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ROZPORZADZENIE WYKONAWCZE KOMISJI (UE) 2019/1604
z dnia 27 wrzeé$nia 2019 r.

zmieniajgce rozporzadzenie (EWG) nr 2568/91 w sprawie wlasciwos$ci oliwy z oliwek i oliwy
z wytloczyn oliwek oraz w sprawie odpowiednich metod analizy

KOMISJA EUROPEJSKA,
uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgledniajac rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr 1308/2013 z dnia 17 grudnia 2013 r. ustana-
wiajace wspdlng organizacje rynkéw produktow rolnych oraz uchylajace rozporzadzenia Rady (EWG) nr 922/72, (EWG)
nr 234/79, (WE) nr 1037/2001 i (WE) nr 12342007 (), w szczegdlnosci jego art. 91 akapit pierwszy lit. d),

a takze majac na uwadze, co nastgpuje:

(1) W rozporzadzeniu Komisji (EWG) nr 2568/91 (%) okreslono fizykochemiczne i organoleptyczne wiasciwosci
oliwy z oliwek i oliwy z wytloczyn z oliwek oraz ustalono metody oceny tych wilasciwosci.

(2)  Metody i wartosci dopuszczalne stosowane w odniesieniu do wlasciwosci olejow sa regularnie aktualizowane na
podstawie opinii ekspertéw w dziedzinie chemii oraz zgodnie z wynikami prac prowadzonych w ramach Migdzy-
narodowej Rady ds. Oliwy z Oliwek (I0C).

(3)  Aby zapewni¢ wdroZenie na poziomie Unii najnowszych norm miedzynarodowych okreslonych przez 10C,
nalezy zaktualizowa¢ niektére metody analizy okreslone w rozporzadzeniu (EWG) nr 2568/91.

(4)  Norma handlowa IOC zostala zmieniona w zakresie wyrazania limitu wolnej kwasowosci, liczby nadtlenkowej,
oceny organoleptycznej (mediany wad i mediany aromatu owocdéw) oraz réznicy miedzy ECN42 (HPLC)
a teoretycznym ECN42 w celu zachowania zgodnosci z wartosciami precyzji metody analitycznej.

(5)  Zgodnie z art. 2a ust. 5 rozporzadzenia (EWG) nr 2568/91 panistwa czlonkowskie sprawdzaja, czy probka oliwy
z oliwek jest zgodna ze zgloszong kategoria, kontrolujac wlasciwosci okreslone w zalaczniku I do tego rozporza-
dzenia w dowolnej kolejnosci albo w kolejnosci okreSlonej w schemacie podejmowania decyzji zawartym
w zalaczniku Ib do tego rozporzadzenia.

(6) W zwigzku z ostatnimi zmianami w stosownych przypadkach nalezy zaktualizowaé tabele zamieszczone
w zalaczniku Ib do rozporzadzenia (EWG) nr 2568/91 oraz dodatek do tego zalacznika. Wydaje si¢ réwniez, Ze
w kontekscie tresci zalgcznika Ib termin ,schemat” jest odpowiedniejszy niz termin ,schemat podejmowania
decyzji”.

(7) W pkt 9.4 zalgcznika XII do rozporzadzenia (EWG) nr 2568/91 mediang wad okresla si¢ jako mediane wady
odebranej z najwigksza intensywnoscig. W kontekscie ocen poréwnawczych oraz biorac pod uwage, ze rdzne
zespoly muszg przeprowadzi¢ oceng zgodnosci oliwy, nalezy wyjasni¢, iz decyzja w sprawie zgodnosci
wla$ciwosci oliwy ze zgloszong kategorig dotyczy wylacznie warto$ci mediany gtéwnej wady, niezaleznie od jej
charakteru.

(8)  Nalezy zatem odpowiednio zmieni¢ rozporzadzenie (EWG) nr 2568/91.

(9)  Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sa zgodne z opinig Komitetu ds. Wspélnej Organizadji
Rynkéw Rolnych,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

W rozporzadzeniu (EWG) nr 2568/91 wprowadza si¢ nastepujace zmiany:
1) w art. 2 wprowadza si¢ nastgpujgce zmiany:
a) ust. 1 lit. ]) otrzymuje brzmienie:

,) metoda oznaczania skladu i zawartosci steroli oraz zwiazkéw alkoholi metodg chromatografii gazowej na
kolumnach kapilarnych, przedstawiona w zalaczniku XIX;”

(') Dz.U.L347220.12.2013,s.671.
(%) Rozporzadzenie Komisji (EWG) nr 2568/91 z dnia 11 lipca 1991 r. w sprawie wlasciwosci oliwy z oliwek i oliwy z wytloczyn oliwek
oraz w sprawie odpowiednich metod analizy (Dz.U.L 248 z 5.9.1991,s. 1).
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b) ust. 2 akapit trzeci otrzymuje brzmienie:

W przypadku gdy zespét nie potwierdzi kategorii zgtoszonej w odniesieniu do wlasciwosci organoleptycznych,
na wniosek zainteresowanej strony organy krajowe lub ich przedstawiciele zapewniaja niezwloczne przeprowa-
dzenie przez inne zatwierdzone zespoly dwoch ocen poréwnawczych. Co najmniej jeden z zespoléw to zespot
zatwierdzony przez zainteresowane panstwo czlonkowskie bedace producentem. Przedmiotowe wlasciwosci
okresla si¢ jako zgodne ze zgloszonymi wilasciwosciami, jezeli obydwie oceny poréwnawcze potwierdzg
zgloszong klasyfikacje. Jezeli tak si¢ nie stanie, niezaleznie od rodzaju wad stwierdzonych w trakcie przeprowa-
dzania ocen poréwnawczych, klasyfikacje zglasza si¢ jako niezgodng z wlasciwosciami, a zainteresowana strona
ponosi koszty ocen poréwnawczych.”;

2) art. 2a ust. 5 lit. b) otrzymuje brzmienie:

,b) przez przeprowadzenie analiz w kolejnosci okreslonej w zalaczniku Ib w sprawie schematu az do osiagnigcia
jednej z decyzji wymienionych w tym schemacie.”;

3) tabele ,ZALACZNIKI Streszczenie” zastgpuje si¢ tabelg zawartg w zalaczniku I do niniejszego rozporzadzenia;
4) zalacznik I zastepuje si¢ tekstem znajdujacym si¢ w zalaczniku II do niniejszego rozporzadzenia;
5) pkt 2.1 zalgcznika la otrzymuje brzmienie:

,2.1. Kazdg probke pierwotng nalezy podzieli¢ na prébki laboratoryjne, zgodnie z pkt 2.5 normy EN ISO 5555,
i analizowa¢ w kolejnosci przedstawionej na schemacie opisanym w zalaczniku Ib lub w innej dowolnej
kolejnosci.”;

6) zalgcznik Ib zastepuje si¢ tekstem znajdujacym si¢ w zalgczniku IIl do niniejszego rozporzadzenia;
7) uchyla si¢ zalacznik V;
8) pkt 4.2 zalacznika VII otrzymuje brzmienie:

,4.2. n-heksan (o klasie czystosci do chromatografii). Heksan mozna zastapi¢ izooktanem (2,2,4-trimetylopentanem
o klasie czystosci do chromatografii), o ile osiagnieto poréwnywalne wartosci precyzji.”;

9) w zalaczniku XII wprowadza si¢ zmiany zgodnie z zalacznikiem IV do niniejszego rozporzadzenia;
10) w zalgczniku XVII wprowadza si¢ zmiany zgodnie z zalgcznikiem V do niniejszego rozporzadzenia;
11) w zalgczniku XVIII wprowadza si¢ zmiany zgodnie z zalgcznikiem VI do niniejszego rozporzadzenia;
12) zalacznik XIX zastgpuje si¢ tekstem znajdujacym si¢ w zatgczniku VII do niniejszego rozporzadzenia;
13) pkt 4.2 zalgcznika XX otrzymuje brzmienie:

»4.2. n-heksan o klasie czystosci do chromatografii lub do wykrywania pozostaloSci. Heksan mozna zastapié
izooktanem (2,2,4-trimetylopentanem o klasie czystoici do chromatografii), o ile osiggnigto poréwnywalne
warto$ci precyzji. Rozpuszczalniki o temperaturze wrzenia wyzszej niz n-heksan odparowuja dluzej. S
jednak preferowane ze wzgledu na toksyczno$¢ heksanu. Nalezy sprawdzi¢ czysto$¢; na przyklad mozna
kontrolowa¢ pozostatosci po odparowaniu 100 ml rozpuszczalnika.

UWAGA - Opary moga ulec samozaplonowi. Nalezy trzymac z daleka od Zrédet ciepta, iskier lub nieosto-
nictego plomienia. Nalezy upewni¢ si¢ zawsze, ze pojemniki sg zawsze dobrze zamkniete. Nalezy zapewnié
odpowiedniag wentylacje podczas uzytkowania. Nalezy unikal¢ nagromadzenia oparéw i usunal wszelkie
mozliwe Zrédla zagrozenia pozarowego takie jak grzejniki czy aparatura elektryczna wyprodukowana
z materialéw innych niz materialy niepalne. Wdychanie oparéw moze mie¢ szkodliwe skutki, poniewaz moze
prowadzi¢ do uszkodzenia komoérek nerwowych. Nie nalezy wdychaé oparéw. Nalezy w razie potrzeby
zastosowal odpowiednie urzadzenia umozliwiajace oddychanie. Chroni¢ oczy i skére przed kontaktem.

Izooktan jest substancjg ciekla fatwopalng stanowigcg zagrozenie pozarowe. Granice palno$ci w powietrzu
wynosza 1,1-6,0 % (ulamek objetoSciowy). Jest on toksyczny w przypadku jego spozywania i wdychania.
Pracujgc z tym rozpuszczalnikiem, nalezy korzystaé z wentylowanego dygestorium w dobrym stanie
technicznym.”.
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Artykut 2

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie dwudziestego dnia po jego opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Unii
Europejskiej.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w calodci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich
panstwach cztonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 27 wrze$nia 2019 r.

