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(Akty prijaté na zdkladé Smlouvy o ES a Smlouvy o Euratomu, jejichZ uvefejnéni je povinné)

NARIZENI

NARIZENI KOMISE (ES) ¢&. 273/2008
ze dne 5. bfezna 2008,

kterym se stanovi provadéci pravidla k nafizeni Rady (ES) ¢. 1255/1999, pokud jde o metody analyzy
a hodnoceni jakosti mléka a mlé¢nych vyrobki

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na nafizeni Rady (ES) ¢. 1255/1999 ze dne 17. kvétna
1999 o spolecné organizaci trhu s mlékem a mléénymi vy-
robky (1), a zejména na ¢lanky 10 a 15 a ¢l. 26 odst. 3, ¢l. 29
odst. 1 a ¢l. 31 odst. 4 uvedeného nafizeni,

vzhledem k témto dtvodim:

1

Nafizeni Komise (ES) ¢. 213/2001 (?) stanovi provadéci
pravidla k nafizeni Rady (ES) ¢. 1255/1999, pokud jde
o metody analyzy a hodnoceni jakosti mléka a mlé¢nych
vyrobku. V souvislosti s technickym vyvojem v oblasti ana-
lytickych metodik je tfeba provést dal$i vyrazné zmény.
V zdjmu jasnosti a tc¢innosti a s ohledem na pocet a tech-
nickou povahu zmén by nafizeni (ES) ¢. 213/2001 mélo
byt zruSeno a nahrazeno novym nafizenim.

SloZeni a jakostni znaky mléka a mlé¢nych vyrobki stano-
vené v ramci rezimd zavedenych nafizenim (ES)
¢.1255/1999 musi byt validovany, nebot je nutné zajistit,
aby plné odpovidaly stanovenym pozadavkiim.

Referen¢ni metody, jeZ se maji pro uvedenou validaci pou-
zivat, jsou metody, které zvefejiuji mezindrodni organiza-
ce, jako jsou Evropsky vybor pro normalizaci (CEN),
Mezindrodni mlékdrenska federace (IDF), Mezindrodni or-
ganizace pro normalizaci (ISO) a védecké sdruzeni zaby-
vajici se odbornou zpusobilosti v oblasti analyz (AOAC
International), a které tyto organizace pravidelné aktuali-
zuji. V nékterych pfipadech se stanovi referencni metoda
Spolecenstvi, zatimco v jinych piipadech pravni pfedpisy

(1) Uf. vést. L 160, 26.6.1999, s. 48. Naiizeni naposledy pozménéné na-

fizenfm (ES) ¢. 1152/2007 (Ut. vést. L 258, 4.10.2007, s. 3). Naifzen{
(ES) ¢. 1255[1999 se nahrazuje naiizenim (ES) ¢ 1234/2007
(UF. vést. L 299, 16.11.2007, s. 1) od 1. Cervence 2008.

() Ut vést. L 37, 7.2.2001, s. 1.

Spolecenstvi zadnou referenéni metodu nestanovi. Ma-li
byt zajisténo jednotné pouzivani referen¢nich metod, je
nezbytné vypracovat seznam referencnich metod a mélo
by se stanovit, Ze Komise maze tento seznam v piipadé
potieby prizpusobit.

Pouzivani rutinnich metod by nemélo byt vylouceno,
a proto by mély byt stanoveny minimdlni podminky pro
jejich pouzivani.

Rovnéz by mély byt stanoveny spole¢né postupy s cilem
zavést jednotnou praxi pfi hodnoceni vysledk analyz. To-
téz plati pro organoleptické hodnoceni doty¢nych produk-
tt a pro pfezkoumadvani vysledkd, které byly napadeny.

Pro nékteré analyzy v soucasnosti neexistuji Zadné mezi-
ndrodné uzndvané referencni metody, jez byly validovany;
z tohoto dvodu nejsou k dispozici zddné informace o to-
m, Ze by jednotlivé laboratofe dosahovaly pfi analyzdch
odlisnych vysledkd. Proto je tieba stanovit v rdmci Spole-
Censtvi metody, které byly validovany podle pravidel sta-
novenych na mezindrodni trovni a které by se pouzivaly
jako metody referen¢ni.

Nafizen{ Komise (ES) ¢. 1898/2005 (%) stanovi provadéci
pravidla k nafizeni Rady (ES) €. 1255/1999, pokud jde
o opatfeni pro odbyt smetany, mésla a zahusténého madsla
na trhu Spolecenstvi, a stanovi, Ze za ur¢itych okolnosti se
do smetany, mdsla a zahu$téného mésla pridavaji stopo-
vaci latky, aby bylo zajisténo spravné konecné pouZiti
téchto produkti. Pouzivani stopovacich latek je dulezité
pro fadné fungovani rezimu. V zdjmu zajisténi toho, aby
se vSem hospodéiskym subjektdm, na které se tento rezim
vztahuje, dostalo rovného zachdzeni, mély by se zavést
obecné metody pro zjistovani nékterych téchto stopo-
vacich latek.

() Uf. vést. L 308, 25.11.2005, s. 1. Nafizeni naposledy pozménéné na-
fizenim (ES) ¢. 1546/2007 (Ut. vést. L 337, 21.12.2007, s. 68).
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(8)  Podle ¢lanku 9 nafizeni (ES) ¢. 1255/1999 mizZe byt po-
skytnuta podpora pro soukromé skladovani syra vy-
rabénych z ovéiho mléka. Podle ¢lanku 31 téhoZ nafizeni
Ize pro tyto produkty poskytnout zvldstni ndhradu. Syry
vyrdbéné z ovéiho mléka, koziho mléka, buvoliho mléka
a ze smési ov¢iho, koziho a buvoliho mléka mohou byt do
Spolecenstvi dovazeny z nékterych tietich zemi za prefe-
ren¢nich podminek. Vzhledem k vyse uvedenému je tfeba
vhodnymi kontrolnimi postupy ovéfit, zda se do doty¢-
nych produktt nepfidavd kravské mléko. Z tohoto duvo-
du je nezbytné stanovit referenéni metodu Spolecenstvi ke
zjistén{ kravského mléka, aniz je dotéeno pouziti rutinnich
metod, paklize spliuji urcitd kritéria.

(9)  Podle nafizeni Komise (EHS) ¢. 2921/90 ze dne 10. fijna
1990 o podpofe vyroby kaseinu a kaseindtd z odstfedé-
ného mléka () musi byt stanovena nepfitomnost koli-
formnich bakterii. Mezindrodné uznavanymi referen¢nimi
metodami pro zjistovani koliformnich bakterii v mléce
a mléénych vyrobcich je mezindrodni norma ISO 4831.
Proto byla pro zjistovani koliformnich bakterif stanovena
referenéni metoda Spolecenstvi zaloZend na uvedené
normé.

(10)  Nafizeni Rady (EHS) ¢. 2658/87 ze dne 23. Cervence 1987
o celni a statistické nomenklatufe a o spole¢ném celnim sa-
zebniku (?) stanovi rtizné celni sazby pro krmné smési ¢is-
la 2309 celntho sazebniku podle obsahu mlécnych
vyrobki. Mé-li byt zajisténo jednotné pouzivani piislus-
nych pravidel, méla by se stanovit metoda analyzy ke zjis-
téni obsahu laktosy, kterd bude povinnd pro vsechny
Clenské stty, a za timto Ucelem by se méla zvolit urcitd
obecné uzndvand metoda.

(11)  Nafizeni (ES) ¢. 1255/1999 stanovi, Ze mdslo a susené od-
stfedéné mléko urcené k intervenci, jakoz i susené odstie-
déné mléko urcené k pouziti jako krmivo, musi spliovat
urcité pozadavky na jakost. Proto je tfeba stanovit refe-
renéni metody, které umozni zjistit, zda jsou tyto poza-
davky plnény.

(12)  Nekteré metody v tomto nafizeni se zavadéji poprvé. Od
vstupu tohoto nafizeni v platnost by méla byt laboratofim
poskytnuta dostate¢na lhita k tomu, aby tyto nové metody
mohly spravné zavést a pouzivat. Kdykoli je referenéni me-
toda uvedend v piiloze I prezkoumdna a zvefejnéna Orga-
nizaci pro vyvoj norem, mély by mit laboratofe $est mésictt
na to, aby své analytické postupy zaktualizovaly zpiso-
bem, ktery bude nové normé odpovidat.

(13)  Opatieni tohoto nafizeni jsou v souladu se stanoviskem
Ridiciho vyboru pro mléko a mlééné vyrobky,

") UF. vést. L 279, 11.10.1990, s. 22. Naiizeni naposledy pozménéné na-
fizenim (ES) ¢. 1487/2006 (Uf. vést. L 278, 10.10.2006, s. 8).

() Uf. vést. L 256, 7.9.1987, s. 1. Nafizen{ naposledy pozménéné naii-
zenfm Komise (ES) & 1352/2007 (U. vést. L 303, 21.11.2007, s. 3).

PRIJALA TOTO NARIZENT:

KAPITOLA 1

OBECNA USTANOVENI

Cldnek 1

Pfedmét a oblast piisobnosti

1. Toto nafizeni stanovi urcité referen¢ni metody pro chemic-
kou, fyzikélni a mikrobiologickou analyzu a organoleptické hod-
noceni mléka a mlé¢nych vyrobka v rdmci rezimt stanovenych
ve spole¢né organizaci trhu s mlékem a mléénymi vyrobky, kte-
rou zavadi nafizeni (ES) ¢. 1255/1999, a pravidla pro pouzivani
téchto metod.

2. Seznam referen¢nich metod pouzitelnych pro analyzy uve-
dené v odstavci 1 je uveden v piloze I tohoto nafizeni.

3. Komise aktualizuje uvedeny seznam postupem podle ¢lan-
ku 42 nafizeni (ES) ¢. 1255/1999.

Cldnek 2

Rutinni metody

Pro analyzy stanovené pravnimi predpisy Spolecenstvi lze pouzi-
vat rutinni metody za pfedpokladu, Ze jsou patficné kalibrovany
a pravidelné kontrolovany porovnanim s referen¢ni metodou. Vy-
sledky se srovndvaji s piihlédnutim ke stdlé odchylce, opakova-
telnosti a reprodukovatelnosti.

V pifpadé sporu je rozhodujici vysledek ziskany referenéni
metodou.

Clenské staty informuji Komisi o pouzit{ rutinnich metod pfi an-
alyze uvedené v ¢lanku 1.

KAPITOLA II

METODY ANALYZY

Cldnek 3

Zhodnoceni splnéni zikonem stanovené mezni hodnoty
s ohledem na Sarzi

K urceni toho, zda byly splnény zdkonem stanovené pozadavky
na sloZeni, se kromé analyzy stopovacich latek pouzije p¥iloha II
tohoto naiizeni.
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Cldnek 4

Organoleptické hodnoceni

1. Pokud jde o mléko a mlécné vyrobky jiné nez mdslo urcené
k vefejnému skladovani, ¢lenské staty pouziji jako referencni me-
todu pro organoleptické hodnoceni bud normu IDF 99C:1997

nebo jiné srovnatelné metody, které sdéli Komisi.

Price posuzovatelti a spolehlivost vysledki organoleptickych
analyz se ovéfuji pomoci postupt uvedenych v priloze IIL.

2. Pokud jde o mdslo ur¢ené pro vefejné skladovani, price
posuzovatelt a spolehlivost vysledki se ovéfuji pomoci postupii
uvedenych v piiloze IIL

Postup stanoveny v piiloze IV se pouzije jako referen¢ni metoda
pro organoleptické hodnoceni.

Cldnek 5
Stopovaci latky

1. Ke stanoveni obsahu trigliceridu kyseliny enanthové v mas-
le, méselném oleji a smetané se jako referen¢ni metoda pouzije
metoda analyzy uvedend v piiloze V.

2. Ke stanoveni obsahu vanilinu v zahu$téném madsle, masle
a smetané se jako referenéni metoda pouZije metoda analyzy uve-
dend v piiloze VI.

3. Ke stanoveni obsahu ethylesteru beta-apo-8’karotenové ky-
seliny v zahu§téném mdsle a masle se jako referenéni metoda pou-
zije metoda analyzy uvedend v piiloze VIL

4. Ke stanoveni obsahu B-sitosterolu nebo stigmasterolu v za-
husténém mdsle a mésle se jako referenéni metoda pouZije meto-
da analyzy uvedend v pfiloze VIIL

5. Pokud ziskané vysledky odpovidaji technickym specifikacim
bodu 10 a 11 piilohy V a bodu 8 piiloh VI, VII a VII, md se za to,
ze stopovaci latky byly do zahusténého madsla, masla a smetany
pfidany v souladu s pfslusnymi pravnimi pfedpisy Spolecenstvi.

Cldnek 6

Zjistovani kaseinu z kravského mléka

1. Je nutné zarucit, Ze syry vyrabéné vyhradné z ov¢iho mlé-
ka, koziho mléka ¢i buvolitho mléka, nebo ze smési ovciho, koziho
a buvoliho mléka neobsahuji kasein z kravského mléka, a za timto
tcelem se pouzije referenéni metoda analyzy uvedend v piiloze IX.

Pfitomnost kaseinu z kravského mléka se povazuje za prokaza-
nou, pokud obsah kaseinu z kravského mléka v analyzovaném
vzorku je stejny nebo vyssi v porovnani s obsahem v referenénim
vzorku obsahujicim 1% kravského mléka, ktery je uveden
v piiloze IX.

2. Rutinni metody ke zjistovani kaseinu z kravského mléka
v syrech uvedenych v odstavci 1 mohou byt pouzivany za téchto
podminek:

a) jejich detekeni limit musi byt nejvyse 0,5 %;
b) jejich vysledky nesmi byt falesné pozitivni;

¢) musi umoznovat detekci kaseinu z kravského mléka s poza-
dovanou citlivosti i po dlouhé dobé zrdni, k ¢emuz mutize za
béznych obchodnich podminek dochazet.

Neni-li jeden z vyse uvedenych pozadavkd splnén, pouziji se re-
feren¢ni metody uvedené v piiloze IX.

Cldnek 7
Zjistovani koliformnich bakterii
Koliformn{ bakterie v masle, suseném odstfedéném mléce, kasei-

nu a kaseindtech se zjistuji podle referen¢ni metody uvedené
v piiloze X.

Cldnek 8

Stanoveni obsahu laktézy

Obsah laktézy ve vyrobcich kédu KN 2309 se stanovi podle re-
feren¢ni metody uvedené v piiloze XI.

Cldnek 9
Zjistovani syfidlové syrovitky
1. Syfidlova syrovatka v suSeném odstfedéném mléce uréeném

pro vefejné skladovani se zjistuje podle referenéni metody uve-
dené v piiloze XIL

2. Syfidlovd syrovitka v suSeném odstfedéném mléce
a smésich urcenych k pouziti jako krmivo se zjistuje podle refe-
ren¢ni metody uvedené v priloze XIL V piipadé zjistovani syfi-
dlové syrovitky by se méla pouzit ptiloha XIIL

Cldnek 10
Zjistovani podmdsli

Podmasli v suseném odstfedéném mléce se zjistuje podle referenc-
ni metody uvedené v ptiloze XIV.

Cldnek 11

Zjistovani antimikrobidlnich rezidui

Antimikrobidlni rezidua v suseném odstredéném mléce se zjistuji
podle referen¢ni metody uvedené v piiloze XV.
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Cldnek 12

Stanoveni obsahu suseného odstiedéného mléka

Obsah suseného odstfedéného mléka v krmnych smésich se sta-
novi podle referenéni metody uvedené v pfiloze XVI.

Cldnek 13

Zjistovani skrobu

Skrob v odstiedéném mléce, denaturovaném suseném mléce
a krmnych smésich se zjistuje podle referenéni metody uvedené
v ptiloze XVIL

Cldnek 14

Stanoveni obsahu vlhkosti v suSené smetané

Obsah vlhkosti v su§ené smetané se stanovi podle referenéni me-
tody uvedené v priloze XVIIL

Clanek 15

Stanoveni obsahu vlhkosti v suSeném kysaném podmasli

Obsah vlhkosti v suseném kysaném podmasli ur¢eném pro pou-
ziti v krmivech se stanovi podle referenéni metody uvedené
v pifloze XIX.

Cldnek 16

Stanoveni istoty mlééného tuku

Cistota mlécného tuku se stanovi podle referenc¢ni metody uve-
dené v piiloze XX.

KAPITOLA 1II

OBECNA A ZAVERECNA USTANOVENI

Cldnek 17

Zajisténi jakosti

Analyzy provadéji laboratofe se zavedenym systémem zajisténi
analytické jakosti a se zavedenymi postupy vnitini kontroly jakos-
ti. Neakreditované laboratofe se tcastni programt zkousek od-
borné zpusobilosti alesponi jednou ro¢né, pficemz se jejich
vysledky neodchyli o vice nez 20, (smérodatnd odchylka reprodu-
kovatelnosti referenéni metody) od dohodnuté hodnoty. V labo-
ratofi je k dispozici k nahlédnuti podrobny popis pouzitych
systémdl.

Laboratofe akreditované podle norem uvedenych v ¢lanku 12 na-
fizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 882/2004 ze dne
29. dubna 2004 o tfednich kontrolach za ticelem ovéfeni dodr-
zovani pravnich ptedpisti tykajicich se krmiv a potravin a pravi-
del o zdravi zvifat a dobrych Zivotnich podminkach zvifat (*) jsou
od tcasti ve zkouskach odborné zpisobilosti osvobozeny.

Cldnek 18
Odbér vzorkd a ndmitky proti vysledkim analyzy

1. Odbér vzorki se provadi v souladu s pfislusnym nafizenim
pro posuzovany vyrobek. Neexistuji-li zddnd ustanoveni pro
odbér vzorku, pouZije se ustanoveni uvedené v normé ISO 707 |
IDF 50, Mléko a mlé¢né vyrobky — Smérnice pro odbér vzorkda.

2. Laboratorni zpravy o vysledcich analyz musi obsahovat do-
statecné udaje, které umozni hodnoceni vysledki podle piilohy II
a piilohy XXI.

3. Pro analyzy stanovené v pravnich predpisech Spolecenstvi
se musi odebirat duplicitni vzorky.

4. V pripadé, ze hospodéisky subjekt nesouhlasi s vysledky ur-
¢ité analyzy, pouzije se postup popsany v piiloze XXI.

5. Jestlize vyrobce do péti pracovnich dnii po odbéru vzorki
prokaze, ze postup pii odbéru vzorkd nebyl spravny, odbér vzor-
kit se musi v rdmci moznosti zopakovat. Pokud odbér vzorkii zo-
pakovat nelze, musi byt Sarze pfijata.

Cldnek 19
Pfechodné obdobi

Hodnoceni plnéni podle pfilohy II tohoto nafizeni se provede do
dvanécti mésicti od vstupu nafizeni v platnost. Clenské stity Ko-
misi v pfipadé nutnosti okamzité oznadmi jakykoli vétsi problém
s postupem statistické kontroly, s nimz se v tomto obdobf setkaji.

Cldnek 20

ZruSujici ustanoveni
Nafizeni (ES) €. 213/2001 se zruduje.

Odkazy na zrudené nafizeni se povazuji za odkazy na toto nafi-
zen{ v souladu se srovnavaci tabulkou v pfiloze XXII.

(1) Ui. vést. L 165, 30.4.2004, s. 1.
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Cldnek 21

Vstup v platnost
Toto nafizeni vstupuje v platnost tietim dnem po vyhlaseni v Urednim véstniku Evropské unie.

Pouzije se ode dne 31. brezna 2008.
Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu a ptimo pouzitelné ve viech ¢lenskych statech.

V Bruselu dne 5. biezna 2008.

Za Komisi
Mariann FISCHER BOEL
clenka Komise



Seznam zkratek

PRILOHA I

(Clének 1)

SEZNAM REFERENCNICH METOD

min. = minimum, max. = maximum, pifloha = piiloha citovaného naiizeni, TPS = tukoprostd susina, PC = peroxidové ¢&islo, V = vzhled, CH = chut, K = konzistence, CPB = celkovy pocet bakterif, term. = pocet termofilnich

bakterii, CS = ¢lensky stdt, IDF = Mezindrodni mlékdrenskd federace, ISO = Mezindrodni organizace pro normalizaci, IUPAC = Mezindrodn{ unie Cisté a aplikované chemie, ADPI = Americky tstav mléénych vyrobké, SKM =
slazené kondenzované mléko, ZMS = zahusténé mléko nebo smetana.

CAST A

Natizeni Komise

Produkt

Parametr

Mezni hodnota (7)

Referencni metoda

Pozndmka

Nafizeni (ES) ¢. 2771/1999 — Nesolené maslo Tuk Min. 82 % hm. ISO 17189:2003|IDF 194:2003
Veiejné skladovani
Voda Az 16 % hm. ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
TPS Az 2 % hm. ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001

Kyselost tuku

1,2 mmol/100 g tuku

ISO 1740:2004|IDF 6:2004

PC (max.)

0,3 mekv.
0,/1 000 g tuku

ISO 3976:2006|IDF 74:2006

Pozndmka 1

Koliformni bakterie

Nezjistitelné v 1 g

Pifloha X

Poznamka 3

Nemlécny tuk

Nezjistitelny analyzou
triglycerida

Piiloha XX

Stopovaci latky: steroly

Nezjistitelné, B-sitosterol
< 40 mg/kg

Priloha VIII

Jiné stopovaci latky

—  vanilin Nezjistitelny Priloha VI

— ethylester kyseliny < 6 mgfkg Priloha VII
karotenové

— triglyceridy kyseliny | Nezjistitelné Piiloha V
enanthové

Organoleptické vlastnosti | Nejméné 4 body z 5 pro | Priloha IV

A FaC
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Natizeni Komise

Produkt

Parametr

Mezni hodnota (1)

Referencni metoda

Pozndmka

Vodni disperze

Nejméné 4 body

ISO 7586:1985 — IDF 112A:1989

Nafizen{ (ES) ¢. 2771/1999 - Nesolené maslo Tuk Min. 82 % hm. ISO 17189:2003|IDF 194:2003
Soukromé skladovani
Voda A7 16 % hm. ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
TPS AZ 2 % hm. ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Nafizeni (ES) ¢. 2771/1999 — Solené maslo Tuk Min. 80 % hm. ISO 17189:2003|IDF 194:2003
Soukromé skladovan{
Voda Az 16 % hm. ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
TPS (s vyjimkou soli) AZ 2 % hm. ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Sal Az 2 % hm. ISO 15648:2004|IDF 179:2004
Kapitola II nafizeni (ES) Nesolené maslo Tuk Min. 82 % hm. ISO 17189:2003|IDF 194:2003

¢. 1898/2005

Nemlécny tuk

Pifloha XX

Voda

Az 16 % hm.

ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001

TPS

AZ 2 % hm.

ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001

Stopovaci latky:

— steroly Viz piiloha VIII Priloha VIII
—  vanilin Viz ptiloha VI Priloha VI
—  ethylester kyseliny Viz piiloha VII Priloha VII
karotenové
— triglyceridy kyseliny | Viz piiloha V Ptiloha V
enanthové
Kapitola II nafizen{ (ES) Solené mdslo Tuk Min. 80 % hm. ISO 17189:2003|IDF 194:2003

¢. 18982005

Nemlécny tuk Priloha XX

Voda A7 16 % hm. ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
TPS (s vyjimkou soli) A7 2 % hm. ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Sal AZ 2 % hm. ISO 15648:2004|IDF 179:2004

Stopovaci latky:
— steroly

— vanilin

Viz piiloha VIII

Viz piiloha VI

Priloha VIII

Pifloha VI

800C°¢°6¢C
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Naifzeni Komise Produkt Parametr Mezni hodnota (1) Referencni metoda Pozndmka
— ethylester kyseliny Viz piiloha VII Priloha VII
karotenové
—  triglyceridy kyseliny | Viz piiloha V Piiloha V
enanthové
Kapitola II nafizeni (ES) Zahusténé méslo Tuk Min. 99,8 % hm. IDF 24:1964
¢. 1898/2005
Voda a TPS A7 0,2 % hm. ISO 5536:2002|IDF 23:2002 (vlhkost)

IDF 24:1964 (TPS)

Kyselost tuku

1,2 mmol/100 g tuku

ISO 1740:2004|IDF 6:2004

PC (max.) 0,5 meky. ISO 3976:2006|IDF 74:2006 Pozndmka 1
0,/1 000 g tuku
Nemlécny tuk Nepfitomnost Priloha XX
Chut Cistd
Viiné Nepfitomnost cizich vini
Jiné Nepfitomnost neutrali-
zacnich ¢inidel, antioxi-
dantti a konzerva¢nich
Cinidel
Stopovaci latky:
— steroly Viz piiloha VIII Ptiloha VIII
—  vanilin Viz piiloha VI Piiloha VI
—  ethylester kyseliny Viz piiloha VII Piiloha VII
karotenové
—  triglyceridy kyseliny | Viz piiloha V Priloha V
enanthové
Kapitola II nafizeni (ES) Smetana Tuk Minimélné 35 % hm. ISO 2450:1999 — IDF 16 C:1987

¢. 18982005

Nemlécny tuk Priloha XX

Stopovaci latky:

— steroly Viz piiloha VIII Pozndmka 2

—  vanilin Viz piiloha VI Pifloha VI

— ethylester kyseliny Viz piiloha VII Pozndmka 2
karotenové

—  triglyceridy kyseliny Viz ptiloha V Pifloha V
enanthové
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Natizeni Komise

Produkt

Parametr

Mezni hodnota (1)

Referencni metoda

Pozndmka

Kapitola III nafizeni (ES)
¢. 1898/2005

Zahusténé maslo

Tuk

Min. 96 % hm.

Poznamka 2

Nemlécny tuk Pfiloha XX
TPS Az 2 % hm. Pozndmka 2
Stopovaci latky:
—  stigmasterol (95 % 15 g/100 g zahusténého | P¥iloha VIII
hm.) mdsla
—  stigmasterol (85 % 17 /100 g zahusténého | Piiloha VIII
hm.) mdsla
— triglyceridy kyseliny | 10,34 kgt zahuSténého | Piiloha V
enanthové mésla
— cthylester kyseliny — cthylester kyseliny méselné Pozndmka 2

mdselné a stigmasterol

— cthylester kyseliny
mdselné a triglyceridy
kyseliny enanthové

—  stigmasterol: Pi{loha VIII

— cthylester kyseliny méselné
— triglyceridy kyseliny enanthové: Piloha V

Poznamka 2

lecitin (E 322)

Az 0,5 % hm.

Poznamka 2

NaCl1

Az 0,75 % hm.

ISO 15648:2004|IDF 179:2004

Kyselost tuku

1,2 mmol/100 g tuku

ISO 1740:2004|IDF 6:2004

PC (max.) A7 0,5 mekv. ISO 3976:2006|IDF 74:2006 Pozndmka 1
0,/1 000 g tuku
Chut Cista
Viné Nepfitomnost cizich vini
Jiné Nepfitomnost neutrali-
zacnich ¢inidel, antioxi-
dantt a konzervacnich
¢inidel
Kapitola IV nafizen{ (ES) Nesolené mdslo Tuk Min. 82 % hm. ISO 17189:2003|IDF 194:2003
¢. 18982005
Voda A7 16 % hm. ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
TPS AZ 2 % hm. ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Kapitola IV nafizen{ (ES) Solené mdslo Tuk Min. 80 % hm. ISO 17189:2003|IDF 194:2003

¢. 18982005

800C°¢°6¢C
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Nafizeni Komise Produkt Parametr Meznf hodnota (1) Referenénf metoda Pozndmka

Voda A7 16 % hm. ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
TPS (s vyjimkou soli) AZ 2 % hm. ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Sual AZ 2 % hm. ISO 15648:2004|IDF 179:2004

Clanek 9 a hlava II nafizenf (ES) Syry vyrdbéné z ovciho ajnebo | Kravské mléko < 1% hm. Priloha IX

¢.1255/1999 koziho mléka

Nafizeni (EHS) €. 2921/90 Priloha I - Kysely kasein Voda Az 12,00 % hm. ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Tuk Az 1,75 % hm. ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Volné kyseliny Az 0,30 ml ISO 5547:1978 — IDF 91:1979

0,1 N roztoku NaOH/g

Nafizen{ (EHS) ¢. 2921/90 Piiloha I — Sladky kasein Voda AZ 12,00 % hm. ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Tuk AZ 1,00 % hm. ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Popeloviny Min. 7,50 % hm. ISO 5545:1978 — IDF 90:1979

Nafizen{ (EHS) ¢. 2921/90 Piiloha I — Kaseindty Voda AZ 6,00 % hm. ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Mléénd bilkovina Min. 88,00 % hm. ISO 5549:1978 — IDF 92:1979
Tuk a popeloviny AZ 6,00 % hm. ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Viazané popeloviny ISO 5544:1978 — IDF 89:1979
Popeloviny ISO 5545:1978 — IDF 90:1979

Nafizeni (EHS) €. 2921/90 Piiloha II - Kysely kasein Voda Az 10,00 % hm. ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Tuk Az 1,50 % hm. ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Volné kyseliny Az 0,20 ml ISO 5547:1978 — IDF 91:1979

0,1 N roztoku NaOH/g

CPB (max.) 30 000/g I1SO 4833:2003 Pozndmka 3

Koliformni bakterie

Nepiitomnost v 0,1 g

Pifloha X

Poznamka 3

Term. (max.) 5000/g ISO 4833:2003 Poznamky 3 a 4
Nafizen{ (EHS) ¢. 2921/90 Piiloha II - Sladky kasein Voda A7 8,00 % hm. ISO 5550:2006|IDF 78:2006

Tuk A7 1,00 % hm. ISO 5543:2004|IDF 127:2004

Popeloviny Min. 7,50 % hm. ISO 5545:1978 — IDF 90:1979

CPB (max.) 30 000/g ISO 4833:2003 Pozndamka 3

Koliformni bakterie Nepiitomnost v 0,1 g Priloha X Pozndmka 3
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Natizeni Komise

Produkt

Parametr

Mezni hodnota (1)

Referencni metoda

Pozndmka

Term. (max.)

5 000/g

ISO 4833:2003

Pozndmky 3 a 4

Nafizeni (EHS) ¢ 2921/90

Piiloha II — Kaseindty

Voda

AZ 6,00 % hm.

ISO 5550:2006|IDF 78:2006

Mlécné bilkovina

Min. 88,00 % hm.

ISO 5549:1978 — IDF 92:1979

Tuk a popeloviny

AZ 6,00 % hm.

ISO 5543:2004|IDF 127:2004
ISO 5544:1978 — IDF 89:1979 nebo
ISO 5545:1978 — IDF 90:1979

CPB (max.)

30 000/g

ISO 4833:2003

Pozndmka 3

Koliformni bakterie

Nepfitomnost v 0,1 g

Pifloha X

Poznamka 3

Term. (max.)

5 000/g

ISO 4833:2003

Pozndmky 3 a 4

Nafizeni (EHS) ¢. 2921/90

Piiloha III — Kaseindty

Voda

AZ 6,00 % hm.

ISO 5550:2006|IDF 78:2006

Mléend bilkovina

Min. 85,00 % hm.

ISO 5549:1978 — IDF 92:1979

Tuk AZ 1,50 % hm. ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Lakt6za AZ 1,00 % hm. ISO 5548:2004|IDF 106:2004
Popeloviny Az 6,50 % hm. ISO 5544:1978 — IDF 89:1979 nebo ISO
5545:1978 — IDF 90:1979
CPB (max.) 30 000/g ISO 4833:2003 Pozndmka 3

Koliformni bakterie

Nepfitomnost v 0,1 g

Pifloha X

Pozndmka 3

Term. (max.)

5000/g

ISO 4833:2003

Pozndmky 3 a 4

Naiizenf (ES) & 2799/1999

Krmné smési a suSené odstte-
déné mléko (SOM) (pro pouziti
v krmivech)

Voda (susené kysané pod-
mésli)

AZ 5 % hm.

Piiloha XIX

Bilkoviny 31,4 % hm. (min) v tuko- | 1SO 8968-112[3:2001|IDF 20-1]2[3:2001
prosté susiné
Voda (SOM) AZ 5 % hm. ISO 5537:2004|IDF 26:2004
Tuky (SOM) A7 11 % hm. ISO 1736:2000 — IDF 9C:1987
Syfidlova syrovétka (SOM) | Nepiftomnost Priloha XIII Pozndmka 6
Skrob (SOM) Nepiftomnost Piiloha XVII

Voda (smési)

Az 5 % v tukoprosté susi-
né

ISO 5537:2004|IDF 26:2004

Tuk (smési)

Smérnice Komise 84/4/EHS (UF. vést. L 15,
18.1.1984, . 29)

800C°¢°6¢C
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Natizeni Komise

Produkt

Parametr

Mezni hodnota (1)

Referencni metoda

Pozndmka

Syfidlova syrovétka (smési)

Nepfitomnost

Priloha XIII

Obsah SOM (v konecném
vyrobku)

Min. 50 % hm.

Pifloha XVI

Tuk (v kone¢ném vyrobku)

Min. 2,5 % hm. nebo 5 %
hm.

Smérnice Komise 84/4/EHS (UF. vést. L 15,

18.1.1984, 5. 29)

Pozndmka 7

Skrob (v kone¢ném Min. 2 % hm. Pifloha XVII Pozndmka 8
vyrobku)
Méd (v kone¢ném vyrobku) | 25 ppm Smérnice Komise 78/633/EHS (Uf. vést. L 206,
26.7.1987, s. 43)
Nafizeni (ES) ¢. 214/2001 SOM (susené rozprasovanim) Tuk A7 1,0 % hm. ISO 1736:2000 — IDF 9C:1987
Bilkoviny 31,4 % (Hhm. (min.) ISO 8968-1/2:2001|IDF 20-1/2:2001
v tukoprosté susiné
Voda Az 3,5 % hm. ISO 5537:2004|IDF 26:2004
Kyselost Az 19,5 ml, 0,1 N NaOH, |ISO 6091:1980 — IDF 86:1981
10 g tukoprosté susiny
Mlé¢nany Az ISO 8069:2005|IDF 69:2005
150 mg/100 g tukoprosté
susiny
Fosfatdza Negativni ISO 11816-1:2006|IDF 155-1:2006

Index nerozpustnosti

Az 0,5 ml pii 24 °C

ISO 8156:2005|IDF 129:2005

Pripalené cdstice

Filtr A nebo B (15,0 mg)

ADPI (1990)

CPB

40 000/g

ISO 4833:2003

Poznamka 3

Koliformni bakterie

Negativni/0,1 g

Pifloha X

Poznamka 3

Podmasli Negativni Priloha XIV
Syfidlova syrovitka Negativn{ Priloha XII
Kyseld syrovatka Negativni Pozndmka 2

Antimikrobidln{ latky

Priloha XV

(") Aniz jsou dotceny pozadavky v prislusném nafizeni.
(3) Minimdln{ obsah bilkovin bude od 1. zaf{ 2009 ¢init 34 %.
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CAST B

Referen¢ni metody uvedené v ¢dsti B mohou byt pouzivany pro analyzu produktd, na které se vztahuje jakékoliv z natizeni uvedenych ve sloupci 1.

800C°¢°6¢C

Nafizeni Komise Produkt Kod KN Parametr Mezni hodnota Referen¢ni metoda Pozndmka

Nafizeni (EHS) ¢. 2658/87
Nafizeni (ES) ¢. 2535/2001
Narizeni (ES) ¢. 1282/2006

Mléko a smetana, neza- 0401 Tuk (< 6 % hm.)
husténé, neobsahujici ptidany

cukr ani jind sladidla

Mezni hodnoty jsou hodnoty stanovené v po- | ISO 1211:2001 — IDF
pisu kédu KN pro konkrétni produkt a pii- 1D:1996

padné blize uréené v nafizeni Komise (EHS)
¢. 3846(87 (Ur. vést. L 366, 24.12.1987,

s. 1), ¢asti 9 vyvozni nomenklatury, nebo
nafizeni (ES) ¢ 2535/2001 (UR. vést. L 341,

5 |

22.12.2001, s. 29).

Tuk (> 6 % hm.)

1SO 2450:1999 - IDF

16C:1987
Mléko a smetana, zahusténé 0402 Tuk (v tekuté formé) ISO 1737:1999 - IDF
nebo obsahujici pfidany cukr 13C:1987
nebo jind sladidla
Tuk (v tuhé formg) ISO 1736:2000 - IDF
9C:1987
Bilkoviny 1SO 8968-1]2]3:2001|IDF
20-1]2|3:2001
Sachar6za (normélni ISO 2911:2004|IDF 35:2004
obsah)
Sacharéza (nizky ob- Pozndmka 2
sah)
Susina (SKM) ISO 6734:1989 - IDF
15B:1991
Susina (ZMS) 1SO 6731:1989 — IDF
21B:1987
Voda (susené mléko) ISO 5537:2004/IDF 26:2004
Voda (suSend smetana) Pifloha XVIII
Podmasli, fermentované (ky- 0403 Tuk ISO 1211:2001 - IDF

sané) nebo acidofilni mléko 1D:1996

a smetana, zahusténé nebo ISO 1736:2000 — IDF

nezahusténé, obsahujici pfi- 9C:1987

dany cukr nebo jind sladidla 1SO 2450:1999 — IDF
16C:1987
1SO 7208:1999 - IDF
22B:1987

1SO 8262-3:2005 - IDF
124-3:2005
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Narizeni Komise Produkt Kéd KN Parametr Mezni hodnota Referen¢ni metoda Pozndmka
Bilkoviny ISO 8968-1]23:2001|IDF
20-1]2|3:2001
Sachardza (normdlni ISO 2911:2004|IDF 35:2004
obsah)
Sachardza (nizky Pozndmka 2
obsah)
Voda (susené kysané Priloha XIX
podmisli)
Voda (susené sladké ISO 5537:2004|IDF 26:2004
podmisli)
Susina (ostatni Metody schvélené piislusnym
produkty) orgdnem
Syrovitka, téZ zahusténd 0404 Tuk 1SO 1736:2000 — IDF
nebo obsahujici pfidany cukr 9C:1987
nebo jind sladidla; vyrobky ISO 2450:1999 — IDF
sestdvajici z ptirodnich slozek 16C:1987
mléka 1SO 7208:1999 - IDF
22B:1987
Bilkoviny 1SO 8968-1|2|3:2001|IDF
20-1|2|3:2001
Sacharéza (normélni ISO 2911:2004|IDF 35:2004
obsah)
Sacharéza (nizky ob- Pozndmka 2
sah)
0404 90 Bilkoviny ISO 8968 1/2 2001|IDF
20-1/2:2001
Voda IDF 21B:1987
Susina ISO 6734:1989 — IDF
15B:1991
(Zahusténé vyrobky) ISO 6731:1989 — IDF
21B:1987
Maslo a jiné tuky ziskané 0405 Tuk (je-li < 85 % hm.) ISO 17189:2003|IDF
z mléka; mlé¢né pomazanky 194:2003
Maslo Voda ISO 3727-1:2001|IDF
80-1:2001
TPS 1SO 3727-2:2001|IDF

80-2:2001
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Nafizeni Komise Produkt Kod KN Parametr Mezni hodnota Referen¢ni metoda Pozndmka
NaCl ISO 15648:2004|IDF
179:2004
Tuk (je-li > 99 % hm.) IDF 24:1964

Maselny olej Voda (je-li tuk < 99 % ISO 5536:2002|IDF 23:2002
hm.)

