamjenjuje se sljede¢im:

PRILOG IV.

,3.3. Neobvezna terminologija u svrhe oznacdivanja

Predsjednik komisije moze na zahtjev izdati potvrdu da ocjenjivana ulja odgovaraju definicijama i intervalima koji na
temelju intenziteta i percepcije svojstava odgovaraju iskljucivo sljedeé¢im izrazima.

Pozitivna svojstva (vocno, gorko, ostro): prema intenzitetu percepcije:

— intenzivno, kad je medijan svojstva ve¢i od 6,0,

— srednje, kad je medijan svojstva veéi od 3,0 i manji od ili jednak 6,0,

— blago, kad je medijan svojstva 3,0 ili manji.

Vocnost Skup mirisnih osjecaja karakteristican za ulja, koji ovisi o sorti masline i nastaje od zdravih i svje-
zih maslina u kojima ne prevladava ni zelena ni zrela voénost. Zapaza se izravno ifili u straZnjem

dijelu nosa.

Zelena voénost Skup mirisnih osjecaja karakteristican za ulja, koji podsje¢a na zeleno voce, ovisi o sorti masline
i nastaje od zelenih, zdravih i svjezih maslina. Zapaza se izravno ifili u straznjem dijelu nosa.

Zrela vocnost Skup mirisnih osjeaja karakteristian za ulja, koji podsjea na zrelo voce, ovisi o sorti masline
i nastaje od zdravih i svjezih maslina. Zapaza se izravno i/ili u straznjem dijelu nosa.

Skladno Ulje koje ne pokazuje neuravnotezenost, ¢ime se misli na mirisno-okusni i osjetilni doZivljaj kod
kojeg su medijan za svojstvo gorcine i medijan za svojstvo ostrine veéi od medijana voénosti za

najvise 2,0 bodova.

Blago ulje Ulje ¢iji je medijan za svojstva gor¢ine i ostrine 2,0 ili manji.

Popis izraza prema intenzitetu percepcije:

Izrazi za koje je potrebno dostaviti certi-
fikat o organoleptickom ocjenjivanju

Medijan svojstva

vocénost

zrela voénost

zelena voénost

blaga voénost <30
srednja voénost 3,0 < Me < 6,0
intenzivna voénost > 6,0
blaga zrela voénost <30
srednja zrela voénost 3,0 <Me< 6,0
intenzivna zrela voénost > 6,0
blaga zelena voénost <30
srednja zelena voénost 3,0 <Me< 6,0
intenzivna zelena voc¢nost > 6,0
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Izrfazi za koje je pot'rVebno dogtaY'iti certi- Medijan svojstva

ikat o organoleptickom ocjenjivanju

blaga gorcina <30

srednja gorcina 3,0<Me< 6,0

intenzivna gorcina > 6,0

blaga ostrina <30

srednja oStrina 3,0 <Me < 6,0

intenzivna oStrina > 6,0

skladno ulje Medijan za svojstvo gor¢ine i medijan za svojstvo ostrine veéi su od medi-
jana vo¢nosti za najvise 2,0 bodova.

blago ulje Medijan za svojstvo gor¢ine i medijan za svojstvo otrine nisu veéi od 2,0.”

(2) Tocka 9.4. zamjenjuje se sljedeéim:
,9.4. Klasifikacija ulja

Ulje se razvrstava kako slijedi u skladu s medijanom mana i medijanom svojstva voénosti. Medijan mana definiran je
kao medijan mane koja se osje¢a najveéim intenzitetom. Medijan mana i medijan svojstva voénosti iskazuju se do
jednog decimalnog mjesta.

Ulje se razvrstava usporeduju¢i vrijednost medijana mana i medijana svojstva voénosti s referentnim intervalima
navedenima u nastavku. U obzir je uzeta i pogreska metode pri utvrdivanju ogranicenja tih intervala koji se stoga
smatraju apsolutnima. Programskim paketima omogucuje se prikaz razvrstavanja u obliku statisticke tablice ili grafa.

(a) Ekstra djevicansko maslinovo ulje: medijan mana je 0,0, a medijan svojstva vocnosti je vedi od 0,0;

(b) Djevicansko maslinovo ulje: medijan mana je veci od 0,0, ali nije veci od 3,5, dok je medijan svojstva voénosti
vedi od 0,0;

(c) Djevicansko maslinovo ulje lampante: medijan mana vedi je od 3,5 ili je manji od ili jednak 3,5, dok je medijan
vocnosti jednak 0,0.

Napomena 1.: Kad je medijan svojstva ostrine ifili gorcine veéi od 5,0, predsjednik komisije to navodi u potvrdi
0 ocjenjivanju.

Za ocjenjivanja koja su namijenjena nadziranju sukladnosti provodi se jedno ispitivanje. U slucaju protuocjenjivanja
moraju se organizirati dvije usporedne analize u razli¢itim sesijama. Rezultati dvije usporedne analize moraju biti
statisticki homogeni (vidjeti tocku 9.5.). Ako to nije slucaj, uzorak se mora ponovno dvaput analizirati. Kona¢na
vrijednost medijana svojstava na kojima se temelji klasifikacija izra¢unan ée se na temelju prosjeka obaju medijana.”
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PRILOG V.