W imieniu Komisji
Jean-Claude JUNCKER

Przewodniczgcy
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ZALACZNIK I
wZALACZNIKI
STRESZCZENIE
Zakacznik 1 Wlasciwosci oliwy z oliwek
Zalacznik Ia Pobieranie prébek oliwy z oliwek lub oliwy z wytloczyn z oliwek dostarczonych w opakowa-
niu bezposrednim
Zalacznik Ib Schemat weryfikacji, czy prébka oliwy z oliwek jest zgodna ze zgloszong kategorig
Zalacznik 11 Oznaczanie wolnych kwaséw tluszczowych, metoda na zimno
Zatgcznik III Oznaczanie liczby nadtlenkowej
Zalacznik IV Oznaczanie zawarto$ci woskow metodg chromatografii gazowej z uzyciem kolumny kapilar-
nej
Zalacznik VII Oznaczanie zawarto$ci procentowej 2-monopalmitynianu glicerolu
Zalacznik IX Badanie spektrofotometryczne w ultrafiolecie
Zalacznik X Oznaczanie estréw metylowych kwaséw thuszczowych metodg chromatografii gazowej
Zalacznik XI Oznaczanie lotnych fluorowcowanych rozpuszczalnikéw oliwy z oliwek
Zalacznik XII Metoda migdzynarodowej rady ds. oliwy stuzaca do organoleptycznej oceny oliwy z oliwek
z pierwszego tloczenia
Zalacznik XV Zawarto$¢ oleju w pozostalosci z oliwek
Zalgcznik XVI Oznaczenie liczby jodowej
Zalacznik XVII Metoda oznaczania stigmastadiendéw w olejach roélinnych
Zalacznik XVIII Oznaczenie réznicy miedzy rzeczywista a teoretyczng zawartoscig triglicerydéw z ECN 42
Zalgcznik XIX Oznaczanie skfadu i zawartosci steroli oraz zwigzkéw alkoholowych metoda chromatografii

gazowej na kolumnach kapilarnych

Zalacznik XX Metoda oznaczania zawarto$ci woskéw, estréw metylowych kwaséw tluszczowych i estrow
etylowych kwaséw tluszczowych metoda chromatografii gazowej na kolumnach kapilarnych

Zalacznik XXI Wiyniki kontroli zgodnosci przeprowadzonych w odniesieniu do oliwy z oliwek, o ktorych
mowa w art. 8 ust. 2”



ZALACZNIK I

JZALACZNIK I

WEASCIWOSCI OLIWY Z OLIWEK

Cechy jako$ciowe
Ocena organoleptyczna
Liczba nadtlen- Estry etylowe
. Kwasowo$¢ iczba nadtien kwasu ttuszczo-
Kategoria %) (9 kowa Ky K, lub K Delta-K Mediana wad Mediana aro- Wego
(mEq O,/kg) Md) (%) matu owocow (mg/gkg)
(Mf)
. Oliwa z oliwek najwyzszej jakosci < 0,80 < 20,0 < 2,50 <0,22 < 0,01 Md = 0,0 Mf > 0,0 <35
z pierwszego tloczenia
. Oliwa z oliwek z pierwszego tloczenia <20 < 20,0 < 2,60 < 0,25 < 0,01 Md < 3,5 Mf > 0,0 —
. Oliwa lampante >2,0 — — — — Md > 3,5 (1) — —
. Rafinowana oliwa z oliwek < 0,30 <50 — < 1,25 <0,16 — —
. Oliwa z oliwek zlozona z rafinowanej < 1,00 < 15,0 — <1,15 < 0,15 — —
oliwy z oliwek i oliwy z oliwek z pierw-
szego tloczenia
. Surowa oliwa z wytloczyn z oliwek — — — — — — —
. Rafinowana oliwa z wytloczyn z oliwek < 0,30 <50 — < 2,00 < 0,20 — —
. Oliwa z wytloczyn z oliwek < 1,00 < 15,0 — < 1,70 <0,18 — —

(") Mediana wad moze by¢ mniejsza lub réwna 3,5, kiedy mediana aromatu owocowego wynosi 0,0.
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Charakterystyka czystosci

Sklad kwaséw tluszczowych (?) Izomery o
- - - - translino- qumca
Mirysty- Linole- Arachi- Eikoze- | Behenowy owy [zomery lowe + ) migdzy
Kategori nowy nowy d%wy nowy (%) (%) transolei- izomery St1§masta— l(:‘I_CHI,\ILZEZ) 2-monopalmitynian glicerolu
stegoria o | e | ow | e e | sanlna- | Sy ]
og((())/jzm lenowe mgJKs té;c;g;;
? ogbtem
%) ECN42
1. Oliwa z oliwek najwyzszej | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 <0,05 | £10,20| | 0,9, jesli % zawarto$¢ kwasu pal-
JWYZSZC) J p
jakosci z pierwszego tlocze- mitynowego ogélem < 14,00 %
nia
< 1,0, jesli % zawartos$¢ kwasu pal-
mitynowego ogélem > 14,00 %
2. Oliwa z oliwek z pierw-| <0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,05 < 0,05 <0,05 | 10,20 | < 0,9, jesli % zawarto$¢ kwasu pal-
p J p
szego tloczenia mitynowego ogélem < 14,00 %
< 1,0, jesli % zawarto$¢ kwasu pal-
mitynowego ogétem > 14,00 %
3. Oliwa lampante < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,10 < 0,10 < 0,50 <10,30] | = 0,9, jesli % zawarto$¢ kwasu pal-
mitynowego ogdtem < 14,00 %
< 1,1, jesli % zawartos$¢ kwasu pal-
mitynowego ogélem > 14,00 %
4. Rafinowana oliwa z oliwek <0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30] | < 0,9, jesli % zawarto$¢ kwasu pal-
J p
mitynowego ogélem < 14,00 %
< 1,1, jesli % zawarto$¢ kwasu pal-
mitynowego ogétem > 14,00 %
5. Oliwa z oliwek zlozona | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,20 < 0,20 < 0,20 < 0,30 — <10,30] | £0,9, jesli % zawarto$¢ kwasu pal-
z rafinowanej oliwy z oli- mitynowego ogdtem < 14,00 %
wek i oliwy z oliwek — —
z pierwszego tloczenia < 1,0, jesli % zawarto$¢ kwasu pal-
mitynowego ogétem > 14,00 %
6. Surowa oliwa z wytloczyn | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,20 < 0,10 — <10,60| <14
z oliwek
7. Rafinowana oliwa z wytlo- | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <14
czyn z oliwek
8. Oliwa z wytloczyn z oliwek | < 0,03 < 1,00 < 0,60 < 0,50 < 0,30 < 0,20 < 0,40 < 0,35 — <10,50] <1,2

Zawarto$¢ innych kwaséw tluszczowych (%): palmitynowy: 7,50-20,00; palmitolejowy: 0,30-3,50; heptadekanowy: < 0,40; heptadekenowy < 0,60; stearynowy: 0,50-5,00; olejowy: 55,00-83,00; linolowy:

2,50-21,00.

Suma izomerdéw, ktére moglyby (lub nie moglyby) by¢ oddzielone kolumna kapilarng.
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Sktad steroli

Sterole ogétem Erytrodiol Woski (mg/kg)
Kategoria Cholesterol Brassikasterol | Kampesterol (') | Stigmasterol | App L-sitoste- | Delta-7-stig- ( /E) i uwaol ) 8Ik8
(%) (%) (%) (%) rol () mastenol () e () (%)
(%) (%)
. Oliwa z oliwek najwyzszej <05 <01 < 4,0 < Kamp. = 93,0 <0,5 =1 000 <45 C,, +C,, +Cyy =150
jakosci z pierwszego tlocze-
nia
. Oliwa z oliwek z pierw- <0,5 <0,1 < 4,0 < Kamp. > 93,0 <0,5 >1 000 <45 C,+C,+C,=<150
szego tloczenia
. Oliwa lampante <05 <0,1 < 4,0 - > 93,0 <05 > 1000 <450) | Cu+ChHtCLtC,s
300 (%)
. Rafinowana oliwa z oliwek <0,5 <0,1 <40 < Kamp. > 93,0 <0,5 >1 000 4,5 CptC,+C+Chz
350
. Oliwa z oliwek zlozona <0,5 <01 < 4,0 < Kamp. > 93,0 <0,5 =1 000 <45 CptCp+C+Cys
z rafinowanej oliwy z oli- 350
wek i oliwy z oliwek
z pierwszego tloczenia
. Surowa oliwa z wytloczyn <05 <0,2 < 4,0 - > 93,0 <05 =2 500 > 4,5 (% CptCpu+C+Cy>
z oliwek 350 (%
. Rafinowana oliwa z wytlo- <0,5 <0,2 < 4,0 < Kamp. > 93,0 <0,5 > 1 800 4,5 CptC,+C,+Cy>
czyn z oliwek
. Oliwa z wytloczyn z oliwek <0,5 <02 <40 < Kamp. > 93,0 <0,5 >1 600 > 4,5 Cp+tC,+C,+Cyu>