Syry a tvaroh 0406 Tuk ISO 1735:2004|IDF 5:2004
Susina ISO 5534:2004|IDF 4:2004

Susina (Ricotta)

ISO 2920:2004|IDF 58:2004

NacCl ISO 5943:2006|IDF 88:2006
Laktdza 1SO 5765-1/2:2002|IDF
79-1/2:2002
Nafizen{ (EHS) ¢. 2658/87 Krmné smési 2309 Laktdza Piiloha XI

Pozndmky k seznamu referencnich metod Evropské unie:

Pozndmka 1: Izolace mlé¢ného tuku podle popisu v normé ISO 1740:1991 (ochrana pred svétlem).
Pozndmka 2: Nebyla stanovena Zddnd referen¢ni metoda. Metody schvalené pfislusnym organem.
Pozndmka 3: Vzorek je nutno pfipravit podle normy I1SO 8261:2001|IDF 122:2001.

Pozndmka 4: Inkubace po dobu 48 hodin pii teploté 55 °C; je téeba zabranit vyschnuti Zivné pudy kultury.

Pozndmka 5: % hm. TPS = % hm. susiny — % hm. tuku.

Pozndmka 6: Smérnice Komise 84/4/EHS.

Pozndmka 7: Nafizeni Komise (ES) ¢. 2799/1999 (UF. vést. L 340, 31.12.1999, 5. 3-27).
Pozndmka 8: Smérnice Komise 78/633/EHS.

800C°¢°6¢C
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L 88/16

Utedni véstnik Evropské unie

29.3.2008

1.

PRILOHA II
(Clének 3)

ZHODNOCENI SPLNENI ZAKONEM STANOVENE MEZNI HODNOTY S OHLEDEM NA $ARZI

PODSTATA METODY

V pifpadech, kdy piislusné pravni piedpisy stanovi podrobné postupy pro odbér vzorkti, dodrzuji se tyto postupy. Ve
vech ostatnich piipadech se pouzivd vzorek nejméné ze 3 jednotek vzorku odebranych ndhodné ze $arze odevzdané ke
kontrole. Lze pfipravit i slozeny vzorek. Ziskany vysledek se porovna se zédkonem stanovenymi meznimi hodnotami na
zakladé vypoctu 95 % intervalu spolehlivosti jakoZto dvojndsobku smérodatné odchylky, kde prislusnd smérodatnd od-
chylka zdvisi bud na tom, 1) zda byla metoda validovdna na zdkladé¢ mezindrodni spoluprédce s hodnotami pro or a oy,
nebo v piipadé vnitrolaboratorni validace na tom, 2) zda byla vypocitdna vnitini reprodukovatelnost. Tento interval spo-
lehlivosti se potom rovnd nejistoté méfeni vysledku.

. METODA JE VALIDOVANA NA ZAKLADE MEZINARODNI SPOLUPRACE

V tomto piipadé byla smérodatnd odchylka opakovatelnosti or a smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti oy stano-
vena a laboratof muZe prokdzat soulad s pracovnimi charakteristikami validované metody.

Vypocitd se aritmeticky priimér X z poctu n opakovanych méfeni.

Vypocitd se rozsifend nejistota (k = 2) z X takto:

n-1
U=2‘\/0,2{——(5r2
n

Je-li konecny vysledek méfeni x vypocitdn ze vzorce ve tvaru x = y; +y,, X =y; —y,, X = y; -y, nebo x =y, | y,, musi se
v takovych piipadech postupovat podle béznych postupii pro kombinovédni smérodatnych odchylek.

Sarze se povazuje za nevyhovujici hornf zdkonem stanovené mezn{ hodnoté UL, jestlize
x-U>UL

jinak se md za to, Ze hodnoté UL vyhovuje.

Sarze se povazuje za nevyhovujici dolni zdkonem stanovené mezni hodnoté LL, jestlize
x+U<LL

jinak se md za to, Ze hodnoté LL vyhovuje.

. VNITROLABORATORNI VALIDACE S VYPOCTEM SMERODATNE ODCHYLKY VNITRNI REPRODUKOVATELNOSTI

V pifpadech, kdy jsou pouzity metody, které nejsou stanoveny v tomto nafizeni, a kdy nebyla stanovena opatieni pro
zajisténi shodnosti, je tieba provést vnitrolaboratorni validaci. Namisto o, a o, se musi ve vzorci pro vypocet rozsifené
nejistoty U pouzit smérodatnd odchylka wvnitini opakovatelnosti s, a smérodatnd odchylka vnitini
reprodukovatelnosti s;.

Pravidla rozhodoviéni jsou stejnd jako v bodé 1. Povazuje-li se vSak arze za nespliujici zdkonem stanovenou mezni hod-
notu, mus{ se méfeni opakovat pomoci metody stanovené v tomto nafizeni a rozhodnuti musi byt dosazeno podle

bodu 1.
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PRILOHA 11

(Clanek 4)

HODNOCENI POSUZOVATEL U A SPOLEHLIVOST VYSLEDKU ORGANOLEPTICKYCH ANALYZ

V piipadé pouziti bodovacich metod (norma IDF 99C: 1997) se pouziji tyto postupy:

A. STANOVENI ,UKAZATELE OPAKOVATELNOSTI*

Jeden posuzovatel musi béhem 12 mésicti analyzovat nejméné deset vzork jako slepé duplikaty. Jednotlivé analyzy ob-
vykle provadi v odlisnych terminech. Vysledky tykajici se charakteristickych znakd jednotlivych produkti se vyhodnoti
pomoci tohoto vzorce:

kde:

w,: ukazatel opakovatelnosti
x;;: pocet bodl pro prvni hodnoceni vzorku x;
X;,: pocet bodli pro druhé hodnoceni vzorku x;

n:  pocet vzorkl

Hodnocené vzorky musi piedstavovat Siroky rozsah jakosti. Hodnota w, nesmi ptekrocit 1,5 bodu (na pétibodové
stupnici).

B. STANOVENI ,UKAZATELE ODCHYLEK®

Tento ukazatel se musi pouzivat pro kontrolu, zda posuzovatel pouziva pro hodnoceni jakosti stejnou stupnici jako zku-
Send skupina posuzovatelii. Pocet bodu pridélenych posuzovatelem se porovnévd s praimérnym poctem bod, které pii-
délila skupina posuzovateld.

Pro hodnoceni vysledka se pouZije tento vzorec:

kde:

Xi1s Xjpt Viz Cast A
X,; X,,; primémy pocet bodi skupiny posuzovateld pro prvni a druhé hodnoceni vzorku x;

n: pocet vzorkd (nejméné deset za 12 mésicty).

Hodnocené vzorky musi ptedstavovat iroky rozsah jakosti. Hodnota D; nesmi piekrocit 1,5 bodu (na pétibodové
stupnici).

Clenské staty musi informovat o viech potiZich, s nimiz se pii pouzivani tohoto postupu setkaji.

Jestlize se zjisti, Ze ukazatele odchylek a opakovatelnosti u jednotlivych posuzovateli prekro¢i hranici 1,5 bodu, musi
odbornik (odbornici) pifslusného orgdnu provést jednu nebo nékolik ndhodnych ,opakovanych* kontrol na vzorcich
jakostné setfidénych béhem nékolika nésledujicich tydnt, anebo musi s témito posuzovateli provést jednu nebo nékolik
,doprovézenych* kontrol. Dikladné sledovéni je nutné k rozhodnuti, zda nadile vyuzivat jejich sluzeb. Zjisténi musi
byt zaznamendna a uchovana jako dikaz pro ndslednd opatfeni.
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POROVNANI VYSLEDKU ZISKANYCH V RUZNYCH REGIONECH CLENSKEHO STATU A V RUZNYCH CLENSKYCH
STATECH

V piipadé potieby musi byt nejméné jednou za rok zorganizovdna zkouska, kterd umozni porovnat vysledky ziskané
posuzovateli z riznych regiond. Pokud se zjisti vyznamné rozdily, je tieba ptijmout nezbytnd opatieni, aby byly zjis-
tény divody téchto rozdilt a dosazeny srovnatelné vysledky.

Clenské stity mohou organizovat zkousky, které umozni porovnat vysledky ziskané jejich vlastnimi posuzovateli
a posuzovateli ze sousednich ¢lenskych statti. V pfipadé¢ zjisténi vyznamnych rozdild je nutné provést dikladné Setient,
aby byly dosazeny srovnatelné vysledky.

Clenské stéty sdéli vysledky téchto porovndni Komisi.
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4.1

PRILOHA IV
(Clanek 4)

ORGANOLEPTICKE HODNOCENI MASLA

OBLAST POUZITI

Cilem tohoto postupu organoleptického hodnoceni mdsla je stanovit jednotnou metodu pouzitelnou ve vech ¢len-
skych statech.

K bliz§im podrobnostem viz platnd mezindrodni norma IDF pro mléko a mlé¢né vyrobky, IDF 99 —¢dsti 1, 2, 3 o orga-
noleptickém hodnoceni.

DEFINICE
,Organoleptickym hodnocenim“ se rozumi posuzovéni vlastnosti produkti smyslovymi organy.

,Porotou” se rozumi skupina vybranych posuzovateld, kteff béhem hodnoceni pracuji, aniz by mezi sebou komuni-
kovali nebo se vzdjemné ovliviiovali.

,Posuzovatel“ je osoba zvolend pro svou schopnost provést organoleptickou zkousku. Tento posuzovatel miize mit
omezené zkusenosti.

,Odborny posuzovatel je osoba s vysokym stupném organoleptické citlivosti a se zkugenostmi s organoleptickymi me-
todami, jez je schopnd provadét soustavnd a spolehlivd organoleptickd hodnoceni rtiznych produkti. Tento posuzo-
vatel md dlouhodobou smyslovou pamét.

,Bodovym hodnocenim* se rozumi organoleptické hodnocent, které vypracuje porota za pouziti ¢iselné fady. Musi byt
pouzivdna nomenklatura vad.

,Trdénim*“ se rozumi ti{déni podle jakosti provddéné na zdkladé bodového hodnocent.

,Kontrolnimi dokumenty“ se rozum{ dokumenty pouzivané k zaznamendvani bodového hodnoceni kazdé vlastnosti
a konecné jakostni tiidy produktu (v téchto dokumentech miize byt rovnéz zapsano chemické slozeni).

ZKUSEBNI MISTNOST
K blizsim podrobnostem viz normy ISO 8589 a ISO/DIS 22935-2 | IDF 99-2 odstavec 7.
Musi byt piijata opatieni, aby ve zkusebni mistnosti nepiisobily na posuzovatele vnéjsi faktory.

Zkusebni mistnost musi byt prosta cizich pachti a musi byt snadné ji udrzovat v istoté. Stény musi mit svétlou a ne-
reflexni barvu.

Zkusebni mistnost a jeji osvétleni nesméji ovliviiovat vlastnosti bodové hodnocenych produktt.

Mistnost musi byt vybavena vhodnou regulaci teploty, aby bylo mozno zachovat stdlou teplotu masla. Mdslo by mélo
mit v dobé t¥{déni teplotu 12 °C (£ 2 °C).

VYBER POSUZOVATELU

Posuzovatel musi byt dobfe obezndmen s vyrobky z mdsla a musi byt zptsobily provadét organoleptické jakostni tii-
déni. Jeho zpusobilost musi pravidelné (nejméné jednou ro¢né) posuzovat piislusny organ.

Bliz§i informace o obecnych pozadavcich a screeningovych zkouskach, které Ize pouzit pied oficidlnim pouzitim no-
vého posuzovatele, jsou uvedeny v normé ISO/DIS 22935-1 | IDF 99-1 odstavec 4 (ndbor) a odstavec 5.1.

Je nezbytné nutné, aby probihalo Skoleni a aby se pravidelné konaly valné hromady. Informace o 3koleni poroty jsou
uvedeny v normé ISO 8586-1.

4.2 Pocatecni skoleni by mélo zahrnovat:

— obecnou teorii a praktickou dileZitost organoleptického hodnocenti,
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8.1

— metody, stupnice a popis organoleptickych dojmd,
—  zjiSténi a rozpozndni organoleptickych vlastnosti a zvlastni organoleptické terminy,
— zdkladni skoleni o vyrobé masla,

— ovéfené reference a vzorky, které posuzovateli pomohou stanovit urcité chuté a jejich intenzitu v produktu.

POZADAVKY KLADENE NA POROTU

Porota se musi sklddat z lichého poctu posuzovateld, a to nejméné ti. Vétsinu z nich musi tvofit zaméstnanci piislus-
ného orgdnu nebo schvilené osoby, které nejsou zaméstnany v mlékdrenském pramyslu.

Predseda poroty odpovidd za celkovy postup a mtize byt soucdsti poroty.
Pfed hodnocenim je tieba vzit v tivahu fadu faktort, aby ¢lenové poroty podali optimdlni vykon:

—  ¢lenové poroty nesméji trpét ziddnou chorobou, kterd by ovlivnila jejich vykon. Pokud takovéd okolnost nastane,
je tieba dotceného posuzovatele nahradit v poroté jinym,

—  clenové poroty se k hodnoceni musi dostavit v¢as a vyhradit si na provedeni hodnoceni dostatek casu,

—  ¢lenové poroty nesméji pouzivat silné vonici latky jako parfém, vodu po holeni, deodorant atd., ani jist silné aro-
matizovand (napf. silné kofenénd) jidla atd.,

—  clenové poroty nesméji posledni ptil hodinu pfed hodnocenim koufit, jist ani pit nic jiného nez vodu.

VYKONNOST

Vsichni posuzovatelé se musi Géastnit pravidelnych organoleptickych porot, aby si udrzeli svou kvalifikaci. Castost za-
seddni porot zdvisi na objemu a mnozstvi masla; je-li to mozné, méla by kazdy mésic zasednout alespon jedna porota.

Nékolika zaseddni porot by se kazdy rok méli ticastnit i zkuseni posuzovatelé, a to alespoi jednou za ¢tvrt roku, je-li
to mozné.

ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Je nezbytné, aby béhem hodnoceni nebyla zndma totoznost vzorkd a aby se tak zabrdnilo pfipadné zaujatosti. Vzorky
by mély byt oznaceny kody.

Odbér a pifpravu vzorkd je nutno zorganizovat pred zacdtkem hodnoceni. Musf se stanovit pozadavek na teplotu mds-
la béhem prepravy do zkusebni mistnosti (6 °C = 2 °C).

Pokud se organoleptické hodnoceni provadi v chladirenském skladu, vzorek se odebird pomoci méslové sondy. Pokud
se organoleptické hodnoceni provadi na jiném misté nez v chladirenském skladu, je tfeba odebrat vzorek nejméné
o0 hmotnosti 500g. Béhem hodnoceni by mdslo mélo mit teplotu 12 °C (¢ 2 °C) (viz teplota pro hodnoceni mésla, jez
je v normé ISO[DIS 22935-2 | IDF 99-2 stanovend na 14 °C + 2 °C). Vétsim odchylkdm od této teploty je nutno za
kazdou cenu zabranit.

POSOUZENI HODNOTY KAZDE VLASTNOSTI
Organoleptické hodnoceni musi byt provedeno u tfech nésledujicich vlastnosti: vzhledu, konzistence a chuti.

,Vzhled” se tykd téchto znakd: barvy, zjevné istoty, nepiitomnosti fyzického znecisténi, nepfitomnosti tvorby plisni
a stejnomérnosti vodni disperze. Vodni disperze se testuje podle normy IDF 112A/1989.

,Konzistence* se tykd téchto znak: struktury, textury a tuhosti. Pokud si tak ¢lensky stat pieje v zdjmu uspokojeni po-
zadavka zdkaznikd, mize pomoci fyzikdlnich prostfedkd sledovat roztiratelnost. Komise mize rozhodnout, Ze tyto
metody v budoucnu harmonizuje.
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8.2

8.3

8.4

10.

11.

LStruktura® je termin, kterym se oznacuje soudrznost produktu pfi konzumaci. Obvykle se spojuje s tuhosti a roztira-
telnosti, pficemz by méla byt v celém produktu stejnomérnd. Uzce souvisi s texturou a oznacuje schopnost produktu
drzet tvar pod vlastni vahou. Projevuje se odolnosti pfi krdjeni a lze ji méfit mechanicky a pocitem v dstech a mezi

prsty.
,Chut* je vlastnost, kterou vnimdme v ustech, a to zejména chutovymi pohérky na jazyku.

,Viné“ je vlastnost, kterou vnimdme nosem a ¢ichem.

Vyznamnd odchylka od doporucené teploty brani tomu, aby konzistence a chut byly spolehlivé ohodnoceny. Teplota
md klicovy vyznam.

Jestlize je teplota mimo doporucené rozmezi, musi byt tf{déni mésla odloZeno.

Organoleptické hodnoceni kazdé vlastnosti musi byt provadéno samostatné. Bodové hodnoceni se musi provadét podle
tabulky 1.

Muze byt zédouci, aby v zdjmu jednotnosti posuzovatelé pied zahdjenim hodnoceni spolecné pridélili body jednomu
nebo vice referenénim vzorkiim za vzhled, konzistenci a chut.

Pocet bodt nutnych pro pfijeti je stanoven takto:

Viz ¢ést 7 — Nomenklatura a popis kritérif tykajicich se bodt pti bodovani.

Maximum Pozadavek
Vzhled 5 4
Konzistence 5 4
Chut/viiné 5 4

— Pokud nenf dosazen pozadovany pocet bodii, musi byt uveden popis vady.
—  Pocet bodii od kazdého posuzovatele pro kazdou vlastnost musi byt zapsdn do kontrolniho dokumentu.
— Produkt je pfijat, nebo zamitnut na zdkladé rozhodnuti vétsiny.

—  PHpady, kdy jsou rozdily mezi jednotlivymi bodovymi hodnocenimi kazdé vlastnosti vétsi nez jeden bod, by se
nemély vyskytovat ¢asto (nejvyse jednou u kazdych 20 vzorkd). V opacéném piipadé musi predseda poroty pro-
vefit zptsobilost poroty.

DOZOR

Pfedseda poroty, jenz musi byt Fddnym zaméstnancem p¥islusného orgdnu a muze byt ¢lenem poroty, musi nést obec-
nou odpovédnost za cely postup. Je povinen zapisovat bodové hodnoceni kazdé vlastnosti do kontrolniho dokumentu
a potvrdit, zda je produkt pfijat, nebo zamitnut.

NOMENKLATURA

Viz tabulka 2 uvedend v piloze.

NORMATIVNI ODKAZY

FIL-IDF 99C:1997 Senzorické hodnoceni mlé¢nych vyrobkti bodovym hodnocenim — Referen¢ni metoda
ISO/DIS 22935 | IDF 99 Mezindrodni norma pro mléko a mlé&né vyrobky — Senzorickd analyza — Césti 1-3

ISO 85861 Senzorickd analyza — Obecnd smérnice pro vybér, vycvik a sledovéni ¢innosti posuzovateli — Cdst 1
ISO 8589 Senzorickd analyza — Obecnd smérnice pro uspofadani senzorického pracovisté

FIL-IDF 112A:1989 Maslo — Stanoveni hodnoty vodni disperze



L 88/22 Utedni véstnik Evropské unie 29.3.2008
Tabulka 1
Bodové hodnoceni mésla
Vzhled Konzistence Chut + viiné
. Body . Body }
Body C.(n Pozndmky (jakostn{ C.(Y Pozndmky (jakostn{ C.( Pozndmky
tiida) tifda)
5 Velmi dobry 5 Velmi dobrd 5 Velmi dobré
idedln{ druh idedln{ druh idedln{ druh
nejvyssi jakost nejvyssi jakost nejvyssi jakost
(rovnomérny suchy) (dobfe roztiratelné) (absolutné ¢isté nejjemnéjsi
aroma)
4 Dobry (2 4 Dobrd (%) 4 Dobré (?)
bez zjevnych vad 17 tvrdd bez zjevnych vad
18 mékkd
3 Uspokojivy (drobné vady) 3 Uspokojivd (drobné vady) 3 Uspokojivé (drobné vady)
1 vodnaty, se zietelnymi 14 drobivd, kiehkd, hrudky 21 nevyrazné
kapickami vody 15 pastovitd, téstovitd, 22 cizi chut
2 nejednotné ,barvy, mazlavd 25 kyselé
dvojbarevny 16 lepivd 27 chut po vafeni,
3 pruhovany 17 tvrdd pfipélend chut
4 zilkovany, mramorovany 18 mekka 33 chut krmiva
5 skvrnity 34 trpké, hotké
6 oddélovani oleje 35 pfesolené
7 nadmérné vybarveni
8 porézni textura
2 Spatny (zjevné vady) 2 Spatnd (zjevné vady) 2 Spatné (zjevné vady)
1 vodnaty, se zietelnymi 14 drobivd, kichkd, hrudky 21 nevyrazné
kapickami vody 15 pastovitd, téstovitd, 22 cizi chut
3 pruhovany mazlavd 23 zvétralé
4 zilkovany, mramorovany 16 lepiva 25 kyselé
5 skvrnity 17 tvrdd 32 oxidovand, kovova chut
6 oddélovani oleje 18 mékkd 33 chut krmiva
10 cizi latky 34 trpké, horké
11 plesnivy 35 piesolené
12 | nerozpusténd sil 36 zatuchlé, hnilobné
38 po chemikaliich
1 Velmi Spatny (zdvazné vady) 1 Velmi Spatnd (zdvazné vady) 1 Velmi Spatné (zdvazné vady)
1 vodnaty, se zietelnymi 14 drobivd, kiehkd, hrudky 22 cizi chut
kapickami vody 15 pastovitd, téstovita, 24 syrovité, mlécné syrové
3 pruhovany mazlavd 25 kyselé
4 zilkovany, mramorovany 16 lepivd 26 po kvasnicich
5 skvrnity 17 tvrdd 28 po plisni
6 oddélovani oleje 18 mékkd 29 7luklé
7 nadmérné vybarveni 30 olejovité, rybina
9 zrnity 31 lojovité
10 cizi latky 32 oxidovand, kovova chut
11 plesnivy 34 trpké, hoiké
12 nerozpusténd sil 35 piesolené
36 zatuchlé, hnilobné
37 po sladu
38 po chemikaliich

() Tabulka 2.

(?) Vady uvedené pod hodnocenim ,dobry* pfedstavuji pouze velmi malé odchylky od idedlniho druhu.
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Tabulka 2

Tabulka vad mdsla

I. Vzhled

—_

vodnaty, se zfetelnymi kapickami vody

nejednotné barvy, dvojbarevny

pruhovany

zilkovany, mramorovany

skvrnity

oddélovani oleje

nadmérné vybarveni

porézni textura

2
3
4
5.
6
7
8
9

Zrnity

10.

cizi latky

11.

plesnivy

12.

nerozpusténa sl

II. Konzistence

14. drobivd, kiehkd, hrudky

15. pastovitd, téstovitd, mazlava
16. lepivd

17. tvrdd

18. mékkd

III. Chut a viiné

20.

bez chuti

21.

nevyrazné (1)

22.

cizi chut

23.

zvétralé

24,

syrovité, mlé¢né syrové

25.

kyselé

26.

po kvasnicich

27.

a) chut po vafen{

b) pfipalend chut

28.

po plisni

29.

zluklé

30.

olejovité, rybina

31.

lojovité

32.

a) oxidovand chut

b) kovova chut

33.

chut krmiva

34.

trpké, horké

35.

piesolené

36.

zatuchlé, hnilobné

37.

po sladu

38.

po chemikdliich

(") Toto oznaceni je tieba pouzivat co nejméné a jen tehdy, nelze-li vadu popsat piesnéji.
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PRILOHA V
(Clének 5)
STANOVENI OBSAHU TRIGLYCERIDU KYSELINY ENANTHOVE V MASLE, MASELNEM OLEJI A SMETANE
PLYNOVOU CHROMATOGRAFICKOU ANALYZOU TRIGLYCERIDU
L. OBLAST POUZITI

Tento postup vymezuje metodu stanoveni obsahu triglyceridu kyseliny enanthové v mdselném oleji, mdsle
a smetané.

2. TERMINY A DEFINICE

Obsah kyseliny enanthové: obsah triglyceridu kyseliny enanthové stanoveny postupem uvedenym v této metodeé.

Pozndmka: Obsah kyseliny enanthové se vyjadiuje v kilogramech na tunu vyrobku v pfipadé mdselného oleje
a masla a v kilogramech na tunu mlé¢ného tuku v piipadé smetany.

3. PODSTATA METODY

V souladu s normou ISO 14156 | IDF 172:2001 se z rtiznych vyrobkd extrahuje mlécny tuk. Kvantitativni stano-
ven{ obsahu trigliceridu kyseliny enanthové v extrahovaném tuku se ur¢i pomoci kapildrni plynové chromatogra-
fie (GC). Vysledek ziskany ze vzorku se vyhodnoti porovnanim s triglyceridem kyseliny kapronové jako vnitinim
standardem.

Pozndmka: Bylo zjisténo, Ze vhodnym vnitinim standardem je také tributyrin.

4. CHEMIKALIE

Pouzijte pouze chemickd ¢inidla uzndvané analytické ¢istoty.

4.1 n-hexan
4.2 Bézny triglycerid kyseliny kapronové, ¢istota nejméné 99 %
43 Bézny triglycerid kyseliny enanthové, Cistota nejméné 99 %

4.4 Bezvody siran sodny (Na,SO,)

5. PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni, a zejména:
5.1 Analytické vahy s pfesnosti na 1 mg
5.2 Odmérné banky o objemu 10 ml a 20 ml
5.3 Odstiedivkové zkumavky o objemu 30 ml

5.4 Rotaéni odparka

5.5 Pec, kterou lze udrzovat na teploté 50 °C £ 5 °C
5.6 Filtra¢ni papir stfedni pérovitosti o priméru asi 15 cm
5.7 Plynové chromatografické zafizeni

5.7.1  Plynovy chromatograf s délenym/nedélenym (tzv. split/splitless) nebo kolonovym (tzv. on-column) ndstfikovym za-
fizenim a plamenové ioniza¢nim detektorem (FID)
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5.7.2

5.7.2.1

5.7.2.2

5.8

7.1

GC kolona se staciondrni fazi, kterd se ukdzala byt vhodnou pii provadéni separace triglyceridi (100 % dimethyl-
polysiloxan, nebo 5 % fenyl — 95 % methylpolysiloxan). Zvolte staciondrni fazi, délku kolony (od 4 m do 15 m),
vnitini pramér (od 0,22 mm do 0,50 mm) a tloustku filmu (0,12 pm nebo vice) s pfihlédnutim k laboratornim zku-
$enostem a pouzitému nastfikovému sytému. Zvolend kolona by v kazdém piipadé méla umoznit sledovat jak tpl-
né rozdéleni mezi pikem rozpoustédla a triglyceridem kyseliny kapronové, tak rozliseni zdkladni linie mezi piky
triglyceridu kyseliny kapronové a enanthové. Piiklady pouzitelnych podminek jsou uvedeny nize.

Priklad pouzitelnych podminek s vyuzitim déleného néstiikového zafizent:

— nosny plyn: helium,

— tlak na koloné: 100 kPa,

— kolona: kolona z kiemenného skla o délce 12 m, vnitfnim praméru 0,5 mm, tloustce filmu 0,1 pm,
— staciondrni fize: 100 % dimethylpolysiloxan, nebo 5 % fenyl — 95 % dimethylpolysiloxan (napf. HT5),

— teplota kolony: pocite¢ni teplota 130 °C udrzovand po dobu 1 minuty, zvy3end rychlosti 20 °C/min na 260 °C
a poté zvysend rychlosti 30 °C/min na 360 °C; udrzujte pii teploté 360 °C po dobu 10 min,

— teplota detektoru: 370 °C,

— teplota néstfikového zafizeni: 350 °C,

—  pomér rozdéleni 1:30,

— mnozstvi nastitknutého vzorku: 1 pl.

Priklad pouzitelnych podminek s vyuzitim kolonového néstiikového zafizent:

— nosny plyn: vodik (systém s konstantnim priitokem),

— tlak na koloné: 89 kPa,

—  kolona: kolona z kiemenného skla o délce 4 m, vnitinim priméru 0,32 mm, tloustce filmu 0,25 pm,
— staciondrni fdze: 5 % fenyl, 95 % dimethylpolysiloxan,

— teplota kolony: pocdtecni teplota 60 °C udrzovand po dobu 2 minut, zvy3end rychlosti 35 °C/min na 340 °C
a udrzovand pfi této teploté po dobu 5 min,

— teplota detektoru: 350 °C,
— mnozstvi nastitknutého vzorku: 1 pl.

Injekeni stitkacka o objemu 5 pl

ODBER VZORKU

Je dulezité, aby laboratof obdrzela vzorek, ktery je skute¢né reprezentativni a ktery nebyl béhem pfepravy nebo
skladovani poskozen ani zménén.

Odbér vzorkd neni soucasti metody uvedené v této mezindrodni normé. Doporucend metoda odbéru vzorkd je uve-
dena v normé IDF 50C:1995 nebo ISO 707-1997 — Mléko a mlécné vyrobky — Smérnice pro odbér vzorkd.

PRACOVNI POSTUP
Piiprava zkuSebniho vzorku a zkuSebni divky

Postupujte podle normy ISO 14156 | IDF 172:2001.
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7.1.1

7.1.1.1

7.1.1.2

7.1.1.3

7.1.2

7.1.2.1

7.1.2.2

7.1.2.3

7.1.2.4

7.1.2.5

7.1.2.6

7.2

7.2.1

7.2.2

7.2.3

7.2.4

7.2.5

7.3

Mdselny olej, mdslo
Rozpustte 50 az 100 g zkusebniho vzorku v peci (5.5).
Do slozeného filtra¢niho papiru vlozte 0,5 g az 1,0 g bezvodého siranu sodného (5.4).

Prefiltrujte tuk pfes filtracni papir obsahujici bezvody siran sodny a filtrdt zachytte do kddinky ponechané v peci
(5.5). PHi prelévani rozpusténého mdsla na filtra¢ni papir ddvejte pozor na to, aby nedoslo k prenosu séra.

Smetana
Zahtejte zkuSebni vzorek na teplotu 20 °C + 2 °C.
Dukladné vzorek promichejte.

Rozpustte vhodné mnozstvi zkusebniho vzorku tak, abyste ziskali 10 ml zkusebni ddvky s hmotnostnim zlom-
kem tuku asi 4 %.

Pii extrahovani tuku ze smetany postupujte jako v ptipadé syrového a homogenizovaného mléka (viz ISO 14156
| IDF 172:2001, §8.3).

V odmérné barice na 10 ml (5.2) odméfte 1 g extrahovaného tuku s piesnosti na 1 mg. Pidejte 1 ml roztoku 7.2.2.
Dopliite na 10 ml n-hexanem (4.1) a homogenizujte.

Pridejte 1 ml roztoku 7.1.1.2 do odmérné barniky na 10 ml (5.2) a nafedte ho na 10 ml n-hexanem (4.1).
Piiprava kalibra¢nich standardii

Rozpustte 10 mg triglyceridu kyseliny enanthové (4.3) v 10 ml n-hexanu (4.1).

Rozpustte 10 mg triglyceridu kyseliny kapronové (4.2) v 10 ml n-hexanu (4.1).

Pridejte 1 ml roztoku 7.2.2 do odmérné baniky na 10 ml (5.2). Dopliite na 10 ml n-hexanem (4.1).

Pridejte 1 ml roztoku 7.2.1 a 1 ml roztoku 7.2.2 do odmérné banky na 10 ml (5.2). Dopliite na 10 ml n-hexanem
4.1).

Pridejte 1 ml roztoku 7.2.4 do odmérné baniky na 10 ml (5.2) a dopliite na 10 ml n-hexanem (4.1).
Chromatografické stanoveni
Nastifknéte dvakrat 1 pl standardniho roztoku 7.2.5.

Nastifknéte 1 pl kazdého roztoku vzorku.

Pozndmka: Pouzije-li se kolonovy nastiikovy systém, mély by se jak standardni roztok, tak roztoky vzorki vice
nafedit.

Opakujte operaci 7.3.1 u kazdého tfettho vzorku tak, abyste na zacdtku a na konci skupiny vzorkd provedli vidy
dva standardni néstiiky. Vysledky jsou zaloZeny na stfednim priméru odezvovych faktort ze standardnich
chromatogramd.

VYPOCET VYSLEDKU
U kazdého chromatogramu urcete oblast pikd souvisejicich s triglyceridy kyseliny enanthové a kyseliny kapronové.

Ridte se témito pokyny u kazdé ohranicené fady, tj. u kazdé skupiny ohranicenych vzorkt je standardnim rozto-
kem nastifknutym dvakrdt bezprostiedné pied ni STD, a standardnim roztokem nastifknutym dvakrat bezpro-
sttedné po ni STD,.
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8.1

8.1.1

8.2

9.1

9.2

10.

10.1

Kalibrace
Vypocitejte odezvovy faktor Rf; (a) a Rf, (b) pro kazdy duplikdt STD,
Rf; (a) nebo (b) = (plocha pikd triglyceridu kyseliny kapronové/plocha piki triglyceridu kyseliny enanthové) x 100
Vypocitejte stiedni pramér odezvového faktoru Rf;:

Rf, = (Rf, (a) + Rf, (b)) | 2
Obdobnym zptsobem vypocitejte stfedni primér odezvového faktoru Rf, pro STD,
Vypoditejte stiedni pramér odezvového faktoru Rf

Rf = (Rf, + RF,) |2

Zkusebni vzorky
Pro kazdy chromatogram vzork ziskany mezi STD,; a STD, vypoditejte obsah kyseliny enanthové C (kg/t):

C = (plocha pika triglyceridu kyseliny enanthové x Rf x 100)/(plocha pika triglyceridu kyseliny kapronové x Wt
x 1 000)

kde:

— Wt = vdha odebraného tuku (g),
— 100 = objem zfedéného vzorku,

— 1000 = pfevodni faktor (z pg/g na kg/t)

V piipadé vzorka mdsla prihlédnéte k obsahu tuku v mdsle a vypocitejte upravenou hodnotu koncentrace C
(kg/t masla)

mdslo

C =Cux X F

mislo
kde F je obsah tuku v masle.
SHODNOST

Podrobnosti o mezilaboratorni zkousce mésla podle norem ISO 5725-1 a ISO 5725-2 tykajici se pfesné metody
jsou uvedeny v bodé (12).

Mezni hodnoty opakovatelnosti a reprodukovatelnosti jsou vyjadieny pro 95 % pravdépodobnost a nemusi byt
pouzitelné na jiné nez uvedené rozsahy koncentraci a matrice.

Opakovatelnost

Absolutni rozdil mezi vysledky dvou jednotlivych zkousek ziskanych s krdtkym ¢asovym odstupem stejnou me-
todou na stejném zkusebnim materidlu ve stejné laboratofi a stejnym pracovnikem pouzivajicim stejné zafizeni by
ve vice nez 5 % piipadt nemél byt vétsi nez 0,35 kg/t.

Reprodukovatelnost

Absolutni rozdil mezi vysledky dvou jednotlivych zkousek ziskanych stejnou metodou na stejném zkusebnim ma-
teridlu v riiznych laboratorich a riznymi pracovniky pouzivajicimi odlisnd zafizeni by ve vice nez 5 % ptipad ne-
mél byt vétsi nez 0,66 kg/t.

MEZE TOLERANCE: DOLNI MEZE (PRIPAD NEDOSTATECNYCH MNOZSTVI)

Z produktu obsahujiciho stopovaci litku musi byt odebrény tfi vzorky pro ovéfeni, zda zavedeni této lt-
ky do produktu bylo provedeno spravné.
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10.2

10.2.1

10.2.2

10.3

10.3.1

10.3.2

11.

11.2.1

11.3.1

12.

Mislo a zahu$téné mdslo
Davkovani je 11 kg triglyceridu kyseliny enanthové o ¢istoté 95 % na jednu tunu mdsla, tj. 10,45 kg/t.

