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Graf 3a Graf 3b
Standardny roztok sitosterolu Vzorka masla denaturovand
beta-sitosterolom
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Pozndmka: B-sitosterol asto obsahuje necistotu (oznacuje sa ako
stigmastanol), ktord sa ukazuje ihned po B-sitosterole.
Plochy tychto dvoch vrcholov by sa pri hodnoteni
pritomnosti B-sitosterolu mali spocitat.
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PRILOHA XV

(Clanok 10)

REFERENCNA METODA ZISTOVANIA KRAVSKEHO MLIEKA A KAZEINATU V SYROCH VYROBENYCH
Z OVCIEHO MLIEKA, KOZIEHO MLIEKA ALEBO BYVOLIEHO MLIEKA A ZO ZMES{ KOZIEHO, OVCIEHO

A BYVOLIEHO MLIEKA

Rozsah

Zistovanie kravského mlieka a kazeindtu v syroch vyrobenych z ovcieho mlieka, koziecho mlieka alebo byvoliecho
mlieka a zo zmesi kozieho, ov¢icho a byvolieho mlieka izoelektrickym zameriavanim y-kazeinov po plazmino-
lyze.

Oblast aplikdcie

Metdda je vhodnd na citlivé a 3pecifické zistovanie prirodného a tepelne upraveného mlieka a kazeindtu v Cer-
stvych a zrejiicich syroch vyrobenych z ovcieho mlieka, kozieho mlicka alebo byvolicho mlieka a zo zmesi
kozieho, ov¢icho a byvolicho mlieka. Nie je vhodnd na zistovanie falSovania mlieka a syra koncentrdtmi tepelne
upravenych hovadzich srvdtkovych proteinov.

Princip metédy

3.1. Izolacia kazeinov zo syra a referen¢nych $tandardnych roztokov.

3.2 Rozpustenie izolovanych kazeinov a vystavenie plazminovému (EC.3.4.21.7) oddelovaniu.

3.3. Izoelektrické zameranie plazminovanych kazeinov za pritomnosti mocoviny a farbenie proteinov.

3.4. Hodnotenie zafarbenych vy, a vy,-kazeinovych vzorov (dokaz pritomnosti kravského mlieka) porovnanim

vzoru ziskaného zo vzorky s vzormi ziskanymi z rovnakého gélu z referencnych Standardnych
roztokov obsahujticich 0 % a 1 % kravského mlieka.

Reagenty

Ak nie je uvedené inak, musia sa pouzit chemikdlie analytickej kvality. Voda musi byt dvojndsobne destilovand
alebo ekvivalentnej ¢istoty.

Pozndmka: Nasledovné podrobnosti platia pre laboratorne pripravené polyakrylamidové gély obsahujiice moco-
vinu s rozmermi 265 x 125 x 0,25 mm. Ak sa pouzivaji iné rozmery gélu, podmienky separicie
moze byt nutné upravit.

Izoelektrické zameriavanie
4.1. Reagenty pre vyrobu polyakrylamidovych gélov obsahujticich mocovinu
4.1.1.  Zasobny gélovy roztok

Rozpustte:

4,85 g akrylamidu

0,15 g N, N-metylén-bis-akrylamidu (BIS)

48,05 g mocoviny

15,00 g glycerolu (87 % w/|w)

vo vode, dopliite vodou do 100 ml a uskladnite vo flasi z hnedého skla v chladnicke.

Pozndmka: Namiesto uvedenych pevne stanovenych hmotnosti neurotoxickych akrylamidov je radsej
mozné pouzif predmiesany roztok akrylamidu/BIS dostupny v predaji. Ak takyto roztok
obsahuje 30 % w/v akrylamidu a 0,8 % w/v BIS, namiesto uvedenych presne stanovenych
hmotnosti sa na vytvorenie roztoku musi pouzit 16,2 ml. Trvanlivost zasobného roztoku je
maximdlne 10 dnf; ak jeho vodivost je viac ako 5 pS, je potrebné ho deionizovat premies-

anim s 2 g Amberlitu MB-3 po dobu 30 miniit a potom prefiltrovat cez 0,45 pm
membranu.
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4.1.3.1.
4.1.3.2.

4.2.

4.3.

4.4.

4.7.

4.7.2.
4.7.3.

Gélovy roztok

Gélovy roztok pripravte zmiesanim aditiv a amfolytov so zdsobnym gélovym roztokom (pozri 4.1.1.)
9,0 ml zdsobného roztoku

24 mg f-alaninu

500 pl amfolytu pH 3,5 - 9,5 (')

250 pl amfolytu pH 5 -7 ()

250 pl amfolytu pH 6 - 8 (')

Gélovy roztok zmieSajte a odstrafite plyn po dobu dvoch az troch mintt v ultrazvukovom kipeli alebo
vo vakuu.

Pozndmka: Pripravte gélovy roztok tesne pred jeho pouzitim (pozri 6.2).

Katalytické roztoky

N,N,N’,N'-tetrametyletyléndiamin (Temed)

40 % w|v ammonium persulphate (PER):

Rozpustte 800 mg PER vo vode a pridajte vodu do 2 ml

Pozndmka: Vzdy pouZzivajte Cerstvo pripraveny PER roztok.

Kontaktnd kvapalina

Kerozin alebo kvapalny parafin

Anddovy roztok

Vo vode rozpustte 5,77 g kyseliny fosfore¢nej (85 % w/w) a pridajte vodu do 100 ml.

Katédovy roztok

Vo vode rozpustte 2 g hydroxidu sodného a pridajte vodu do 100 ml.

Priprava vzorky

Reagenty na izoldciu proteinu

Rozpustte kyselinu octovii (25,0 ml ladovej kyseliny octovej doplitte vodou do 100 ml.)
Dichlérometdn

Aceton

Ustdleny roztok rozpuistajiici proteiny

Rozpustte

5,75 g glycerolu (87 % w/|w)

24,03 g mocoviny

250 mg dithiothreitoluvo vode a doplite do 50 ml.

Pozndmka: Skladujte v chladnicke, maximalna trvanlivost je jeden tyzden.

Reagenty pre plazminové oddelenie kazeinov
Ustéleny roztok uhli¢itanu aménneho

Titrujte roztok 0,2 mol/l hydrogénuhli¢itanu aménneho (1,58 g/100 ml vody) obsahujtici 0,05 mol/l
kyseliny tetraetyléndiaminooctovej (EDTA, 1,46 g/100 ml) s 0,2 mol/l roztokom uhli¢itanu aménneho
(1,92 ¢g/100 ml vody) obsahujticim 0,05 mol/l EDTA na pH 8.

Hovadzi plazmin (EC.3.4.21.7), aktivita minimédlne 5 U/ml.
Roztok kyseliny epsilon-aminokapronovej na inhibiciu enzymov.

Rozpustte 2,624 g kyseliny epsilon-aminokapronovej (kyselina 6-amino-n-hexdnovd) v 100 ml 40 %
(v/v) etanolu.

(') Osobitne vhodnymi na dosiahnutie poadovanej separicie y-kazeinov sa ukdzali produkty Ampholine® pH 3,5 — 9,5 (Pharmacia) a
Resolyte® pH 5 — 7 a pH 6 — 8 (BDH, Merck).
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4.8.

4.8.1.

4.8.2.

4.9.

4.10.

411.1.

4.11.2.

4.11.3.

Standardné roztoky

Certifikované referencné Standardné roztoky zmesi syridlom upraveného odstredeného ovéieho
a kozieho mliecka obsahujiiceho 0 % a 1 % kravského mlieka s dostupné v Institdte komisie pre refe-
ren¢né materidly a merania (adresa: Commission’s Institute for Reference Materials and Measurements,
B-2440 Geel, Belgium).

Priprava docasnych laboratérnych standardnych roztokov pre syridlom upravené byvolie mlicko obsa-
hujiice 0 % a 1 % kravského mlieka.

Odstredené mlieko sa pripravi odstredenim bud byvolicho, alebo kravského surového mlieka pri para-
metroch 37 °C, 2 500 g, 20 mindt. Po rychlom ochladeni skimavky a jej obsahu na 6 az 8 °C sa tplne
odstrdni hornd vrstva tuku. Na pripravu 1% Standardného roztoku pridajte do 495 ml byvolicho
odstredeného mlieka 5,00 ml kravského odstredeného mlicka v 1 1vanicke, pridanim roztoku kyseliny
mlie¢nej (10 % w/v) upravte pH na 6,4. Upravte teplotu na 35 °C a pridajte 100 pl telacicho syridla
(aktivita syridla 1: 10 000, c. 3 000 U/ml), mieSajte 1 mindtu a nddobu zakrytd hlinikovou féliou
nechajte stat 1 hodinu pri teplote 35 °C, aby sa vytvoril cmar. Po vytvoreni cmaru celé syridlom upra-
vené mlicko vysuste mrazom bez predoslej homogenizicie alebo zliatia srvitky. Po suseni je roztok
vhodny na vytvorenie homogénneho prdsku. Na pripravu 0 % Standardného roztoku uskutocnite
rovnaky postup s pouzitim pravého byvolieho odstredeného mlieka. Standardné roztoky sa musia skla-
dovat pri teplote — 20 °C.
Pozndmka: Pre pripravou Standardného roztoku je vhodné skontrolovat cistotu byvolieho mlieka
izoelektrickym zameranim kazeinov osetrenych plazminom.
Reagenty na farbenie proteinov
Ustalovac

Vo vode rozpustte 150 g kyseliny trichlérooctovej a dopliite na 1 000 ml.

Roztok na odfarbovanie

Rozriedte 500 ml metanolu a 200 ml ladovej kyseliny octovej na 2 000 ml s destilovanou vodou.

Pozndmka: Roztok na odfarbovanie pripravte kazdy den Cerstvy; dd sa pripravit zmieSanim rovnakych
objemov zdsobnych roztokov 50 % (v/v) metanolu a 20 % (v[v) ladovej kyseliny octovej.

Roztoky na farbenie

Roztok na farbenie (zdsobny roztok 1)

Rozpustte 3,0 g Coomassie Brilliant Blue G-250 (CI 42655) v 1000 ml 90 % (v/v) metanolu

}f)ii);eiitim mechanického miesaca (priblizne 45 minat), prefiltrujte cez dva strednorychlostné zlozené

Roztok na farbenie (zdsobny roztok 2)

V 1000 ml 20 % (v/v) kyseliny octovej rozpustte 5,0 g pentahydritu sulfitu mednatého.

Roztok na farbenie (pracovny roztok)

Thned pred farbenim zmiesajte 125 ml z oboch zdsobnych roztokov (4.11.1, 4.11.2.).

Pozndmka: Roztok na farbenie by mal byt pripraveny v den pouzitia.

5. Vybavenie

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

Sklenené dosticky (265 x 125 x 4 mm); gumeny valcek (Sirka 15 cm); vyrovnédvacia tabulka
Folia na gél (265 x 125 mm)

Krycia folia (280 x 125 mm). Na oba dlhé konce upevnite pds lepiacej pasky (280 x 6 x 0,25 mm)
(pozri obrdzok 1)

Elektrozameriavacia komora s chladiacou doskou (napr. 265 x 125 mm) a vhodnym zdrojom
energie (> 2,5kV) alebo automatické elektroforézne zariadenie

Cirkula¢ny kryostat s termostatickou kontrolou na 12 + 0,5 °C
Odstredivka nastavitelnd na 3 000 g

Elektrédy (= 265 mm dlhé)
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5.8. Plastické ponorné flase na anédovy a katddovy roztok

5.9. Aplikdtory vzoriek (10 x 5 mm, viskézovy papier alebo papier s nizkou absorpciou proteinov)

5.10. Noznice, skalpely a pinzety z nerezovej ocele

5.11. M’isky.z)o skla alebo nerezovej ocele na farbenie a odfarbovanie (napr. 280 x 150 mm podnosy na
néstroje

5.12. Nastavitelny ty¢ovy homogenizér (priemer hriadela 10 mm), rozsah rpm 8 000 az 20 000
5.13. Magneticky miesa¢

5.14. Ultrazvukovy kapel

5.15. Zviracka filmu

5.16. 25 ul mikropipety

5.17. Vakuovy koncentrétor alebo mrazovy susi¢
5.18. Termostaticky kontrolovany vodny kiipel, nastavitelny na 35 a 40 = 1 °C, s mozZnostou pretrepania
5.19. Denzitometer na hodnoty A = 634 nm
6 Postup
6.1. Priprava vzorky
6.1.1.  Izoldcia kazeinov

Odvazte 5 g suchého syra alebo referencnych roztokov do 100 ml odstredovacej skiimavky, pridajte
60 ml destilovanej vody a homogenizujte ty¢ovym homogenizérom (8 000 az 10 000 rpm). Hodnotu
pH upravte na 4,6 rozpustenou kyselinou octovou (4.5.1.) a odstredte (5 mindt, 3 000 g). Zlejte tuk
a srvatku, reziduum homogenizujte pri 20 000 rpm v 40 ml destilovanej vody s pH upravenym na
4,5 rozpustenou kyselinou octovou (4.5.1.), pridajte 20 ml dichlérometdnu (4.5.2.), opat homogeni-
zujte a odstredte (5 mindt, 3 000 g). Stierkou odstrafite vrstvu kazeinu, ktord sa nachddza medzi
vodnou a organickou vrstvou (pozri obrdzok 2) a zlejte obe vrstvy. Kazein rehomogenizujte v 40 ml
destilovanej vody (pozri vyssie) a 20 ml dichlérometdnu (4.5.2.) a odstredte. Tento postup opakuite,
pokial nebudii obe extrakéné vrstvy bezfarebné (dva az trikrdt). Proteinové reziduum homogenizujte
s 50 ml aceténu (4.5.3.) a prefiltrujte cez strednorychlostny zlozeny filtra¢ny papier. Reziduum
z filtra zmyte dvoma osobitnymi 25 ml ddvkami acetonu a nechajte vyschnit na vzduchu alebo
pradom dusika a potom ho rozdrvte na jemny prasok v maziari.

Pozndmka: Suché izolaty kazeinu je potrebné skladovat pri =20 °C.

6.1.2.  Plazminové delenie beta-kazeinov na intenzifikdciu y-kazeinov

V 0,5 ml ustdleného roztoku uhli¢itanu aménneho (4.7.1.) rozpustte 25 mg izolovanych kazeinov
(6.1.1.) a 20 mintt homogenizujte napr. pouzitim ultrazvuku. Zohrejte na 40 °C a pridajte 10 pl
plazminu (4.7.2.), zmieSajte a inkubujte 1 hodinu pri teplote 40 °C za stdleho pretrepdvania. Na inhi-
bovanie enzymu pridajte 20 pl roztoku kyseliny epsilonaminokapronovej (4.7.3.), pridajte 200 mg
pevnej mocoviny a 2 mg ditiotreitolu.

Pozndmka: Na dosiahnutie vicSej symetrie v zameranych kazeinovych pédsoch je vhodné roztok po
pridani kyseliny epsilonaminokapronovej mrazom vysusit a rezidui potom rozpustit

;;;;;

6.2. Priprava mocoviny obsahujiicej polyakrylamidové gély

Pomocou niekolkych kvapiek vody umiestnite foliu na gél (5.2.) na sklenent dosticku (5.1.) a preby-
toénd vodu odstrdnite papierovym obriiskom. Na dalsiu dosticku umiestnite rozpernou vlozkou
(0,25 mm) rovnakym spésobom kryciu féliu (5.3.). Dosticku horizontdlne umiestnite na vyrovnédvaciu

tabulku.

Do pripraveného a odvzdusneného gélového roztoku (4.1.2.) pridajte 10pl Temedu (4.1.3.1.), premies-
ajte a pridajte 10pl roztoku PER (4.1.3.2.), dokladne premiesajte a ihned rovnomerne vylejte do stredu
krycej folie. Jeden okraj folie na gél polozte na kryciu foliu a pomaly ju spustite tak, aby sa medzi
dostickami vytvoril rovnomerny gélovy film bez bubliniek (obrdzok 3). Opatrne spustite f6liu na gél
pouzitim tenkej stierky a na vrch ako zdvazie umiestnite dalsie tri sklenené dosticky. Po ukonceni
polymerizécie (priblizne 60 mintt) presurite polymerizovany gél na f6liu na gél spolu s krycou féliou
naklonenim sklenenych dosti¢iek. Opac¢nd stranu félie na gél pozorne ocistite, aby ste odstranili gélové
rezidud a mocovinu. Gélovy ,sendvic“ upevnite do filmovej rirky a uskladnite v chladnicke (maxi-
malne 3est tyzdiov).

Pozndmka: Krycia fdlia s rozpernou vlozkou sa dd znovu pouzit. Polyakrylamidovy gél sa moze
rozdelit na mensie kasky, ¢o sa odportca, ak je len mdlo vzoriek alebo ak sa pouziva auto-
matické elektroforézne zariadenie (dva gély s rozmermi 4,5 x 5 cm).



