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VYKONAVACIE NARIADENIE KOMISIE (EU) 2018/150
z 30. janudra 2018,

ktorym sa meni vykondvacie nariadenie (EU) 2016/1240, pokial ide o metédy analyzy
a hodnotenia kvality mlieka a mlie¢nych vyrobkov oprivnenych na verejni intervenciu a pomoc
na sikromné skladovanie

EUROPSKA KOMISIA,
so zretelom na Zmluvu o fungovani Eurdpskej dnie,

so zretelom na nariadenie Eurépskeho parlamentu a Rady (EU) ¢. 1306/2013 zo 17. decembra 2013 o financovant,
riadeni a monitorovani spolo¢nej pol’nohospodérskej politiky a ktorym sa zru§uj1’1 nariadenia Rady (EHS) ¢. 352/78, (ES)
& 165/94, (ES) & 279998, (ES) ¢. 814/2000, (ES) ¢. 1290/2005 a (ES) & 485/2008 (), a najmé na ¢lanok 62 ods. 2
bod i),

kedze:

(1) V delegovanom nariadeni Komisie (EU) 2016/1238 (2) a vo vykondvacom nariadeni Komisie (EU) 2016/1240 ()
sa stanovuji pravidld tykajice sa verejnej intervencie a pomoci na stikromné skladovanie. V nariadeni Komisie
(ES) ¢. 273/2008 (*) sa stanovuji metédy, ktoré sa majli pouZit na posidenie toho, & mlieko a mlie¢ne vyrobky
spliaji  poziadavky oprdvnenosti na verejnil intervenciu a pomoc na stkromné skladovanie stanovené
v uvedenych nariadeniach.

(2)  Vzhladom na technicky vyvoj v metodike pouzivanej na analyzu a hodnotenie kvality mlieka a mlie¢nych
vyrobkov by sa mali vykonat podstatné zmeny s ciefom dosiahnut zjednodusenie a zabezpecit aktualizované
odkazy na normy ISO. V zdujme jasnosti a efektivnosti a vzhladom na rozsah a technicky charakter zmien
ustanoveni nariadenia (ES) ¢. 273/2008 by sa mali prislusné ustanovenia uvedeného nariadenia zaclenit do
vykonévacieho nariadenia (EU) 2016/1240.

(3)  Aby sa zabezpecilo jednotné dodrziavanie novych noriem a metéd vo vietkych ¢lenskych $tatoch, laboratéridm
by sa mal poskytniit dostato¢ny ¢as na preskimanie postupov a uplatnenie aktualizovanych metdd.

(4)  Vykonévacie nariadenie (EU) 2016/1240 by sa preto malo zodpovedajticim sposobom zmenit.
(5)  V zdujme prdvnej istoty by sa nariadenie (ES) ¢. 273/2008 malo zrusit.

(6)  Opatrenia stanovené v tomto nariadeni st v stlade so stanoviskom Vyboru pre spolo¢ni organizdciu polnohos-
podarskych trhov,

PRIJALA TOTO NARIADENIE:

Cldnok 1

Vykondvacie nariadenie (EU) 2016/1240 sa menf takto:
1. Clanok 4 sa men takto:
a) Odsek 1 sa meni takto:
i) pismeno d) sa nahrddza takto:
,d) pri masle: v Castiach I a Ia prilohy IV k tomuto nariadeniu;*;
ii) pismeno e) sa nahrddza takto:

,€) pri suSenom odstredenom mlieku: v Castiach I a Ia prilohy V k tomuto nariadeniu.”

() U.v.EUL 347,20.12.2013,s. 549.

(*) Delegované nariadenie Komisie (EU) 2016/1238 z 18. mdja 2016, ktorym sa doplna nariadenie Eurépskeho parlamentu a Rady (EU)
¢ 1308/2013, pokial ide o verejni intervenciu a pomoc na stkromné skladovanie (U. v. EU L 206, 30.7.2016, 5. 15).

() Vykondvacie nariadenie Komisie (EU) 2016/1240 z 18. ma]a 2016, ktorym sa stanovujti pravidld uplatfiovania narjadenia Eurépskeho
parlamentu a Rady (EU) ¢. 13082013, pokial ide o verejnt: intervenciu a pomoc na stikromné skladovanie (U. v. EU L 206, 30.7.2016,
s.71

*) Narla)ldeme Komisie (ES) ¢. 273/2008 z 5. marca 2008, ktorym sa ustanovuji podrobné pravidld uplatfiovania nariadenia Rady (ES)

¢.1255/1999 tykajice sa metéd analyzy a hodnotenia kvality mlieka a mlie¢nych vyrobkov (U. v. EU L 88, 29.3.2008, s. 1).
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b) Odsek 2 sa nahrddza takto:
,2.  Metddy pouzivané na zistovanie kvality obilnin, masla a suSeného odstredeného mlieka opravnenych na
verejntl intervenciu uvedené v prilohdch I, IV a V st metddy stanovené v poslednom zneni prislusnych

eurépskych, pripadne medzindrodnych noriem, platnom najmenej 6 mesiacov pred prvym diiom obdobia verejnej
intervencie vymedzeného v ¢lanku 12 nariadenia (EU) ¢. 1308/2013.

2. Vkladd sa tento ¢ldnok 60a:
,Cldnok 60a

Osobitné ustanovenia o kontrolich v sivislosti s verejnou intervenciou a pomocou na sdkromné
skladovanie v pripade mlieka a mlie¢nych vyrobkov

1. Oprévnenost mlieka, suseného odstredeného mlieka a syra na ziskanie pomoci na stkromné skladovanie sa
stanovuje v stlade s metédami stanovenymi v prilohdch VI, VII a VIIL

Uvedené metddy sa stanovuji odkazom na posledné znenie prislusnych eurépskych, pripadne medzindrodnych
noriem, platnom najmenej 6 mesiacov pred prvym dfiom obdobia verejnej intervencie vymedzeného v ¢ldnku 12
nariadenia (EU) ¢. 1308/2013.

2. Vysledky kontrol vykonanych s pouzitim metdd stanovenych v tomto nariadeni sa vyhodnocuji v stlade
s prilohou IX.“

3. Prilohy sa menia v stlade s prilohou k tomuto nariadeniu.
Cldnok 2

Nariadenie (ES) ¢. 273/2008 sa zrusuje.

Cldnok 3

Toto nariadenie nadobida ti¢innost siedmym driom po jeho uverejneni v Uradnom vestniku Eurdpskej tinie.

Toto nariadenie je zdvdzné v celom rozsahu a priamo uplatnitelné vo vietkych clenskych
§tatoch.

V Bruseli 30. janudra 2018

Za Komisiu

predseda
Jean-Claude JUNCKER
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PRILOHA

Prilohy k vykondvaciemu nariadeniu (EU) 20161240 sa menia takto:
1. Priloha IV sa meni takto:
a) Druhy odsek v bode 2 ¢asti [ sa nahrddza takto:

,Kazda vzorka sa musi posudzovat individudlne. Opakovany vyber vzorky ani opakované vyhodnocovanie nie je
dovolené.

b) Vklada sa tito Cast Ia:

,CAST 1A

Meto6da analyzy nesoleného masla pre verejnd intervenciu

Parameter Metdda

Tuk (1) ISO 17189 alebo ISO 3727 Cast 3

Voda ISO 3727 Cast 1

Beztukovd susina ISO 3727 Cast 2

Kyslost tuku ISO 1740
Peroxidové ¢islo ISO 3976
Nemlie¢ny tuk ISO 17678

Senzorické vlastnosti ISO 22935 cast 2 a 3 a dalej uvedend tabulka bodového hodnotenia.