Vysledky analyzy tif vzorkd odebranych z daného produktu se pouziji pro ovéfeni ddvkovdni a homogenity pfi-
dané stopovaci litky a vysledek s nejnizsi hodnotou se porovnd s ndsledujicimi meznimi hodnotami:

— 9,51 kg/t (95 % minimdlniho ddvkovdni triglyceridu kyseliny enanthové o ¢istoté 95 %, jednotlivé stanoveni),
— 6,89 kg/t (70 % minimdlniho ddvkovdni triglyceridu kyseliny enanthové o ¢istoté 95 %, jednotlivé stanoveni),

—  koncentrace stopovaci latky ve vzorku s vysledkem s nejnizsi hodnotou se pouzije interpolaci mezi hodno-
tami 9,51 kg/t a 6,89 kg/t.

Smetana

Ddvkovdni je 10 kg triglyceridu kyseliny enanthové o ¢istoté 95 % na jednu tunu mlééného tuku, tj. 9,50 kg/t mlé¢-
ného tuku se stopovaci ldtkou.

Vysledky analyzy ti{ vzorkd odebranych z daného produktu se pouziji pro ovéfeni dévkovani a homogenity pfi-
dané stopovaci latky a vysledek s nejnizsi hodnotou se porovnd s ndsledujicimi meznimi hodnotami:

— 8,60 kg/t (95 % minimdlniho ddvkovani triglyceridu kyseliny enanthové o ¢istoté 95 %, jednotlivé stanoveni),
— 6,23 kg/t (70 % minimdlniho ddvkovan triglyceridu kyseliny enanthové o cistoté 95 %, jednotlivé stanoveni),

—  koncentrace stopovaci latky ve vzorku s vysledkem s nejnizsi hodnotou se pouzije interpolaci mezi hodno-
tami 8,60 kg/t a 6,23 kg/t.

MEZE TOLERANCE: HORNI MEZE (PRIPAD PREKROCENI MNOzZSTVI O VICE NEZ20 %)

Z produktu obsahujiciho stopovaci litku musi byt odebrany tfi vzorky pro ovéfeni, zda zavedeni této lat-
ky do produktu bylo provedeno spravné.

Mislo a zahuSténé mdslo

Vysledky analyzy tif vzorkd odebranych z daného produktu se pouziji pro ovéfeni ddvkovdni a homogenity pfi-
dané stopovaci latky a pramérny vysledek se porovnd s ndsledujicimi meznimi hodnotami:

— horni mez ¢inf 12,96 kg/t.
Smetana

Vysledky analyzy tif vzorki odebranych z daného produktu se pouZiji pro ovéteni ddvkovani a homogenity pfi-
dané stopovaci latky a pramérny vysledek se porovnd s ndsledujicimi meznimi hodnotami:

— horni mez ¢ini 11,82 kg/t.

DALS] INFORMACE: STATISTICKA ANALYZA VYSLEDKU STANOVENI TRIENANTOATU V MASELNEM TUKU
ANALYZOU TRIGLICERIDU

Pro stanoveni obsahu trienantodtu v mésle se stopovacimi litkami byly provedeny Ctyfi spole¢né pokusy.

Prvni kruhové zkousky se zicastnilo devét laborator, pficemz nebyly poskytnuty zadné specifikace o analytickych
metoddch, které se mély pouzit.
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Druhé kruhové zkousky se zicastnilo deset laboratof, pficemz byly pouzZity 4 rtizné metody:

—  kvantifikace methylheptanodtu pouzitim n-nonanu nebo methylnonanodtu jako vnitiniho standardu,
—  kvantifikace trienantodtu pouzitim trikaprodtu jako vnitiniho standardu,

— kvantifikace methylheptanodtu pouzitim kalibraéniho vzorku/kalibra¢ni smési,

—  kvantifikace methylheptanodtu pouzitim kalibracni smési.

Provadéla-li se kromé toho analyza methylestertt mastnych kyselin (FAME), byly pouzity dva odlisné postupy me-
thylace (De Francesco a Christopherson & Glass).

V dasledku ziskanych vysledka byly pro tietf kruhovou zkousku zvoleny dvé metody:
— kvantifikace methylheptanodtu pouzitim n-nonanu nebo methylnonanodtu jako vnitfniho standardu,
— kvantifikace trienantodtu pouzitim trikaprodtu jako vnitiniho standardu.

Vysledky sedmi laboratofi prokdzaly, Ze metoda FAME vede k vy3si variabilité, v disledku ¢ehoz bylo rozhodnuto,
Ze se pouZije pouze stanoveni trienantodtu jako triglyceridu na zdkladé postupu kvantifikace trienantodtu pou-
zitim trikaprodtu jako vnitfniho standardu. Analyza triglyceridu musi byt navic provedena pomoci kapildrni
kolony.

Ve ¢tvrté kruhové zkousce kolovaly ¢tyfi vzorky (A, B, C, D) a vysledky poskytlo devét laboratofi (tabulky 1-2).
Dv¢ laboratofe (DE a EU) analyzovaly vzorky pomoci metody FAME.

Z dtvodu nizstho poctu laboratoii byl statisticky vypocet proveden jak z celkového souboru tidajii (obrdzky 1-2)
véetné vysledkd analyz FAME, tak z Gidaji ziskanych z analyzy TG.

Zkousky pro odlehlé hodnoty:

— Vzorek A. Dixontv, Cochrantiv a Grubbstv test na Grovni 1 a 5 % prokazaly jednu laboratorni odlehlou
hodnotu.

—  Vzorek B. Grubbstiv test na trovni 5 % prokézal jednu laboratorni odlehlou hodnotu.

— Vzorek C. Dixonav a Grubbsiiv test na trovni 1 a 5 % prokazaly jednu laboratorni odlehlou hodnotu.
—  Vzorek D. Dixoniv a Grubbsiiv test na trovni 1 a 5 % prokdzaly jednu laboratorni odlehlou hodnotu.
Odlehld hodnota byla z vypoctu vyloucena.

Hodi se poznamenat, Ze vysledky ziskané metodou FAME se v pouzitych zkouskadch nikdy nepovazovaly za od-
lehlé hodnoty.

Parametry shodnosti

V tabulkdch 1 a 2 jsou uvedeny vysledky vSech laboratoif a parametry shodnosti, jez jsou vypocitané z piijatelného
poctu (8) laboratoii, bohuzel vak nevychazeji ze stejné analytické metody.

V tabulkdch 3 a 4 jsou uvedeny vysledky odvozené pouze z metody TG a odpovidajici parametry shodnosti. Pfijeti
téchto parametrt zdvisi na piijeti nizkého poctu laboratofi (6).

Obrazky 2 a 3 ukazuji trend hodnot Sr a SR vypocitanych ze 4 vzorki dvou soubort tdajii popsanych vyse.

V tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty Sr a SR spole¢né s odpovidajicimi dhrnnymi hodnotami a celkovymi parametry
raR.

Nakonec byl vypocitan kriticky rozdil pii 95 % pravdépodobnosti.
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Tabulka 1:

Statistické vysledky metod TG a FAME*

Vzorek A R, R, Stied | Pocet laboratoif po vylouceni odlehlych hodnot | 8
RENNES FR1 11,0 11.1 11.1 Pocet odlehlych hodnot 1
RIKILT NL 11,2 11,2 11,2 Odlehlé hOanty DK
ZPLA DE* 11,6 11,8 11,7 Stiedni hodnota 11,3
ADAS GB 11,4 11,2 11,3 Skute¢na hodnota 11,0
CNEVA FR2 11,4 11,4 11,4 Smérodatnd odchylka opakovatelnosti (Sr) 0,09
LODI IT 11,1 11,3 11,2 Relativni smérodatnd odchylka opakovatelnosti | 0,80
(RSDr %)
EELA FI 11,3 11,2 11,3 Opakovatelnost r (95 %) 0,26
ISPRA EU* 11,0 11,0 11,0 Relativni opakovatelnost r % 2,24
D.V.EA. DK 13,3 11,8 12,6 Smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti (SR) | 0,23
Relativni smérodatnd odchylka reprodukovatel- | 2,04
nosti (RSDR %)
Reprodukovatelnost R (95 %) 0,84
Relativni reprodukovatelnost R % 5,71
Vzorek B R, R, Stied | Pocet laboratoff po vylouceni odlehlych hodnot | 8
RENNES FR1 12,7 12,8 12,8 Pocet Odlehl)}ch hodnot 1
RIKILT NL 13,5 13,3 13,4 Odlehlé hodnoty DK
ZPLA DE* 14,0 13,8 13,9 Stiedni hodnota 13,4
ADAS GB 13,4 13,5 13,5 Skute¢nd hodnota 13,5
CNEVA FR2 13,3 13,4 13,4 Smérodatnd odchylka opakovatelnosti (Sr) 0,14
LODI IT 13,9 13,5 13,7 Relativni smérodatnd odchylka opakovatelnosti | 1,04
(RSDr %)
EELA FI 13,4 13,2 13,3 Opakovatelnost r (95 %) 0,40
ISPRA EU* 13,2 13,3 13,3 Relativni opakovatelnost r % 2,91
D.V.EA. DK 14,1 14,8 14,5 Smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti (SR) | 0,35
Relativni smérodatnd odchylka reprodukovatel- | 2,61
nosti (RSDR %)
Reprodukovatelnost R (95 %) 0,99
Relativni reprodukovatelnost R % 7,31
Tabulka 2:
Statistické vysledky metod TG a FAME*
Vzorek C R, R, STRED | Pocet laboratoff po vylouceni odlehlych hodnot | 8
RENNES FR1 8,9 9,2 9,1 Pocet Odlehl);'ch hodnot 1
RIKILT NL 9,2 9,3 9,3 Odlehlé hOanty DK
ZPLA DE* 9,2 9,4 9,3 Stiedni hodnota 9,3
ADAS GB 9,5 9,3 9,4 Skute¢nd hodnota 9,3
CNEVA FR2 9,4 9,4 9,4 Smérodatnd odchylka opakovatelnosti (Sr) 0,14
LODI IT 9,2 9,5 9,4 Relativni smérodatnd odchylka opakovatelnosti | 1,50
(RSDr %)
EELA FI 9,4 9,6 9,5 Opakovatelnost r (95 %) 0,40
ISPRA EU* 9,4 9,3 9,4 Relativni opakovatelnost r % 4,20
D.V.FA. DK 10,7 10,9 10,8 Smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti (SR) | 0,17
Relativni smérodatnd odchylka reprodukovatel- | 1,82
nosti (RSDR %)
Reprodukovatelnost R (95 %) 0,47
Relativni reprodukovatelnost R % 5,10
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Vzorek D R, R, Stred Pocet laboratofi po vylouceni odlehlych hodnot | 8
RENNES R1 1,6 1,6 1,6 Pocet odlehlych hodnot 1
RIKILT NL 2,1 2,1 2,1 Odlehlé hodnoty DK
7ZPLA DE* 2,3 2,3 2,3 Stfedni hodnota 2,1
ADAS GB 2,1 2,2 2,2 Skute¢nd hodnota 2,1
CNEVA FR2 2,1 2,1 2,1 Smérodatnd odchylka opakovatelnosti (Sr) 0,08
LODI IT 2,2 1,9 2,1 Relativni smérodatnd odchylka opakovatelnosti | 3,81

(RSDr %)
EELA FI 2,3 2,3 2,3 Opakovatelnost r (95 %) 0,22
ISPRA UE* 2,3 2,3 2,3 Relativni opakovatelnost r % 10,67
D.V.FA. DK 3,4 2,9 3,2 Smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti (SR) | 0,24
Relativni smérodatnd odchylka reprodukovatel- | 11,43
nosti (RSDR %)
Reprodukovatelnost R (95 %) 0,67
Relativni reprodukovatelnost R % 32,00
Tabulka 3:
Statistické vysledky metod TG a FAME*
Vzorek A R, R, Stred Pocet laboratofi po vylouceni odlehlych hodnot | 6
RENNES FR1 11,0 11,1 11,1 Pocet odlehlych hodnot 1
RIKILT NL 11,2 11,2 11,2 Odlehlé hodnoty DK
ADAS GB 11,4 11,2 11,3 Stfedni hodnota 11,2
CNEVA FR2 11,4 11,4 11,4 Skutecnd hodnota 11,0
LODI IT 11,1 11,3 11,2 Smérodatnd odchylka opakovatelnosti (Sr) 0,09
EELA FI 11,3 11,2 11,3 Relativni smérodatnd odchylka opakovatelnosti | 0,80
(RSDr %)
D.V.FA. DK 13,3 11,8 12,6 Opakovatelnost r (95 %) 0,25
Relativni opakovatelnost r % 2,24
Smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti (SR) | 0,13
Relativni smérodatnd odchylka reprodukovatel- | 1,16
nosti (RSDR %)
Reprodukovatelnost R (95 %) 0,36
Relativni reprodukovatelnost R % 3,25
Vzorek B R, R, Stied | Pocet laboratof{ po vylouceni odlehlych hodnot | 6
RENNES FR1 12,7 12,8 12,8 Pocet odlehlych hodnot 1
RIKILT NL 13,5 13,3 13,4 Odlehlé hodnoty DK
ADAS GB 13,4 13,5 13,5 Stiedni hodnota 13,3
CNEVA FR2 13,3 13,4 13,4 Skutecnd hodnota 13,5
LODI IT 13,9 13,5 13,7 Smérodatnd odchylka opakovatelnosti (Sr) 0,15
EELA FI 13,4 13,2 13,3 Relativni smérodatnd odchylka opakovatelnosti | 1,13
(RSDr %)
D.V.FA. DK 14,1 14,8 14,5 Opakovatelnost r (95 %) 0,42
Relativni opakovatelnost r % 3,16
Smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti (SR) | 0,33
Relativni smérodatnd odchylka reprodukovatel- | 2,48
nosti (RSDR %)
Reprodukovatelnost R (95 %) 0,93
Relativni reprodukovatelnost R % 6,94
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Tabulka 4:

Statistické vysledky metody TG

Vzorek C R, R, Stied | Pocet laboratoif po vylouceni odlehlych hodnot | 6
RENNES FR1 8,9 9,2 9,1 Pocet odlehlych hodnot 1
RIKILT NL 9,2 9,3 9,3 Odlehlé hodnoty DK
ADAS GB 9,5 9,3 9,4 Stfedni hodnota 9,3
CNEVA FR2 9,4 9,4 9,4 Skute¢nd hodnota 9,3
LODI IT 9,2 9,5 9,4 Smérodatnd odchylka opakovatelnosti (Sr) 0,15
EELA FI 9,4 9,6 9,5 Relativni smérodatnd odchylka opakovatelnosti | 1,61
(RSDr %)
D.V.EA. DK 10,7 10,9 10,8 Opakovatelnost r (95 %) 0,42
Relativni opakovatelnost r % 4,51
Smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti (SR) | 0,19
Relativni smérodatna odchylka reprodukovatel- | 2,04
nosti (RSDR %)
Reprodukovatelnost R (95 %) 0,53
Relativni reprodukovatelnost R % 5.71
Vzorek D R, R, Stied | Pocet laboratoff po vylouceni odlehlych hodnot | 6
RENNES FR1 1,6 1,6 1,6 Pocet odlehlych hodnot 1
RIKILT NL 2,1 2,1 2,1 Odlehlé hodnoty DK
Stfedni hodnota 2,1
ADAS GB 2,1 2,2 2,2 Skute¢nd hodnota 2,1
CNEVA FR2 2,1 2,1 2,1 Smérodatnd odchylka opakovatelnosti (Sr) 0,09
LODI IT 2,2 1,9 2,1 Relativni smérodatnd odchylka opakovatelnosti | 4,29
(RSDr %)
EELA FI 2,3 2,3 2,3 Opakovatelnost r (95 %) 0,26
D.V.EA. DK 3,4 2,9 3,2 Relativni opakovatelnost r % 12,01
Smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti (SR) | 0,25
Relativni smérodatnd odchylka reprodukovatel- | 11,90
nosti (RSDR %)
Reprodukovatelnost R (95 %) 0,69
Relativni reprodukovatelnost R % 33,32
Tabulka 5
Opakovatelnost a reprodukovatelnost (s analyzou FAME*)
Pocet laboratoif | Odlehl4 hodnota Op;ﬁ‘)(;‘;ti/i‘)‘o“ Re‘”‘;‘é“i‘g i/fj]“‘m
Vzorek A 8 1 0,09 0,23
Vzorek B 8 1 0,14 0,35
Vzorek C 8 1 0,14 0,17
Vzorek D 8 1 0,08 0,24
Uhrnnd hodnota 0,116 0,256
R R
Uhrnnd hodnota* 2,8 0,324 0,716
CrD95 = 0,40

Minimdlni ¢istota stanovend pro trienantodt = 95 %

Minimélni mez stanovend pro trienantodt v mlééném tuku = 11 kg/t

Piihlédneme-li ke kritickému rozdilu pii 95 % pravdépodobnosti, nesmi byt primér obou vysledkd mens{ nez:
10,05 kg/t v piipadé pfidani trienantodtu o Cistoté 95 %.
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Opakovatelnost a reprodukovatelnost (bez analyzy FAME)

Pocet laboratofi Odlehld hodnota Op;l;(z\gle;ti/})r)lost Repr(;(éui(go SV ao/jlnost
Vzorek A 6 1 0,09 0,13
Vzorek B 6 1 0,15 0,33
Vzorek C 6 1 0,15 0,19
Vzorek D 6 1 0,09 0,25
Uhrnn4 hodnota 0,124 0,237
r R
Uhrnnd hodnota * 2,8 0,347 0,663
CrD95 = 0,36
Minimélni ¢istota stanovend pro trienantodt = 95 %
Minimalni mez stanovend pro trienantodt v mlééném tuku = 11 kg/t
Prihlédneme-li ke kritickému rozdilu pii 95 % pravdépodobnosti, nesmi byt primér obou vysledkd mensi nez:
10,09 kg/t v piipadé pfiddni trienantodtu o Cistoté 95 %.
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() = metoda FAME.
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Vysledky zkouSek: vzorek C
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Obrdzek 2
Smérodatnd odchylka opakovatelnosti a reprodukovatelnosti na riznych stupnich (TG + FAME)
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Obrdzek 3

Smérodatnd odchylka opakovatelnosti a reprodukovatelnosti na riznych stupnich (TG)
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Obrdzek 4
Piiklad pouziti kolonového néstiikového zafizeni
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PRILOHA VI

(Clanek 5)

STANOVENI OBSAHU VANILINU V ZAHUSTENEM MASLE, MASLE NEBO SMETANE VYSOKOUCINNOU

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

KAPALINOVOU CHROMATOGRAFII

PREDMET A OBLAST POUZITI

Tato metoda popisuje postup pro kvantitativni stanoveni vanilinu v zahusténém médsle, masle nebo smetané.

PODSTATA METODY

Extrakce zndmého mnozstvi vzorku smési isopropanol/ethanol/acetonitril (1:1:2). Vysrdzeni vétsiny tuku ochlazenim
na teplotu mezi — 15 °C a — 20 °C a néslednym odstfedénim.

Po zfedéni vodou se stanovi obsah vanilinu vysokotcinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni, a zejména:

Mrazici box urceny pro teploty v rozmezi od — 15 °C do — 20 °C

Injekéni stitkacky na jedno pouziti o objemu 2 ml

Membranové mikrofiltry o velikosti port 0,45 pm, odolné roztoku obsahujicimu 5 % extrakéniho roztoku (4.4)

Systém pro kapalinovou chromatografii sestdvajici z ¢erpadla (s priitokem 1,0 ml/min), ndstiikového zafizenf
(automatického nebo manudlniho, objem néstiitku 20 pl) a UV detektoru (fungujiciho pfi 306 nm, 0,01 A rozsahu
stupnice), zapisovace nebo integrdtoru a termostatu kolony fungujiciho pii 25 °C

Analytickd kolona (250 mm x 4,6 mm/vnitin{ primér(), naplnénd fdzi LiChrosper RP 18 (Merck, 5 pm) nebo jinou
rovnocennou fazi

Ochrannd kolona (cca 20 mm x 3 mm/vnitini primér(), naplnénd za sucha fazi LiChrospher RP 18 (5 az 10 pm)
nebo jinou rovnocennou fazi

Odstiedivka fungujici pfi 2 000 ot/min

CHEMIKALIE

Pouzivaji se pouze chemikilie ¢istoty p.a.

Isopropanol

Ethanol, 96 % obj.

Acetonitril

Extrakéni roztok

Isopropanol (4.1), ethanol (4.2) a acetonitril (4.3) se smichaji v poméru 1:1:2 (obj.).
Vanilin (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd) = 98 %

Zdsobni roztok vanilinu (500 pg/ml)

S pfesnosti na 0,1 mg navazte asi 50 mg (CM mg) vanilinu (4.5) do odmérné banky na 100 ml, pfidejte 25 ml ex-
trakéntho roztoku (4.4) a dopliite po znacku vodou.
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5.2

5.3

5.4

Standardni roztok vanilinu (10 pg/ml)

Do odmérné banky na 250 ml pipetou pfeneste 5 ml zdsobniho roztoku vanilinu (4.5.1) a dopliite po znacku vodou.
Methanol cistoty pro vysokoiicinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)

Kyselina octovd, ledovd

Voda cistoty pro HPLC

Mobilni fize HPLC

V odmérné bafice na 1 000 ml smichejte 300 ml methanolu (4.5.3), cca 500 ml vody (4.5.5) a 20 ml kyseliny oc-
tové (4.5.4) a doplirte po znacku vodou (4.5.5). Prefiltrujte pres filtr 0,45 pm (3.3).

PRACOVNI POSTUP
Ptiprava zkuSebniho vzorku
Mslo

Vzorek zahfivejte, dokud nezacne tdt. Je nutné zabrdnit mistnimu prehfiti nad 30 °C. Madslo se v Zidném pripadé
nesmi oddélit ve dvou fazich. Jakmile je vzorek dostatecné plasticky, homogenizujte jej protiepanim. Pied odbérem
vzorku mdslo po dobu 15 sekund michejte. Do odmérné bariky na 100 ml navaZte s presnosti na 1 mg asi 5 g (SM
g) masla.

Zahusténé mdslo

Bezprostiedné pred odbérem vzorku vloZte nidobu se zahusténym mdslem do susdrny o teploté 40 °C az 50 °C, aby
maslo zcela roztdlo. Vzorek promichejte protfepanim nebo michdnim, které viak nesmi byt tak silné, aby se vytva-
fely vzduchové bubliny. Do odmérné banky na 100 ml navazte s pfesnosti na 1 mg asi 4 g (SM g) zahusténého mésla.

Smetana

Vzorek zahfejte ve vodni ldzni nebo termostatu na teplotu 35 °C az 40 °C. Tuk rovnomérné rozprostiete tfepdnim,
a je-li to nutné, také promichdnim. Vzorek rychle ochladte na 20 + 2 °C. Vzorek musi byt na pohled homogenni,
v opacném piipadé je tieba postup opakovat. Do odmérné baniky na 100 ml navaZte s presnosti na 1 mg asi 10 g (SM
g) smetany.

Ptiprava zkuSebniho roztoku

Pridejte asi 75 ml extrak¢niho roztoku (4.4) ke zkusebnimu vzorku (5.1.1, 5.1.2 nebo 5.1.3), dikladné promichavej-
te nebo protiepdvejte po dobu asi 15 minut a doplite po znacku extrakénim roztokem (4.4). Asi 10 ml tohoto ex-
traktu prevedte do zkumavky opatfené zitkou. Zkumavku ulozte do mraziciho boxu (3.1) a nechte ji v ném stdt asi
30 minut. Vychlazeny extrakt odstfedujte po dobu 5 minut asi pii 2 000 otdckdch za minutu a okamzité dekantujte.
Dekantovany roztok nechte pfizptisobit laboratorni teploté. Do odmérné baniky na 100 ml pipetou pfeneste 5 ml
dekantovaného roztoku a doplitte vodou. Alikvotni dil prefiltrujte pfes membranovy mikrofiltr (3.3) pomoci stii-
kacky (3.2). Filtrat je pfipraven ke stanoveni pomoci HPLC.

Kalibrace

Do odmérné banky na 100 ml pipetou pfeneste 5 ml standardniho roztoku vanilinu (4.5.2). Pfidejte 5 ml extraké-
niho roztoku (4.4) a doplitte po znacku vodou. Tento roztok obsahuje 0,5 pg/ml vanilinu.

Stanoveni pomoci HPLC

Chromatograficky systém nechte asi 30 minut stabilizovat. Nastiknéte standardni roztok (5.3). Tento postup opa-
kujte, dokud rozdil v plose pika nebo vysce pikt mezi dvéma po sobé jdoucimi ndstiiky nebude mensi nez 2 %. Za
popsanych podminek je retencni ¢as vanilinu asi 9 minut. Standardni roztok (5.3) paralelné analyzujte nastitknutim
20 pl. Nastitknéte 20 pl zkudebnich roztokd (5.2). Stanovte plochu nebo vysku ziskaného piku vanilinu. Po prove-
deni 10 ndstiik zkuebnich vzorka (5.2) opakujte duplicitni néstiik standardniho roztoku (5.3).
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7.1

7.2

8.1

8.2

8.2.1

8.2.2

VYPOCET VYSLEDKU

Vypoditejte praimérnou plochu (nebo vysku) (AC) pikéi vanilinu odpovidajicich duplicitnim néstiikim u kazdé sarze
zkusebnich roztokd (¢tyii plochy nebo vysky).

Vypocitejte odezvovy faktor (R):
R=AC/CM
kde CM je hmotnost vanilinu v mg (4.5.1).
Obsah (mg/kg) vanilinu (C) ve zkusebnim vzorku je ddn vzorcem:
C=[(ASx20x0,96) [ (SM xR)]

kde:

AS = plocha nebo vyska piku vanilinu zkusebniho vzorku
SM = hmotnost zkusebniho vzorku v g (5.1.1, 5.1.2 nebo 5.1.3).

Pozndmka: Pokud se za G¢elem stanoven{ vanilinu analyzuje smetana, koncentrace stopovaci latky musi byt vyjad-
fena v miligramech stopovaci latky na kilogram mlééného tuku. Tento vypocet se provede vyndsobenim
hodnoty C vyrazem 100/f, kde f je obsah tuku ve smetané v hmotnostnich procentech.

20 = koeficient, kterym se berou v tivahu zfedén{ srovndvaciho a zkusebniho vzorku

0,96 = opravny faktor pro obsah tuku v prvnim zfedéni zkusebniho vzorku

Pozndmka: Misto plochy piki lze pouzit vysku pika (viz 8.3).

PRESNOST METODY
Opakovatelnost (r)

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni, kterd u stejného zkusebniho materidlu provedl v co nejkratsim casovém od-
stupu jeden pracovnik na stejném piistroji, by nemél piekrocit 16 mg/kg.

Reprodukovatelnost (R)

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni, kterd u stejného zkuSebniho materidlu provedli pracovnici v riiznych labora-
tofich na raznych piistrojich, by nemél prekrocit 27 mg/kg.

MEZE TOLERANCE
Pro tcely posouzeni homogenity musi byt z produktu obsahujiciho stopovaci litku odebrény tfi vzorky.
Stopovaci latka ziskand z vanilky nebo ze syntetického vanilinu

Dévkovani 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehydu je 250 g na jednu tunu zahusténého mdsla nebo mdsla. Jsou-li sto-
povaci latky pfidavany do smetany, pak je ddvkovani 250 g latky na tunu mlécného tuku.

Vysledky analyzy ti{ vzorkd odebranych z daného produktu se pouziji pro ovéfeni ddvkovani a homogenity pfidané
stopovaci litky a vysledek s nejnizsi hodnotou se porovnd s ndsledujicimi meznimi hodnotami:

— 220,8 mgfkg (95 % minimdlniho ddvkovani pridané litky),
— 158,3 mg/kg (70 % minimdlniho ddvkovani piidané latky).

Koncentrace stopovaci ldtky ve vzorku s vysledkem o nejnizsi hodnoté se pouzije interpolaci mezi 220,8 mg/kg
a 158,3 mg/kg.
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8.3

9.1

9.2

9.3

9.4

Stopovaci latka ziskand vyhradné z vanilkovych bobt nebo z jejich komplexnich extraktt

Dévkovani 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehydu je 100 g na jednu tunu zahusténého mdsla nebo mdsla. Jsou-li sto-
povaci latky pfiddvany do smetany, pak je ddvkovani 100 g latky na tunu mlécného tuku.

Vysledky analyzy tif vzorkd odebranych z daného produktu se pouziji pro ovéfeni ddvkovan{ a homogenity pfidané
stopovaci latky a vysledek s nejnizsi hodnotou se porovnd s ndsledujicimi meznimi hodnotami:

— 78,3 mgfkg (95 % minimdlntho ddvkovén{ pfidané litky),
— 53,3 mg/kg (70 % minimdlntho ddvkovéni pfidané latky).

Koncentrace stopovaci latky ve vzorku s vysledkem o nejnizsi hodnoté se pouzije interpolaci mezi 78,3 mg/kg
a 53,3 mg/kg.

POZNAMKY

Rekuperace piidaného vanilinu na drovni 250 mg kg mdselného oleje kolisd v rozmezi od 97,0 do 103,8. Primérny
zjistény obsah byl 99,9 % se smérodatnou odchylkou 2,7 %.

Standardni roztok obsahuje 5 % extrakéniho roztoku z diivodu kompenzace rozsifovani pikd zptisobeného piitom-
nosti 5 % extrakéniho roztoku ve zkusebnich vzorcich. To umoziuje kvantifikaci na zdkladé vysky pikd.

Analyza je zaloZena na linedrni kalibra¢ni kfivce (intercept nula).

Linearitu je tfeba ovéfit nejprve pii prvnim provedeni analyzy pomoci vhodnych fedéni standardniho roztoku (4.5.2)
a poté v pravidelnych intervalech a po kazdé zméné ¢i opravé zafizeni na HPLC. Vanilin Ize pasobenim vnitfnich
enzymu v nepasterizované smetané nebo ve vyrobcich z nepasterizované smetany rozlozit na kyselinu vanilinovou,
divanilin a jiné slouceniny.
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PRILOHA VI

(Clanek 5)

SPEKTROMETRICKE KVANTITATIVNI STANOVENI ETHYLESTERU BETA-APO-8-KAROTENOVE KYSELINY

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

V ZAHUSTENEM MASLE A MASLE

PREDMET A OBLAST POUZITI

Tato metoda popisuje postup pro kvantitativni stanoveni ethylesteru beta-apo-8'-karotenové kyseliny (apokaroteno-
vého esteru) v zahu$téném madsle a mésle. Apokarotenovy ester je souhrn viech latek pitomnych v extraktu vzorka
ziskaném za podminek popsanych v této metodé, které absorbuji svétlo pii 440 nm.

PODSTATA METODY

Miselny tuk se rozpusti v petroletheru a zméfi se jeho absorbance pii 440 nm. Obsah apokarotenového esteru se
stanovi porovnanim s vnéjsim standardem.

PRISTROJE A POMUCKY
Pipety — délené, o objemu 0,25, 0,50, 0,75 a 1,0 ml

Spektrofotometr — vhodny pro pouzivani pfi 440 nm (a 447-449 nm) a vybaveny kyvetami s délkou optické drihy
1cm

Odmérné banky na 20 ml a 100 ml
Analytické véhy s citlivosti 0,1 mg, vaZici s pfesnosti na 1 mg a s moznosti odectu po 0,1 mg
Pec, 45°C+1°C

Rychlofiltra¢ni bezpopelné filtry

CHEMIKALIE

Pouzivaji se pouze chemikilie ¢istoty p.a.
Suspenze apokarotenového esteru (pfiblizné 20 %)
Obsah latky v suspenzi se stanovi takto:

Suspenzi zahfejte na teplotu 45 °C az 50 °C a homogenizujte v neoteviené piivodni nddobé. Do odmérné banky na
100 ml navazte 400 mg, rozpustte ve 20 ml chloroformu (4.4) a dopliite po znacku cyklohexanem (4.5). Zfedte 5 ml
tohoto roztoku cyklohexanem na 100 ml (roztok A). Ziedte 5 ml roztoku A cyklohexanem na 100 ml. Zméite ab-
sorbanci pii 447-449 nm (mé&f se maximum vztaZené k cyklohexanu jako referen¢ni hodnoté pomoci kyvet s dél-
kou optické drdhy 1 cm).

Obsah apokarotenového esteru P (%) = (Abs
x (100/5) x (100/M

x 40 000)/(My,, * 2 550) nebo se odvodi: (Abs,,.. [2 550) x (100/5)

max susp

susp)

Abs,.. = absorbance mérného roztoku pfi maximu
Musp = hmotnost suspenze (g)

2550 = referenéni hodnota Abs (1 %, 1 cm)

P = C(istota (obsah) suspenze (%)

Pozndmka: Suspenze apokarotenového esteru je citlivd na vzduch, teplo a svétlo. V neoteviené piivodni nddobeé (tés-
né uzaviené v dusikové atmosféie) a v chladu ji 1ze skladovat po dobu asi 12 mésicti. Po otevieni je tfeba
obsah v krdtké dobé¢ spoticbovat.
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4.2

4.3

44

4.5

5.2

5.3

6.1

Standardni roztok apokarotenového esteru, pfiblizné 0,2 mg/ml

S presnosti na 0,1 mg navazte asi 0,100 g suspenze apokarotenového esteru (4.1.1) (W), rozpustte v petroletheru
(4.2), kvantitativné pfevedte do odmérné baiky o objemu 100 ml a dopliite po znacku petroletherem.

Tento roztok obsahuje (W x P) [ 10 mg/ml apokarotenového esteru.

Pozndmka: Roztok musi byt ulozen na chladném a tmavém misté. NepouZity roztok po mésici vyFadte.
Petrolether (40-60 °C)

Siran sodny bezvody, granulovany, pfedem suseny dvé hodiny pfi teploté 102 °C

Chloroform

Cyklohexan

PRACOVNI POSTUP

Piiprava zkuSebniho vzorku

Zahusténé mdslo

Vzorek roztavte v susdrné pii teploté asi 45 °C.
Madslo

Vzorek roztavte v susdrné pii teploté asi 45 °C a reprezentativni st prefiltrujte pres filtr obsahujici asi 10 g bez-
vodého siranu sodného (4.3) v prostiedi, které je chrdnéné pfed silnym pfirozenym nebo umélym svétlem a udrzo-
vané pii teploté 45 °C. Odeberte patficné mnozstvi mdselného tuku.

Stanoveni

S pfesnosti na 1 mg navazte asi 1 g zahu§téného masla (nebo extrahovaného maselného tuku (5.1.2)) (M). Kvanti-
tativné prevedte do odmérné banky na 20 ml (V) petroletherem (4.2), dopliite po znacku a dtkladné promichejte.

Alikvotni dil této smési pievedte do kyvety 1 cm dlouhé a zméite absorbanci pii 440 nm ve vztahu k petroletheru
jako referen¢ni hodnoté. Pomoci ziskané standardni kiivky (C p/ml) zjistéte koncentraci apokarotenového esteru
v roztoku.

Kalibrace

Do péti odmérnych banék na 100 ml pipetou pfeneste 0, 0,25, 0,5, 0,75 a 1,0 ml standardniho roztoku apokaro-
tenového esteru (4.1.2). Ztedte petroletherem (4.2) doplnénim ke znacce a promichejte.

Priblizné koncentrace roztokt se pohybuji od 0 do 2 pg/ml a pfesné se vypocitaji ve vztahu ke koncentraci stan-
dardniho roztoku (4.1.2) (W x P)/10 mg/ml. Zméite absorbanci pfi 440 nm vztaZenou k petroletheru (4.2) jako re-
feren¢ni hodnoté.

Hodnoty absorbance vyneste do grafu na osu pofadnic (,y“) a koncentrace apokarotenového esteru na osu usecek
(,x“). Vypocitejte rovnici standardni kiivky.

VYPOCET VYSLEDKU
Obsah apokarotenového esteru vyjadfeny v mg/kg produktu je dén:
u zahu$téného mésla vyrazem: (C x V)/M

u mdsla vyrazem: 0,82 (C x V)M
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7.1.2

7.2

7.2.1

7.3.

7.4.

8.1

8.2

8.2.1

8.2.2

kde:

C = obsah apokarotenového esteru v pg/ml odecteny z kalibracniho grafu (5.3)
\ = objem zkusebniho roztoku v ml (5.2)

M = hmotnost dil¢tho zkusebniho vzorku v g (5.2)

0,82 = opravny koeficient pro obsah méselného tuku v masle

PRESNOST METODY

Opakovatelnost

Analyza mdsla

Rozdil mezi vysledky dvou stanoven, kterd u stejného zkusebniho materidlu provedl v co nejkrat$im casovém od-
stupu jeden pracovnik na stejném piistroji, by nemél prekrocit 1,4 mg/kg.

Analyza zahusténého mdsla

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni, kterd u stejného zkusebntho materidlu provedl v co nejkratsim casovém od-
stupu jeden pracovnik na stejném piistroji, by nemél piekrocit 1,6 mg/kg.

Reprodukovatelnost
Analyza mdsla

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni, kterd u stejného zkusebniho materidlu provedli pracovnici v riiznych labora-
tofich na rznych piistrojich, by nemél piekrocit 4,7 mg/kg.

Analyza zahu$téného madsla

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni, kterd u stejného zkuSebniho materidlu provedli pracovnici v réiznych labora-
tofich na raznych piistrojich, by nemél prekrocit 5,3 mg/kg.

Zdroj ddaji o shodnosti

Udaje o shodnosti byly ziskdny na zédkladé pokusu z roku 1995, kterého se zticastnilo jedendct laboratof a ve kterém
bylo v piipadé mdsla pouzito dvanict vzorka obsahujicich stopovaci ldtku (Sest slepych duplikdtt) a v pripadé za-
husténého madsla dvandct vzorkd obsahujicich stopovaci latku (Sest slepych duplikatd).