Prilog XVII. mijenja se kako slijedi:
(1) Tocka 5.1. zamjenjuje se sljede¢im:

,5.1. Heksan ili smjesa alkana intervala vrelista od 65 do 70 °C, destilirani kolonom za ispravljanje. Heksan se moze
zamijeniti izo-oktanom (2,2,4-trimetilpentan u kromatografskom stupnju) pod uvjetom da se postignu
usporedive mjere preciznosti. Mogu se provijeriti ostatci nakon isparavanja 100 ml otapala. Otapala s vrelistem
vi§im od vrelista n-heksana dulje isparavaju. Medutim, daje im se prednost zbog toksicnosti heksana.”;

(2) U tocki 6.3.3. dodaje se sljededi tekst:

,Napomena 10.: Kad su koncentracije stigmastadiena vece od 4 mg/kg, ako je potrebno provesti kvantificiranje,
mora se primijeniti metoda Medunarodnog vije¢a za masline za odredivanje sterena u rafiniranom ulju.”.
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PRILOG VL.

Prilog XVIIL. mijenja se kako slijedi:
(1) Tocka 4.2.1. zamjenjuje se sljedeéim:

,4.2.1. Petroleter 40-60 °C kromatografskog stupnja ili heksan. Heksan se moZe zamijeniti izo-oktanom (2,2,4-
trimetilpentan u kromatografskom stupnju) pod uvjetom da se postignu usporedive mjere preciznosti.
Otapala s vreliStem visim od vreli§ta n-heksana dulje isparavaju. Medutim, daje im se prednost zbog
toksi¢nosti heksana.”;

(2) Dodaje se sljedeca tocka 4.2.12.:

,4.2.12 Heptan, kromatografske cistoCe. Heptan se moZe zamijeniti izo-oktanom 2,2,4-trimetilpentan u kromato-
grafskom stupnju).”.
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PRILOG VILI
+PRILOG XIX.

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

3.6

3.7
3.8

4.1

ODREDIVANJE SASTAVA I SADRZAJA STEROLA I ALKOHOLNIH SPOJEVA KAPILARNOM PLINSKOM
KROMATOGRAHJOM

PODRUCJE PRIMJENE

Metoda opisuje postupak za odredivanje udjela pojedina¢nih i ukupnih alkoholnih spojeva u maslinovim uljima
i uljima komine maslina, te u mjesavini tih dvaju ulja.

Alkoholni spojevi u maslinovim uljima i uljima komine maslina sacinjeni su od alifatskih alkohola, sterola i triter-
penskih dialkohola.

NACELO

Ulja s dodatkom a-kolestanola i 1-eikosanola kao internih standarda saponificiraju se otopinom kalijeva
hidroksida u etanolu i zatim se neosapunjiva tvar ekstrahira etil eterom.

Razlicite frakcije alkoholnih spojeva odvajaju se od neosapunjive tvari tankoslojnom kromatografijjom na
osnovnoj silikagel plo¢i (referentna metoda) ili HPLC metodom na koloni silikagela. Frakcija koja se dobije
odvajanjem silikagelom pretvara se u trimetilsilil etere i zatim analizira kapilarnom plinskom kromatografijom.

DIO 1.

PRIPREMA NEOSAPUNJIVE TVARI
PODRUCJE PRIMJENE

U ovom se dijelu opisuju priprema i ekstrakcija neosapunjive tvari. Uklju¢uje pripremu i ekstrakciju neosapunjive
tvari iz maslinovih ulja i ulja komine maslina.

NACELO

Uzorak za ispitivanje saponificira se vrenjem pod povratnim hladilom s otopinom kalijeva hidroksida u etanolu.
Neosapunjiva tvar ekstrahira se s pomocu dietil etera.

OPREMA

Uobicajena laboratorijska oprema, a posebno sljedece:

Tikvica s okruglim dnom opremljena povratnim hladilom i nastavcima od brusenog stakla, 250 ml.
Lijevak za odjeljivanje, 500 ml.

Tikvice, 250 ml.

Mikrostrcaljke, 100 pl i 500 pl.

Cilindri¢ni lijevak za filtriranje s poroznom plo¢om G 3 (poroznost izmedu 15 i 40 pm) pribliZznog promjera
2 cm i visine 5 cm, primjeren za filtriranje pod vakuumom s muskim spojem od brusenog stakla.

Erlenmeyerova tikvica sa Zenskim spojem od brusenog stakla, 50 ml, koja se moze pri¢vrstiti na lijevak za
filtriranje (tocka 3.5.).

Epruveta s konusnim dnom i brtvenim staklenim ¢epom, 10 ml.

Eksikator s kalcijevim kloridom.

REAGENSI

Kalijev hidroksid, minimalne koncentracije 85 %.
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4.2 Otopina kalijeva hidroksida u etanolu, priblizno 2 M.

Otopiti 130 g kalijeva hidroksida (tocka 4.1)), uz hladenje, u 200 ml destilirane vode, a zatim nadopuniti
etanolom do jedne litre (tocka 4.7.). Otopinu treba Cuvati najviSe dva dana u dobro zacepljenim bocama od
tamnog stakla.

4.3 Etil eter, analiticke kvalitete.

4.4 Bezvodni natrijev sulfat, analiticke kvalitete.

4.5  Aceton, za kvalitetu kromatografije.

4.6 Etil eter, za kvalitetu kromatografije.

4.7  Etanol analiticke kvalitete.

4.8  Etil acetat analiticke kvalitete.

4.9  Interni standard, a-kolestanol, ¢istole vece od 99 % (Cistoca se mora provijeriti plinskom kromatografijom).
4.10 Interni standard, otopina a-kolestanola, 0,2 %-tna otopina (m/v) u etil acetatu (tocka 4.8.).

4.11 Otopina 10 g/l fenolftaleina u etanolu (tocka 4.7.).

412 0,1 %-tna (m/v) otopina 1-eikosanola u etil acetatu (interni standard).