(") Pouziti metédu schvaluje platobnd agentdra.

Tabulka bodového ohodnotenia

Vzhlad Texttira Vona a chut
Body Pozndmky Body Pozndmky Body Pozndmky
5 velmi dobry 5 velmi dobrd 5 velmi dobrd
idedlny typ idedlny typ idedlny typ
najvyssia kvalita najvyssia kvalita najvyssia kvalita
(rovnomerne suché) (rovnomerne roztiera- (Gplne Cistd najjemnej-
telné) $ia aréma)
4 dobry 4 dobrd 4 dobrd
(ziadne viditelné nedo- (ziadne viditelné nedo- (ziadne viditelné nedo-
statky) statky) statky)
1,2 akykolvek nedostatok 1,2 akykolvek nedostatok 1,2 akykolvek nedostatok®
alebo 3 alebo 3 alebo 3
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2. V prilohe V sa dopliia tito ast Ia:

,CAST 1A

Metéda analyzy susSeného odstredeného mlieka pre verejnd intervenciu

Parameter Metdda
Bielkoviny ISO 8968 cast 1
Tuk ISO 1736
Voda ISO 5537
Kyslost ISO 6091
Laktdty ISO 8069

Test fosfatdzy

ISO 11816 cast 1

Index nerozpustnosti ISO 8156
Pripédlené Castice (1) ADPI
Mikroorganizmy ISO 4833 cast 1
Cmar dodatok 1

Syridlova srvatka (2

dodatky II a III

Kysld srvatka ()

ISO 8069 alebo kontroly na mieste

Zmyslové kontroly (¥)

ISO 22935 ¢ast 2a 3

(") Analyzy pripdlenych Castic mozno vykondvat systematicky. Takéto analyzy by sa viak vzdy mali vykondvat v pripade, Ze sa ne-
vykonévaji Ziadne zmyslové kontroly.

Py
=

rou

Pouzitti metddu schvaluje platobnd agentiira.
Pouzitd metédu schvaluje platobnd agentira.
%) Zmyslové kontroly sa vykondvajii v pripade, Ze sa povazuji za potrebné na zéklade analyzy rizik schvilenej platobnou agentd-
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Dodatok I

SUSENE ODSTREDENE MLIEKO: KVANTITATIVNE STANOVENIE FOSFATIDYLSERINU A FOSFATIDYLETA-
NOLAMINU

Metdda: HPLC s reverznou fdzou
1. UCEL A OBLAST POUZITIA

Tdto met6da opisuje postup kvantitativneho stanovenia obsahu fosfatidylserinu (PS) a fosfatidyletanolaminu (PE)
v suSenom odstredenom mlieku (OSM) a je vhodnd na zistovanie pevného cmaru v OSM.

2. VYMEDZENIE

Obsah PS +PE: hmotnostnd frakcia latky stanovend pomocou uvedeného postupu. Vysledok sa vyjadruje
v miligramoch dipalmitoyl-fosfatidylethanolaminu (PEDP) na 100 g prasku.

3. PRINCIP METODY
Extrakcia aminofosfolipidov metanolom z obnoveného suSeného mlieka. Stanovenie obsahu PS a PE ako

derivétov o-ftalaldehydu (OPA) pomocou HPLC s reverznou fizou (RP) a fluorescen¢nou detekciou. Kvantifikdcia
obsahu PS a PE v testovanej vzorke porovnanim so standardnou vzorkou obsahujicou zndme mnoZstvo PEDP.

4. REAGENTY

PouZivaji sa len reagenty uznanej analytickej kvality. PouZziva sa destilovand voda alebo voda s prinajmensom
ekvivalentnou ¢istotou, ak nie je uvedené inak.

4.1.  Standardny materidl: PEDP s &istotou najmenej 99 %

Pozndmka: $tandardny materidl sa skladuje pri teplote — 18 °C.

4.2.  Reagenty na pripravu Standardnej a testovanej vzorky
4.2.1. Metanol kvality HPLC
4.2.2.  Chloroform kvality HPLC

4.2.3.  2-(indol-3-yl)etylamin

4.3, Reagenty pre derivatiziciu o-ftalaldehydu

4.3.1.  Hydroxid sodny, vodny roztok 12 M

4.3.2.  Kyselina trihydrogenboritd, vodny roztok 0,4 M upraveny na pH 10 hydroxidom sodnym (4.3.1)
4.3.3.  2-sulfanyletdn-1-ol

4.3.4.  o-ftalaldehyd (OPA)

4.4.  Elu¢né rozpastadla HPLC

4.4.1. Eluenty sa pripravujii pouZitim reagentov HPLC kvality.
4.4.2.  Voda HPLC kvality

4.4.3.  Metanol fluorometricky testovanej Cistoty

4.4.4.  Tetrahydrofurdn

4.4.5.  Dihydrogénfosforecnan sodny

4.4.6. Octan sodny

4.4.7. Kyselina octovd
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5. PRISTROJOVE VYBAVENIE

5.1.  Analytické vihy schopné vizif na najbliz$i 1 mg s presnostou 0,1 mg

5.2.  Kadicky s objemom 25 a 100 ml

5.3.  Pipety umoziiujiice divkovat 1 a 10 ml kvapaliny

5.4.  Magnetické miesadlo

5.5.  Delené pipety, umozZiujiice divkovat 0,2, 0,5 a 5 ml kvapaliny

5.6.  Odmerné banky s objemom 10, 50 a 100 ml

5.7.  Striekacky s objemom 20 a 100 ul

5.8.  Ultrazvukovy kiipel

5.9.  Odstredivka schopnd prevadzky pri 27 000 x g

5.10. Sklenené skiimavky s objemom priblizne 5 ml

5.11. Odmerny valec s objemom 25 ml

5.12. pH-meter s presnostou na 0,1 pH jednotiek

5.13. Vybavenie pre HPLC

5.13.1. Gradientovy cerpaci systém nastavitelny na 1 ml/ min pri 200 bar

5.13.2. Automaticky ddvkovac vzoriek s mozZnostou derivatizdcie

5.13.3. Kolénovy termostat schopny udrZiavat teplotu koldny na 30 °C + 1 °C

5.13.4. Fluorescencny detektor nastaveny na vinovii dizku excitdcie 330 nm a vinovii dizku emisie 440 nm

5.13.5. Integrdtor alebo program na spracovanie ddt umoZziujiici meranie plochy piku

5.13.6. Koléna LiChrospher® — 100 (250 x 4,6 mm) alebo ekvivalentnd kolona naplnend oktadecylsilinom (C 18), velkost
Giastociek 5 pm (ODS).