294 Uradny vestnik Eur6pskej tnie
6.3. Izoelektrické zameriavanie
Chladiaci termostat nastavte na 12 °C. Opaént stranu félie na gél ocistite kerozinom, potom kvapnite
niekolko kvapiek kerozinu (4.2.) do stredu chladiaceho bloku. Potom nai polozte gélovy sendvic,
vyhnite sa pritom tvorbe bubliniek. Prebytocny kerozin odstrdiite a odlozte kryciu f6liu. Elektrodové
pasy ponorte do elektrodovych roztokov (4.3., 4.4.), odrezte na dlzku gélu a umiestnite na dané
miesta (vzdialenost elektréd — 9,5 cm).
Podmienky izoelektrického zameriavania:
6.3.1.  Rozmery gélu 265 x 125 x 0,25 mm
Krok Cas Voltdz Prad Vykon Volthodiny
(min.) V) (mA) W) (Vh)
1. predzameriavanie 30 maximalne | maximdlne | konstantne c. 300
2 500 15 4
2. zameriavanie 60 maximdlne | maximdlne | konstantne c. 1000
vzorky () 2 500 15 4
3. kone¢né zameriavanie 60 maximdlne | maximdlne | maximalne ¢. 3000
2500 5 20
40 maximdlne | maximdlne | maximalne ¢. 3000
2 500 6 20
30 maximdlne | maximdlne | maximalne c. 3000
2 500 7 25
(") Aplikdcia vzorky: po predzameriavani (krok 1) pipetujte 18 ul vzorky a Standardného roztoku na aplikitory
vzorky (10 x 5 mm), umiestnite ich na gél v.1 mm intervaloch od seba a 5 mm pozdlzne od anddy a zlahka
pritlacte. Zameriavanie uskutocnite pri vyssie uvedenych podmienkach, po 60 mindtach zameriavania vzorky
opatrne odstrante aplikdtory vzorky.
Pozndmka: Ak sa zmeni hribka alebo $irka gélov, hodnoty priidu a vykonu je potrebné vhodne
upravit (napr. dvojndsobok hodnoty pre elektricky prid a vykon, ak sa pouziva gél s roz-
mermi 265 x 125 x 0,5 mm).
6.3.2. Priklad nastavenia pre automatické elektroforézne zariadenie (2 gély, 5,0 x 4,5 cm), elektrody bez
pasov sa aplikuji priamo na gél.
Krok Voltdz Prad Vykon Teplota Volthodiny
1. predzameriavanie 1000 V 10,0 mA 3,5 W 8 °C 85 Vh
2. zameriavanie vzorky 250 V 5,0 mA 2,5 W 8 °C 30 Vh
3. zameriavenie 1200 V 10,0 mA 35 W 8 °C 80 Vh
4. zameriavanie 1500 V 5,0 mA 7,0 W 8 °C 570 Vh
Aplikdtor vzorky vlozte pri kroku 2 pri 0 Vh.
Aplikator vzorky odlozte pri kroku 2 pri 30 Vh.
6.4. Farbenie proteinov
6.4.1.  Ustalenie proteinov
Thned po vypnuti zariadenia odstrante elktrédové pasy a gél ihned vlozte do misky na farbenie/odfar-
bovanie naplnenej 200 ml ustalovacom (4.9.), za stéleho pretrepavania odlozte na 15 min.
6.4.2.  Umyvanie a farbenie gélovej dosticky

Dokladne odstrénte ustalova¢ a gélovi dosticku umyte dvakrat po 30 sekdnd so 100 ml roztokom na
odfarbovanie (4.10). Odlejte roztok na odfarbovanie a misku naplitte 250 ml roztokom na farbenie
(4.11.3.); jemnym pretrepavanim nechajte farbit po dobu 45 mindt.
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6.4.3.

Odfarbenie gélovej dosticky

Odlejte roztok na farbenie, gélova dosticku dvakrdt umyte pouZitim 100 ml roztoku na odfarbovanie
(4.10.), potom potrepte s 200 ml roztoku na odfarbovanie po dobu 15 mindt a odfarbovaci postup
opakujte najmenej dva alebo trikrdt, pokym nie je pozadie Cisté a bezfarebné. Potom gélovii dosticku
opldchnite destilovanou vodou (2 x 2 minity) a nechajte vysusit na vzduchu (2 az 3 hodiny) alebo
susi¢om na vlasy (10 aZ 15 mint).

Pozndmka 1: Ustdlenie, umyvanie, farbenie a odfarbovanie vykonajte pri teplote 20 °C. Vyssie teploty
nepouzivajte.

Pozndmka 2: Ak sa uprednostni citlivejsie strieborné farbivo (napr. Silver Staining Kit, Protein, Phar-
macia Biotech, Code No. 17-1150-01), kazeinové vzorky oSetrené plazminom sa musia
rozpustat na 5 mg/ml.

Hodnotenie

Hodnotenie sa uskuto¢fiuje porovnanim vzorov proteinov nezndmej vzorky s referen¢nym Standardnym
roztokom na rovnakom géli. Zistovanie kravského mlicka v syroch z ovcicho mlieka, kozieho mlieka, byvolicho
mlieka a zmes{ ovcieho, kozieho a byvolieho mlieka sa uskutociuje cez vy, a y,-kazeiny, ktorych izoelektrické
body sa pohybuji medzi pH 6,5 a pH 7,5 (obrdzky 4 a, b, obrdzok 5). Detekény limit je menej ako 0,5 %.

7.1.

7.2.

Zdroje

Vizudlny odhad

Pri vizudlnom hodnoteni mnozstva kravského mlieka je na dosiahnutie rovnakej drovne intenzity
ovcich, kozich afalebo byvolich y, a y,-kazeinov (pozri hodnoty y, E,GB a vy, E,G,B na obrdzkoch 4
a, b a obrizku 5) vhodné upravit koncentricie vzoriek a Standardnych roztokov. Potom je mozné
mnozstvo kravského mlieka (menej ako, rovné a viac ako 1 %) v nezndmej vzorke odhadnit priamo
porovnanim intenzity kravskych y, a y,-kazeinov (pozri hodnoty y, C a y, C na obrdzkoch 4 a, b
a obrdzku 5)s 0% a 1 % referenénym $tandardnymi roztokmi (ovcie, kozie) alebo do¢asnymi labora-
térnymi Standardnymi roztokmi (byvolie).

Denzitometricky odhad

Ak je to mozné, na stanovenie pomeru plochy vrcholu kravskych k ovéim, kozim afalebo byvolim vy,
a y,-kazeinom pouzite denzitometriu (5.19.) (pozri obrdzok 5). Ttito hodnotu porovnajte s pomerom
plochoy vrcholu y; a y,-kazeinov 1 % referen¢ného Standardného roztoku (ovéie, kozie) alebo docas-
ného laboratérneho standardného roztoku (byvolie) analyzovanymi na rovnakom géli.

Pozndmka: Metéda funguje uspokojivo, ak je jasny pozitivny signdl pre oba kravské y, a y,-kazeiny
v 1% referen¢nom S$tandardnom roztoku, ale nie v 0% referencnom standardnom
roztoku. Ak nie, postup optimalizujte presnym sledovanim jeho krokov.

Vzorka sa hodnoti ako pozitivna, ak sa oba kravské y, a y,kazeiny alebo zodpovedajiice

roztoku.

Addeo F., Moio L., Chianese L., Stingo C., Resmini P., Berner I, Krause I, Di Luccia A., Bocca A.:
Pouzitie plazminu na zvySenie citlivosti zistovania kravského mlieka v ovéom afalebo kozom syre gélovym
izoelektrickjm zameriavanim y2-kazeinov. Milchwissenshaft 45, 708-711 (1990).

Addeo F., Nicolai M.A.,Chianese L., Moio L., Spagna Musso S., Bocca A., Del Giovine L.: Kontrolnd
metéda na zistovanie kravského mlieka v ovéom a byvolom syre pouzitim imunoblotdcie. Milchwissenschaft
50, 83-85 (1995).

Krause L, Berner I, Klostermeyer H.: Citlivé zistovanie kravského mlicka v ovéom a kozom mlicku a syre
nosicom amfolytu — a nosicom amfolytu/imobilizovanym pH spddom — izoelektrické zameriavanie y-kazeinov
pouZitim plazminu ako signdlneho zosilfiovaca. In: Electrophoresis-Forum 89 (B.J. Radola, ed.) s. 389-393.,
Bode Verlag, Mnichov (1989).

Krause I, Belitz H.-D., Kaiser K.-P.: Zistovanie kravského mlicka v ovéom a kozom mlieku alebo syre
pouzitim izoelektrického zameriavania polyakrylamidovych gélov s obsahom mocoviny. Z. Lebensm. Unters.
Forsch. 174, 195-199 (1982).

Radola B. J.: Izoelektrické zameriavanie na velmi tenkych vrstvach 50-100pm polyakrylamidovych gélov na sila-
nizovanom skle alebo polyesterovyich filmoch. Electrophoresis 1, 43-56 (1980).



296 Uradny vestnik Eurépskej tinie 03/zv. 31

oddelovaci pds

025mm _Y /
i
A

polyesterova folia <&
S

6 mm

/ /4:/ 280 mm v

Obrizok 1: Schematicky ndcrt krycej f6lie

W Kazein

Obrazok 2: Kazeinova vrstva medzi vodnou a organickou vrstvou po odstredovani

Obrazok 3: Postup vytvorenia velmi tenkych polyakrilamidovych gélov

a = oddelovaci pds (0,25 mmy); b = krycia folia (5.3.); ¢, e = sklenené dosticky (5.1.); d = gélovy roztok
(4.1.2); f = félia na gél (5.2.)
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Obrazok 4a: 1zoelektrické zameriavanie kazeinov osetrenych plazminom z ovéieho a kozieho syra obsahujicich rozne
mnozstva kravského mlieka.

% CM — percento kravského mlieka, C = krava, E = ovca, G = koza

zndzornend je hornd Cast izoelektricky zameraného gélu
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Obréizok 4b: Izoclektrické zameriavanie kazefnov osetrenych plazminom zo syra vyrobeného zo zmesi ovcieho,
kozieho a byvolicho mlieka s obsahom roznych mnozstiev kravského mlieka.

% CM = percento kravského mlieka; 1+ = vzorka obsahujica 1 % kravského mlieka s pridanim ¢istého
kravského kazeinu v strede stopy; C = krava, E = ovca, G = koza, B = byvol.

Znézornend je celkovd separacnd vzdialenost izoelektricky zameraného gélu.
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PreloZenie denzitogramov §tandardnych roztokov (STD) a vzoriek syra vyrobeného zo zmesi ov¢iehoa
kozieho mlieka po izoelektrickom zamerani.

ab = standardné roztoky obsahujice 0 a 1% kravského mlieka, c-g = vzorky syra obsahujice 0,1,2,3
a 7 % kravského mlieka, C = krava, E = ovca, G = koza.

Hornd ¢ast izoelektricky zameraného gélu bola merand pri X = 634 nm.
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PRILOHA XVI
(Clanok 11)

REFERENCNA METODA NA ZISTOVANIE KOLIFORIEM V MASLE, ODSTREDENOM MLIEKU V PRASKU,
KAZEINE A KAZEINATOCH

Ak sa na pritomnost koliforiem testuje maslo, do kulttry sa zaockuju vzorky zodpovedajice 1 g masla.

Ak sa na pritomnost koliforiem testujii odstredené mlieko v prasku alebo kazein/kazeinity, do kulttry sa zaockuji
vzorky s hmotnostou 0,1 g.

Aplikuje sa norma IDF 73A:1985, metdda B s nasledovnymi modifikdciami:

1) Priprava vzorky je podla normy IDF 122B:1992. Pre kysly kazein sa moZe tiez pouzit postup pripravy vzorky popi-
sany v norme IDF 73A:1985.

2) Inkubuji a hodnotia sa len skiimavky so zaockovanymi vzorkami s hmotnostou 1 g (maslo) alebo 0,1 g (odstre-
dené mlieko v prasku, kazein/kazeindty). Nerobia sa Ziadne iné roztoky.

Hodnotenie vysledkov

Tri negativne vysledky: Poiadavka splnend
Dva alebo tri pozitivne vysledky: Poiadavka nesplnend
Dva negativne vysledky: Analyzuji sa dve dalie vzorky s hmotnostou 1 g

(maslo) alebo 0,1 g (odstredené mlieko v prasku, kazein/kazeindty).
Pozndmka
Obsah koliforiem: v priemere 1/10 g pre maslo; 1/g pre odstredené mlieko v prasku, kazein/kazeindty.
Vysledky naznacujice splnenie poziadavky sa ziskavaji s pravdepodobnostou 93 %.
Obsah koliforiem: 1/g pre maslo; 1/0,1 g pre odstredené mlieko v prasku, kazein/kazeinaty.
Vysledky naznacujiice splnenie poziadavky sa ziskavaji s pravdepodobnostou 91 %.

(Predpoklad: Poissonova distribticia)
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PRILOHA XVII
(Clanok 12)
METODA STANOVENIA OBSAHU LAKTOZY VO VYROBKOCH SPADAJUCICH POD KOD KN 2309 ()

CAST 1

. Oblast aplikicie

Metéda sa aplikuje v pripadoch, ked obsah laktézy presahuje 0,5 %.

. Princip

Rozpustte cukry vo vode. Umoznite pdsobenie kvasiniek (Saccharomyces cerevisiae); to ponechd laktézu v neporus-
enom stave. Po precisteni a filtrdcii stanovte Luff-Schoorlovou metédou obsah laktézy v tomto roztoku.

. Reagenty

Tiosulfat sodny 0,1N

Indikdtor: roztok skrobu. Do 1 litra vriacej vody pridajte 5 g rozpustného Skrobu (ako ochranné ¢inidlo sa moze
pouzit 10 mg jodidu ortutnatého) a 30 ml vody; zmes ponechajte vo vare po dobu troch mindt; nechajte
vychladnat.

Roztok jodidu draselného AR pri 30 % (w/v)
Roztok kyseliny sirovej 6 N

Luff-Schoorlov reagent:
a) v 100 ml vody rozpustte 25 g bezzelezitého pentahydritu sulfitu mednatého (CuSO,5H,0);
b) v 50 ml vody rozpustte 50 g monohydrétu kyseliny citrénovej (C,H,0,H,0);

¢) v priblizne 300 horicej vody rozpustte 143,8 g anhydrického uhlicitanu sodného (Na,CO,) a nechajte
vychladnut.

Do c¢) pridajte b), mierne pretrepte a pridajte a). Doplitte do 1 litra, nechajte cez noc postdt a potom prefiltrujte.
Skontrolujte normdlnost takto ziskaného reagentu (Cu 0,1 N, Na,CO; 2 N). Hodnota pH musi byt priblizne 9,4.

Carrezov 1 roztok: vo vode rozpustte 23,8 ¢ Zn(C,H,0,)2.2H,0 a 3 g ladovej kyseliny octovej a doplate do
100 ml.

Carrezov Il roztok: vo vode rozpustte 10,6 g K,F,(CN),.3H,0 a doplite do 100 ml.

Zrnkd pemzy, osetrené vo vare kyselinou chlorovodikovou kyselinou, umyté vodou a vysusené. Suspenzia Saccharo-
myces cerevisiae: 25 g Cerstvych kvasiniek v 100 ml vody (v chladnicke skladujte maximalne jeden tyzden).

. Postup

Na najblizsi 1 mg odvdzte 1 g vzorky urCenej na analyzu; umiestnite ju do kalibrovanej 100 ml banky. Pridajte 25
az 30 ml vody. Banku umiestnite do vriaceho vodného kipela na 30 mindt, potom ju nechajte vychladndt na
priblizne 35 °C.

Pridajte 5 ml kvasinkovej suspenzie (*) a pretrepte. Kalibrovanti banku a jej obsah nechajte vo vodnom kdpeli pri
teplote 38 az 40 °C po dobu dvoch hodin.

Po fermentdcii ju ochladte na teplotu priblizne 20 °C. Pridajte 2,5 ml Carrezovho I roztoku a pretrepte po dobu 30
sekind; potom pridajte 2,5 ml Carrezovho II roztoku a opit pretrepte po dobu 30 sekiind. Doplitte vodou do
100 ml, premiesajte a filtrujte. Pipetujte maximélne 25 ml filtrétu, najlepsie s obsahom 40 az 80 mg laktdzy; podla
potreby doplitte vodou do 25 ml a Luff-Schoorlovou metédou stanovte obsah anhydrickej laktézy.

Uskutocnite aj slepy test len s kvasinkami.

(') Nariadenie (EHS) ¢. 222/88.
() Pre produkty obsahujiice viac ako 40 % fermentovatelného cukru pridajte vicsie mnoZstvo suspenzie.
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CAST II

1. Stanovenie obsahu laktézy Luff-Schoorlovou metédou

Pipetujte 25 ml Luff-Schoorlovho reagentu a vlozte ho do 300 ml Erlenmeyerovej banky; pridajte presne 25 ml
precisten¢ho roztoku.

Po pridani dvoch zrniek pemzy zohrejte, ruc¢ne pretrepdvajte nad otvorenym ohniom priemernej vysky a kvapalinu
uvedte do varu na priblizne 2 mindty. Erlenmeyerovu banku ihned umiestnite na drotené pletivo s azbestovou
doskou, pod ktorym bol predtym zapdleny ohen. Toto reguluje zohrievanie vyluéne dna Erlenmeyerovej banky;
potom nasadte kondenzdtor so spitnym tokom. Od toho okamihu varte presne desat mindt. Ihned nechajte ochladit
v studenej vode a po priblizne piatich mindtach testujte nasledovne:

Do kvapaliny pridajte 10 ml jodidu draselného a ihned potom, ale opatrne (kedZe moze dojst k vytvoreniu velkej
peny), pridajte 25 ml kyseliny sirovej 6N.

Testujte tiosulfdt sodny, pokial sa neobjavi tmavozltd farba, a ku koncu testu pridajte indikdtor skrobu.

Rovnaky test vykonajte so zmesou presne 25 ml Luff-Schoorlovho reagentu a 25 ml vody po pridani 10 ml jodidu
draselného a 25 ml kyseliny sirovej 6 N, tentokrdt bez varenia.

Pouzitim nasledovnej tabulky stanovte mnozstvo laktzy v mg zodpovedajice rozdielu medzi vysledkami oboch
testov (vyjadrené v ml tiosulfdtu sodného 0,1N).

Tabulka
Tabulka pre 25 ml Luff-Schoorlovho reagentu

(pozri podmienky uvedené v texte)

1. Tiosulfdt sodny 0,1 N
2. Laktéza C,,H,,0,,

1 2 1 2
ml mg rozdiel ml mg rozdiel
1 3,6 12 44,6
3,7 3,8
2 7,3 13 48,4
3,7 3,8
3 11,0 14 52,2
3,7 3,8
4 14,7 15 56,0
3,7 3,9
5 18,4 16 59,9
37 3,9
6 221 17 63,8 1o
3,7 ’
’ 1 ,
7 25,8 8 67.7 4.0
37 19 71,7
8 29,5 40
3.7 20 75,7
9 33,2 41
3,8 21 79,8
10 37,0 4,1
3,8 22 83,9
11 40,8 41
3,8 23 88,0
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PRILOHA XVIII
(Clanok 13)

ZISTOVANIE PRITOMNOSTI SYRIDLOVE] SRVATKY V ODSTREDENOM MLIEKU V PRASKU URCENOM
NA VEREJNE SKLADOVANIE STANOVENIM GLYKOMAKROPEPTIDOV ~VYSOKOVYKONNOU
KVAPALNOU CHROMATOGRAFIOU (HPLC)

1. Rozsah a oblast aplikicie
Téato metéda umoziuje zistovanie pritomnosti syridlovej srvitky v odstredenom mlieku v prasku uréenom na
verejné skladovanie zistenim obsahu glykomakropeptidov.