350

—

—

—

Zob. dodatek do niniejszego zalgcznika.
App B-sitosterol: delta-5,23-stigmastadienol+klerosterol+beta-sitosterol+sitostanol +delta-5-awenasterol+delta- 5,24-stigmastadienol.
Oliwa z zawartoSciag woskéw wynoszaca 300-350 mg/kg uznawana jest za oliwg lampante, jezeli catkowita zawarto$¢ alkoholi alifatycznych jest mniejsza lub réwna 350 mg/kg lub jezeli zawarto$¢ erytro-
diolu i uwaolu jest mniejsza lub réwna 3,5 %.
Oliwa z zawarto$cig woskow wynoszaca 300-350 mg/kg uznawana jest za surowg oliwe z wytloczyn z oliwek, jezeli catkowita zawarto$¢ alkoholi alifatycznych jest wigksza niz 350 mg/kg oraz jezeli za-

warto$¢ erytrodiolu i uwaolu jest wigksza niz 3,5 %.
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Uwagi:

a) wyniki analiz muszg by¢ wyrazone z dokladnoscia do tej samej liczby miejsc po przecinku, jaka zastosowano
w odniesieniu do kazdej wlasciwosci. Ostatnia cyfra musi by¢ powigkszona o jeden, jezeli nastgpna cyfra jest wigksza
niz 4;

b) jezeli tylko jedna wlasciwo$¢ nie jest zgodna ze wskazanymi warto$ciami, kategoria oliwy moze zosta¢ zmieniona
lub zgloszona jako niezgodna do celéw niniejszego rozporzadzenia;

¢) w przypadku oliwy lampante obie cechy jakosci oznaczone gwiazdka (¥) moga jednocze$nie rézni¢ si¢ od wartosci
dopuszczalnych ustanowionych dla tej kategorii;

d) jezeli wlasciwo$¢ oznaczona jest dwiema gwiazdkami (**), oznacza to, ze w przypadku surowej oliwy z wytloczyn
z oliwek obie odpowiednie wartosci dopuszczalne mogg r6zni¢ si¢ jednocze$nie od podanych wartosci.
W przypadku oliwy z wytloczyn z oliwek i rafinowanej oliwy z wytloczyn z oliwek jedna z odpowiednich wartosci
dopuszczalnych moze rézni¢ si¢ od podanych wartosci.

Dodatek

Schemat podejmowania decyzji

Schemat podejmowania decyzji dotyczacych kampesterolu w przypadku oliwy z oliwek najwyzszej jakosci
z pierwszego tloczenia i oliwy z oliwek z pierwszego tloczenia:

[ 4.0 % < Kampesterol 4.5 % ]

1 1
[ Stigmasterol = 1.4 % ] [ £L-T-stigmastenol < 0.3 % ]

Pozostale parametry s3 zgodne z warto$ciami dopuszczalnymi okreslonymi w niniejszym rozporzadzeniu.
Schemat podejmowania decyzji dotyczacych delta-7-stigmastenolu w przypadku:

— Oliwa z oliwek najwyzszej jakosci z pierwszego tloczenia i oliwa z oliwek z pierwszego tloczenia

[Oj %% = A -T-stigmastenol = 0,8 %]

|
App. B-sitosterol / .
Kampesterol 3.3 % (kampest + /A Tstig) =25 Stigmasterol = 1.4 % L ECN42 10,11

Pozostale parametry sa zgodne z warto$ciami dopuszczalnymi okreSlonymi w niniejszym rozporzadzeniu.

— Oliwa z wytloczyn z oliwek (surowa i rafinowana)

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

Pozostate parametry
A\ BON42 < 10,40 Stigmasterol < 1,4% zgodne z wartodciami
) dopuszezalovmi

Pozostale parametry sa zgodne z warto$ciami dopuszczalnymi okreslonymi w niniejszym rozporzadzeniu.”
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SCHEMAT WERYFIKACJI, CZY PROBKA OLIWY Z OLIWEK JEST ZGODNA ZE ZGLOSZONA KATEGORIA

Tabela ogélna

ZALACZNIK 111

+ZALACZNIK Ib

Oliwa zgloszona jako:

Oliwa zgodna ze zgloszona
kategoria

2] 3]
g g
-t ol 8 | gnga B Ny -
ap U vy as == R ,,_'[: H - B == k’..»x
E."g 3% S '.:'.*8 %508 ﬂ-—g ::.-T-‘j’ o
B = £ 8 5 -
g.’izg £45 E o e oo CE 0D =i=)
R " B2 = By EHE G e B 85 g
sf g | siE E g8 § gl e
Pl =B = =k R = 8
SEE a5 E 4 sE G ag 8% £°
48, = 8 R B8 ECA = mE =}
[= I
¥ L L 4 v
Tabela 1 Tabela 2 Tabela 5 Tabela 6 Tabela & Tabela 10
Y vy
Kryteria Kryteria Tabela 4 Kryteria Kryteria Tabela 8 Kryteria Kryteria
jakosct jakosct jakosct jakosct jakosci jakosci
T T : T T :
| i : Kryteria i ' Kryteria : |
: 1| czystodel ; : czystodct : |
] 1 ] ] i 1
: ; . . L : Bl i :
: } i b : b L :
' i ] i i 1 i |
: Tabela 3 i : ' Tabela 7 i ! i | Tabelall E
] i ! 1 3 ! H i
| ? ' ' . ' ] - i
: Kryteria | ; : Kryteria : ! ' Kryteria |
i . & i i . & | 1 ' . =
! czystosct ' ) ! czystosct ' i ' CZystosct !
| ! ] | . | 1 | - !
: ! b P P Lo
| i A i | ' 1 P | |
| i i | | i ' i ' |
i P ' P | 1 ! 1 ! i
I ] ! . F ¥ | : L | L ¥ !
i 1 ' | | ! | i i
] | |
| SUNSE | S Y. | S \ SU A L A, SUNNSNN. S ¥
|
i
r h 4

Oliwa niezgodna ze zgloszong
kategoria




30.9.2019

Dziennik Urz¢dowy Unii Europejskiej

L 250/23

Tabela 1 - Oliwa z oliwek najwyzszej jakoSci z pierwszego tloczenia — Kryteria jakoSci

Zzlozzony rodza)
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Tabela 2 — Oliwa z oliwek z pierwszego tloczenia — Kryteria jakoSci
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Tabela 3 - Oliwa z oliwek najwyzszej jakosci z pierwszego tloczenia i oliwa z oliwek z pierwszego tloczenia —
Kryteria czysto$ci
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Tabela 4 — Oliwa lampante - Kryteria czystosci
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Tabela 5 - Rafinowana oliwa z oliwek — Kryteria jakosci
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Tabela 6 — Oliwa z oliwek (zlozona z rafinowanej oliwy z oliwek i oliwy z oliwek z pierwszego tloczenia) —
Kryteria jako$ci

1 Kwasowosc (%) =100 =100
L
Liczba nadtenkowa : -
- i -
o= (mEq U‘;‘_.“]ig:l' = 1;" W I:":':]
L A
Badanie
2 | spekirofotometryczne - -
3 w ultrafiolecie =L15 =113
(K 2707263)
v
Badanie
4 | spektrofotometryczne 015 —_—
- w ultrafiolecie =015 =015
(AK)
L A

Zgloszony rodzaj oliwy w odniesieniu do
krvteriow jakosci.
Zob. tabela 7 w odniesienim do kryterow
czystodel

zgloszona kategornia

Oliwa niezgodna ze




L 250/28

Dziennik Urz¢dowy Unii Europejskiej

30.9.2019

Tabela 7 — Rafinowana oliwa z oliwek oraz oliwa z oliwek zlozona z rafinowanej oliwy z oliwek i oliwy
z oliwek z pierwszego tloczenia - Kryteria czystosci
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Tabela 8 — Surowa oliwa z wyttoczyn z oliwek - Kryteria czystoSci
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Tabela 9 - Rafinowana oliwa z wytloczyn z oliwek — Kryteria jako$ci
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Tabela 11 — Rafinowana oliwa z wyttoczyn z oliwek i oliwa z wytloczyn z oliwek — Kryteria czystosci

Kryteria jakosci - I,
Ll ftabele910) T Mie
Izomery tC18:1 <040 #18:1=040 [ ____ >
2 trans kowasow oraz lub
thaszezowych | #/C18:2 +C18:3) =035 | «(C18:2 + C18:3) =035
k
3 Sklad kewasow Zzoday = Miezgodnyz [~ »
thiszezowych zalaczmliem [ zataczmliem [
4 g
X B
4 AECN4Z = | 0,50] =050 F---- +] ﬁl Wekzmmk obecnoscl
o obeych olejéw
4]
b
= | Skladicallowita Zzodny z Miezgodnez — f---- LR
£ zawartost steroli zalaczniliem [ zatacmukiem I rg
&
I §1“
a8
Erytrodiol + wwaol e g == e &
] %) =43 =473 Q
¥
Waoski (mg/kg)
- C40+-C42+C44+C46
= 350 =350 |f-—-- >
b 4 L 4
Wekamik cbecnosel
,, = 1.4 (w preypadin = 1,4 {(w preypadiu aliwy estryfilowans]
8 munug:.l*mitynian i F’OPD:' : F‘OPD:' . Y Il ol o lv.'}‘sohej
glicerolu (%) <12 (womypadm | > 1,2 (wprzypadio zawartodei kwam
OPO) OPQ) pelmutynowego

L 4

Oliva zeodna ze z=loszona kategoria




L 250/32 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej 30.9.2019

ZAEACZNIK IV

W zalgczniku XII wprowadza si¢ nastepujgce zmiany:

1) pkt 3.3 otrzymuje brzmienie:

,3.3. Nieobowigzkowa terminologia stosowana do celow etykietowania

Na zadanie kierownik zespolu degustatoréw moze potwierdzi¢, ze oceniane oliwy sa zgodne z definicjami
i przedzialami odpowiadajacymi wylacznie nastgpujacym okresleniom, w zaleznosci od stopnia intensywnosci
i percepcji cech oliwy.

Cechy pozytywne (owocowy, gorzki i ostry): w odniesieniu do intensywnosci percepcji:

— okreslenie mocny stosuje sig, jezeli mediana danej cechy jest wyzsza niz 6,0;

— okreslenie $redni stosuje si¢, jezeli mediana danej cechy jest wyzsza niz 3,0 oraz nie wyzsza niz 6,0;
— okreslenie lekki stosuje si¢, jezeli mediana danej cechy jest nie wyzsza niz 3,0.