6. ODBER VZORIEK
Odber vzoriek sa vykona v stlade s normou ISO 707.

7. POSTUP

7.1.  Priprava interného Standardného roztoku

7.1.1. Do 100 ml odmernej banky (5.6) odvdzte 30,0 = 0,1 mg 2-(indol-3-yletylaminu (4.2.3) a po znacku doplnte
metanolom (4.2.1)

7.1.2. Do 10 ml odmernej banky (5.6) pipetujte 1 ml (5.3) tohto roztoku a dopliite po znacku metanolom (4.2.1) aby ste ziskali
koncentrdciu 0,15 mM 2-(indol-3-yl)etylaminu

7.2.  Priprava roztoku testovanej vzorky

7.2.1. Do 25 ml kadicky (5.2) odvdzte 1,000 + 0,001 g vzorky OSM. Pri 40 °C + 1 °C pipetou (5.3) pridajte 10 ml
destilovanej vody a premiesajte magnetickjm miesadlom (5.4) pocas 30 miniit, aby sa rozpustili vetky hrudky

7.2.2. Do 10 ml odmernej banky (5.6) napipetujte 0,2 ml (5.5) obnoveného mlieka, pomocou striekacky (5.7) pridajte 100 pl
0,15 mM roztoku 2-(indol-3-yl)etylaminu (7.1) a dopliite metanolom (4.2.1). Opatrne premieSajte prevracanim a vloZte
do ultrazvukového kipela (5.8) na 15 mindt

7.2.3.  Odstredte (5.9) pri 27 000 x g pocas 10 minit a supernatant zachytte do sklenenej skiimavky (5.10)

Pozndmka: Roztok testovanej vzorky by sa do vykonania analyzy HPLC mal skladovat pri teplote 4 °C
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7.3.  Priprava externého Standardného roztoku

7.3.1. Do 50 ml odmernej banky (5.6) odvdzte 55,4 mg PEDP (4.1) a pomocou odmerného valca (5.11) pridajte priblizne
25 ml chloroformu (4.2.2). Uzavretii banku zohrejte na 50 °C = 1 °C a opatrne mieSajte, pokym sa PEDP nerozpusti.
Banku ochladte na 20 °C, dopliite metanolom (4.2.1) a premiesajte prevracanim

7.3.2.  Napipetujte (5.3) 1 ml tohto roztoku do 100 ml odmernej banky (5.6) a dopliite metanolom (4.2.1) po znacku.
Napipetujte 1 ml (5.3) tohto roztoku do 10 ml odmernej banky (5.6), pridajte 100 pl (5.7) 0,15 mM roztoku 2-(indol-
3-yl)etylaminu (7.1) a objem doplfite metanolom (4.2.1). Premiesajte obracanim
Pozndmka: Roztok referen¢nej vzorky by sa do vykonania analyzy HPLC mal skladovat pri teplote 4 °C

7.4.  Priprava derivatiza¢ného ¢inidla
Do 10 ml odmernej banky (5.6) odvdzte 25,0 + 0,1 mg OPA (4.3.4), pridajte 0,5 ml (5.5) metanolu (4.2.1) a opatrne
miesajte, pokym sa OPA nerozpusti. Po znacku dopliite roztokom kyseliny trihydrogenbdritej (4.3.2) a striekackou (5.7)
pridajte 20 pl 2-sulfanyletdn-1-olu (4.3.3)
Pozndmka: Derivatiza¢né ¢inidlo by sa malo skladovat pri teplote 4 °C v tmavej flasi a je stabilné jeden tyZden.

7.5.  Analyza HPLC

7.5.1.  Elucné roztoky (4.4)
Roztok A: roztok 0,3 mM dihydrofosfore¢nanu sodného a roztoku 3 mM octanu sodného (upraveného na pH
6,5 £ 0,1 kyselinou octovou): metanol: tetrahydrofurdn = 558:440:2 (v/v/v)
Roztok B: metanol

7.5.2.  Navrhované hodnoty elucného gradientu:

Cas (mindty) Roztok A (%) Roztok B (%) Prietok (ml/min)

Pociatocny 40 60 0
0,1 40 60 0,1
5,0 40 60 0,1
6,0 40 60 1,0
6,5 40 60 1,0
9,0 36 64 1,0
10,0 20 80 1,0
11,5 16 84 1,0
12,0 16 84 1,0
16,0 10 90 1,0
19,0 0 100 1,0
20,0 0 100 1,0
21,0 40 60 1,0
29,0 40 60 1,0
30,0 40 60 0

Pozndmka: S cielom dosiahnut rozliSenie zndzornené na obrazku 1 mozno bude potrebné mierne prisposobit
elu¢ny gradient.

Teplota kol6ny: 30 °C.
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7.5.3.  Objem ndstreku: 50 pl derivatizacného cinidla a 50 pl roztoku vzorky

7.5.4.  Kondiciovanie koldny
Pri dennom spustani systému preplachnite kolénu 100 % rozpustadlom B pocas 15 mindt, potom nastavte
pomer A:B = 40:60 a premyvajte pri 1 ml/min pocas 15 minut. Uskutoénite slepé meranie nastrekom metanolu
(4.2.1).

Pozndmka: Pred dlhodobym uskladnenim kolénu preplachnite zmesou metanolu a chloroformu v pomere 80:20
(obj.) pocas 30 mint.

7.5.5.  Stanovenie obsahu PS + PE v testovanej vzorke

7.5.6.  Pri merani sekvencie chromatografickych analyz dodrZiavajte rovnaky cas pre kazdy ndstrek, aby sa dosiahli konstantné
retencné Casy. Po kaZdej 5 — 10 testovanej vzorke injektujte externy Standardny roztok (7.3) na vypocet reakcného faktora

Pozndmka: Kolénu je potrebné po kazdom 20 — 25. ndstreku vycistif preplachnutim 100 % rozpustadla B
(7.5.1.) najmenej pocas 30 mintt.

7.6.  SpoOsob integricie
7.6.1. Pik PEDP

PEDP sa eluuje ako jeden pik. Plochu piku stanovte integraciou od spodnej Casti pred pikom az k spodnej ¢asti
za pikom (valley-to-valley).

7.6.2.  Pik 2-(indol-3-yl)etylaminu

2-(indol-3-yl)etylamin sa eluuje ako jeden pik (obrdzok 1). Plochu piku stanovte integriciou od spodnej Casti
pred pikom az k spodnej Casti za pikom (valley-to-valley).

7.6.3.  Skupiny pikov PS a PE
Za opisanych podmienok (obrazok 1) sa PS eluuje ako dva hlavné ciastoéne nerozliSené piky, ktorym

predchddza jeden mensi pik. PE sa eluuje ako tri hlavné Ciastocne nerozliSené piky. Stanovte celkovii plochu
kazdého zhluku pikov nastavenim zdkladnej ¢iary tak, ako je zndzornené na obrazku 1.

8. VYPOCET A VYJADRENIE VYSLEDKOV
Obsah PS a PE v testovanej vzorke sa vypocita takto:

C = 55,36 x [(A)/(A)] x [(T)/(T,)]

kde:

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

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

A, = plocha piku PS alebo PE roztoku testovanej vzorky (7.2)

T, = plocha piku 2-(indol-3-yl)etylaminu roztoku tandardnej vzorky (7.3)

T, = plocha piku 2-(indol-3-yl)etylaminu roztoku testovanej vzorky (7.2)
9. PRESNOST METODY

Pozndmka: Hodnoty pre opakovatelnost boli vypocitané podla normy IDF (¥).

9.1.  Opakovatelnost

Relativna Standardnd odchylka opakovatelnosti, ktord vyjadruje variabilitu nezdvislych vysledkov analyz
ziskanych rovnakym analytikom pri pouziti rovnakych pristrojov v rovnakych podmienkach a na rovnakej
testovanej vzorke za kratky casovy interval, nesmie presiahnut relativnu hodnotu 2 %. Ak sa dva vysledky

aritmetického priemeru vysledkov.
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9.2.  Reprodukovatelnost

Ak dva vysledky ziskaja analytici analyzou tej istej testovanej vzorky v dvoch roznych laboratéridch pouzitim
roznych pristrojov a v roznych podmienkach, relativna odchylka medzi tymito dvoma vysledkami nesmie byt
vacsia ako 11 % aritmetického priemeru vysledkov.

10. ODKAZY

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).