MEZE TOLERANCE

Z produktu obsahujictho stopovaci latku musi byt odebrany tii vzorky pro ovéfeni, zda zavedeni této litky do pro-
duktu bylo provedeno spravné.

Mislo
S pfihlédnutim k absorbanci pozadi se stopovaci latka ptiddvd do mdsla v poméru 22 mg/kg.

Vysledky analyzy i vzorki odebranych z daného produktu se pouziji pro ovéfeni dévkovani a homogenity pfidané
stopovaci litky a vysledek s nejnizsi hodnotou se porovnd s ndsledujicimi meznimi hodnotami:

— 17,7 mg/kg (95 % minimdlntho davkovani pfidané latky),

— 12,2 mg[kg (70 % minimdlniho ddvkovani pfidané latky).

a 12,2 mg/kg.
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8.3  Zahu$téné mislo
8.3.1 S piihlédnutim k absorbanci pozadi se stopovaci ldtka pfidavd do zahusténého mdsla v poméru 24 mg/kg.

Vysledky analyzy ti{ vzorkd odebranych z daného produktu se pouziji pro ovéfeni ddvkovan{ a homogenity pfidané
stopovaci latky a vysledek s nejnizsi hodnotou se porovnd s ndsledujicimi meznimi hodnotami:

— 19,2 mgfkg (95 % minimalntho ddvkovan{ pfidané latky),
— 13,2 mgfkg (70 % minimdlniho davkovani pfidané litky).

Koncentrace stopovaci latky ve vzorku s vysledkem o nejnizsi hodnoté se pouzije interpolaci mezi 19,2 mg/kg
a 13,2 mg/kg.
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PRILOHA VI
(Clanek 5)
STANOVENI OBSAHU SITOSTEROLU NEBO STIGMASTEROLU V,MA§LE NEBO ZAHUSTENEM MASLE
PLYNOVOU CHROMATOGRAFII V KAPILARNI KOLONE
1. PREDMET A OBLAST POUZIT{

Tato metoda popisuje postup pro kvantitativni stanoveni sitosterolu nebo stigmasterolu v masle nebo zahusténém
miasle. Sitosterol je povazovan za latku slozenou zejména z f-sitosterolu a 22-dihydro-f-sitosterolu, zatimco ostat-
ni sitosteroly jsou povazovéany za bezvyznamné.

2. PODSTATA METODY

Mdslo nebo zahusténé maslo se zmydelni hydroxidem draselnym v ethanolovém roztoku a nezmydelnitelny podil
se extrahuje diethyletherem.

Steroly se pfeméni na trimethylsilylethery a analyzuji se plynovou chromatografii v kapildrni koloné za pouziti be-
tulinu jako vnitfniho standardu.

3. PRISTROJE A POMUCKY
3.1 Saponifika¢ni barika na 150 ml opatfend zpétnym chladicem se zabrousenymi spoji
3.2 Délici nélevky na 500 ml

3.3 Banky na 250 ml

3.4 Nilevky o objemu pfiblizné 250 ml s vyrovndvanim tlaku pro zachycovédni odpadniho diethyletheru
3.5 Sklenénd kolona, 350 mm x 20 mm, opatiend zatkou se sklenénym sintrem
3.6 Vodni lazen nebo izotermni plast

3.7 Reakéni nddobky na 2 ml

3.8 Plynovy chromatograf, ktery lze pouzivat s kapildrni kolonou, opatfeny délicim systémem, ktery tvoif:
3.8.1  termostatickd komora pro kolony schopnd udrzovat pozadovanou teplotu s presnosti + 1 °C

3.8.2  nastiikovy systém s nastavitelnou teplotou

3.8.3  plamenové ionizacni detektor a pfevodnik/zesilovad

3.8.4  integrdtor/zapisovac, ktery lze pouZit s pfevodnikem/zesilovacem (3.8.3)

3.9 Kapildrni kolona z kiemenného skla zcela potazend BP1 nebo rovnocennym materidlem (nebo jind kolona alespon
stejného rozkladu) ve stejnomérné tloustce 0,25 pm; kolona musi byt schopna rozlozit trimethylsilylderivaty la-
nosterolu a sitosterolu. Vhodnd je kolona o délce 12 m a vnitinim priméru 0,2 mm.

3.10  Injekéni mikrostitkacka pro plynovou chromatografii o objemu 1 ul s tvrzenou jehlou

4. CHEMIKALIE

Pouzivaji se pouze chemikilie ¢istoty p.a. Pouzitd voda musi byt voda destilovand nebo voda nejméné rovnocenné
Cistoty.
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4.1 Ethanol o ¢istoté nejméné 95 %

4.2 Hydroxid draselny, 60 % roztok. Rozpustte 600 g hydroxidu draselného (nejméné 85 %) ve vodé a doplnte vodou
do 1 litru.

4.3 Betulin o ¢istoté nejméné 99 %

4.3.1  Roztoky betulinu v diethyletheru (4.4)

4.3.1.1 Koncentrace roztoku betulinu pro stanoveni sitosterolu musi byt 1,0 mg/ml.
4.3.1.2 Koncentrace roztoku betulinu pro stanoveni stigmasterolu musi byt 0,4 mg/ml.
4.4 Diethylether o ¢istoté p.a. (zbaveny peroxida s zbytki)

4.5 Siran sodny, bezvody, granulovany, pfedem suseny dvé hodiny pfi teploté 102 °C

4.6 Silyla¢ni ¢inidlo, napf. TRI-SIL (doddvané firmou Pierce Chemical Co., katalogové ¢islo 49001) nebo rovnocenné.
(Dulezité: TRI-SIL je hoflavy, toxicky, korozivni a pravdépodobné karcinogenni. Laboratorni personal musi byt se-
zndmen se zdsadami bezpecnosti prace s TRI-SILem a pfijmout nezbytnd bezpecnostni opatfeni).

4.7 Lanosterol

4.8 Sitosterol o zndmé ¢istoté nejméné 90 % (P)

Pozndmka 1: Cistota standardnich materidli pouzivanych pro kalibraci musi byt zjisténa standardizaéni metodou.
Vychdzi se z pfedpokladu, Ze viechny steroly ve vzorku jsou zndzornény na chromatogramu, Ze cel-
kovd plocha pika predstavuje 100 % sterolovych slozek a Ze steroly reaguji na detektor stejné. Li-
nearita systému musi byt ovéfena v celém dotéeném rozsahu koncentraci.

4.8.1  Standardni roztok sitosterolu — s pfesnosti na 0,001 mg/ml pfipravte roztok obsahujici pfiblizné¢ 0,5 mg/ml (W)
sitosterolu (4.8) v diethyletheru (4.4).

4.9 Stigmasterol o zndmé Cistoté nejméné 90 % (P)

4.9.1  Standardni roztok stigmasterolu — s pfesnosti na 0,001 mg/ml pfipravte roztok obsahujici pfiblizné 0,2 mg/ml (W)
stigmasterolu (4.9) v diethyletheru (4.4).

410  Smés pro rozliSovaci zkousku. Pfipravte roztok obsahujici 0,05 mg/ml lanosterolu (4.7) a 0,5 mg/ml sitosterolu
(4.8) v diethyletheru (4.4).

5. PRACOVNI POSTUP
5.1 Piiprava standardnich roztokd pro chromatografii

Roztok vnitfntho standardu (4.3.1) musi byt pfidan soucasné do odpovidajiciho standardniho roztoku sterolu a do
zmydelnéného vzorku (viz 5.2.2).

5.1.1  Standardni chromatograficky roztok sistosterolu: Pfevedte 1 ml standardniho roztoku sitosterolu (4.8.1) do kazdé
ze dvou reak¢nich nddobek (3.7) a proudem dusiku odstrante diethylether. Pidejte 1 ml roztoku vnitiniho stan-
dardu (4.3.1.1) a proudem dusiku odstrarite diethylether.

5.1.2  Standardni chromatograficky roztok stigmasterolu: Pfevedte 1 ml standardniho roztoku stigmasterolu (4.9.1) do
kazdé ze dvou reak¢nich nddobek (3.7) a proudem dusiku odstrarite diethylether. Pfidejte 1 ml roztoku vnitintho
standardu (4.3.1.2) a proudem dusiku odstrante diethylether.

5.2 Piiprava nezmydelnitelného podilu
5.2.1  Vzorek madsla roztavte pii teploté nepfesahujici 35 °C; vzorek dukladné promichejte michdnim.

S pfesnosti na 1 mg navazte ptiblizné 1 g masla (W,) nebo zahusténého maésla (W,) do baniky na 150 ml (3.1).
Pridejte 50 ml ethanolu (4.1) a 10 ml roztoku hydroxidu draselného (4.2). Nasadte zpétny chladi¢ a obsah zahfi-
vejte asi na 75 °C po dobu 30 minut. Sejméte chladi¢ a ochladte banku pfiblizné na laboratorn{ teplotu.
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5.2.2

523

53

5.4

5.4.1

Pridejte do bariky 1,0 ml roztoku vnitintho standardu (4.3.1.1, ma-li byt stanoven sitosterol, a 4.3.1.2, ma-li byt
stanoven stigmasterol). Diikladné promichejte. Obsah bariky kvantitativné pievedte do délici ndlevky na 500 ml
(3.2). Banku postupné vyplachnéte 50 ml vody a 250 ml diethyletheru (4.4). Obsah délici ndlevky dukladné pro-
tiepavejte po dobu 2 minut a pockejte, dokud se neoddéli jednotlivé fize. Spodni vodnou vrstvu vypustte a ethe-
rovou vrstvu ¢tyfikrdt po sobé promyijte alikvotnimi, 100 ml dily vody.

Pozndmka 2: M4-li se zabranit tvorbé emulze, je nezbytné nutné provést prvni dvé promyti vodou jemné (deset
pievrdceni ndlevky). Treti promyti Ize provést diikladnym protfepavanim po dobu 30 vtefin. Pokud
se vytvoif emulze, je mozné ji rozpustit pfidinim 5-10 ml ethanolu. V piipadg, Ze se ethanol prida,
je nutné provést dalsi dvé dukladnd promyti vodou.

Cirou, mydla zbavenou etherovou vrstvu nechte projit pres sklenénou kolonu (3.5) naplnénou 30 g bezvodého si-
ranu sodného (4.5). Ether odeberte do banky na 250 ml (3.3). Pfidejte jeden varny kaminek a obsah nechte odpafit
téméf do sucha ve vodni ldzni nebo v izotermnim pldsti. Dbejte piitom na to, abyste zachytili odpadni rozpoustédla.

Pozndmka 3: Jestlize se extrakty vzorkd odpafuji do sucha pii piili§ vysoké teploté, mize dojit ke ztrdtdm na
sterolu.

Pfiprava trimethylsilyletherd

Prevedte etherovy roztok zbyvajici v bafice do reakéni nddobky na 2 ml (3.7) se 2 ml diethyletheru a odstrante ether
proudem dusiku. Promyjte bantku dvéma dalsimi 2 ml alikvotnimi ddvkami diethyletheru s tim, Ze tekutinu po-
kazdé prevedete do reakéni nddobky a ether odstranite proudem dusiku.

Provedte silylaci vzorku pfiddnim 1 ml TRI-SILu (4.6). Uzaviete nidobku a dtikladné ji protrepejte, aby se obsah
rozpustil. Nerozpusti-li se Giplné, zahfejte nddobku na 65-70 °C. Nechte ji nejméné 5 minut odstdt a teprve poté
jeji obsah nastitknete do plynového chromatografu. Silylaci standardd provedte stejnym zpiisobem jako silylaci
vzork. Silylaci smési pro rozliSovaci zkousku (4.10) provedte stejnym zptsobem jako silylaci vzorkd.

Pozndmka 4:  Silylace musi byt provedena v bezvodém prostiedi. Netplnd silylace betulinu je indikovana druhym
pikem v blizkosti piku betulinu.

Pokud je béhem silylace pfitomen ethanol, pak tuto sylilaci rusi. Ethanol maze byt pfitomen v dd-
sledku nedostate¢ného promyvéni ve fazi extrakce. Pokud tento problém pretrvavd, mize byt bé-
hem fize extrakce provedeno paté promyti s diikladnym protiepavanim po dobu 30 vtefin.

Analyza plynovou chromatografii

Volba provoznich podminek

Pripravte plynovy chromatograf podle ndvodu vyrobce.
Smérné provozni podminky jsou tyto:

— teplota kolony: 265 °C

— teplota ndstfikového zafizeni: 265 °C

— teplota detektoru: 300 °C

—  priitok nosného plynu: 0,6 ml/min

— tlak vodiku: 84 kPa

— tlak vzduchu: 155 kPa

— rozdéleni ndstiiku: 10:1 az 50:1; pomér rozdéleni musi byt optimalizovdn podle ndvodu vyrobce a linearity
odezvy detektoru a poté ovéfen v rozmezi dotCenych koncentraci.

Pozndmka 5: Je nesmirné dilezité pravidelné Cistit vlozku do néstiikového prostoru (tzv. liner).
— mnozstvi nastifknuté ldtky: 1 pl roztoku TMSE.

Pockejte, dokud systém nedosdhne rovnovahy, a teprve po dostatecné stabilni reakci zahajte analyzu.
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5.4.2

6.1

7.1.1.1

Tyto podminky je tfeba ménit podle charakteristickych vlastnosti kolony a plynového chromatografu tak, aby zis-
kané chromatogramy spliiovaly tyto pozadavky:

—  pik sitosterolu musi byt dostate¢né odlisen od piku lanosterolu. Obrdzek 1 zndzorfuje typicky chromato-
gram, ktery je tfeba ziskat ze silylované smési pro rozliSovaci zkousku (4.10),

— relativni retené¢ni ¢asy ndsledujicich sterolt se musi bliZit témto hodnotdm:
cholesterol: 1,0
stigmasterol: 1,3
sitosterol: 1,5
betulin: 2,5,

— reten¢nf ¢as betulinu musi byt pfiblizné 24 minut.
Analyticky postup

Nastitknéte 1 pl roztoku silylovaného standardu (stigmasterolu nebo sitosterolu) a upravte kalibra¢ni parametry
integratoru.

Nastitknéte dalsi 1 pl roztoku silylovaného standardu, aby bylo mozné stanovit odezvové faktory ve vztahu
k betulinu.

Nastitknéte 1 pl roztoku silylovaného vzorku a zméite plochy piki. Néstiik standard musi byt proveden pfed kaz-
dym chromatografickym cyklem a po kazdém takovém cyklu.

Za normédlnich okolnosti by mél kazdy takto ohranic¢eny cyklus zahrnovat est néstiika vzorku.

Pozndmka 6: Do integrace piku stigmasterolu je tfeba zahrnout chvosty uvedené v bodech 1, 2 a 3 na obrazku 2b.

Integrace piku sitosterolu by méla zahrnovat plochu piku 22-dihydro-f-sitosterolu (stigmastanolu),
ktery se vymyva okamzité po sitosterolu (viz obrazek 3b) pii vyhodnocovani celkového sitosterolu.

VYPOCET VYSLEDKU

Stanovi se plocha piki sterolu a pikd betulinu v obou standardech na zacdtku a na konci kazdého pokusu a vy-
pocte se R;:

R, = (primérnd plocha piku sterolu ve standardu)/(priimérnd plocha piku betulinu ve standardu)
Stanovi se plocha piku sterolu (stigmasterolu a sitosterolu) a piku betulinu ve vzorku a vypocte seR,:

R, = (plocha piku sterolu ve vzorku)/(plocha piku betulinu ve vzorku)

W, = obsah sterolu ve standardu (mg), obsazeny v 1 ml standardniho roztoku (4.8.1 nebo 4.9.1)
W, = hmotnost vzorku (g) (5.2.1)
P = Cistota standardniho sterolu (4.8 nebo 4.9)

Obsah sterolu ve vzorku (mg/kg) = ((R,)/(R,)) * (W1)[(W,)) x P x 10

PRESNOST METODY
Mislo

Opakovatelnost
Stigmasterol

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni, kterd u stejného zkusebniho materidlu provedl v co nejkratsim ¢asovém od-
stupu jeden pracovnik na stejném piistroji, by nemél prekrocit 19,3 mg/kg.
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7.1.1.2

7.1.2

7.1.2.1

7.1.2.2

7.2

7.2.1

7.2.1.1

7.2.1.2

7.2.2

7.2.2.1

7.2.2.2

7.2.3

8.1

Sitosterol

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni, kterd u stejného zkuSebniho materidlu provedl v co nejkratsim ¢asovém od-
stupu jeden pracovnik na stejném pristroji, by nemél prekrocit 23,0 mg/kg.

Reprodukovatelnost
Stigmasterol

Rozdil mezi vysledky dvou stanovent, kterd u stejného zkusebniho materidlu provedli pracovnici v raznych labo-
ratofich na rtiznych pfistrojich, by nemél pfekrocit 31,9 mg/kg.

Sitosterol

Rozdil mezi vysledky dvou stanovent, kterd u stejného zkusebniho materidlu provedli pracovnici v rtiznych labo-
ratofich na rtiznych piistrojich, by nemél prekrocit 8,7 %, vztazeno ke stfedni hodnoté stanoveni.

Zdroj tidajii o shodnosti

Udaje o shodnosti byly ziskdny na zédkladé pokusu z roku 1992, kterého se zicastnilo osm laboratofi a ve kterém
bylo v piipadé stigmasterolu pouzito est vzorki (tif slepych duplikdtt) a v ptipadé sitosterolu Sest vzorkd (tif
slepych duplikata).

Zahus$téné mdslo
Opakovatelnost
Stigmasterol

Rozdil mezi vysledky dvou stanovent, kterd u stejného zkuSebniho materidlu provedl v co nejkratsim ¢asovém od-
stupu jeden pracovnik na stejném pristroji, by nemél prekrocit 10,2 mg/kg.

Sitosterol

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni, kterd u stejného zkusebniho materidlu provedl v co nejkratsim casovém od-
stupu jeden pracovnik na stejném piistroji, by nemél piekrocit 3,6 %, vztazeno ke stfedni hodnoté stanoveni.

Reprodukovatelnost
Stigmasterol

Rozdil mezi vysledky dvou stanovent, kterd u stejného zkusebniho materidlu provedli pracovnici v riiznych labo-
ratofich na rtiznych pfistrojich, by nemél piekrocit 25,3 mg/kg.

Sitosterol

Rozdil mezi vysledky dvou stanovent, kterd u stejného zkusebniho materidlu provedli pracovnici v riiznych labo-
ratofich na rtiznych piistrojich, by nemél piekrocit 8,9 %, vztazeno ke stfedni hodnoté stanoveni.

Zdroj udajii o shodnosti

Udaje o shodnosti byly ziskény na zakladé pokusu z roku 1991, kterého se zG¢astnilo devét laboratoif a ve kterém
bylo v piipadé stigmasterolu pouzito est vzorki (tif slepych duplikitt) a v ptipadé sitosterolu Sest vzorkd (tif
slepych duplikatd).

MEZE TOLERANCE

Z produktu obsahujictho stopovaci latku musi byt odebrany tii vzorky pro ovéfent, zda zavedeni této latky do pro-
duktu bylo provedeno spravné.
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8.2

8.2.1

8.2.1.1

8.2.1.2

8.2.2

8.2.2.1

8.2.2.2

8.3

8.3.1.1

8.3.1.2

Mislo

Stigmasterol

Dévkovéni stigmasterolu je 150 g stigmasterolu o Cistoté nejméné 95 % na tunu mdsla, tj. 142,5 mg/kg, nebo
170 g stigmasterolu o Cistoté nejméné 85 % na tunu mésla, tj. 144,5 mg/kg.

Vysledky analyzy ti vzorkt odebranych z daného produktu se pouZiji pro ovéfeni ddvkovani a homogenity pfi-
dané stopovaci latky a vysledek s nejniz$i hodnotou se porovnd s nésledujicimi meznimi hodnotami:

— 115,8 mgfkg (95 % minimdlniho ddvkovani stigmasterolu o Cistoté 95 %),
— 117,7 mgfkg (95 % minimdlniho ddvkovani stigmasterolu o Cistoté 85 %),
— 80,1 mgfkg (70 % minimalntho dévkovani stigmasterolu o ¢istoté 95 %),
— 81,5 mgfkg (70 % minimélniho ddvkovdni stigmasterolu o Cistoté 85 %).

Koncentrace stopovaci latky ve vzorku s vysledkem o nejnizsi hodnoté se pouzije interpolaci mezi 115,8 mg/kg
a 80,1 mg/kg nebo 117,7 mg/kg a 81,5 mg/kg.

Sitosterol

Dévkovani sitosterolu je 600 g sitosterolu o ¢istoté nejméné 90 % na tunu mdsla, tj. 540 mg/kg.

Vysledky analyzy tff vzorkt odebranych z daného produktu se pouziji pro ovéfeni ddvkovani a homogenity pfi-

dané stopovaci ldtky a vysledek s nejnizsi hodnotou se porovnd s ndsledujicimi meznimi hodnotami:

—  482,6 mgfkg (95 % minimdlniho ddvkovdni stigmasterolu o ¢istoté 90 %),

— 347,6 mgfkg (70 % minimdlniho ddvkovani stigmasterolu o Cistoté 90 %).

a 347,6 mg/kg.

Zahusténé méslo

Stigmasterol

Ddvkovéni stigmasterolu je 150 g stigmasterolu o ¢istoté nejméné 95 % na tunu zahu$téného mdsla, tj.
142,5 mgfkg, nebo 170 g stigmasterolu o ¢istoté nejméné 85 % na tunu zahusténého mdsla, tj. 144,5 mg/kg.

Vysledky analyzy ti vzorkt odebranych z daného produktu se pouZiji pro ovéfeni davkovani a homogenity pfi-
dané stopovaci ltky a vysledek s nejnizsi hodnotou se porovnd s nésledujicimi meznimi hodnotami:

— 118,5 mg/kg (95 % minimdlniho ddvkovéni stigmasterolu o ¢istoté 95 %),

— 120,4 mg/kg (95 % minimdlniho ddvkovéni stigmasterolu o Cistoté 85 %),

— 82,9 mgf/kg (70 % minimalntho dédvkovani stigmasterolu o istoté 95 %),

— 84,3 mgfkg (70 % minimdlniho ddvkovani stigmasterolu o Cistoté 85 %).

a 82,9 mg/kg nebo 120,4 mg/kg a 84,3 mg/kg.
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8.3.2.  Sitosterol
8.3.2.1 Davkovani sitosterolu je 600 g sitosterolu o Cistoté nejméné 90 % na tunu zahusténého masla, tj. 540 mg/kg.

8.3.2.2 Vysledky analyzy tif vzorki odebranych z daného produktu se pouziji pro ovéfeni davkovani a homogenity pfi-
dané stopovaci latky a vysledek s nejnizsi hodnotou se porovnd s ndsledujicimi meznimi hodnotami:

— 480,9 mg/kg (95 % minimdlniho ddvkovéni stigmasterolu o Cistoté 90 %),
—  345,9 mgfkg (70 % minimdlniho davkovéni stigmasterolu o Cistoté 90 %).

Koncentrace stopovaci latky ve vzorku s vysledkem o nejnizsi hodnoté se pouzije interpolaci mezi 480,9 mg/kg
a 345,9 mg/kg.

Obrdzek 1
Chromatogram smési pro rozliSovaci zkousku

Vhodnéjsi je tiplné rozliSeni, tj. zdpis piku lanosterolu se musi vrdtit na zdkladni linii dfive nez za¢ne rast pik sitosrerolu.
Netplné rozlideni se viak toleruje.
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Obrdzek 2a

Standard stigmasterolu
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Pozndmka: Integrace piku.stigmasterolu musi zahrnout viechny chvosty

uvedené v bodech 1, 2 a 3.

Obrdzek 2b

Vzorek mdsla denaturovaného stigmasterolem
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Obrdzek 3a Obrdzek 3a
Standard f-sitosterolu Vzorek mdsla denaturovaného f-sitosterolem
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Lanosterol

Stigmastanol

Stigmastanol

Pozndmka: B-sitosterol Casto obsahuje necistotu (identifikovanou jako stigmastanol), kterd se yymyvd okamzité po B-sitosterolu. Plochy téchto dvou pika musi
byt pii vyhodnocovéni celkového piitomného f-sitosterolu secteny.
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PRILOHA IX

(Clének 6)

REFERENCNI METODA PRO ZJISTOVANI KRAVSKEHO MLEKA A KASEINATU V SYRECH Z OVCIHO
MLEKA, KOZ{HO MLEKA NEBO BUVOLIHO MLEKA, NEBO SMESI OVCIHO, KOZIHO A BUVOLIHO

3.1

3.2

3.3

3.4

4.1

MLEKA

PREDMET

Zjistovani kravského mléka a kaseindtt v syrech vyrobenych z ovétho mléka, koziho mléka, buvoliho mléka ane-
bo ze smési ovciho, koziho a buvoltho mléka izoelektrickou fokusaci y-kaseint po plasminolyze.

OBLAST POUZITI

Metoda je vhodnd pro citlivé a specifické zjistovani mléka a kaseindtu, téZ tepelné oSetfenych, v Cerstvych a zralych
syrech vyrobenych z ov¢iho mléka, koziho mléka, buvoliho mléka nebo ze smési ov¢tho, koziho a buvoliho mlé-
ka. Neni vhodnd k odhaleni falsovani mléka a syra tepelné osetfenymi bilkovinnymi koncentraty z hovézi
syrovatky.

PODSTATA METODY

Izolace kaseinti ze syra a referen¢nich standarda

Rozpusténi izolovanych kaseint a proteolyza plasminem (EC.3.4.21.7)

[zoelektrickd fokusace plasminem oSetfenych kaseint za pfitomnosti mocoviny a vybarveni bilkovin

Vyhodnoceni vybarvenych obrazct kaseinu vy a y, (diikaz p¥tomnosti kravského mléka) na zdkladé porovnani
obrazce ziskaného ze vzorku s obrazci ziskanymi u téhoz gelu z referencnich standardt obsahujicich 0 % a 1 %
kravského mléka

CHEMIKALIE

Neni-li stanoveno jinak, pouZivaji se pouze chemikalie ¢istoty p.a. Voda musi byt redestilovand nebo rovnocenné
Cistoty.

Pozndmka: Ndsledujici tidaje se vztahuji na laboratorné pfipravované polyakrylamidové gely s obsahem moco-
viny o rozmérech 265 x 125 x 0,25 mm. Pokud se pouZiji jiné rozméry nebo druhy gelu, mize byt
nutné upravit podminky separace.

Isoelektrickd fokusace
Chemikdlie pro pfipravu polyakrylamidovych geli s obsahem mocoviny
Zdsobni roztok gelu

Ve vodé rozpustte:

4,85¢g akrylamidu

0,15g N, N'-methylen-bis-akrylamidu (BIS)
48,05g mocoviny

15,00g glycerolu (87 % hm.),

dopliite na 100 ml a uloZte do chladnicky v hnédé sklenéné lahvi.

Pozndmka: Misto uvedenych mnozstvi neurotoxického akrylamidu lze pouzit komeréné dostupny, pfedem nami-
chany roztok akrylamidu a BIS. V piipadg, Ze koncentrace komer¢niho roztoku je 30 % hm./obj. akry-
lamidu a 0,8 % hm./obj. BIS, pak uvedend mnozstvi (4,8 5g akrylamidu a 0,1 5g BIS) musi byt nahrazena
komer¢nim roztokem o objemu 16,2 ml. Zdsobni roztok lze skladovat nejdéle 10 dni. Pokud je jeho
vodivost vy3si nez 5 pS, je nutné provést jeho deionizaci promichdvanim s 2g Amberlitu MB-3 po dobu
30 minut a poté jej prefiltrovat ptes 0,45pm membranu.
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4.1.3.1

4.1.3.2

4.2

4.3

4.4

4.7

Roztok gelu

Pripravte roztok gelu smichdnim pfisad a amfolytd se zdsobnim roztokem gelu (viz 4.1.1).

9,0 ml zdsobniho roztoku

24 mg f-alaninu

500 pl amfolytu pH 3,5-9,5 ()
250 pl amfolytu pH 5-7 (1)
250 pl amfolytu pH 6-8 (1).

Gelovy roztok promichejte a odplynujte po dobu dvou az t¥ minut v ultrazvukové ldzni nebo ve vakuu.
Pozndmka:  Gelovy roztok piipravte bezprostiedné pred jeho nalévanim (viz 6.2).
Roztoky katalyzdtorii

N, N, N, N-tetramethylendiamin (Temed)

40 % hm.|obj. roztoku persiranu amonného (PER)
800 mg PER rozpustte ve vodé a dopliite na 2 ml.

Pozndmka: Vzdy pouzivejte erstvé pfipraveny roztok PER.
Kontaktni tekutina
Kerosin nebo kapalny parafin

Anodovy roztok

Rozpustte 5,77g kyseliny fosfore¢né (85 % hm.) ve vodé¢ a ziedte na 100 ml.

Katodovy roztok

Rozpustte 2,00g hydroxidu sodného ve vodé a zfedte vodou na 100 ml.
Priprava vzorku
Chemikdlie urcené k izolaci bilkovin

Ziedénd kyselina octovd (25,0 ml ledové kyseliny octové doplnéné vodou do 100 ml)
Dichlormethan

Aceton

Tlumivy roztok pro rozpusténi bilkovin
Ve vodé rozpustte:

5,75g glycerolu (87 % hm.)
24,03g mocoviny
250 mg dithiothreitolu

a dopliite na 50 ml vodou.

Pozndmka: ~ Skladujte v chladni¢ce; maximalni doba uskladnéni je jeden tyden.
Chemikalie uréené k plasminovému Stépeni kaseint

Tlumivy roztok uhlicitanu amonnného

Titrujte moldrni roztok hydrogenuhli¢itanu amonného 0,2 mol/l (1,58 g/100 ml vody) obsahujici 0,05 mol/l ky-
seliny ethylendiamintetraoctové (EDTA, 1,46 g/100 ml) roztokem uhli¢itanu amonného (1,92 g/100 ml vody) ob-
sahujictho 0,05 mol/l EDTA na pH 8.

(1) Jako zvldsté vhodné pro dosazeni zddouciho rozdéleni y-kaseint se ukdzaly vyrobky Ampholine® pH 3,5-9,5 (Pharmacia) a Resolyte®
pH 5-7 a pH 6-8 (BDH, Merck).
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4.7.2

4.7.3

4.8

4.9

4.10

4.11

4.11.1

4.11.2

4113

5.1

5.2

5.3

Hovézi plasmin (EC. 3.4.21.7), s aktivitou nejméné 5 Ufml.

Roztok kyseliny e-aminokapronové urcené k inhibici enzymu

Rozpustte 2,624g kyseliny e-aminokapronové (6-amino-n-hexankyseliny) ve 100 ml 40 % obj. ethanolu.
Referen¢ni standardy

Certifikované referencni standardy smési ovitho a koziho odstiedéného mliéka vysrdzeného pomoci syfidla a s obsahem 0 %
a 1 % kravského mléka lIze ziskat od Ustavu pro referencni materidly a méfeni piisobiciho pfi Komisi, B-2440, Geel, Belgie.

Priprava laboratornich prozatimnich standardii buvoliho mléka vysrdzeného pomoci syfidla a s obsahem 0 % a 1 % krav-
ského mléka

Odstedéné mléko se pripravi odstfedénim syrového buvoliho nebo kravského mléka pii teploté 37 °C (2 500g,
20 minut). Po rychlém ochlazeni zkumavky a jejtho obsahu na 6 az 8 °C se tiplné odstran{ horni tukova vrstva.
Pro piipravu 1 % standardu pfidejte 5,00 ml odstfedéného kravského mléka do 495 ml odstfedéného buvoliho
mléka v kddince o obsahu 1 1. Hodnotu pH upravte na 6,4 piidavkem zfedéné kyseliny mlécné (10 %, hm./obj.).
Teplotu upravte na 35 °C, piidejte 100 pl teleciho syfidla (aktivita syfidla 1:10 000, cca 3 000 U/ml) a michejte
po dobu 1 minuty. Poté kddinku zakryjte hlintkovou f6lif a nechte hodinu stdt pii teploté 35 °C k utvofen syfe-
niny. Po utvofeni syfeniny se veskeré mléko vysrdzené pomoci syfidla lyofilizuje, aniz by pfedtim byla provedena
homogenizace nebo odebrédni syrovitky. Lyofilizované mléko se jemné rozemele na homogenni prasek. K pii-
pravé referen¢niho standardu 0 % pouzijte stejny postup u ¢istého odstiedéného buvoliho mléka. Referenéni stan-
dardy musi byt skladovany pii teploté — 20 °C.

Pozndmka: Pfed piipravou referen¢nich standardii se doporucuje zkontrolovat ¢istotu buvoliho mléka izoelek-
trickou fokusaci kaseint vystavenych pisobeni plasminu.

Chemikdlie urcené k barveni bilkovin

Fixativ

Rozpustte 150g kyseliny trichloroctové ve vodé a doplitte na 1 000 ml.
Odbarvovaci roztok

Ziedte 500 ml methanolu a 200 ml ledové kyseliny octové destilovanou vodou na 2 000 ml.

Pozndmka: Odbarvovaci roztok pfipravte kazdy den Cerstvy; lze jej ptipravit smichdnim stejnych objemt zdsob-
niho roztoku 50 % obj. methanolu a zdsobniho roztoku 20 % obj. ledové kyseliny octové.

Barvici roztoky
Barvici roztok (zdsobni roztok 1)

V1 000 ml 90 % obj. methanolu rozpustte pomoci magnetické michacky (asi 45 minut) 3,0g brilantni modii Coo-
massie G-250 (C. 1. 42655) a roztok prefiltrujte ptes dva stiedné husté sklddané filtry.

Barvici roztok (zdsobni roztok 2)
V 1000 ml 20 % obj. kyseliny octové rozpustte 5,0g siranu médnatého, pentahydrétu.
Barvici roztok (pracovni roztok)

Bezprostiedné pied barvenim smichejte 125 ml obou zdsobnich roztoki (4.11.1 a 4.11.2).

Pozndmka: Barvici roztok je tieba pouzit v den piipravy.

PRISTROJE A POMUCKY
Sklenéné desky (265 x 125 x 4 mm), pryzovy vélecek (o $ifce 15 cm), nivela¢ni stolek
Nosnd folie gelu (265 x 125 mm)

Kryci f6lie (280 x 125 mm). Na kazdy dlouhy okraj nalepte pruh lepici pasky (280 x 6 x 0,25 mm) (viz obrazek 1).
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5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

Elektrofokusa¢ni komora s chladici deskou (napf. 265 x 125 mm) a vhodny napdjeci zdroj (> 2,5 kV) nebo au-
tomatické elektroforetické zafizeni

Cirkula¢ni kryostat s regulaci teploty ve vysi 12 £ 0,5 °C

Odstfedivka nastavitelnd na 3 000g

Elektrodové prouzky (o délce > 265 mm)

Plastové kapaci nddobky na anodovy a katodovy roztok

Aplikdtory vzorku (10 x 5 mm, z viskézy nebo filtra¢niho papiru s nizkou adsorpci bilkovin)
Nuzky, skalpely a pinzety z nerezové oceli

Odbarvovaci a barvici misky (napf. misky na ndstroje 280 x 150 mm) z nerezové oceli nebo sklenéné
Nastavitelny ty¢ovy homogenizdtor s primérem ty¢e 10 mm a rychlosti 8 000 az 20 000 ot/min
Magnetickd michacka

Ultrazvukovd ldzen

Svéfecka folif

Mikropipety na 25 pl

Vakuova odstiedivka nebo lyofilizdtor

Termostatem fizend vodni ldzen, nastavitelnd na 35 a 40 + 1 °C s tfepackou

Densitometrické zaf{zeni umoznujici méfeni na vinové délce X = 634 nm

PRACOVNI POSTUP
Piiprava vzorku
Izolace kaseinil

Do odsttedivkové kyvety na 100 ml navazte mnozstvi syra nebo referencniho standardu odpovidajici 5g susiny,
pfidejte 60 ml destilované vody a obsah homogenizujte ty¢ovym homogenizatorem (8 000 az 10 000 ot/min).
Upravte pH na 4,6 ziedénou kyselinou octovou (4.5.1) a odstfedujte (5 minut, 3 000g). Dekantujte tuk a syro-
vatku a zbytek homogenizujte pfi 20 000 ot/min se 40 ml destilované vody s hodnotou pH upravenou na 4,5
ziedénou kyselinou octovou (4.5.1). Pfidejte 20 ml dichlormethanu (4.5.2) a znovu homogenizujte a odstieduje
(5 minut, 3 000g). Spachtli vyjméte kaseinovou vrstvu, kterd se nachdzi mezi vodnou a organickou fazi (viz ob-
razek 2), a obé faze dekantujte. Kasein znovu homogenizujte se 40 ml destilované vody (viz vyse) a 20 ml dichlor-
methanu (4.5.2) a odstiedte. Tento postup opakujte, dokud obé extrakéni fze nejsou bezbarvé (dvakrat az tfikrdt).
Bilkovinny zbytek homogenizujte s 50 ml acetonu (4.5.3) a piefiltrujte ptes stfedné husty sklddany papirovy filtr.
Zbytek promyjte dvéma samostatnymi 25ml ddvkami acetonu a nechte vysusit na vzduchu nebo v proudu dusi-
ku. Potom jemné rozmélnéte v tfeci misce.

Pozndmka: Suché bilkovinné extrakty se musi uchovdvat pii teploté — 20 °C.
Preména [3-kaseinii na y-kaseiny piisobenim plasminu

Rozptylte 25 mg izolovanych kaseint (6.1.1) v 0,5 ml tlumivého roztoku uhli¢itanu amonného (4.7.1) a smés 20
minut homogenizujte, napf. ultrazvukem. Smés zahiejte na 40 °C a pridejte 10 pl plasminu (4.7.2), promichejte
a inkubujte 1 hodinu pfi teploté 40 °C za stdlého tiepani. Pro inhibici enzymu pfidejte 20 pl roztoku kyseliny
e-aminokapronové (4.7.3). Poté pfidejte 200 mg pevné mocoviny a 2 mg dithiothreitolu.

