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PROVADECI NARIZENI KOMISE (EU) 2018/150
ze dne 30. ledna 2018,

kterym se méni providdéci nafizeni (EU) 2016/1240, pokud jde o metody analyzy a hodnoceni
jakosti mléka a mléénych vyrobki zptsobilych pro vefejnou intervenci a podporu soukromého
skladovani

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

s ohledem na nafizen{ Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢. 1306/2013 ze dne 17. prosince 2013 o financovani,
fizeni a sledovédni spole¢né zemédélské politiky a o zruSeni nafizeni Rady (EHS) ¢. 352/78, (ES) ¢. 165/94, (ES)
¢. 2799/98, (ES) ¢ 814/2000, (ES) ¢. 1290/2005 a (ES) ¢. 485/2008 ('), a zejména na ¢l. 62 odst. 2 pism. i) uvedeného

nafizenti,
vzhledem k témto dévodim:

(1)  Natizeni Komise v pfenesené pravomoci (EU) 2016/1238 (*) a provadéci nafizeni Komise (EU) 2016/1240 (})
stanovi pravidla pro vefejnou intervenci a podporu soukromého skladovani. Nafizeni Komise (ES) ¢. 273/2008 (¥)
stanovi metody, které maji byt pouzity pfi posuzovdni, zda mléko a mlééné vyrobky spliuji pozadavky
na zptsobilost stanovené v uvedenych nafizenich pro vefejnou intervenci a podporu soukromého skladovani.

(2) S ohledem na technicky vyvoj metod analyzy a hodnoceni jakosti mléka a mléénych vyrobkii by mély byt
provedeny podstatné zmény, aby se zjednodusily a aktualizovaly odkazy na normy ISO. V zdjmu jasnosti
a Gcinnosti a s ohledem na rozsah a technickou povahu zmén ustanoveni nafizeni (ES) ¢. 273/2008 by piislusnd
ustanoveni uvedeného nafizeni méla byt zaclenéna do provadéciho nafizeni (EU) 2016/1240.

(3)  V zdjmu zajisténi jednotného dodrzovani novych norem a metod ve viech ¢lenskych statech by laboratofim méla
byt poskytnuta dostate¢nd lhata na prezkum postupit a pouziti aktualizovanych metod.

(4)  Provadéci nafizeni (EU) 2016/1240 by proto mélo byt odpovidajicim zptsobem zménéno.
(5)  Nafizeni (ES) ¢. 2732008 je tieba v zdjmu pravni jistoty zrusit.

(6)  Opatfeni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se stanoviskem Vyboru pro spoleénou organizaci
zemédélskych trha,

PRIJALA TOTO NARIZENI:

Cldnek 1

Provadéci nafizeni (EU) 2016/1240 se méni takto:
1) Clanek 4 se méni takto:
a) odstavec 1 se méni takto:
i) pismeno d) se nahrazuje timto:
,d) u mdsla: v ¢astech I a Ia pFilohy IV tohoto nafizeni;
ii) pismeno e) se nahrazuje timto:

,€) u suSeného odstiedéného mléka: v ¢astech I a Ia piilohy V tohoto nafizeni;

() Ut.vést.L 347, 20.12.2013, 5. 549.

() Nafizeni Komise v pienesené pravomoci (EU) 20161238 ze dne 18. kvétna 2016, kterym se dopliiuje nafizeni Evropského parlamentu
a Rady (EU) ¢. 1308/2013, pokud jde o vefejnou intervenci a podporu soukromého skladovéni (UF. vést. L 206, 30.7.2016, s. 15).

() Provadéci natizeni Komise (EU) 2016/1240 ze dne 18. kvétna 2016, kterym se stanovi pravidla pro uplatiovéni naifzen{ Evropského
parlamentu a Rady (EU) ¢. 1308/2013, pokud jde o vefejnou intervenci a podporu soukromého skladovéni (Ut. vést. L 206, 30.7.2016,
s.71

*) Nam;enl Komise (ES) ¢. 273/2008 ze dne 5. bfezna 2008, kterym se stanovi provddéci pravidla k nafizeni Rady (ES) ¢. 1255/1999,
pokud jde o metody analyzy a hodnocent jakosti mléka a mlécnych vyrobki (UF. vést. L 88, 29.3.2008, s. 1).
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b) odstavec 2 se nahrazuje timto:
,2.  Metodami uvedenymi v ptilohdch I, IV and V, jez maji byt pouZity na ureni jakosti obilovin, mdsla
a suSeného odstfedéného mléka zpusobilych pro vefejnou intervenci, jsou metody stanovené v posledni verzi

piislusnych evropskych, p¥ipadné mezindrodnich norem platnych nejméné 6 mésict pred prvnim dnem obdobi
vefejné intervence stanoveného v ¢lanku 12 nafizeni (EU) ¢. 1308/2013.“

2) Vklada se novy clanek 60a, ktery zni:
,Cldnek 60a

Zvlastni ustanoveni o kontrolich tykajicich se vefejné intervence a podpory soukromého skladovini mléka
a mléénych vyrobki

1. Zptsobilost masla, suSeného odstfedéného mléka a syr k ziskdni podpory soukromého skladovéni se urci
v souladu s metodami stanovenymi v pilohdch VI, VII a VIIL

Uvedené metody se ur¢i s odkazem na posledni verzi pfislusnych evropskych, pfipadné mezindrodnich norem
platnych nejméné 6 mésicti pfed prvnim dnem obdobi vefejné intervence stanoveného v ¢lanku 12 nafizeni (EU)
¢. 1308/2013.

2. Vysledky kontrol, které jsou provadény s pouZzitim metod stanovenych timto naf{zenim, se hodnoti v souladu
s pfilohou IX.“

3) Piilohy se méni v souladu s ptilohou tohoto nafizeni.

Cldnek 2
Nafizeni (ES) ¢. 273/2008 se zrusuje.

Cldnek 3

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

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

V Bruselu dne 30. ledna 2018.

Za Komisi

piedseda
Jean-Claude JUNCKER
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PRILOHA

Prilohy provaddéciho natizeni (EU) 20161240 se méni takto:

1) Pfiloha IV se méni takto:

a) v Casti I bodu 2 se druhy pododstavec nahrazuje timto:

,Kazdy vzorek musi byt posuzovéan jednotlivé. Neni povolen dalsi odbér vzorkt ani opétovné posouzeni.”

b) vkldda se nova cast la, kterd zni:

,CAST 1A

Metody analyzy nesoleného misla urceného k vefejné intervenci

Parametr

Metoda

Tuk (%)

ISO 17189 nebo ISO 3727 &ast 3

Voda

ISO 3727 cast 1

Tukuprosta susina

ISO 3727 cast 2

Kyselost tuku ISO 1740
Peroxidové ¢islo ISO 3976
Nemlécny tuk ISO 17678

Organoleptické vlastnosti

ISO 22935 cast 2 a 3 a tabulka s bodovym hodnocenim niZe

() Metodu, kterd ma byt pouzita, musi schvdlit platebni agentura.

Tabulka s bodovym hodnocenim

Vzhled Konzistence Ving a chut
Body Pozndmky Body Pozndmky Body Pozndmky
5 Velmi dobry 5 Velmi dobrd 5 Velmi dobré
Idedln{ druh Idedlni druh Idedln{ druh
Nejvyssi jakost Nejvyssi jakost Nejvyssi jakost
(rovnomérny suchy) (rovnomérné roztira- (absolutné ¢isté nejjem-
telné) ngjs$i aroma)
4 Dobry 4 Dobrd 4 Dobré
(bez zjevnych vad) (bez zjevnych vad) (bez zjevnych vad)
1,2 Jakdkoli zdvada 1,2 Jakakoli zdvada 1,2 Jakakoli zdvada“
nebo 3 nebo 3 nebo 3
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2) V piiloze V se vklddd nova cast Ia, kterd zni:
LCAST 1A

Metody analyzy suSeného odstfedéného mléka urceného k vefejné intervenci

Parametr Metoda
Bilkoviny ISO 8968 cast 1
Tuk ISO 1736
Voda ISO 5537
Kyselost ISO 6091
Mléénany ISO 8069
Fosfatdzovy test ISO 11816 ¢ast 1
Index nerozpustnosti ISO 8156
Pripédlené cstice (1) ADPI
Mikroorganismy ISO 4833 cast 1
Podmasli Dodatek I
Syfidlové syrovitka (2) Dodatky I a III
Kyseld syrovatka (%) ISO 8069 nebo kontroly na misté
Organoleptické kontroly (%) ISO 22935 ¢dst 2 a 3

(') Analyzy piipélenych ¢dstic mohou byt provddény systematicky. Tyto analyzy se vSak provadéji vzdy, pokud neprobihaji organo-
leptické kontroly.

Metodu, kterd mé byt pouzita, musi schvdlit platebni agentura (jednu metodu nebo obé).

Metodu, kterd mé byt pouzita, musi schvilit platebni agentura.

%) Organoleptické kontroly se provadéji v piipadé potieby na zdkladé analyzy rizik schvilené platebni agenturou.

o~ —
==
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Dodatek I

KVANTITATIVNI STANOVEN{ FOSFATIDYLSERINU A FOSFATIDYLETHANOLAMINU V SUSENEM ODSTRE-
DENEM MLECE
Metoda: HPLC s obrdcenymi fdzemi
1. PREDMET A OBLAST POUZITI

Tato metoda popisuje postup kvantitativniho stanoveni fosfatidylserinu (PS) a fosfatidylethanolaminu (PE)
v sueném odstfedéném mléce (SOM) a je vhodnd pro zjistovani susiny podmadsli v SOM.

2. DEFINICE

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

3. PODSTATA METODY
Extrakce aminofosfolipidti methanolem z rekonstituovaného suseného mléka. Stanoveni obsahu PS a PE jako
derivatl o-ftaldialdehydu (OPA) metodou HPLC s obrdcenymi fizemi (RP) a fluorescen¢ni detekei. Kvantitativni

stanoveni obsahu PS a PE ve zkuSebnim vzorku porovndnim se srovndvacim vzorkem, ktery obsahuje zndmé
mnozstvi PEDP.