Obrdzok 1

HPLC zdznam OPA derivitov fosfatidylserinu (PS) a fosfatidyletanolaminu (PE) v metanolovom
extrakte obnoveného suSeného odstredeného mlieka. Zndzorneny je sposob integricie pre piky
PS, PE a tryptaminu (interny $tandard)
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Dodatok II

ZISTOVANIE SYRIDLOVE]J §RVATKY V SUSENOM ODSTREDENOM MLIEKU VURC'ENOM NA VEREJNE
SKLADOVANIE STANOVENIM OBSAHU KAZEINMAKROPEPTIDOV VYSOKOUCINNOU KVAPALINOVOU
CHROMATOGRAFIOU (HPLC)
1. ROZSAH A OBLAST POUZITIA

Téato metdda umoziiuje zistovanie pritomnosti syridlovej srvatky v suSenom odstredenom mlieku uréenom na
verejné skladovanie stanovenim obsahu kazeinmakropeptidov.

2. ODKAZ

Medzindrodnd norma ISO 707 — Mlieko a mlie¢ne vyrobky — ndvod na odber vzoriek.

3. DEFINICIA

Obsah pevnej syridlovej srvitky je definovany ako hmotnostné percento obsahu kazeinmakropeptidov
stanovenych uvedenym postupom.

4. PRINCIP

— Obnovenie su$eného odstredeného mlieka, odstrdnenie tuku a bielkovin kyselinou trichléroctovou
s ndslednym odstredenim alebo filtrdciou.

— Stanovenie mnozstva kazeinmakropeptidov (CMP) v supernatante vysokoucinnou kvapalinovou chromato-
grafiou (HPLC).

— Vyhodnotenie vysledku sa ziska porovnanim vzoriek so Standardnymi vzorkami, obsahujicimi susené
odstredené mlieko s pridavkom alebo bez pridavku zndmeho percentudlneho podielu susenej srvétky.

5. REAGENTY

PouZivajii sa len reagenty uznanej analytickej kvality. PouZiva sa destilovand voda alebo voda s prinajmensom
ekvivalentnou ¢istotou.

5.1. Roztok kyseliny trichléroctovej

Rozriedte 240 g kyseliny trichl6roctovej (CCl,COOH) vo vode a doplitte do 1 000 ml. Roztok by mal byt ¢isty
a bezfarebny.

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

Doplite objem vodou na 1 000 ml a zhomogenizuijte.

Pozndmka: ZloZenie eluentu mozZno upravit tak, aby zodpovedalo osvedceniu noriem alebo odporticaniam
vyrobcu plniacich materidlov do kolon.

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

5.3. Premyvaci roztok

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

Pozndmka: PouZif sa moze akykolvek iny premyvaci roztok s baktericidnym wcinkom, ktory neovplyviiuje
rozliSovaciu schopnost kolony.

5.4. Standardné vzorky
5.4.1.  SuSené odstredené mlicko vyhovujiice poziadavkdm tohto nariadenia (t. j. [0])

5.4.2.  To isté suSené odstredené mlieko falSované pridanim 5 % (m/m) susenej srvdtky syridlového typu Standardného zloZenia

(t.j- [5])



L 26/24 Uradny vestnik Eurépskej tinie 31.1.2018

6. PRISTROJOVE VYBAVENIE

6.1. Analytické vihy

6.2. Volitelné: odstredivka schopnd dosiahnut odstredivi silu 2 200 g, vybavend uzavieratelnymi odstredo-
vacimi skiimavkami s objemom priblizne 50 ml

6.3. Mechanickd trepacka

6.4. Magnetické miesadlo

6.5. Sklenené lieviky s priemerom priblizne 7 cm

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

6.7. Sklenené zariadenie na filtriciu s membrinovym filtrom s priemerom pérov 0,45 pm

6.8. Delené pipety umozZiiujice divkovat 10 ml kvapaliny (ISO 648, trieda A, alebo ISO/R 835) alebo
divkovaci systém schopny ddvkovat 10,0 ml kvapaliny za dve mindty

6.9. Davkovaci systém schopny dévkovat 20,0 ml vody s teplotou okolo 50 °C

6.10.  Termostaticky vodny kdpel nastaveny na 25 = 0,5 °C

6.11.  Zariadenie HPLC pozostivajiice z:

6.11.1. Cerpadla

6.11.2. Injektora, rucného alebo automatického s kapacitou 15 az 30 pl

6.11.3. Dvoch kolén TSK 2 000-SW v sérii (dlzka 30 cm, vniitorny priemer 0,75 cm) alebo ekvivalentnych koldn (napr. jednej
TSK 2 000-SWxl, jednej Agilent Technologies Zorbax 250) a predkolony (3 ¢cm x 0,3 cm) plnenych I 125 alebo
materidlom s ekvivalentnou ticinnostou

6.11.4. Koldnového termostatu nastaveného na 35 + 1 °C

6.11.5. UV detektora s nastavitelnou vinovou dizkou, ktory umoZiiuje merania pri 205 nm s citlivostou 0,008 A

6.11.6. Integrdtora na meranie vysky pikov
Pozndmka: Praca s koléonami ponechanymi pri izbovej teplote je moznd, avsak ich rozli$ovacia schopnost je
o0 nie¢o nizsia. V takom pripade by vykyvy teploty mali byt mensie nez 5 °C v kazdom rozpiti analyzy.

7. ODBER VZORIEK

7.1. Vzorky sa musia odoberat v stlade s postupom stanovenym v medzinirodnej norme ISO 707. Clenské $taty
vSak moZzu pouzif aj inti metdédu odberu vzoriek za predpokladu, Ze je v silade so zdsadami vyssie uvedenej
normy

7.2. Vzorku skladujte v podmienkach vylucujicich akékolvek znehodnotenie alebo zmenu zloZenia

8. POSTUP

8.1. Priprava testovanej vzorky
Susené mlieko vloZte do nddoby s objemom rovnajicim sa priblizne dvojndsobku jeho objemu, ktord je
vybavend vzduchotesnym vekom. Nidobu ihned zatvorte. Susené mlieko dobre premieSajte opakovanym
prevracanim nddoby.

8.2. Testovand divka
Odvizte 2,000 = 0,001 g testovanej vzorky do odstredovacej skimavky (6.2) alebo vhodnej banky s uzdverom
(50 ml).

8.3. Odstranenie tukov a bielkovin

8.3.1. Do ddvky testovanej vzorky pridajte 20,0 ml teplej vody (50 °C). PrdSok rozpustte pretrepanim pocas piatich miniit

pomocou mechanickej trepacky (6.3). Skiimavku viozte do vodného kiipela (6.10) a nechajte ustdlit na 25 °C
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8.3.2. V priebehu dvoch minit pridajte 10,0 ml roztoku kyseliny trichléroctovej (5.1), ktord md teplotu okolo 25 °C, za
sticasného intenzivneho miesania magnetickym mieSadlom (6.4). Skiimavku umiestnite na 60 minit do vodného kipela
(6.10)

8.3.3.  Vzorku odstredte (6.2) pocas 10 miniit pri 2 200 g alebo prefiltrujte cez papier (6.6) a prvych 5 ml filtrdtu vylejte

8.4. Chromatografické stanovenie

8.4.1. Do HPLC pristroja (6.11) nastaveného na prietok 1,0 ml elucného roztoku (5.2) za miniitu injektujte 15 az 30 pl presne
odmeraného supernatantu alebo filtrdtu (8.3.3)

Pozndmka 1. Mozno pouzit aj iny prietok v zdvislosti od vniitorného priemeru pouzitych kolén alebo pokynov
vyrobcu kolény.

Pozndmka 2. Kolény oplachnite vodou pocas kazdého preruSenia. Nikdy v nich nenechdvajte elu¢ny roztok
(5.2).