5. POSTUPAK

S pomoc¢u mikrostrcaljke od 500 pl (tocka 3.4.) u tikvicu volumena 250 ml (tocka 3.1.) injektirati onu koli¢inu
otopine a-kolestanola internog standarda (tocka 4.10.) i koli¢inu 1-eikosanola (tocka 4.12.) koja sadrzava koli¢inu
kolestanola i eikosanola koja je priblizno jednaka 10 % sadrzaja sterola i alkohola u uzorku. Na primjer, na 5 g
uzorka maslinova ulja treba dodati 500 pl otopine a-kolestanola (tocka 4.10.) i 250 pl otopine 1-eikosanola
(tocka 4.12.). U slucaju ulja komine maslina treba dodati 1 500 pl otopine a-kolestanola (tocka 4.10.) i otopine
1-eikosanola (tocka 4.12.). Upariti do suha pod blagom strujom dusika u toploj vodenoj kupelji. Nakon $to se
tikvica ohladi, izvagati 5,00 * 0,01 g suhog filtriranog uzorka u istu tikvicu.

Napomena 1.: Ulja i masti Zivotinjskog ili biljnog podrijetla koja sadrzavaju znatne koli¢ine kolesterola mogu dati
pik s retencijskim vremenom koje je identi¢no onome kolestanola. U tom slucaju frakcija sterola
treba se analizirati dvostruko — s internim standardom i bez njega.

Dodati 50 ml 2 M otopine kalijeva hidroksida u etanolu (tocka 4.2.) i malo plovuéca, namjestiti povratno hladilo
i zagrijavati do tocke slabog vrenja dok se ne zavrsi saponificiranje (otopina postane bistra). Nastaviti zagrijavanje
jo§ 20 minuta, zatim dodati 50 ml destilirane vode kroz vrh hladila, odvojiti hladilo i ohladiti tikvicu na oko 30 °
C.

Kvantitativno prenijeti sadrzaj tikvice u lijevak za odjeljivanje od 500 ml (tocka 3.2.) s nekoliko obroka destilirane
vode (50 ml). Dodati oko 80 ml etil etera (tocka 4.6.), snazno protresati oko 60 sekundi, povremeno ispustajuéi
pritisak okretanjem lijevka za odjeljivanje i otvaranjem zaustavnog pipca. Odloziti dok se dvije faze potpuno ne
odvoje (Napomena 2.). Odvojiti sapunastu otopinu §to je moguce potpunije u drugi lijevak za odjeljivanje.
Provesti jo$ dvije ekstrakcije na vodeno-alkoholnoj fazi na jednak nacin, uz upotrebu izmedu 60 i 70 ml etil etera
(tocka 4.6.).

Napomena 2.: Svaka se emulzija moZe unistiti dodavanjem malih koli¢ina etanola (tocka 4.7.).

Kombinirati tri ekstrakta etera u jednom lijevku za odjeljivanje koji sadrzava 50 ml vode. Nastaviti ispirati s
vodom (50 ml) sve dok se u vodi kojom se ispiralo vise ne pojavljuje ruzicasto obojenje pri dodavanju kapljica
otopine fenolftaleina (tocka 4.11.). Nakon uklanjanja vode kojom se ispiralo profiltrirati kroz bezvodni natrijev
sulfat (tocka 4.4.) u prethodno izvaganoj tikvici od 250 ml, ispirajudi lijevak i filtar malim koli¢inama etil etera
(tocka 4.6.).

Otapalo ispariti destiliranjem pod vakuumom u rotirajuem isparivacu na 30 °C. Dodati 5 ml acetona (tocka 4.5.)
i potpuno odstraniti hlapivo otapalo pod blagom strujom dusika. Ostatak 15 minuta susiti u pe¢i na 103 * 2 °C.
Ohladiti u eksikatoru i izvagati uz odstupanje do 0,1 mg.
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DIO 2.
ODVAJANJE FRAKCIJA ALKOHOLNIH SPOJEVA

1. PODRUCJE PRIMJENE

Neosapunjiva tvar pripremljena u dijelu 1. frakcionira se u razli¢itim alkoholnim spojevima, alifatskim
alkoholima, sterolima i triterpenskim dialkoholima (eritrodiol i uvaol).

2. NACELO

Neosapunjiva tvar moZe se frakcionirati s pomocu tankoslojne kromatografije (referentna metoda), otkriti te se
odgovarajuce vrpce mogu sastrugati i ekstrahirati. Kao alternativna metoda odvajanja moze se primijeniti HPLC
metoda uz upotrebu silikagel kolone i UV detektora i razliitih prikupljenih frakcija. Alifatski i triterpenski
alkoholi te steroli i triterpenski dialkoholi izoliraju se zajedno.

3. OPREMA

Uobicajena laboratorijska oprema, a posebno sljedece:
3.1  Cjeloviti instrument za analizu tankoslojnom kromatografijom, s pomocu staklenih ploca veli¢ine 20 x 20 cm.
3.2 Ultraljubicasta svjetiljka valne duljine 366 ili 254 nm.
3.3 Mikrostrcaljke, 100 pl i 500 pl.

3.4  (ilindri¢ni lijevak za filtriranje s poroznom plo¢om G 3 (poroznost izmedu 15 i 40 pm) pribliznog promjera
2 cm i visine 5 cm, primjeren za filtriranje pod vakuumom s muskim spojem od brusenog stakla.

3.5  Erlenmeyerova tikvica sa Zenskim spojem od brusenog stakla, 50 ml koja se moZe pricvrstiti na lijevak za
filtriranje (3.4.).