2. Zdroj
Medzindrodnd norma ISO 707 — Mlieko a mlie¢ne vyrobky — metddy odberu vzoriek, v silade s pokynmi uvede-
nymi v poslednom odseku prilohy I ods. 2 pism. c).

3. Definicia
Obsah glykomakropeptidov v odstredenom mlieku v prasku: obsah ldtok stanoveny metédou popisanou nizsie,
vyjadreny ako percento hmotnosti.

4. Princip

— Obnovenie odstredeného mlieka v prasku, odstrdnenie tuku a proteinov trichloroctovou kyselinou, nasledo-
vané odstredenim.

— Stanovenie mnozstva glykomakropeptidov (GMP) v litke vysokovykonnou kvapalnou chromatografiou
(HPLO).

— Hodnotenie vysledkov ziskanych pre vzorky odkazom na Standardné vzorky pozostdvajice z odstredeného
mlieka v prasku s alebo bez pridania srvatkového prasku zndmeho percenta.
5. Reagenty
Vsetky reagenty musia byt schvélenej analytickej kvality. Voda musi byt destilovand alebo aspon ekvivalentnej
Cistoty.
5.1. Roztok kyseliny trichloroctovej

Vo vode rozpustte 240 g kyseliny trichloroctovej(Cl;COOH) a doplite do 1 000 ml.

5.2. Eluacny roztok, pH 6,0
V priblizne 700 ml vody rozpustte 1,74 g hydrogénfosfore¢nanu draselného (K,HPO,), 12,37 g dihy-
drogénfosofre¢nanu draselného (KH,PO,) a 21,41 g sulfitu sodného (Na,SO,). Podla potreby upravte pH
na hodnotu 6,0 pouzitim roztoku kyseliny fosforecnej alebo hydroxidu draselného.

Doplite vodou do 1 000 ml a homogenizujte.

Elua¢ny roztok pred pouzitim prefiltrujte cez membranovy filter s priemerom pérov 0,45pm.

5.3. Vyplachovacie rozptistadlo

Jeden diel acetonitrilu (CH,CN) zmieSajte s deviatimi dielmi vody. Zmes pred pouzitim prefiltrujte cez
membrédnovy filter s priemerom pérov 0,45um.

Pozndmka: Pouzit sa moze akékolvek iné vyplachovacie rozpustadlo s baktericiddlnym tcinkom, ktoré
neovplyviuje rozlisovaciu schopnost odmerného valca.
5.4. Standardné vzorky
5.4.1.  Odstredené mlieko v prasku vyhovujice poziadavkdm tohto nariadenia (t. j. [0]).

5.4.2.  To isté odstredené mlieko v prasku upravené 5 % (m/m) srvitkou v prasku syridlového typu Standard-
ného zlozenia (t. j. [5]).
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Pristroje

6.1. Analytickd vdha

6.2. Odstredivka schopnd dosiahnut odstredivii silu 2 200 g, vybavend uzavieratelnymi odstredovacimi
skiimavkami s objemom priblizne 25 ml.

6.3. Mechanicky pretrepdvac.

6.4. Magneticky miesac.

6.5. Sklenené lieviky s priemerom priblizne 7 cm.

6.6. Filtratné papiere so strednou filtriciou, s priemerom priblizne 12,5 cm.

6.7. Sklenené zariadenie na filtrdciu s membrdnovym filtrom s priemerom pérov 0,45um.

6.8. Pipety s odmerkou umoziiujiica prenos 10 ml kvapaliny (ISO 648, trieda A, alebo ISO/R 835).

6.9. Termostaticky vodny kipel nastaveny na 25 + 0,5 °C.

6.10.  Zariadenie na HPLC pozostdvajice z:

6.10.1. 6.10.1. Cerpadla

6.10.2. 6.10.2. Injektora automatického alebo manudlneho s kapacitou 15 az 30pl

6.10.3. 6.10.3. Dvoch valcov TSK 2 000-SW v sérii (dfika 30 cm, vnatorny priemer 0,75 cm) alebo ekvivalent-
n}'/cl,l valcov a predvalca (3 ¢m x 0,3 cm) zabalenych s 1125 alebo materidlom s ekvivalentnou efektiv-
nostou

6.10.4. 6.10.4. Termostatickej stfpovej pece nastavenej na 35 = 1°C

6.10.5. 6.10.5. UV detektora s nastavitelnou vinovou dfzkou, umoznujiiceho merania pri 205 nm s citlivostou
0,008 A

6.10.6. 6.10.6. Integratora umoznujiiceho integraciu medzi spodnymi krivkami
Pozndmka: Prica s valcami skladovanymi pri izbovej teplote je moznd, avsak ich rozliSovacia schopnost

je tak nizsia. V takom pripade by sa teplota mala pohybovat o menej ako *+ 5 °C v kazdom
z rozpiti analyzy.

Odber vzoriek

7.1. Medzindrodnd norma ISO 707 - Mlieko a mliecne vyrobky — metédy odberu vzoriek, v sdlade
s pokynmi uvedenymi v poslednom odseku prilohy I ods. 2 pism. c).

7.2. Vzorky uschovajte v podmienkach zabranujicim ich znehodnoteniu alebo zmene zloZenia.

Postup

8.1. Priprava testovacej vzorky
Mlieko v prasku vlozte do nddoby s objemom priblizne dvojndsobku objemu prasku vybavenej vzducho-
tesnym vekom. Nddobu ihned zatvorte. Prdsok dobre premiesajte opakovanym prevracanim nddoby.

8.2. Testovacia vzorka
Odviézte 2,000 + 0,001 g testovacej vzorky do odstredovacej skiimavky (6.2.).

8.3. Odstrdnenie tukov a proteinov

8.3.1. Do davky testovacej vzorky pridajte 20 g teplej vody (50 °C). Prdsok rozpustte pretrepanim po dobu
piatich mindt pouzitim mechanického pretrepdvaca (6.3.). Skiimavku ochladte na 25 °C.

8.3.2.  Po dvoch mindtach pridajte 10,0 ml roztoku kyseliny trichloroctovej za sticasného miesania magne-
tickym miesacom (6.4.). Skiimavku umiestnite do vodného kipela (6.9.) a ponechajte na 60 mindt.

8.3.3.  Odstredte (6.2.) po dobu 10 mindt pri 2 200 g, alebo prefiltrujte cez papier (6.6.) a odstriite prvych

5 ml filtrdtu.
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8.4.
8.4.1.

8.4.2.

8.5.
8.5.1.

8.5.3.

Chromatografické testovanie

Do pristroja na HPLC (6.10.) nastaveného na prietok 1 ml elua¢ného roztoku (5.2.) za mindtu injektujte
15 az 30 pl presne odmeraného supernatantu alebo filtrtu (8.3.3.).

Pozndmky:
1. Elua¢ny roztok (5.2.) pocas chromatografickej analyzy udrzujte na 85 °C s cielom uchovania eluac-

ného roztoku bez plynov a zabrdnenia rastu baktérii. Vykonat mozete akékolvek preventivne kroky
s podobnym téinkom.

2. Valce oplichnite vodou pocas kazdého prerusenia. Eluacny roztok (5.2.) v nich nikdy nenechavajte.

Pred kazdym prerusenim dlhsim ako 24 hodin preplichnite valce vodou, potom ich umyte roztokom
(5.3.) po dobu najmenej troch hodin pri prietoku 0,2 ml za mindtu.

Vysledky chromatografickej analyzy testovacej vzorky (E) sa ziskaji vo forme chromatogramu, v ktorom
je vrchol oznaceny ¢asom viazania RT nasledovne:

Vrchol II: Druhy vrchol chromatogramu s RT priblizne 12,5 mindt.
Vrchol III: Treti vrchol chromatogramu zodpovedajiici GMP s RT 15,5 £ 1,0 mindt.
Vrchol IV: Stvrty vrchol chromatogramu s RT priblizne 17,5 mindty.

Kvalita valcov moze pri jednotlivych vrcholoch ovplyvnit ¢as viazania.

Integrétor (6.10.6.) automaticky vypocita plochu A jednotlivych vrcholov:
Ay plocha vrcholu 11,

Ay plocha vrcholu 111,

Ay plocha vrcholu IV.

Pred kvantitativnou interpretdciou je dolezité preskimat vzhlad kazdého chromatogramu s cielom
zistenia akychkolvek abnormalit zapricinenych bud poruchou pristroja alebo valcov, alebo povodom
a povahou analyzovanej vzorky.

V pripade pochybnosti analyzu zopakujte.

Kalibrdcia
Na $tandardnych vzorkdch (5.4.) pouzite postup popisany v bodoch 8.2. az 8.4.2.

Pouzite Cerstvo pripravené roztoky, pretoze GMP v 8 % trichloroctovom prostredi degradujd. Strata sa
odhaduje na 0,2 % za hodinu pri 30 °C.

Pred chromatografickou analyzou vzoriek pripravte valce opakovanou injektdzou Standardnej vzorky
(5.4.2) do roztoku (8.5.1.), pokial plocha a Cas viazania vrcholy zodpovedajiiccho GMP nie st kons-
tantné.

Injektovanim rovnakého mnozstva filtratov (8.5.1.) ako pri vzorkdch stanovte reakéné faktory R.

Vypocet vysledkov

9.1.
9.1.1.

Metdda vypoctu a vzorce

Vypocet reakénych faktorov R:

Vrchol II: R, — 100
1 —
Aq[0]
Vrchol IV: R 100
m —
AIV [0]
pricom:
R,a Ry = reakéné faktory vrcholov T a 1V,
A, [0]a Ay [0] = plochy vrcholov Il a 1V Standardnej vzorky [0] ziskané v bode 8.5.3.
Vrchol III: Ry = W
AIII[S]_ Am[o]
pricom
Ry = reak¢ny faktor vrcholu I1I
A, [0]a Ay [5] = plochy vrcholu III Standardnych vzoriek [0] a [5] ziskané v bode 8.5.3.
W = mnoZstvo srvéitky v Standardnej vzorke [5], t. j. 5.
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9.1.2.  Vypocet relativnej plochy vrcholov vo vzorke (E)
SulE] = Ryx Ay[E]
SulE] = Rux AnlE]
SwlE] = Ryx Ayl[E]

pricom:

Su[E], SulE], Sy[E] = relativne plochy vrcholov II, 1ll a IV vzorky [E]

A,[E], A,[E], Ay [E] = plochy vrcholov II, Il a IV vzorky [E] ziskané v bode 8.4.2.

Ry Ry Ry = reakény faktor vypocitany v bode 9.1.1.

9.1.3.  Vypocet relativneho ¢asu viazania vrcholu Il vzorky [E]
RTy(E
RRTyy [E] - 111[ ]
l{’TIII [5]

pricom:

RRT,[E] = relativny ¢as viazania vrcholu Il vzorky [E]

RT,[E] = Cas viazania vrcholu IIl vzorky [E] ziskany v bode 8.4.2.

RT,[5] = cas viazania vrcholu III kontrolnej vzorky ziskany v bode 8.5.3.

9.1.4. Pokusy ukdzali, Ze existuje linedrny vztah medzi relativnym ¢asom viazania vrcholu III, t. j. RRT,[E]

a percentom srvatky v prasku do 10 %.

— RRT[E] je < 1,000, ak je obsah srvitky > 5 %;

— RRT,[E] je = 1,000, ak je obsah srvitky =5 %.

Povolend odchylka pre hodnoty RRT; je + 0,002.

Hodnota RRT,[E] sa zvycajne mierne odchyluje od 1,034. V zédvislosti od stavu valcov moze tdto

hodnota dosiahnut 1,000, ale musi byt vzdy vacsia.

9.2. Vypocet percenta syridlovej srvdtky v prdsku vo vzorke:
W = SIII[E]_[L} + (SIII[O]_ 0,9)]

pricom:

W = percento m/m syridlovej srvétky vo vzorke [EJ;

S [E] = relativna plocha vrcholu III testovacej vzorky [E] ziskand podla bodu 9.1.2;

1,3 = predstavuje priemernd relativnu plochu vrcholu I vyjadrend v gramoch syridlovej
srvatky na 100 g v nefalSovanom odstredenom mlieku v prasku rozneho povodu. Této
hodnota bola dosiahnutd pokusne.

S [0] = predstavuje relativnu plochu vrcholu III rovnt Ry, x A, [0]. Tieto hodnoty boli ziskané
v bodoch 9.1.1. a 8.5.3.

(Sy[0] - 0,9) = predstavuje korekciu, ktort treba urobit pre priemernd relativnu plochu 1,3 ak sa
SII[0] nerovnd 0,9. Pokusne sa zistilo, e priemernd relativna plocha vrcholu III
kontrolnej vzorky [0] je 0,9.

9.3. Presnost’ postupu

9.3.1. Opakovatelnost
Rozdiel medzi vysledkami dvoch analyz uskuto¢nenych naraz alebo rychlo po sebe rovnakym analytikom
pouzitim rovnakych pristrojov na rovnakom testovacom materidli nesmie presiahnut 0,2 % m/m.

9.3.2. Reprodukovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch osobitnych a nezdvislych vypoctov ziskanych v dvoch roznych labora-
toridch na rovnakom testovacom materidli nesmie presiahnut 0,4 % m/m.



306 Uradny vestnik Eurépskej tinie 03/zv. 31
9.4. Interpretdcia
9.4.1. Nepritomnost srvatky predpokladajte, ak relativna plocha vrcholu III, SII[E], vyjadrend v gramoch syri-

9.4.2.

9.4.3.

9.4.3.1.

9.4.3.2.

dlovej srvtky na 100 g vyrobku je < 2,0 + (Su[0]- 0,9)

pricom
2,0 = je maximdlna hodnota povolend pre relativnu plochu vrcholu 1II, zohladfjica rela-

tivnu plochu vrcholu III, t. j. 1,3, neistotu z dovodu varidcii v zloeni odstredeného
mlieka v préku a reprodukovatelnosti metédy (9.3.2.).

(Sul0] = 0,9) = je korekcia, ktort je treba urobit, ak plocha S;[0] je odlisnd od 0,9 (pozri bod 9,2).

Ak je relativna plocha vrcholu I Sy [E]> 2,0 + (Sy;[0]- 0,9) a relativna plocha vrcholu 1T S [E] <160,
obsah syridlovej srvétky stanovte podla bodu 9.2.

Ak je relativna plocha vrcholu TIT Sy [E]> 2,0 + (Syu[0]- 0,9) a relativna plocha vrcholu IT S,[E] < 160,
stanovte celkovy obsah proteinov (P %); potom preskiimajte grafy 1 a 2.

Udaje ziskané po analyze vzoriek nefalsovanych odstredenych mlick v prasku s vysokym celkovym
obsahom proteinov sa nachddzaji v grafoch 1 a 2.

Neprerusovand Ciara predstavuje linedrnu regresiu, ktorej koeficienty st vypocitané podla metédy najme-
nsich $tvorcov.

Prerusovand Ciara stanovuje horny limit relativnej plochy vrcholu III s pravdepodobnostou nepresiah-
nutia v 90 % pripadov.

Rovnice pre prerusovand Ciaru v grafoch 1 a 2 si:

Su= 0,376 P % -10,7 (graf 1)
Su= 0,0123 Sy[E] + 0,93 (graf 2)
pricom:
Sy je relativna plocha vrcholu III vypocitand bud podla celkového obsahu proteinov, alebo podla rela-

tivnej plochy vrcholu S [E],

P % je celkovy obsah proteinov vyjadreny v percentdch podla hmotnosti,
S,[E] je relativna plocha vzorky vypocitand v bode 9.1.2.

Tieto rovnice st ekvivalentné hodnote 1,3 uvedenej v bode 9.2.

Rozdiel (T1 a T2) medzi zistenou relativnou plochou SII[E] a relativnou plochou SIII sa vyjadruje
prostrednictvom nasledovnych vzorcov:

T, = SulE]-[(0,376 P% - 10,7) + (Sy[0]- 0,9)]
T, = SulE]-[(0,0123 Sy[E] + 0,93) + (Sw[0]- 0,9)]

Ak T, afalebo T, st 0 alebo menej, pritomnost syridlovej srvitky sa nedd stanovit.

Ak T, aT, presahuji hodnotu 0, syridlovd srvitka je vo vzorke pritomna.

Obsah syridlovej srvatky sa pocita podla nasledovného vzorca:

W =T,+ 091

pricom

0,91 je vzdialenost na vertikdlnej osi medzi nepreruovanou a prerusovanou ¢iarou.
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PRILOHA XIX

(Clanok 13)

STANOVENIE OBSAHU PEVNE] SYRIDLOVE] SRVATKY V ODSTREDENOM MLIEKU V PRASKU A ZME-

SIACH UVEDENYCH V NARIADENI (ES) & 2799/1999

Ugel: zistenie pridania pevnej syridlovej srvitky do:
a) odstredeného mlieka v prasku definovaného v ¢ldnku 2 nariadenia (ES) ¢. 2799/1999 a

b) zmesi definovanych v ¢lanku 4 nariadenia (ES) ¢. 2799/1999.
Zdroj: Medzinirodnd norma ISO 707

Definicia

Obsah pevnej syridlovej srvétky sa definuje ako percento hmotnosti stanovené podla uvedeného postupu.

Princip

V silade s prilohou XVIII sa stanovi obsah glykomakropeptidu A. Vzorky s pozitivnymi vysledkami sa analyzuja
na glykomakropeptid A vysokovykonnou kvapalnou chromatografiou s reverznou fizou (postup HPLC). Hodno-
tenie vysledkov sa ziska odkazom na Standardné vzorky pozostdvajiice z odstredeného mlieka v prdsku s a bez
obsahu zndmeho percenta srvitky v prasku. Vysledky vyssie ako 1 % (m/m) ukazujii na pritomnost pevnej syri-
dlovej srvétky.

Reagenty

Vsetky reagenty musia byt schvélenej analytickej kvality. Voda musi byt destilovand alebo aspon ekvivalentnej
cistoty. Acetonitril musi byt spektroskopickej alebo HPLC kvality.

Reagenty potrebné na tento postup st popisané v prilohe XVIII tohto nariadenia.