Owocowy charakterystyczny dla oliwy ogét doznan wechowych, zaleznych od odmiany oliwek, wiasci-
wych dla oliwy z oliwek uzyskanej ze zdrowych i §wiezych oliwek, niezdominowanej zapa-
chem ani zielonych, ani dojrzalych oliwek. Doznania te odbierane s3 bezposrednio lub po-
przez jam¢ nosowo-gardtowa.

Owocowy niedojrzaty charakterystyczny dla oliwy og6t doznan wechowych przypominajacych zapach niedojrza-
tych owocéw, zaleznych od odmiany oliwek i wlasciwych dla oliwy z oliwek uzyskanej z zie-
lonych, zdrowych i $wiezych oliwek. Doznania te odbierane sg bezposrednio lub poprzez
jame nosowo-gardlows.

Owocowy dojrzaly charakterystyczny dla oliwy ogét doznat wechowych przypominajacych zapach dojrzalych
owocéw, zaleznych od odmiany oliwek, wiasciwych dla oliwy z oliwek uzyskanej ze zdro-
wych i $wiezych oliwek. Doznania te odbierane sa bezposrednio lub poprzez jame¢ nosowo-
gardlows.

Oliwa zréwnowazona oliwa, ktéra nie wykazuje braku réwnowagi, co oznacza wrazenie wechowo-smakowe i doty-
kowe, w ktérym mediana goryczy i mediana ostrego smaku s3 co najwyzej o dwa punkty
wyzsze od mediany owocowego smaku/zapachu.

Oliwa tagodna oliwa, w odniesieniu do ktérej mediana goryczy i ostrego smaku jest nizsza lub réwna 2,0.

Wykaz okreslenn w odniesieniu do intensywnosci percepcji:

O%(re‘élenia pod wargnkiem przedstawienia Mediana danej cechy
$wiadectwa badania organoleptycznego

Owocowy —

Owocowy dojrzaly —

Owocowy niedojrzaly —

Lekko owocowy <30

Srednio owocowy 3,0<Me<6,0
Mocno owocowy >6,0
Owocowy lekko dojrzaly <30
Owocowy $rednio dojrzaly 3,0<Me<6,0
Owocowy mocno dojrzaly > 6,0
Owocowy lekko niedojrzaty <30
Owocowy $rednio niedojrzaly 3,0 <Me < 6,0
Owocowy mocno niedojrzaly > 6,0
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Okreslenia pod warunkiem przedstawienia . .
P . Mediana danej cechy
$wiadectwa badania organoleptycznego
Lekko gorzki <30
Srednio gorzki 3,0 < Me < 6,0
Mocno gorzki >6,0
Lekko ostry <30
Srednio ostry 3,0 <Me < 6,0
Mocno ostry > 6,0
Oliwa zréwnowazona Mediana goryczy i mediana ostrego smaku sg co najwyzej o dwa punkty
wyzsze od mediany owocowego smaku/zapachu.
Oliwa fagodna Mediana goryczy i mediana ostrego smaku nie przekraczajg 2,0.”

>

pkt 9.4 otrzymuje brzmienie:
,9.4. Klasyfikacja oliwy

Oliwa klasyfikowana jest zgodnie z wymienionymi ponizej kategoriami, w zaleznosci od mediany wad i mediany
aromatu owocow. Mediang wad okresla si¢ jako mediang wady odebranej z najwigkszg intensywnoscig. Mediana wad
i mediana aromatu owocoéw przedstawiane sa z dokladnosciag do jednego miejsca po przecinku.

Klasyfikacji oliwy dokonuje si¢ poprzez poréwnanie wartosci mediany wad i mediany aromatu owocéw z przedsta-
wionymi ponizej przedzialami odniesienia. Poniewaz przy ustalaniu pozioméw przedzialéw uwzgledniono blad
metody, uznaje si¢, iZ poziomy te s3 ostateczne. Pakiety oprogramowania umozliwiaja przedstawienie klasyfikacji
w formie tabeli danych statystycznych lub w formie wykresu.

a) Oliwa z oliwek najwyzszej jakosci z pierwszego tloczenia: mediana wad jest réwna 0,0, a mediana aromatu
owocow jest wyzsza niz 0,0.

b) Oliwa z oliwek z pierwszego tloczenia: mediana wad jest wyzsza niz 0,0 ale nie przekracza 3,5, a mediana
aromatu owocow jest wyzsza niz 0,0.

¢) Oliwa z oliwek z pierwszego tloczenia typu lamparte: mediana wad jest wyzsza niz 3,5 lub mediana wad jest
nizsza lub réwna 3,5, a mediana aromatu owocow jest réwna 0,0.

Uwaga 1: Jezeli mediana cech dotyczacych goryczy lub ostrego smaku jest wyzsza niz 5,0, kierownik zespotu
zaznacza to na $wiadectwie badania oliwy z oliwek.

W przypadku analiz przeprowadzonych w ramach kontroli zgodnosci przeprowadza si¢ jeden test. W przypadku
sprzecznosci ocen nalezy zorganizowaé przeprowadzenie dwéch ocen w réznych sesjach. Wyniki ocen z obu sesji
musza by¢ statystycznie jednorodne (zob. pkt 9.5). Jesli tak nie jest, probke nalezy zbada¢ ponownie na dwdch
sesjach. Ostateczng warto$¢ mediany cech decydujacych o zaklasyfikowaniu oblicza sig, stosujac Srednig obu
median.”.
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ZALACZNIK V

W zalgczniku XVII wprowadza si¢ nastgpujace zmiany:
1) pkt 5.1 otrzymuje brzmienie:

,5.1. Heksan lub mieszanina alkanéw o przedziale temperatury wrzenia 65 do 70 °C, destylowana w kolumnie
rektyfikacyjnej. Heksan mozna zastapi¢ izooktanem (2,2,4-trimetylopentanem o klasie czystosci do chromato-
grafii), o ile osiagni¢to poréwnywalne wartosci precyzji, a pozostalosci po odparowaniu 100 ml rozpusz-
czalnika mozna kontrolowaé. Rozpuszczalniki o temperaturze wrzenia wyzszej niz n-heksan odparowujg
dluzej. Sg jednak preferowane ze wzgledu na toksyczno$¢ heksanu.”;

2) w pkt 6.3.3 dodaje si¢ tekst w brzmieniu:
,2Uwaga 10: W przypadku gdy stigmastadieny wystepuja w stezeniach wyzszych niz 4 mg/kg, jezeli wymagane jest

oznaczenie iloSciowe, nalezy zastosowal metode miedzynarodowej rady ds. oliwy dotyczaca oznaczania styrendw
w oliwie rafinowanej.”.
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ZALACZNIK VI

W zalgczniku XVIII wprowadza si¢ nastgpujace zmiany:

1) pkt 4.2.1 otrzymuje brzmienie:

,4.2.1. Eter naftowy 40-60 °C o klasie czystosci do chromatografii lub heksan. Heksan mozna zastapi¢ izooktanem
(2,2,4-trimetylopentanem o klasie czystoici do chromatografii), o ile osiagni¢to poréwnywalne wartosci

precyzji. Rozpuszczalniki o temperaturze wrzenia wyzszej niz n-heksan odparowuja dluzej. Sa jednak
preferowane ze wzgledu na toksyczno$é heksanu.”;

2) dodaje si¢ pkt 4.2.12 w brzmieniu:

,4.2.12. Heptan, jako§¢ chromatograficzna. Heptan mozna zastapi¢ izooktanem (2,2,4-trimetylopentanem o klasie
czystosci do chromatografii).”.
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ZALACZNIK VII
ZZALACZNIK XIX

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.

3.6.

3.7.
3.8.

4.1.

OZNACZANIE SKEADU 1 ZAWARTOSCI STEROLI ORAZ ZWIAZKOW ALKOHOLOWYCH METODA
CHROMATOGRAFI GAZOWE] NA KOLUMNACH KAPILARNYCH

ZAKRES

W ramach metody opisuje si¢ sposoby oznaczania zawartosci prostych i lacznych zwiazkéw alkoholowych
w oliwie z oliwek i oliwie z wytloczyn z oliwek, jak rowniez w mieszankach tych dwoch rodzajow oliwy.

Zwiazki alkoholowe w oliwie i oliwie z wytloczyn z oliwek obejmuja alkohole alifatyczne, sterole i dialkohole
triterpenowe.

ZASADA

Oliwa, do ktdrej dodano a-cholestanol i 1-eikozanol, pelnigca role wewnetrznego wzorca, jest zmydlana
roztworem wodorotlenku potasu w etanolu, a nastgpnie substancja niezmydlajaca si¢ jest ekstrahowana eterem
dietylowym.

Poszczegélne frakcje zwigzkéow alkoholowych sg oddzielane od substancji niezmydlajacej si¢ albo metoda
chromatografii cienkowarstwowej na podstawowej plytce z Zelu krzemionkowego (metoda referencyjna), albo
metodg HPLC z wykorzystaniem kolumny z zelem krzemionkowym. Frakcja uzyskana w wyniku oddzielenia zelu
krzemionkowego przeksztalcana jest w trimetylsilyletery i nastgpnie poddawana analizie metodg chromatografii
gazowej na kolumnach kapilarnych.
CZESC 1
PRZYGOTOWANIE SUBSTANCJI NIEZMYDLAJACE]J SIE

ZAKRES

W niniejszej czg$ci opisano proces przygotowania i ekstrakcji substancji niezmydlajacej sig. Czg$¢ ta obejmuje
proces przygotowania i ekstrakcji substancji niezmydlajacej si¢ z oliwy z oliwek i oliwy z wytloczyn z oliwek.