3.6  Epruveta s konusnim dnom i brtvenim staklenim ¢epom, 10 ml.

3.7  Eksikator s kalcijevim kloridom.

3.8 HPLC sustav koji se sastoji od sljedeceg:

3.8.1 Binarne pumpe.

3.8.2 Ruc¢nog ili automatiziranog injektora opremljenog petljama za injektiranje od 200 pl.

3.8.3 Linijski otplinjac.

3.8.4 UV-VIS ili IR detektor.

3.9  HPLC kolona (25 cm x 4 mm unutarnjeg promjera) sa silikagelom 60 (veli¢ine Cestica 5 pm).
3.10 Filtar za $trcaljke, 0,45 pm.

3.11 Erlenmeyerova tikvica, 25 ml.

4. REAGENSI

4.1  Kalijev hidroksid, minimalne koncentracije 85 %.
4.2 Otopina kalijeva hidroksida u etanolu, priblizno 2 M.

Otopiti 130 g kalijevog hidroksida (toc¢ka 4.1.), uz hladenje, u 200 ml destilirane vode, a zatim nadopuniti
etanolom do jedne litre (tocka 4.9.). Otopinu treba Cuvati najviSe dva dana u dobro zacepljenim bocama od
tamnog stakla.

4.3 Etil eter, analiticke kvalitete.
4.4  Otopina kalijeva hidroksida u etanolu, priblizno 0,2 M.

Otopiti 13 g kalijeva hidroksida (tocka 4.1.) u 20 ml destilirane vode i nadopuniti etanolom do jedne litre
(tocka 4.9.).

4.5  Staklene ploce dimenzija 20 x 20 cm sa slojem silikagela, bez indikatora fluorescencije, debljine 0,25 ml (na
trzistu su dostupne ploce spremne za uporabu).

4.6 Aceton, za kvalitetu kromatografije.
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4.7 N-heksan, za kvalitetu kromatografije.
4.8 Etil eter, za kvalitetu kromatografije.
4.9  Etanol analiticke kvalitete.

4.10 Etil acetat analiticke kvalitete.

4.11 Referentna otopina za tankoslojnu kromatografiju: 5 %-tna otopina kolesterola, fitosterola, alkohola i eritrodiola
u etil acetatu (tocka 4.10.).

4.12 0,2 %-tna otopina 2,7-diklorofluoresceina u etanolu. Moze se uciniti blago luznatim dodavanjem nekoliko kapi
otopine 2 mol/l kalijeva hidroksida u alkoholu (tocka 4.2.).

4.13 Smjesa n-heksana (tocka 4.7.) i etil etera (tocka 4.8.) 65:35 (V/[V).

4.14 Mobilna faza n-heksana (tocka 4.7.) i etil etera (tocka 4.8.), 1:1 (V/V).

5. REFERENTNA METODA: ODVAJANJE ALKOHOLNIH SPOJEVA OSNOVNIM PLOCAMA ZA TANKOSLOJNU KROMATO-
GRAFIJU (TLC)

Priprema osnovnih ploca za tankoslojnu kromatografiju. Uroniti ili umoditi silikagel ploce (tocka 4.5.) do oko
4 cm u otopinu 0,2 mol/l kalijeva hidroksida u etanolu (tocka 4.4.) na 10 sekundi, zatim ih ostaviti da se dva
sata suse u digestoru i na kraju ih staviti u pe¢ na 100 °C na jedan sat.

Izvaditi ploce iz pedi i pohraniti u eksikator s kalcijevim kloridom (tocka 3.7.) do upotrebe (ploce obradene na
ovaj na¢in moraju se upotrijebiti u roku od 15 dana).

Staviti smjesu heksana i etil etera (tocka 4.13.) (napomena 3.) u komoru za razvijanje, do dubine od oko 1 cm.
Zatvoriti komoru odgovaraju¢im poklopcem i ostaviti tako na najmanje pola sata, na hladnom mjestu, kako bi se
uspostavila ravnoteza tekudine i pare. Trake filtar-papira namocene u eluens mogu se postaviti na unutarnje
povrsine komore. Time se skraluje vrijeme razvijanja za otprilike jednu tre¢inu i dobiva jednoli¢nija, pravilna
elucija komponenata.

Napomena 3.: MjeSavina za razvijanje trebala bi se zamijeniti za svako ispitivanje da bi se postigli reproducibilni
uvjeti elucije. MoZe se upotrijebiti alternativno otapalo u obliku n-heksana i etil etera u omjeru
50:50 (V|V).

Pripremiti priblizno 5 %-tnu otopinu neosapunjivih tvari dobivenu u dijelu 1. u etil acetatu (tocka 4.10.) i s
pomocu mikrostrcaljke od 100 pl (tocka 3.3.) nanijeti 0,3 ml te otopine u tankoj i ujednacenoj liniji na donji rub
(2 cm) kromatografske ploce (tocka 4.5.). U ravnini nanosa nanijeti izmedu 2 i 3 pl referentne otopine tvari
(tocka 4.11.) tako da se vrpca sterola, triterpenskih dialkohola i alkohola moze identificirati nakon razvijanja.

Staviti plocu u komoru za razvijanje (tocka 3.1.). Sobnu temperaturu treba odrzavati izmedu 15 i 20 °C
(napomena 4.). Komoru odmah zatvoriti poklopcem i ostaviti da eluira dok prednji dio otapala ne dosegne
priblizno 1 c¢m od gornjeg ruba ploce. Ploca se zatim vadi iz komore za razvijanje, a otapalo isparuje pod
strujom vruceg zraka ili se ploca ostavlja jo§ neko krace vrijeme u digestoru.