Reagenty pre reverznd fizu HPLC.

5.1. Roztok kyseliny trichloroctovej

Vo vode rozpustte 240 g kyseliny trichloroctovej (CCI,COOH) a dopliite do 1 000 ml.

5.2. Eluenty A a B

Eluent A: do 1 000 ml banky dajte 150 ml acetronitrilu (CH,CN), 20 ml izopropanolu (CH,CHOHCH,)
a 1,00 ml kyseliny trifluéroctovej(TFA, CF,COOH). Dopliite vodou do 1 000 ml. Eluent B: do 1 000 ml
banky dajte 550 ml acetronitrilu (CH3KN), 20 ml izopropanolu a 1,00 ml TFA. Doplate vodou do
1000 ml. Roztok pred pouzitim prefiltrujte cez membranovy filter s pérmi s priemerom 0,45 pm.

5.3. Konzervdcia valca
Po analyze sa valec preplichne eluentom B (cez spad) a ndsledne sa preplichne acetonitrilom (cez spad
po dobu 30 mindt). Valec sa skladuje v acetonitrile.

5.4. Standardné vzorky

5.4.1.  Odstredené mlicko v prasku spliiajiice poziadavky na verejné skladovanie [t. j. (0)].

5.4.2.  To isté odstredené mlieko v prasku upravené 5 % (m/m) srvitkou syridlového typu v prasku standard-
ného zlozenia [t. j. (5)].

5.4.3. To isté odstredené mlieko v prasku upravené 50 % (m/m) srvatkou syridlového typu v prasku Standard-
ného zlozenia [t. j. (50)] (1).

Pristroje

Pristroje potrebné pre tento postup st uvedené v prilohe XVIII tohto nariadenia.

6.1. 6.1.1. Analytickd véha

6.2. Odstredivka schopnd dosiahnut odstredivi silu 2 200 g, vybavend uzavieratelnymi odstredovacimi
skiimavkami s objemom priblizne 50 ml

(") Srvétka syridlového typu v prasku standardného zlozenia a tiez upravené odstredené mlieko v prasku s dostupné u NIZO, Kern-
hemseweg 2, PO Box 20 — NL-6710 BA Ede. MoZu viak byt pouzité aj iné prasky s vysledkami ekvivalentnymi NIZO praskom.
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6.3. Mechanicky pretrepavac¢ fungujici pri 50 °C
6.4. Magneticky miesa¢

6.5. Sklenené lieviky s priemerom priblizne 7 cm
6.6. Filtracné papiere so strednou filtrdciou, s priemerom priblizne 12,5 ¢cm
6.7. Sklenené zariadenie na filtrdciu s membranovym filtrom s priemerom pérov 0,45um

6.8. Pipety s odmerkou umoznujtice prenos 10 ml kvapaliny (ISO 648, trieda A, alebo ISO/R 835), alebo
systém schopny prenosu 10 ml kvapaliny do dvoch mindt

6.9. Termostaticky vodny kdpel nastaveny na 25 + 0,5 °C

6.10.  Zariadenie na HPLC pozostdvajice z:

6.10.1. 6.10.1. Dvojitého spadového cerpacieho systému

6.10.2. 6.10.2. Injektora automatického alebo manudlneho s kapacitou 100 pl

6.10.3. 6.10.3. Valca Dupont Protein Plus (dfzka 25 cm, vnitorny priemer 0,46 cm) alebo ekvivalentného valca
zaloZzeného na pemze s velkymi pérmi pre reverznd fazu

6.10.4. 6.10.4. Termostatickej stfpovej pece nastavenej na 35 = 1°C

6.10.5. 6.10.5. UV detektora s nastavitelnou vlnovou dlzkou, umozujiiceho merania pri 210 nm (v pripade
potreby sa moZe pouzit vysia vinova dizka do 220 nmy s citlivostou 0,02 A.

6.10.6. 6.10.6. Integratora umoznujticeho integraciu medzi spodnymi krivkami.

Pozndmka

Prica s valcom pri izbovej teplote je moznd za predpok adu teplotnych vykyvov menej ako + 1 °C,
v opaénom pripade dochddza k prilis velkym varidcidm ¢asu viazania GMPA.

Odber vzorky

7.1. Vzorky sa musia odoberat v stilade s postupom stanovenym v medzindrodnej norme ISO 707. Clenské
Staty vSak mozu pouzit aj ind metddu odberu vzoriek za predpokladu, Ze této je v zhode s principmi
vyssie vedenej normy.

7.2. Vzorka skladujte v podmienkach vylu¢ujicich znehodnotenie alebo zmenu zloZenia.

Postup

8.1. Priprava vzorky

Mlieko v prasku vlozte do nddoby s objemom priblizne dvojndsobku objemu prasku vybavenej vzdu-
chotesnym vekom. Nadobu ihned zatvorte. Prasok dobre premiesajte opakovanym prevracanim nddoby.

8.2. Testovacia vzorka

Odvézte 2,00 = 0,001 g testovacej vzorky do odstredovacej skiimavky (6.2.) alebo vhodnej banky
s uzdverom (50 ml).

8.3. Odstrdnenie tukov a proteinov

8.3.1. Do davky testovacej vzorky pridajte 20 g teplej vody (50 °C). PrdSok rozpustte pretrepanim mecha-
nickym pretrepavacom po dobu piatich mintt alebo po dobu 30 mindt v pripade kyslého cmaru (6.3.).
Skiimavku vloZte do vodného kipela (6.9.) a nechajte vyrovnat na 25 °C.

8.3.2.  Dve mindty ststavne priddvajte 10 ml roztoku kyseliny trichloroctovej (5.1.) za stc¢asného intenzivneho
mieSania magnetickym mie$acom (6.4.). Skimavku umiestnite do vodného kipela (6.9.) a odlozte na 60
mindt.

8.3.3.  Odstredte (6.2.) po dobu 10 mindt pri 2,200 g, alebo prefiltrujte cez papier (6.6.) a odstrdnte prvych
5 ml filtrdtu.

8.4. Chromatografické testovanie

8.4.1. Analyzu HPLC vykonajte podla popisu v prilohe XVIII. Ak ziskate negativny vysledok, analyzovand
vzorka neobsahuje pevnu syridlovi srvitku v zistitelnych mnozstvich. Ak je vysledok pozitivny, mus sa
vykonat postup HPLC s reverznou fizou popisany nizsie. Pritomnost kyslého cmaru v prdsku moze
zapricinit vznik falo§nych pozitivnych vysledkov. Metéda HPLC s reverznou fizou tdto moznost vylu-
cuje.
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8.4.2. Pred uskuto¢nenim analyzy HPLC s reverznou fizou je potrebné optimalizovat spadové podmienky.
Optimédlnym ¢asom viazania pre GMPA pre spadové systémy s mftvym objemom 6 ml (objem od bodu,
kedy sa rozpustadld spoja do objemu injekénej slucky, vratane) je 26 + 2 mintty. Pre spddové systémy
s niz$im mftvym objemom (napr. 2 ml) sa za optimdlny Cas viazania povazuje 22 minit.
Vezmite roztoky Standardnych vzoriek (5.4.) bez a s 50 % syridlovou srvitkou.
Do pristroja HPLC nastaveného na spadové podmienky uvedené v tabulke 1 injektujte 100 pl superna-
tantu alebo filtrdtu (8.3.3.).
Tabulka 1
Podmienky predbezného spadu pre optimalizdciu chromatografie
Cas Tok % A %B Krivk
(min.) (ml/min.) ? N rivka
pociatocny 1,0 90 10 *

27 1,0 60 40 linedrna

32 1,0 10 90 linedrna

37 1,0 10 90 linedrna

42 1,0 90 10 linedrna
Porovnanie dvoch chromatogramov by malo odhalit miesto vrcholu GMPA.
Pociatocné zlozenie rozpustadla urceného na normdlny spdd (pozri 8.4.3.) je mozné vypocitat nasle-
dovnym vzorcom:

%B = 10 -2,5 + (13,5 + (RTgmpA — 26/6)) * 30/27
%B = 75 + (13,5 + (RTgmpA - 26/6)) x 1,11
pricom:
RTgmpA::  Cas viazania GMP, v predbeznom spdde
10: pociatocné % B predbezného spadu
2,5: % B v polovici minus % B na zaciatku normdlneho spadu
13,5 stredny cas predbezného spadu
26: pozadovany Cas viazania GMPA
6: pomer sklonov predbezného a normalneho spadu
30: % B na pociatku minus % B po 27 mindtach v predbeznom spdde
27: cas predbezného spadu
8.4.3.  Vezmite roztoky testovacich vzoriek

Do pristroja HPLC nastaveného na prietok elua¢ného roztoku (5.2.) 1 ml za mindtu injektujte 100 pl
presne odmeraného supernatantu alebo filtratu (8.3.3.).

Zlozenie eluentu na zaciatku analyzy sa ziska z bodu 8.4.2. Zvycajne je okolo A:B = 76:24 (5.2.). lhned
po injektdZi sa za¢ne linedrny spad, ktory sposobi o 5 % vyssie percento B po 27 mindtach. Nésledne sa
zacne linedrny spdd, ktory sposobi v zloZeni eluentu zmenu na 90 % B za pit mindt. Toto zloZenie sa
udrzuje po dobu piatich mindt, kedy sa zloZenie zmeni prostrednictvom linedrneho spadu po piatich
mindtach na pociato¢né zlozenie. V zdvislosti od vniitorného objemu Cerpacicho systému je mozné
dalsiu injektaZ uskutocnit po 15 mindtach od dosiahnutia pociato¢nych podmienok.

Pozndmky

1. Cas viazania glykomakropeptidu je 26 + 2 mindt. Toto je mozné dosiahnut upravovanim pociatoc-
nych a konecnych podmienok prvého spadu. Rozdiel v % B medzi pociatoénymi a konecnymi
podmienkami vsak musi zostat 5 % B.

2. Eluenty by mali byt dostatoéne odplynené a v takom stave by mali aj zostat. Je to dolezité pre riadne
fungovanie spadového Cerpacieho systému. Standardnd odchylka ¢asu viazania vrcholu GMP by mala
byt mensia ako 0,1 mindty (n = 10).

3. Po kazdych piatich vzorkdch sa injektuje referencnd vzorka (5), ktord sa tieZ pouZiva na vypocet
nového reakéného faktora R (9.1.1.).
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8.4.4.

8.5.

Vysledky chromatografickej analyzy testovacej vzorky (E) sa ziskajii vo forme chromatogramu, v ktorom
je vrchol GMP oznadeny ¢asom viazania priblizne 26 mindt.

Integrator (6.40.6) automaticky vypocita vysku vrcholu H vrcholu GMP. V kazdom chromatograme je
potrebné skontrolovat umiestnenie zdkladnej ciary. Ak je zdkladnd ¢iara umiestnend nespravne, analyzu
alebo integraciu je potrebné opakovat.

Pred kvantitativnou interpretdciou je dolezité preskimat vzhlad kazdého chromatogramu s cielom
zistenia akychkolvek abnormalit zapric¢inenych bud poruchou pristroja alebo valcov, alebo povodom
a povahou analyzovanej vzorky. V pripade pochybnosti analyzu zopakujte.

Kalibrdcia

Postup popisany v bodoch 8.2 az 8.4.4. aplikujte na Standardné vzorky (5.4.1. a 5.4.2). PouZite Cerstvo
pripravené roztoky, pretoze GMP v prostredi 8 % kyseliny trichloroctovej pri izbovej teplote degraduje.
Pri 4 °C je roztok stabilny po dobu 24 hodin. V pripade dlhych sérii analyz je v automatickom injektore
vhodné pouzitie schladeného podnosu na vzorky.

Pozndmka

Krok 8.4.2. je mozné vynechat, ak % B v pociato¢nych podmienkach je zndme z predchddzajicich
analyz.

Chromatogram referencnej vzorky (5) by mal byt rovnaky ako na obrdzku 1. Na tomto obrdzku vrcholu
GMPA predchddzaji dva malé vrcholy. Je rozhodujtce dosiahnut podobnt separaciu.

Pred chromatografickou analyzou vzoriek injektujte 100 pl Standardnej vzorky bez syridlovej srvétky (0)
(5.4.1).

Chromatogram by nemal ukazovat vrchol v ¢ase viazania vrcholu GMPA.

Injektovanim rovnakého mnozstva filtrdtu (8.5.1) ako pri vzorkdch stanovte reakéné faktory R.

Vypocet vysledkov

9.1.

9.2.

9.3.

Metdda vypoctu a vzorce

Vypocet reakéného faktora R:

vrchol GMP: R = W[H

pricom:

R= reakény faktor vrcholu GMP
H= vyska vrcholu GMP

W= mnozstvo srvitky v Standardnej vzorke (5).

Vypocet percenta syridlovej srvdtky v prdsku vo vzorke
W(E) = R x H(E)

pricom:

W(E)= percento (m/m) syridlovej srvétky vo vzorke (E)
R= reakény faktor vrcholu GMP (9.1.1.)

H(E)= vyska vrcholu GMP vzorky (E)

Pevnd syridlova srvitka je pritomnd, ak W(E) je vicsie ako 1 % a rozdiel medzi casom viazania a ¢asom
viazania v Standardnej vzorke (5) je mensi ako 0,2 mindty.

Presnost’ postupu

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch analyz uskuto¢nenych naraz alebo rychlo po sebe rovnakym analytikom
pouzitim rovnakych pristrojov na rovnakom testovacom materiali nesmie presiahnut 0,2 % m/m.
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9.3.2.  Reprodukovatelnost
Zatial nebola stanovend.
9.3.3. Linearita
0d 0 do 16 % syridlovej srvatky by sa mal dosiahnut linedrny vztah s koeficientom korelacie > 0,99.
9.4. Interpretdcia
9.4.1. Srvitka sa povazuje za pritomnd, ak vysledok ziskany v bode 9.2. je vicsi ako 1 % m/m a ak sa cas

Sl

()

Ol

0¢

S¢

(0]

viazania vrcholu GMP od casu viazania v $tandardnej vzorke (5) li$i o menej ako 0,2 mindty. 1 % limit
je stanoveny v stlade s ustanoveniami bodov 9.2. a 9.4.1. prilohy V k nariadeniu (EEC) ¢. 625/78.
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PRILOHA XX
(Clanok 14)
ODSTREDENE MLIEKO V PRASKU: KVANTITATIVNE STANOVENIE OBSAHU FOSFATIDYLSERINU

A FOSFATIDYLETANOLAMINU

Metdda: HPLC s reverznou fizou

1.  Ukel a oblast aplikicie
Metdda popisuje postup kvantitativneho stanovenia obsahu fosfatidylserinu (PS) a fosfatidyletanolaminu (PE)
v odstredenom mlieku v prasku (SMP) a je vhodnd na zistovanie pevného cmaru v SMP.

2. Definicia
Obsah PS + PE: hmotnostnd Cast latky stanovend pouzitim tu popisaného postupu. Vysledok sa vyjadruje v mili-
gramoch phosphatidylethanolamine dipalitoylu (PEDP) na 100 g prasku.

3. Princip

Extrakcia aminofosfolipidov metanolom z obnoveného mlieka v prasku. Stanovenie obsahu PS a PE ako deri-
vétov o-ftaldialdehydu (OPA) HPLC s reverznou fizou (RP) a zistovanim fluorescencie. Kvantifikdcia obsahu PS
a PE v testovacej vzorke odkazom na Standardnti vzorku obsahujiicu zndme mnozstvo PEDP.

4. Reagenty
Vsetky reagenty musia byt schvélenej analytickej kvality. Voda musi byt destilovand alebo aspon ekvivalentnej
Cistoty, ak nie je uvedené inak.
4.1. Standardny materidl: PEDP, najmenej 99 % Cistoty

Pozndmka:  Standardny materidl sa musi skladovat pri teplote — 18 °C.

4.2.  Reagenty pre priprvu Standardnej a testovacej vzorky
4.2.1.  Metanol triedy HPLC
4.2.2.  Chloroform triedy HPLC

4.2.3.  Triptamin-monohydrochlorid

4.3, Reagenty pre derivatizdciu o-ftaldialdehydu

4.3.1. Hydroxid sodny, vodny roztok 12 M

4.3.2.  Kyselina borovd, vodny roztok 0,4 M upraveny na pH 10 hydroxidom sodnym (4.3.1)
4.3.3.  2-merkaptoetanol

4.3.4. o-ftaldialdehyd (OPA)

4.4, Rozpistadld eluentu HPLC

Eluenty musia byt pripravené pouzitim reagentov HPLC kvality.
4.4.1. 4.4.1. Voda HPLC kvality
4.42. 4.4.2. Metanol fluorometricky testovanej &istoty
4.43.  4.4.3. Tetrahydrofurdn
4.4.4.  4.4.4. Dihydrogénfosfore¢nan sédny
4.45.  4.4.5. Octan sodny
4.4.6. 4.4.6. Kyselina octovd

5. Pristroje
5.1. Analytickd vdha
5.2 Vani¢ky s objemom 25 a 100 ml
5.3. Pipety s kapacitou 1 a 10 ml

5.4. Magneticky miesac



314

03/zv. 31

Uradny vestnik Eur6pskej tnie

5.5. Pipety s odmerkou, s kapacitami 0,2, 0,5 a 5 ml

5.6. Banky so objemom 10, 50 a 100 ml

5.7. Striekacky, objem 20 a 100 pl

5.8. Ultrazvukovy kapel

5.9. Odstredivka nastavitelnd na 27 000 x g

5.10.  Sklenené fioly s objemom priblizne 5 ml

5.11.  Odmerny valec, objem 25 ml

5.12.  pH-meter

5.13.  Vybavenie na HPLC

5.13.1. 5.13.1. Spadovy Cerpaci systém nastavitelny na 1,0 ml/min pri 200 bar

5.13.2. 5.13.2. Autosampler s derivatiza¢nou schopnostou

5.13.3. 5.13.3. Stlpovy ohrieva nastaveny na 30 °C

5.13.4. 5.13.4. Detektor fluorescencie nastaveny na vlnovii dlzku exciticie 330 nm a vlnovii dlzku emisie
440 nm

5.13.5. 5.13.5. Integrdtor alebo program na spracovanie ddt umozilujtici meranie plochy vrcholu

5.13.6. 5.13.6. A Lichrosphere — 100 valec (250 x 4,6 mm) alebo ekvivalentny valec zabaleny s oktadecilsi-
ldnom (C18), velkost ¢iastociek 5 pm

Odber vzoriek

Odber vzoriek sa musi vykonat v stilade s normou IDF 50B:1985.