Pozndmka: Pro ziskdni lepsi symetrie fokusovanych kaseinovych pdsti se doporucuje po pfiddni kyseliny
e-aminokapronové roztok lyofilizovat a poté zbytky rozpustit v 0,5 ml tlumivého roztoku pro roz-
pousténi bilkovin (4.6).
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6.2

6.3

Piiprava polyakrylamidovych gelii s obsahem mocoviny

Na sklenénou desku (5.1) valeckem naneste nosnou félii gelu (5.2) s pomoci nékolika kapek vody a piebyte¢nou
vodu odsajte papirovym ubrouskem nebo kapesnickem. Stejnym zptisobem véleckem naneste druhou, kryci folii
(5.3) s distan¢nimi vlozkami (0,25 mm) na jinou sklenénou desku. Tuto druhou desku ulozte vodorovné na ni-
vela¢ni stolek.

K pfipravenému odplynénému roztoku gelu (4.1.2) pfidejte 10 pl Temedu (4.1.3.1), protiepejte a piidejte 10 pl
roztoku PER (4.1.3.2); dukladné promichejte a okamzité nalijte rovnomérné na stied kryci f6lie. Jeden okraj nos-
né desky gelu (stranou s folif smérem dold) ptilozte k desce s kryci f6lif a pomalu poklddejte tak, aby se mezi f6-
liemi vytvorila pravidelné rozprostiend tenkd vrstva gelu bez bublin (obrdzek 3). Pomoci tenké Spachtle nosnou
desku gelu opatrné pfitisknéte po celé délce a polozte na ni tfi dali sklenéné desky, aby ji zatizily. Po skonceni
polymerace (asi po 60 minutdch) spolu s kryci folif sejméte gel zpolymerovany na nosné folii gelu tak, Ze sklenéné
desky naklonite. Zadni stranu nosné fdlie peclivé ocistéte, aby se odstranily zbytky gelu a mocoviny. ,Gelovy se-

ndvic“ zavaite do tenké félie a uloZte do chladnicky (nejdéle na Sest tydna).

Pozndmka:  Kryci folii s distan¢nimi vlozkami lze pouzit znovu. Polyakrylamidovy gel miize byt rozfezdn na men-
§ ¢asti; je to vhodné v piipadé omezeného poctu vzorkd nebo v pifpadé pouziti automatického elek-
troforetického zafizeni (dva gely o rozmérech 4,5 x 5 cm).

Izoelektricka fokusace

Nastavte kryostat na 12 °C. Zadni stranu nosné folie gelu otfete kerosinem a poté na stied chladictho bloku kap-
néte nékolik kapek kerosinu (4.2). Opatrné piilozte ,gelovy sendvic“ nosnou f6lii obraceny dold, aby se vytlacily
viechny vzduchové bubliny. Pfebytecny kerosin otfete a sejméte kryci folii. Elektrodové prouzky napustte elek-
trodovymi roztoky (4.3, 4.4), sefiznéte na délku gelu a ulozte na misto (vzddlenost elektrod 9,5 cm).

Podminky izoelektrické fokusace

Rozméry gelu 265 x 125 x 0,25 mm

Fine Doba Napéti Proud Prikon Volty/hodiny
(min) V) (mA) (W) (Vh)
1. Predbéznd fokusace 30 max. 2 500 max. 15 konstantni 4 cca 300
2. Fokusace vzorku (1) 60 max. 2 500 max. 15 konstantni 4 cca 1000
3. Konecnd fokusace 60 max. 2 500 max. 5 maximalni 20 cca 3 000
40 max. 2 500 max. 6 maximalni 20 cca 3000
30 max. 2 500 max. 7 maximalni 25 cca 3000

(") Pouziti vzorku: Po predbézné fokusaci (krok 1) pipetou odméfte 18 pl vzorku a standardnich roztokt do aplikdtort vzorku
(10 x 5 mm), vlozte na gel ve vzdalenosti 1 mm od sebe a 5 mm podélné od anody a jemné pfitlacte. Fokusaci provedte za
vyse uvedenych podminek a aplikdtory vzorku opatrné vyjméte po 60 minutich fokusace vzorku.

Pozndmka: Jestlize se zmeéni tloustka nebo $itka gelt, hodnoty proudu a piikonu musi byt odpovidajicim zpiso-
bem upraveny (napi. hodnoty proudu a pitkonu se zdvojndsobi, pouzije-li se gel o rozmérech 265
x 125 x 0,5 mm).

Priklad programovdni napéti u automatického elektroforetického zafizeni (2 gely 5,0 x 4,5 cm, elektrody bez prouzkii se pfi-
klddaji pfimo na gel.

Faze Napéti Proud Piikon Teplota Volty/hodiny
1. Piedbézna fokusace 1000 V 10,0 mA 3,5W 8°C 85 Vh
2. Fokusace vzorku 250V 5,0 mA 25W 8°C 30 Vh
3. Fokusace 1200V 10,0 mA 35W 8°C 80 Vh
4. Fokusace 1500V 5,0 mA 7,0 W 8°C 570 Vh

Aplikdtor vzorku ve fizi 2 vloZte pfi 0 Vh.

Aplikdtor vzorku ve fizi 2 odstrante pfi 30 Vh.
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6.4

6.4.1

6.4.2

6.4.3

7.1

7.2

Barveni bilkovin

Fixace bilkovin

Okamyzité po vypnuti napdjeni odstrafite elektrodové prouzky a gel ihned vlozte do barvici] odbarvovaci misky
naplnéné 200 ml fixatéru (4.9). Gel v ni ponechte 15 minut za stdlého tiepdni.

Prani a barveni gelové desky

Fixatér beze zbytku dekantujte a gelovou desku dvakrdt promyvejte po dobu 30 sekund vzdy ve 100 ml odbar-
vovaciho roztoku (4.10). Odbarvovaci roztok dekantujte, misku napliite 250 ml barviciho roztoku (4.11.3) a gel
nechte za mirného tiepani po dobu 45 minut zbarvovat.

Odbarveni gelové desky

Barvici roztok dekantujte a gelovou desku dvakrdt promyvejte po dobu 30 sekund vzdy ve 100 ml odbarvovaciho
roztoku (4.10). Poté 15 minut protiepavejte s 200 ml odbarvovaciho roztoku; fizi odbarvovani opakujte nejmé-
né dvakrat az tiikrdt, dokud neni pozadi ¢iré a bezbarvé. Gelovou desku potom promyjte destilovanou vodou
(2 x 2 minuty) a nechte uschnout na vzduchu (2 az 3 hodiny) nebo ususte vysouse¢em vlast (10 az 15 minut).

Pozndmka 1: Fixaci, promyvéni, barveni a odbarvovéni provadéjte pii teploté 20 °C. Vyssi teploty nepouzivejte.

Pozndmka 2:  Pokud upfednostiujete citlivéjsi obarveni stifbrem (napt. Silver Staining Kit, Protein, Pharmacia Bio-
tech, kod ¢. 17-1150-01), musi byt kaseinové vzorky osetfené plasminem zfedény v poméru
5 mg/ml.

HODNOCEN{

Hodnocent se provadi porovnanim proteinovych obrazct zkoumaného vzorku s obrazci referencnich standarda
u stejného gelu. Zjistovani kravského mléka v syrech vyrobenych z ov¢iho mléka, koziho mléka, buvoliho mléka
nebo ze smési ov¢iho, koziho a buvoltho mléka se provadi prostiednictvim ys- a y,-kaseint, jejichz izoelektrické
body se nachdzeji v rozmezi mezi pH 6,5 a pH 7,5 (obrdzky 4a, b, obrdzek 5). Detekéni mez je niz$i nez 0,5 %.

Vizuélni hodnoceni

Pro vizudlni hodnoceni mnozstvi kravského mléka se doporucuje upravit koncentraci vzorki a referen¢nich stan-
dardfi s cilem dosdhnout u hovézich, kozich a/nebo buvolich y,- a y;-kaseint (viz ,y, E, G, B“a ,y; E, G, B“ na
obrdzcich 4a, b a obrazku 5) stejné drovné intenzity. Pouze za téchto podminek lze piimo posoudit mnozstvi krav-
ského mléka (mensi nebo vétsi nez 1 % nebo ve vysi 1 %) v analyzovaném vzorku porovndnim intenzity hovézich
Ys- @ Y,-kaseind (viz ,y; C“ a ,y, C* na obrdzcich 4a, b a obrdzku 5) s intenzitami kaseinti v referencnich standar-
dech s obsahy 0 % a 1 % (ov¢ich, kozich), nebo prozatimnich laboratornich standardech (buvolich).

Denzitometrické hodnoceni

Pokud je to mozné, pouzijte pro stanoveni poméru mezi plochami pika hovézich y,- a y;-kaseint a plochami pika
ov¢ich, kozich a/nebo buvolich y,- a y;-kaseind (viz obrdzek 5) denzitometrii (5.19). Tuto hodnotu porovnejte
s pomérem ploch piki y,- a y;-kaseint v 1 % referencnim standardu (ov¢im, kozim) nebo prozatimnim labora-
tornim standardu (buvolim) analyzovanych u téhoz gelu.

Pozndmka: Tato metoda funguje uspokojivé, pokud existuje jasny pozitivni signdl obou hovézich vy,- a y;-kasei-
nt v 1 % referen¢nim standardu, avsak nikoli v 0 % referen¢nim standardu. V opa¢ném piipadé je nut-
né postup optimalizovat pfi pfesném dodrzeni pokyni stanovenych v dané metodé.

Vzorek je povazovan za pozitivni, jestlize hodnoty obou hovézich y,- a y;-kaseint nebo piislusnych
pomért ploch pika jsou stejné nebo vétsi nez hodnoty odpovidajici 1 % referenc¢nimu standardu.
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Obrdzek 1

Schematicky vykres kryci félie
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Obrdzek 2

Kaseinovd vrstva plovouci mezi vodnou a organickou fizi po odstiedéni

Vodna faze
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Obrzek 3
Sklapéci technika pro odlévini ultratenkych polyakrylamidovych geli

a = distan¢ni paska (0,25 mm); b = kryci félie (5.3); ¢, e = sklenéné desky (5.1); d = gelovy roztok (4.1.2); f = nosnd fdlie gelu (5.2)
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Obrdzek 4

Izoelektrickd fokusace kaseint ze syrit z ovéiho a koziho mléka, oSetfenych plasminem, s riiznym obsahem kravského mléka
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% CM = procento kravského mléka, C = kravské, E = ovéi, G = kozi
Na obrdzku je zndzornéna horni polovina gelu IEF.

Obrdzek 4b

Izoelektrickd fokusace kaseinti ze syrii vyrobenych ze smési ovciho, koziho a buvoliho mléka, osetfenych plasminem, s riznym obsahem

kravského mléka
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% CM = procento kravského mléka; 1+ = vzorek s obsahem 1 % kravského mléka a s pfidavkem c¢istého hovéziho kaseinu ve stiedu drdhy. C = kravské,

E = ov¢i, G = kozi, B = buvoli

Na obrdzku je zndzornéna celd separa¢ni vzdalenost gelu IEF.
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Obrdzek 5

Superpozice denzitogramd referencnich standardii (STD) a vzorkii syra vyrobeného ze smési ovéiho a koziho mléka,
po izoelektrické fokusaci
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a, b = referen¢ni standardy obsahujici 0 a 1 % kravského mléka; c—g = vzorky syra obsahujiciho 0, 1, 2, 3 a 7 % kravského mléka. C = kravské, E = ov¢i,

G = kozi.

Byla snimdna horni polovina gelu IEF pfi A = 634 nm.
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1.

PRILOHA X
(Clének 7)

REFERENCNI METODA PRO ZJISTOVANI KOLIFORMNICH BAKTERI{ V MASLE,
SUSENEM ODSTREDENEM MLECE, KASEINU A KASEINATECH

PRIPRAVA VZORKU

Norma ISO 8261.

. PRACOVNI POSTUP

Norma ISO 4831.

Do kultiva¢ni pady se naockuji vzorky odpovidajici 1g mdsla nebo 0,1g suSeného odstfedéného mléka nebo
kaseinu/kaseindtd.

Pro kazdy vzorek se naockuji i zkumavky.

VYSLEDKY

Jestlize 3 zkumavky daji 3 negativni vysledky, je vysledek ,vyhovujici“.

Jestlize 3 zkumavky daji 2 nebo 3 pozitivni vysledky, je vysledek ,nevyhovujici“.

Jestlize 3 zkumavky daji 2 negativni vysledky, provede se analyza dvakrat znovu (se dvéma zkumavkami).
— JestliZe jsou oba vysledky negativni, je vysledek ,vyhovujici*.

— Je-li alespon jeden vysledek pozitivni, je vysledek ,nevyhovujici“.
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5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

PRILOHA XI
(Clanek 8)

STANOVENI LAKTOZY V KRMNYCH SMESICH

PREDMET A OBLAST POUZIT]

Stanoveni laktozy v krmnych smésich.

NORMATIVNI ODKAZ

Obsah laktézy je definovan jako hmotnostni procento stanovené popsanym postupem.

DEFINICE

Obsah bezvodé lakt6zy se vyjadiuje v g na 100 g.

PODSTATA METODY

Krmnou smés rekonstituujte s vodou. Do ziedéného odvédzeného alikvotniho dilu pfidejte roztok podle Biggse, aby
se z krmné smési vysrazela tukovd a bilkovinnd frakce. Vzorek piefiltrujte (nebo odsttedte) a filtrat (nebo superna-
tant) nastifknéte na katexovou HPLC kolonu v olovnaté formé, pfi¢emz jako mobilni fizi pouzijte vodu Eistoty pro
HPLC. Vymytou lakt6zu zjistéte diferencnim refraktometrem (7).

CHEMIKALIE

Obecné

Neni-li stanoveno jinak, pouzivejte pouze chemikélie Cistoty p.a. a odplynénou vodu ¢istoty pro HPLC.
Lakt6za

D-laktéza-monohydrit ((C,,H,,)O,,. H,0) mize pohlcovat dalsi vlhkost. Pfed pouzitim stanovte skute¢ny obsah
vody Karl-Fisherovou metodou, nebo nadbytecnou vlhkost odstrante umisténim laktézy do pece zahfdté na 105 °C
po dobu 8 hodin (timto postupem laktéza neztrdci krystalickou vodu).

Koncentrovany roztok podle Biggse/Szijarta (i)

V odmérné baiice na 100 ml rozpustte v asi 70 ml vody cistoty pro HPLC (6.8) 9,10 g dihydrdtu octanu zinec-
natého (Zn(CH;COO0),.2H,0) a 5,46 ¢ monohydratu kyseliny fosfowolframové (H;[P(W;0, o),.xH,0]).

Pridejte 5,81 ml ledové kyseliny octové (CH;COOH). Ztedte vodou ¢istoty pro HPLC (6.8) na 100 ml a promichej-
te. Tento roztok Ize skladovat pii laboratorni teploté po dobu jednoho roku.

Ztedény roztok podle Biggse/Szijarta

S pouzitim odmérné banky zfedte 25 ml koncentrovaného roztoku podle Biggse/Szijarta (5.3) na 500 ml vodou.
Tento roztok lze skladovat pii laboratorni teploté po dobu jednoho mésice.

Piiprava vody distoty pro HPLC

Pomoci systému vakuové filtrace (6.8) prefiltrujte ultracistou vodu (6.9). Pro zlepseni vykonu ¢erpadla a pro ziskdni
stabilni zdkladni linie denné odplyiiujte mobilni fdzi volbou jedné z dostupnych technik, napf. probubldvanim he-
liem, sonikaci, vakuovym odplynovacim systémem nebo odplynovacim systémem, ktery je soucdsti chromatografu.

Pozndmka: V zdjmu prodlouZeni Zivotnosti kolony je nezbytné, aby obsah oxidu uhli¢itého v eluentu byl co nej-
niz{ a aby se zabranilo opakované absorpci.
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6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

PRISTROJE A POMUCKY

Obvyklé laboratorni vybaveni, a zejména:

Ionexovd HPLC kolona

Ndpl kolony: 8 % zesitény polystyren-divinylbenzenovy kopolymer s katexovymi skupinami v olovnaté formé.
Rozméry kolony: délka 300 mm, vnitin{ primér cca 8 mm.

Je mozné pouzit i jiné praméry, aviak za piedpokladu, Ze se odpovidajicim zpiisobem piizptisobi pritok.
Pfedkolona kolona

Pfedkolona je kombinaci oddéleného kationtového ménice (H) a aniontového ménice (CO5-), z nichz kazdy je na-
plnén do kolon o rozmérech asi 30 mm x 4,6 mm (d x VP) (napf. mikropfedkolony v mikroptedkolonovém dr-
zdkuy), jez jsou zapojeny do série nebo ve formé smési obsahujici AG 50 W—X4, zrnitost 400 (H"), a AG3-X4A,
zrnitost 200-400 (OH-), v poméru 35:65 (% hm.) ru¢né naplnéné v koloné o rozmérech asi 20 x 9 mm (d x VP).

Termostat kolony

Termostat schopny udrzovat stdlou teplotu 85 °C = 1 °C.

HPLC C&erpadlo

Cerpadlo schopné zajistit staly priitok (kolisani < 0,5 %) pfi 0,2-1,0 m/min.

Niéstfikové zafizeni pro HPLC

Automatické zafizeni na odbér vzorkd schopné nastiikovat 25 ul a s opakovatelnosti < 0,5 %.

Alternativné se miize pouzZit ru¢ni zafizeni (pozadavky jsou stejné jako na automatické zafizeni pro odbér vzorka).
HPLC detektor

Vysoce citlivy refraktometricky detektor o sumu < 5,10 jednotek RI.

Integrator

Software nebo vyhrazeny integrator pro ziskdvani dat, zpracovani a generovéni ploch piki a vysek pikd, jez lze pre-
vést na koncentrace laktdzy.

Cisticka vody
Systém, ktery je schopen poskytnout ultracistou vodu (typ 1) s odporem > 14 MQ.cm.
Filtraéni jednotka na roztoky

Systém, ktery umoznuje filtrovat vodu pomoci membranového filtru s péry o velikosti 0,45 pm.

Pozndmka: Mnoho ¢isticek vody (6.8) obsahuje zabudovany filtra¢ni systém s péry o velikosti 0,45 nebo 0,2 pm.
Dalsi filtraci lze vynechat, jestlize je tato voda pouzita piimo.

Analytické vihy
Vahy s moznosti odectu po 0,1 mg.
Vodni lizen

Vodni ldzen s moznosti udrzovani teploty na 40 °C (£ 0,5 °C).
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6.12

6.13

6.14

6.15

8.1

8.2

9.1

9.2

Odstiedivka

Odstiedivka umoznujici dosdhnout sily alespori 3 000 g u Eppendorfovych zkumavek nebo u stejnych nebo vét-
Sich typti zkumavek.

Odmérnd barika na 50 ml

Objem 50 ml, tiida A

Pozndmka: Bariky jinych objemt lze pouZit, zohledni-li se objemovy faktor.

Odmérna baiika na 100 ml

Objem 100 ml, tfida A

Délend pipeta

Délend pipeta o objemu 10 ml

Pozndmka:  Alternativné lze pouzit rucni pipetor o objemu 5 ml dvojim pfiddnim objemu 5 ml ¢inidla (5.).

ODBER VZORKU

Je diilezité, aby laboratof obdrzela vzorek odebrany v souladu s normou ISO 707/IDF 50 (i), ktery je skute¢né re-
prezentativni a ktery nebyl béhem piepravy nebo skladovini poskozen ani zménén.

PRIPRAVA STANDARDNIHO ROZTOKU LAKTOZY

Referencni standard 1

V odmérné barice na 100 ml (5.2) rozpustte s pfesnosti na 0,1 mg odvdzené mnozstvi asi 50 mg monohydratu lak-
tozy (6.14) a dopliite po znacku vodou.

Referené¢ni standard 2

V odmérné bance na 100 ml (5.2) rozpustte s piesnosti na 0,1 mg odvdzené mnozstvi asi 100 mg monohydratu
laktézy (6.14) a doplite po znacku vodou.

Pozndmka:  Standardni roztoky Ize skladovat nejdéle jeden tyden pii teploté asi 5 °C.

PRIPRAVA ZKUSEBNIHO VZORKU

Rekonstituce vzorku

Do banky na 50 ml (6.13) odméfte asi 5 g prasku a vihu zaznamenejte s pfesnosti na 1 mg (W, (11)). PFidejte 50 ml
vody a zaznamenejte zvySeni hmotnosti (W, (11)) s pfesnosti na 0,01 g. Uzavienou bariku umistéte na 30 minut
do vodni 1dzné (6.11) a béhem této doby ji nékolikrat obratte. Poté ji nechte vychladnout na laboratorni teplotu.

Zpracoviani vzorku

Asi 1 g tohoto roztoku odeberte do odmérné baiky na 50 ml (6.13), zaznamenejte hmotnost s pfesnosti na 1 mg
(W5 (11)), pfidejte 20 ml vody a poté 10 ml ztedéného ¢inidla podle Biggse/Szijarta (5.4). Nasledné dopliite po znac-
ku vodou. Béhem prvnich 30 minut banku pétkrat opatrné obratte.

Po jedné hodin¢ odeberte alikvotni dil a odstiedujte (6.12) pii 3 000 g po dobu 10 minut (Ize pouZit vyssi odstie-
divou silu pfi odpovidajicim zptsobem zkrdcené dobé). Pro analyzu HPLC pouzijte alikvotni dil supernatantu.
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10. STANOVENI POMOCI HPLC
10.1  Pfedbéznd piiprava HPLC
10.1.1 Instalace kolony a predkolony

Instalujte pfedkolonu mimo termostat kolony (6.2) a kolonu (6.3) do termostatu.

Pozndmka: Neni-li termostat vybaven kapildrou pro pfedehfati eluentu, je nutné, aby eluent pfed vstupem do ko-
lony prosel v termostatu asi 15 cm dlouhou nerezovou kapildrou (je nezbytné nutné, aby se eluent pted
vstupem do kolony zahtdl, jinak dojde k rozifeni piku).

10.1.2 Detektor a pocdtecni priitok

V zdjmu ziskdni stabiln{ zdkladn{ linie spustte detektor (6.6) alespori 24 hodin pted zahdjenim analyzy. Vnitini tep-
lotu detektoru nastavte na 35 °C. Pritok nastavte na 0,2 ml/min (6.4) po dobu alespoit 20 minut a zdroven na-
stavte termostat kolony (6.3) na laboratorni teplotu.

10.1.3 Termostat kolony a konecny priitok

Termostat kolony (6.3) nastavte na 85 °C. Po dosazen{ této teploty prutok postupné zvysujte po dobu 30 minut
z 0,2 ml/min na 0,6 ml/min (6.4). S timto pritokem a pii teploté 85 °C nechte systém ustélit po dobu 2 hodin,
nebo dokud neni dosazeno stabilni zakladni linie.

10.1.4 Integrace

Peclivé zvolte parametry pro ziskdvani a integraci tidajti (6.7), jako jsou rychlost tidajd, citlivost, ¢asovd konstanta,
sitka piku a prah.

Retencni Cas laktézy je asi 11 minut.

Pozndmka: Mnoho softwarovych programt pro ziskavani tidajii (6.7) umoziuje snadné méfeni teoretického poc-
tu pater. Teoreticky pocet pater referen¢niho standardu 1 (8.1) méfte pravidelné a kolonu (6.1) vymén-
te, je-li pocet pater o 25 % nizsi nez pocatecni hodnota nové kolony.

10.1.5 Zkouska piedkolony

Pravidelné (alespori jednou v kazdé sérii) kontrolujte schopnost predkolony (6.2) eliminovat soli ze vzorku nastii-
knutim 25 pl 0,05 % roztoku chloridu sodného. Kdykoli se objevi pik, musi se piedkolona vyménit.

10.2  Analyza standardd

Na zaddtku kazdé série analyz nastitknéte 25 pl (6.5) referencniho standardu 1 (8.1) a ndsledné stejné mnoZstvi re-
feren¢niho standardu 2 (8.2). Tento postup opakujte u kazdych 10 az 20 vzorkii a také na konci série.

10.3  Analyza vzorkd

Nastitknéte 25 pl supernatantu (9.2) vzorku.

11.  VYPOCET A VYJADROVANI VYSLEDKU
11.1  Kalibrace

Obvykle se pro vypocet vysledkli pouziva vyska pikd. Je-li viak v signdlu pilis Sumu, lze pouzit plochu piki (&i-
selné vyjadreni pomoci vysky piku je méné ovlivnéno piky slozek o nizké koncentraci, které jsou &dstecné, avsak
nedostatecné oddéleny od piku laktdzy).

Software (6.7) by mél vypocitat linedrni kalibra¢ni kiivku prochdzejici pocatkem. Zkontrolujte moznou nelinedr-
nost kiivky (zjevnd nelinedrnost je nejpravdépodobnéji zptsobena chybou pii piipravé referencnich standarda
1 (8.1) nebo 2 (8.2), $patnou integraci a méné pravdépodobné $patné fungujicim ndstiikovym zafizenim).
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12.

12.1

12.2

13.

Jako vstup pouzijte vypocitané koncentrace laktézy v mg/ml referen¢nich standarda 1 (8.1) a 2 (8.2) vyjadiené jako
bezvoda laktdza.

Smérnice kalibra¢ni piimky (RF) je definovédna plochou/koncentraci v mg/ml.
Vzorky

Vysledek analyzy se vyjadfuje v g na 100 g a vypocitd se pomoci softwaru (6.7) nebo pomoci nasledujici rovnice:

_Hx (W rW))x50

0.1
REx W, x W,

kde:

C: koncentrace laktdzy v g/100 g prasku

vyska piku laktézy ve vzorku
RF: odezvovy faktor (¢i smérnice) z kalibra¢niho grafu v mV/mg/ml
W,: hmotnost vzorku prasku v g (9.1)
W,: hmotnost vody pfidané do vzorku prasku v g (9.1)
W, hmotnost vzorku rekonstituovaného roztoku prasku v g (9.2)
50: objem pouzité odmérné banky (9.2)

0,1: prevod vysledku na g/100 g
SHODNOST

Hodnoty odvozené z této mezilaboratorni zkousky nelze pouzit na jiné nez uvedené rozsahy koncentrace a ma-
trice. Hodnoty opakovatelnosti a reprodukovatelnosti se odvodi z vysledku mezilaboratorni zkousky provedené
v souladu s normou 1SO 5725 (V).

Opakovatelnost

Absolutni rozdil mezi vysledky dvou jednotlivych zkousek ziskanymi s kratkym ¢asovym odstupem stejnou me-
todou na stejném zkusebnim materidlu ve stejné laboratofi a stejnym pracovnikem pouZivajicim stejné zafizeni by
ve vice nez 5 % ptipadt nemél byt vétsi nez xxx (bude stanoveno na zakladé spole¢ného pokusu) (7).

Reprodukovatelnost

Absolutni rozdil mezi vysledky dvou jednotlivych zkousek ziskanymi stejnou metodou na stejném zkusebnim ma-
teridlu v riznych laboratofich a riiznymi pracovniky pouzivajicimi odlisnd zafizeni by ve vice nez 5 % piipadu ne-
mél byt vétsi nez 0,5 g/100 g (bude stanoveno na zdkladé spolecného pokusu).

LITERATURA

() J. Koops en C. Olieman, Netherlands Milk and Dairy Journal, 39 (1985) 89-106.

() D.A. Biggs en L. Szijarto, Journal of Dairy Science, 46 (1963) 1196.

(i) ISO 707 (IDF 50) Mléko a mlécné vyrobky — Smérnice pro odbér vzorka.

(v) 1SO 5725-1 Piesnost (spravnost a shodnost) metod a vysledkti méfeni. C4st 1: Obecné zdsady a definice.

(*) SO 5725-2 Piesnost (spravnost a shodnost) metod a vysledk(t méfeni. Cdst 2: Zdkladn{ metoda pro stanoveni
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti normalizované metody méfent.
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PRILOHA XII

(Clanek 9)

Z)JISTOVANI SYRIDLOVE SYROVATKY V SUSENEM ODSTREDENEM MLECE URCENEM PRO VEREJNE
SKLADOVANI NA ZAKLADE STANOVENI KASEINOMAKROPEPTIDU VYSOKOUZINNOU KAPALINOVOU

5.1

5.2

CHROMATOGRAFII (HPLC)

PREDMET A OBLAST POUZIT]

Tato metoda umoznuje zjistit piitomnost syfidlové syrovétky v suseném odstiedéném mléce uréeném k vefejnému
skladovani na zdkladé stanoveni kaseinomakropeptidd.

NORMATIVNI ODKAZ

Mezindrodni norma ISO 707 — Mléko a mlé¢né vyrobky — Smérnice pro odbér vzorkd, podle pokynt obsaZenych
v piiloze I odst. 2 pism. ¢) poslednim pododstavci.

DEFINICE

Obsah susiny ze syfidlové syrovatky je definovan jako hmotnostni procento stanovené popsanym postupem podle
obsahu kaseinomakropeptida.

PODSTATA METODY

—  Rekonstituce su§eného odstfedéného mléka, odstranéni tuku a bilkovin kyselinou trichloroctovou a nésled-
nym odstfedénim nebo filtraci;

—  Stanoveni mnozstvi kaseinomakropeptidii (CMP) v supernatantu vysokoticinnou kapalinovou chromatografif
(HPLO).

— Vyhodnoceni vysledku ziskaného u vzorkd porovndnim se srovnavacimi vzorky, které tvoif susené odstie-
déné mléko s piidavkem nebo bez piidavku zndmého procenta susené syrovitky.

CHEMIKALIE

Pouzivaji se pouze chemikilie ¢istoty p.a. Pouzitd voda musi byt voda destilovand nebo voda nejméné rovnocenné
Cistoty.

Roztok kyseliny trichloroctové

Rozpustte 240 g kyseliny trichloroctové (CCl;COOH) ve vodé a dopliite na 1 000 ml. Roztok by mél byt ciry
a bezbarvy.

Eluéni roztok, pH 6,0

Rozpustte 1,74 g fosfore¢nanu draselného sekunddrniho (K,HPO,), 12,37 g hydrogenfosfore¢nanu draselného
(KH,PO,) a 21,41 g siranu sodného (Na,SO,) asi v 700 ml vody. V pfipadé poteby upravte pH na 6,0 roztokem
kyseliny fosfore¢né nebo hydroxidu draselného.

Dopliite vodou do 1 000 ml a homogenizujte.

Pozndmka:  SloZeni eluentu lze obnovit tak, aby odpovidal osvédceni standardt nebo doporucenim vyrobce ba-
licich materialt na kolony.

Elu¢ni roztok pfed pouzitim prefiltrujte pfes membranovy filtr o velikosti péra 0,45 pm.
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5.3

5.4

5.4.1

5.4.2

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

6.10

6.11

6.11.1

6.11.2

6.11.3

6.11.4

6.11.5

6.11.6

7.1

7.2

Promyvaci roztok

Smichejte jeden objem acetonitrilu (CH;CN) s deviti objemy vody. Pfed pouzitim smés piefiltrujte pfes mem-
branovy filtr o velikosti port 0,45 pm.

Pozndmka: Lze pouzit jakykoliv jiny promyvaci roztok, ktery md baktericidni ucinek a ktery nezhorsuje rozliso-
vaci G¢innost kolony.

Srovndvaci vzorky
Susené odstiedéné mléko spliiujici poZadavky tohoto natizeni (tj. [0]).

Totéz susené odstiedéné mléko zfalSované pridavkem 5 % hm. susené syfidlové syrovdtky standardniho sloZeni (tj. [5]).

PRISTROJE A POMUCKY
Analytické vihy

Volitelnd odstiedivka schopnd dosahnout odsttedivé sily 2 200 g a vybavend odsttedivkovymi zkumavkami se zat-
kou o objemu asi 50 ml

Mechanické trepacka

Magnetickd michacka

Sklenéné ndlevky o priméru asi 7 cm

Filtra¢ni papiry stfedni hustoty o priiméru asi 12,5 cm

Sklenéné filtra¢ni zafizeni s membranovym filtrem o velikosti péra 0,45 pm

Délené pipety umoznujici dévkovat 10 ml (ISO 648, tfida A, nebo ISO/R 835) nebo ddvkovaci systém schopny
dodévat 10,0 ml za dvé minuty

Ddvkovaci systém schopny dodédvat 20,0 ml vody pii teploté asi 50 °C
Termostatickd vodni ldzen nastavend na 25 + 0,5 °C

Zatizeni na HPLC, které tvoii:

Cerpadlo

Ndstiikové zafizeni — ru¢ni nebo automatické — o objemu 15 az 30 pl

Dvé kolony TSK 2 000-SW za sebou (délka 30 cm, vnitin{ pramér 0,75 cm), nebo kolony s rovnocennou Géin-
nosti (napf. jedna kolona TSK 2 000-SWx], jedna kolona Agilent Technologies Zorbax GF 250) a jedna pfedko-
lona (3 cm x 0,3 cm) naplnénd materidlem I 125 nebo jinym materidlem s rovnocennou ¢innosti

Termostat kolony nastaveny na teplotu 35 + 1 °C
UV detektor s proménnou vinovou délkou umoziujici méfit pii 205 nm s citlivosti 0,008 A.

Integrator schopny integrovat mezi sedly

Pozndmka: Lze pracovat s kolonami udrzovanymi pfi laboratorni teploté, aviak jejich rozliSovaci schopnost je
o trochu niz§i. V tomto piipadé je tieba, aby vykyvy teploty v pribéhu jednoho analytického pokusu
byly mensi nez 5 °C.

ODBER VZORKU

Vzorky musi byt odebirany postupem stanovenym v mezindrodni normé ISO 707. Clenské stéty vsak mohou pou-
Zivat jinou metodu odbéru vzorka za predpokladu, ze tato metoda odpovidd zdsaddm uvedené normy.

Vzorek skladujte takovym zptsobem, aby nemohlo dojit ke znehodnoceni nebo zméné slozeni.



L 88/70 Utedni véstnik Evropské unie 29.3.2008

8. PRACOVNI POSTUP
8.1  PRIPRAVA ZKUSEBNIHO VZORKU

Susené mléko ptevedte do nddobky, jejiz objem je asi dvakrat vétsi, neZ je objem prasku, a kterd je opatfena vzdu-
chotésnym vickem. Nddobku ihned uzaviete. Susené mléko diikladné promichejte opakovanym pfevracenim
nadobky.

8.2 ZkuSebni ddvka

Do odstfedivkové zkumavky (6.2) nebo vhodné banky se zdtkou na 50 ml navazte 2,000 + 0,001 g zkusebniho
vzorku.

8.3 Odstranéni tuku a bilkovin

8.3.1  Ke zkusSebni ddvce pridejte 20,0 ml teplé (50 °C) vody. Prasek rozpustte tfepanim po dobu péti minut na mecha-
nické trepacce (6.3). Zkumavku vlozte do vodni lazné (6.10), dokud se jeji teplota neustdli na 25 °C.

8.3.2  Béhem dvou minut pfidejte za stdlého michdni magnetickou michackou (6.4) 10,0 ml roztoku kyseliny trichlo-
roctové (5.1) o teploté asi 25 °C. Zkumavku vloZte na 60 minut do vodn{ 1dzné (6.10).

8.3.3  Odstiedujte po dobu 10 minut pii odstiedivé sile 2 200 g, nebo piefiltrujte ptes papir (6.6) a prvnich 5 ml filtrdtu
vyhodte.

8.4 Chromatografické stanoveni

8.4.1  Nastifknéte 15 az 30 pl pfesné odméfeného supernatantu nebo filtrdtu (8.3.3) do zafizeni na HPLC (6.11) s pra-
tokem 1,0 ml elu¢niho roztoku (5.2) za minutu.

Pozndmka 1: 'V zdvislosti na vnitfnim primeéru pouzitych kolon nebo na pokynech vyrobce kolony lze pouzit i ji-
ny pratok.

Pozndmka 2: 'V prubéhu chromatografické analyzy elu¢ni roztok (5.2) uchovejte pii teploté 85 °C, aby eluent zii-
stal odplynény a abyste zabranili mnozeni bakterii. Lze pouZit jakékoliv jiné opatfeni se stejnym pre-
ventivnim tcinkem.

Pozndmka3: Pfi kazdém pieruseni promyjte kolony vodou. Nikdy v nich nenechévejte elu¢ni roztok (5.2).

Pred kazdym pferusenim na vice nez 24 hodin kolony proplachnéte vodou a poté je promyvejte roz-
tokem (5.3) nejméné po dobu tif hodin pfi pratoku 0,2 ml za minutu.

8.4.2  Vysledky chromatografické analyzy zkuSebniho vzorku [E] se ziskaji ve formé chromatogramu, v némz je kazdy
pik urcen svym retenénim casem RT takto:

Pik II: Druhy pik chromatogramu s RT asi 12,5 minuty

Pik III: Treti pik chromatogramu odpovidajici CMP s RT 15,5 minuty

Retenéni ¢asy jednotlivych piktt mohou byt znacné ovlivnény vybérem kolony (kolon).

Integrator (6.11.6) automaticky vypocitava plochu A kazdého piku:

Ay plocha piku II

Ay plocha piku III

Pred kvantitativni interpretaci je nezbytné prozkoumat vzhled kazdého chromatogramu za ti¢elem zjisténi piipad-
nych anomilii zptsobenych bud nespravnou funkei zafizeni, nebo kolon, nebo piivodem a povahou analyzo-
vaného vzorku.