Napomena 4.: na vi$im temperaturama odjeljivanje se moze pogorsati.

Blago i jednoliko pospricati plocu otopinom 2,7-diklorofluoresceina (tocka 4.12.) i zatim je ostaviti da se osusi.
Kad se ploca promatra pod ultraljubiCastom svjetilikom (tocka 3.2.), vrpce sterola, triterpenskih dialkohola
i alkohola mogu se identificirati tako §to su poravnane s mrljama dobivenima od referentne otopine (tocka 4.11.).
Oznaciti rubove trake uz rub fluorescencije crnom olovkom (vidjeti TLC plo¢u na slici 1.).

Silikagel koji se nalazi u ozna¢enom podrudju sastruze se s pomocu metalne spatule. Tako dobiveni fino usitnjeni
materijal unijeti u lijevak za filtriranje (3.4.). Dodati 10 ml vrudeg etil acetata (tocka 4.10.), pazljivo izmijesati
metalnom spatulom i filtrirati (prema potrebi pod vakuumom), skupljajuéi filtrat u Erlenmeyerovu tikvicu
(tocka 3.5.) spojenu na lijevak za filtriranje.

Ostatak u tikvici isprati tri puta etil eterom (tocka 4.3.) (oko 10 ml svaki put), skupljajuéi filtrat u istu tikvicu
spojenu na lijevak, ispariti filtrat do volumena od 4 do 5 ml, preostalu otopinu prenijeti u prethodno izvaganu
epruvetu volumena 10 ml (tocka 3.6.), upariti do suha laganim zagrijavanjem pod blagom strujom dusika,
ponovno nadopuniti s nekoliko kapi acetona (tocka 4.6.) i ponovno upariti do suha. Ostatak u epruveti sastoji se
od frakcija sterola i triterpenskih dialkohola ili frakcija alkohola i triterpenskih alkohola.
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6. ODVAJANJE FRAKCIJE ALKOHOLA HPLC METODOM

Otopiti neosapunjivu tvar dobivenu u dijelu 1. u 3 ml mobilne faze (toc¢ka 4.14.), otopinu filtrirati filtrom za
Strealjke (tocka 3.10.) i Cuvati.

Injektirati 200 pl filtrirane neosapunjive otopine u HPLC-u (tocka 3.8.).

Izvrsiti HPLC odvajanje pri 0,8 ml/min, ostaviti prvih 5 min. te sakupljati u Erlenmeyerovim tikvicama od 25 ml
(tocka 3.11) od 5 do 10 min. za alifatske i triterpenske alkohole te od 11 do 25 min. za sterole i eritrodiol
i uvaol (napomena 5.).

Odvajanje se moze pratiti UV detektorom na valnoj duljini od 210 nm ili detektorom indeksa refrakcije (vidjeti
sliku 6.).

Frakcije se uparuju do suha i pripremaju za kromatografsku analizu.

Napomena 5.: Pozorno kontrolirati tlak HPLC pumpe, etil eter moZe uzrokovati povecanje tlaka; prilagoditi
protok da bi se tlak odrzavao pod kontrolom.

DIO 3.

ANALIZA FRAKCIJA ALKOHOLNIH SPOJEVA PLINSKOM KROMATOGRAFIJOM
1. PODRUCJE PRIMJENE

U ovom se dijelu daju opée smjernice za primjenu kapilarne plinske kromatografije radi utvrdivanja kvalitativnog
i kvantitativnog sastava alkoholnih spojeva izoliranih u skladu s metodom utvrdenom u dijelu 2. ove metode.

2. NACELO

Frakcije prikupljene iz neosapunjive tvari s pomocu TLC-a ili HPLC-a derivatiziraju se u trimetilsilil etere
i analiziraju kapilarnom plinskom kromatografijom uz razdjelno injektiranje i plameno-ionizacijski detektor.

3. OPREMA

Uobicajena laboratorijska oprema, a posebno sljedece:
3.1  Epruveta s konusnim dnom i brtvenim staklenim ¢epom, 10 ml.

3.2 Plinski kromatograf koji se mozZe koristiti s kapilarnom kolonom s razdjelnim sustavom za injektiranje koji se
sastoji od:

3.2.1 Termostatska komora za kolone koja moze odrzavati Zeljenu temperaturu s toénoséu od * 1 °C;

3.2.2 Jedinica za injektiranje s moguénos$éu podesavanja temperature, s elementom za uparavanje od persilaniziranog
stakla i razdjelnim sustavom;

3.2.3 Plameno-ionizacijski detektor (FID);

3.2.4 Sustav za prikupljanje podataka koji se moze koristiti s detektorom FID (tocka 3.10.3.) i koji se moze ukljuciti
rucno.

3.3 Kvarcna kapilarna kolona duljine izmedu 20 i 30 m, unutarnjeg promjera izmedu 0,25 i 0,32 mm, sa slojem 5 %
difenila — 95 % dimetilpolisiloksana (SE-52 ili SE-54 ili odgovarajuom stacionarnom fazom), s ujednacenom
debljinom filma izmedu 0,10 i 0,30 pm.

3.4 Mikrostrcaljka za plinsku kromatografiju volumena 10 pl s ¢vrsto uévrsenom iglom primjerenom za razdjelno
injektiranje.

4. REAGENSI

4.1  Bezvodni piridin, za kvalitetu kromatografije.
4.2 Heksametildisilazan analiticke kvalitete.

4.3 Trimetilklorosilan analiticke kvalitete.
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4.4 Otopine sterolnih trimetilsilil etera iz uzorka. Treba ih pripremiti neposredno prije koristenja od sterola
i eritrodiola dobivenih iz ulja koja ih sadrze.