Pred kazdym prerusenim dlhsim ako 24 hodin prepldchnite kolény vodou, potom ich premyte roztokom (5.3.)
najmene;j tri hodiny pri prietoku 0,2 ml za mindtu.

8.4.2.  Vysledky chromatografickej analyzy testovanej vzorky [E] sa ziskajii vo forme chromatogramu, v ktorom je kaZdy pik identi-
fikovany podla svojho retencného casu RT nasledovne:

Pik II: Druhy pik chromatogramu s RT priblizne 12,5 mindity.

Pik 1II: Treti pik chromatogramu zodpovedajici CMP s RT 15,5 mindty.

Vyber kolény, resp. kolén moéze podstatne ovplyvnit retencné casy jednotlivych pikov.

Integrdtor (6.11.6) automaticky vypocita plochu A kazdého piku:

Ay plocha piku II

A

- plocha piku III

Pred kvantitativnou interpreticiou je dolezité preskimat vzhlad kazdého chromatogramu aby sa zistili
akékolvek abnormality zapri¢inené bud poruchou pristroja alebo kolén, alebo pévodom a povahou
analyzovanej vzorky.

V pripade pochybnost{ analyzu zopakujte.

8.5. Kalibrécia
8.5.1.  Pri Standardnych vzorkdch (5.4) pouZite presne postup opisany v bodoch 8.2 az 8.4.2

Pouzite Cerstvo pripravené roztoky, pretoze CMP v 8 % trichléroctovom prostredi degraduje. Strata sa odhaduje
na 0,2 % za hodinu pri 30 °C.

8.5.2.  Pred chromatografickym stanovenim vzoriek kondicionujte kolény opakovanou injektdZou Standardnej vzorky (5.4.2)
v roztoku (8.5.1), pokym sa plocha a retencny Cas piku zodpovedajiiceho CMP neustdlia na konstantnych hodnotdch

8.5.3.  Responzné faktory R stanovte injektovanim rovnakych objemov filtrdtov (8.5.1), aké sa pouZili pri vzorkdch

9. VYJADRENIE VYSLEDKOV
9.1. Metdda vypoctu a vzorce

9.1.1.  Vypocet responznyich faktorov R:

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

R, responzny faktor piku II

—
2
I

= plochy pikov II $tandardnych vzoriek [0] ziskanych v bode 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 = responzny faktor piku III
AlI] [O] and A[Il [5]
\%

plochy piku Il v standardnych vzorkéch [0] a [5] ziskanych v bode 8.5.3

mnozstvo srvatky v Standardnej vzorke [5], t. j. 5

Vypocet relativnej plochy pikov vo vzorke [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]

relativne plochy pikov II, IIl a IV vo vzorke [E],

plochy pikov II a III vo vzorke [E] ziskané podla bodu 8.4.2,

R, Ry responzny faktor vypocitany podla bodu 9.1.1

Vypocet relativneho retencného casu piku IIl vo vzorke [E]:
RRTy,[E] = (RT,,[E])/(RT,,[5])
kde:

RRT, [E] = relativny reten¢ny ¢as piku III vo vzorke [E],
RTIII [E]
RTHI [5]

reten¢ny Cas piku IIl vo vzorke [E] ziskany v bode 8.4.2,

reten¢ny ¢as piku III kontrolnej vzorky [5] ziskany v bode 8.5.3.

Pokusmi sa preukdzalo, Ze medzi relativnym retencnym Casom piku III, t. j. RRTy, [E], a percentudlnym podielom susenej
srvdtky pridanej v mnoZstve do 10 % je linedrna zdvislost

— RRTy, [E] je < 1,000, ak je obsah srvitky > 5 %,
— RRTy, [E] je = 1,000, ak je obsah srvatky < 5 %,

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

Hodnota RRT}; [0] sa zvycajne mierne odchyluje od 1,034. V zdvislosti od stavu kolén sa moZe tito hodnota
priblizovat k 1,000, ale vZdy musi byt vyssia.

Vypocet percentudlneho podielu suSenej syridlovej srvitky vo vzorke

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

kde:

w = hmotnostné percento syridlovej srvitky vo vzorke [E];

S [E] = relativna plocha piku III testovanej vzorky [E] ziskanej podla bodu 9.1.2;

1,3 = predstavuje relativnu priemernt plochu piku IIl vyjadrent v gramoch syridlovej srvétky na
100 g stanovent v nefalovanom sufenom odstredenom mlieku rozneho pdvodu. Toto
¢islo bolo ziskané experimentdlne;

Sy [0] = predstavuje relativnu plochu piku III, ktord sa rovnd R, x Ay, [0]. Tieto hodnoty sa ziskaji
v bodoch 9.1.1 a 8.5.3;

(S [01 - 0,9) = predstavuje korekciu, ktort treba vykonat na relativnej priemernej ploche 1,3, ked S, [0] sa

nerovnd 0,9. Experimentdlne sa relativna priemernd plocha piku III kontrolnej vzorky [0]
rovnd 0,9.
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9.3. Presnost postupu
9.3.1.  Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch analyz uskutoénenych naraz alebo rychlo po sebe rovnakym
analytikom s pouzitim rovnakych pristrojov na identickom testovanom materidli nesmie presiahnut
0,2 % m/m.

9.3.2.  Reprodukovatelnost

Rozdiel medzi dvoma osobitnymi a nezdvislymi vysledkami, ziskanymi v dvoch roznych laboratéridch na
identickom testovanom materidli nesmie presiahnut 0,4 % m/m.

9.4. Interpreticia

9.4.1.  Nepritomnost srvdtky sa predpokladd, ak relativna plocha piku III, S, [E], vyjadrend v gramoch syridlovej srvdtky na
100 g vyrobku, je < 2,0 + (S, [0] - 0,9),

kde

2,0 je maximalna povolend hodnota relativnej plochy piku III s prihliadnutim na relativnu prie-
mernd plochu piku IIL, t. j. 1,3, neistotu sposobent varidciami v zloZeni suseného odstrede-
ného mlieka a reprodukovatelnost metédy (9.3.2),

(S [01 = 0,9) | je korekcia, ktorti treba vykonat, ak je plocha S, [0] ind nez 0,9 (pozri bod 9.2)

9.4.2. Ak je relativna plocha piku III, S, [E] > 2,0 + (S,,[0] — 0,9) a relativna plocha piku II, S, [E] < 160, obsah syridlovej
srvdtky stanovte podla bodu 9.2.

9.4.3. Ak je relativna plocha piku III, S, [E] > 2,0 + (S,[0] — 0,9) a relativna plocha piku II, S, [E] < 160, stanovte celkovy
obsah bielkovin (P %); ndsledne preskiimajte grafy 1 a 2.

9.4.3.1. Udaje ziskané po analyze vzoriek nefalsovaného suseného odstredeného mlieka s vysokym celkovym obsahom bielkovin sii
zhrnuté v grafoch 1 a 2.

NepreruSovand ciara predstavuje linedrnu regresiu, ktorej koeficienty st vypocitané metédou najmensich
Stvorcov.

Prerufovand Ciara stanovuje horny limit relativnej plochy piku III, a to s pravdepodobnostou, Ze nebude
prekrocend v 90 % pripadov.

Rovnice pre prerusované Ciary v grafoch 1 a 2 si:

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

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

kde:

Su je relativna plocha piku III, vypocitand bud podla celkového obsahu bielkovin, alebo podla relativnej
plochy piku S, [E],

P %  je celkovy obsah bielkovin vyjadreny v hmotnostnych %,
Sy [E] je relativna plocha vzorky vypocitand podla bodu 9.1.2.

Tieto rovnice st ekvivalentné s hodnotou 1,3 uvedenou v bode 9.2.