4. CHEMIKALIE

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

4.1.  Referen¢ni materiil: PEDP o Cistoté nejméné 99 %

Pozndmka: Referen¢ni materidl musi byt skladovan pfi teploté — 18 °C.

4.2.  Chemikdlie pro pfipravu srovndvacich a zkuSebnich vzorka
4.2.1.  Methanol distoty pro HPLC
4.2.2.  Chloroform cistoty pro HPLC

4.2.3.  Monohydrochlorid tryptaminu

4.3.  Chemikdlie pro pfipravu o-ftaldialdehydovych derivati

4.3.1.  Hydroxid sodny, 12 M vodny roztok

4.3.2.  Kyselina boritd, 0,4 M vodny roztok s hodnotou pH upravenou hydroxidem sodnym (4.3.1) na 10,0
4.3.3.  2-merkaptoethanol

4.3.4.  o-ftaldialdehyd (OPA)

4.4, Eluéni rozpoustédla pro HPLC

4.4.1.  Elucni rozpoustédla musi byt pFipravena pomoci chemikdlii cistoty pro HPLC.
4.4.2.  Voda cistoty pro HPLC

4.4.3.  Methanol fluorometricky zjisténé cistoty

4.4.4. Tetrahydrofuran

4.4.5. Natrium dihydrogenfosforecnan

4.4.6. Octan sodny

4.4.7.  Kyselina octovd.
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5. PRISTROJE A POMUCKY

5.1.  Analytické vihy s pfesnosti méfeni na 0,1 mg a s moznosti odectu po 1 mg

5.2.  Kdidinky o objemu 25 a 100 ml

5.3.  Pipety schopné divkovat od 1 do 10 ml

5.4.  Magnetickd michacka

5.5.  Délené pipety schopné divkovat 0,2, 0,5 a 5 ml

5.6.  Odmérné baiiky o objemu 10, 50 a 100 ml

5.7.  Injekéni stifkacky o objemu 20 a 100 ul

5.8.  Ultrazvukovd ldzen

5.9.  Odstfedivka fungujici pfi 27 000 x g

5.10. Sklenéné nidobky o objemu asi 5 ml

5.11. Odmérny vilec 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 vzorkil s moznosti derivatizace

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

5.13.4. Fluorescencni detektor schopny fungovat pi excitacni vinové délce 330 nm a emisni vinové délce 440 nm

5.13.5. Integrdtor nebo programové vybaveni pro zpracovdni dat schopné méfit plochy pikii

5.13.6. Kolona LiChrospher® — 100 (250 x 4,6 mm) nebo rovnocennd kolona naplnénd oktadecylsilanem (C 18), velikost Cdstic
5pm

6. ODBER VZORKU
Vzorky se odebiraji v souladu s normou ISO 707.

7. PRACOVNI POSTUP

7.1.  Pfiprava roztoku vnitfniho standardu

7.1.1. Navazte 30,0 = 0,1 mg tryptaminhydrochloridu (4.2.3) do odmémé bafiky na 100 ml (5.6) a dopliite po znacku
methanolem (4.2.1).

7.1.2.  Pipetou (5.3) pfeneste 1 ml tohoto roztoku do odmérné bariky na 10 ml (5.6) a doplfite 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) piidejte 10 ml destilované vody
o teploté 40 °C = 1 °C a po dobu 30 minut michejte magnetickou michackou (5.4), aby se rozpustily vSechny kousky.

7.2.2.  Pipetou (5.5) pieneste 0,2 ml rekonstituovaného mléka do odmérné bariky na 10 ml (5.6), pomoci injekcni stiikacky (5.7)
pridejte 100 pl 0,15 mM roztoku tryptaminu (7.1) a dopliite po znacku methanolem (4.2.1). Pevracenim opatrné
promichejte a vioZte na 15 minut do ultrazvukové ldzné (5.8).

7.2.3.  Odstredujte (5.9) pfi 27 000 x g po dobu 10 minut a supernatant odeberte do sklenéné nddobky (5.10).

Pozndmka: Do provedeni analyzy HP musi byt roztok zkusebniho vzorku skladovan pii teploté 4 °C.
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7.3.  Piiprava roztoku vnéjsiho standardu

7.3.1. Navaite 55,4 mg PEDP (4.1) do odmérné bariky na 50 ml (5.6) a odmérnym vdlcem (5.11) pfidejte asi 25 ml
chloroformu (4.2.2). Zazdtkovanou bafiku zahiejte na 50 °C + 1 °C a opatrné promichdvejte, dokud se PEDP nerozpusti.
Bariku ochladte na 20 °C, dopliite po znacku methanolem (4.2.1) a promichejte prevracenim.

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

Pozndmka: Do provedeni analyzy HP musi byt roztok referencniho vzorku skladovén pii teploté 4 °C.

7.4.  Pfiprava derivatizaéniho ¢inidla
Do odmérné baiiky 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 peclivé promichejte, aby se OPA rozpustil. Dopliite po znacku roztokem kyseliny borité (4.3.2) a injekéni stitkackou (5.7)
pridejte 20 pl 2-merkaptoethanolu (4.3.3).

Pozndmka: Derivatizacni ¢inidlo musi byt skladovdno v hnédé nadob¢ pii teploté 4 °C; ¢inidlo zistdva stdlé po
dobu jednoho tydne.

7.5.  Stanoveni pomoci HPLC
7.5.1.  Elu¢ni rozpoustédla (4.4)

Rozpoustédlo A: Roztok 0,3 mM natria dihydrogenfosforenanu 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 (min) Rozpoustédlo A (%) Rozpoustédlo B (%) Priitok (ml/min)

Pocate¢ni 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: Mtze se stit, Ze elu¢ni gradient bude muset byt mirné upraven, aby bylo dosazeno rozliseni
zndzornéné na obrazku 1.

Teplota kolony: 30 °C.
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7.5.3.  Objem ndstfiku: 50 pl derivatizacniho cinidla a 50 pl roztoku vzorku

7.5.4.  Ekvilibrace kolony
Pi kazdodennim provddéni pokust kolonu promyvejte 100 % rozpoustédlem B po dobu 15 minut, potom
pfipravte pomér A:B = 40:60 a provéadéjte ekvilibraci po dobu 15 minut pfi pritoku 1 ml/min. Provedte slepy

pokus ndstiikem methanolu (4.2.1).

Pozndmka: Pied uskladnénim kolony na del$i dobu kolonu promyvejte po dobu 30 minut smési methanolu
s chloroformem v poméru 80:20 (obj.).

7.5.5.  Stanoveni obsahu PS + PE ve zkusebnim vzorku
7.5.6.  Provedte sérii chromatografickych analyz p¥i zachovdni stejnych Casovych odstupti mezi jednotlivymi pokusy, abyste ziskali
konstantni retencni Casy. Pro vypocet odezvového faktoru nastiiknéte roztok vngjsiho standardu (7.3) na kazdjch

5-10 roztokii zkuSebnich vzorkil.

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

7.6.  Integracni reZim
7.6.1. Pik PEDP

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

7.6.2.  Pik tryptaminu

Tryptamin se vymyva v podobé jediného piku (obrazek 1). Plochu piku stanovte integraci mezi sedly.

7.6.3.  Skupiny pikii PS a PE
Za takto popsanych podminek (obrdzek 1) se PS vymyvd v podobé dvou hlavnich, ¢dste¢né nerozliSenych pikd,

pfed nimiZ se nachdzi jeden mensi pik. PE se vymyvd v podobé ti{ hlavnich, ¢dste¢né nerozliSenych piki. Celou
plochu kazdé skupiny pik( stanovte nastavenim zdkladn{ linie tak, jak je zndzornéno na obrdzku 1.

8. VYPOCET A VYJADROVANI VYSLEDKU
Obsah PS + PE ve zkuSebnim vzorku se vypocte takto:

C=5536 x ((A)/(A) x (T)/(T))

kde:
C = obsah PS nebo PE (v mg[100 g prasku) ve zkuebnim vzorku
A, = plocha piku PEDP roztoku srovnavaciho vzorku (7.3)
A, = plocha piku PS nebo PE roztoku zkusebniho vzorku (7.2)
T, = plocha piku tryptaminu roztoku srovndvactho vzorku (7.3)
T, = plocha piku tryptaminu roztoku zkusebniho vzorku (7.2).

9. PRESNOST METODY

Pozndmka: Hodnoty pro opakovatelnost byly vypocteny podle Mezindrodni normy IDF (*).

9.1.  Opakovatelnost

Relativni smérodatnd odchylka opakovatelnosti, kterd vyjadtuje proménlivost nezavislych analytickych vysledka,
které u stejného zkusebniho vzorku ziskd stejny pracovnik na stejném pfistroji v kratkém ¢asovém odstupu, by
neméla piekrocit relativni 2 %. JestliZe se za téchto podminek ziskaji dvé stanoveni, relativni rozdil mezi jejich
vysledky by nemél byt vétsi nez 6 % aritmetického praméru vysledki.
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9.2.  Reprodukovatelnost

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

10. LITERATURA

10.1.  Resmini P, Pellegrino L., Hogenboom ]. 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
integraéni rezim pro piky PS, PE a tryptamin (vnitfni standard).
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Dodatek II

Z]ISTOVANI SYRIDLOVE SYROVATKY \A SUSENEM ODSTREDENEM MLECE URCENEM PRO VERE]NE
SKLADOVANI NA ZAKLADE STANOVENI{ KASEINOMAKROPEPTIDU VYSOKOUCINNOU KAPALINOVOU
CHROMATOGRAFII (HPLC)

1. PREDMET A OBLAST POUZIT]

Tato metoda umoziiuje zjistit ptitomnost syfidlové syrovitky v suSeném odstfedéném mléce uréeném
k vefejnému skladovéni na zdkladé stanoveni kaseinomakropeptidd.