4.5  Standardne otopine trimetilsilil etera alifatskih alkohola od C20 do C28. Mogu se pripremiti iz mjeSavina Cistih
alkohola, neposredno prije upotrebe.

4.6 Plin nosa¢: vodik ili helij, plinsko-kromatografske cistoce.
4.7 Pomocni plinovi: vodik, helij, dusik i zrak, plinsko-kromatografske ¢istoce.

4.8  Reagens za sililaciju koji se sastoji od smjese piridina, heksametildisilazana i trimetilklorosilana u omjeru 9:3:1
(VIVIV).

4.9  N-heksan, za kvalitetu kromatografije.

5. PRIPREMA TRIMETILSILIL ETERA

Dodati reagens za silaniziranje (tocka 4.8.) (napomena 6.), u omjeru od po 50 pl na svaki miligram alkoholnog
spoja, u epruvetu (tocka 3.1.) koja sadrzava frakciju alkoholnog spoja tako da se izbjegne bilo kakva apsorpcija
vlage (napomena 7.)

Napomena 6.: Otopine spremne za upotrebu dostupne su na trzistu. Dostupni su i drugi reagensi za silaniziranje
kao 3to su npr. bistrimetilsilil trifluor acetamid + 1 % trimetilklorosilan koji je potrebno razrijediti
istim volumenom bezvodnog piridina. Piridin se moZe zamijeniti jednakom koli¢inom acetonitrila.

Napomena 7.: Normalno je da dode do blage opalescencije koja nece uzrokovati anomalije. Stvaranje bijelog
floka ili pojava ruziCastog obojenja znakovi su prisutnosti vlage ili propadanja reagensa. U tom
slucaju treba ponoviti ispitivanje (samo ako se koristi heksametildisilazan ili trimetilklorosilan).

Epruvetu treba zacepiti (tocka 3.1.) i paZljivo protresti (bez preokretanja) sve dok se sastojci u potpunosti ne
rastope. Ostaviti da odstoji najmanje 15 minuta na sobnoj temperaturi te zatim centrifugirati nekoliko minuta.
Bistra otopina spremna je za analizu plinskim kromatografom.

6. ANALIZA PLINSKIM KROMATOGRAFOM

6.1  Pripremne djelatnosti i kondicioniranje kapilarne kolone

Namjestiti kolonu (to¢ka 3.3.) u plinski kromatograf tako da se pocetak kolone spoji na razdjelni injektor,
a izlazni kraj kolone na detektor.

Provesti op¢u provjeru stanja jedinice plinskog kromatografa (curenje iz plinskih tokova, u¢inkovitost detektora,
ucinkovitost sustava za razdvajanje i sustava za biljeZenje itd.).

Ako se kapilarna kolona upotrebljava prvi put, preporucuje se da je se podvrgne kondicioniranju: kroz kolonu se
pusti malo plina, a zatim se jedinica plinskog kromatografa uklju¢i i postupno zagrijava dok se ne postigne
temperatura koja je najmanje 20 °C iznad radne temperature (napomena 8.). Ta se temperatura treba odrZavati
najmanje dva sata, zatim se cijela jedinica stavlja u radne uvjete (prilagodavanje protoka plina i razdvajanja,
paljenja plamena, provjera spoja s racunalnim sustavom, prilagodavanje komore za kolonu, temperature
detektora i injektora itd.), a zatim se biljezi signal uz osjetljivost koja je najmanje dvostruko visa od razine
predvidene za analizu. Bazna linija za praenje treba biti linearna, bez pikova ikakve vrste i ne smije pokazivati
nikakve znakove otklona. Negativan pravocrtni otklon ukazuje na to da je doslo do curenja iz spojeva kolone,
a pozitivan otklon ukazuje na to da kolona nije kondicionirana na odgovarajuéi nacin.

Napomena 8.: Temperatura kondicioniranja mora uvijek biti najmanje 20 °C niza od maksimalne temperature
utvrdene za primijenjenu stacionarnu fazu.
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6.2

6.2.1

6.2.2

6.3

Uvjeti rada

Optimizirati temperaturno programiranje i protok plina nosaca kako bi se postigli kromatogrami sli¢ni onima na

slikama od 3. do 6.

Sljededi su parametri ispitani i utvrdeni kao korisni:

Alifatski alkoholi

Program u peci

180 °C (8 min.) — 260 °C (pri 5 °C/min) = 260 °C (15 min.)

Temperatura injektora

280 °C

Temperatura detektora

290 °C

Linearna brzina plina nosaca

helij (od 20 do 30 cmy/s); vodik (od 30 do 50 cm/s)

Omjer razdvajanja

0Od 1:50 do 1:100

Injektirana koli¢ina

0d 0,5 do 1 pl TMSE otopine

Steroli i triterpenski dialkoholi

Program u peci

260 t 5 °C izotermalno

Temperatura injektora

280-300 °C

Temperatura detektora

280-300 °C

Linearna brzina plina nosaca

helij (od 20 do 30 cmy/s); vodik (od 30 do 50 cm/s)

Omjer razdvajanja

0Od 1:50 do 1:100

Injektirana koli¢ina

0d 0,5 do 1 pl TMSE otopine

Prethodno navedeni uvjeti mogu se modificirati u skladu sa svojstvima kolone i svojstvima plinskog kromatografa
ne bi li se dobili kromatogrami koji udovoljavaju sljede¢im zahtjevima:

— retencijsko vrijeme alkohola C26 iznosi 18 + 5 minuta,

— pik alkohola C22 iznosi 80 * 20 % vrijednosti pune skale za maslinovo ulje, odnosno 40 * 20 % vrijednosti
pune skale za ulje komine maslina,

— retencijsko vrijeme pika f-sitosterola trebalo bi iznositi 20 + 5 minuta,
— pik kampesterola trebao bi iznositi: za maslinovo ulje (prosje¢ni udio 3 %) 20 £ 5 % vrijednosti pune skale,

— svi prisutni steroli moraju biti odijeljeni. Osim odjeljivanja, pikovi takoder moraju biti u potpunosti
razdvojeni, odnosno trag pika mora se vratiti na baznu liniju prije no $to krene stvarati novi pik. Medutim,
nepotpuno razdvajanje tolerira se u slucaju da se pik pri RRT 1,02 (sitostanol) moZze kvantificirati upotrebom
okomice.