Rozdiel (T, a T,) medzi zistenou relativnou plochou S,,[E] a relativnou plochou S, sa vyjadruje prostrednictvom
nasledovného vzorca: T, = S,[E] — [(0,376 P% — 10,7) + (S,[0] — 0,9)]T, = S,[E] — [(0,0123 S,[E] + 0,93) +
(SIII[O] -09)]
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9.4.3.2. Ak T, afalebo T, st rovné alebo mensie ako nula, pritomnost syridlovej srvitky nemozno stanovit
Ak T aT, st vy$sie ako nula, syridlova srvatka je pritomna.
Obsah syridlovej srvdtky sa pocita podla tohto vzorca: W =T, + 0,91

kde:

0,91 je vzdialenost na vertikdlnej osi medzi neprerusovanou a preru§ovanou ¢iarou.

Susené odstredené mlieko

S8

43F

38 5

Pik III

45 L

= & a = = EH 4
Celkovy obsah bielkovin (%)

-

Susené odstredené mlieko

Pik 111

150

250 }
350 |
450 }

Pik I
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Dodatok III

STANOVENIE PEVNE] SYRIDLOVE] SRVATKY V SUSENOM ODSTREDENOM MLIEKU

1. UCEL: ZISTENIE PRIDAVKU PEVNEJ SYRIDLOVEJ SRVATKY DO SUSENEHO ODSTREDENEHO MLIEKA
2. ODKAZY: MEDZINARODNA NORMA ISO 707
3. DEFINICIA

Obsah susiny syridlovej srvatky sa definuje ako hmotnostny zlomok stanoveny obsahom kazeinmakropeptidov
podla uvedeného postupu.

4. PRINCIP
Vzorky sa analyzuji na kazeinmakropeptid A metédou vysokoti¢innej kvapalinovej chromatografie (HPLC)
s reverznou fizou. Vyhodnotenie vysledku sa ziska porovnanim vzoriek so S$tandardnymi vzorkami,

obsahujiacimi su$ené odstredené mlieko s pridavkom alebo bez pridavku znidmeho percentudlneho podielu
susenej srvatky. Vysledky vyssie ako 1 % (m/m) dokazujt pritomnost pevnej syridlovej srvatky.

5. REAGENTY

PouZivajii sa len reagenty uznanej analytickej kvality. PouZiva sa destilovand voda alebo voda s prinajmensom
ekvivalentnou Cistotou. Acetonitril by mal byt spektroskopickej alebo HPLC kvality.

5.1. Roztok kyseliny trichléroctovej

Rozriedte 240 g kyseliny trichl6roctovej (CCL,COOH) vo vode a dopliite do 1 000 ml. Roztok by mal byt Cisty
a bezfarebny.

5.2. Eluenty A a B

Eluent A: do 1 000 ml odmernej banky naddvkujte 150 ml acetronitrilu (CH,CN), 20 ml propén-2-olu
(CH,CHOHCH,) a 1 ml kyseliny trifluéroctovej (TFA, CF,COOH). Dopliite vodou na 1 000 ml.

Eluent B: do 1 000 ml odmernej banky naddvkujte 550 ml acetonitrilu, 20 ml propdn-2-olu a 1 ml TFA.

Dopliite vodou na 1 000 ml. Elu¢ny roztok pred pouzitim prefiltrujte cez membrdnovy filter s pérmi
s priemerom 0,45 pm.

5.3. Uchoviévanie kolony

Po analyzach sa koléna preplichne eluentom B (gradientom) a ndsledne sa preplichne acetonitrilom
(gradientom pocas 30 mindt). Kolona sa skladuje v acetonitrile.

5.4.  Standardné vzorky
5.4.1.  Susené odstredené mlicko spliiajiice poziadavky pre verejné skladovanie (. j. [0]).

5.4.2.  To isté suSené odstredené mlieko falSované pridanim 5 % (m/m) susenej srvdtky syridlového typu Standardného zloZenia

(t.j- [5])

5.4.3.  To isté susené odstredené mlieko falSované pridanim 50 % (m/m) suSenej srvdtky syridlového typu Standardného zloZenia
(t.j. [50])

6. PRISTROJOVE VYBAVENIE

6.1. Analytické vahy

6.2. VoliteI'né: odstredivka schopnd dosiahnut odstredivia silu 2 200 g, vybavend uzavieratelnymi odstred’o-
vacimi skiimavkami s objemom priblizne 50 ml

6.3. Mechanicka trepacka
6.4. Magnetické miesadlo

6.5. Sklenené lieviky s priemerom priblizne 7 cm
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6.6. Filtracné papiere so strednou filtriciou, s priemerom priblizne 12,5 cm
6.7. Sklenené zariadenie na filtriciu s membrinovym filtrom s priemerom pérov 0,45 um

6.8. Delené pipety, umoziiujiice divkovat 10 ml kvapaliny (ISO 648, trieda A alebo ISO/R 835) alebo
davkovaci systém schopny divkovat 10,0 ml kvapaliny za dve mindty

6.9. Dévkovaci systém schopny didvkovat 20,0 ml vody o teplote okolo 50 °C
6.10.  Termostaticky vodny kdpel nastaveny na 25 + 0,5 °C

6.11.  Zariadenie HPLC pozostivajiice z:
6.11.1. Bindrneho gradientového Cerpacieho systému
6.11.2. Automatického alebo manudlneho injektora s kapacitou 100 pl

6.11.3. Koldny Agilent Technologies Zorbax 300 SB-C3 (dlzka 25 cm, vniitorny priemer 0,46 cm) alebo ekvivalentnej kolény
s reverznou fdzou na bdze silikagélu, s velkymi pérmi

6.11.4. Koldnového termostatu nastaveného na 35 = 1 °C

6.11.5. UV detektora s nastavitelnou vinovou dlzkou, umoziujiiceho merania pri 210 nm (v pripade potreby sa moze pouZit
vysSia vinovd dlzka do 220 nm), s citlivostou 0,02 A.

6.11.6. Integrdtora s moznostou nastavit integrdciu na obvykli zdkladnii ciaru alebo integrdciu od spodnej Casti pred pikom a7 k
spodnej casti za pikom (valley-to-valley).

Pozndmka: Prica s kolonou pri izbovej teplote je moznd za predpokladu, Ze teplotné vykyvy nie st vicsie ako
1 °C, v opacnom pripade dochddza k prili§ velkym odchylkam reten¢ného ¢asu CMP,.

7. ODBER VZORIEK

7.1. Vzorky sa odoberajd v stilade s postupom stanovenym v medzindrodnej norme ISO 707. Clenské tity
vSak moZu pouZit aj ind metédu odberu vzoriek za predpokladu, Ze je v siilade so zdsadami uvedenej
normy.

7.2. Vzorku skladujte v podmienkach vylucujicich akékol'vek znehodnotenie alebo zmenu zloZenia.

8. POSTUP

8.1. Priprava testovanej vzorky

SuSené mlieko vlozte do nddoby s objemom rovnajicim sa priblizne dvojndsobku jeho objemu, ktord je
vybavend vzduchotesnym vekom. Nddobu ihned zatvorte. SuSené mlicko dobre premiesajte opakovanym
prevracanim nadoby.

8.2. Testovand ddvka

Do odstredovacej skimavky (6.2) alebo vhodnej banky s uzdverom (50 ml) odvazte 2,00 + 0 001 g testovanej
vzorky.

Pozndmka: V pripade zmesi odvézte také mnozstvo testovanej vzorky, aby odtucnend davka vzorky zodpovedala
2,00 g.