2. NORMATIVNI ODKAZ

Mezindrodni norma ISO 707 — Mléko a mlécné vyrobky — Smérnice pro odbér vzorka.

3. DEFINICE

Obsah sudiny ze syfidlové syrovitky je definovdn jako hmotnostni procento stanovené popsanym postupem
podle obsahu kaseinomakropeptidi.

4. PODSTATA METODY

— Rekonstituce suSeného odstfedéného mléka, odstranéni tuku a bilkovin kyselinou trichloroctovou
a naslednym odstfedénim nebo filtraci;

— Stanoveni mnozstvi kaseinomakropeptidt (CMP) v supernatantu vysokot¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC);

— Vyhodnoceni vysledku ziskaného u vzorki porovndnim se srovndvacimi vzorky, které tvoif susené
odstfedéné mléko s piidavkem nebo bez ptidavku zndmého procenta susené syrovatky.

5. CHEMIKALIE

Pouzivaji se pouze chemikilie Cistoty p.a. PouZitd voda musi byt voda destilovand nebo voda nejméné
rovnocenné cistoty.

5.1. Roztok kyseliny trichloroctové

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

5.2. Elu¢ni roztok, pH 6,0
Rozpustte 1,74 g fosforecnanu 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 piipadé potieby upravte pH na 6,0
roztokem kyseliny fosforecné nebo hydroxidu draselného.

Dopliite vodou na 1 000 ml a homogenizujte.

Pozndmka: SloZeni eluentu lze obnovit tak, aby odpovidal osvédceni standardii nebo doporucenim vyrobce
balicich materidld na kolony.

Elu¢ni roztok pfed pouzitim prefiltrujte pfes membranovy filtr o velikosti pért 0,45 pum.

5.3. Promyvaci roztok

Smichejte jeden objem acetonitrilu (CH,CN) s deviti objemy vody. Pfed pouzitim smés piefiltrujte ptes
membranovy filtr o velikosti port 0,45 pm.

Pozndmka: Lze pouzit jakykoliv jiny promyvaci roztok, ktery md baktericidni Gcinek a ktery nezhorSuje
rozli§ovaci Gi¢innost kolony.

5.4. Srovndvaci vzorky
5.4.1.  SuSené odstiedéné mléko spliiujici poZadavky tohoto natizeni (tj. [0]).

5.4.2.  Totéz susené odstredéné mléko zfalSované pFidavkem 5 % hm. susené syfidlové syrovdtky standardniho sloZeni (tj. [5]).
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6. PRISTROJE A POMUCKY
6.1. Analytické vihy

6.2. Volitelnd odstfedivka schopnd dosihnout odstiedivé sily 2200 g a vybavend odstfedivkovymi
zkumavkami se zitkou o objemu asi 50 ml

6.3. Mechanickd tfepacka

6.4. Magnetickd michacka

6.5. Sklenéné nilevky o priméru asi 7 cm
6.6. Filtratni papiry stfedni hustoty o priméru asi 12,5 cm
6.7. Sklenéné filtra¢ni zafizeni s membrinovym filtrem o velikosti pord 0,45 pm

6.8. Délené pipety umoziiujici didvkovat 10 ml (ISO 648, tfida A, nebo ISO/R 835) nebo divkovaci systém
schopny doddvat 10,0 ml za dvé minuty

6.9. Davkovaci systém schopny doddvat 20,0 ml vody pfi teploté asi 50 °C
6.10. Termostatickd vodni ldzef nastavend na 25 + 0,5 °C

6.11.  Zafizeni na HPLC, které tvoii:
6.11.1. Cerpadlo
6.11.2. Nsttikové zatizeni — rucni nebo automatické — o objemu 15 aZ 30 pl

6.11.3. Dvé kolony TSK 2 000-SW za sebou (délka 30 cm, vnitini primér 0,75 cm), nebo kolony s rovnocennou tcinnosti
(napt. jedna kolona TSK 2 000-SWxl, jedna kolona Agilent Technologies Zorbax GF 250) a jedna piedkolona (3 cm
x 0,3 cm) naplnénd materidlem I 125 nebo jingm materidlem s rovnocennou ticinnosti

6.11.4. Termostat kolony nastaveny na 35 + 1 °C

6.11.5. UV detektor s proménnou vinovou délkou umoziwjici mé¥it pi 205 nm s citlivosti 0,008 A.

6.11.6. Integrdtor schopny integrovat mezi sedly
Pozndmka: Lze pracovat s kolonami udrzovanymi pii laboratorni teploté, avsak jejich rozliSovaci schopnost je
o trochu niz§i. V tomto piipadé je tieba, aby vykyvy teploty v prubéhu jednoho analytického pokusu byly
mensi nez 5 °C.

7. ODBER VZORKU

7.1. Vzorky musi byt odebirdny postupem stanovenym v mezindrodni normé 1SO 707. Clenské staty viak mohou
pouzivat jinou metodu odbéru vzorkt za pfedpokladu, Ze tato metoda odpovidd zdsaddm uvedené normy.

7.2. Vzorek skladujte takovym zptsobem, aby nemohlo dojit ke znehodnoceni nebo zméné sloZeni.
8. PRACOVNI POSTUP
8.1. Pfiprava zkuSebniho vzorku.

Susené mléko pfevedte do nddobky, jejiz objem je asi dvakrdt vétsi nez objem prasku a kterd je opatfena
vzduchotésnym vickem. Nddobku ihned uzaviete. SuSené mléko dikladné promichejte opakovanym
pfevracenim nddobky.

8.2. ZkuSebni dédvka

Do odstfedivkové zkumavky (6.2) nebo vhodné banky se zitkou na 50 ml navaite 2,000 =
0,001 g zkusebniho vzorku.

8.3. Odstranéni tuku a bilkovin

8.3.1.  Ke zkuSebni ddvce pridejte 20,0 ml teplé (50 °C) vody. Prdsek rozpustte tiepdnim po dobu péti minut na mechanické
tiepacce (6.3). Zkumavku vlozte do vodni ldzné (6.10), dokud se jeji teplota neustdli na 25 °C.
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8.3.2.  Béhem dvou minut pridejte za stdlého michdni magnetickou michackou (6.4) 10,0 ml roztoku kyseliny trichloroctové (5.1)
o teploté asi 25 °C. Zkumavku vloZte na 60 minut do vodni ldzné (6.10).

8.3.3.  Odstiedujte (6.2) po dobu 10 minut pfi odstfedivé sile 2 200 g, nebo prefiltrujte pres papir (6.6) a prvnich 5 ml filtrdtu
vyhodte.

8.4. Chromatografické stanoveni

8.4.1.  Nastiitknéte 15 az 30 pl piesné odméteného supernatantu nebo filtrdtu (8.3.3) do zafizeni na HPLC (6.11) s priitokem
1,0 ml elucniho roztoku (5.2) za minutu.

Pozndmka 1. V zdvislosti na vnitfnim prameéru pouzitych kolon nebo na pokynech vyrobce kolony lze pouzit
i jiny pratok.
Pozndmka 2. Pfi kazdém preruSeni promyjte kolony vodou. Nikdy v nich nenechdvejte elu¢ni roztok (5.2).

Pred kazdym pferuenim na vice nez 24 hodin se kolony proplichnou vodou a potom se promyvaji
roztokem (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 retencnim casem RT takto:

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

Pik 1II: Tteti pik chromatogramu odpovidajici CMP s RT 15,5 minuty

Reten¢ni ¢asy jednotlivych piktt mohou byt znaéné 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 tcelem zjisténi
piipadnych anomalii zpasobenych bud nespravnou funkci zafizeni, nebo kolon, nebo pivodem a povahou
analyzovaného vzorku.

V piipadé pochybnosti analyzu zopakujte.

8.5. Kalibrace
8.5.1. U srovndvacich vzorkii (5.4) se pFesné pouZije postup popsany v bodech 8.2 az 8.4.2.

Pouzijte Cerstvé pfipravené roztoky, protoze CMP se v prostiedi 8 % kyseliny trichloroctové odbouravaji. Jejich
obsah se pifi teploté 30 °C snizuje odhadem o 0,2 % za hodinu.

8.5.2.  Pfed chromatografickim stanovenim vzorkil stabilizujte kolony opakovanymi ndstfiky roztoku (8.5.1) srovndvaciho vzorku
(5.4.2), dokud se plocha a retencni cas piku odpovidajictho CMP neustdli na konstantnich hodnotdch.

8.5.3.  Stanovte odezvové faktory R nastiiknutim stejného objemu filtrdtii (8.5.1), jakého jste pouZili pro vzorky.
9. VYJADRENI VYSLEDKU
9.1. Metoda vypoctu a vzorce

9.1.1.  Vypocet odezvového faktoru R:

Pk I | R, = 100/(A,[0])

R, = odezvové faktory pikd II

>
E
|

= plochy pikd II srovndvaciho vzorku [0] ziskané v 8.5.3
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9.1.2.

9.1.3.

9.2.

Pik III: Ry, = W/(Ay[5] — Ay[0])

kde:

Ry
Ay [0] and Ay, [5]
w

odezvovy faktor piku III

plochy piku III srovnavacich vzorkd [0] a [5] ziskané v 8.5.3

mnoZstvi syrovatky ve srovndvacim vzorku [5], t. 5

Vypocet relativni plochy pikii ve vzorku [E]
S,[E] = R, x A [E]
SulE] = Ry, x Ay [E]
SwlE] = Ry x Ay[E]
kde:

S]I [E]Y S[Il [E]’ S]V [E]
AII [E]Y AIII [E]

relativni plochy pikd I, 1T a IV ve vzorku [E]

plochy pikd IT a IIT ve vzorku [E] ziskané v 8.4.2

Ry, Ry odezvové faktory vypoctené v 9.1.1

Vypocet relativniho retencniho Casu piku III ve vzorku [E]:
RRTy,[E] = (RT,,[E])/(RT,,[5])
kde:

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

RT,, [E] = relativni reten¢ni ¢as piku Il ve vzorku [E] ziskany v 8.4.2

RTHI [5 ]

relativni retenéni ¢as piku III v kontrolnim vzorku [5] ziskany v 8.5.3

Pokusy ukazuji, Ze mezi relativnim retencnim casem piku III, tj. RRT,, [E] a procentem pfidané suSené syrovdtky aZ do
piidavku 10 % existuje linedrni vztah

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

Pripustnd neurcitost pro hodnoty RRT,, je + 0,002.