Analiticki postupak

S pomo¢u mikrostrcaljke volumena 10 pl (tocka 3.4.) unijeti 1 pl heksana, usisati 0,5 pl zraka te zatim izmedu
0,5 i 1 pl otopine uzorka. Pritom podignuti klip mikrostrcaljke da bi se igla ispraznila. Igla se uvodi kroz
membranu injektora; nakon jedne do dvije sekunde otopina se brzo injektira, a nakon priblizno pet sekundi igla
se polako izvla¢i. MoZe se upotrijebiti i automatski injektor.

BiljeZenje treba provoditi sve dok se TMSE odgovarajucih prisutnih alkoholnih spojeva u potpunosti ne eluira.
Bazna linija mora i dalje ispunjavati zahtjeve odgovarajucih uvjeta rada (tocka 6.2.1. ili 6.2.2.).
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6.4  Identificiranje pikova
Identificirati pojedina¢ne pikove na temelju retencijskog vremena i usporedivanjem s mjeSavinom alifatskih i triter-
penskih alkohola ili sterola i triterpenskih dialkohola TMSE, analiziranom u istim uvjetima. Kromatogram frakcije
alifatskih i triterpenskih alkohola prikazan je na slici 3., a odgovarajuéi kromatogrami za sterole i triterpenske
dialkohole na slici 2.
Alifatski alkoholi eluiraju se sljede¢im redoslijedom: C20-ol (L.S.), C22-ol, C23-ol, C24-ol, C25-0l, C26-0l, C27-0l
i C28-ol.
Steroli i triterpenski dialkoholi eluiraju se sljede¢im redoslijedom: kolesterol, brasikasterol, ergosterol, 24-metilen
kolesterol, kampesterol, kampestanol, stigmasterol, A7-kampesterol, A5,23-stigmastadienol, klerosterol, f-
sistosterol, sitostanol, A5-avenasterol, A5,24-stigmastadienol, A7-stigmasterol, A7-avenasterol, eritrodiol i uvaol.
6.5  Kvantitativna ocjena
Povrsine pikova 1-eikosanola i alifatskih alkohola C22, C24, C26, C28 izracunavaju se s pomocu sustava za
prikupljanje podataka. Koeficijent odziva za 1-eikosanol trebao bi biti jednak 1.
Povrsine pikova a-kolestanola i sterola i triterpenskih dialkohola izraunavaju se s pomocu racunalnog sustava.
Pikove bilo kojega od spojeva koji nisu ukljuéeni medu one navedene u tablici 1. (ergosterol se ne smije
izracunavati) ne treba uzimati u obzir. Koeficijent odziva za a-kolestanol treba biti jednak 1.
Izracunati koncentraciju svakog pojedinacnog alkoholnog spoja u mg/kg masnog materijala kako slijedi:
A, xm
Alkoholni spoj x = =—— x 1 000
mEpOj X =
pri cemu je:
A, = povrsina pika alkoholnog spoja x, u izratunima racunalnog sustava.
A, = povrsina pika 1-eikosanola/a-kolestanola, u izracunima racunalnog sustava.
m, = masa dodanog 1-eikosanola/a-kolestanola, u miligramima.
m = masa uzorka upotrijebljenog za odredivanje, u gramima.
7. IZRAZAVAN]E REZULTATA

Koncentracije pojedina¢nih alifatskih i triterpenskih alkohola iskazuju se kao mg/kg masnog materijala, a njihov
zbroj kao ,ukupni sadrzaj alifatskih alkohola’. Ukupni je sadrzaj zbroj C22, C24, C26 i C28.

Sastav svakog pojedinacnog alkoholnog spoja trebao bi se iskazivati do jednog decimalnog mjesta.
Ukupna koncentracija trebala bi se iskazivati bez jjednog decimalnog mjesta.

Izracunati postotak svakog pojedinacnog sterola iz omjera povriine relevantnog pika prema ukupnoj povrini
pikova za sterole:

Sterol x = As x 100
A

pri cemu je:
A, = povrsina pika za sterol x.
XA = ukupna povrsina pikova za sterole.

B-sitosterol: A5,23-stigmastadienol + klerosterol + P-sitosterol + sitostanol + A5-avenasterol + A5,24-stigmasta-
dienol.
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IzraCunavanje postotka eritrodiola i uvaola:

L Ag + A
Eritrodiol + Uvaol = —2——""x 100
LA
pri cemu je:
= povrsi itrodi izraCuni ¢ va.
A, ovrsina eritrodiola u izraunima ra¢unalnog sustava
Ay, = povrsina uvaola u izra¢unima ra¢unalnog sustava.
3. = ukupna povrsina sterola + eritrodiola + uvaola u izra¢unima racunalnog sustava.