V piipadé pochybnosti analyzu zopakujte.
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8.5

Kalibrace
U srovnévacich vzork (5.4) se piesné pouzije postup popsany v bodech 8.2 az 8.4.2.

PouZzijte Cerstvé piipravené roztoky, protoze CMP se v prostiedi 8 % kyseliny trichloroctové odbouravaji. Jejich ob-
sah se pfi teploté 30 °C sniZuje odhadem o0 0,2 % za hodinu.

Pred chromatografickym stanovenim vzorkd stabilizujte kolony opakovanymi ndstiiky roztoku (8.5.1) srov-
névactho vzorku (5.4.2), dokud se plocha a reten¢ni ¢as piku odpovidajictho CMP neustdli na konstantnich
hodnotich.

Stanovte odezvové faktory R nastitknutim stejného objemu filtrata (8.5.1), jakého jste pouzili pro vzorky.
VYJADREN{ VYSLEDKU
Metoda vypoctu a vzorce

Vyjpocet odezvovych faktorti R:

pik I R, = 100/(A,[0])
kde:
Ry = odezvové faktory pika II
Ay [0] = plochy pika II srovndvaciho vzorku [0] ziskané v 8.5.3
Pik III: Ry = W/(Ap[5] - Ayl0])
kde:
Ry = odezvovy faktor piku III

Ay[0] a Ay [5] plochy piku IIl srovndvacich vzorkd [0] a [5] ziskané v 8.5.3

W = mnoZstvi syrovatky ve srovndvacim vzorku [5], tj. 5

Vypoéet relativni plochy pikii ve vzorku [E]

SulE] = Ry x Ay[E]

SmlE] = Ry x Agy[E]

SwlE] = Ry *x Aw[E]

kde:

SulE], SwlE], Siv[E]
AplEL AylE]

relativni plochy pikd II, Il a IV ve vzorku [E]

plochy pikd II a II ve vzorku [E] ziskané v 8.4.2
Ry, Ry = odezvové faktory vypoctené v 9.1.1

Vypocet relativniho retencniho casu piku Il ve vzorku [E]: RRT;,[E] = (RT,,[E])/(RTy,[5])

kde:

RRT;,[E] =  relativni reten¢ni ¢as piku III ve vzorku [E]

RT,,[E] = relativni retencni ¢as piku IIl ve vzorku [E] ziskany v 8.4.2

RT,[5] = relativni retencni ¢as piku Ill v kontrolnim vzorku [5] ziskany v 8.5.3
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9.2

9.3

9.4

9.4.1

Pokusy ukazuji, Ze mezi relativnim retenc¢nim casem piku III, tj. RRT ,[E] a procentem pfidané susené syrovatky az
do pfidavku 10 % existuje linedrn{ vztah:

—  pii obsahu syrovétky > 5 % je RRT,[E] < 1,000,

—  pii obsahu syrovétky < 5 % je RRT,;[E] > 1,000.

Pripustnd neur¢itost pro hodnoty RRTy; je + 0,002.

Za normélnich okolnosti se hodnota RRT;;[0] jen mdlo lisf od 1,034. Podle stavu kolon se mtize hodnota bliZit
1,000, aviak vzdy musi byt vyssi nez 1,000.

Vypocet procenta susené syfidlové syrovatky obsazené ve vzorku:

W= SIII[E] - [1r3 + (SH][O] - 0,9)]

kde:

w = hmotnostni procento syfidlové syrovétky ve vzorku [E]

SlE] = relativni plocha piku III zkusebniho vzorku [E] ziskand podle 9.1.2

1,3 = predstavuje relativni primérnou plochu piku Il vyjadfenou v gramech syfidlové syrovat-
ky na 100 g stanovené v nezfalsovaném suseném odstfedéném mléce rtizného ptivodu.
Toto ¢islo bylo ziskdno experimentdlné

Sul0] = predstavuje relativni plochu piku III, kterd je rovna Ry; * Aj;[0]. Tyto hodnoty se ziskaji
v9.1.1a853

(Sy;[0] - 0,9) = predstavuje opravu, kterou je nutno provést na relativni primérné plose, jestlize S;[0]
neni rovno 0,9. Experimentdlné je relativni primérna plocha piku Il kontrolniho vzorku
[0] rovna 0,9

Pfesnost metody

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni, kterd u stejného zkusebniho vzorku provedl soucasné nebo v tésném sledu
jeden pracovnik na stejném piistroji, by nemél piekrocit 0,2 % hm.

Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma jednotlivymi a nezdvislymi vysledky ziskanymi ve dvou rtiznych laboratofich u stejného zku-
$ebniho vzorku by nemél piekrocit 0,4 % hm.

Interpretace

Lze pfedpoklddat, Ze syrovétka neni pfitomna, je-li relativni plocha piku III S;[E] vyjddiena v gramech syfidlové
syrovatky na 100 g produktu, < 2,0 + (S;;[0] - 0,9), kde

2,0 = je maximdlni hodnota povolend pro relativni plochu piku III s pfihlédnutim k relativni
plose piku I11, tj. 1,3, k nejistoté z dtivodu kolisni ve slozeni suseného odsttedéného mlé-
ka a k reprodukovatelnosti metody (9.3.2)

(Su[0] = 0,9) je oprava, kterd musi byt provedena, jestlize je plocha S;;[0] jind nez 0,9 (viz bod 9.2)
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9.4.2

9.4.3

9.43.1

9.4.3.2

Je-li relativni plocha piku IIT S;;[E] > 2,0 + (S,[0] - 0,9) a relativni plocha piku II S [E] < 160, stanovte obsah sy-
fidlové syrovatky podle bodu 9.2.

Je-li relativni plocha piku I S[E] > 2,0 + (S;,;[0] — 0,9) a relativni plocha piku II S,[E] < 160, stanovte celkovy
obsah bilkovin (P %). Potom prostudujte grafy 1 a 2.

Data ziskand po analyze vzorkd nezfalSovaného suseného odstfedéného mléka s vysokym celkovym obsahem bil-
kovin jsou zanesena do grafii 1 a 2.

Plnd pifmka predstavuje linedrni regresi, jejiz koeficienty se vypocitaji metodou nejmensich étverct.

Carkovand pifmka ur¢uje hornf mez relativni plochy piku III, a to s pravdépodobnosti, ze nebude piekrocena
v 90 % piipadi.

Rovnice ¢drkovanych piimek v grafech 1 a 2 jsou:

Sy =0,376 P %-10,7 (graf 1)
Sy =0,0123 S,[E] + 0,93 | (graf 2)

kde:

St = jerelativni plocha piku IIl vypoctend bud podle celkového obsahu bilkovin, nebo podle relativni
plochy piku S, [E]

P % = je celkovy obsah bilkovin vyjidieny jako procento hmotnosti

SulE] = je relativni plocha vzorku vypoctend v bodu 9.1.2

Tyto rovnice jsou rovnocenné ¢islu 1,3 uvedenému v bodu 9.2.

Rozdil (T, a T,) mezi zjisténou relativni plochou S;;[E] a relativni plochou Sy, je ddn témito vztahy: T, = Sy,[E] -
[(0:376 P % - 1017) + (SIII[O] - 0:9)]T2 = SIII[E] - [(010123 SII[E] + 0,93) + (Sm[o] - 0:9)]~

Jsou-li T, ajnebo T, rovny nule nebo mensi nez nula, nelze obsah syfidlové syrovatky stanovit.

Jsou-liT, a T, vétsi nez nula, je syfidlovd syrovétka ptitomna.

Obsah syfidlové syrovétky se vypocitd podle vzorce: W =T, + 0,91

kde:

0,91 je vzdalenost na svislé ose mezi plnou a pierusovanou piimkou.
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Susené odstiedéné mléko
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PRILOHA XIII

(Clinek 9)

STANOVENI SUSINY ZE SYRIDLOVE SYROVATKY V SUSENEM ODSTREDENEM MLECE A VE SMESICH

5.1

5.2

5.3

5.4

5.4.1

UVEDENYCH V NARIZENI (ES) & 2799/1999

PREDMET: STANOVENI PRIDAVKU SUSINY ZE SYRIDLOVE SYROVATKY DO TECHTO PRODUKTU:
a)  suSeného odstiedéného mléka podle definice v ¢lanku 2 nafizeni (ES) ¢. 2799/1999 a

b) smési podle definice v ¢ldnku 4 nafizeni (ES) ¢. 2799/1999.
NORMATIVNI ODKAZ: MEZINARODNI NORMA ISO 707

DEFINICE

Obsah susiny ze syfidlové syrovitky je definovan jako hmotnostni procento stanovené popsanym postupem podle
obsahu kaseinomakropeptida.

PODSTATA METODY

Obsah kaseinomakropeptidi se stanovi podle piflohy XII. Vzorky s pozitivnimi vysledky jsou analyzovény na ka-
seinomakropeptidy A vysokotcinnou kapalinovou chromatografii s obracenymi fizemi (metodou HPLC). Alterna-
tivné se vzorky metodou HPLC s obrdcenymi fdzemi analyzuji pfimo. Vyhodnoceni vysledkd se provadi porovnanim
se srovnavacimi vzorky, které tvoif susené odstiedéné mléko bez piidavku nebo s piidavkem zndmého procenta
susené syrovatky. Pokud je vysledek vyssi nez 1 % hm., je pfitomnost susiny ze syfidlové syrovétky prokdzana.

CHEMIKALIE

Pouzivaji se pouze chemikalie &istoty p.a. Pouzitd voda musi byt voda destilovand nebo voda nejméné rovnocenné
Cistoty. Acetonitril musi mit spektroskopickou jakost nebo jakost vhodnou pro HPLC.

Chemikdlie potfebné pro tuto metodu jsou chemikalie uvedené v piiloze XII tohoto nafizeni.
Chemikalie pro HPLC s obrdcenymi fazemi
Roztok kyseliny trichloroctové

Rozpustte 240 g kyseliny trichloroctové (CCl;COOH) ve vodé a doplitte na 1 000 ml. Roztok by mél byt ¢iry
a bezbarvy.

Eluenty A a B

Eluent A: Vneste 150 ml acetonitrilu (CH;CN), 20 ml isopropanolu (CH;CHOHCH;) a 1,00 ml kyseliny trifluoroc-
tové (TFA, CF;COOH) do odmérné bariky na 1 000 ml a doplnte na 1 000 ml vodou.

Eluent B: Vneste 550 ml acetonitrilu, 20 ml isopropanolu a 1,00 ml TFA do odmérné banky na 1 000 ml a doplite
na 1 000 ml vodou. Elu¢ni roztok pfed pouzitim pfefiltrujte pfes membranovy filtr o velikosti pora 0,45 pm.

Uchovini kolony

Po analyzdch se kolona promyje eluentem B (spddem) a poté se proplachne acetonitrilem (spddem po dobu 30 mi-
nut). Kolona se uchovévé v acetonitrilu.

Srovndvaci vzorky

Susené odsttedéné mléko splnujici pozadavky stanovené pro vefejné skladovani (t. [0]).
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5.4.2  Totéz susené odstiedéné mléko zfalsované pridavkem 5 % hm. susené syfidlové syrovitky standardniho slozeni

G- [5])

5.4.3  Totéz sudené odstiedéné mléko zfalsované piidavkem 50 % hm. susené syfidlové syrovatky standardniho slozeni

(- [50]) ()-
6. PRISTROJE A POMUCKY

Pristroje a pomiicky potiebné pro popsany postup jsou uvedeny v piiloze XII tohoto nafizeni.
6.1 Analytické vihy

6.2 Volitelna odstfedivka schopnd dosahnout odsttedivé sily 2 200 g a vybavend odstfedivkovymi zkumavkami se zdt-
kou o objemu asi 50 ml

6.3 Mechanickd tfepacka

6.4 Magnetickd michacka

6.5 Sklenéné ndlevky o priméru asi 7 cm
6.6 Filtra¢ni papiry stfedni hustoty o priméru asi 12,5 cm
6.7 Sklenéné filtra¢ni zafizeni s membranovym filtrem o velikosti p6rt 0,45 pm

6.8 Délené pipety umoznujici ddvkovat 10 ml (ISO 648, tfida A, nebo ISO/R 835), nebo davkovaci systém schopny
doddvat 10,0 ml za dvé minuty

6.9 Davkovaci systém schopny dodédvat 20,0 ml vody pii teploté asi 50 °C
6.10  Termostatickd vodni ldzen nastavend na 25 +0,5 °C

6.11  Zaf{zeni na HPLC, které tvoff:

6.11.1 Cerpadlo s binirnim gradientem

6.11.2 Nastiikové zafizen{ — ru¢ni nebo automatické, o objemu 100 ul

6.11.3 Kolona Agilent Technologies Zorbax 300 SB-C3 (délka 25 cm, vnitini prameér 0,46 cm), nebo jind rovnocennd ko-
lona pro obricené fize s velkymi péry na bazi kfemene

6.11.4 Termostat kolony nastaveny na 35 £ 1 °C

6.11.5 UV detektor s proménnou vinovou délkou, ktery umoziiuje provddét méfeni pii 210 nm (v nutnych pfipadech je
mozné pouzit vétsi vinové délky az do 220 nm) s citlivosti 0,02 A.

6.11.6 Integrtor s moznosti nastaveni integrace na obecnou zdkladni linii nebo mezi sedly

Pozndmka: Prace s kolonami udrzovanymi pfi laboratorni teploté je moznd za pfedpokladu, Ze tato teplota neko-
lisd vice nez o 1 °C; v opacném piipadé dochdzi k piili§ velkym zméndm reten¢niho casu CMP,,.

7. ODBER VZORKU

7.1 Vzorky musf byt odebirdny postupem stanovenym v mezindrodni normé ISO 707. Clenské stdty viak mohou pou-
zivat jinou metodu odbéru vzorka za predpokladu, Ze tato metoda odpovidd zdsadim uvedené normy.

7.2 Vzorek skladujte takovym zptsobem, aby nemohlo dojit ke znehodnoceni nebo zméné slozeni.

(1) Susend syridlova syrovatka standardniho sloZeni a rovnéz zfalsované susené odstiedéné mléko lze ziskat od firmy NIZO, Kernhemseweg

2, PO Box 20 — NL-6710 BA Ede. Lze v3ak také pouzivat susené vyrobky, u nichz se dosahuje rovnocennych vysledki jako v piipadé
susenych vyrobki NIZO.
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8.1

8.2

8.3

8.4

8.4.1

8.4.2

PRACOVNI POSTUP
Piiprava zkuSebniho vzorku

Susené mléko prevedte do nddobky, jejiz objem je asi dvakrét vétsi nez objem prasku a kterd je opatiena vzducho-
tésnym vickem. Nddobku ihned uzavtete. Susené mléko dikladné promichejte opakovanym prevracenim nadobky.

ZkuSebni divka

Do odstiedivkové zkumavky (6.2) nebo vhodné banky se zatkou na 50 ml navazte 2,00 + 0,001 g zkusebniho
vzorku.

Pozndmka: V ptipadé smési navazte takové mnozstvi zkusebniho vzorku, aby tuku zbavend zkusebni ddvka od-
povidala 2,00 g.

Odstranéni tuku a bilkovin

Ke zkusebni davce pfidejte 20,0 ml teplé (50 °C) vody. Prasek rozpustte pétiminutovym tiepanim nebo v piipadé
kysaného podmésli tficetiminutovym tfepanim na mechanické tfepacee (6.3). Zkumavku vlozte do vodni ldzné
(6.10), dokud se jeji teplota neustali na 25 °C.

Béhem dvou minut za stdlého michdni magnetickou michackou (6.4) pfidejte 10,0 ml roztoku kyseliny trichloroc-
tové o teploté asi 25 °C (5.1). Zkumavku vloZte na 60 minut do vodni ldzné (6.10).

Odstiedujte po dobu 10 minut pfi odstiedivé sile 2 200 g, nebo piefiltrujte pies papir (6.6) a prvnich 5 ml filtrdtu
vyhodte.

Chromatografické stanoveni

Provedte analyzu HPLC podle popisu v pfiloze XIL Je-li vysledek negativni, analyzovany vzorek neobsahuje susinu
ze syiidlové syrovétky ve zjistitelném mnozstvi. Je-li vysledek pozitivni, musi byt pouzit nize popsany postup HPLC
s obrdcenymi fizemi. Alternativné lze metodu HPLC s obrdcenymi fdzemi pouzit pfimo. Pfitomnost suseného ky-
saného podmdsli mize pfi pouziti metody popsané v piiloze XII vyvolat falesné pozitivni vysledky. Metoda HPLC
s obrdcenymi fdzemi v3ak tuto moznost vylucuje.

Pred provedenim analyzy HPLC s obrdcenymi fazemi je tfeba optimalizovat podminky gradientu. Pro gradientové
systémy s mrtvym objemem asi 6 ml (objem od bodu, kde se stékaji rozpoustédla k objemu néstiikové smycky
véetné) je optimdlni reten¢ni ¢as v délce 26 minut + 2 minuty pro CMP . Pro gradientové systémy s men$im mrtvym
objemem (napf. 2 ml) je optimdlni reten¢ni ¢as 22 minut.

Vezméte roztoky srovndvacich vzorkd (5.4) s obsahem 50 % syfidlové syrovatky a bez obsahu této syrovatky.

Nastifknéte 100 pl supernatantu nebo filtrdtu (8.3.3) do zafizeni na HPLC, které musi fungovat za podminek refe-
ren¢niho gradientu uvedenych v tabulce 1.

Tabulka 1

Podminky referen¢niho gradientu pro optimalizaci chromatografie

- i % A %B Kiivka
Pocatek 1,0 90 10 *
27 1,0 60 40 piimka
32 1,0 10 90 pifmka
37 1,0 10 90 pifmka
42 1,0 90 10 pifmka

Porovndni obou chromatogramt by mélo ukézat polohu piku CMP,,.

Pocétecni sloZeni rozpoustédla, které je nutno pouZit pro normdalni gradient (viz 8.4.3), lze vypocitat podle tohoto
vzorce: % B = 10 ~ 2,5 + (13,5 + (RToppp — 26) [ 6) x 30 [ 27 % B = 7,5 + (13,5 + (RT 26) [ 6) x 1,11

cmpA
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8.4.3

8.4.4

8.5

kde:

RT,pa0  retencnf cas CMP, v referenénim gradientu

10: pocatecni % B v referen¢nim gradientu

2,5 % B ve stfednim bodu minus pocite¢ni % B v normdlnim gradientu

13,5: Cas odpovidajici sttednimu bodu referen¢niho gradientu

26: pozadovany retencni ¢as CMP,,

6: pomér smérnic referenéniho a normélniho gradientu

30: % B v pocdtecnim bodu minus % B po 27 minutdch v referen¢nim gradientu
27: doba béhu referen¢niho gradientu

Nistiik roztokti zkusebnich vzorkd

Nastifknéte 100 pl pfesné odméfeného supernatantu nebo filtrtu (8.3.3) do zafizeni na HPLC s priitokem 1,0 ml
elu¢niho roztoku (5.2) za minutu.

Slozeni eluentu na zacatku analyzy se ziskd z 8.4.2. Za normdlnich okolnosti se blizi poméru A:B = 76:24 (5.2).
Okamzité po nastiiku se spusti linedrni gradient, coz zpUsobi, Ze procento B se za 27 minut zvétsi o 5 %. Poté se
spusti linedrn{ gradient, kterym slozeni eluentu dosdhne v péti minutdch 90 % B. Toto sloZeni se udrzuje po dobu
péti minut a po jejim uplynuti se pomoci linedrniho gradientu slozeni opét zméni béhem péti minut na slozeni po-
¢atecni. V zdvislosti na vnitinim objemu Cerpaciho systému miize byt dals{ néstiik proveden 15 minut po dosazeni
ptivodnich podminek.

Pozndmka 1: Reten¢ni cas CMP, by mél byt 26 + 2 minuty. Toho lze dosdhnout zménou pocite¢nich a konec-
nych podminek prvniho gradientu. Rozdil v % B mezi pocate¢nimi a kone¢nymi podminkami prv-
niho gradientu viak musi zistat ve vysi 5 % B.

Pozndmka 2: Eluenty je tfeba dostate¢né odplynit a uchovavat je odplynéné. Je to nezbytné nutné pro to, aby gra-
dientovy Cerpaci systém spravné fungoval. Smérodatnd odchylka reten¢niho ¢asu piku CMP, musi
byt mensi nez 0,1 minuty (n = 10).

Pozndmka 3: Na kazdych pét vzorkd je tieba nastitknout referencni vzorek (5) a pouZit jej pro vypocet nového
odezvového faktoru R (9.1.1).

Vysledky chromatografickych analyz zkusebniho vzorku (E) se ziskdvaji ve formé chromatogramu, na némz je pik
CMP, urcen svym retencnim Casem piiblizné v délce 26 minut.

Vysku H piku CMP,, automaticky vypocitavd integrator (6.11.6). Polohu zakladni linie je tfeba kontrolovat na kaz-
dém chromatogramu. Jestlize je zdkladni linie nespravné umisténa, analyzu nebo integraci je tieba zopakovat.

Pozndmka: Je-li ptk CMP, dostate¢né oddélen od ostatnich pikd, mélo by se pouzit pfifazeni zdkladni linie mezi
sedly. V opacném piipadé pouzijte svislé kolmice ke spolecné zdkladni linii, jejichZ pocatecni bod by
mél byt v blizkosti piku CMP, (tedy ne v ¢ase t = 0 min!). Pro referen¢ni standard a vzorky pouzijte
stejny typ integrace a u spole¢né zékladni linie zkontrolujte, zda je se vzorky a referenénim standardem
konzistentni.

Pred kvantitativni interpretaci je nezbytné prozkoumat vzhled kazdého chromatogramu za éelem zjisténi piipad-
nych anomalii zpisobenych bud nespravnou funkei zafizeni, nebo kolony, nebo piivodem a povahou analyzo-
vaného vzorku. V piipadé pochybnosti analyzu zopakujte.

Kalibrace

U srovnavacich vzorkt (5.4.1 az 5.4.2) pfesné pouzijte postup popsany v bodech 8.2 az 8.4.4. Pouzijte Cerstvé pfi-
pravené roztoky, protoze CMP se v prostiedi 8 % kyseliny trichloroctové odbourava. Pfi teploté 4 °C ziistavd roz-
tok staly po dobu 24 hodin. V piipadé dlouhych analytickych pokust je Zddouci pouzivat v automatickém
nastiikovém zafizeni chlazenou misku na vzorek.

Pozndmka: Faze 8.4.2 muZe byt vynechdna, jestlize je % B v pocdtecnich podminkdch zndmo z pfedchozich analyz.
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9.1

9.1.1

9.2

9.3

9.4

Chromatogram referen¢niho vzorku [5] ma byt obdobny chromatogramu znazornénému na obrazku 1. Na tomto
obrazku jsou pfed pikem CMP, dva malé piky. Je nezbytné nutné dosdhnout podobné separace.

Pred chromatografickym stanovenim vzork® nastifknéte 100 pl srovndvactho vzorku bez syfidlové syrovitky [0]
(5.4.1).

Chromatogram nesmi vykazovat pik v reten¢nim case CMP,, piku.

Odezvové faktory R stanovte nastitknutim stejného objemu filtratu (8.5.1), jakého bylo pouzito pro vzorky.

VYJADREN{ VYSLEDKU
Metoda vypoctu a vzorce
Vypocet odezvového faktoru R:
Pik CMP,: R = W/H

kde:

R = odezvovy faktor ptku CMP,
H

vyska ptku CMP,

mnozstvi syrovétky ve srovndvacim vzorku [5]

Vypocet procenta suSené syfidlové syrovitky obsazené ve vzorku

W(E) = R x H(E)

kde:

W(E) = hmotnostni procento syfidlové syrovatky ve vzorku (E)
R = odezvovy faktor piku CMP, (9.1.1)

H(E) = vyska piku CMP, vzorku (E)

Pokud je W(E) vys3i nez 1 % a rozdil mezi retenénim Casem a ¢asem srovndvaciho vzorku [5] mensi nez 0,2 mi-
nuty, pak je pfitomnost susiny ze syfidlové syrovatky prokdzana.

Pfesnost metody
Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou stanoven, kterd u stejného zkusebniho vzorku provedl soucasné nebo v tésném sledu
jeden pracovnik na stejném pfistroji, by nemél piekrocit 0,2 % hm.

Reprodukovatelnost

Nestanovena.

Linearita

Pro hodnoty od 0 % do 16 % syfidlové syrovétky je tieba ziskat linedrni vztah s korela¢nim koeficientem > 0,99.

Interpretace

Mezni hodnota 1 % je stanovena v souladu s ustanovenimi bodti 9.2 a 9.4.1 piilohy XIX nafizeni (ES) ¢. 214/2001,
které obsahuji nejistotu z divodu reprodukovatelnosti.
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Tabulka 1
Ni 4,6 standard

CMPa

osa Absorbance pofadnic (220 nm)

o

0 5 10 15 20 25 30
osa usetek: Cas (v minutach)
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4.1

4.2

4.2.1

422

4.2.3

4.3

4.4

4.4.1

4.4.2

443

444

4.4.5

PRILOHA XIV

(Clének 10)

KVANTITATIVNI STANOVENI FOSFATIDYLSERINU A FOSFATIDYLETHANOLAMINU V SUSENEM

ODSTREDENEM MLECE

Metoda: HPLC s obrdcenymi fdzemi

PREDMET A OBLAST POUZIT]

Tato metoda popisuje postup kvantitativniho stanoveni fosfatidylserinu (PS) a fosfatidylethanolaminu (PE) v suse-
ném odstfedéném mléce (SOM) a je vhodnd pro zjistovéni susiny podmasli v SOM.

DEFINICE

Obsah PS + PE: hmotnostni zlomek ldtky stanovené popisovanym postupem. Vysledek se vyjadfuje v miligramech
dipalmitoyl-fosfatidylethanolaminu (PEDP) na 100 g prasku.

PODSTATA METODY

Extrakce aminofosfolipidéi methanolem z rekonstituovaného suseného mléka. Stanoveni obsahu PS a PE jako de-
rivatl o-ftaldialdehydu (OPA) metodou HPLC s obrdcenymi fdzemi (RP) a fluorescenéni detekci. Kvantitativni sta-
noveni obsahu PS a PE ve zkusebnim vzorku porovndnim se srovndvacim vzorkem, ktery obsahuje zndmé mnozstvi
PEDP.

CHEMIKALIE

Pouzivaji se pouze chemikalie ¢istoty p.a. Pokud neni uvedeno jinak, pouzivd se pouze destilovand voda nebo voda
nejméné rovnocenné Cistoty.

Referen¢ni materidl: PEDP o Cistoté nejméné 99 %

Pozndmka: Referen¢ni materidl musi byt skladovan pfi teploté — 18 °C.
Chemikilie pro pfipravu srovndvacich a zkuSebnich vzorka

Methanol ¢istoty pro HPLC

Chloroform ¢istoty pro HPLC

Monohydrochlorid tryptaminu

Chemikilie pro pfipravu o-ftaldialdehydovych deriviti

Hydroxid sodny, 12M vodny roztok

Kyselina boritd, 0,4M vodny roztok s hodnotu pH upravenou hydroxidem sodnym (4.3.1) na 10,0
2-merkaptoethanol

o-ftaldialdehyd (OPA)

Elué¢ni rozpoustédla pro HPLC

Elu¢ni rozpoustédla musi byt pfipravena pomoci chemikalif Cistoty pro HPLC.
Voda ¢istoty pro HPLC

Methanol fluorometricky zjiténé cistoty

Tetrahydrofuran

Natrium dihydrogenfosfore¢nan
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4.4.6  Octan sodny

4.4.7  Kyselina octovd

5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1 Analytické véhy s pfesnosti méfeni na 1 mg a s moznosti odectu po 1 mg

5.2 Kddinky o objemu 25 a 100 ml

5.3 Pipety schopné dédvkovat od 1 do 10 ml

5.4 Magnetickd michacka

5.5 Délené pipety schopné ddvkovat 0,2, 0,5 a 5 ml

5.6 Odmérné banky o objemu 10, 50 a 100 ml

5.7 Injekéni stitkacky o objemu 20 a 100 pl

5.8 Ultrazvukova ldzen

5.9 Odstredivka fungujici pii 27 000 x g

5.10  Sklenéné nddobky o objemu asi 5 ml

5.11  Odmérny vélec o objemu 25 ml

5.12  pH metr s pfesnosti na 0,1 jednotky pH

5.13  Zafizeni na HPLC

5.13.1 Gradientovy Cerpaci systém schopny fungovat p¥i priitoku 1,0 ml/min pfi 200 barech

5.13.2 Automaticky ddvkovac vzorkd s moznosti derivatizace

5.13.3 Termostat kolony schopny kolonu udrzovat na teploté 30 °C + 1 °C

5.13.4 Fluorescen¢ni detektor schopny fungovat pii excita¢ni vinové délce 330 nm a emisni vinové délce 440 nm

5.13.5 Integrator nebo programové vybaveni pro zpracovani dat schopné méfit plochy pika

5.13.6 Kolona Lichrosphere — 100 (250 x 4,6 mm) nebo rovnocennd kolona naplnénd oktadecylsilanem (C 18), velikost
¢astic 5 um

6. ODBER VZORKU

Vzorky musi byt odebirdny v souladu s normou ISO 707.

7. PRACOVNI POSTUP
7.1 Piiprava roztoku vnitfniho standardu

7.1.1  Navazte 30,0 + 0,1 mg tryptaminhydrochloridu (4.2.3) do odmérné banky na 100 ml (5.6) a doplite po znacku
methanolem (4.2.1).

7.1.2  Pipetou (5.3) preneste 1 ml tohoto roztoku do odmeérné baiky na 10 ml (5.6) a dopliite po znacku methanolem
(4.2.1) s cilem ziskat koncentraci tryptaminu 0,15 mM.

7.2 Piiprava roztoku zkuSebniho vzorku

7.2.1  Navazte 1,000 £ 0,001 g vzorku SOM do kddinky na 25 ml (5.2). Pipetou (5.3) pfidejte 10 ml destilované vody
o teploté 40 °C £ 1 °C a po dobu 30 minut michejte magnetickou michackou (5.4), aby se rozpustily v§echny
kousky.

7.2.2  Pipetou (5.5) pieneste 0,2 ml rekonstituovaného mléka do odmérné bariky na 10 ml (5.6), pomoci injekéni stii-
kacky pfidejte 100 pl 0,15 mM roztoku tryptaminu (7.1) a doplite po znacku methanolem (4.2.1). Pfevracenim
opatrné promichejte a vlozte na 15 minut do ultrazvukové 1dzné (5.8).
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7.2.3  Odstredujte (5.9) pfi 27 000 x g po dobu 10 minut a supernatant odeberte do sklenéné nadobky (5.10).

Pozndmka: Do provedeni analyzy HPLC musi byt roztok zkusebniho vzorku skladovan pfi teploté 4 °C.
7.3 Pfiprava roztoku vnéjsiho standardu

7.3.1 NavaZte 55,4 mg PEDP (4.1) do odmérné batiky na 50 ml (5.6) a odmérnym vélcem (5.11) pfidejte asi 25 ml chlo-
roformu (4.2.2). Zazatkovanou banku zahfejte na 50 °C + 1 °C a opatrné promichdvejte, dokud se PEDP nerozpus-
ti. Banku ochladte na 20 °C, doplnte po znac¢ku methanolem (4.2.1) a promichejte pfevracenim.

7.3.2  Pipetou (5.3) pfeneste 1 ml tohoto roztoku do odmérné banky na 100 ml (5.6) a dopliite po znacku methanolem
(4.2.1). Pipetou (5.3) pfeneste 1 ml tohoto roztoku do odmérné bariky na 10 ml (5.6), pfidejte 100 pl (5.7) 0,15mM
roztoku tryptaminu (7.1) a dopliite po znacku methanolem (4.2.1). Promichejte pfevracenim.

Pozndmka: Do provedeni analyzy HPLC musi byt roztok referenc¢ntho vzorku skladovan pii teploté 4 °C.
7.4 Priprava derivatiza¢niho ¢inidla

Do odmérné banky na 10 ml (5.6) navazte 25,0 £ 0,1 mg OPA (4.3.4), pfidejte 0,5 ml (5.5) methanolu (4.2.1) a pec-
livé promichejte, aby se OPA rozpustil. Doplrite po znacku roztokem kyseliny borité (4.3.2) a injekéni stitkackou
(5.7) piidejte 20 pl 2-merkaptoethanolu (4.3.3).

Pozndmka: Derivatiza¢ni ¢inidlo musi byt skladovdno v hnédé nddobé pii teploté 4 °C; ¢inidlo zfistdva stdlé po
dobu jednoho tydne.

7.5 Stanoveni pomoci HPLC
7.5.1  Eluéni rozpoustédla (4.4)

Rozpoustédlo A: Roztok 0,3 mM natria dihydrogenfosfore¢nanu a roztok 3 mM octanu sodného (s hodnotou pH
upravenou na 6,5 + 0,1 kyselinou octovou): methanol: tetrahydrofuran = 558:440:2 (obj.).

Rozpoustédlo B: Methanol

7.5.2 Doporuceny elucni gradient:

Cas Rozpoustédlo A Rozpoustédlo B Priitok
(min) (%) (%) (ml/min)

Pocatecni 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: Muze se stat, Ze elu¢ni gradient bude muset byt mirné upraven, aby bylo dosazeno rozlideni znazor-
néné na obrazku 1.

Teplota kolony: 30 °C.
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7.6

7.6.1

7.6.2

7.6.3

9.1

Objem ndstFiku: 50 pl derivatizacniho cinidla a 50 pl roztoku vzorku
Ekvilibrace kolony

PFi kazdodennim provadéni pokust kolonu promyvejte 100 % rozpoustédlem B po dobu 15 minut, potom pfi-
pravte pomér A:B = 40:60 a provadéjte ekvilibraci po dobu 15 minut pii priitoku 1 ml/min. Provedte slepy pokus
néstfikem methanolu (4.2.1).

Pozndmka: Pfed uskladnénim kolony na delsi dobu kolonu promyvejte po dobu 30 minut smési methanolu s chlo-
roformem v poméru 80:20 (obj.).

Stanoveni obsahu PS + PE ve zkuSebnim vzorku

Provedte sérii chromatografickyich analyz pi zachovdni stejnych casovych odstupti mezi jednotlivymi pokusy, abyste ziskali kon-
stantni retenéni ¢asy. Pro vypocet odezvového faktoru nastitknéte roztok vnéjsiho standardu (7.3) na kaZdych 5-10 roztoki
zkusebnich vzorkil.

Pozndmka: Kolonu je nutné po kazdych 20-25 pokusech vy¢istit nejméné tficetiminutovym promyvanim 100 %
rozpoustédlem B (7.5.1).

Integra¢ni reZim

Pik PEDP

PEDP se vymyvé v podob¢ jediného piku. Plochu piku stanovte integraci mezi sedly.

Pik tryptaminu

Tryptamin se vymyvé v podob¢ jediného piku (obrdzek 1). Plochu piku stanovte integraci mezi sedly.
Skupiny pikii PS a PE

Za takto popsanych podminek (obrazek 1) se PS vymyva v podobé dvou hlavnich, ¢astecné nerozlisenych pikd, pred
nimiz se nachdzi jeden mensi pik. PE se vymyva v podobé ti{ hlavnich, ¢dste¢né nerozliSenych piki. Celou plochu
kazdé skupiny pikd stanovte nastavenim zdkladni linie tak, jak je zndzornéno na obrazku 1.

VYPOCET A VYJADROVANI VYSLEDKU

Obsah PS + PE ve zkuSebnim vzorku se vypocte takto: C = 55,36 x ((A,)[(A;) * ((T)/(T,)

kde:

C = obsah PS nebo PE (v mg[100 g prasku) ve zkusebnim vzorku
A, = plocha piku PEDP roztoku srovndvaciho vzorku (7.3)

A, = plocha piku PS nebo PE roztoku zkusebniho vzorku (7.2)

T, = plocha piku tryptaminu roztoku srovnavaciho vzorku (7.3)
T, = plocha piku tryptaminu roztoku zkusebniho vzorku (7.2)
PRESNOST METODY

Pozndmka: Hodnoty pro opakovatelnost byly vypocteny podle Mezindrodni normy IDF (?). Prozatimni mezni hod-
nota reprodukovatelnosti byla vypoctena postupem stanovenym v piiloze IIl pism. b) tohoto nafizeni.

Opakovatelnost

Relativni smérodatnd odchylka opakovatelnosti, kterd vyjadiuje proménlivost nezdvislych analytickych vysledka,
které u stejného zkusebniho vzorku ziskd stejny pracovnik na stejném piistroji v kratkém casovém odstupu, by ne-
méla prekrocit relativni 2 %. Jestlize se za téchto podminek ziskaji dvé stanoven, relativni rozdil mezi jejich vy-
sledky by nemél byt vétsi nez 6 % aritmetického priméru vysledkd.

(") Mezindrodni norma IDF 135B/1991. Mléko a mlé¢né vyrobky. Presnostni charakteristiky analytickych metod. Stru¢ny popis prace na spo-

le¢né studii.
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9.2 Reprodukovatelnost

Jestlize dva pracovnici provedou v riznych laboratofich na rtiznych piistrojich a za riznych podminek analyzu
téhoz zkusebniho vzorku a dospéji k rtiznym stanovenim, relativni rozdil mezi obéma vysledky by nemél byt vétsi
nez 11 % aritmetického praméru vysledki.

10. LITERATURA

10.1  Resmini P., Pellegrino L., Hogenboom J. A., Sadini V., Rampilli M. ,Detection of buttermilk solids in skimmilk powder by
HPLC quantification of aminophospholipids. Sci. Tecn. Latt.-Cas. 39,395 (1988).