Za normdlnich okolnosti se hodnota RRT,; [0] jen malo lisi od 1,034. Podle stavu kolon se mize hodnota
blizit 1,000, avSak vzdy musi byt vy3si nez 1,000.

Vypocet procenta suSené syfidlové syrovitky obsaZené ve vzorku:

W = S,[E] = [1, 3 + (S,[0] - 0, 9)]

kde:

w = hmotnostni procento syfidlové syrovatky ve vzorku [E];

S [E] = relativni plocha piku IIT zkuSebniho vzorku [E] ziskand podle 9.1.2;

1,3 = piedstavuje relativni primérnou plochu piku III vyjadfenou v gramech syfidlové syrovatky
na 100 g stanovené v nezfalSovaném su$eném odstfedéném mléce rtizného pivodu. Toto
¢islo bylo ziskdno experimentalné

S [0] = predstavuje relativni plochu piku III, kterd je rovna RIII x AIII[0]. Tyto hodnoty se ziskaji
v9.1.1a853;

(S [01-0,9) = predstavuje opravu, kterou je nutno provést na relativni primérné plose 1,3, jestlize S, [0]

neni rovno 0,9. Experimentdlné je relativni pramérnd plocha piku I kontrolntho
vzorku [0] rovna 0,9.
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9.3. Pfesnost metody
9.3.1.  Opakovatelnost

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

9.3.2.  Reprodukovatelnost

Rozdil mezi dvéma jednotlivymi a nezavislymi vysledky ziskanymi ve dvou rdznych laboratofich u stejného
zkusebniho vzorku by nemél pfekro¢it 0,4 % hm.

9.4. Interpretace

9.4.1.  Lze predpoklddat, Ze syrovdtka neni p¥itomna, je-li relativni plocha piku III Sy, [E] vyjddiena v gramech syfidlové syrovdtky
na 100 g produktu, < 2,0 + (S,,[0] — 0,9)

kde

2,0 je maximdalni hodnota povolend pro relativni plochu piku III s pfihlédnutim k relativni pri-
mérné plose piku III, tj. 1,3, k nejistoté z divodu kolisdni ve sloZeni suseného odstiedéného
mléka a k reprodukovatelnosti metody (9.3.2);

(S [0] = 0,9) | je oprava, kterd musi byt provedena, jestliZe je plocha S, [0] jind nez 0,9 (viz bod 9.2).

9.4.2.  Je-li relativni plocha piku IIl S, [E] > 2,0 + (S,[0] — 0,9) a relativni plocha piku I S, [E] < 160, stanovte obsah
syfidlové syrovdtky podle bodu 9.2.

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

9.4.3.1. Data ziskand po analyze vzorkii nezfalSovaného suseného odstiedéného miéka s vysokym celkovym obsahem bilkovin jsou
zanesena do grafii 1 a 2.

Plnd pfimka predstavuje linedrni regresi, jejiz koeficienty se vypocitaji metodou nejmensich Ctverct.

Cérkovand pifmka uréuje horni mez relativni plochy piku III, a to s pravdépodobnosti, ze nebude prekrocena
v 90 % piipada.

Rovnice ¢drkovanych piimek v grafech 1 a 2 jsou:

Sy = 0,376 P % - 10,7 (graf 1)

Sp=0,0123 S, [E] + 0,93 (graf 2)

kde:

Su je relativni plocha piku III vypoctend bud podle celkového obsahu bilkovin, nebo podle relativni plochy
piku S, [E],

P %  je celkovy obsah bilkovin vyjddfeny jako procento hmotnosti,

S, [E] 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 zji§ténou relativni plochou S, [E] a relativni plochou S, je ddn témito vztahy: T, = S,
[E] - [(0.376 B% — 10,7) + (S,,[0] ~ 09T, = S, [E] - [(0,0123 S,[E] + 0,93) + (S,[0] - 0.9)]
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9.4.3.2. Jsou-li T, a/nebo T, rovny nule nebo mensi neZ nula, nelze obsah syfidlové syrovitky stanovit.
Jsou-li T, a T, vét$i neZ nula, je syfidlova syrovatka pftomna.
Obsah syfidlové syrovétky se vypocitd podle vzorce: W = T, + 0,91

kde:

0,91 je vzdélenost na svislé ose mezi plnou a pferusovanou piimkou.

SuSené odstfedéné mléko

S8

43F

38 5

Pik III

45 L

o o S = -+ ¥ +

celkovy obsah bilkovin (%)

-

Susené odstiedéné mléko

Pik 111

150

250 }
350 |
450 }

Pik I



31.1.2018 Utednt véstnik Evropské unie L 26/29

Dodatek 111

STANOVENI SUSINY ZE SYRIDLOVE SYROVATKY V SUSENEM ODSTREDENEM MLECE

1. PREDMET: STANOVENI PRIDAVKU SUSINY ZE SYRIDLOVE SYROVATKY DO SUSENEHO ODSTREDENEHO MLEKA
2. NORMATIVNI ODKAZ: MEZINARODNI NORMA ISO 707
3. DEFINICE

Obsah suiny ze syfidlové syrovdtky je definovan jako hmotnostni procento stanovené popsanym postupem
podle obsahu kaseinomakropeptidi.

4. PODSTATA METODY
Vzorky jsou analyzovany na kaseinomakropeptidy A vysokot¢innou kapalinovou chromatografii s obridcenymi
fazemi (metodou HPLC). Vyhodnoceni vysledkii se provadi porovndnim se srovnavacimi vzorky, které tvoii

suSené odstfedéné mléko bez piidavku nebo s ptidavkem zndmého procenta suSené syrovatky. Pokud je
vysledek vy$3i nez 1 % hm., je pfitomnost susiny ze syfidlové syrovatky prokdzdna.

5. CHEMIKALIE

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

5.1. Roztok kyseliny trichloroctové

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

5.2. Eluenty A a B

Eluent A: Vneste 150 ml acetonitrilu (CH,CN), 20 ml isopropanolu (CH,CHOHCH,) a 1,00 ml kyseliny trifluo-
roctové (TFA, CF,COOH) do odmérné batiky a dopliite na 1 000 ml vodou.

Eluent B: Vneste 550 ml acetonitrilu, 20 ml isopropanolu a 1,00 ml TFA do odmérné batiky na 1 000 ml

a doplitte na 1 000 ml vodou. Elu¢ni roztok pfed pouzitim piefiltrujte pfes membranovy filtr o velikosti p6ri
0,45 pm.

5.3. Uchoviani kolony

Po analyzdch se kolona promyje eluentem B (spddem) a potom se proplichne acetonitrilem (spddem po dobu
30 minut). Kolona se uchovavd v acetonitrilu.

5.4. Srovndvaci vzorky
5.4.1.  SuSené odstiedéné mléko spliiujici poZadavky stanovené pro vetejné skladovdni (tj. [0]).
5.4.2.  Totéz susené odstredéné mléko zfalSované pridavkem 5 % hm. susené syfidlové syrovdtky standardniho sloZeni (tj. [5]).

5.4.3.  Totéz susené odstredéné mléko zfalSované piidavkem 50 % hm. susené syfidlové syrovdtky standardniho sloZeni (tj. [50]).

6. PRISTROJE A POMUCKY
6.1. Analytické vihy

6.2. Volitelnd odstfedivka schopnd dosihnout odstfedivé sily 2200 g a vybavend odstfedivkovymi
zkumavkami se zdtkou o objemu asi 50 ml

6.3. Mechanicki tfepacka
6.4. Magnetickd michacka

6.5. Sklenéné ndlevky o priméru asi 7 cm
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6.6. Filtra¢ni papiry stfedni hustoty o priméru asi 12,5 cm
6.7. Sklenéné filtraéni zafizeni s membrinovym filtrem o velikosti péri 0,45 pm

6.8. Délené pipety umoZiiujici ddvkovat 10 ml (ISO 648, tfida A, nebo ISO/R 835), nebo divkovaci systém
schopny dodivat 10,0 ml za dvé minuty

6.9. Dévkovaci systém schopny doddvat 20,0 ml vody pfi teploté asi 50 °C
6.10. Termostatickd vodni ldzef nastavend na 25 * 0,5 °C

6.11.  Zafizeni na HPLC, které tvoii:
6.11.1. Cerpadlo s bindrnim gradientem
6.11.2. Nstfikové zatizeni — rucni nebo automatické, o objemu 100 pl

6.11.3. Kolona Agilent Technologies Zorbax 300 SB-C3 (délka 25 cm, vnitini priimér 0,46 cm), nebo jind rovnocennd kolona
pro obrdcené fdze s velkjymi péry na bdzi kiemene

6.11.4. Termostat kolony nastaveny na 35 + 1 °C

6.11.5. UV detektor s proménnou vinovou délkou, ktery umozriuje provddét mefeni pfi 210 nm (v nutnych piipadech je mozné
pouZit vétsi vinové délky az do 220 nm) s citlivosti 0,02 A.

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

Pozndmka: Prace s kolonami udrzovanymi na teploté mistnosti je mozna za pfedpokladu, Ze teplota nekolisd
vice nez o 1 °C, jinak dochazi k pfili§ velkym zméndm retenéniho ¢asu CMP,.

7. ODBER VZORKU

7.1. Vzorky musi byt odebiriny postupem stanovenym v mezinirodni normé ISO 707. Clenské stity vsak
mohou pouzivat jinou metodu odbéru vzorkis za pfedpokladu, Ze tato metoda odpovidd zdsadim
uvedené normy.