Postup

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

Priprava interného Standardného roztoku

Do 100 ml banky (5.6.) odvdzite 30 + 0,1 mg triptamin-monohydrochloridu (4.2.3.) a po znacku
dopliite metanolom (4.2.1.). Do 10 ml banky (5.6.) pipetujte 1 ml (5.3.) tohto roztoku a dopliite po
znacku metanolom (4.2.1.) s cielom ziskania 0,15 mM koncentrécie triptaminu.

Priprava roztoku testovacej vzorky

Do 25 ml vanicky (5.2.) odvdzte 1,000 + 0,001 g vzorky SMP. Pri 40 °C pipetou (5.3.) pridajte 10 ml
destilovanej vody a premiesajte magnetickym miesacom (5.4.) po dobu 30 mindt s cielom rozpustenia
vietkych hrudiek. Do 10 ml banky (5.6.) pipetujte 0,2 ml (5.5.) obnoveného mlieka, pouzitim striekacky
(5.7.) pridajte 100 pl 0,15 mM roztoku triptaminu (7.1.) a doplitte metanolom (4.2.1.). Opatrne premies-
ajte prevracanim a vloZte do ultrazvukového kdpela (5.8.) na 15 mindt. Odstredte (5.9.) pri 27 000 x g

po dobu 10 mintt a supernatant zozbierajte do sklenenej fioly (5.10.).

Pozndmka: Roztok testovacej vzorky sa do vykonania analyzy HPLC skladuje pri teplote 4 °C.

Priprava externej Standardnej vzorky.

Do 50 ml vanicky (5.2.) odvdZte 55,4 mg PEDP (4.1.) a pouzitim odmerného valca (5.11.) pridajte
priblizne 25 ml chloroformu (4.2.2.). Uzavreti banku zohrejte na 50 °C a opatrne premiesajte, pokym
sa PEDP nerozpusti. Banku ochladte na 20 °C, dopliite metanolom (4.2.1.) a premieSajte prevracanim.
Do 100 ml banky (5.6.) pipetujte 1 ml (5.3.) tohto roztoku a dopliite metanolom (4.2.1.) Do 10 ml
banky (5.6.) pipetujte 1 ml (5.3.) tohto roztoku, pridajte 100 pl (5.7.)0,15 mM roztoku triptaminu
a doplitte metanolom (4.2.1.). PremieSajte prevracanim.

Pozndmka: Roztok referencnej vzorky sa do vykonania analyzy HPLC skladuje pri teplote 4 °C.

Priprava derivatizujiiceho reagentu

Do 10 ml banky (5.6.) odvdzte 25 + 0,1 mg OPA (4.3.4.), pridajte 0,5 ml (5.5) metanolu (4.2.1.)
a opatrne premiesajte, pokym sa OPA nerozpusti. Po znacku doplnite roztokom kyseliny bérovej (4.3.2.)
a striekackou (5.7.) pridajte 20 pl 2-mercaptoetanolu (4.3.3.).

Pozndmka: Derivatizujtici reagent sa skladuje pri teplote 4 °C v tmavej fiole a je stabilny po dobu
jedného tyzdna.
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7.5. Analyza HPLC
7.5.1.  Rozpustadld cluentu (4.4)
Rozpustadlo A:
Roztok 0,3 mM dihydrogén fosfore¢nanu sodného a roztok 3 mM acetitu sodného (s pH upravenym
kyselinou octovou na 6,5): metanol: tetrahydrofurdn = 558:440:2 (v/v/v)
Rozptstadlo B:
metanol
7.5.2.  Navrhované hodnoty eluencného spadu
Cas (min.) Rozpustadlo A (%) Rozptstadlo B (%) Prietok (ml/min)
pociatocny 40 60 0
0,1 40 60 0,1
5,0 40 60 0,1
6,0 40 60 1,0
6,5 40 60 1,0
9,0 36 64 1,0
10,0 20 80 1,0
11,5 16 84 1,0
12,0 16 84 1,0
16,0 10 90 1,0
19,0 0 100 1,0
20,0 0 100 1,0
21,0 40 60 1,0
29,0 40 60 1,0
30,0 40 60 0
Pozndmka: S cielom dosiahnutia rozliSenia zndzorneného na obrazku 1 si eluencny spadd moze vyza-
dovat miernu modifikéciu.
Teplota valca: 30 °C.
7.5.3.  Injekény objem: 50 pl derivatizujiiceho reagentu a 50 pl roztoku vzorky.
7.5.4.  Vyrovnanie valca
Pri dennom spustani systému prepldchnite valec 100 % rozpustadlom B po dobu 15 mindt, potom
nastavte pomer A: B = 40: 60 a vyrovnajte pri 1 ml/min po dobu 15 miniit. Vykonajte prazdne kolo
injektdZou metanolu (4.2.1.).
Pozndmka: Pred dlhodobym uskladnenim valec prepldchnite zmesou metanolu a chloroformu v pomere
80: 20 (v/v) po dobu 30 mintit.
7.5.5. Stanovenie obsahu PS + PE v testovacej vzorke
7.5.6.  Vykonajte postup chromatografickej analyzy pri udrzani konstantného casu medzi kolami s cielom
dosiahnutia konstantnych Casov viazania. Po kazdych 5 — 10 roztokoch testovacej vzorky injektujte
externy $tandardny roztok (7.3.) s ciefom hodnotenia reak¢ného faktora.
Pozndmka: Valec je potrebné kazdé 20. — 25. kolo vy¢istit preplachnutim 100 % rozpustadla B (7.5.1.)
najmenej po dobu 30 mindt.
7.6. Stav integrdcie
7.6.1.  Vrchol PEDP
PEDP sa eluuje ako jeden vrchol. Plochu vrcholu stanovte integrdciou medzi spodnymi krivkami.
7.6.2.  Vrchol tryptaminu

Tryptamin sa eluuje ako jeden vrchol (obrdzok 1). Plochu vrcholu stanovte integraciou medzi spodnymi
krivkami.
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7.6.3.  Skupiny vrcholov PS a PE

Za popisanych podmienok (obrdzok 1) sa PS eluuje ako dva hlavné ciastocne nerozliSené vrcholy
s jednym mensim vrcholom pred nimi. PE sa eluuje ako tri hlavné ¢iastocne nerozli$ené vrcholy. Plochu
kazdého zhluku vrcholov stanovte so zdkladnou ¢arou podla obrizka 1.

8. Vypocet a vyjadrenie vysledkov

Obsah PS a PE v testovacej vzorke sa vypocita nasledovne

C = 5536 SESINEE
AT,
pricom:

C = obsah PS alebo PE (mg/100 g prasku) v testovacej vzorke

A, = plocha vrcholu PEDP roztoku $tandardnej vzorky (7.3.)

A, = plocha vrcholu PS alebo PE roztoku testovacej vzorky (7.2.)
T, = plocha vrcholu tryptaminu roztoku Standardnej vzorky (7.3.)
T, = plocha vrcholu tryptaminu roztoku testovacej vzorky (7.2.)

9. Presnost’

Pozndmka: Hodnoty pre opakovatelnost boli vypocitané podla normy IDF (!). Provizérny limit reprodukovatel-
nosti bol vypocitany podla postupu definovaného v Prilohe Il b) k tomuto nariadeniu.

9.1. Opakovatelnost

Relativna Standardnd odchylka opakovatelnosti, ktord vyjadruje variabilitu nezévislych vysledkov analyz
ziskanych rovnakym analytikom pri pouziti rovnakych pristrojov v rovnakych podmienkach a na
rovnakom testovacom materidli za krdtky casovy interval, nesmie presiahnut 2 %. Ak sa dva vysledky
ziskajii za tychto podmienok, relativna odchylka medzi tymito dvoma vysledkami nesmie byt vicsia ako
6 % aritmetického priemeru vysledkov.

9.2. 9. 2. Reprodukovatelnost

Ak dva vysledky ziskajti operdtori v dvoch roznych laboratéridch pouzitim roznych pristrojov v roznych
podmienkach analyzy testovacej vzorky, relativna odchylka medzi tymito dvoma vysledkami nesmie byt
vicsia ako 11 % aritmetického priemeru vysledkov.

10.  Zdroje

10.1.  Resmini P., Pellegrino L., Hogenboom J. A., Sadini V., Rampilli M.: Zistovanie pritomnosti pevného
cmaru v odstredenom mlieku v prasku HPLC kvantifikdciou aminofosfolipidov. Sci. Tecn. Latt.-Cas.
39,395 (1988).

(') Medzindrodnd norma IDF 135B/1991. Mlicko a mliecne vyrobky. Vlastnosti presnosti analytickych met6d. Né¢rt postupu kolabora-
tivnej Stadie.
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PRILOHA XXI

(Clanok 15)

ZISTOVANIE ANTIBIOTICKYCH A SULFONAMID/DAPYSONOVYCH REZIDUI V ODSTREDENOM MLIEKU
V PRASKU

Pouzije sa test sledovania mikrobidlneho inhibitora pouzitim Bacillus stearothermophilus var. calidolactic C953 ako testova-
cieho mikroorganizmu, dostato¢ne citlivy na zistenie 4 pg Benzylpenicilinu a 100 pg sulfamidinu v mlieku. V predaji
st dostupné testovacie sady a mozu sa pouzit, ak maji pozadovand citlivost na Benzylpenicilin a sulfamidin (!).

Na testovanie sa pouziva obnovené odstredené mlieko v prasku (1 g prdsku + 9 ml destilovanej vody). Test sA vyko-
ndva podla popisu uvedeného v IDF — Bulletin ¢. 258/1991, ¢ast 1, kapitola 2, alebo podla pokynov vyrobcu testovacej
sady.

Pozitivne vysledky sa interpretuji nasledovne:

1. Opakujte test pridanim penicilindzy do testovaciecho systému:
Pozitivny vysledok: inhibi¢nd ldtka sa tymto postupom neda zistit.
Negativny vysledok: inhibi¢nou latkou je beta-laktdmové antibiotikum.
2. Opakujte test pridanim p-aminobenzoovej kyseliny do testovacicho systému
Pozitivny vysledok: inhibi¢nd ldtka sa tymto postupom nedd zistit.
Negativny vysledok: inhibi¢nou ldtkou je sulfonamid/dapson.
3. Opakujte test pridanim penicilindzy + p-aminobenzoovej kyseliny do testovacieho systému
Pozitivny vysledok: inhibi¢nd ldtka sa tymto postupom nedd zistit.
Negativny vysledok: inhibi¢nymi latkami st beta-laktdmové antibiotikum a sulfonamid/dapson.

(") Dolezitd pozndmka: Pri analyze odstredeného mlieka v prdsku je mozné ziskanie falosnych pozitivnych vysledkov. Je preto dolezité
overit, Ze pouzity testovaci systém neddva falosné pozitivne vysledky.
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PRILOHA XXII

(Clanok 16)

KVANTITATIVNE STANOVENIE OBSAHU ODSTREDENI’:,HO MLIEKA V PRASKU V KRMNYCH ZMESIACH

ENZYMATICKOU KOAGULACIOU PARAKAZEINU

1. Ukl
Kvantitativne stanovenie obsahu odstredeného mlieka v prasku v kimnych zmesiach enzymatickou koaguldciou
parakazeinu.

2. Rozsah

Tato metdda sa aplikuje na kimne zmesi obsahujiice minimalne 10 % odstredeného mlieka v prasku; velké
mnozstva cmaru afalebo urcitych nemlie¢nych proteinov mozu viest k nespravnym vysledkom.

3. Princip metédy

3.1.  Rozpustenie kazeinu nachddzajiceho sa v kimnej zmesi extrakciou roztokom citrdtu sodného.

3.2.  Upravenie koncentricie iénov vdpnika na pozadovand hodnotu na zrazenie parakazeinu; z kazeinu sa
parakazein ziska pridanim syridla.

3.3, Obsah dusika v parakazeinovej zrazenine sa stanovi Kjeldahlovou metédou podla postupu popisaného
v norme IDF 20A 1986; mnozstvo odstredeného mlieka v prasku sa vypocita na zdklade minimélneho
obsahu kazeinu 27,5 % (pozri 9.1.).

4. Reagenty

Vsetky pouzité reagenty musia byt schvdlenej analytickej kvality. Voda musi byt destilovand alebo ekvivalentnej

distoty. S vynimkou syridla (4.5.) nesmi Ziadne reagenty obsahovat dusikaté latky.

4.1.  Dihydrat citratu sodného (roztok 1 % w/v)

4.2.  Chlorid vépenaty (roztok 2M). V porceldnovej nddobe vhodnej velkosti (150 az 200 ml) alebo vo vanicke
odvézte 20,018 g CaCO3 (analytickd kvalita). Zalejte destilovanou vodou a preneste na vriaci vodny
kapel. Pomaly pridajte 50 az 60 ml roztoku HCl (pomer HCl: voda = 1: 1) na Gplné rozpustenie uhlici-
tanu. Ponechajte na vriacom vodnom kiipeli, pokym sa CaCl2 nevysusi, na odstranenie HCl, ktord nezrea-
govala. Preneste s destilovanou vodou do 100 ml odmernej banky a rozriedte po znacku. Odmerajte
hodnotu pH, ktord nesmie byt nizsia ako 4,0. Roztok uskladnite v chladnicke.

4.3.  Hydroxid sodny 0,1 N

4.4.  Kyselina chlorovodikovd 0,1 N

4.5.  Tekuté telacie syridlo (Standardnd sila 1: 10 000). Skladujte v chladnicke pri teplote 4 az 6 °C.

4.6.  Reagenty na kvantitativne stanovenie obsahu dusika podla Kjeldahlovej metédy podla popisu uvedeného

v norme IDF 20A 1986.

5. Pristroje

Bezné laboratérne pristroje vratane:

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.
5.9.

Maziar alebo homogenizér

Analytickd vdha

Odstredivka (2 000 az 3 000 rpm) s 50 ml skiimavkami

Magneticky miesa¢ s (10 az 15 mm) pohdnanym kolesom

150 az 200 ml vanicky

250 a 500 ml banky

Sklenené lieviky s priemerom 60 az 80 mm

Vysokorychlostné filtre bez popola s priemerom 150 mm (S.S. 5892, S.S. 595 1/2)

Pipety s roznym objemom
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5.10. Termostaticky nastavitelny vodny kapel pri teplote 37 °C

5.11. pH-meter

5.12. Kjeldahlova sada na spracovanie a destildciu so stojanom

5.13. 25 ml byretovd ihla s odmerkou

5.14. Plasticka flaga na destilovant vodu

5.15. Spachtle z nerezovej ocele

5.16. Teplomery

5.17. Susiaca pec s nastavitelnou teplotou

6. Postup

6.1.  Priprava vzorky
V maZziari rozdrvte alebo homogenizujte 10 az 20 g vzorky na ziskanie homogénnej zmesi.

6.2.  Rozpustenie mlieka v prasku a separdcia nerozpustného rezidua

6.2.1. Priamo do 50 ml odstredovacej skimavky odvdzte 1,000 + 0,002 g dobre homogenizovanej kimnej
zmesi (6.1.). Pridajte 30 ml roztoku citrdtu sodného (4.1.) predhriatecho na 45 °C. ZmieSajte pomocou
magnetického miesaca po dobu minimélne 5 mindt.

6.2.2. Pri 500 g odstredte (2 000 az 3 000 rpm) po dobu 10 mindt a do 150 az 200 ml vanicky zlejte Cisty
vodny supernatant tak, aby sa dnu nedostal Ziadny materidl zo dna.

6.2.3. Na reziduu vykonajte dalsie dve extrakcie podla rovnakého postupu a extrakty pridajte k prvému.

6.2.4. Ak sa na povrchu vytvori vrstva oleja, ulozte do chladnicky, pokym sa tuk nespevni, a tito vrstvu
odstraite $pachtlou.

6.3.  Koaguldcia kazeinu enzymami syridla

6.3.1. Za stileho miesania kvapnite 3,4 ml nasytené¢ho roztoku chloridu vapenatého (4.2.) do celkového
vodného extraktu (priblizne 100 ml). Roztokmi NaOH (4.3.) alebo HCl (4.4.) upravte pH na 6,4 — 6,5.
Vlozte do termostaticky nastavitelného vodného kipela pri teplote 37 °C na 15 az 20 miniit na dosiah-
nutie solnej rovnovéhy. Tdto sa prejavuje vytvorenim lahkého zdkalu.

6.3.2. Kvapalinu prelejte do jednej (alebo dvoch) odstredovacich skimaviek a odstredte pri 2 000 g po dobu 10
minit s ciefom odstranenia zrazeniny. Supernatant prelozte bez umytia usadeniny do jednej (alebo dvoch)
odstredovacich skimaviek.

6.3.3. Teplotu supernatant opdt upravte na 37 °C. Za stdleho mieSania extraktu kvapnite 0,5 ml tekutého syridla
(4.5.). Koaguldcia sa uskuto¢ni do jednej az dvoch mindt.

6.3.4. Vzorku vloZzte spit do vodného kiipela a ponechajte pri teplote 37 °C po dobu 15 mindt. Vzorku potom
z kiapela vyberte a koaguldt prelomte miesanim. Odstredte pri 2 000 g po dobu 10 mindit. Supernatant
prefiltrujte cez vhodny filtraény papier (') (Whatman ¢ 541 alebo ekvivalentny) a filtracny papier si
odlozte. Zrazeninu umyte v odstredovacej skimavke s 50 ml vody pri teplote priblizne 35 °C premies-
anim zrazeniny.

Opiit odstredte pri 2 000 g po dobu 10 mindt. Supernatant prefiltrujte cez odlozeny filtra¢ny papier.
6.4.  Stanovenie obsahu dusika v kazeine
6.4.1. Po umyti prelozte zrazeninu na filtra¢ny papier odlozeny v bode 6.3.4. pouzitim destilovanej vody.

Filtracny papier preneste do Kjeldahlovej banky. Obsah dusika stanovite Kjeldahlovou metdédou podla
popisu uvedeného v norme IDF 20A 1986.