Obrdzek 1

HPLC chromatogram OPA-derivitd fosfatidylserinu (PS) a fosfatidylethanolaminu (PE) v methanolovém extraktu z rekonstituovaného
suseného odstfedéného mléka. Je zndzornén integra¢ni rezim pro piky PS, PE a tryptamin (vnitini standard).
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PRILOHA XV

(Clének 11)

ZJISTENI ANTIMIKROBIALNICH REZIDUI V SUSENEM ODSTREDENEM MLECE

Provede se screeningovd zkouska na mikrobidlni inhibitory, pii které se jako zkusebni mikroorganismus pouzije Geobacillus

stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 (totozny s kmenem C953) a kterd je dostatecné citlivd, aby detekovala 4 pg
benzylpenicilinu v 1 kg mléka a 100 pg sulfadimidinu v 1 kg mléka. K dispozici jsou komercni zkusebni soupravy, které lze
pouzivat, maji-li pozadovanou citlivost na benzylpenicilin a sulfadimidin.

Ke zkousce se pouzije rekonstituované susené odstiedéné mléko (1 g prasku + 9 ml destilované vody). Zkouska se provadi
podle popisu v normé ISO/TS 26844:2006 Mléko a mlécné vyrobky — Stanoveni rezidui antimikrobnich latek — Zkumav-
kové diftizni zkouska — ve véstniku IDF ¢. 258/1991, oddil 1, kapitola 2, nebo podle ndvodu vyrobce zkusebni soupravy (1).

Pozitivni vysledky se interpretuji takto:

1. PFtomnost -laktami Ize potvrdit opakovanim zkousky pfidinim penicilindzy do zkusebniho systému (?):
Negativni vysledek: Inhibujici litkou je antibiotikum f-laktam.
Pozitivni vysledek: Inhibujici ldtku nelze timto postupem identifikovat; pokracujte podle bodu 2.

2. Prtomnost sulfonamidii lze potvrdit opakovinim zkousky pfiddinim kyseliny p-aminobenzoové do zkusebniho
systému:

Negativni vysledek: Inhibujici latkou je sulfonamid.
Pozitivni vysledek: Inhibujici ldtku nelze timto postupem identifikovat; pokracujte podle bodu 3.

3. Pitomnost kombinace f-laktamu a sulfonamidu Ize potvrdit opakovanim zkousky pfiddnim penicilindzy a kyseliny
p-aminobenzoové do zkusebniho systému:

Negativni vysledek: Inhibujicimi latkami jsou antibiotikum f-laktam a sulfonamid.

Pozitivni vysledek: Inhibujici latku nelze timto postupem identifikovat.

(') Dilezité upozornéni: Pfi analyze suseného odstfedéného mléka mohou byt ziskdny falesné pozitivni vysledky. Proto je dilezité ovéfit,
zda pouzity zkusebni systém falesné pozitivni vysledky neposkytuje.

ku s 0,3 ml penicilindzového koncentratu pfi 37 °C po dobu 2 hodin).
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PRILOHA XVI
(Clanek 12)

KVANTITATIVNI STANOVENI SUSENEHO ODSTREDENEHO MLEKA V KRMNYCH SMESICH
ENZYMATICKOU KOAGULACI PARAKASEINU

1. PREDMET

Kvantitativni stanoveni suSeného odstiedéného mléka v krmnych smésich enzymatickou koagulaci parakaseinu.

2. OBLAST POUZITI

Tato metoda se pouziva pro krmné smési obsahujici nejméné 10 % suseného odstfedéného mléka. Analyzu mohou
rusit velkd mnozstvi podmdsli a/nebo nékterych jinych nez mlécnych bilkovin.

3. PODSTATA METODY
3.1  Rozpusténi kaseinu obsazeného v krmnych smésich extrakei roztokem citranu sodného
3.2 Uprava koncentrace vipenatych iontt na tiroven potiebnou pro vysrazeni parakaseinu provedend piidanim syfidla

3.3 Obsah dusiku ve srazeniné parakaseinu se stanovi Kjeldahlovou metodou uvedenou v normé I1SO 8968-2:2001|IDF
20-2:2001; mnozstvi suseného odstiedéného mléka se vypocitd na zakladé minimalntho obsahu kaseinu 27,5 % (viz
8.1).

4. CHEMIKALIE

Pouzivaji se pouze chemikilie ¢istoty p.a. Pouzitd voda musi byt voda destilovand nebo voda rovnocenné istoty.
S vyjimkou syfidla (4.5) musi byt vechny chemikélie a roztoky prosté dusikatych latek.

4.1  Citran trojsodny, dihydrét (roztok 1 % hm./obj.)
4.2 Chlorid vépenaty (roztok 5 M).

Ve 100 ml destilované vody tiepanim rozpustte 75 g CaCl, - 2 H,O (pozor na exotermickou reakci). Roztok nechte
pfes noc ustét a poté jej piefiltrujte. Roztok uchovévejte v chladnicce.

4.3 Hydroxid sodny 0,1 N
4.4 Kyselina chlorovodikovd 0,1 N

4.5  Kapalné teleci syfidlo (sily asi 100 IMCU/ml podle normy ISO 11815|IDF 157). Skladujte v chladnicce pfi teploté 4
az 6 °C.

4.6  Chemikdlie pro kvantitativni stanoveni dusiku Kjeldahlovou metodou podle popisu v normé ISO 8968-2:2001|IDF
20-2:2001.

5. PRISTROJE A POMUCKY
Obvyklé laboratorni vybaveni, a zejména:
5.1  Treci miska nebo homogenizator
5.2 Analytické véhy s pfesnosti méfeni na 1 mg a s moznosti odectu po 1 mg
5.3  Stolni odstiedivka (500 g nebo 2 000 az 3 000 ot/min) s 50ml kyvetami a 2 000 g

5.4 Magnetickd michacka s michacimi ty¢inkami (délky 10-15 mm)
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5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

6.1

6.2

6.2.1

6.2.2

6.2.3

6.2.4

6.3

Kddinky na 150 az 200 ml

Banky na 250 az 500 ml

Sklenéné ndlevky o priiméru 60 az 80 mm

Rychlofiltra¢ni bezpopelné filtry o priiméru 150 mm (Whatman €. 41 nebo rovnocenné)

Pipety o rtizném jmenovitém objemu

Vodni ldzen s termostatickou regulaci na 37 °C + 1 °C

pH metr s pfesnosti na 0,1 jednotek pH

Teploméry s piesnosti na 1 °C

PRACOVNI POSTUP

Piiprava vzorku

Rozetiete 10 az 20 g vzorku v tfeci misce nebo homogenizujte v mlynku, aby se vytvofila homogenni smés.

Rozpusténi suSeného mléka a oddéleni nerozpustného zbytku

Navazte 1,000 + 0,002 g dobie homogenizované krmné smési (6.1) pfimo do odstiedivkové kyvety na 50 ml. Pi-
dejte 30 ml roztoku citranu sodného (4.1) pfedem zahtdtého na 45 °C £ 2 °C. Pomoci magnetické michacky nebo
energického ru¢niho tfepani obsah promichdvejte nejméné 5 minut.

Po dobu 10 minut odstfedujte pti 500 g (2 000 az 3 000 ot/min) a ¢iry vodny supernatant dekantujte do kddinky na
150 ml az 200 ml. Dbejte pFitom na to, abyste spolu se supernatantem nepfevedli nerozpustitelné ¢dstice.

Stejnym zplsobem provedte dalsf dvé extrakce zbytku. Vechny tii vodné extrakty smichejte.

Jestlize se na povrchu utvoii olejovd vrstva, ochlazujte obsah v chladnicce, dokud tuk neztuhne, a tukovou vrstvu
odstrante $pachtli.

Koagulace kaseinu enzymy syfidla

Za stalého michdni pfidejte po kapkach k celkovému vodnému extraktu (asil00 ml) 2 ml chloridu vdpenatého (4.2).
Roztokem NaOH (4.3) nebo HCl (4.4) upravte pH na 6,4 az 6,5. Nadobu ulozte na 15 az 20 minut do termostatem
regulované vodni ldzné o teploté 37 °C + 1 °C k dosazeni solné rovnovahy. Projevi se tvorbou lehkého zakalu.

Kapalinu pfevedte do jedné & dvou odstfedivkovych kyvet a odstfedujte 10 minut pfi 2 000 g, aby se odstranil vy-
srdzeny materidl. Supernatant prevedte do jedné dalsi odstiedivkové kyvety, aniz by se promyvala usazenina.

Teplotu supernatantu dostaiite opét na droven 37 °C £ 1 °C. Za michdn{ do extraktu pfidejte po kapkach 0,5 ml ka-
palného syfidla (4.5). Koagulace probéhne do dvou minut.

Vratte vzorek do vodni 1dzné a ponechte jej v ni 15 minut pfi teploté 37 °C £ 1 °C. Vzorek vyjméte z vodni ldzné
a koaguldt rozruste michdnim. Obsah znovu odstfedujte po dobu 10 minut pfi 2 000 g. Supernatant pefiltrujte pres
vhodny filtra¢ni papir (5.8) a filtra¢ni papir uchovejte. Michdnim sraZeninu v odstfedivkové kyveté promyjte 50 ml
vody pfi teploté asi 35 °C.

Obsah znovu odstfedujte po dobu 10 minut p¥i 2 000 g. Supernatant piefiltruje pfes filtr z pfedchozi filtrace.
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6.4  Stanoveni kaseinového dusiku

6.4.1 Po promyti sraZeninu kvantitativné pievedte pomoci destilované vody na filtracni papir uchovany z 6.3.4. Suchy fil-
tracni papir pfeneste do Kjeldahlovy banky. Stanovte obsah dusiku Kjeldahlovou metodou popsanou v normé ISO
8968-2:2001|IDF 20-2:2001.

7. SLEPY POKUS

7.1  Pravidelné se provadi slepy pokus mineralizaci podle Kjeldahlovy metody popsané v normé ISO 8968-2:2001|IDF
20-2:2001. Bezpopelny filtra¢ni papir (5.8) se navlh¢i smési 90 ml roztoku citranu sodného (4.1), 2 ml roztoku chlo-
ridu vépenatého (4.2) a 0,5 ml kapalného syfidla (4.5) a promyje 3 x 15 ml destilované vody.

7.2 Objem kyseliny pouzité na slepy pokus musi byt odecten od objemu kyseliny (4.4) pouzité na titraci vzorku.
8. VYJADRENI VYSLEDKU

8.1  Procento suseného odstfedéného mléka v krmné smési se vypocte podle tohoto vzorce:

N x 6,38
x100] - 2,81

)

% SMP = 0,908

kde:
N je procento parakaseinového dusiku,
27,5 je koeficient pro pfevod stanoveného kaseinu na procento suseného odstfedéného mléka,

2,81 a 0,908 jsou opravné faktory ziskané regresni analyzou.

9. PRESNOST METODY
9.1  Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky paralelni analyzy stejného vzorku provedené stejnym pracovnikem ve stejné laboratofi by nej-
méné v 95 % posuzovanych piipadt nemél byt vétsi nez 2,3 g suseného odstiedéného mléka na 100 g krmné smési.

9.2 Reprodukovatelnost

Rozdil mezi vysledky analyzy stejného vzorku provedené dvéma laboratofemi by nejméné v 95 % posuzovanych pii-
padt nemél byt vétsi nez 6,5 g suseného odstiedéného mléka na 100 g krmné smési.

10. POZNAMKY

10.1 Pridavek velkych mnozstvi nékterych nemlécnych bilkovin, zejména sojovych bilkovin, miize pii zahfivani spolu se
suSenym odstfedénym mlékem vést k piili§ vysokym vysledkim v dasledku spole¢ného srdzeni s mléénym
parakaseinem.

10.2  Pridavek podmdsli méize vést k ponékud nizsim hodnotdm, protoZe se stanovi pouze tukuprostd slozka. Piidavkem
urcitého kysaného podmésli mize byt docileno vyrazné nizsich hodnot v disledku netiplného rozpusténi v citrato-
vém roztoku.

10.3  Piidavky lecithinu v mnoZstvi 0,5 % a vétsim mohou byt rovnéz pfi¢inou nizsich vyslednych hodnot.

10.4 Piidavek suseného odstfedéného mléka zahfivaného na vyssi teploty maize vést k piili§ vysokym vyslednym hodno-
tdm, coZ je zpusobeno spole¢nym vysrazenim nékterych bilkovin ze syrovatky s mléénym parakaseinem.
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PRILOHA XVII

(Clének 13)

Z)ISTENI SKROBU V SUSENEM ODSTREDENEM MLECE, DENATUROVANEM SUSENEM MLECE
A KRMNYCH SMESICH

1. OBLAST POUZITI
Tato metoda je uréena pro zjisténi Skrobu, ktery se pouziva jako stopovaci litka v denaturovaném suseném mléce.

Detekéni mez metody je pfiblizné 0,05 g skrobu na 100 g vzorku.

2. PODSTATA METODY
Reakee je zalozena na reakci pouzivané v jodometrii:
— vazbé volného jodu koloidy ve vodném roztoku,

— absorpci micelami $krobu a barevnou formaci.

3. CHEMIKALIE
3.1 Roztok jodu
— jod:1,0g,
— jodid draselny: 2,0 g,
—  destilovand voda: 100 ml,

— v odmérné bance na 100 ml s jednou znackou rozpustte 1,0 g jodu a 2,0 g jodidu draselného s vodou. Nafedte
vodou az ke znacce 100 ml a zamichejte.

4. PRISTROJE A POMUCKY
4.1 Analytické vahy
4.2 Vrouci vodni lazen

4.3 Zkumavky 25 mm x 200 mm

5. PRACOVNI POSTUP
S pfesnosti na 0,1g navazte 1,0g vzorku a pfevedte do zkumavky (4.3).
Pridejte 20 ml destilované vody a promichejte, aby se vzorek rozptylil.
Vlozte na 5 minut do vrouci vodni 1ldzné (4.2).
Vyjméte z ldzné a ochladte na laboratorni teplotu.

Pridejte 0,5 ml roztoku jodu (3.1), protiepejte a pozorujte vysledné zbarveni.
6. VYJADRENI VYSLEDKU
Modré zabarveni ukazuje na pfitomnost piirodniho skrobu ve vzorku.

Jestlize vzorek obsahuje modifikovany skrob, zbarveni nemusi byt nutné modré.
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7. POZNAMKY

Barva, intenzita zbarveni a mikroskopicky vzhled skrobu se lisi podle ptvodu piirodniho skrobu (napt. z kukufice nebo
z brambor) a podle druhu modifikovaného skrobu pfitomného ve vzorku.

Pokud jsou piftomny modifikované skroby, vyvolané zbarveni se méni na fialové, cervené nebo hnédé podle miry
modifikace krystalické struktury pifrodniho skrobu.
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4.1

4.2

43

4.4

4.5

PRILOHA XVIII
(Clinek 14)

STANOVENI OBSAHU VLHKOSTI V SUSENE SMETANE

OBLAST POUZITI

Tato piiloha uvddi metodu pro stanoveni obsahu vlhkosti v susené smetané.

TERMINY A DEFINICE
Pro tcely této piflohy plati ndsledujici definice.
Obsah vlhkosti: ztrdta hmotnosti stanovend postupem popsanym v této pifloze.

Vyjadfuje se v hmotnostnich procentech.

PODSTATA METODY

Stanoveni abytku hmotnosti vysudenim zkusebni davky pfi teploté 102 + 2 °C do konstantni hmotnosti a zvaZenim.

PRISTROJE A POMUCKY
Obvyklé laboratorni vybaveni, a zejména:
Analytické véhy s pfesnosti méfeni na 1 mg a s moZznosti odectu po 0,1 mg

Susdrna s dobrou ventilaci a schopnosti termostatického udrzovéni pfi teploté 102 = 2 °C v celém pracovnim
prostoru

Exsikdtor s Cerstvé vysuSenym silikagelem s indikdtorem vlhkosti nebo s jinym d¢innym vysousedlem

Misky s plochym dnem o hloubce asi 25 mm a praméru asi 50 mm vyrobené z vhodného materidlu (napf. skla, ko-
rozivzdorné oceli, niklu nebo hliniku) a vybavené dobfe tésnicimi a snadno snimatelnymi vicky

Lahve s tésnicimi zdtkami pro michdni laboratornich vzorka

ODBER VZORKU

Je dlezité, aby laboratof obdrzela vzorek, ktery je skute¢né reprezentativni a ktery nebyl béhem pfepravy nebo skla-
dovéni poskozen ani zménén.

Odbér vzorkt neni soucdsti metody uvedené v této pifloze. Doporucend metoda odbéru vzorki je uvedena v normé
ISO 707|IDF 50.

Vzorek skladujte tak, aby bylo zabrdnéno jakémukoli zhorSeni a zméné jeho sloZeni.

PRIPRAVA ZKUSEBNIHO VZORKU

Zku3ebni vzorek diikladné promichejte opakovanym tfepanim a pfevracenim nddoby (je-li to nutné, az po pieve-
deni vSech zkusebnich vzorkt do vzduchotésné nidoby dostate¢ného objemu, kterd provedeni tohoto postupu
umoziuje).

Pokud se timto postupem nedosahne tplné homogenity, odejméte z ptipraveného zkusebniho vzorku zkusebni dav-
ky ze dvou co nejvzdélengjsich mist (pro dvé jednotlivd stanoveni).
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7.1.2

7.2

7.3

7.3.1

8.1

9.1

PRACOVNI POSTUP
Piiprava misky
Nepfikrytou misku a jeji vicko (4.4) alespon 1 hodinu zahiivejte v susdrné (4.2) nastavené na teplotu 102 + 2 °C.

Vicko polozte na misku, pfikrytou misku pfevedte do exsikdtoru (4.3), nechte vychladnout na teplotu vahovny, zvazte
s presnosti na 1 mg a hmotnost zaznamenejte s pfesnosti na 0,1 mg.

ZkuSebni divka

Asi 1 az 3g piipraveného zkusebniho vzorku (6) pievedte do misky, piikryjte vickem a zvaZzte s pfesnosti na 1 mg.
Hmotnost zaznamenejte s presnosti na 0,1 mg.

Stanoveni
Odkryjte misku a vloZte ji i s vickem na 2 hodiny do susdrny (4.2) nastavené na teplotu 102 + 2 °C.

Vicko znovu polozte na misku, pfikrytou misku pfevedte do exsikdtoru, nechte vychladnout na teplotu vahovny,
zvaZte s presnosti na 1 mg a hmotnost zaznamenejte s pfesnosti na 0,1 mg.

Misku odkryjte a spolu s vickem ji znovu zahfivejte v susdrné po dobu 1 hodiny. Poté opakujte postup podle bodu
7.3.2.

Postup zahifvani a vdZen{ opakujte, dokud hmotnost neklesne o 1 mg nebo méné, nebo dokud mezi dvéma ndsle-
dujicimi vdZenimi nestoupne.

Pro vypocet pouzijte nejnizs zjisténou hmotnost.
VYPOCET A VYJADRENI VYSLEDKU

Vypocet vysledkda

Obsah vlhkosti vyjadieny v g/100 g je roven:

m;—m,

x 100
m, —m,

kde:

my je hmotnost misky s vickem vyjddrend v g (7.1.2),

m; je hmotnost misky s vickem a zkusebni dévkou pfed suSenim vyjddiend v g (7.2),
m, je hmotnost misky s vickem a zku3ebni ddvkou po suSeni vyjidfend v g (7.3.4).

Vysledek uvedte s presnosti na dvé desetinnd mista.

SHODNOST

Pozndmka: Hodnoty pro opakovatelnost a reprodukovatelnost byly odvozeny z vysledkii mezilaboratorni zkousky
(viz Steiger, G. Véstnik IDF ¢. 285/1993, s. 21-28) provedené podle normy IDF 135B:1991. Mléko
a mlécné vyrobky — Piesnostni charakteristiky analytickych metod — Stru¢ny popis prace na spole¢né
studii.

Opakovatelnost

Absolutni rozdil mezi vysledky dvou nezévislych jednotlivych zkousek ziskanymi s krdtkym casovym odstupem stej-
nou metodou na stejném zkuebnim materidlu ve stejné laboratofi a stejnym pracovnikem pouZivajicim stejné za-
fizeni by ve vice nez 5 % piipadi nemél byt vétsi nez 0,20g vlhkosti na 100g vyrobku.
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9.2

10.

Reprodukovatelnost

Absolutni rozdil mezi vysledky dvou nezdvislych jednotlivych zkousek ziskanymi stejnou metodou na stejném
zku$ebnim materidlu v riznych laboratofich a rliznymi pracovniky pouZivajicimi odli§nd zafizeni by ve vice nez 5 %
piipadt nemél byt vétsi nez 0,40g vlhkosti na 100g vyrobku.

PROTOKOL O ZKOUSCE

V protokolu o zkousce musi byt uvedeny:

—  veskeré informace nutné pro tplnou identifikaci vzorku,
— pouzitd metoda odbéru vzorku, je-li znima,

— pouzitd zkuSebni metoda s odkazem na tuto p¥ilohu,

— viechny ddaje o pracovnim postupu, které tato pifloha neobsahuje nebo které jsou povazovany za volitelné,
spolu s daji o vSech skutecnostech, jez mohly vysledek (vysledky) zkousky ovlivnit,

ziskany vysledek (vysledky) zkousky, a byla-li ovéfena opakovatelnost, kone¢ny ziskany vysledek.



29.3.2008

Utedni véstnik Evropské unie

L 88/95

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

PRILOHA XIX
(Clének 15)

STANOVENI VLHKOSTI V SUSENEM KYSANEM PODMASLI

OBLAST POUZITI

Stanoveni obsahu vlhkosti v suseném kysaném podmasli piivodné uréeném k pouziti jako krmivo.

PODSTATA METODY

Vzorek se vysusi ve vakuu. Ztrdta hmotnosti se stanovi vdzenim.

PRISTROJE A POMUCKY
Analytické vahy s pfesnosti méfeni na 1 mg a s moznosti odectu po 1 mg

Misky z nerezového kovu nebo skla s vicky zajistujicimi vzduchotésnost; pracovni povrch umoznujici rozprostrent
vzorku asi na hustotu 0,3 gfcm?

Nastavitelnd, elektricky vyhfivand vakuovd susdrna opatiend olejovou vyvévou a mechanismem na vhanéni horkého
suchého vzduchu sloupem obsahujicim napt. oxid vdpenaty nebo siran vdpenaty (a vybavenym indikdtorem vlhkosti)

Exsikdtor s G¢innym vysousedlem

Susdrna s vétranim regulovand termostatem na teplotu 102 + 2 °C.

PRACOVNI POSTUP

Misku (3.2) i s vickem zahiivejte v susdrné (3.5) nejméné po dobu jedné hodiny. Nadobku piikryjte vickem a okamzité
pieneste do exsikdtoru (3.4). Nechte vychladnout na laboratorni teplotu a zvazte s pfesnosti na 1 mg. Hmotnost za-
znamenejte s presnosti na 0,1 mg.

Misku odkryjte, pfevedte do ni asi 5 g vzorku a zvaite s presnosti na 1 mg. Hmotnost zaznamenejte s pfesnosti na
0,1 mg. Misku bez vicka vlozte do vakuové susdrny (3.3) predehfité na 83 °C. Misku do susdrny vlozte co nejrychleji,
aby nedoslo k nezddoucimu poklesu teploty susarny.

Zvyste tlak na 100 torrt (13,3 kPa) a za tohoto tlaku nechte vysusit na konstantni hmotnost (asi po dobu ¢tyt hodin)
v proudu suchého horkého vzduchu.

Dobu sudeni pocitejte od okamziku, kdy se teplota susdrny vrati na 83 °C. Poté tlak v susdrné opatrné upravte zpét na
atmosféricky tlak. Susdrnu oteviete, misku okamzité uzaviete vickem, vyjméte ze susdrny, nechte na 30 az 45 minut
vychladnout v exsikdtoru (3.4) a poté zvazte s pfesnosti na 1 mg. Hmotnost zaznamenejte s pfesnosti na 0,1 mg. Nés-
ledné suste dalsich 30 minut ve vakuové susarné (3.3) pfi teploté 83 °C a znovu zvaZte. Postup zahfivani a vdZen{ opa-
kujte, dokud hmotnost misky s vickem neklesne o 1 mg nebo méné, nebo dokud mezi dvéma nésledujicimi vdzenimi
nestoupne. Pro vypocet pouZijte nejnizsi zjisténou hmotnost.

VYPOCET VYSLEDKU
% vlhkosti = (m; —m,) [ (m; —mg) x 100 %
Kde

m, je hmotnost misky s vickem,
m; je hmotnost misky s vickem a zkusebni ddvkou pted susenim,

m, je hmotnost misky s vickem a zkuSebni ddvkou po suseni.

Vysledek zaznamenejte s pfesnosti na 0,1 g/100 g.
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6.1

6.2

6.3

SHODNOST
Mezni hodnota opakovatelnosti

Absolutni rozdil mezi vysledky dvou nezdvislych jednotlivych zkousek ziskanymi s kratkym casovym odstupem stej-
nou metodou na stejném zkuSebnim materidlu ve stejné laboratofi a stejnym pracovnikem pouzivajicim stejné zaii-
zeni by ve vice nez 5 % piipadi nemél byt vétsi nez 0,4 g vody/100 g suseného podmdsli.

Mezni hodnota reprodukovatelnosti

Absolutni rozdil mezi vysledky dvou nezdvislych jednotlivych zkousek ziskanymi stejnou metodou na stejném zkuseb-
nim materidlu v riznych laboratofich a riznymi pracovniky pouzivajicimi odli$na zafizeni by ve vice nez 5 % piipadt
nemél byt vétsi nez 0,6 g vody[100 g suSeného kysaného podmasli.

Zdroj 4dajis o shodnosti

Tyto tdaje o shodnosti byly ziskdny na zakladé pokusu z roku 1995, kterého se ztic¢astnilo osm laboratofi a ve kterém
bylo pouzito dvandct vzorku (6 slepych duplikat).
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4.1

PRILOHA XX

(Clének 16)

REFERENCNI METODA PRO STANOVENI CISTOTY MLECNEHO TUKU PLYNOVOU
CHROMATOGRAFICKOU ANALYZOU TRIGLYCERIDU - 2. REVIZE

PREDMET A OBLAST POUZIT]

Tato piiloha uvadi referen¢ni metodu pro stanoveni ¢istoty mlééného tuku pomoci plynové chromatografické ana-
lyzy triglyceridi. Touto metodou lze zjistit jak pFitomnost rostlinného, tak zZivocisného tuku, jako je hovézi 1dj a ve-
piové sadlo.

Neporusenost mlé¢ného tuku se zjisti pomoci stanovenych triglyceridovych rovnic. Tato metoda se v zdsadé po-
uziva na syrové kravské mléko nebo vyrobky z tohoto mléka, a to bez ohledu na podminky krmeni, chovu nebo
laktace. Pouze vyjime¢né muze krmeni s vysokym podilem ¢istych rostlinnych oleja, napf. fepkového oleje, zpti-
sobit falesné pozitivni vysledek. Falesné pozitivni vysledek mohou zpisobit také vyrobky ziskané z mléka jednot-
livych krav.

Tato metoda se pouzivd zejména na tuk extrahovany z mlécnych vyrobkd, jezZ maji obsahovat ¢isty mlé¢ny tuk s ne-
zménénym sloZenim, napf. z mdsla, smetany, mléka a suseného mléka. Technologické zpracovani mlééného tuku,
jako odstranéni cholesterolu nebo frakcionace, mize zptsobit falesné pozitivni vysledek. Totéz plati pro mlécny
tuk ziskany z odstfedéného mléka nebo podmasli. Tato metoda se nedd vzdy pouzit na tuk extrahovany ze syra,
jelikoZ proces zrani maze ovlivnit sloZeni tuku natolik, Ze se ziskd falesné pozitivni vysledek.

Pozndmka 1: Kyselina méselnd (n-butanovd) (C,) se vyskytuje vyhradné v mlééném tuku a umoziuje provedeni
kvantitativnich odhadii nizkého az stfedniho mnozstvi mlécného tuku v rostlinnych a Zivocisnych
tucich. Z divodu velkych rozdilt v obsahu C, v pfiblizném rozsahu hmotnostniho zlomku 3,1 % az
3,8 % je viak obtizné poskytnout kvalitativni a kvantitativni informace u hmotnostnich zlomka
ciztho tuku v Cistém mlécném tuku do 20 %[1].

Pozndmka 2: Kvantitativni vysledky nelze prakticky odvodit z obsahu sterolii v rostlinnych tucich, protoze zdvisi
na podminkdch vyroby a zpracovani. Kvalitativni stanoveni cizich tukti za pomoci sterold je jesté

DEFINICE
Cistota mlé¢ného tuku: nepiitomnost rostlinnych a Zivocisnych tuki stanovend postupem uvedenym v této piiloze.

Pozndmka:  Cistota je stanovena pomoci hodnot S, které se vypocitaji ze slozent triglyceridfi. Hmotnostni zlomky
triglyceridd jsou vyjadfeny v procentech.

PODSTATA METODY

Tuk extrahovany z mléka nebo mlé¢nych vyrobka se analyzuje pomoci plynové chromatografie s vyuzitim népl-
nové nebo krdtké kapildrni kolony s cilem stanovit triglyceridy (TG) rozdélené podle celkového poctu uhliki. Do-
sazenim procentudlné vyjadieného hmotnostniho zlomku molekul tuku s réiznou velikosti (C,, az Cs,, pouze
s vyuzitim molekul se sudym poctem uhlikd) do vhodnych TG rovnic se vypocitaji hodnoty S. Piekroci-li hodnoty
S meze stanovené pro Cisty mlécny tuk, je zjisténa piitomnost ciziho tuku.

Pozndmka 1: Vhodnost a rovnocennost ndpliovych a kapildrnich kolon jiz byla prokdzana diive[2-4].

Pozndmka 2: Hodnota S je soucet hmotnostnich zlomkd TG vyndsobenych stanovenymi koeficienty.
CHEMIKALIE
Pouzivaji se pouze chemikilie ¢istoty p.a.

Nosny plyn: dusik, alternativné helium nebo vodik, kazdy z nich o ¢istoté alespoit 99,995 %
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4.2 Referen¢ni standardy tuku pro standardizaci referen¢niho standardu mlééného tuku podle bodu 7.3.3
4.2.1  Referen¢ni standardy triglyceridi, nasycené; vhodné vyrobky jsou komer¢né dostupné.

4.2.2  Referen¢ni standard cholesterolu

4.3 Methanol (CH;OH), bezvody

4.4 n-hexan (CH;(CH,)4CH;)

4.5 n-heptan (CH5(CH,)5CH;)

4.6 Dalsi plyny: vodik, cistota alespoin 99,995 %, bez organickych necistot (CnHm < 1 pl/l); synteticky vzduch bez or-
ganickych necistot (C,H,,, < 1 plfl)

4.7 Bezvody siran sodny (Na,SO,)

5. PRISTROJE A POMUCKY
Obvyklé laboratorni vybaveni, a zejména:
5.1 Vysokoteplotni plynovy chromatograf

Vysokoteplotni plynovy chromatograf musi byt vhodny pro teploty nejméné 400 °C a musi byt vybaven plame-
nové ioniza¢nim detektorem (FID). Septa pouZzivand v ndstfiku musi byt odolnd proti vysokym teplotdém a vyka-
zovat velmi nizky stupen uvolfovdni nezddoucich slozek (tzv. bleeding). V piipadé kapildrni GC se pouzije
kolonové (tzv. on-column) néstiikové zafizeni. K piipojeni kolony a vlozek néstiikového zafizeni ajnebo detekto-
ru, pouzivejte vzdy grafitovd tésnéni (je-li to nutné).

5.2 Chromatografickd kolona
5.2.1  Napliiovd kolona

Pouzijte sklenénou kolonu s vnitfnim primérem 2 mm a délkou 500 mm naplnénou staciondrni fizi Gas
ChromQ (*) 3 % OV-1 na 125 pm az 150 pm (zrnitost 100 az 120). Pfiprava, silanizace, plnéni a kondicionovani
ndpliiové kolony je popsino v priloze A.

Alternativné Ize pouzit kapildrni kolonu (5.2.2).
5.2.2  Kapildrni kolona

Pouzijte kratkou kapildrni kolonu, napt. délky 5 m s nepoldrni staciondrni fazi, kterd odold teplotdim do 400 °C
a vice (2). Kolonu kondicionujte provedenim 20 analyz roztoku mlééného tuku (7.2) v rozmezi 2 az 3 dndi s po-
uzitim nastaveni uvedeného v bodé 7.3.4.2. Poté by se odezvové faktory (7.3.3) mély blizit hodnoté 1 a mély by
byt niz§f nez 1,20.

Pozndmka: Kolon s rozdilnymi rozméry a rozdilnou nepoldrni, vysoce tepelné odolnou fazi 1ze pouZit, pokud je-
jich vykonnost odpovida této piiloze. Viz také 7.3.4.2.

5.3 Kolona Extrelut o objemu 1 ml az 3 ml naplnénd silikagelem potiebnd pouze pro extrakci mlééného tuku podle
bodu 7.1.3.
5.4 Grafitova tésnéni odolnd vici teploté alespoit 400 °C; pouziji se k ptipojeni GC kolony a vlozek néstiikového za-

fizeni a/nebo detektoru.
5.5 Vodni ldzen s moznost{ udrzovdni teploty na 50 °C + 2 °C.
5.6 Pec fungujici pii teplotdch 50 °C £ 2°Ca 100 °C £ 2 °C.
5.7 Mikrolitrova pipeta

(") Priklad vhodného komer¢né dostupného produktu. Tyto informace se uvadéji pouze pro orientaci uzivatelt této ptilohy a neznamenaji
povinné pfedepsani tohoto produktu.

(?) CP-Ultimetal SimDist (5 m x 0,53 mm x 0,17 pm) je piikladem vhodného komeréné dostupného produktu. Tyto informace se uvadéji
pouze pro orientaci uzivatelt této pfilohy a neznamenaji povinné predepsani tohoto produktu.
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5.8

5.9

7.1

7.1.2

Délend pipeta o objemu 5 ml

Barika s kulatym dnem o objemu 50 ml
Erlenmeyerova banka s jmenovitym objemem 250 ml
Nalevka

Papirovy filtr s mikropéry

Rotacni odparka

Ampulky o jmenovitém objemu 1 ml opatfené hlinikovym uzdvérem tvarovanym ptes hranu nebo sroubovacim
uzdvérem s polytetrafluorethylenovym vylozenim

Injekéni stitkacka s pistem nesahajicim az k hrotu jehly (ndpliiové kolona pro GC)
Pozndmka: S témito injekénimi stitkackami Ize dosdhnout lepsi opakovatelnosti vysledki.

Analytické vahy s pfesnosti méfeni na 1 mg a s moznosti odectu po 0,1 mg

ODBER VZORKU

Laboratofi musi byt zaslan reprezentativni vzorek, ktery béhem ptepravy nebo skladovani nesmi byt poskozen ani
zménén.

Odbér vzorkt neni soucasti metody uvedené v této piiloze. Doporucend metoda odbéru vzorkt je uvedena v nor-
me ISO 707|IDF 50[5].

PRACOVNI POSTUP

Piiprava zkuSebnich vzorkd

Pro piipravu vzorkd pouzijte jednu z nésledujicich tif metod extrakce mlééného tuku.
Izolace z mdsla nebo mdselného oleje

Pomoci vodni 1dzné (5.5) nebo pece (5.6) rozpustte 50 az 100 g zkusebniho vzorku pii teploté 50 °C. Do slo-
zeného filtra¢niho papiru (5.12) vlozte 0,5 g az 1,0 g bezvodého siranu sodného (4.7). V peci (5.6) nastavené na
50 °C predehftejte 250 ml Erlenmeyerovu banku (5.10) a ndlevku (5.11) s vloZzenym filtracnim papirem. Vrstvu tuku
rozpusténého vzorku filtrujte s tim, Ze predehtatou banku, ndlevku a do ni vloZeny filtr ponechdte v peci. Dbejte
na to, aby nedoslo k ptenosu séra.

Pouze v piipadech, kdy je k dispozici omezené mnozstvi zkusebniho vzorku, Ize pouzit mensi zkusebni vzorek,
¢emuz je nutno pFizptsobit i tento postup. Manipulace s mensi zkusebni ddvkou vsak pfedstavuje vétsi riziko toho,
Ze bude ziskdn nereprezentativni vzorek.

Pozndmka 1: Maslo lze ziskat ze smetany stlu¢enim a diikladnym omytim vysledného maéselného zrna.
Pozndmka 2: Mlény tuk ziskany postupem v bodé 7.1.1 bude téméf prosty fosfolipida.
Extrakce podle Rase-Gottliebovy vizkové metody

Tukovou frakei ze zkuSebniho vzorku extrahujte vdzkovou metodou popsanou v jedné z norem ISO 1211 |
IDF 001D, ISO 2450IDF 016C nebo ISO 7328IDF 116A.

Pozndmka: Jsou-li v ziskaném mlé¢ném tuku piitomny fosfolipidy, ziskd se pik cholesterolu zvyseny asi 0 0,1 %.
Vliv na sloZeni TG standardizované na 100 % vcetné cholesterolu je tudiz zanedbatelny.
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7.1.3

7.2

7.3

7.3.2

7.3.2.1

7.3.2.2

Extrakce z mléka pomoci silikagelovych kolon

Pomoci mikrolitrové pipety (5.7) pfidejte do 1ml az 3ml kolony Extrelut (5.3) 0,7 ml zkuSebniho vzorku tempe-
rovaného na 20 °C. Po dobu asi 5 minut jej nechte rovnomérné rozprostiit na silikagelu.