7.2. Vzorek skladujte takovym zpiisobem, aby nemohlo dojit ke znehodnoceni nebo zméné sloZeni.
8. PRACOVNI POSTUP
8.1. Pfiprava zkuSebniho vzorku

SuSené mléko prevedte do nddobky, jejiz objem je asi dvakrdt vétsi nez objem prasku a kterd je opatfena
vzduchotésnym vickem. Nadobku ihned uzaviete. SuSené mléko dikladné promichejte opakovanym
prevracenim nadobky.

8.2. ZkuSebni dédvka

Do odstiedivkové zkumavky (6.2) nebo vhodné bariky se zdtkou na 50 ml navazte 2,00 £ 0,001 g zkusebniho
vzorku.

Pozndmka: V piipadé smési navazte takové mnozstvi zkusebniho vzorku, aby tuku zbavend zkusebni divka
odpovidala 2,00 g.

8.3. Odstranéni tuku a bilkovin

8.3.1.  Ke zkusebni ddvce piidejte 20,0 ml teplé (50 °C) vody. Pétiminutovym tfepdnim na mechanické tiepacce (6.3) se prdsek
rozpusti. Zkumavku viozte do vodni ldzné (6.10), dokud se jeji teplota neustdli na 25 °C.

8.3.2.  Behem dvou minut za stdlého michdni magnetickou michackou (6.4) pridejte 10,0 ml roztoku kyseliny trichloroctové
o teploté asi 25 °C (5.1). Zkumavku vloZte na 60 minut do vodni ldzné (6.10).

8.3.3.  Odstiedujte (6.2) po dobu 10 minut pfi odstfedivé sile 2 200 g, nebo prefiltrujte pres papir (6.6) a prvnich 5 ml filtrdtu
vyhodte.



31.1.2018 Utednt véstnik Evropské unie L 26/31

8.4. Chromatografické stanoveni

8.4.1.  Metoda HPLC s obrdcenymi fazemi vylucuje moznost falesné pozitivnich vysledkii diky pritomnosti suseného kysaného
podmsli.

8.4.2.  Pfed provedenim analyzy HPLC s obrdcenymi fdzemi je tieba optimalizovat podminky gradientu. Pro gradientové systémy
s mrtvym objemem asi 6 ml (objem od bodu, kde se stékaji rozpoustédla k objemu ndstiikové smycky vietné) je optimdlni
retencni cas v délce 26 minut = 2 minuty pro CMP,. Pro gradientové systémy s mensim mrtvym objemem (napt. 2 ml) je
optimdlni retencni Cas 22 minut.

Vezméte roztoky srovnavacich vzorka (5.4) s obsahem 50 % syfidlové syrovétky a bez obsahu této syrovatky.
Nastitknéte 100 pl supernatantu nebo filtratu (8.3.3) do zafizeni na HPLC, které musi fungovat za podminek
referen¢niho gradientu uvedenych v tabulce 1.

Tabulka 1

Podminky referen¢niho gradientu pro optimalizaci chromatografie

(Sl?rsl) (;ﬁ?ﬁi) %A % B Kiivka
Pocatek 1,0 90 10 %
27 1,0 60 40 pifmka
32 1,0 10 90 pifmka
37 1,0 10 90 piimka
42 1,0 90 10 pifmka

Porovnani obou chromatogramt by mélo ukdzat polohu piku CMP,.

Pocate¢ni sloZeni rozpoustédla, které je nutno pouZit pro normdlni gradient (viz 8.4.3), lze vypocitat podle

tlollul)to vzorce: % B = 10 = 2,5 + (13,5 + (RT,,, — 26) [ 6) * 30 | 27 % B = 7,5 + (13,5 + (RT,,.,, — 26) | 6) *
kde

RT,..  retencni cas CMP, v referenénim gradientu

10: pocatecni % B v referen¢nim gradientu

2,5: % B ve stfednim bodu minus pocate¢ni % B v normélnim gradientu

13,5 ¢as odpovidajici sttednimu bodu referen¢ntho gradientu

26: pozadovany reten¢ni ¢as CMP,

6: pomér smérnic referenc¢niho a normélniho gradientu

30: % B v pocate¢nim bodu minus % B po 27 minutdch v referen¢nim gradientu

27: doba béhu referencniho gradientu

8.4.3.  Ndstfik roztokii zkuSebnich vzorkii

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

Slozeni eluentu na zacitku analyzy se ziskd z 8.4.2. Za normadlnich okolnosti se blizi poméru A:B = 76:24
(5.2). Okamzité po ndstiiku se spusti linedrni gradient, coZ zpiisobi, Ze procento B se za 27 minut zvétsi o 5 %.
Potom se spusti linedrni gradient, kterym sloZeni eluentu dosdhne v péti minutich 90 % B. Toto sloZeni se
udrzuje po dobu péti minut a po jejim uplynuti se pomoci linedrntho gradientu slozeni opét zméni béhem péti
minut na slozeni pocdtecni. V zdvislosti na vnitinim objemu cerpactho systému muze byt daldi néstiik
proveden 15 minut po dosazen{ ptivodnich podminek.

Pozndmka 1. Retenéni ¢as CMP, by mél byt 26 * 2 minuty. Toho lze dosdhnout zménou pocatecnich
a kone¢nych podminek prvniho gradientu. Rozdil v % B mezi pocdte¢nimi a kone¢nymi podminkami prvniho
gradientu v3ak zdstavd ve vysi 5 % B.
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Pozndmka 2. Eluenty je tfeba dostate¢né odplynit a uchovévat je odplynéné. Je to nezbytné nutné pro to, aby
gradientovy 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 vzorki je tieba nastifknout referenéni vzorek [5] a pouzit jej pro vypocet nového
odezvového faktoru R (9.1.1).

8.4.4.  Vysledky chromatografickych analyz zkuSebniho vzorku (E) se ziskdvaji ve formé chromatogramu, na némz je pik CMP,
uréen svym retencnim casem priblizné v délce 26 minut.

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

Pozndmka: Je-li ptk CMP, dostate¢né oddélen od ostatnich pikti, mélo by se pouzit piifazeni zdkladni linie mezi
sedly. V opa¢ném pripadé pouzijte svislé kolmice ke spole¢né zdkladni linii, jejichz pocdte¢ni bod by mél byt
v blizkosti ptku CMP, (tedy ne v Case t = 0 min!). Pro referen¢ni standard a vzorky pouZijte stejny typ integrace
a u spolecné zakladni linie zkontrolujte, zda je se vzorky a referen¢nim standardem konzistentni.

Pred kvantitativni interpretaci je nezbytné prozkoumat vzhled kazdého chromatogramu za ucelem zjisténi

piipadnych anomélii zptsobenych bud nesprdvnou funkei zafizeni, nebo kolony, nebo pivodem a povahou
analyzovaného vzorku. V piipadé pochybnosti analyzu zopakujte.

8.5. Kalibrace

8.5.1. U srovndvacich vzorkii (5.4.1 aZ 5.4.2) se presné pouZije postup popsany v bodech 8.2 aZ 8.4.4. Pouzijte Cerstvé
pripravené roztoky, protoze CMP se v prostiedi 8 % kyseliny trichloroctové odbourdvd. PFi teploté 4 °C ziistdvd roztok stdly
po dobu 24 hodin. V ptipadé dlouhych analytickych pokusii je Zddouci pouZivat v automatickém ndstiikovém zafizeni
chlazenou misku na vzorek.

Pozndmka: Faze 8.4.2 muze byt vynechdna, jestlize je % B v pocitecnich podminkdch zndmo z pfedchozich
analyz.

Chromatogram referen¢ntho vzorku (5) by mél byt obdobny chromatogramu zndzornénému na obrazku 1. Na
tomto obrdzku jsou pied pikem CMP, dva malé piky. Je nezbytné nutné dosdhnout podobné separace.

8.5.2.  Pfed chromatografickym stanovenim vzorkii nastfiknéte 100 pl srovndvaciho vzorku bez syFidlové syrovdtky [0] (5.4.1).
Chromatogram nesmi vykazovat pik v retenénim ¢ase CMP, piku.

8.5.3.  Odezvové faktory R stanovte nastiitknutim stejného objemu filtrdtu (8.5.1), jakého bylo pouzito pro vzorky.

9. VYJADRENI VYSLEDKU
9.1. Metoda vypoctu a vzorce
9.1.1.  Vypocet odezvového faktoru R:

Pik CMP,: R = W/H

kde

R = odezvovy faktor ptku CMP,

H = vyska piku CMP,

W = mnoiZstvi syrovétky ve srovndvacim vzorku [5]
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9.2. Vypocet procenta suSené syfidlové syrovitky obsazené ve vzorku
W(E) = R x H(E)
kde
W(E) = hmotnostni procento syfidlové syrovitky ve vzorku [E]
R = odezvovy faktor piku CMP, (9.1.1)
H(E) = vyska piku CMP, vzorku (E)
Pokud je W(E) vyssi nez 1 % a rozdil mezi retenénim ¢asem a Casem srovndvactho vzorku [5] mensi neZ
0,2 minuty, pak je pfitomnost susiny ze syfidlové syrovitky prokdzana.
9.3. Pfesnost metody
9.3.1.  Opakovatelnost
Rozdil mezi vysledky dvou stanoveni, kterd u stejného zkuSebniho vzorku provedl soucasné nebo v tésném
sledu jeden pracovnik na stejném pfistroji, by nemél prekrocit 0,2 % hm.
9.3.2.  Reprodukovatelnost
Nestanovena.
9.3.3.  Linearita
Pro hodnoty od 0 % do 16 % syfidlové syrovitky je tfeba ziskat linedrni vztah s korelatnim koefi-
cientem > 0,99.
9.4. Interpretace

Mezni hodnota 1 % obsahuje nejistotu z divodu reprodukovatelnosti.