8.3. Odstranenie tukov a bielkovin

8.3.1. Do ddvky testovanej vzorky pridajte 20,0 ml teplej vody (50 °C). PrdSok rozpustte pretrepanim pomocou mechanickej
trepacky pocas piatich minit (6.3.). Skiimavku viozte do vodného kipela (6.10) a nechajte ustdlit na 25 °C.

8.3.2.  V priebehu dvoch mintit plynule priddvajte 10 ml roztoku kyseliny trichldroctovej s teplotou asi 25 °C (5.1) za siicasného
intenzivneho mieSania magnetickjm miesadlom (6.4). Skimavku umiestnite na 60 miniit do vodného kiipela (6.10).

8.3.3.  Odstredte (6.2) pocas 10 miniit pri 2 200 g alebo prefiltrujte cez papier (6.6) a prvych 5 ml filtrdtu vylejte.
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8.4. Chromatografické stanovenie

8.4.1. Metéda HPLC s reverznou fdzou vylucuje moznost falosne pozitivnych vysledkov spdsobenych pritomnostou suseného
kyslého cmaru.

8.4.2.  Pred uskutocnenim analjzy HPLC s reverznou fdzou je potrebné optimalizovat podmienky gradientu. Optimdlnym
retencnym casom pre CMP, v pripade gradientovych systémov s mitvym objemom asi 6 ml (objem od bodu, kde sa spdjajii
rozpuistadld, do objemu ndstrekovej slucky vrdtane) je 26 + 2 minity. Pri gradientovych systémoch s niZ$im mityym
objemom (napr. 2 ml) sa za optimdlny retencny Cas povazuje 22 minit.

Pouzite roztoky Standardnych vzoriek (5.4) s 50 % syridlovou srvitkou a bez ne;j.
Do pristroja HPLC, pracujiceho za podmienok skisobného gradientu uvedenych v tabulke 1 injektujte 100 pl
supernatantu alebo filtratu (8.3.3).

Tabulka 1

Podmienky skiiSobného gradientu pre optimaliziciu chromatografie

g o)
Pociato¢ny 1,0 90 10 *
27 1,0 60 40 linedrna
32 1,0 10 90 linedrna
37 1,0 10 90 linedrna
42 1,0 90 10 linedrna

Porovnanie dvoch chromatogramov by malo odhalit miesto piku CMP,.

Pomocou niZ$ie uvedeného vzorca mozno vypocitat pociatocné zloZenie rozpustadla pouzitého pre normdlny
gradient (pozri 8.4.3) % B = 10 - 2,5 + (13,5 + (RT,,, — 26) [ 6) x 30 [ 27 % B = 7,5 + (13,5 + (RT,,,, -
26) [ 6) x 1,11

kde:

RT,..  retencny cas CMP, v skiiSobnom gradiente

10: pociato¢né % B skiisobného gradientu

2,5: % B v strednom bode minus % B na zaliatku normdlneho gradientu

13,5 stredny bod skiisobného gradientu

26: pozadovany reten¢ny ¢as CMP,

6: pomer sklonov skasobného a normélneho gradientu

30: % B v pociato¢nom bode minus % B po 27 mindtach v skiSobnom gradiente
27: ¢as skisobného gradientu.

8.4.3.  Poulite roztoky testovanych vzoriek.

Do pristroja HPLC nastaveného na prietok elu¢ného roztoku (5.2) 1,0 ml za mindtu injektujte 100 pl presne
odmeraného supernatantu alebo filtrdtu (8.3.3).

ZloZenie eluentu na zaciatku analyzy sa ziskava podla bodu 8.4.2. Za normélnych okolnosti je to priblizne A:
B = 76: 24 (5.2). Ihned po injektdzi sa spust{ linedrny gradient, ktory sposobi, Ze po 27 minitach sa B zvysi
0 5 %. Nésledne sa spust{ linedrny gradient ktory sposobi, Ze zloZenie eluentu dosiahne za pit minit 90 % B.
Toto zloZenie sa udrZiava pocas piatich minit a po piatich mindtach sa zloZenie zmeni prostrednictvom
linedrneho gradientu na pociatoéné zloZenie. V zdvislosti od vndtorného objemu &erpacieho systému je mozné
dalsiu injektdz uskuto¢nit po 15 mindtach od dosiahnutia pociato¢nych podmienok.

Pozndmka 1. Retencny ¢as CMP, je 26 + 2 miniity. To je mozné dosiahnut zmenou pociato¢nych a kone¢nych
podmienok prvého gradientu. Rozdiel v % B medzi pociatoénymi a kone¢nymi podmienkami viak zostdva
5 % B.
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Pozndmka 2. Eluenty by mali byt dostatocne odplynené a v takom stave by mali aj zostat. To je dolezité pre
riadne fungovanie gradientového Cerpacieho systému. Standardnd odchylka retencéného casu piku CMP, by
mala byt mensia ako 0,1 mindity (n = 10).

Pozndmka 3. Po kazdych piatich vzorkdch by sa mala injektovat referenénd vzorka [5], ktord sa pouZziva na
vypocet nového responzného faktora R (9.1.1).

8.4.4.  Vysledky chromatografickej analyzy testovanej vzorky (E) sa ziskavajii vo forme chromatogramu, v ktorom je pik CMP,
identifikovany svojim retencnym casom priblizne 26 minuit.

Vysku H piku CMP, automaticky vypocitava integrator (6.11.6). V kazdom chromatograme je potrebné
skontrolovat umiestnenie zdkladnej Ciary. Ak je zdkladnd ¢iara umiestnend nesprdvne, analyzu alebo integraciu
je potrebné opakovat.

Pozndmka: Ak je pik CMP, dostato¢ne oddeleny od ostatnych pikov, malo by sa pouZit umiestnenie zdkladnej
Ciary ,valley-to-valley’. V opacnom pripade pouzite zvislé kolmice na obvykld zdkladnt ciaru, ktorych
pociato¢ny bod by mal byt v blizkosti ptku CMP, (teda nie v ¢ase t = 0 min.!). V pripade standardnej vzorky
aj vzoriek pouzite rovnaky druh integricie a v pripade obvyklej zdkladnej ciary skontrolujte jej zhodnost pre
vzorky a $tandardnt vzorku.

Pred kvantitativnou interpretdciou je dolezité preskimat vzhlad kazdého chromatogramu s cielom zistit

akékolvek abnormality zapri¢inené bud poruchou pristroja alebo kolény, alebo povodom a povahou
analyzovanej vzorky. V pripade pochybnosti analyzu zopakujte.

8.5. Kalibricia

8.5.1.  Pri Standardnych vzorkdch (5.4.1 az 5.4.2) pouZite presne postup opisany v bodoch 8.2 aZ 8.4.4. Poufite Cerstvo
pripravené roztoky, pretoze CMP v prostredi 8 % kyseliny trichléroctovej pri izbovej teplote degraduje. Pri 4 °C je roztok
stabilny pocas 24 hodin. V pripade dlhych sérii analyz je v automatickom injektore vhodné pouZit chladeny zdsobnik na

vzorky.

Pozndmka: Krok 8.4.2. je mozné vynechat ak je % B v pociato¢nych podmienkach zndme z predchadzajicich
analyz.

Chromatogram referen¢nej vzorky [5] by mal byt analogicky s obrazkom. 1. Na tomto obrizku predchddzaja
piku CMP, dve malé piky. Je nevyhnutné dosiahnut podobna separdciu.

8.5.2.  Pred chromatografickou analyzou vzoriek injektujte 100 pl Standardnej vzorky bez syridlovej srvdtky [0] (5.4.1).
Na chromatograme by nemal byt pik v retenénom case CMP,.