ZASADA

Porcja badana jest zmydlana poprzez gotowanie pod chlodnicg zwrotng wraz z roztworem wodorotlenku potasu
w etanolu. Substancja niezmydlajaca si¢ jest ekstrahowana eterem dietylowym.

APARATURA

Typowe wyposazenie laboratoryjne, a w szczeg6lnosci nastepujace urzadzenia:

Kolba okraglodenna o pojemnosci 250 ml wyposazona w chlodnice zwrotng ze szlifem szklanym.
Rozdzielacz o pojemnosci 500 ml.

Kolby o pojemnosci 250 ml.

Mikrostrzykawki o pojemnosci 100 i 500 pl.

Cylindryczny lejek do saczenia z porowatg przegrodg G3 (porowato$¢ 15-40 pm) o Srednicy okolo 2 cm
i glebokosci 5 cm, przystosowany do filtracji w prézni i ze szlifem szklanym zewnetrznym.

Kolba stozkowa o pojemnosci 50 ml ze szlifem szklanym wewnetrznym, ktéra mozna polaczy¢ z lejkiem do
sgczenia (3.5).

Probéwka o pojemnosci 10 ml z lejkowatym dnem i szczelnym korkiem szklanym.

Eksykator z chlorkiem wapnia.

ODCZYNNIKI

Minimalne miano roztworu wodorotlenku potasu 85 %.
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4.2.  Roztwor wodorotlenku potasu w etanolu, w przyblizeniu roztwér 2 M.

Rozpusci¢ 130 g wodorotlenku potasu (4.1), jednoczesnie schiadzajgc, w 200 ml wody destylowanej, nastepnie
uzupetni¢ etanolem do objetosci jednego litra (4.7). Roztwoér przechowywal w dobrze zakorkowanej butelce
z ciemnego szkla przez maksymalnie 2 dni.

4.3.  Eter dietylowy do analiz.

4.4.  Bezwodny siarczan sodu do analiz.
4.5.  Aceton do chromatografii.

4.6.  Eter dietylowy do chromatografii.
4.7.  Etanol do analiz.

4.8.  Octan etylu do analiz.

4.9. Wzorzec wewnetrzny, a-cholestanol o czystosci wigkszej niz 99 % (czystos¢ nalezy sprawdzaé metoda analizy
GO).

4.10. 0,2 % wewnetrzny roztwér wzorcowy (m/V) a-cholestanolu w octanie etylu (4.8).
4.11. Roztwor fenoloftaleiny, 10 g/l w etanolu (4.7).

4.12. 0,1 % (m[V) roztwér 1-eikozanolu w octanie etylu (wzorzec wewngtrzny).

5. PROCEDURA

Do kolby o pojemnosci 250 ml (pkt 3.1) wprowadzi¢ przy uzyciu mikrostrzykawki o pojemnosci 500 ul (pkt
3.4) pewng ilo$¢ wewnetrznego roztworu wzorcowego a-cholestanolu (pkt 4.10) i 1-eikozanolu (4.12)
zawierajaca ilo$¢ cholestanolu i eikozanolu odpowiadajacg w przyblizeniu 10 % zawartosci steroli i alkoholi
w probee. Na przyklad w przypadku prébki zawierajacej 5 g oliwy z oliwek dodaé 500 pl roztworu a-
cholestanolu (4.10) i 250 pL roztworu 1-eikozanolu (4.12). W przypadku oliwy z wytloczyn oliwek dodaé 1 500
pL zaréwno roztworu a-cholestanolu (4.10), jak i 1-eikozanolu (4.12). Odparowaé do wysuszenia pod stabym
strumieniem azotu w faZni wypelnionej ciepla woda. Nastepnie po schlodzeniu kolby odwazy¢ 5,00 + 0,01 g
suchej przefiltrowanej probki w tej samej kolbie.

Uwaga 1: w przypadku zwierzecych lub roslinnych olejéw i thuszczéw zawierajacych znaczne ilosci cholesterolu
moze wystapi¢ pik o czasie retencji identycznym z czasem retencji cholestanolu. W takich sytuacjach
nalezy dokona analizy frakgji steroli z dodaniem wewnetrznego wzorca i bez dodawania go.

Doda¢ 50 ml roztworu 2 M wodorotlenku potasu w etanolu (4.2) i niewielkg ilo§¢ kamienia pumeksowego,
uruchomié¢ chlodnice zwrotna i podgrza¢ do momentu lekkiego wrzenia, az nastapi zmydlenie (roztwor stanie si¢
przejrzysty). Kontynuowaé podgrzewanie przez dalsze 20 minut, nastepnie wprowadzi¢ 50 ml wody
destylowanej od strony wylotu chlodnicy, odlaczy¢ chlodnice i schlodzi¢ kolbe do temperatury okolo 30 °C.

Przenie$¢ zawarto$¢ kolby ilosciowo do rozdzielacza o pojemnosci 500 ml (3.2), uzywajac kilku porcji wody
destylowanej (50 ml). Doda¢ okoto 80 ml eteru dietylowego (4.6), miesza¢ energicznie przez okolo 60 sekund,
obnizajac okresowo ciSnienie przez przelaczenie rozdzielacza i otwarcie zaworu odcinajacego. Odstawié do
catkowitego rozdzielenia si¢ dwéch faz (uwaga 2). Nastepnie do drugiego rozdzielacza zebral jak najdokladniej
roztwér mydia. Przeprowadzi¢ jeszcze dwie ekstrakcje na fazie wodno-alkoholowej w ten sam sposéb przy
uzyciu 60-70 ml eteru dietylowego (4.6).

Uwaga 2: emulsje mozna wyeliminowa¢, dodajac niewielkie ilosci etanolu (4.7).

Polaczy¢ wszystkie trzy eterowe ekstrakty w jednym rozdzielaczu zawierajgcym 50 ml wody. Przemywad nadal
woda (50 ml), az woda przestanie barwic si¢ na ré6zowy kolor po dodaniu kropli roztworu fenoloftaleiny (4.11).
Po usunigciu wody poptucznej przefiltrowaé przez bezwodny siarczan sodu (4.4) do wczesniej zwazonej kolby
o pojemnosci 250 ml, ptuczgc rozdzielacz i filtr niewielkimi ilosciami eteru dietylowego (4.6).

Odparowaé rozpuszczalnik przez destylacje w wyparce obrotowej w temperaturze 30 °C w prézni. Dodaé 5 ml
acetonu (4.5) i usuna¢ catkowicie lotny rozpuszczalnik pod delikatnym strumieniem azotu. Suszy¢ pozostalo$é
w piecu w temperaturze 103 = 2 °C przez 15 minut. Schlodzi¢ w eksykatorze i zwazy¢ z dokladnoscig do
0,1 mg.
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CZESC 2
ODDZIELENIE FRAKCJI ZWIAZKOW ALKOHOLOWYCH

1. ZAKRES

Frakcje substancji niezmydlajacej si¢ przygotowanej w czeSci 1 sa oddzielane w poszczegdlnych zwigzkach
alkoholowych, alkoholach alifatycznych, sterolach i dialkoholach triterpenowych (erytrodiolu i uwaolu).

2. ZASADA

Substancja niezmydlajaca si¢ moze zosta¢ poddana frakcjonowaniu z wykorzystaniem podstawowej chromato-
grafii cienkowarstwowej (metoda referencyjna) oraz ujawniona, za$§ odpowiadajgce pasma mogg zostaé
zarysowane i wyekstrahowane. Alternatywna metodg oddzielenia jest metoda HPLC z wykorzystaniem kolumny
z zelem krzemionkowym i detektora UV oraz poszczegdlnych zebranych frakcji. Alkohole alifatyczne
i triterpenowe, a takze sterole i dialkohole triterpenowe s3 wyodrebniane wspdlnie.

3. APARATURA

Typowe wyposazenie laboratoryjne, a w szczeg6lnosci nastepujace urzadzenia:

3.1. Kompletny zestaw aparatury do analizy metoda chromatografii cienkowarstwowej lacznie z plytkami szklanymi
20 x 20.

3.2, Zrédbo $wiatha ultrafioletowego o dhugosci fal 366 lub 254 nm.
3.3.  Mikrostrzykawki o pojemnosci 100 i 500 pl.

3.4. Cylindryczny lejek do saczenia z porowatg przegroda G3 (porowato$¢ 15-40 pm) o Srednicy okolo 2 cm
i glebokosci 5 cm, przystosowany do filtracji w prozni i ze szlifem szklanym zewnegtrznym.

3.5. Kolba stozkowa o pojemnosci 50 ml ze szlifem szklanym wewnetrznym, ktéra mozna polaczy¢ z lejkiem do
sgczenia (3.4).

3.6. Probowka o pojemnosci 10 ml z lejkowatym dnem i szczelnym korkiem szklanym.

3.7.  Eksykator z chlorkiem wapnia.

3.8.  System HPLC skladajacy sie z:

3.8.1. podwdjnej pompy;

3.8.2. recznego lub automatycznego dozownika wyposazonego w petle dozujaca o pojemnosci 200 pL;
3.8.3. wbudowanego degazera;

3.8.4. detektora UV-VIS lub podczerwieni.

3.9. Kolumna HPLC (25 cm x 4 mm $rednicy wewnetrznej) wypelniona zelem krzemionkowym 60 (o uziarnieniu 5
pm).

3.10. Filtr strzykawkowy o rozmiarze 0,45 pm.

3.11. Kolba stozkowa o pojemnosci 25 ml.

4. ODCZYNNIKI

4.1.  Minimalne miano roztworu wodorotlenku potasu 85 %.
4.2, Roztwér wodorotlenku potasu w etanolu, w przyblizeniu roztwér 2 M.