Obrdzek 1
Ni—4.6 standard

Absorbance (220 nm)

0 5 10 15 20 25 3o

Cas (v minutéch)

(*) Mezindrodni{ norma IDF 135B/1991. Mléko a mlécné vyrobky. Pfesnostni charakteristiky analytickych metod.
Stru¢ny popis prace na spole¢né studii.”
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3) Dopliiuji se nové prilohy, které zngji:

,PRILOHA VI

Metody analyzy mdsla v soukromém skladovani

Parametr

Metoda

Tuk (1)

ISO 17189 nebo ISO 3727 &ist 3

Voda

ISO 3727 cast 1

Tukuprosta susina (s vyjimkou soli)

ISO 3727 cast 2

Sl

ISO 15648

(") Metodu, kterd md byt pouzita, musi schvilit platebni agentura.

PRILOHA VII

Metody analyzy suSeného odstiedéného mléka v soukromém skladoviani

Parametr Metoda
Tuk ISO 1736
Bilkoviny ISO 8968 cast 1
Voda ISO 5537
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PRILOHA VIII

Metody analyzy syrit v soukromém skladovini

1. Je nutné zarucit, Ze syry vyrabéné vyhradné z ov¢iho mléka, koziho mléka ¢i buvolitho mléka, nebo ze smési ov¢iho,
koziho a buvoltho mléka neobsahuji kasein z kravského mléka, a za timto Gcelem se pouzije metoda analyzy
uvedend v dodatku.

Pfitomnost kaseinu z kravského mléka se povazuje za prokdzanou, pokud obsah kaseinu z kravského mléka
v analyzovaném vzorku je stejny nebo vyssi v porovndni s obsahem v referencnim vzorku obsahujicim 1 %
kravského mléka, ktery je uveden v dodatku.

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

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

¢) musi umoziovat detekci kaseinu z kravského mléka s pozadovanou citlivosti i po dlouhé dobé zrdni, k ¢emuz
muze za béznych obchodnich podminek dochazet.

Neni-li jeden z vySe uvedenych pozadavka splnén, pouzZiji se metody uvedené v dodatku.
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Dodatek

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

1. PREDMET

Zjistovani kravského mléka a kaseindtd v syrech vyrobenych z ov¢iho mléka, koziho mléka, buvoliho mléka
anebo ze smési ov¢iho, koziho a buvoliho mléka izoelektrickou fokusaci y-kaseinti po plasminolyze.

2. OBLAST POUZIT]

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, buvoltho mléka nebo ze smési ov¢iho, koziho
a buvoliho mléka. Neni vhodnd k odhaleni falsovani mléka a syri tepelné oSetfenymi bilkovinnymi koncentraty
z hovézi syrovitky.

3. PODSTATA METODY

3.1. Izolace kaseini ze syra a referen¢nich standardi

3.2. Rozpusténi izolovanych kaseinti a proteolyza plasminem (EC.3.4.21.7)

3.3.  Izoelektrickd fokusace plasminem oSetfenych kaseinii za pfitomnosti mocoviny a vybarveni bilkovin
3.4.  Vyhodnoceni vybarvenych obrazcii kaseinu y, a y, (dikaz pfitomnosti kravského mléka) na zikladé

porovndni obrazce ziskaného ze vzorku s obrazci ziskanymi u téhoZ gelu z referen¢nich standarda
obsahujicich 0 % a 1 % kravského mléka.

4. CHEMIKALIE

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

Pozndmka: Nasledujici idaje se vztahuji na laboratorné ptipravované polyakrylamidové gely s obsahem
mocoviny o rozmérech 265 x 125 x 0,25 mm. Pokud se pouziji jiné rozméry nebo druhy gelu, mize byt
nutné upravit podminky separace.

Izoelektrickd fokusace
4.1.  Chemikilie pro pfipravu polyakrylamidovych gelit s obsahem mocoviny
4.1.1.  Zdsobni roztok gelu

Ve vodé rozpustte:

4,85 g akrylamidu

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

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

doplnte na 100 ml a uloZte do chladni¢ky v hnédé sklenéné lahvi.

Pozndmka: Misto uvedenych mnozstvi neurotoxického akrylamidu lze pouzit komer¢né dostupny, predem
namichany roztok akrylamidu a BIS. V piipadé, Ze koncentrace komer¢niho roztoku je 30 % hm.[obj.
akrylamidu a 0,8 % hm.[obj. BIS, pak uvedend mnozstvi (4,85 g akrylamidu a 0,15 g BIS) musi byt nahrazena
komer¢nim roztokem o objemu 16,2 ml. Zdsobni roztok lze skladovat nejdéle 10 dnt. Pokud je jeho vodivost
vy$§i nez 5 pS, je nutné provést jeho deionizaci promichdvanim s 2 g Amberlitu MB-3 po dobu 30 minut
a poté jej prefiltrovat pfes 0,45pum membranu.
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4.1.2.  Roztok gelu

Pripravte roztok gelu smichdnim pfisad a amfolytd (*) se zdsobnim roztokem gelu (viz 4.1.1).
9,0 ml zdsobniho roztoku

24 mg B-alaninu

500 pl amfolytu pH 3,5-9,5

250 pl amfolytu pH 5-7

250 pl amfolytu pH 6-8

Gelovy roztok promichejte a odplynujte po dobu dvou aZz tif minut v ultrazvukové ldzni nebo ve vakuu.

Pozndmka: Gelovy roztok se musi pfipravit bezprostiedné pted nalévanim (viz 6.2).

4.1.3.  Roztoky katalyzdtori

4.1.3.1. N, N, N’, N'-tetramethylendiamin (Temed)

4.1.3.2. 40 % hm.[obj. roztoku persiranu amonného (PER)
800 mg PER se rozpusti ve vodé a doplni se do 2 ml.

Pozndmka: Vzdy pouzZivejte Cerstvé piipraveny roztok PER.

4.2. Kontaktni tekutina

Kerosin nebo kapalny parafin

43.  Anodovy roztok

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

4.4. Katodovy roztok

Rozpustte 2,00 g hydroxidu sodného ve vodé a zfedte vodou na 100 ml.

Pfiprava vzorku
4.5. Chemikalie urcené k izolaci bilkovin
4.5.1.  Zfedeénd kyselina octovd (25,0 ml ledové kyseliny octové dopinéné vodou do 100 mi).
4.5.2.  Dichlormethan

4.5.3.  Aceton

4.6.  Tlumivy roztok pro rozpusténi bilkovin

Ve vodé rozpustte:

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

250 mg dithiothreitolu

a doplite na 50 ml vodou.

Pozndmka: Skladujte v chladni¢ce; maximélni doba uskladnéni je jeden tyden.
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4.7.

4.7.2.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

4.9.

4.10.

4.11.

4.11.1.

4.11.2.

4.11.3.

Chemikdlie urcené k plasminovému Stépeni kaseinit

Tlumivy roztok uhlicitanu amonného

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

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

Roztok kyseliny e-aminokapronové urcené k inhibici enzymu

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

Referenéni standardy
Certifikované referencni standardy smési ovciho a koziho odstiedéného mléka vysrdzeného pomoci syfidla a s obsahem 0 %

a 1 % kravského mléka lze ziskat od Ustavu pro referencni materidly a méveni piisobiciho p¥i Komisi, B-2440, Geel,
Belgie.

Pfiprava laboratornich prozatimnich standardii buvoliho miéka vysrdzeného pomoci syfidla a s obsahem 0 % a 1 %
kravského miéka

Odstfedéné mléko se pripravi odstfedénim syrového buvoltho nebo kravského mléka pii teploté 37 °C
(2 500 g, 20 minut). Po rychlém ochlazeni zkumavky a jejiho obsahu na 6 az 8 °C se tiplné odstrani horni
tukovd vrstva. Pro piipravu 1 % standardu pfidejte 5,00 ml odstfedéného kravského mléka do 495 ml
odsttedéného buvoliho mléka v kddince o obsahu 1 1. Hodnotu pH upravte na 6,4 pfidavkem zfedéné kyseliny
mlécné (10 %, hm./obj.). Teplotu upravte na 35 °C, pfidejte 100 pl telectho syfidla (aktivita syfidla 1: 10 000,
cca 3 000 U/ml) a michejte po dobu 1 minuty. Poté kddinku zakryjte hlinikovou f6lii a nechte hodinu stat pti
teploté 35 °C k utvofeni syfeniny. Po utvofeni syfeniny se veskeré mléko vysrdzené pomoci syfidla lyofilizuje,
aniz by pfedtim byla provedena homogenizace nebo odebrdni syrovdtky. Lyofilizované mléko se jemné
rozemele na homogenni prasek. K pipravé referenéniho standardu 0 % pouzijte stejny postup u Cistého
odstfedéného buvoliho mléka. Referen¢ni standardy musi byt skladovény pfi teploté — 20 °C.

Pozndmka: Pred piipravou referen¢nich standardti se doporucuje zkontrolovat Cistotu buvoltho mléka izoelek-
trickou fokusaci kaseinti vystavenych piisobeni plasminu.

Chemikdlie urcené k barveni bilkovin
Fixativ

Rozpustte 150 g kyseliny trichloroctové ve vodé a dopliite na 1 000 ml.

Odbarvovaci roztok
Ztedte 500 ml methanolu a 200 ml ledové kyseliny octové destilovanou vodou na 2 000 ml.

Pozndmka: Odbarvovaci roztok se pfipravuje kazdy den Cerstvy; lze jej pFipravit smichdnim stejnych objemt
zdsobniho roztoku 50 % (obj.) methanolu a zdsobniho roztoku 20 % (obj.) ledové kyseliny octové.

Barvici roztoky
Barvici roztok (zdsobni roztok 1)

V 1 000 ml 90 % obj. methanolu rozpustte pomoci magnetické michacky (asi 45 minut) 3,0 g brilantni modfi
Coomassie G-250 (C. . 42655) a roztok prefiltrujte pfes dva stfedné husté sklddané filtry.