7. Slepy test

7.1.

7.2.

Pred mineraliziciou Kjeldahlovou metédou podla popisu uvedeného v norme IDF 20A 1986 pravidelne
uskuto¢nujte slepy test pouzitim filtracného papiera bez popola (5.8.) navlhé¢eného zmesou 90 ml (4.1.)
roztoku citrdtu sodného, 1 ml nasyteného roztoku chloridu vdpenatého (4.2), 0,5 ml kvapalného syridla
(4.5.) a umytého 3 x 15 ml destilovanej vody.

Objem kyseliny pouzitej v slepom teste sa musi od¢itat od objemu kyseliny (4.4.) pouZitej na titrdciu
vzorky.

() Pouziva sa vysokorychlostny filtra¢ny papier bez popola.
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10.

11.

12.

Kontrolny test

8.1.  Na testovanie vysSie uvedeného postupu a reagentov uskutocnite analyzu na Standardnej kfmnej zmesi so
zndmym obsahom odstredené¢ho mlieka v prasku podla tdajov kolaborativnej Stidie. Priemerny vysledok
duplicitnej analyzy by sa nemal od vysledku kolaborativnej stidie 1isit o viac ako 1 %.

Vypocet vysledkov

9.1.  Percento obsahu odstredeného mlieka v prasku v kfmnej zmesi sa vypocita pouzitim nasledovného
vzorca

(Mx 100)- 2,81

% MMp — 27

0,908

pricom N je percento obsahu parakazeinového dusika; 27,5 je faktor na konverziu stanoveného obsahu
kazeinu na percento odstredeného mlieka v prasku; 2,81 a 0,908 st korekéné faktory ziskané z regresnej
analyzy.

Presnost metody

10.1.  Opakovatelnost
V najmenej 95 % pripadov nesmie dvojitd analyza rovnakej vzorky rovnakym operdtorom v rovnakom
laboratériu dévat rozdiely vo vysledkoch rovné alebo vicsie ako 2,3 g odstredeného mlieka v prasku na
100 g kimnej zmesi.
10.2.  reprodukovatelnost
V najmenej 95 % pripadov nesmie analyza rovnakej vzorky analyzovand v dvoch laboratéridch davat
rozdiely vo vysledkoch vicsie ako 6,5 g odstredeného mlieka v prdsku na 100 g kfmnej zmesi.
Toleran¢ny limit

Hodnota CrD,; (kritickd odchylka, 95 % limit pravdepodobnosti) sa vypocita pouzitim vzorca (ISO 5725):
1 n-1
CrDys = —= ¢/ R>- 1| ——
= ()

(R: reprodukovatelnost, r: opakovatelnost)

Dvojitd analyza: CrD,s = 4,5 g

Ak sa vysledok chemickej analyzy odliSuje od deklarovaného obsahu odstredeného mlicka o menej ako 4,5 g
(dvojitd analyza), doddvka kimnej zmesi sa povaZuje za spliiajicu toto ustanovenie nariadenia.

Pozndmky

12.1. Pridanie velkého percenta urcitych nemlie¢nych proteinov a najmid séjovych proteinov po zohriati
s odstredenym mlickom v prdsku moze viest k prili§ vysokym vysledkom kvoli spoloénému zrazeniu
s mlie¢neho parakazeinu.

12.2. Pridanie cmaru moze viest k mensim hodnotdm kvoli tomu, Ze sa stanovuje len netu¢nd cast. Pridanie
urcitych kyslych cmarov moze viest k omnoho nizsim hodnotdm kvoli netiplnému rozpusteniu v roztoku
citratu.

12.3. K nizkym vysledkom mozu viest aj pridavky lecitinu rovné alebo vicsie ako 0,5 %.

12.4. Vstrebanie vysokozohriateho odstredeného mlieka v prasku moze viest k prili§ vysokym hodnotdm kvoli
spolo¢nému zrazeniu urcitych srvatkovych proteinov s mliecnym parakazeinom.



322 Uradny vestnik Eur6pskej tnie

03/zv. 31

PRILOHA XXIII

(Clanok 17)

KVALITATIVNE STANOVENIE OBSAHU gKROBUVV ODSTREDENOM MLIEKU V PRAgKU, DENATURO-
VANOM MLIEKU V PRASKU A KRMNYCH ZMESIACH
1. Rozsah

Této metdda sa pouziva na zistovanie pritomnosti skrobu, ktory je stopovou latkou v denaturovanom mlieku
v prasku.

Detekény limit metddy je priblizne 0,05 g skrobu na 100 g vzorky.

2. Princip

Reakcia je zaloZend na reakcii pouZzivanej pri jodometrii:
— fixdcia koloidov volného jodu vo vodnom roztoku,

— absorpcia $krobovymi ¢iastockami a tvorbou farby.

3. Reagenty
3.1. Jodny roztok
— jod: 1 g,
— jodid draselny: 2 g,

— destilovand voda: 100 ml.

4. Pristroje

4.1. 4.1. Analytickd vdha
4.2. 4.2. Vodny kipel

4.3. 4.3. Testovacie skimavky, 25 mm x 200 mm

5. Postup
Do testovacej skimavky (4.3.) odvazte 1 g vzorky.
Pridajte 20 ml destilovanej vody a pretrepte na rozptylenie vzorky.
Umiestnite do vriaceho vodného kipela (4.2.) a odloZte na 5 mindt.
Vyberte z kdpela a nechajte vychladnit na izbovi teplotu.

Pridajte 0,5 ml jodneho roztoku (3.1.), pretrepte a pozorujte vyslednu farbu.

6. Vysledky
Modré zafarbenie naznacuje pritomnost prirodného skrobu vo vzorke.

Ak vzorka obsahuje modifikovany skrob, farba nemusi byt modra.

7. Pozndmky

Farba, jej intenzita a mikroskopicky vzhlad $krobu sa liSia v zdvislosti od povodu prirodného skrobu (napr. kuku-
rica alebo zemiaky) a typu modifikovaného skrobu pritomného vo vzorke.

Pri pritomnosti modifikovanych skrobov sa farba zmenf na fialovi, ervend alebo hnedi podla stupiia modifikdcie
krystalickej struktdry prirodného skrobu.
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PRILOHA XXIV

(Clanok 18)

STANOVENIE OBSAHU VODY V KYSLOM CMARE V PRASKU
1. Rozsah

Stanovenie obsahu vody v kyslom cmare v prasku uréeného pre kimne zmesi pre zvieratd.

2. Princip

Vzorka sa vysusi vo vakuu. Strata hmotnosti sa stanovi vaZenim.

3. Pristroje

3.1. 3.1. Analytickd véha

3.2. 3.2. Nddoby na susenie z nehrdzavejiiceho kovu alebo skla s vrchndkmi zaru¢ujicimi vzduchotesné uzavretie;
pracovny povrch musi umoznit rozmiestnenie vzorky na priblizne 0,3 g/cm?.

3.3. 3.3. Nastavitelnd elektricky vyhrievand vdkuovd pec vybavend olejovym cerpadlom a bud mechanizmom na
vpustanie horticeho suchého vzduchu, alebo susiacim ¢inidlom (napr. oxid vépenaty).

3.4. 3.4. Susicka s efektivnym susiacim ¢inidlom.

3.5. 3.5. Susiaca pec, ventilovand, termostaticky nastavitelnd, pri 102 + 2 °C.

4. Postup

V susiacej peci (3.5.) zohrejte nddobu (3.2.) s vrchndkom po dobu minimdlne jednej hodiny. Vrchndk polozte na
nddobu, ihned prelozte do susicky (3.4.) a nechajte vychladnit na izbovi teplotu a odvaZte na najblizsich 0,5 mg.

Na najblizsich 0,5 mg odvdzte nddobu (3.2) s jej vrchndkom. Do zvdZenej nddoby na najblizsi 1 mg odvédite
priblizne 5 g vzorky a rovnomerne rozmiestnite. Nddobu bez vrchndka umiestnite do vakuovej pece (3.3.) pred-
hriatej na 83 °C. Aby ste sa vyhli nevhodnému zniZeniu teploty pece, nddobu do nej vlozte Co najrychlejsie.

Tlak zvyste na 100 Torr (13,3 kPa) a pri tomto tlaku nechajte susit po dobu styroch hodin bud v pride horticeho
suchého vzduchu, alebo pouzitim susiaceho ¢inidla (priblizne 300 g na 20 vzoriek). V pripade pouzitia ¢inidla po
dosiahnut{ predpisaného tlaku odpojte vakuové erpadlo. Cas susenia pocitajte od Casu, ked sa teplota v peci vrati na
83 °C. Opatrne upravte atmosféricky tlak v peci na povodnii hodnotu. Pec otvorte, na nddobu ihned polozte
vrchndk, nddobu z pece vyberte, nechajte ju vychladndt v susicke (3.4.) po dobu 30 az 45 mindt a odvdzte na
najblizsi 1 mg. Vo vdkuovej peci (3.3.) suste dalsich 30 mintt pri teplote 83 °C a znovu odvézte. Rozdiel medzi
oboma hmotnostami nesmie presiahnut 0,1 % vlhkosti.

5. Vypocet

100
E - i
(€ - m)- 1
pricom

E = povodnd hmotnost testovacej vzorky v gramoch,

m hmotnost suchej testovacej vzorky v gramoch.

6. Presnost

6.1. Limit opakovatelnosti

Rozdiel medzi vysledkami dvoch analyz uskuto¢nenych v rdmci najkratsicho mozného casového intervalu
jednym operdtorom pouzitim rovnakych pristrojov na rovnakom testovacom materidli nesmie presiahnut 0,4 g
vody/100 g kyslého cmaru v prasku.
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6.2. Limit reprodukovatelnosti

Rozdiel medzi vysledkami dvoch analyz uskuto¢nenych operdtormi v roznych laboratéridch pouzitim roznych
pristrojov na rovnakom testovacom materidli nesmie presiahnut 0,6 g vody/100 g kyslého cmaru v prasku.

6.3. Zdroj tidajov o presnosti

Udaje o presnosti boli stanovené pokusom uskutocnenym v roku 1995, na ktorom sa podielalo 8 laboratérif
a pri ktorom sa pouzilo 12 vzoriek (Sest slepych duplikdtov).
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PRILOHA XXV

(Clanok 19)

REFERENCNA METODA ZISTOVANIA PRITOMNOSTI CUDZICH TUKOV V MLIECNOM TUKU PLYNOVOU

CHROMATOGRAFIOU TRIGLYCERIDOV - OPRAVA 1

1. Rozsah a oblast aplikdcie

Této norma stanovuje metddu zistovania pritomnosti cudzich tukov, rastlinnych aj Zivocinych, ako napriklad
hovidzi olej alebo bravcovd mast, v mliecnom tuku mlie¢nych vyrobkov plynovou chromatografiou triglyce-
ridov.

Pouzitim definovaného triglyceridového vzorca sa kvalitativne a kvantitativne zisti pritomnost rastlinnych a Zivo-
¢isnych tukov v ¢istom mlie¢nom tuku bez ohladu na podmienky kfmenia alebo pridéjania.

Pozndmka 1: Hoci kyselina maslovad (C4) nachddzajica sa vyluéne v mlie¢nych tukoch umoziuje kvantitativne
odhady malych az strednych mnozZstiev mliecneho tuku v rastlinnych tukoch, kvalitativne a kvanti-
tatfvne informdcie sa daju len tazko poskytnit v rozpiti pridania do vysky najmenej 20 % (hmot-
nostné %) cudzieho tuku v ¢&istom mliecnom tuku z dovodu velkej varidcie C4, pohybujtcej sa
priblizne od 3,5 do 4,5 % (hmotnostné %).

Pozndmka 2: Kvantitativne vysledky je prakticky mozné ziskat len triglyceridovou analyzou, pretoze obsah
sterolov v rastlinnych tukoch je odlisny kvoli odlisnym podmienkam vyroby a osetrenia.

. Definicia

Cudzie tuky v mliecnom tuku: cudzie tuky podla definicie tejto normy st vietky rastlinné a Zivocisne tuky
okrem mlie¢neho tuku.

. Princip met6dy

Po extrakcii mlie¢neho tuku sa pripravi zdsobny roztok. Z tohto roztoku sa plynovou chromatografiou na zaba-
lenych valcoch zisti pritomnost triglyceridov (celkové karbénové ¢isla). Vlozenim hmotnostného % molekdl tuku
rozli¢nej velkosti (C24 — C54 — len parne ¢isla) do triglyceridového vzorca sa kvalitativne alebo kvantitativne zisti
pritomnost cudzich tukov.

Pozndmka: Ak existuje zdruka dosiahnutia porovnatelnych vysledkov, pouzit sa moze aj kapildrna plynova chro-
matografia za dodrZania tu popisaného hodnotenia ().

. Reagenty
Pouzit sa musia chemikdlie analytickej kvality.
4.1. 4.1. Nosny plyn: dusik so stupiiom ¢istoty > 99,996 %
4.2. 4.2. Standardné triglyceridy (), saturované, ako aj cholesterol na $tandardiziciu standardného mliec-
neho tuku podla ¢asti 6.5.4
4.3. 4.3. Metanol, bez obsahu vody
4.4. 4.4. n-hexdn
4.5. 4.5. n-heptan
4.6. 4.6. Toluén
4.7. 4.7. Roztok dimetylchlorosildnu: 50 ml dimetylchlorosilanu sa rozpusti v 283 ml toluénu
4.8. 4.8. Spalovaci plyn: vodik a synteticky vzduch
4.9. 4.9. Staciondrna fdza, 3- % OV-1 na 125/150 pm (100/120 otvor) Gas ChromQ (})

4.10. 4.10. 10 % roztok kakaového masla

. Nastroje

Bezné laboratérne pristroje a najma:

5.1. Vysokoteplotny plynovy chromatograf vhodny na teploty najmenej 400 — 450 °C, vybaveny detek-
torom ionizdcie plamena (FID) a kontrolou konstantnej prietokovej hmotnosti nosného plynu. Spalo-
vaci plyn: 30 ml/min H2, 270 ml/min syntetického vzduchu.

(") Vhodné metédy uz boli popisané. Pozri D. Precht a J. Molkentin: Kvantitativna triglyceridovd analyza pouzitim kratkych kapilarnych
valcov, Chrompack News 4, 16-17 (1993).

() Vhodné produkty st dostupné v predaji.

(*) Obchodné znacky ako Extrelut, Gas ChromQ, Chrompack st prikladmi vhodnych produktov dostupnych v $pecializovanom obchode.
Tato informécia slizi na jednoduché zvlddnutie normy pouzivatelom a nepredstavuje poziadavku na konkrétny vyrobok. Indikdcia
zrna bola prelozend do jednotky SI pm podla normy BS 410:1988 ,Britskd $pecifikdcia noriem pre testovacie sitd®.
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V pripade velkého prietoku nosného plynu by mala byt dyza plamena velmi velkd.

Pozndmka: Sklenené vlozky FID alebo injekéného systému sa kvoli vysokym teplotdm pri triglyceridovej
analyze musia Casto Cistit.

Plynovy chromatograf musi byt vybaveny septami odoldvajicim vysokym teplotdm, ktoré sa dajii ¢asto

pouzivat a vykazuji nizky stupen ,pustania“.

Pozndmka: vhodné s septy Chromblue (tm) (Chrompack).

Septy je potrebné v pravidelnych intervaloch menit, napr. po priblizne 100 injekcidch, alebo ak sa

zhorsi rozliSenie (pozri obrazok 4).

5.2. Chromatograficky valec

Skleneny valec v tvare U (vnitorny priemer 2 mm, 500 mm dlhy), silanizovany podla bodu 6.1.

dimetylchlorosildinom s cielom deaktivéicie povrchu skla.

Pozndmka: Vhodné st tiez dlhsie (80 — 200 mm) zabalené valce. D4 sa nimi dosiahnut trochu vicsia
reprodukovatelnost vysledkov. Na druhej strane staciondrna faza vykazuje obcasné zlomy
po operdcii, o moze viest na druhej strane k hor$im kvantitativnym vysledkom. Dalej,
plamenn FID sa lahko zahasi ako dosledok pozadovaného extrémne vysokého prietoku
nosného plynu od 75 do 85 ml/min.

5.3. Zostava pre naplnenie valca (pozri obrazok 1)
Obrdzok 1
Naplnenie valca
vstup N 2 \
naplnit' po znagku —
s OV-1
skrutkovaci uzaver s filtrom, proti ktorému sa
tlacia sklenené vlakna a stacionarna faza
skleneny valec uréeny na naplnenie
5.3.1.  Plasticky valec s priskrutkovanymi uzdvermi, vybaveny znackou, po ktorti sa méze naplnit pozadované
mnozstvo staciondrnej fazy
5.3.2.  Jemné sito (oko s velkostou priblizne 100 pum) so skrutkovacim uzdverom, vhodné na uzavretie sklene-
ného valca podla obrdzka 1
5.3.3. Deaktivovand, silanizovand sklenend vata
5.3.4.  Vibrdtor na rovnomernd distribiiciu staciondrnej fizy pocas plnenia
5.4. 1 az 3 ml valec Extrelut (') so silikovym gélom. Tento valec sa dd pouzivat na extrakciu na ziskanie

mlie¢neho tuku

(') Pozri poznimku pod ¢iarou 3 na strane 86 (U. v. ES L 37, 7.2.2001, s. 86).
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5.5. Grafitovd zdtka 6,4 mm (1/4") so 6 mm zdvitom
5.6. Zariadenia na silanizdciu skleneného povrchu valca podla bodu 6.1.
5.6.1.  5.6.1. Woulffova flasa
5.6.2.  5.6.2. Sacie vodné cerpadlo
5.7. Vodny kiipel, nastavitelny na 50 + 2 °C
5.8. Skrinka na suSenie, nastavitelnd na (50 = 2) °Ca (100 * 2)°C
5.9. Mikrolitrové pipety
5.10. 5 ml pipeta s odmerkou na dévkovanie 1,5 metanolu
5.11. 50 ml banka s oblym dnom
5.12. Erlenmeyerova banka, nomindlny objem 50 ml
5.13. Lievik
5.14. Filter s malymi pérmi
5.15. Rotacny vyparovac
5.16. Ampulky s nomindlnym objemom 1 ml, uzavieratelné hlinfkovym uzdverom so septom vo vnutri
5.17. Injekénd striekacka, piest striekacky nesmie dosiahnut na koniec ihly
Pozndmka: Takéto striekacky umoziiuji lepsiu reprodukovatelnost vysledkov.
S cielom zabranenia znehodnoteniu septa, koniec ihly je potrebné pravidelne kontrolovat (napr. stereo-
mikroskopom).
6. Postup
6.1. Priprava valca (silanizdcia)
Po pripojeni Woulffovej flase (pozri obrdzok 2) k saciemu vodnému cerpadlu sa rirka 2 ponori do
roztoku podla bodu 4.7. Uzavretim uzdvera sa valec naplni, ndsledne sa obe rirky odloZia.
Obrdzok 2
Zostava na silaniziciu
uzaver
sacie vodné Gerpadlo 0 rirka 1

rirka 2

Dimetyldichlo
rosilan
+ toluén

skleneny valec

Valec sa pripevni na stojan a pipetou sa doplni roztokom dimetylchlorosilanu.