Rozpusci¢ 130 g wodorotlenku potasu (4.1), jednoczesnie schiadzajac, w 200 ml wody destylowanej, nastepnie
uzupelni¢ etanolem do objetosci jednego litra (4.9). Roztwér przechowywaé w dobrze zakorkowanej butelce
z ciemnego szkla przez maksymalnie 2 dni.

4.3.  Eter dietylowy do analiz.
4.4.  Roztwor wodorotlenku potasu w etanolu, w przyblizeniu roztwér 0,2 M.

Rozpusci¢ 13 g wodorotlenku potasu (4.1) w 20 ml wody destylowanej, nastepnie uzupehi¢ etanolem do
objetosci jednego litra (4.9).

4.5. Plytki szklane o wymiarach 20x20 pokryte zelem krzemionkowym, niezawierajgcym wskaznika fluorescen-
cyjnego, o grubosci 0,25 mm (dostepne w handlu w postaci gotowej do uzytku).

4.6.  Aceton do chromatografii.
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4.7.  n-heksan do chromatografii.

4.8.  Eter dietylowy do chromatografii.
4.9. Etanol do analiz.

4.10. Octan etylu do analiz.

4.11. Roztwoér poréwnawczy stosowany w chromatografii cienkowarstwowej: roztwér cholesterolu, fitosterolu, alkoholi
i erytrodiolu w octanie etylu o stezeniu 5 % (4.10).

4.12. 0,2 % roztwér 2,7-dichlorofluorosceiny w etanolu. Roztwor ten uzyskuje nieco zasadowy charakter w wyniku
dodania kilku kropli 2 M roztworu wodorotlenku potasu w alkoholu (4.2).

4.13. Mieszanina n-heksanu (4.7)/eteru dietylowego (4.8) w proporcji 65:35 (V/[V).
4.14. n-heksan (4.7)/eter dietylowy (4.8) w fazie ruchomej HPLC (1:1) (V/V).

5. METODA REFERENCYJNA: ODDZIELENIE ZWIAZK()W ALKOHOLOWYCH ZA POMOCA PODSTAWOWE] PLYTKI
DO CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWE] (TLC)

Przygotowanie podstawowych plytek do chromatografii cienkowarstwowej. Zanurzy¢ lub zamoczy¢ plytki z zelu
krzemionkowego (4.5) na glebokos$¢ okolo 4 cm w 0,2 M roztworze wodorotlenku potasu w etanolu (4.4) na
10 sekund, nastgpnie suszy¢ je w dygestorium przez dwie godziny i na koniec umiesci¢ w piecu nagrzanym do
temperatury 100 °C na godzing.

Wyjaé z pieca i umiesci¢ w eksykatorze z chlorkiem wapnia (3.7) az do czasu ich uzycia (plytki poddane takiej
obrébce powinny by¢ wykorzystane w ciagu 15 dni).

Napelni¢ komore chromatograficzng mieszaning heksanu i eteru dietylowego (4.13) (uwaga 3) do poziomu okoto
1 cm. Zamkna¢ komore odpowiednig pokrywg i pozostawi¢ na co najmniej godzing w chlodnym miejscu w celu
uzyskania rownowagi ukladu ciecz-para. Na wewnetrznych powierzchniach komory mozna umiesci¢ paski bibuly
filtracyjnej zanurzone w eluencie. Pozwala to skrdci¢ o okolo jedna trzecig czas przemieszczenia linii cieczy
i uzyska¢ bardziej jednorodng i regularng elucje sktadnikéw.

Uwaga 3: przy kazdej analizie nalezy wymieni¢ mieszanine rozwijajaca w celu uzyskania idealnie odtwarzalnych
warunkéw elucji. Zamiennie mozna stosowaé rozpuszczalnik w postaci mieszaniny n-heksanu i eteru
dietylowego w proporcji 50:50 (V/V).

Przygotowal roztwor substancji niezmydlajacej si¢ w octanie etylu (4.10) o stezeniu okolo 5 % przygotowanej
w czedci 1 1 za pomocg mikrostrzykawki o pojemnosci 100 pl (3.3) nanie$¢ 0,3 ml roztworu w postaci waskiego
i jednolitego pasma na dolnej czesci plytki chromatograficznej (4.5) w odleglosci 2 cm od dolnej krawedzi. Na
linii pasma nanie$¢ 2-3 pl roztworu poréwnawczego (4.11) w celu identyfikacji pasm steroli, dialkoholi triterpe-
nowych i alkoholi po rozwinigciu.

Umiesci¢ plytke w komorze chromatograficznej (3.1). Temperature otoczenia nalezy utrzymywal w granicach
15-20 °C (uwaga 4). Bezzwlocznie zakry¢ komore pokrywa i pozostawi¢ w celu elucji skladnikéw az do
momentu, gdy czolo rozpuszczalnika dotrze na odleglo$¢ okoto 1 cm od gérnej krawedzi plytki. Wyjaé plytke
z komory chromatograficznej i odparowaé rozpuszczalnik w strumieniu goracego powietrza lub umiesci¢ w tym
celu plytke na chwile w dygestorium.

Uwaga 4: wyzsza temperatura moglaby utrudnia¢ oddzielenie.

Spryska¢ plytke lekko i rownomiernie roztworem 2,7-dichlorofluorosceiny (4.12) i pozostawi¢ do wyschniecia.
Obserwujac plytke pod lampa ultrafioletowg (3.2), pasma steroli, dialkoholi triterpenowych i alkoholi mozna
zidentyfikowa¢, przyréwnujac je do plamek uzyskanych za pomoca roztworu poréwnawczego (4.11). Zaznaczy¢
czarnym oféwkiem granice pasm wzdluz krawedzi fluoryzujacych (zob. rysunek 1 dotyczacy plytki TLC).

Za pomoca metalowej szpatulki zeskrobaé zel krzemionkowy z zaznaczonego obszaru. Usunigty i dokladnie
rozdrobniony material przenie$¢ do lejka do saczenia (3.4). Doda¢ 10 ml goracego octanu etylu (4.10), ostroznie
wymieszaé za pomocg metalowej szpatulki i przefiltrowaé (w stosownych przypadkach w prézni), zbierajac filtrat
do kolby stozkowej (3.5) polaczonej z lejkiem do saczenia.

Pozostalo$¢ na filtrze przeplukaé trzykrotnie eterem dietylowym (4.3) (okolo 10 ml przy kazdym plukaniu),
zbierajgc filtrat do tej samej kolby polaczonej z lejkiem, odparowac filtrat do objetosci 4-5 ml, przelaé pozostaly
roztwor do zwazonej wcze$niej probéwki o pojemnosci 10 ml (3.6), wysuszy¢ poprzez lekkie podgrzewanie
w delikatnym strumieniu azotu, rozpusci¢ jeszcze raz kilkoma kroplami acetonu (4.6), ponownie wysuszyc¢.
Pozostalo$¢ znajdujaca sie¢ w probéwee to frakcje steroli i dialkoholi triterpenowych lub alkoholi i alkoholi triter-

penowych.
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6. ODDZIELENIE FRAKCJI ALKOHOLOWE] METODA HPLC

Substancja niezmydlajaca si¢ uzyskana w czeici 1 rozpuszcza sig w 3 ml fazy ruchomej (4.14); przefiltrowad
roztwor za pomocy filtra strzykawkowego (3.10) i zachowac.

Wstrzykna¢ 200 pL przefiltrowanego roztworu niezmydlajacego si¢ do HPLC (3.8).

Przeprowadzi¢ oddzielenie metoda HPLC z predkoscia 0,8 ml/min, odrzuci¢ ilo§¢ uzyskang w ciggu pierwszych
5 min i zebra¢ do kolb stozkowych o pojemnosci 25 ml (3.11) ilo§¢ otrzymang miedzy 5 a 10 min.
w przypadku alkoholi alifatycznych i triterpenowych oraz ilo§¢ otrzymana miedzy 11 a 25 min. w przypadku
steroli oraz erytrodiolu i uwaolu (uwaga 5).

Oddzielenie mozna monitorowaé za pomocg detektora UV przy dlugosci fali 210 nm lub detektora
wspolczynnika refraktometrycznego (zob. rysunek 6).

Frakcje odparowuje si¢ do wysuszenia i przygotowuje do analizy chromatograficzne;j.

Uwaga 5: nalezy dokladnie kontrolowaé ci$nienie pompy HPLC, eter dietylowy moze zwickszy¢ ciSnienie, nalezy
regulowac przeplyw, aby utrzymac ci$nienie pod kontrola.

CZESC 3
ANALIZA FRAKCJI ZWIAZKOW ALKOHOLOWYCH METODA CHROMATOGRAFII GAZOWE]J

1. ZAKRES

Niniejsza czgS¢ zawiera ogdlne wytyczne dotyczace stosowania chromatografii gazowej na kolumnach
kapilarnych do oznaczania skladu jakoSciowego i ilosciowego zwigzkéw alkoholowych wyodrebnionych zgodnie
z metoda okreslona w czgsci 2 niniejszej metody.

2. ZASADA

Frakcje zebrane z substancji niezmydlajacej si¢ z wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwowej (TLC) lub
metody HPLC sg poddawane derywatyzacji do eteréw trimetylosilanowych i poddawane analizie metodg chroma-
tografii gazowej na kolumnach kapilarnych z systemem rozdzialu strumienia i detektorem plomieniowo-
jonizacyjnym.

3. APARATURA

Typowe wyposazenie laboratoryjne, a w szczeg6lnosci nastgpujace urzadzenia:
3.1. Probéwka o pojemnosci 10 ml z lejkowatym dnem i szczelnym korkiem szklanym.
3.2.  Chromatograf gazowy wspoélpracujacy z kolumng kapilarng z systemem rozdziatu strumienia, skladajacy si¢ z:
3.2.1. komory termostatycznej do kolumn w celu utrzymania wymaganej temperatury z dokladnoscig do = 1 °C;

3.2.2. regulowanego termostatem zespolu dozowania z otworem wytryskowym ze szkla krzemowanego i z systemem
rozdzialu strumienia;

3.2.3. detektora plomieniowo-jonizacyjnego (FID);
3.2.4. systemu gromadzenia danych wspdlpracujacego z detektorem FID (3.10.3.), z mozliwoscig calkowania recznego.