Barvici roztok (zdsobni roztok 2)

V 1 000 ml 20 % obj. kyseliny octové rozpustte 5,0 g siranu médnatého, pentahydratu.

Barvici roztok (pracovni roztok)
Bezprostfedné pfed barvenim smichejte 125 ml obou zdsobnich roztokt (4.11.1 a 4.11.2).

Pozndmka: Barvici roztok je tieba pouzit v den pfipravy.
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5. PRISTROJE A POMUCKY
5.1. Sklenéné desky (265 x 125 x 4 mm), pryZovy vilecek (o Sifce 15 cm), nivela¢ni stolek.
5.2. Nosni félie gelu (265 x 125 mm)

5.3. Kryci félie (280 x 125 mm). Na kazdy dlouhy okraj nalepte pruh lepici pasky (280 x 6 x 0,25 mm) (viz
obrizek 1).

5.4. Elektrofokusaéni komora s chladici deskou (napf. 265 x 125 mm) a vhodny napdjeci zdroj (> 2,5 kV)
nebo automatické elektroforetické zafizeni

5.5. Cirkula¢ni kryostat s regulaci teploty ve vysi 12 = 0,5 °C

5.6.  Odstfedivka nastavitelnd na 3 000 g

5.7. Elektrodové prouzky (o délce > 265 mm)

5.8. Plastové kapaci nddobky na anodovy a katodovy roztok

5.9.  Aplikdtory vzorku (10 x 5 mm, z viskézy nebo filtracniho papiru s nizkou adsorpci bilkovin)
5.10.  Odbarvovaci a barvici misky (napf. misky na ndstroje 280 x 150 mm) z nerezové oceli nebo sklenéné
5.12.  Nastavitelny ty¢ovy homogenizitor s primérem ty¢e 10 mm a rychlosti 8 000 az 20 000 ot/min
5.13.  Magnetickd michacka

5.14.  Ultrazvukovd lizei

5.15.  Svarecka folii

5.16. Mikropipety na 25 pl

5.17.  Vakuovd odstfedivka nebo lyofilizitor

5.18. Termostatem fizend vodni lizef, nastavitelnd na 35 a 40 + 1 °C s tfepackou

5.19. Densitometrické zafizeni umoZiiujici méfeni na vinové délce A = 634 nm

6. PRACOVNI POSTUP
6.1. Pfiprava vzorku
6.1.1.  Izolace kaseinil

Do odsttedivkové kyvety na 100 ml navaite mnoZzstvi syra nebo referenéniho standardu odpovidajici
5 g sudiny, pfidejte 60 ml destilované vody a obsah homogenizujte ty¢ovym homogenizdtorem (8 000 aZ
10 000 ot/min). Upravte pH na 4,6 zfedénou kyselinou octovou (4.5.1) a odstfedujte (5 minut, 3 000 g).
Dekantujte tuk a syrovdtku 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, 3 000 g). Spachtli vyjméte kaseinovou vrstvu, kterd se nachdzi mezi
vodnou a organickou fazi (viz obrdzek 2), a obé faze dekantujte. Kasein se znovu homogenizuje se 40 ml
destilované vody (viz vyse) a 20 ml dichlormethanu (4.5.2) a odstiedi se. Tento postup opakujte, dokud obé
extrakéni fize nejsou bezbarvé (dvakrdt az tiikrdt). Bilkovinny zbytek homogenizujte s 50 ml acetonu (4.5.3)
a prefiltrujte pfes stfedné husty sklddany papirovy filtr. Zbytek promyjte dvéma samostatnymi 25 ml ddvkami
acetonu a nechte vysusit na vzduchu nebo v proudu dusiku. Potom jemné rozmélnéte v tieci misce.

Pozndmka: Suché bilkovinné extrakty se musi uchovévat pii teploté — 20 °C.

6.1.2.  Pfeména [-kaseinii na y-kaseiny prisobenim plasminu

Rozptylte 25 mg izolovanych kaseind (6.1.1) v 0,5 ml tlumivého roztoku uhli¢itanu amonného (4.7.1) a smés
20 minut homogenizujte, napf. ultrazvukem. Smés zahfejte na 40 °C a pfidejte 10 pl plasminu (4.7.2),
promichejte a inkubujte 1 hodinu pfi teploté 40 °C za stalého tfepani. 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 lep$i symetrie fokusovanych kaseinovych pdst se doporucuje po pfidani kyseliny
e-aminokapronové roztok lyofilizovat a poté zbytky rozpustit v 0,5 ml tlumivého roztoku pro rozpousténi
bilkovin (4.6).
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6.2.  Pfiprava polyakrylamidovych gelit s obsahem mocoviny

Na sklenénou desku (5.1) véleckem naneste nosnou f6lii gelu (5.2) s pomoci nékolika kapek vody
a pfebyte¢nou vodu odsajte papirovym ubrouskem nebo kapesnitkem. Stejnym zptsobem vileckem naneste
druhou, kryci f6lii (5.3) s distanénimi vlozkami (0,25 mm) na jinou sklenénou desku. Tuto druhou desku uloZte
vodorovné na nivela¢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); dikladné promichejte a okamzité nalijte rovnomérné na stfed kryci folie. Jeden okraj
nosné desky gelu (stranou s folif smérem dold) pfiloZte k desce s kryci f6lif a pomalu pokladejte tak, aby se
mezi féliemi vytvofila pravidelné rozprostiend tenkd vrstva gelu bez bublin (obrazek 3). Pomoci tenké $pachtle
nosnou desku gelu opatrné pritisknéte po celé délce a polozte na ni tii dalsi sklenéné desky, aby ji zatiZily. Po
skonceni polymerace (asi po 60 minutdch) spolu s kryci f6lif sejméte gel zpolymerovany na nosné f6lii gelu tak,
ze sklenéné desky naklonite. Zadni stranu nosné f6lie peclivé ocistéte, aby se odstranily zbytky gelu a mocoviny.
,Gelovy sendvic” zavarte do tenké fdlie a ulozte do chladnicky (nejdéle na Sest tydnd).

Pozndmka: Kryci folii s distanénimi vlozkami lze pouzit znovu. Polyakrylamidovy gel mizZe byt roziezdn na
men3 ¢asti; je to vhodné v piipadé omezeného poctu vzorki nebo v piipadé pouziti automatického elektrofore-
tického zafizeni (dva gely o rozmérech 4,5 x 5 cm).

6.3. Izoelektrickd fokusace

Nastavte kryostat na 12 °C. Zadni stranu nosné fdlie gelu otfete kerosinem a poté na stfed chladictho bloku
kapnéte nékolik kapek kerosinu (4.2). Opatrné piilozZte ,gelovy sendvi¢“ nosnou f6lii obrdceny dold, aby se
vytlacily vSechny vzduchové bubliny. Pfebyte¢ny kerosin otfete a sejméte kryci folii. Elektrodové prouzky
napustte elektrodovymi roztoky (4.3, 4.4), sefiznéte na délku gelu a ulozte na misto (vzdalenost elektrod
9,5 cm).

Podminky izoelektrické fokusace

6.3.1.  Rozméry gelu 265 x 125 x 0,25 mm

Fize Doba Napéti Proud Piikon Volty/hodiny
(min) V) (mA) (W) (Vh)
1. Predbézna fokusace 30 max. max. konstantni 4 cca 300
2 500 15
2. Fokusace vzorku (1) 60 max. max. konstantni 4 cca 1 000
2 500 15
3. Konec¢nd fokusace 60 max. max. max. cca 3 000
2 500 5 20
40 max. max. max. cca 3 000
2 500 6 20
30 max. max. max. cca 3 000
2 500 7 25

(") Pouziti vzorku: Po ptredbézné fokusaci (krok 1) pipetou odméfte 18 pl vzorku a standardnich roztokd do aplikdtort
vzorku (10 x 5 mm), vloZte na gel ve vzdélenosti 1 mm od sebe a 5 mm podélné od anody a jemné piitlacte. Fokusaci
provedte za vySe uvedenych podminek a aplikdtory vzorku opatrné vyjméte po 60 minutich fokusace vzorku.

Pozndmka: Jestlize se zméni tloustka nebo 3$itka geld, hodnoty proudu a pitkonu musi byt odpovidajicim
zptisobem upraveny (napf. hodnoty proudu a pifkonu se zdvojndsobi, pouZije-li se gel o rozmérech 265 x 125
x 0,5 mm).
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6.3.2.  Priklad programovdni napéti u automatického elektroforetického zafizeni (2 gely 5,0 x 4,5 cm, elektrody bez prouzkii se
priklddaji pfimo na gel.

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

Aplikdtor vzorku ve fazi 2 vloZte pii 0 Vh.

Aplikdtor vzorku ve fazi 2 odstraiite pti 30 Vh.

6.4. Barveni bilkovin
6.4.1.  Fixace bilkovin

Okam?zité¢ po vypnuti napdjeni se odstrani elektrodové prouzky a gel se ihned vlozi do barvicijodbarvovaci
misky naplnéné 200 ml fixatéru (4.9). Gel v ni ponechte 15 minut za stdlého tfepani.

6.4.2.  Prani a barveni gelové desky

Fixatér beze zbytku dekantujte a gelovou desku dvakrdt promyvejte po dobu 30 sekund vidy ve 100 ml
odbarvovaciho roztoku (4.10) Odbarvovaci roztok dekantujte, misku naplite 250 ml barvictho roztoku
(4.11.3) a gel nechte za mirného tfepani po dobu 45 minut zbarvovat.

6.4.3.  Odbarveni gelové desky

Barvici roztok dekantujte a gelovou desku dvakrdt promyvejte po dobu 30 sekund vzdy ve 100 ml odbarvo-
vactho roztoku (4.10). Poté 15 minut protiepavejte s 200 ml odbarvovactho roztoku; fdzi odbarvovani
opakujte nejméné 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
vlasti (10 az 15 minut).

Pozndmka 1: Fixaci, promyvani, barveni a odbarvovéani provadéjte pfi teploté 20 °C. Vyss teploty nepouzivejte.