Osim izra¢una relativnog postotka pojedina¢nih sterola i triterpenskih dialkohola te ukupne koncentracije sterola,
potrebno je izra¢unati koncentraciju eritrodiola i uvaola te njihov zbroj, u mg/kg masnog materijala, na sljedeci
nacin:

AEr X Mg

Eritrodiol = x 1000
S
Ay, X m
Uvaol = =*=—x 1000
S
pri cemu je:
A, = povrsina pika eritrodiola u izracunima racunalnog sustava.
Ay, = povrsina uvaola u izra¢unima ra¢unalnog sustava.
A, = povrsina pika a-kolestanola; u izra¢unima racunalnog sustava.
m, = masa dodanog a-kolestanola, u miligramima.
m = masa uzorka upotrijebljenog za odredivanje, u gramima.
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Slika 1. - TLC neosapunjive frakcije ulja komine maslina dvaput eluirane heksanom: dietil eter (65:35), razvijen s
pomocu SO4H2 (50 %) i zagrijan. Vrpce koje treba sastrugati su one unutar pravokutnika, pod brojem 1 su vrpce
alifatskih alkohola, a pod brojem 2 one sterola i triterpenskih dialkohola.

Tablica I. - Relativna retencijska vremena za sterole

Relativno retencijsko vrijeme
Pik Identifikacijska oznaka
SE 54 kolona SE 52 kolona

1. Kolesterol A-5-kolesten-3£3-ol 0,67 0,63
2. Kolestanol 5a-kolestan-3£-ol 0,68 0,64
3. Brasikasterol [245]-24-methil-A-5,22-kolestadien-3f3-ol 0,73 0,71

* Ergosterol [24S]-24-methil-A-5,7,22 kolestatrien- 0,78 0,76

3-ol

4. 24-metilen-kolesterol 24-metilen-A-5,24-kolestadien-3£3-01 0,82 0,80.
5. Kampesterol (24R)-24-metil-A-5-kolesten-3£-ol 0,83 0,81
6. Kampestanol (24R)-24-metil-kolestan-38-ol 0,85 0,82
7. Stigma-sterol (24S5)-24-etil-A-5,22-kolestadien-3-ol 0,88 0,87
8. A-7-kampesterol (24R)-24-metil-A-7-kolesten-3£-ol 0,93 0,92
9. A-5,23-stigmastadienol | (24R,S)-24-etil-A-5,23-kolestadien-38-ol 0,95 0,95
10. Klerosterol (248)-24-etil-A-5,2 5-kolestadien-3£-ol 0,96 0,96
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Relativno retencijsko vrijeme

Pik Identifikacijska oznaka
SE 54 kolona SE 52 kolona

11. R-sitosterol (24R)-24-etil-A-5-kolesten-35-ol 1,00 1,00
12. Sitostanol 24-etil-kolestan-3£3-ol 1,02 1,02
13. A-5-avenasterol (247Z)-24-etiliden-A-kolesten-38-ol 1,03 1,03
14. A-5,24-stigmastadienol | (24R,S)-24-etil-A-5,24-kolestadien-31-ol 1,08 1,08
15. A-7-stigmastenol (24R,S)-24-etil-A-7-kolesten-38-ol 1,12 1,12
16. A-7-avenasterol (24Z)-24-etiliden-A-7-kolesten-3£-o0l 1,16 1,16
17. Eritrodiol 5a-olean-12-en-3,28-diol 1,41 1,41
18. Uvaol A12-ursen-3,28-diol 1,52 1,52
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Slika 2. - GC-FID kromatografski profil sterola i triterpenskih dialkohola u rafiniranom maslinovu ulju. (1) Kolesterol,
(2) a-kolestanol (LS.), (3) 24-metilenkolesterol, (4) kampesterol, (5) kampestanol, (6) stigmasterol, (7) A5,23-stigmasta-
dienol, (8) klerosterol, (9) p-sitosterol, (10) sitostanol, (11) A5-avenasterol, (12) A5,24-stigmastadienol, (13) A7-
stigmastenol, (14) A7-avenasterol, (15) eritrodiol, (16) uvaol.
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Slika 3. - GC-FID kromatografski profil sterola i triterpenskih dialkohola u maslinovu ulju lampante. (1) Kolesterol, (2)
a-kolestanol, (3) brasikasterol, (4) 24-metilenkolesterol, (5) kampesterol, (6) kampestanol, (7) stigmasterol, (8) A7-
kampesterol, (9) A5,23-stigmastadienol, (10) klerosterol, (11) f-sitosterol, (12) sitostanol, (13) A5-avenasterol, (14)
A5,24-stigmastadienol, (15) A7-stigmastenol, (16) A7-avenasterol, (17) eritrodiol, (18) uvaol.
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Slika 4. - GC-FID kromatografski profil alifatskih alkohola i triterpenskih dialkohola u maslinovu ulju. (L.S.) C20-o0l, (1)
C22-0l, (2) C24-0l, (3) C26-0l, (4) C28-0l, (5) triterpenski alkoholi.
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Slika 5. — GC-FID kromatografski profil alifatskih alkohola i triterpenskih dialkohola u rafiniranom maslinovu ulju
i maslinovu ulju koje je podvrgnuto dvostrukom centrifugiranju. (L.S.) C20-ol, (1) C22-ol, (2) C24-0l, (3) C26-0l, (4)
C28-0l, (5) triterpenski alkoholi.
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Slika 6. — HPLC kromatogram neosapunjivog maslinova ulja odvojenog HPLC metodom uz upotrebu UV detektora. (1)
Alifatski i triterpenski alkoholi; (2) Steroli i triterpenski dialkoholi”
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