Pro denaturalizaci protein-lipidovych komplexii pfidejte pomoci délené pipety (5.8) do kolony Extrelut 1,5 ml
methanolu (4.3). Nédsledné ze zkusebniho vzorku extrahujte tukovou frakci 20 ml n-hexanu (4.4). V malych dév-
kich pomalu pfiddvejte n-hexan. Vytékajici rozpoustédlo jimejte do 50ml barky s kulatym dnem (5.9), jiz jste
pfedem vysusili na zndmou konstantni hmotnost zvdzenou s presnosti na 1 mg a zaznamenanou s presnosti na
0,1 mg.

Po extrakci nechte kolonu vytékat, dokud se zcela nevyprazdni. Z eludtu nechte odpafit rozpoustédla na rotaéni
odparce (5.13) s vodni ldzni nastavenou na teplotu mezi 40 °C a 50 °C. Po odpafeni rozpoustédel vysuste a né-
sledné zvazte banku s kulatym dnem a jeji obsah s pfesnosti na 1 mg a hmotnost zaznamenejte s pfesnosti na
0,1 mg. Ziskanou hmotnost tuku stanovte ode¢tenim hmotnosti suché prazdné banky s kulatym dnem od ziskané
hmotnosti.

Pozndmka: Extrakce tuku podle metod Gerbera, Weibulla a Berntropa nebo Schmida, Bondzynského a Ratzlaffa ¢i
izolace mlé¢ného tuku detergenty (metodou BDI) nejsou pro analyzu triglyceridti vhodné, protoze pii
téchto metoddch mtize do tukové fize prechdzet znacné mnozstvi parcidlnich glyceridt nebo fosfoli-
pidd. Pouziti této piilohy je tudiz omezeno s ohledem na urcité vyrobky, zejména syr.

Piiprava roztoku vzorku

Pro plynovou chromatografii s ndpliiovou kolonou pfipravte 5 % (hmotnostni zlomek) roztoku tuku (ziskaného
podle bodu 7.1) v n-hexanu (4.4) nebo n-heptanu (4.5). V zdvislosti na rozmérech kolony pouzijte 1 % nebo nizsi
koncentraci (0,53 mm, VP $iroké kapildry) pro néstiik na kolonu provadény s kapilarni kolonou.

Podle pouzité kolony a mnozstvi tuku ziskaného v 7.1.3 stanovte mnozstvi rozpoustédla (4.4 nebo 4.5), které je
tieba pfidat ke zkusebnimu vzorku v bance na zdkladé jeho hmotnosti ziskané s pfesnosti na 1 mg a zaznamenané
s presnosti na 0,1 mg. Zbytek zcela rozpustte.

Do ampulky (5.14) pfevedte asi 1 ml roztoku vzorku.

Chromatografické stanoveni triglyceridi

Posun zdkladni linie

Pro minimalizaci ndrastu zdkladni linie se musi kolona kondicionovat podle bodu 5.2.2 (kapildrni kolona) nebo
podle piflohy A.4 (ndplnovd kolona).

Pozndmka: Z divodu vysoké teploty kolony je analyza triglyceridt zvlsté ndchylnd na nériist zdkladni linie v ob-
lasti vysokého poctu uhlikd.

Technika ndstfiku

Ndplnovéd kolona

Diskrimina¢nim G¢inkaim Ize predejit pouzitim techniky horké jehly (tzv. hot-needle) pro zlep3eni kvantifikace vy-
sokovroucich slozek TG. Jehlu naplite vzduchem nasdnim roztoku tuku do stitkacky a vlozte ji do néstiikového
zafizeni. Pfed ndstfikem jehlu zahfivejte po dobu asi 3 s a poté obsah stifkacky rychle nastifknéte.

Kapildrni kolona

Pfi pouziti studeného ndstiiku na kolonu (7.3.4.2) jehlu stiikacky vloZzte do prostoru ndstfiku a obsah nastiiknéte
okamzité. Doba prodlevy jehly v injekénim vstupu by méla byt takovd, aby nedoslo k rozmyti piku rozpoustédla.

Pozndmka: Optimdlni doba prodlevy je obvykle asi 3 s.
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7.3.3

7.3.3.1

7.3.3.2

7.3.3.3

7.3.4.1

Kalibrace
Obecné

Pro kalibraci zkuSebnich vzorkd provedte na zacdtku kazdého dne dvé az tfi analyzy standardizovaného mlééného
tuku. Pro stanoveni odezvovych faktord RF; (hmotnostni zlomek/plosny zlomek) TG a cholesterolu pouzijte
posledni analyzu standardizovaného mlééného tuku. Tyto odezvové faktory ndsledné pouzijte na zkusebni vzorky
(viz 9.1):

W XA
RF = o ——— (1)
D2wexAg
kde:
Wy je hmotnostni zlomek kazdého TG nebo cholesterolu ve standardizovaném mlééném tuku vyjadfeny v pro-
centech,
Ay je ¢iselnd hodnota plochy piku kazdého TG nebo cholesterolu ve standardizovaném mlééném tuku.

Pro ziskdn{ standardizovaného mlé¢ného tuku se znimym slozenim TG pouzijte bud 7.3.3.2, nebo 7.3.3.3.
Komeréni referenc¢ni standard mlé¢ného tuku

Nejlepsim zptisobem, jak stanovit odezvovy faktor jednotlivych slozek zkusebniho vzorku, je pouzit standardizo-
vany mlécny tuk s ovéfenym sloZenim TG.

Pozndmka: Vhodnym referenénim standardem je CRM 519 (bezvody mlécny tuk), ktery lze ziskat v Ustavu refe-
ren¢nich materidlti a mér (IRMM) v belgickém Geelu ().

Laboratorni referenéni standard mlé¢ného tuku

Pripravte asi 1 g smési referen¢nich standarda tukd (viz 4.2, obsahujici alespont nasycené TG, C,,, C5o, C54, Cus,
C4g a Csy i cholesterol, a nejlépe i Cs a Cs,) navdzenim s presnosti na 1 mg a zaznamendnim hmotnosti s pfes-
nosti na 0,1 mg tak, abyste ziskali relativni slozeni TG podobné mlécnému tuku.

Roztok smési referen¢nich standarda tuku opakované analyzujte v n-hexanu (4.4) nebo n-heptanu (4.5) podle bo-
du 7.3.4. Zaroven opakované analyzujte mlé¢ny tuk s praimérnym sloZenim.

Odezvové faktory TG stanovte ze smési referencnich standardd tuki. Pfechodné odezvové faktory TG, které nej-
sou ve smési pfitomny, lze vypocitat matematickou interpolaci. Ziskané odezvové faktory pouzijte na mlé¢ny tuk,
abyste ziskali standardizované slozeni. Takto ziskany standardizovany mlécny tuk md Zivotnost nékolik let, pokud
se skladuje pod dusikem a pfi maximalni teploté —18 °C.

Chromatografické podminky

Pozndmka: Pouziti ndplnové, nebo kapildrni kolony obvykle vede k podobnému rozlideni jako na obrazku 1.
Oddéleni TG se sudym ¢islem se béZné nepozoruje a je tfeba mu piedejit.

Néplnovd kolona

a)  Teplotni program: Pocatecni teplotu pece nastavte na 210 °C. Pec na této teploté udrzujte po dobu 1 min. Poté
teplotu zvyste rychlosti 6 °C/min az na 350 °C. Na této (konec¢né) teploté pec udrzujte po dobu 5 min.

b) Teplota detektoru a ndstiikového zafizeni: obé teploty nastavte na 370 °C.

¢)  Nosny plyn: pouzijte dusik s konstantnim pritokem asi 40 ml/min. Pfesny pritok nosného plynu nastavte
tak, aby se Cs, eluoval pii 341 °C.

d) Doba analyzy: 29,3 min.

¢)  Objem ndstiiku: nastitknéte 0,5 pl 5 % (objemovy zlomek) roztoku vzorku.

(") Priklad vhodného komeréné dostupného produktu. Tyto informace se uvadéji pouze pro orientaci uzivatelil této pfilohy a neznamenaji
povinné predepsdni tohoto produktu.
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7.3.4.2

V dobg, kdy se neprovadi zddné analyzy TG, udrZujte pocdtecni teplotu v peci uvedenou v pismenu a), teplotu de-

tektoru a ndstfikového zafizeni uvedenou v pismenu b) a pritok nosného plynu uvedeny v pismenu c) konstantn,

a to i pfes noc a béhem vikendi a svétkd. Tim se zajisti nejlepsi fungovani kolony.

Kapildrni kolona

a)  Teplotni program: Pocatecni teplotu pece nastavte na 80 °C. Pec na této teploté udrzujte po dobu 0,5 min.
Poté teplotu zvyste rychlosti 50 °C/min aZ na 190 °C a ndsledné rychlosti 6 °C/min az na 350 °C. Na této (ko-
necné) teploté pec udrzujte po dobu 5 min.

b)  Teplota detektoru: nastavte na 370 °C.

¢)  Nosny plyn: pouzijte dusik s konstantnim pritokem asi 3 ml/min.

d) Doba analyzy: 34,4 min.

¢)  Objem nastfiku: nastitknéte 0,5 pl 1 % (objemovy zlomek) roztoku vzorku.

V zéjmu zajisténi optimdlniho provozu toto nastaveni udrzujte i béhem nouzovych prestavek (viz 7.3.4.1).

Analytickd nastaveni uvedend v bodé 7.3.4.2 jsou vhodna pro pouziti kolony se $irokym pramérem (VP 0,53 mm),

jak je uvedeno v bodé 5.2.2. Pi pouziti kolony s jinymi rozméry nebo s jinou fazi Ize pouzit jiné podminky.

INTEGRACE, VYHODNOCENI A KONTROLA ANALYTICKEHO VYKONU

Piky chromatogramu vyhodnotte pomoci integra¢niho systému schopného zakreslit zdkladni linii a reintegrovat.

Obrézek 1 zobrazuje sprévné integrovany chromatogram, zatimco na obrazku 2 je zndzornéna sporadickd chyba

v zdkladni linii konéici po Cs,, kterd md vliv na procentické zastoupeni viech TG. Nicméné piky po Cs, z hodno-

ceni vylucte.

TG s lichym poctem uhlika v acylech (2n + 1) slu¢te s pfedchazejicim TG se sudym poctem (2n). Nizky obsah Cs

neberte v ivahu. Plosnd procenta zbyvajicich TG véetné cholesterolu vyndsobte odpovidajicimi odezvovymi fak-
tory standardizovaného mlééného tuku (posledni kalibrace) a spole¢né normalizujte na 100 % podle bodu 9.1.

Obrdzek 1

Piiklad chromatogramu triglyceridit mlé¢ného tuku se sprivné stanovenou zikladni linii

C38

2,4 min 26,d min

Obrdzek 2

Piiklad chromatogramu triglyceridit mlé¢ného tuku s nespravné stanovenou zdkladni linii

C38

nespravna
zakladni linie

c24
\ | cog C28

2,4 min 26,0 min
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Pro kontrolu podminek méfeni porovnejte koeficienty odchylky (KO vyjddiené v procentech) riiznych TG uvede-
nych v tabulce 1, které vychdzeji z devatendcti po sobé jdoucich analyz téhoz vzorku mlééného tuku.

Jsou-li hodnoty KO vyrazné vyssi nez hodnoty v tabulce 1, nejsou chromatografické podminky vhodné.
Pozndmka: Hodnoty uvedené v tabulce 1 nejsou zdvazné, jsou pouze orientacni pro tcely kontroly jakosti.

Jsou-li viak piijatelné vy3si hodnoty KO, musi byt splnény mezn{ hodnoty opakovatelnosti a reprodu-
kovatelnosti uvedené v bodu 10.

Tabulka 1

Koeficienty odchylky obsahu triglyceridii (devatendct po sobé jdoucich analyz)

Triglycerid KO %
Cyy 10,00
Cys 2,69
Cyg 3,03
Csp 1,76
Cs, 1,03
Csy 0,79
Css 0,25
Csg 0,42
Cyo 0,20
Csr 0,26
Cys 0,34
Cys 0,37
Cys 0,53
Cso 0,38
Cs, 0,54
Csy 0,60

Vypocet a vyjadieni vysledka
SlozZeni triglyceridi
Vyipocet vysledkii

Pomoci ndsledujici rovnice vypocitejte hmotnostni zlomek kazdého TG (pro i = C,,, Cy6, Cag, C30, C3, C340 34
Cs8 Cuor Cuzr Cuuy Cug, Cugy Cso, Cs, a Csy) a cholesterolu z celkového obsahu TG ve zkusebnim vzorku, w;,
vyjadfeny v procentech:

Al X RFsi

W, = = x 100 )

! Z(AI * RFsi)
kde

A je &iselnd hodnota plochy piku kazdého TG ve zkuSebnim vzorku
RE;  je odezvovy faktor kazdého TG stanoveny kalibraci (7.3.3).

si

Vyjddreni vysledkii zkousky

Vysledky uvedte s pfesnosti na dvé desetinnd mista.
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9.2

9.2.1

9.2.1.1

9.2.1.2

9.2.1.3

9.2.1.4

9.2.1.5

9.2.1.6

9.2.2

9.3

Hodnoty S

Vypocet vysledkii

Hodnoty S vyjadiené v procentech vypocitejte zadanim vypocitaného w; (9.1.1) odpovidajicich procentnich hod-
not TG do rovnic (3) aZ (7). Vechny rovnice pouzijte bez ohledu na druh ciztho tuku, na jehoz pfitomnost je

podezient.

Sojovy, slunecnicovy, olivovy, fepkovy a Inény olej, olej z pSeni¢nych klickd, olej z kukuficnych klickd, bavinikovy
olej a rybf tuk

S = 2,098 3 - wesp * 0728 8 ¢ wesy + 0,692 7 ¢ wese + 0,635 3 - wesg t 3745 2 weg —
1,292 9 - wegy + 1,354 4 - weyy + 1,701 3 - weyg + 2,528 3 - weso (3)

Kokosovy a palmojddrovy tuk

S=3,7453 Wepy + 1113 4 Wege + 1,364 8 Wegg + 2,154 4 weyy + 0,427 3 Wy + 0,580 9 weyg + 1,292 6 -
Weas + 1,030 6 - wesg + 0,995 3 wesy + 1,239 6 - wes, (4)

Palmovy olej a hovézi 14j

S=3,664 4 Weyg + 5,229 7 - Wz — 12,507 3 - Wegy + 4428 5 - wegy — 0,2010 - Wegg + 1,279 1 - wegg +
6,743 3 Weyo— 4271 4 Weyy + 6,373 9 - ey (5)

Vepiové sadlo

S=65125 Wee + 1,205 2 - wesy + 1,733 6 - Wegy + 1,755 7 - Wegg + 2232 5 - Wegy + 2,800 6 - Weyg +
2,543 2 wesy + 0,989 2 - wesy (6)

Celkem

S=-2757 5 Weag + 6,407 7 - Wepg + 5,543 7 - Wesg — 15,324 7 - wegy + 6,260 0 weyy + 8,010 8 - weyg —
5,033 6 Wegs + 0,635 6 Wegy + 6,017 1+ Wegg (7)

Vyjddteni vysledki zkousky

Vysledky uvedte s presnosti na dvé desetinnd mista.

Zjistovani pFitomnosti cizich tukd

Pét hodnot S ziskanych podle bodu 9.2.1 porovnejte s odpovidajicimi mezemi S uvedenymi v tabulce 2.

Zkusebni vzorek povazujte za Cisty mléény tuk, kdyz vSech pét hodnot S spadd do mezi uvedenych v tabulce 2.
Spada-li viak nékterd hodnota S mimo odpovidajici mez, md se za to, ze vzorek obsahuje cizi tuk.

Ackoli jsou jednotlivé rovnice (3) az (6) citlivéjsi na urcité cizi tuky nez celkovd rovnice (7) (viz tabulka B.1), po-
zitivni vysledek ziskany pouze prostfednictvim jedné z rovnic (3) az (6) neumozZiuje vyvozovat zavéry o druhu
ciztho tuku.

Priloha B popisuje postup vypoctu obsahu rostlinného nebo Zivocisného tuku ve zfalsovaném mlécném tuku. Ten-
to postup neni ovéfen a je uveden pouze pro informaci.

Tabulka 2

Mezni hodnoty S pro ¢isté mlééné tuky

Cizi tuk Rovnice Mezni hodnoty S ()

Sojovy, slunecnicovy, olivovy, fepkovy a Inény olej, olej z pSeni¢nych (3) 98,05 az 101,95
klickd, olej z kukufi¢nych klickd, bavinikovy olej a rybi tuk

Kokosovy a palmojddrovy tuk (4) 99,42 az 100,58
Palmovy olej a hovézi 1 (5) 95,90 az 104,10
Vepiové sddlo (6) 97,96 az 102,04
Celkem ) 95,68 az 104,32

(") Vypocteno na zdkladé Grovné spolehlivosti 99 % tak, aby byl pridavek ciziho tuku uveden pouze pii prekroceni detekénich li-
mitd piislusné rovnice (viz tabulka B.1).
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10.

10.1

10.2

10.3

11.

SHODNOST
Mezilaboratorni zkouska

Hodnoty opakovatelnosti a reprodukovatelnosti byly stanoveny na zakladé rovnic (3) aZ (7) s pouzitim ¢istého
mlécného tuku a nesmi se pouzit na jiné nez uvedené matrice.

Opakovatelnost
Absolutni rozdil mezi vysledky dvou jednotlivych zkousek ziskanymi s kratkym ¢asovym odstupem stejnou me-

todou na stejném zkusebnim materidlu ve stejné laboratofi a stejnym pracovnikem pouzivajicim stejné zafizeni by
ve vice nez 5 % piipadi nemél piekrocit limity uvedené v tabulce 3.

Tabulka 3

Mezni hodnoty opakovatelnosti, r, pro rovnice (3) az (7)

Cizi tuk Rovnice r%
Sojovy, slune¢nicovy, olivovy, fepkovy a Inény olej, olej z pSeni¢nych klickd, (3) 0,67
olej z kukufi¢nych klickd, bavinikovy olej a rybi tuk
Kokosovy a palmojadrovy tuk 4 0,12
Palmovy olej a hovézi 1gj (5) 1,20
Vepiové sddlo (6) 0,58
Celkem (7) 1,49
Reprodukovatelnost

Absolutni rozdil mezi vysledky dvou jednotlivych zkousek ziskanymi stejnou metodou na stejném zkusebnim ma-
teridlu v riznych laboratofich a rtiznymi pracovniky pouzivajicimi odlisnd zafizeni by ve vice nez 5 % piipadt ne-
mél prekrocit limity uvedené v tabulce 4.

Tabulka 4

Mezni hodnoty reprodukovatelnosti, R, pro rovnice (3) az (7)

Cizi tuk Rovnice R %
Sojovy, slunecnicovy, olivovy, fepkovy a Inény olej, olej z pSeni¢nych klickd, (3) 1,08
olej z kukufi¢nych klickd, bavinikovy olej a rybi tuk
Kokosovy a palmojadrovy tuk “4) 0,40
Palmovy olej a hovézi i (5 1,81
Vepiové sidlo (6) 0,60
Celkem (7) 2,07
NEJISTOTA MEREN{

Na zdkladé opakovatelnosti r a reprodukovatelnosti R Ize vypocitat rozsifenou nejistotu pro hodnoty S.

Zahrnutim rozsitené nejistoty (vychdzejici z paralelni analyzy) do meznich hodnot S v tabulce 2 se ziskaji rozsi-
fené mezni hodnoty S, které jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5

Rozsifené mezni hodnoty S pro &isty mléény tuk a rozifend nejistota

Cizi tuk Rovnice Rozsifené mezni hodnoty S

Sojovy, slunec¢nicovy, olivovy, fepkovy a Inény olej, olej z pSeni¢nych (3) 97,36 az 102,64
klickd, olej z kukufi¢nych klickd, bavinikovy olej a rybi tuk

Kokosovy a palmojadrovy tuk ) 99,14 az 100,86
) 94,77 az 105,23
) 97,65 az 102,35
)

94,42 az 105,58

Palmovy olej a hovézi 1gj

Vepiové sidlo
Celkem
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12. PROTOKOL O ZKOUSCE
V protokolu o zkousce musi byt uvedeny:
—  veskeré informace nutné pro tplnou identifikaci vzorku,
— pouzitd metoda odbéru vzorku, je-li znima,
—  pouzitd zkuSebni metoda s odkazem na tuto piilohu,

—  v8echny provozni tidaje tykajici se pracovniho postupu, které tato piloha neobsahuje nebo které jsou pova-
zovény za volitelné, jakoZ i Gidaje o viech skute¢nostech, jez mohly vysledek (vysledky) zkousky ovlivnit,

— ziskany vysledek (vysledky) zkousky, a byla-li ovéfena opakovatelnost, konecny ziskany vysledek.
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Al

Al.1

A1.2

Al3

Al.4

A.l5

A.l1.6

A.l1.6.1

A.1.6.2

A.1.6.3

A.1.6.4

A.1.6.5

A.1.6.6

A.1.6.7

A2

PRILOHA A

(normativni)

PRIPRAVA NAPLNOVE KOLONY

CHEMIKALIE A PRISTROJE A POMUCKY

Toluen (C,H5CH;)

Roztok dimethyldichlorosilanu [Si(CH;)2Cl,]

Ve 283 ml toluenu (A.1.1) rozpustte 50ml dimethyldichlorosilanu.

Roztok kakaového mdsla s hmotnostnim zlomkem 5 % kakaového mdsla v n-hexanu (4.4) nebo n-heptanu (4.5)

Staciondrni faze, 3 % OV-1 na 125 pm az 150 pm (zrnitost 100 az 120) Gas ChromQ (*)

Pozndmka: Uvedenf zrna bylo pievedeno na mikrometry v souladu s BS 410 (viechny ¢asti)[°].

Sklenénd kolona, vnitin{ pramér 2 mm a délka 500 mm, tvar U

Za¥izeni pro plnéni ndplnové kolony

Plnici kolona s nasroubovanymi koncovymi uzévéry opatfend znackou, k niz Ize doplnit pozadované mnozstvi
staciondrni faze.

Jemné sito se zrnitosti pfiblizné 100 pum se Sroubovym uzdvérem umoziujicim utésnit sklenénou kolonu podle
obrizku A.3

Silanizovand sklenénd vata, deaktivovand

Vibritor pro stejnomérné rozlozen{ staciondrni fize béhem plnéni

Za¥izeni pro silanizaci sklenéného povrchu kolony

Woulffova ldhev

Vodni vyvéva

SILANIZACE (DEAKTIVACE SKLENENEHO POVRCHU)

Po ptipojeni Woulffovy ldhve (A.1.6.6) k vodni vyvévé (A.1.6.7) ponoite trubicku 2 (viz obrazek A.1) do dime-
thyldichlorosilanového roztoku (A.1.2). Timto roztokem naplite kolonu (A.1.5) uzavienim kohoutu. Kohout zno-
vu oteviete a poté obé trubicky odstraite. Kolonu pfipevnéte ke stojanu. Pipetou ji zcela doplite roztokem
dimethyldichlorosilanu (A.1.2).

(") Priklad vhodného komeréné dostupného produktu. Tyto informace se uvadéji pouze pro orientaci uzivatelil této pfilohy a neznamenaji
povinné predepsani tohoto produktu normou ISO ani IDF.
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Obrdzek A.1
Silaniza¢ni zafizeni

1

Legenda

1 trubicka 1

2 trubicka 2

3 vodni vyvéva

4 kohout

5  sklenénd kolona
6

dimethyldichlorosilan a toluen

ifo

Kolonu nechte stdt po dobu 20 az 30 minut. Poté Woulffovu 1dhev vyméite za filtracni banku. Pfipojenim kolony
k vodni vyvévé (A.1.6.7) kolonu vyprazdnéte (viz obrdzek A.2). Vyprdzdnénou kolonu propldchnéte 75 ml tolue-
nu (A.1.1) a ndsledné 50 ml methanolu (4.3) ponofenim trubicky 2 do rozpoustédla. Proplachnutou kolonu ne-
chte vysouset v peci (5.6) nastavené na 100 °C po dobu asi 30 minut.

4

Legenda

1 trubicka 1

2 trubicka 2

3 vodni vyvéva

4 filtra¢ni banka

5  sklenénd kolona

6  proplachovaci ¢inidlo

Obrdzek A.2

Proplachovaci zafizeni

1
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A3

A4

PLNEN{

Napliite kolonu pomoci zafizeni zndzornéného na obrdzku A.3. Plnici kolonu (A.1.6.1) naplitte staciondrni fdzi
(A.1.4) az po znacku. Doln{ konec sklenéné kolony, kterd md byt naplnéna, utésnéte asi 1 cm dlouhou zdtkou ze
silanizované, stlacené sklenéné vaty (A.1.6.3). Konec kolony uzaviete jemnym sitem (A.1.6.2).

Obrdzek A.3

Plnéni sklenéné kolony
| E

2— |

L

plnici kolona, kterd md byt naplnéna OV-1 az po znacku

Legenda

piivod dusiku

1
2
3 sklenénd kolona, kterd md byt naplnéna
4

Sroubovaci uzdvér s filtrem, na ktery se pfitlaci sklenéné vldkno a staciondrni fize

Kolonu napliite pod tlakem (300 kPa a pritok dusiku) staciondrni fézi. Pro dosazeni stejnomérné, souvislé a pev-
né néplné pohybujte béhem plnéni po sklenéné koloné nahoru a dolt vibratorem. Po naplnéni zatlacte do druhé-
ho konce népliiové kolony pevnou zdtku ze silanizované sklenéné vaty (A.1.6.3). Vy¢nivajici konce odiiznéte.
Zatku zatlacte o nékolik milimetrd dovnitf kolony $pachtli.

KONDICIONOVAN{

Béhem fézi a) az c) nepFipojujte zadni ¢dst kolony k detektoru, aby nedoslo ke znecisténi. NapInénou kolonu (A.3)
kondicionuijte takto:

a)  Kolonu proplachujte 15 minut dusikem s pritokem nastavenym na 40 ml/min a GC peci nastavenou na
50 °C.

b)  Kolonu zahfejte rychlosti 1 °C/min na teplotu 355 °C s pritokem dusiku nastavenym na 10 ml/min.

¢)  Kolonu udrzujte po dobu 12 az 15 hodin pfi teploté 355 °C.



L 88/110

Utedni véstnik Evropské unie

29.3.2008

Pomoci teplotniho programu pro ndpliovou kolonu uvedeného v bodé 7.3.4.1 dvakrét nastiiknéte 1 pl roz-
toku kakaového masla (A.1.3).

Pozndmka: Kakaové méslo obsahuje téméf vyhradné vysokovrouci Cs, az Cs, TG, a proto sniZuje ndroky na
kondicionovani kolony s ohledem na p¥islusné odezvové faktory.

V pribéhu dvou az tif dni nastifknéte dvacetkrat 0,5 pl roztoku mlééného tuku podle bodu 7.2 pomoci na-
staveni pro ndplilovou kolonu uvedenych v bodé 7.3.4.1.

—  Pro analyzu zku3ebnich vzorkt pouzivejte pouze kolony s odezvovym faktorem blizkym hodnoté 1.
Odezvové faktory nesmi byt vyssi nez 1,20.
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B.1

B.2

PRILOHA B

(informativni)

KVANTITATIVNI STANOVENI OBSAHU CIZ{HO TUKU

OBECNE

Tabulka B.1 uvadi detekéni limity pro rizné cizi tuky vypocitané s 99 % trovni spolehlivosti. Prostfedni sloupec uvadi

Detekéni limity celkové rovnice (7) uvedené v krajnim pravém sloupci jsou o néco vyssi. V zdsadé je rovnice (7) nutnd
pouze pro kvantitativni stanovent ciziho tuku.

Prostednictvim viech rovnic lze také zjistit kombinace rtiznych cizich tukd. Odchylka slozeni TG mezi jednotlivymi
vzorky jednoho druhu ciziho tuku nemd na detekéni limity Zadny vyrazny vliv.

PHi pouziti jak jednotlivych rovnic, tak rovnice celkové, se uplatni detekéni limity jednotlivych rovnic. V ur¢itych pii-
padech (B.2) je viak pro kvantitativni stanoveni potfebnd hodnota S z celkové rovnice.

Tabulka B.1

99 % limity detekce ciziho tuku pfidaného do mlééného tuku vyjidiené v procentech

Cizf tuk Jednotlivd rovnice Celkova rovnice

1Z1 tu % %
Sojovy olej 2,1 4,4
Slune¢nicovy olej 2,3 4,8
Olivovy olej 2.4 4,7
Kokosovy tuk 3,5 43
Palmovy olej 4,4 4,7
Palmojadrovy tuk 4,6 5,9
Repkovy olej 2,0 4,4
Lnény olej 2,0 4,0
Olej z penicnych klicka 2,7 6,4
Olej z kukuficnych klicka 2,2 4,5
BavInikovy olej 3,3 4,4
Veprové sidlo 2,7 4,7
Hovézi laj 5,2 5,4
Hydrogenovany rybi tuk 5,4 6,1
VYPOCET VYSLEDKU

Kvantitativni stanoveni ciztho tuku provedte pouze v piipadé, Ze je pfekrocena jedna z meznich hodnot S (tabulka 2
nebo tabulka 5). Pro ziskdn{ kvantitativni informace vypocitejte hmotnostni zlomek ciziho tuku nebo hmotnostni zlo-
mek smési ciziho tuku w ve zkuSebnim vzorku vyjadieny v procentech podle nésledujici rovnice:

(100-5) |(B.1)

w,=100"-

f | (100-S)

kde

S jevysledek ziskany doplnénim tdaji o TG z mlécného tuku, do kterého byl pfidén cizi tuk nebo smés cizich tukd,

do jedné z rovnic (3) az (7),

S¢  je konstanta zdvisejici na druhu pfidaného ciziho tuku.
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Neni-li druh ciziho tuku pfidaného do mlé¢ného tuku zndm, pouzijte obecnou hodnotu S; 7,46 (tabulka B.2). Vzdy
pouzijte hodnotu S ziskanou z rovnice (7), a to i tehdy, jestliZe jeji mezni hodnoty S nejsou prekroceny, aviak mezni
hodnoty S jiné rovnice ano.

V piipadé zndmych cizich tuka doplite do rovnice (B.1) jejich jednotlivé hodnoty S, (tabulka B.2). Pro vypocet S zvolte
z rovnic (3) az (6) rovnici pro odpovidajici cizi tuk.

Tabulka B.2

Hodnoty S; riiznych cizich tukd

Cizf tuk St
Nezndmy 7,46
Sojovy olej 8,18
Slune¢nicovy olej 9,43
Olivovy olej 12,75
Kokosovy tuk 118,13
Palmovy olej 7,55
Palmojddrovy tuk 112,32
Repkovy olej 3,30
Lnény olej 4,44
Olej z p3enicnych klickd 27,45
Olej z kukufi¢nych klickd 9,29
Bavlnikovy olej 41,18
Vepiové sadlo 177,55
Hoveézi 1gj 17,56
Rybf tuk 64,12

B.3 VYJADRENI VYSLEDKU ZKOUSKY
Vysledky zkousky uvedte s presnosti na dvé desetinnd mista.

Literatura

1) Molkentin, J., Precht, D. Representative determination of the butyric acid content in European milk fats. Milch-
wissenschaft, 52, 1987, pp. 82-85.

2)  Precht, D., Molkentin, ]. Quantitative triglyceride analysis using short capillary columns. Chrompack News, 4, 1993,
pp. 16-17.

3)  Molkentin, J., Precht, D. Comparison of packed and capillary columns for quantitative gas chromatography of trig-
lycerides in milk fat. Chromatographia, 39, 1994, pp. 265-270.

4)  Molkentin, J., Precht, D. Equivalence of packed and capillary GC columns with respect to suitability for foreign fat
detection in butter using the triglyceride formula method. Chromatographia, 52, 2000, pp. 791-797.

5) 1SO 707IDF 50, Mléko a mlécné vyrobky — Smérnice pro odbér vzorkii
6) BS 410:1988, Zkusebni sita — Technické poZadavky a zkousky

7)  Precht, D. Control of milk fat purity by gas chromatographic triglyceride analysis. Kieler Milchwirtsch. Forschungs-
ber., 43, 1991, pp. 219-242.

8)  Precht, D. Detection of adulterated milk fat by fatty acid and triglyceride analyses. Fat Sci. Technol., 93, 1991,
pp. 538-544.

9) DIN 10336:1994, Nachweis und Bestimmung von Fremdfetten in Milchfett anhand einer gaschromatographischen Trig-
lyceridanalyse [Zjisténi a stanoveni cizich tukt v mlééném tuku pomoci plynové chromatografické analyzy
triglycerida]

10) Komise evropskych spolecenstvi: Posouzeni vysledki prvniho, druhého, trettho, ¢tvrtého, patého a $estého ko-
lektivniho pokusu EHS: Stanoven triglyceridti v mlé¢ném tuku; dok. ¢. VI/2644/91, VI/8.11.91, VI[1919/92, VI
3842/92, VI/5317/92, VI4604/93.

11) Molkentin, J. Detection of foreign fat in milk fat from different continents by triacylglycerol analysis. Eur. J. Lipid
Sci. Technol., 109, 2007, pp. 505-510.



29.3.2008

Utedni véstnik Evropské unie

L 88/113

PRILOHA XXI
(Clanek 18)

POSTUP POUZITELNY V PRIPADE ZPOCHYBNENI VYSLEDKU ANALYZY (CHEMICKA ANALYZA)

. Na zadost vyrobce se provede v jiné laboratofi schvalené pfislusnym orgdnem nova analyza pomoci ptislusné metody

za piedpokladu, Ze jsou k dispozici zapeceténé duplicitni vzorky produktu, které byly fddné ulozeny u piislusného or-
ganu. Tato zddost se poddva do 7 pracovnich dnti od sdéleni vysledk® prvni analyzy. Analyza se provede do 21 dnii od
obdrzeni zadosti. Na zddost vyrobce a na jeho ndklady zasle p¥islusny orgdn tyto vzorky druhé laboratofi. Tato labora-
tof musi byt oprdvnéna provadét tfedni analyzy a musi mit prokdzanou kvalifikaci pro dotcenou analyzu.

. Rozsifené nejistoty (k = 2) stiedni hodnoty y, poctu n, opakovanych méfeni v laboratofi 1 a stfedni hodnoty y, poctu

n, opakovanych méfeni v laboratofi 2 jsou

1 1
.U = 2'\/0§ -1~ —) al = 2\/0§ - Grz(l - —) kde o_je smérodatnd odchylka opakovatelnosti a o, je sméro-
y2

y n n
datnd odchylka reproduk(l)vatelnosti piislusné metody. ]ze—li konecny vysledek méfeni v laboratofich y vypocitdn ze vzor-
ce ve tvaru y = X, + X,y = X,—X, nebo y = XX,y = X, [x,, musi se pro ziskini nejistoty v téchto pifpadech postupovat
podle béznych postupt pro kombinovéni smérodatnych odchylek.

. Pro ovéfeni, zda vysledky obou laboratoif vyhovuji smérodatné odchylce reprodukovatelnosti metody o, vypocitd se

rozsifend nejistota rozdilu y -y, takto:

— 1 1
.U = \/ U; + U; = ZVGé—GE(z -—- —) Neni-li absolutni hodnota rozdilu stfednich hodnot laboratoii
5,79, 1 1 n

1 M

[y, =, | vétsi nez jeji nejistora U~
N

.
-wl=b

odpovidaji vysledky obou laboratofi smérodatné odchylce reprodukovatelnosti o a aritmeticky primér stfednich
hodnot obou laboratori

~=I

+
<
o

<1
1
N

se uvede jako konec¢ny vysledek. Jeho rozsifend nejistota je

1 —— 1 1
U=—\/U2+U2: r-a2-—-—|.
y 2 7 7 R~ O n, n

1 2

Sarze se odmitne jako nevyhovujici horni zdkonem stanovené mezn{ hodnoté UL, jestlize
y- Uy > UL;

v opacném piipadé se ptijme jako 3arze, kterd hodnoté UL vyhovuje.

Sarze se odmitne jako nevyhovujici doln{ zdkonem stanovené mezn{ hodnoté LL, jestlize
y- U7 <LL;

v opa¢ném piipadé se pfijme jako Sarze, kterd hodnoté LL vyhovuje.

Je-li absolutni hodnota rozdilu stfednich hodnot laboratoii |y, —y,| vétsi nez jeji nejistota U~
y

1 72

b_’l _}_’zl > Uyl,yz’
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vysledky obou laboratofi nevyhovuji smérodatné odchylce reprodukovatelnosti.

V tomto piipadé je $arZe zamitnuta jako nevyhovujici, jestlize druhd analyza potvrdi analyzu prvni. V opa¢ném piipadé
se arze piijme jako vyhovujici.

Prislusny orgdn musi konec¢ny vysledek sdélit vyrobci co nejdfive. Pokud je Sarze zamitnuta, nese néklady na druhou
analyzu vyrobce.
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PRILOHA XXII

SROVNAVACI TABULKA
Narizeni (ES) ¢. 213/2001 Toto nafizeni

Clanek 1 Clanek 1
Clanek 2 Clanek 1
Clanek 3 Clanek 2
— Clanek 3
Clanek 4 —
Clanek 5 —
Clanek 6 Clanek 4
Clanek 7 Clanek 18
Clanek 8 —
Clanek 9 Clanek 5
Clanek 10 Clanek 6
Clanek 11 Clanek 7
Clanek 12 Clanek 8
Clanek 13 Clanek 9
Clanek 14 Clanek 10
Clanek 15 Clanek 11
Clanek 16 Clanek 12
Clanek 17 Clanek 13
— Clanek 14
Clanek 18 Clanek 15
Clanek 19 Clanek 16

Clanek 17

Clének 19
Clének 20 —
Clanek 21 —
Clanek 22 Clanek 20
Clanek 23 Clanek 21