Pozndmka 2: Pokud upfednostiiujete citlivéjsi obarveni stifbrem (napf. Silver Staining Kit, Protein, Pharmacia
Biotech, k6d ¢. 17-1150-01), musi byt kaseinové vzorky oSetfené plasminem zfedény v poméru 5 mg/ml.

7. HODNOCEN{

Hodnoceni se provadi porovndnim proteinovych obrazcti zkoumaného vzorku s obrazci referen¢nich standarda
u stejného gelu. Zjistovani kravského mléka v syrech vyrobenych z ovctho mléka, koziho mléka, buvoliho
mléka nebo ze smési ovciho, koziho a buvoltho mléka se provadi prostfednictvim y,- a y,-kaseind, jejichz
izoelektrické body se nachdzeji v rozmezi mezi pH 6,5 a pH 7,5 (obrdzky 4a, b, obrdzek 5). Detekéni mez je
nizsi nez 0,5 %.

7.1. Vizuélni hodnoceni

Pro vizudlni hodnoceni mnozstvi kravského mléka se doporucuje upravit koncentraci vzorkd a referencnich
standardd s cilem dosdhnout u hovézich, kozich ajnebo buvolich y,- a y,-kaseint (viz ,y, E.GB“ a ,y, E,GB“ na
obrézcich 4a, b a obrdzku 5) stejné drovné intenzity. Pouze za téchto podminek Ize pfimo posoudit mnozstvi
kravského mléka (mensi nebo vétsi nez 1 % nebo ve vysi 1 %) v analyzovaném vzorku porovndnim intenzity
hovézich vy,- a y,kaseind (viz ,y, C“ a ,y, C“ na obrdzcich 4 a, b a obrizku 5) s intenzitami kaseint
v referen¢nich standardech s obsahy 0 % a 1 % (ov¢ich, kozich), nebo prozatimnich laboratornich standardech
(buvolich).
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7.2. Denzitometrické hodnoceni

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

Pozndmka: Tato metoda funguje uspokojivé, pokud existuje jasny pozitivni signdl obou hovézich v,- a y,-kaseint
v 1 % referen¢nim standardu, avSak nikoli v 0 % referen¢nim standardu. V opacném piipadé je nutné postup
optimalizovat pii pfesném dodrzeni pokynti stanovenych v dané metodg.

Vzorek je povazovan za pozitivni, jestlize hodnoty obou hovézich vy,- a y,-kaseint nebo pfislusnych pomért
ploch piki jsou stejné nebo vétsi nez hodnoty odpovidajici 1 % referenénimu standardu.
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Obrdzek 1

Schematicky vykres kryci folie
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Obrdzek 2

Kaseinovd vrstva plovouci mezi vodnou a organickou fizi po odstfedéni

Vodna fize

Kasein

Methylenchloridovi fize

Obrdzek 3

Skldpéci technika pro odlévini ultratenkych polyakrylamidovych geli

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

Izoelektrickd fokusace kaseinti ze syrit z ovéiho a koziho mléka, oSetfenych plasminem, s riznym
obsahem kravského mléka
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% CM = procento kravského mléka, C = kravské, E = ov¢i, G = kozi

Na obrazku je zndzornéna horni polovina gelu IEF.

Obrdzek 4b

Izoelektrickd fokusace kaseinii ze syrit vyrobenych ze smési ovciho, koziho a buvoliho mléka,
oSetfenych plasminem, s riiznym obsahem kravského mléka

» EGB=

nC=

vs B =
T3 E,(; g

T C ol

@f

i iod

Mo

% CM | 05 ]

1+k {

s fo2f 21 ol o] 11 11 % CM

% CM = procento kravského mléka; 1
kaseinu ve stfedu drdhy. C = kravské, E

+ =

vzorek s obsahem 1 % kravského mléka a s pfidavkem cistého hovéziho
= ov¢i, G = kozi, B = buvoli

Na obrazku je zndzornéna celd separacni vzdélenost gelu IEF.
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Obrdzek 5

Superpozice denzitogramii referen¢nich standarda (STD) a vzorki syra vyrobeného ze smési

ovciho a koziho mléka, po izoelektrické fokusaci
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a, b = referencni standardy obsahujici 0 a 1 % kravského mléka; c-g = vzorky syra obsahujictho 0, 1, 2, 3a 7 %
kravského mléka; C = kravské, E = ov¢i, G = kozi.

Byla snimédna horn{ polovina gelu IEF pfi A = 634 nm.
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PRILOHA IX

Hodnoceni analyz

1. Zajisténi jakosti

Analyzy provadgji laboratofe uréené v souladu s ¢ldnkem 12 nafizeni (ES) ¢. 882/2004 (*) nebo urcené piislusnymi
organy clenského statu.

2. Odbér vzorkd a ndmitky proti vysledkim analyzy

1. Odbér vzorkd se provadi v souladu s pfislusnym nafizenim pro posuzovany vyrobek. Neexistuji-li Zddnd ustanoveni
pro odbér vzorku, pouziji se ustanoveni uvedena v normé ISO 707,Mléko a mlécné vyrobky — Smérnice pro odbér
vzorkd,

2. Laboratorni zprdvy o vysledcich analyz obsahuji dostate¢né ddaje, které umozni hodnoceni vysledki v souladu
s dodatkem.

3. Pro analyzy stanovené v pravnich predpisech Unie se odebiraji duplicitni vzorky.

4. Pokud dojde ke sporu ohledné vysledk, platebn{ agentury musi nechat znovu provést nezbytnou analyzu doty¢ného
produktu a naklady hradi strana, kterd spor prohraje.

Vys$e uvedend analyza se provede za ptredpokladu, Ze zapeceténé duplicitni vzorky produktu jsou k dispozici a byly
fadné ulozeny u ptislusného orgdnu. Vyrobce zasle platebni agentufe Zddost k provedeni analyzy do sedmi
pracovnich dnt od sdéleni vysledkd prvni analyzy. Platebni agentura provede analyzu do 21 dnt od obdrzeni
zadosti.

5. Vysledek opravného prostiedku se povazuje za konecny.

6. Jestlize vyrobce do péti pracovnich dnt po odbéru vzorkl prokdze, Ze postup pfi odbéru vzorkd nebyl spravny,
odbér vzorkt se v rimci moznosti zopakuje. Pokud odbér vzorkt zopakovat nelze, je SarZe pfijata.
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Dodatek

Zhodnoceni splnéni zdkonem stanovené mezni hodnoty s ohledem na Sarzi

1. Podstata metody

V piipadech, kdy pravni piedpisy tykajici se vefejné intervence a soukromého skladovéni stanovi podrobné postupy
pro odbér vzorkd, dodrzuji se tyto postupy. Ve vSech ostatnich piipadech se pouzivd vzorek nejméné ze 3 jednotek
vzorku odebranych néhodné ze Sarze odevzdané ke kontrole. Lze pfipravit i sloZeny vzorek. Ziskany vysledek se
porovnd se zdkonem stanovenymi meznimi hodnotami na zdkladé vypoctu 95 % intervalu spolehlivosti jakoZto
dvojndsobku smérodatné odchylky, kde pfislusnd smérodatnd odchylka zdvisi bud na tom, 1) zda byla metoda
validovdna na zdkladé mezindrodni spoluprace s hodnotami pro ¢, a 6, nebo v piipadé vnitrolaboratorni validace na
tom, 2) zda byla vypocitdna vnitini reprodukovatelnost. Tento interval spolehlivosti se potom rovnd nejistoté méfeni
vysledku.

2. Metoda je validovina na zdkladé mezindrodni spoluprice

V tomto pfipadé¢ byla smérodatnd odchylka opakovatelnosti o, a smérodatnd odchylka reprodukovatelnosti
o, stanovena a laboratof muaze prokdzat soulad s pracovnimi charakteristikami validované metody.
Vypocitd se aritmeticky primér X z poctu n opakovanych méfeni.

vy

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

Je-li konec¢ny vysledek méfeni x vypocitin ze vzorce ve tvaru x =y, +y,, X =y, —y,, X =y, * y, nebo x = y,[y,, musi se
v takovych pfipadech postupovat podle béznych postupt pro kombinovadni smérodatnych odchylek.

Sarze se povazuje za nevyhovujici horni zdkonem stanovené mezni hodnoté UL, jestlize
x-U> UL

jinak se ma 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.

3. Vnitrolaboratorni validace s vypoctem smérodatné odchylky vnitini reprodukovatelnosti

V piipadech, kdy jsou pouzity metody, které nejsou stanoveny v tomto nafizeni, a kdy nebyla stanovena opatfeni pro
zaji§téni shodnosti, je tfeba provést vnitrolaboratorni validaci. Namisto o, a o, se musi ve vzorci pro vypocet
rozsitené nejistoty U pouZit smérodatnd odchylka vnitini opakovatelnosti s, a smérodatnd odchylka vnitini reprodu-
kovatelnosti s.

Pravidla, jez je tieba dodrZovat za Ucelem splnéni zdkonem stanovené mezni hodnoty, jsou uvedena v bodé 1.
Povazuje-li se vSak Sarze za nespliujici zdkonem stanovenou mezni hodnotu, méfeni se zopakuji pomoci metody
stanovené v tomto nafizeni a vysledek se vyhodnoti v souladu s bodem 1.

(*) Jako zvlasté vhodné pro dosazeni Zddouciho rozdéleni y-kaseind se ukazaly vyrobky Ampholine® pH 3,5-9,5
(Pharmacia) a Resolyte® pH 5-7 a pH 6-8 (BDH, Merck).

(**) Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 882/2004 ze dne 29. dubna 2004 o dfednich kontrolich za
Gcelem ovéfeni dodrzovéni prévnich piedpisit tykajicich se krmiv a potravin a pravidel o zdravi zvifat a dobrych
zivotnich podminkdch zvifat (Uf. vést. L 165, 30.4.2004, s. 1).“
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