3.3.  Kolumna kapilarna wypekliona zelem krzemionkowym o dlugosci 20-30 m, o wewnetrznej $rednicy 0,25-
0,32 mm, pokryta w 5 % difenylem i w 95 % dimetylopolisiloksanem (faza stacjonarna SE-52 lub SE-54 lub
podobna), o jednakowej grubosci wynoszacej 0,10-0,30 pm.

3.4. Mikrostrzykawka o pojemnosci 10 pl przeznaczona do chromatografii gazowej z umocowang na stale igla do
rozdzielania strumienia.

4. ODCZYNNIKI

4.1.  Bezwodnik pirydyny do chromatografii.
4.2, Heksametyldizylazyna do analiz.

4.3.  Trimetylchlorosilan do analiz.
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4.4, Roztwory probek eteréw trimetylosilanowych steroli. Nalezy je przygotowal tuz przed uzyciem ze steroli
i erytrodiolu uzyskanych z zawierajacych je olejow.

4.5. Roztwory mianowane eteréw trimetylosilanowych alkoholi alifatycznych od C20 do C28. Mozna je sporzadzi¢
z mieszanin czystych alkoholi, w momencie gdy sa potrzebne do uzycia.

4.6.  Gaz nos$ny: czysty wodoér lub hel, do chromatografii gazowej.
4.7.  Gazy pomocnicze: czysty wododr, hel, azot i powietrze do celéw chromatografii gazowej.

4.8.  Odczynnik wywolujacy reakcje sililowania skladajacy sie z mieszaniny pirydyny/heksametylodisilazanu/trimetylo-
chlorosilanu w proporgji 9:3:1 (V[V[V).

4.9. n-heksan do chromatografii.

5. PRZYGOTOWANIE TRIMETYLSILYLOETEROW

Do probéwki (3.1) zawierajacej frakcje zwigzkéw alkoholowych dodaé odczynnik wywolujacy reakcje sililowania
(4.8) (uwaga 6) w ilosci 50 pl na kazdy miligram zwiazkoéw alkoholowych, w sposéb pozwalajacy uniknaé
wchianiania wilgoci (uwaga 7).

Uwaga 6: w handlu dostepne sg gotowe roztwory. Inne odczynniki sililujace, takie jak na przyklad bis-trimetylsi-
lyltrifluoracetamid + 1 % trimetylochlorosilanu, ktory musi zosta¢ wymieszany z taka samg iloscia
bezwodnika pirydyny, réwniez sa dostepne. Pirydyne mozna zastapi¢ takg samg iloScig acetonitrylu.

Uwaga 7: pojawienie si¢ lekkiej opalizacji jest zjawiskiem normalnym i nie stanowi Zadnej nieprawidlowosci.
Pojawienie si¢ bialej zawiesiny lub rézowego koloru wskazuje na obecnos$¢ wilgoci w odczynniku lub
pogorszenie jego jakoSci. W takich przypadkach badanie nalezy powtdrzyé (tylko w przypadku
zastosowania heksametylodisilazanu/trimetylochlorosilanu).

Zamknaé probéwke (3.1) korkiem i ostroznie wstrzasaé (bez odwracania) az do calkowitego rozpuszczenia si¢
zwigzkéw. Pozostawié na co najmniej 15 minut w temperaturze otoczenia, a nastgpnie wirowaé przez kilka
minut. Przejrzysty roztwér mozna poddaé analizie metoda chromatografii gazowej.

6. ANALIZA METODA CHROMATOGRAFII GAZOWE]

6.1.  Czynnoici wstepne, przygotowanie kolumn kapilarnych

Osadzi¢ kolumng (3.3) w chromatografie gazowym, podlaczajac koncoéwke wlotowa do dozownika z rozdzialem
strumienia, a kofic6wke wylotowa do detektora.

Dokonaé ogdlnych kontroli zespolu chromatografu gazowego (szczelno$¢ ukladu zasilania gazem, wydajnosé
detektora, wydajno$¢ systemu dzielenia strumienia i systemu zapisu itd.).

Jezeli kolumna zostaje uzyta po raz pierwszy, zaleca si¢ jej przygotowanie: przepusci¢ powoli przez kolumne
strumiel gazu, nastgpnie wlaczy¢ zespol chromatografu gazowego i rozpoczaé stopniowe podgrzewanie do
temperatury co najmniej 20 °C powyzej temperatury roboczej (uwaga 8). Utrzymywac taka temperature przez co
najmniej dwie godziny, nastepnie ustawi¢ zesp6t w trybie pracy (regulacja strumienia gazu i ukladu rozdzielania,
zapalenie plomienia, polgczenie z systemem obliczeniowymi, regulacja temperatury kolumny, detektora
i dozownika itd.), a nastgpnie rejestrowaé sygnal z czuloscig co najmniej dwa razy wigksza niz przewidziana
czulo$¢ analizy. Przebieg linii podstawowej musi mie¢ charakter liniowy, bez jakichkolwiek pikéw i bez
przesuniecia. Ujemne przesuniecie prostej linii wskazuje na nieszczelno$¢ polaczen kolumn; przesunigcie
dodatnie wskazuje na niedostateczne przygotowanie kolumny.

Uwaga 8: temperatura przygotowania kolumn musi zawsze by¢ co najmniej o 20 °C nizsza niz maksymalna
temperatura okrelona dla fazy stacjonarne;.
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6.2.  Warunki robocze

Nalezy zoptymalizowaé program temperatury i natezenie przeplywu gazu nosnego, tak aby otrzymaé chroma-
togramy podobne do chromatograméw przedstawionych na rysunkach 3-6.

Ponizsze parametry zostaly zbadane i stwierdzono, ze sg uzyteczne:

6.2.1. Alkohole alifatyczne

Programowanie pieca 180 °C (8 min.) — 260 °C (w temp. 5 °C/min) — 260 °C (15 min.)
Temperatura dozownika 280 °C

Temperatura detektora 290 °C

Predkos¢ liniowa gazu no$nego Hel (20-30 cm/s); wodér (30-50 cm/s)

Stosunek strumienia dzielonego 1:50-1:100

Wstrzykiwana porcja 0,5-1 pl roztworu TMSE

6.2.2. Sterole i dialkohole triterpenowe

Programowanie pieca stala temperatura 260 £ 5 °C
Temperatura dozownika 280-300 °C

Temperatura detektora 280-300 °C

Predkos¢ liniowa gazu no$nego Hel (20-30 cm/s); wodér (30-50 cm/s)
Stosunek strumienia dzielonego 1:50-1:100

Wstrzykiwana porcja 0,5-1 pl roztworu TMSE

Warunki te moga by¢ zmieniane zgodnie z charakterystyka kolumny i chromatografu gazowego w celu
uzyskiwania chromatograméw spelniajacych nastepujace wymogi:

— Czas retencji w przypadku alkoholu C26 wynosi 18 * 5 minut.

— Pik dla alkoholu €22 wynosi 80 + 20 % wartosci pelnego zakresu skali dla oliwy z oliwek i 40 £ 20 %
warto$ci pelnego zakresu skali dla oliwy z wytloczyn z oliwek.

— Czas retencji w przypadku piku £-sitosterolu powinien wynosi¢ 20 + 5 min.

— Pik kampesterolu powinien wynosi¢: w przypadku oliwy z oliwek (Srednia zawarto$¢ 3 %) 20 £ 5 % w pelnej
skali.

— Nalezy oddzieli¢ wszystkie wystepujace sterole. Oprocz calkowitego oddzielenia od siebie piki muszg takze
by¢ catkowicie rozdzielone, co oznacza, ze wykres piku musi faczy¢ si¢ z linig podstawows, zanim przejdzie
w nastepny pik. Niepelna rozdzielczos¢ jest jednak tolerowana, pod warunkiem Ze pik w punkcie RRT 1,02
(sitostanol) moze zosta¢ oznaczony ilosciowo na podstawie linii prostopadtej.

6.3.  Procedura analityczna

Za pomocg mikrostrzykawki (3.4) o pojemnosci 10 pl pobra¢ 1 pl heksanu, zassa¢ 0,5 pl powietrza i nastepnie
0,5-1 pl roztworu probki. Pociagnaé dalej tloczek w celu opréznienia igly. Wprowadzi¢ igle przez membrang
dozownika i po jednej, dwdch sekundach szybko wstrzyknaé, a nastgpnie powoli wyjal igle po okolo pigciu
sekundach. Mozna zastosowac takze dozownik automatyczny.

Prowadzi¢ rejestracje do calkowitego wyeluowania TMSE obecnych w probce odpowiednich zwigzkéw
alkoholowych. Linia podstawowa powinna nadal spelnia¢ wymogi odpowiednich warunkéw roboczych (6.2.1 lub
6.2.2).
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6.4. Identyfikacja pikow
Zidentyfikowa¢ poszczegdlne piki na podstawie czaséw retencji oraz przez pordéwnanie z mieszaning alkoholi
alifatycznych i triterpenowych lub steroli i TMSE dialkoholi triterpenowych poddanych analizie w takich samych
warunkach. Chromatogram frakeji alkoholi alifatycznych i triterpenowych przedstawiono na rysunku 3,
a odpowiadajace chromatogramy steroli i dialkoholi triterpenowych — na rysunku 2.
Alkohole alifatyczne podlegaja elucji w nastepujacej kolejnosci: C20-ol (L.S.), C22-ol, C23-0l, C24-0l, C25-0l,
C26-ol, C27-0l i C28-0l.
Sterole i dialkohole triterpenowe podlegaja elucji w nastepujacej kolejnosci: cholesterol, brassikasterol, ergosterol,
24-metylen-cholesterol, kampesterol, kampestanol, stigmasterol, A7-kampesterol, A5,23-stigmastadienol,
klerosterol, f-sistosterol, sitostanol, AS5-awenasterol, A5,24-stigmastadienol, A7-stigmastenol, A7-awenasterol,
erytrodiol i uwaol.