Po 20 — 30 minttach sa Woulffova flasa vymen filtratnou bankou a valec sa vyprdzdni pripojenim
k saciemu vodnému Cerpadlu (pozri obrdzok 3).
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6.2.

Sacie vodné ¢erpadlo

6.3.

6.3.1.

6.3.2.

6.3.3.

Naplnenie valca

Potom nasleduje preplachnutie za pomoci 75 ml toluénu a 50 ml metanolu; prazdny valec sa potom
nechd vysusit v skrinke na susenie pri teplote 100 °C po dobu priblizne 30 mindit.

Obrdzok 3

Zostava na preplichnutie

rirka 1

rirka 2

preplachovacie

¢inidlo

filtracna banka skleneny valec

Na naplnenie valca sa pouZije zostava zndzornend na obrazku 1. Staciondrna fdza (4.9.) sa napusti do
plastického valca az po znacku. Spodnd cast skleneného valca urceného na naplnenie sa uzavrie
priblizne 1 cm dlhou zdtkou zo sklenenej vaty, ktord bola pred tym silanizovand a ktord sa dnu vtlaci
ocelovou ty¢kou. Potom sa koniec valca nasunie na sitko podla bodu 5.3.2.

Valec sa pod tlakom (3 bar, s N2) plni staciondrnou fizou. Na dosiahnutie rovnomerného, stileho
a pevného naplnenia sa pocas plnenia valcom pohybuje vibrétor.

Po naplneni sa do druhého konca naplneného valca vtlaci pevnd zdtka zo silanizovanej sklenenej vaty,
vytfcajice konce sa odstrihnt a zdtka sa $pachtlou vtla¢i niekolko milimetrov dovnitra.
Priprava vzoriek

Na pripravu vzoriek sa pouziva jedna z troch nasledovnych metéd:

Izoldcia mlie¢neho tuku z masla

5az 10 g masla sa roztopi vo vhodnej nidobe vo vodnom kipeli podla bodu 5.7. pri teplote 50 °C.
50 ml Erlenmeyerova banka a lievik s vlozenym filtrom podla bodu 5.14. sa v skrinke na su3enie
zohr?u na teplotu 50 °C. Vrstva tuku vzorky roztopeného masla sa prefiltruje pouzitim predhriateho

zariadenia.

Takyto mliec¢ny tuk je takmer bez fosfolipidov.

Extrakcia tukovej frakcie podla Rose-Gottliebovej met6dy
Extrakcia sa robi bud podla normy IDF 1C: 1987, 16C: 1987, 116A: 1987 alebo 22B: 1987.

S takymito fosfolipidmi mlie¢neho tuku umoznite dosiahnutie vrcholu cholesterolu, ktory je zvyseny
o priblizne 0,1 %.

Triglyceridové spektrum, cholesterolom $tandardizované na 100 je tymto ovplyvnené len do zanedba-
telnej miery.

Extrakcia z mlieka pouzitim valcov silikovych gélov

Do 1 az 3 ml Extrelutového valca sa mikrolitrovou pipetou podla bodu 5.4. aplikuje 0,7 ml Vzorky
mlieka s teplotou 20 °C a umozni sa rovnomerné rozloZenie na silikovom géli po dobu priblizne 5
mindt.

Na denaturdciu protein-lipidovych komplexov sa pipetou pridd 1,5 ml metanolu. Nésledne sa vzorka
extrahuje s 20 ml n-hexdnu. n-hexdn sa priddva pomaly a v malych mnoZstvich a rozpustadlo je
zliate a zhromazdené v 50 ml banke s oblym dnom, ktord bola vysusend na konStantnd zndmu
hmotnost.

Po extrakeii valec vyprazdnite.
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Z eludtu sa vydestiluji rozputstadld rotaénym vyparovacom pri teplote vodného kiapela 40 az 50 °C.

Banka sa vysusi a ziskany tuk sa odvézi.

Pozndmka: Tukovéd extrakcia pomocou Gerberovej, Weibull-Berntropovej, Schmid-Bondzynski-Ratzlaf-
fovej met6dy alebo izoldciou mlie¢neho tuku pouZitim detergentu (metéda BDI) nie st
vhodné na triglyceridovid analyzu, pretoze tymito metédami mozu do tukovej vrstvy prejst
velké mnozstvd parcidlnych glyceridov alebo fosfolipidov.

6.4. Priprava roztoku vzorky

Na plynovi chromatografiu sa pouziva 5 % roztok tuku v n-heptine ziskany podla bodu 6.3. Na

pripravu tohto roztoku vzorky sa odvazia zodpovedajice mnozstva vzorky ziskané podla bodov 6.3.1.

a 6.3.2. a rozpustené v zodpovedajicich mnozstvich n-heptdnu.

Pri priprave vzorky podla bodu 6.3.3. sa mnoZstvo n-heptdnu urceného na pridanie do vzorky v banke

vypocita na zaklade odvdzenia a zvysku v nom rozpusteného.

Do ampulky (5.16.) sa vlozi priblizne 1 ml roztoku vzorky.

6.5. Analyza triglyceridovou chromatografiou

Pri vysokych teplotdch az do 350 °C na eluovanie triglyceridov s dlhym refazcom C52 — C56 sa lahko

vyskytne nérast zdkladnej ¢iary, najmé ak valce na zaciatku neboli vhodne pripravené. Tomuto ndrastu

zakladnej ¢iary pri vysokych teplotich sa dd dplne vyhnut skombinovanim dvoch valcov alebo odpoci-
tanim zdkladnej Ciary.

V takej situdcii alebo pri praci s jednym valcom, ako aj na sklenené vlozky injektora a detektora sa

musia pouZit grafitové zdtky (5.5.).

6.5.1.  Korekcia zdkladnej ¢iary

Na zabranenie nérastu zdkladnej Ciary sa pouziva jedna z nasledovnych Styroch metéd:

6.5.1.1. Kombindcia valcov

Pouziji sa dva balené valce.

6.5.1.2. Korekcia zékladnej ¢iary plynovym chromatografom

Nérastu zdkladnej ciary sa dd zabrdnit uskutocnenim jedného kola chromatografie bez injektdze

roztoku tuku a ndslednym odpocitanim uloZenej zdkladnej Ciary.

6.5.1.3. Korekcia zékladnej ¢iary integraénym softvérom

Nérastu zakladnej Ciary sa dd zabrdnit uskutocnenim jedného kola chromatografie bez injektdze

roztoku tuku a ndslednym odpocitanim uloZenej zdkladnej Ciary.

6.5.1.4. Korekcia zdkladnej ¢iary vhodnou dpravou

Pri adekvdtnej pociatocnej dprave valca a priblizne 20 injekcidch s roztoku mlie¢neho tuku je ndrast

zdkladnej Ciary pri vysokych teplotich zvycajne taky maly, Ze korekcie zdkladnej Ciary nie st potrebné.

6.5.2.  Technika injektdze

Na vyhnutie sa skreslujicim efektom sa pouziva technika ,hordcej injektdze“ na dosiahnutie lepsich
kvantitativnych vysledkov s triglyceridovymi zlozkami s vysokym bodom varu. Roztok tuku sa vtiahne
do strickacky a studend ihla striekacky sa pred injektdZou zahreje po dobu priblizne troch sekdnd
v hlave injektora. Potom sa obsah strieckacky rychlo injektuje.

Pozndmka: Touto technikou injektdZe sa zniZuje riziko frakciona¢ného javu vndtri striekacky alebo
injekéného bloku. Priama injektaz do valca v jeho hornej predizenej zahriatej Casti sa
n?ouil'va, pretoZe fragmenty septa, ako aj znecistujtice latky, ktoré sa tu akumulujd, sa daji
je nodulcho odstrdnit pouzitou technikou pravidelnou vymenou vlozky injektora bez odpé-
jania valca.

S cielom neposkodenia septa je velmi dolezité zabranit ohnutiu konca ihly dotknutim sa dna vanicky
so vzorkou (aj ked nie je dobre viditelné).
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Obrdzok 4

Triglyceridovy chromatogram vzorky mlie¢neho tuku

36 38 52
54

I

a) zlé rozliSenie ako nésledok poskodeného septa
b) dobré rozlisenie

Priprava baleného valca
Pocas krokov a) az c) sa na zabrdnenie kontamindcii vrchol valca nepripoji na detektor.

Valce naplnené podla bodu 6.2. sa upravujii nasledovne:
a) 15 mindt prad N2 40 ml/min pri teplote 50 °C;

b) zohrievanie pri 1 K/min az na 355 °C pri 10 ml N2/min;

)

)
¢) ponechanie pri 355 °C na 12 az 15 hodin;
d) dve injekcie 1 pl roztoku kakaového masla (4.10.) a prislusny teplotny program;
)

€) 20 injekcif 0,5 pm roztoku mlie¢neho tuku pocas dvoch az troch dni podla bodu 6.4.

Pozndmka: Kakaové maslo pozostdva takmer vylucne s triglyceridov s vysokym bodom varu C50 az
C56. Injektaz kakaovym maslom slizi na osobitnd dpravu tohto rozpitia s dlhym
refazcom. Pri triglyceridoch s vysokym bodom varu C50 az C54 sa mozu vyskytnat
Ciastoéné reakéné faktory vo vyske priblizne 1,20. Pri opakovanej injektdzi roztoku mliec-
neho tuku sa zvycajne musi ocakdvat zniZenie pociatoénych vysokych reakénych faktorov
pre C50 az C54. Pri Triglyceridoch s nizkym acyl-c ¢islom sa faktory blizia k 1. Pripravia
sa tri pdry valcov naplnenych podla bodu 6.2. Upravené valce sa na rutinné testovanie skon-
troluju analyzou mlie¢neho tuku.

Nésledne sa pouZziva pdr s najlepsimi kvantitativnymi vysledkami (reakény faktor takmer 1). Valce
s reakénym faktorom > 1,20 sa nepouZivaju.

Kalibrécia

Na kalibrdciu sa stanovia reakéné faktory zodpovedajicich triglyceridov, ako aj cholesterolu
v mliecnom tuku (Standardizovany tuk) pouzitim $tandardizovanych triglyceridov (aspori saturované
triglyceridy C24, C30, C36, C42, C48 a (54, ako aj cholesterol; radsej aj C50 a C52). Stredné reakéné
faktory sa daja stanovit matematickou interpoldciou.

Kazdy den sa musia uskuto¢nit dve aZ tri kalibrcie pouzitim Standardizovaného tuku. Ak sa ziskaju
takmer identické vysledky, dobre reprodukovatelné kvantitativne vysledky sa dosiahnu triglyceridovou
analyzou vzoriek.

Standardizovany tuk md trvanlivost niekolko mesiacov pri teplote maximdlne — 18 °C a dd sa preto
pouzivat ako Standardnd vzorka.

Pozndmka: Reakény faktor kazdej zlozky sa tiez dd stanovit pouzitim $tandardizovaného tuku s ceritif-
kovanﬁ?m zloZenim triglyceridov, ako napriklad CRM 519 (anhydricky mlie¢ny tuk), ktory sa
dé ziskat z Institttu pre referenc¢né materidly a merania v Geeli v Belgicku.
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6.5.5.  Teplotny program, nosny plyn a iné podmienky triglyceridovej analyzy

Teplotny program: pociato¢nd teplota valca 210 °C, udrzat jednu mindtu, potom naprogramovat na
ndrast 6 °C/min aZ po 350 °C a kone¢nd teplotu udrzat pat mindt.

Teplota detektora a injektora: 370 °C.

Pozndmka: Teplota detektora, injektora a pece (pociatocnd teplota) sa musi udrziavat na konstantnej
trovni (aj cez noc, pocas vikendov a sviatkov).

Nosny plyn: dusik, prietok 40 ml/min.

Pozndmka: Ak sa pouzivajii 80 cm valce, prietok musi byt minimalne 75 ml/min N2. Prietok nosného
plynu sa musi stdle udrZiavany (aj cez noc, pocas vikendov a sviatkov). Presny prietok
nosného plynu sa upravuje tak, aby sa C54 eluoval pri 341 °C nezdvisle od dlzky valca.

Doba analyzy: 29,3 mindt.
Injekény objem: 0,5 pl.

Pozndmka: Striekacka musi byt po kazdej injekcii niekolkokrdt prepldchnutd ¢istym heptdnom.

Stav FID: podla bodu 5.1.

Pozndmka: Detektor ionizacie plamena sa zapina na zaciatku kazdého pracovného dia.

7. Integricia, hodnotenie a kontrola podmienok merania

Triglyceridy s nepdrnym acyl-c ¢islom (2n + 1) sa_kombinujd s predchddzajicim triglyceridom s pdrnym
cislom (2n). Menej reprodukovatelné nizke obsahy C56 sa nezohladnuu Zvysné triglyceridy (plocha vrcholu)
v chromatograme, vratane cholesterolu (vrchol bhzko C24) sa ndsobia prlslusn mi reaﬁcnyml faktormi $tandard-
ného tuku (z poslednej kalibricie) a spolu sa normalizuji na 100. Okrem volneho cholesterolu sa tak hodnotia
triglyceridy C24, C26, C28, C30, C32, C34, C36, C38, C40, C42, C44, C46, C48, C50, C52 a C54. Vysledky st
udané v hmotnostnom % (g/lOO Q).

Hodnotenie vrcholov na chromatograme sa robi integrdtorom, s ktorym sa dd naznacit zdkladnd Ciara. Reinte-
gricia optimalizovanymi integra¢nymi parametrami by mala byt mozna.

Obrézky 5 a 6 zndzorfiujd dva priklady triglyceridového chromatogramu. Obrdzok 5 zndzoriiuje chromatogram,
ktory sa dd dobre zhodnotit, zatial Co obrdzok 6 zndzorfiuje sporadickii chybu v rozpiti C50 az C54, kde
zdkladnd Ciara je v porovnani s obrdzkom 5 nesprdvna. Takéto bezné chyby sa daji zistit' s vysokym stupriom
istoty a dd sa im vyhntt len pouZzitim integrdtora, ktorym je zdkladnd Ciara naznacend.

Obrdzok 5

Triglyceridovy chromatogram mlie¢neho tukuhS(()l zakreslenou zékladnou Ciarou, ktory sa dd lahko
odnotit
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Obrdzok 6
Nesprdvne integrovany chromatogram mlie¢neho tuku
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nespréavna integracia

Na kontrolu podmienok merania sa pre rozne triglyceridy mozu pouzit relativne Standardné odch)'flkly (RSD:
variany koeficient x 100) uvedené v tabulke 1. Vypocitané boli z 19 ndslednych analyz rovnakého mlie¢neho
tuku.

Tabulka 1

Relativne Standardné odchylky (RSD) obsahov triglyceridu (n = 19)

Triglycerid RSD (%)
C24 10,00
C26 2,69
C28 3,03
C30 1,76
C32 1,03
C34 0,79
C36 0,25
C38 0,42
C40 0,20
C42 0,26
C44 0,34
C46 0,37
C48 0,53
C50 0,38
C52 0,54
C54 0,60

Ak si RSD omnoho vyssie ako hodnoty uvedené v tabulke 1, podmienky chromatografie nie si vhodné a je
potrebné overit septd alebo prietok nosného plynu. Mozné tieZ je, Ze sa na sklenenej vate pri vstupe do valca
vytvorili malé Ciastocky septa alebo valec uz nie je vhodny na pouzitie kvoli zostarnutiu, teplotnym vplyvom atd.
(pozri obrdzok 3).

Pozndmka: Hodnoty uvedené v tabulke 1 nie st povinné, ale orientacné na ucely kontroly kvality. Ak sa viak
oCakévaji vyssie hodnoty RSD, limity opakovatelnosti a reprodukovatelnosti podla bodu 11 sa musia
napriek tomu dodrzat.
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8. Kvalitativne zistenie pritomnosti cudzich tukov

Na zistenie pritomnosti cudzich tukov boli vytvorené triglyceridové vzorce (tabulka 2) s limitmi S (tabulka 3),
v ktorych sa hodnoty S ¢istych mlie¢nych tukov mozu pohybovat. Ak sa tieto limity prekrocia, déd sa predpo-
kladat pritomnost cudzieho tuku.

Najcitlivejsim vzorcom pre zistenie pritomnosti bravcovej masti je napriklad

6,5125. C26 + 1,2052. C32 + 1,7336. C34 + 1,7557. C36 + 2,2325. C42 + 2,8006. C46 + 2,5432. C52 + 0,9892.
C54 =S

Pozndmka: Pouzitim 755 réznych vzoriek mlie¢neho tuku bolo stanovené s 99 % pravdepodobnostou rozpitie
S = 97,96 — 102,04 pre vzorky cistého mliecneho tuku so $tandardnou odchylkou SD = 0,39897
pre vietky hodnoty S.

Od triglyceridového zlozenia vzorky nezndmeho tuku takyto vzorec umoziuje bez pouzitia pocitaca jednodu-
chym spdsobom overit, ¢i uvedeny sacet obsahov triglyceridov so zodpovedajicimi faktormi je mimo rozpatia
97,96 — 102,04, a teda s najvicsou pravdepodobnostou ide o vzorku s obsahom cudzieho tuku.

Tabulka 2 zndzorfiuje rozne triglyceridové vzorce pre zistenie obsahu roznych cudzich tukov. Na zistenie obsahu
cudzich tukov séjového oleja, slne¢nicového oleja, olivového oleja, repkového oleja, lanového oleja, oleja z pse-
ni¢nych a kukuri¢nych klickov, bavinikového oleja, hydrogenizovaného rybicho oleja, rastlinnych tukov z koko-
sovej a z palmovej duziny, ako aj palmového oleja a hovadzieho loja sa dd pouzit jednotny vzorec.

KedZe triglyceridové zloZenie cudzich tukov sa tiez meni, pouzili sa $tyri rozne experimentlne zmerané udaje
pre triglyceridy cudzich tukov rovnakého typu. (S rovnakymi typmi cudzich tukov sa bral do Gvahy najnepriazni-
vejsi limit (pozri tabulku 4).)

Nasledovnym celkovym vzorcom je mozné pre vetky cudzie tuky dosiahnut podobne dobré vysledky:

-2,7575. C26 + 6,4077. C28 + 5,5437. C30 - 15,3247. C32 + 6,2600. C34 + 8,0108. C40.- 5,0336. C42 + 0,6356.
C44 + 6,0171.C46 =S

Vypocty pre zistovanie pritomnosti akejkolvek kombindcie cudzieho tuku v mlie¢neho tuku ukdzali, Ze napr.
hoci v ta]i)ulke uvedeny limit pre bravéovi mast je nizky, t. j. 2,7 %, iné tuky, ako napriklad kokosovy tuk,
palmovy olej alebo olej z palmovej duziny s detekénymi limitmi 26,8, 12,5 a 19,3 % mozu tymto vzorcom byt
zistené len vtedy, ak do mﬁeéneho tuku boli pridané extrémne vysoké mnoZstvd. Toto plati aj pre ostatné vzorce
uvedené v tabulke 2.

Tabulka 2

Triglyceridové vzorce na zisfovanie pritomnosti réznych cudzich tukov v mlieénom tuku, uvidzajice
standardné odchylky SD pre S

Vzorec pre séjovy, slnecnicovy, olivovy, repkovy, lanovy olej, olej z penicnych klickov, olej z kukuricnyich klickov, bavinikovy a rybaci olej

2,0983.C30 + 0,7288.C34 + 0,6927.C36 + 0,6353.C38 + 3,7452.C40 -
1,2929.C42 + 1,3544.C44 + 1,7013.C46 + 2,5283.C50 =S; SD = 0,38157

Vzorec pre kokosovy olej a olej z palmovej duiny

3,7453.C32 + 1,1134.C36 + 1,3648.C38 + 2,1544.C42 + 0,4273.C44 + 0,5809.C46 + 1,1226.C48 + 1,0306.-
C50 + 0,9953.C52 + 1,2396.C54 =S; SD = 0,11323

Vzorec pre palmovy olej a hovidzi loj

3,6644.C28 + 5,2297.C30 - 12,5073.C32 + 4,4285.C34 - 0,2010.C36 + 1,2791.C38 + 6,7433.C40 -
4,2714.C42 + 6,3739.C46 =S; SD = 0,81094

Vzorec pre bravcovii mast

6,5125.C26 + 1,2052.C32 + 1,7336.C34 + 1,7557.C36 + 2,2325.C42 + 2,8006.C46 + 2,5432.C52 + 0,9892.C54 = §;
SD = 0,39897

Preto ak je vzorka pravdepodobne zmesou mliecneho tuku a jedného zo 14 roznych cudzich tukov alebo kombi-
nécie tychto cudzich tukov, na kontrolu nezndmej vzorky tuku sa musia pouzit vietky vzorce uvedené v tabulke
2, ako aj celkovy vzorec (2). Ak sa dosadenim triglyceridu vzorky tuku ziska hoi;lota S, ktord spadd mimo
rozpitia ¢o len jedného z piatich vzorcov uvedenych v tabulke 3, vzorka je pravdepodobne modifikovanym
mliecnym tukom. Zistenie pritomnosti cudzieho tuku v mlie¢cnom tuku prostrednictvom jedného zo Styroch
vzorcov uvedenych v tabulke 2 neumoziiuje dospiet k zéverom o type takéhoto cudzieho tuku.
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Tabulka 3

Limity S pre mlie¢ne tuky

Vzorec na zistovanie Rozsah S
s6jového, slnecnicového, olivového, repkového,Janového oleja, oleja z peni¢nych 98,05 -101,95
klickov, oleja z kukuri¢nych klickov, bavinikového a rybicho oleja
kokosového oleja a oleja z palmovej duziny 99,42 -100,58
palmového oleja a hovidzieho loja 95,90 - 104,10
bravcovej masti 97,96 — 102,04
cely vzorec 95,68 — 104,32

V tabulke 4 st uvedené detekéné limity roznych cudzich tukov s 99 % pravdepodobnostou. Prvy stlpec ukazuje
minimalny detekény limit pre vzorce pre mliecny tuk z tabulky 2. V druhom stlpci sa nachadzaja detekéné
limity pre celkovy vzorec. Hoci tieto limity si o nieco vyssie, len tento vzorec je potrebny na zistenie trochu
vyssich mnozstiev cudzich tukov. VSetkymi vzorcami sa tiez daju zistit kombindcie roznych cudzich tukov.
Rozpitia varidcii triglyceridov roznych cudzich tukov jedného typu nemajii na detekéné limity Ziadny vyznamny

vplyv.
Tabulka 4
99 % detekéné limity pridanim cudzieho tuku do mlieka v %
Jednotlivy vzorec Celkovy vzorec

sojovy olej 2,1 4.4
slne¢nicovy olej 2,3 4,8
olivovy olej 2,4 4,7
kokosovy tuk 3,5 4,3
palmovy olej 4,4 4,7
olej z palmovej duziny 4,6 5,9
repkovy olej 2,0 4,4
lanovy olej 2,0 4,0
olej z pSeni¢nych klickov 2,7 6,4
olej z kukuri¢nych klickov 2,2 4,5
olej z bavinikovych semien 3,3 4,4
bravéova mast 2,7 4,7
hovidzi loj 52 5,4
hydrogenizovany rybaci olej 5,4 6,1

Pozndmka: Rozpitia S s vy{)oéftané tak, Ze Eri prekroceni limitov jednotlivych vzorcov sa pritomnost cudzieho
tuku len predpokladd (pozri tabulku 4).

9. Kvantitativne stanovenie obsahu cudzieho tuku

S cielom ziskania kvantitativnych informdcii o koncentracii cudzieho tuku vo vzorke mliecneho tuku sa pouziva
nasledovny vzorec

X(%) = 100.|(100-8)/(100-S;)],

pricom X je mnozstvo nezndmeho cudzieho tuku alebo zmesi cudzich tukov v neznimom mliecnom tuku.
S vyplyva z pritomnosti nezndmeho cudzieho tuku vloZenim triglyceridov zmesi cudzicho tuku/mlie¢neho tuku
do vyssie uvedeného celkového triglyceridového vzorca. Ak je v mlie¢nom tuku pritomny cudzi tuk, za S, sa
vyss : 0 g yceriso e ) jromay s 4o
povazuje strednd hodnota S roznych cudzich tukov pre celkovy vzorec; tito strednd hodnota S sa ziska dosa-
denim ddajov o triglyceridoch cistych cudzich tukov do tohto vzorca a o¢itanim strednej hodnot
) gycericoen - S ‘ M L 2 Yypocatamim  Seenc) Y
S. = 7,46). Dobre kvantitativne vysledky o pritomnosti cudzich tukov sa tiez daju ziskat pouzitim vzorca pre
F vysledky o p ) p p
palmovy olej/hovidzi loj (tabulka 2) so strednou hodnotou S, = 10,57.

Pri zndmych typoch cudzicho tuku sa do vyssie uvedeného vzorca musia dosadit nasledovné hodnoty SF a zvoli
sa prislusny vzorec z tabulky 2:
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Tabulka 5

Hodnoty SF rdznych cudzich tukov

Cudzi tuk SF
sojovy olej 8,18
slne¢nicovy olej 9,43
olivovy olej 12,75
kokosovy tuk 118,13
palmovy olej 7,55
olej z palmovej duziny 112,32
repkovy olej 3,30
lanovy olej 4,44
olej z pSeni¢nych klickov 27,45
olej z kukuri¢nych klickov 9,29
olej z bavinikovych semien 41,18
brav¢ovad mast 177,55
hovadz{ loj 17,56
rybaci olej 64,12

10. Rozsah aplikicie detekénej metédy
Popisand metdda sa da aplikovat na mlieko a je zaloZend na reprezentativnosti vzoriek mlie¢neho tuku.

Moznd by bola aj velmi 3pecifickd detekcia, ak by pre reprezentativny pocet vzoriek mlie¢neho tuku boli odvo-
dené vzorce pre rozne Staty.

Osobitne vhodné podmienky by sa dali ziskat, ak by v roznych Stitoch vzorce podla vyssie uvedeného popisu
boli odvodené z reprezentativneho poctu vzoriek mlie¢neho tuku. V takom pripade nie je pouzitie zloZitych
pocitacovych programov potrebné, ak sa pouziji triglyceridové kombindcie uvedené v tal uI{ze 2 a faktory sa
zmenia pouZitim metddy najmensich $tvorcov.

Aplikovanim rozpiti S uvedenych v tabulke 3 st vzorce v urcitych podmienkach kimenia, napriklad pri nedo-
statocnom kfmen{ alebo kfmenf{ krdv kfmnymi kvasinkami alebo Ca-mydlami, vo vSeobecnosti platné. Iba v pri-
padoch extrémneho kimenia (napr. vysoky prijem cistych kimnych olejov, vysoké davky Ca-mydiel kombinova-
nych s kimnym tukom atd’) uvedené vzorce ¢iastoéne naznacuju pritomnost modifikovaného mlie¢neho tuku.

Pozndmka: Frakcionované mliecne tuky sa vo vieobecnosti uznajii za nemodifikované mliecne tuky, ked sa modi-
fikdcia iba predpokladd, ak si prekrocené uvedené limity. Vzorce naznacuji modifikdciu len pri frak-
cionovanych mlie¢nych tukoclg) s nezvycajnym zloZzenim mliecneho tuku, ako napriklad v pripade
tvrdej frakcie ziskanej frakciondciou fyzikdlnymi metddami pri teplotich vysokych priblizne 30 °C
s malymi zostatkami len niekolkych percent alebo frakciondciou nadkritickym CO2.

Frakciondcia mlie¢neho tuku sa vSak dd zistit pouzitim inych postupov, napr. diferencidlnou skeno-
vacou kalorimetriou.

11. Presnost metody

Stanovend pouzitim mlie¢neho tuku na zdklade vzorcov z tabulky 2 a rozpiti S z tabulky 3.

11.1. Opakovatelnost

Rozdiel medzi hodnotami S dvoch analyz uskuto¢nenych v rdmci najkratSicho mozného casového
intervalu jednym operdtorom na rovnakom testovacom materidli v rovnakych podmienkach (rovnakd
osoba, rovnaké nédstroje/rovnaké zariadenie, rovnaké laborat6rium):
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Tabulka 6

Limity opakovatelnosti (r) pre rézne vzorce

Vzorec na zistovanie r
s6jového, slne¢nicového, olivového, repkového, lanového oleja, oleja z 0,67
pSeni¢nych klickov, oleja z kukuri¢nych klickov, bavinikového a
rybieho oleja
kokosového oleja a oleja z palmovej duziny 0,12
palmového oleja a hovidzieho loja 1,20
bravcovej masti 0,58
cely vzorec 1,49

11.2.  Reprodukovatelnost
Rozdiel medzi hodnotami S dvoch analyz uskuto¢nenych operdtormi v roznych laboratéridch podla
rovnakého postupu na rovnakom testovacom materidie v roznych podmienkach (rdzne osoby, rozne
pristroje) v roznom case:
Tabulka 7
Limity reprodukovatelnosti (R) pre rozne vzorce

Vzorec na zistovanie R
sojového, slne¢nicového, olivového, repkového, lanového oleja, oleja z 1,08
pSeni¢nych klickov, oleja z kukuriénych klickov, bavinikového a
rybieho oleja
kokosového oleja a oleja z palmovej duziny 0,40
palmového oleja a hovidzieho loja 1,81
bravéovej masti 0,60
cely vzorec 2,07

11.3 Kritickd odchylka

S hodnotami limitov opakovatelnosti r) a reprodukovatelnosti (R) je mozné vypocitat kritickd
odchylku pre vietky rozpitia S z tabulky 3 (duplicitné analyzy). Hodnoty sti uvedené v tabulke 8.

Tabulka 8

Kritické odchylky pre vSetky triglyceridové vzorce

Vzorec na zistovanie Rozsah

séjového, slne¢nicového, olivového, repkového, lanového oleja, oleja z 97,43 -102,57
pSeni¢nych klickov, oleja z kukuricnych klickov, bavlnikového a

rybieho oleja

kokosového oleja a oleja z palmovej duziny 99,14 - 100,86
palmového oleja a hovidzieho loja 94,91 - 105,09
bravcovej masti 97,65 -102,35
cely vzorec 94,58 — 105,42
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11.4.  Prijatelnost vysledkov

Vsetky hodnoty obsahu triglyceridov C24, C26, C28 az C54, ako aj cholesterolu kalibrované na dve
desatinné miesta musia byt presne normalizované na 100.

Vysledky duplicitnej analyzy sa pouzivajii ako kontrola opakovatelnosti. Ak absolitny rozdiel medzi
dvomi vysledkami S pre vsetkych pit triglyceridovych vzorcov neprekracuje limit opakovatelnosti r
uvedeny v tabulke 6, poziadavka opakovatelnosti je splnend.

Na kontrolu optimalnych podmienok chromatografie a najma kvality valcov sa musi garantovat, Ze pri
10 opakovanych kolach rozdiel maximdlnej a minimalnej hodnoty S vsetkych piatich triglyceridovych
vzorcov neprekracuje rozpitie x. r, pricom x = 1,58 [pre 10 kol, pozri zdroje (16)] a limity opakova-
telnosti r pre rozne vzorce uvedené v tabulke 6.

12. Citované normy

DIN 10336: 1994 Zistenie a overenie pritomnosti cudzich tukov v mliecnom tuku pomocou chro-
matografickej triglyceridovej analyzy

norma IDF 1C: 1987 Mlieko. Stanovenie obsahu tuku — Rése Gottliebova gravimetrickd met6da

norma IDF 16C: 1987 Smotana. Stanovenie obsahu tuku — Rése Gottliebova gravimetrickd met6da

norma IDF 116A: 1987 Zmrzlina na baze mlieka. Stanovenie obsahu tuku — Rose Gottliebova gravime-

trickd metdda

norma IDF 22B: 1987 Odstredené mlieko, srvdtka a cmar. Stanovenie obsahu tuku — Rose Gottliebova

gravimetrickd metdda
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PRILOHA XXVI

ZOZNAM NARIADENI UVEDENYCH V HLAVNOM TEXTE

— nariadenie Komisie (EHS) ¢. 1216/68 z 9. augusta 1968 ustanovujiice metédu pre stanovenie obsahu laktézy

v kfmnych zmesiach dovezenych z tretich krajin ('), zmenend a doplnend nariadenim Komisie (EHS) ¢. 222/88
z 22. decembra 1987 o zmene a doplneni urcitych opatreni o uplatiiovani spolo¢nej organizdcie trhu s mliekom
a mlie¢nymi vyrobkami po zavedeni kombinovanej nomenklattiry (3)

— nariadenie Komisie (EHS) ¢. 3942/92 z 22. decembra 1992 ustanovujiice referencnii metédu na stanovenie obsahu

sitosterolu a stigmasterolu v maslovom tuku (}), naposledy zmenené a doplnené nariadenim Komisie (ES)
¢ 175/1999 novelizujiceho nariadenia (EHS) ¢ 3942/92, (ES) ¢ 86/94, (ES) ¢. 1082/96 a (ES) ¢. 1459/98,
ktorym sa ustanovuju referencné metddy pre stanovenie obsahu urcitych stopovych latok v masle, maslovom tuku,
maslovom oleji a smotane (%)

— narjadenie Komisie (ES) ¢. 86/94 z 19. janudra 1994 ustanovujtice referen¢nti metédu na stanovenie obsahu sitoste-

rolu a stigmasterolu v masle (), v zneni nariadenia (ES) ¢. 175/1999

— nariadenie Komisie (ES) ¢. 2721/95 z 24. novembra 1995 ustanovujtice pravidld aplikdcie referenénych a rutinnych

metdd pre analyzu a hodnotenie kvality mlieka a mlie¢nych vyrobkov na spolo¢nom trhu (°)

— nariadenie Komisie (ES) ¢. 1080/96 zo 14. jina 1996 ustanovujice referenénti metédu na zistovanie koliforiem

v masle, odstredenom mlieku v prasku a kazeine/kazeindtoch ()

— narjadenie Komisie (ES) ¢. 1081/96 zo 14. juna 1996 ustanovujice referen¢ni metddu na zistovanie kravského

mlieka a kazeindtu v syroch vyrobenych z ov¢icho mlieka, kozieho mlieka alebo byvolicho mlicka alebo zmesi
ovcicho, kozieho a byvolicho mlieka a zru$ujtce nariadenie (EHS) ¢. 690/92 (%)

— nariadenie Komisie (ES) ¢. 1082/96 zo 14. jina 1996 ustanovujlce referenéni metédu na stanovenie obsahu etyl

esteru beta-apo-8 karotenickej kyseliny v koncentrovanom masle a masle (°), v zneni nariadenia (ES) ¢. 175/1999

— narjadenie Komisie (ES) ¢. 1854/96 z 26. septembra 1996 ustanovujice zoznam referen¢nych metdd urcenych na

analyzu a hodnotenie kvality mlieka a mlie¢nych vyrobkov podla spolo¢nej organizicie trhu (%), v zneni nariadenia
(ES) €. 881/1999 (1)

— nariadenie Komisie (ES) ¢. 880/98 z 24. aprila 1998 ustanovujtce referenéné metddy na stanovenie obsahu vody,

beztukovej susiny a tuku v masle (')

— nariadenie Komisie (ES) ¢. 1459/98 z 8. jala 1998 ustanovujiice referenénd metddu stanovenia obsahu vanilinu

v koncentrovanom masle, masle alebo smotane ("), v zneni nariadenia (ES) ¢. 175/1999
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