6.5. Ocena ilociowa
Powierzchnie pikéw 1-eikozanolu i alkoholi alifatycznych €22, C24, C26 i C28 oblicza si¢ za pomocg systemu
odbioru danych. Wspélczynnik odpowiedzi w przypadku 1-eikozanolu przyjmuje si¢ jako rowny 1.
Obliczy¢ powierzchnie pikdw a-cholestanolu i steroli oraz dialkoholi triterpenowych za pomoca systemu oblicze-
niowego. Pomina¢ zwigzki, ktére nie sg ujete w tabeli 1 (nie nalezy uwzgledniaé w obliczeniach ergosterolu).
Wspodtezynnik odpowiedzi w przypadku a-cholestanolu przyjmuje si¢ jako réwny 1.
Obliczy¢ stezenie kazdego poszczegblnego zwigzku alkoholowego w mg/kg substancji thuszczowej w nastepujacy
sposdb:

Zwigzek alkoholowy x = AcXms 1000
A, Xm
gdzie:
A, = powierzchnia piku w przypadku zwigzku alkoholowego x, zgodnie z obliczeniami w systemie oblicze-
niowym.

A, = powierzchnia piku 1-eikozanolu/a-cholestanolu, zgodnie z obliczeniami w systemie obliczeniowym.
m, = masa dodanego 1-eikozanolu/a-cholestanolu, w miligramach.
m = masa probki uzytej do oznaczenia, w gramach.

7. PRZEDSTAWIENIE WYNIKOW

Poda¢ stezenie poszczegdlnych alkoholi alifatycznych i triterpenowych w mg/kg substancji thuszczowej i ich sume¢
jako »catkowitg zawarto$¢ alkoholi alifatycznyche«. Catkowita zawarto$¢ to suma C22, C24, C26 i C28.

Sklad kazdego z poszczegélnych zwigzkéw alkoholowych nalezy podaé z dokladnoscig do jednego miejsca po
przecinku.

Calkowite stezenie steroli musi by¢ podane jako liczba catkowita bez przecinka dziesigtnego.

Procentowa zawarto$¢ kazdego sterolu obliczy¢ na podstawie stosunku powierzchni odpowiedniego piku do
sumy powierzchni pikéw steroli:

Sterol x = A x 100
A

gdzie:
A, = powierzchnia piku dla sterolu x.
YA = suma powierzchni pikéw dla steroli.

APP f -sitosterol: A5,23-stigmastadienol + klerosterol + B-sitosterol + sitostanol + A5-awenasterol + A5,24-
stigmastadienol.
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Obliczy¢ procentows zawarto$¢ erytrodiolu i uwaolu:

. Ap + A
Erytrodiol + Uwaol = At 8w, 100
AT
gdzie:
A, = powierzchnia erytrodiolu, zgodnie z obliczeniami w systemie obliczeniowym.
Ay, = powierzchnia uwaolu, zgodnie z obliczeniami w systemie obliczeniowym.
3, = suma powierzchni piku dla steroli + erytrodiolu + uwaolu, zgodnie z obliczeniami w systemie oblicze-

niowym.

Oproécz obliczenia wzglednego procentowego udzialu poszczegdlnych steroli i dialkoholi triterpenowych oraz
catkowitego stezenia steroli nalezy — zgodnie z ponizszymi wzorami — obliczy¢ stezenie erytrodiolu i uwaolu
oraz ich sum¢ w mg/kg substancji ttuszczowe;:

g X M

Erytrodiol = /Z x 1000

s

Uwaol = A0 XMs 1 600

s Xm

gdzie:

A, = powierzchnia piku erytrodiolu, zgodnie z obliczeniami w systemie obliczeniowym.
Ay, = powierzchnia uwaolu, zgodnie z obliczeniami w systemie obliczeniowym.

A, = powierzchnia piku a-cholestanolu, zgodnie z obliczeniami w systemie obliczeniowym.
m, = masa dodanego a-cholestanolu, w miligramach.

m = masa probki uzytej do oznaczenia, w gramach.
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Rysunek 1 — TLC niezmydlajacej si¢ frakeji oliwy z wytloczyn z oliwek eluowanej dwukrotnie heksanem:eterem
dietylowym (65:35), rozwinigtej z wykorzystaniem SO4H2 (50 %) i podgrzanej. Pasma, ktére nalezy zeskrobaé, to
pasma znajdujgce si¢ w prostokacie; prostokat nr 1 zawiera pasma alkoholi alifatycznych, a prostokat nr 2 — steroli
i dialkoholi triterpenowych.

Tabela I - Wzgledne czasy retengji dla steroli

Wzgledny czas retencji
Pik Identyfikacja
Kolumna SE 54 Kolumna SE 52
1 Cholesterol A-5-cholesten-3£-ol 0,67 0,63
2 Cholestanol 5a-cholestan-3£-ol 0,68 0,64
3 Brassikasterol [24S]-24-metyl-A-5,22-cholestadien-38- 0,73 0,71
ol
* Ergosterol [245]-24-metyl-A-5,7,22 cholestatrien- 0,78 0,76
3-ol
4 24-metylen-cholesterol | 24-metylen-A-5,24-cholestadien-38-01 0,82 0,80
5 Kampesterol (24R)-24-metyl-A-5-cholesten-3{-ol 0,83 0,81
6 Kampestanol (24R)-24-metyl-cholestan-3£8-ol 0,85 0,82
7 Stigmasterol (24S)-24-etyl-A-5,22-cholestadien-3£-o0l 0,88 0,87
8 A-7-kampesterol (24R)-24-metyl-A-7-cholesten-3£-ol 0,93 0,92
9 A-5,23-stigmastadienol | (24R,S)-24-etyl-A-5,23-cholestadien-38- 0,95 0,95
ol
10 Klerosterol (24S)-24-etyl-A-5,25-cholestadien-3£-o0l 0,96 0,96
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Wzgledny czas retencji
Pik Identyfikacja
Kolumna SE 54 Kolumna SE 52
11 R-sitosterol (24R)-24-etyl-A-5-cholesten-3£-o0l 1,00 1,00
12 Sitostanol 24-etyl-cholestan-3£-ol 1,02 1,02
13 A-5-awenasterol (24Z)-24-etyliden-A-cholesten-38-ol 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienol | (24R,S)-24-etyl-A-5,24-cholestadien-3£- 1,08 1,08
ol

15 A-7-stigmastenol (24R,S)-24-etyl-A-7-cholesten-3-ol 1,12 1,12
16 A-7-awenasterol (24Z)-24-etyliden-A-7-cholesten-3£-ol 1,16 1,16
17 Erytrodiol 5a-olean-12-en-3,28-diol 1,41 1,41
18 Uwaol A12-ursen-3,28-diol 1,52 1,52
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Rysunek 2 — Chromatogram z chromatografii gazowej steroli i dialkoholi triterpenowych z rafinowanej oliwy z oliwek
przeprowadzonej z wykorzystaniem detektora plomieniowo-jonizacyjnego (GC-FID). (1) Cholesterol, (2) a-cholestanol (L.
S.), (3) 24-metylen-cholesterol, (4) kampesterol, (5) kampestanol, (6) stigmasterol, (7) A5,23-stigmastadienol, (8)
klerosterol, (9) B-sitosterol, (10) sitostanol, (11) A5-awenasterol, (12) A5,24-stigmastadienol, (13) A7-stigmastenol, (14)
A7-awenasterol, (15) erytrodiol, (16) uwaol.
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Rysunek 3 — Chromatogram z chromatografii gazowej steroli i dialkoholi triterpenowych z oliwy lampante przeprowa-
dzonej z wykorzystaniem detektora plomieniowo-jonizacyjnego (GC-FID). (1) Cholesterol, (2) a-cholestanol (L.S.), (3)
brassikasterol, (4) 24-metylen-cholesterol, (5) kampesterol, (6) kampestanol, (7) stigmasterol, (8) A7-kampesterol, (9)
A5,23-stigmastadienol, (10) klerosterol, (11) p-sitosterol, (12) sitostanol, (13) A5-awenasterol, (14) A5,24-stigmastadienol,
(15) A7-stigmastenol, (16) A7-awenasterol, (17) erytrodiol, (18) uwaol.
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Rysunek 4 — Chromatogram z chromatografii gazowej alkoholi alifatycznych i triterpenowych z oliwy z oliwek przepro-
wadzonej z wykorzystaniem detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (GC-FID). (L.S.) C20-ol, (1) C22-ol, (2) C24-ol, (3)
C26-0l, (4) C28-0l, (5) alkohole triterpenowe.
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Rysunek 5 — Chromatogram z chromatografii gazowej alkoholi alifatycznych i triterpenowych z oliwy z oliwek i oliwy
z oliwek z drugiego odwirowania oliwy z oliwek przeprowadzonej z wykorzystaniem detektora plomieniowo-joniza-
cyjnego (GC-FID). (L.S.) C20-ol, (1) C22-ol, (2) C24-ol, (3) C26-0l, (4) C28-0l, (5) alkohole triterpenowe.
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Rysunek 6 — Chromatogram z HPLC niezmydlajacej sie frakgji oliwy z oliwek oddzielonej metoda HPLC z wykorzys-
taniem detektora UV. (1) Alkohole alifatyczne i triterpenowe; (2) Sterole i dialkohole triterpenowe.”
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