8.5.3.  Responzné faktory R stanovte injektovanim rovnakého objemu filtrdtu (8.5.1), aky sa pouzil pri vzorkdch.

9. VYJADRENIE VYSLEDKOV
9.1. Metéda vypoctu a vzorce
9.1.1.  Vypocet responzného faktora R:

pik CMP,: R = W/H

kde:

R = reakény faktor piku CMP,

H = vyska ptku CMP,

W = mnoistvo srvdtky v Standardnej vzorke [5]
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9.2. Vypocet percentudlneho podielu suSenej syridlovej srvitky vo vzorke

W(E) = R x H(E)

kde:

W(E) = hmotnostné percento syridlovej srvatky vo vzorke (E)
R = responzny faktor ptku CMP, (9.1.1)

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

Susina syridlovej srvéatky je pritomnd, ak W(E) je vacsie ako 1 % a rozdiel medzi retenénym ¢asom a retenénym
¢asom §tandardnej vzorky [5] je mensi ako 0,2 minty.

9.3. Presnost postupu

9.3.1.  Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch analyz uskutocnenych naraz alebo rychlo po sebe rovnakym analytikom
s pouZitim rovnakych pristrojov na identickom testovanom materidli nesmie presiahnut 0,2 % m/m.

9.3.2.  Reprodukovatelnost

Nestanovena.

9.3.3.  Linearita

Pre hodnoty od 0 do 16 % syridlovej srvatky by sa mala dosiahnut linedrna zdvislost s koeficientom koreldcie
>0,99.

9.4. Interpreticia

Limit 1 % zahfia neistotu s ohladom na reprodukovatelnost.

Obrdzok 1
Ni —4,6 Standard

Absorbancia (220 mm)

0 5 10 15 20 25 30

(*) Medzindrodnd norma IDF 135B[1991. Milk and milk products. Precision characteristics of analytical

methods. Outline of collaborative study procedure. (Mliecko a mliecne vyrobky. Presné charakteristiky analytickych
metdd. Prehlad spolo¢nej stidie).”
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3. Dopliiajd sa tieto prilohy:

,PRILOHA VI

Metédy analyzy masla v sikromnom skladovani

Parameter

Metbda

Tuk (1)

ISO 17189 alebo ISO 3727 ¢ast 3

Voda

ISO 3727 cast 1

Beztukovd susina (okrem soli)

ISO 3727 cast 2

Sol

ISO 15648

(') Pouziti metédu schvaluje platobnd agentira.

Meto6da analyzy suSeného odstredeného mlieka v sikromnom skladovani

PRILOHA VII

Parameter Metdda
Tuk ISO 1736
Bielkoviny ISO 8968 cast 1
Voda ISO 5537
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PRILOHA VIII

Metédy analyzy syrov v sikromnom skladovani

1. Na overenie toho, Ze syr, ktory sa vyrdba vylu¢ne z ov¢ieho mlieka, kozieho mlieka alebo byvolicho mlieka, alebo zo
zmesi ovéieho, kozieho a byvoliecho mlieka, neobsahuje kazein z kravského mlieka, sa pouZiva analytickd metdda
uvedend v dodatku.

Pritomnost kazeinu z kravského mlieka sa povazuje za preukdzand, ak je obsah kazeinu z kravského mlieka
v analyzovanej vzorke rovnaky alebo vyssi ako obsah v referencnej vzorke obsahujtcej 1 % kravského mlieka, ako sa
uvadza v dodatku.

2. Met6dy na zistovanie pritomnosti kazeinu z kravského mlieka v syroch uvedenych odseku 1 je mozné pouzit, ak:
a) detek¢ny limit je maximdlne 0,5 % a
b) neexistuji ziadne falo$ne pozitivne vysledky a

¢) kazein z kravského mlieka je zistite[ny s pozadovanou citlivostou aj po dlhom ¢ase zrenia, k Comu mdze dojst
v beznych obchodnych podmienkach.

Ak nie je splnend niektord z uvedenych poziadaviek, pouziji sa referenéné metddy uvedené v dodatku.
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Dodatok

METODA ZISTOVANIA PRITOMNOSTI KRAVSKEHO MLIEKA A KAZEINATU V SYROCH VYROBENYCH
Z OVCIEHO MLIEKA, KOZIEHO MLIEKA ALEBO BYVOLIEHO MLIEKA, ALEBO ZO ZMESi KOZIEHO,
OVCIEHO A BYVOLIEHO MLIEKA

1. ROZSAH

Zistovanie pritomnosti kravského mlieka a kazeindtu v syroch vyrobenych z ov¢icho mlieka, koziecho mlieka
alebo byvoliecho mlieka, alebo zo zmesi kozieho, ov¢ieho a byvoliecho mlieka izoelektrickou fokusiciou
y-kazeinov po plazminolyze.

2. OBLAST POUZITIA

Metdda je vhodnd na citlivé a $pecifické zistovanie prirodného a tepelne upraveného mlieka a kazeindtu
v Cerstvych a zrejiicich syroch vyrobenych z ov¢ieho mlieka, kozieho mlieka alebo byvolieho mlieka, alebo zo
zmesi kozieho, ov¢ieho a byvoliecho mlieka. Nie je vhodnd na zistovanie falSovania mlieka a syra tepelne
upravenymi bielkovinovymi koncentrdtmi z kravskej srvétky.

3. PRINCIP METODY

3.1. Izoldcia kazeinov zo syra a referennych Standardov

3.2. Rozpustenie izolovanych kazeinov a prevedenie plazminového (EC.3.4.21.7) Stiepenia

3.3.  Izoelektrickd fokusicia plazminovanych kazeinov za pritomnosti mocoviny a farbenie bielkovin

3.4, Hodnotenie zafarbenych vy, a y,kazeinovych ziznamov (dokaz pritomnosti kravského mlieka)

porovnanim zdznamu ziskaného zo vzorky so zdznamami ziskanymi z rovnakého gélu z referenénych
Standardnych roztokov obsahujicich 0 % a 1 % kravského mlieka.

4. REAGENTY

Ak nie je uvedené inak, pouZiju sa chemikdlie analytickej kvality. PouZije sa dvojndsobne destilovand voda alebo
voda ekvivalentnej ¢istoty.

Pozndmka: Nasledujici podrobny popis pouzite na laboratérne pripravené polyakrylamidové gély obsahujice
mocovinu s rozmermi 265 x 125 x 0,25 mm. Ak sa pouzije ind velkost a typ gélu, moze byt potrebnd tprava
podmienok separcie.

Izoelektrickd fokusdcia
4.1. Reagenty pre vyrobu polyakrylamidovych gélov obsahujicich mocovinu
4.1.1.  Zdsobny gélovy roztok

Vo vode rozpustte:

4,85 g akrylamidu

0,15 g N, N'-metyléndiakrylamidu (BIS)
48,05 g mocoviny

15,00 g glycerolu (87 % hm.)

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

Pozndmka: Namiesto uvedenych pevne stanovenych hmotnosti neurotoxickych akrylamidov mozno pouzit
komer¢ne dostupny namiesany roztok akrylamidu a BIS. Ak takyto roztok obsahuje 30 % hm./obj. akrylamidu
a 0,8 % hm.[obj. BIS, namiesto uvedenych presne stanovenych hmotnosti sa na zmieSanie roztoku pouZije
objem 16,2 ml komer¢ného roztoku. Trvanlivost zdsobného roztoku je maximalne 10 dni; ak je jeho vodivost

membrénovy filter s velkostou pérov 0,45 pm.
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4.1.2.  Gélovy roztok

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

Gélovy roztok zmiesajte a odplytite pocas dvoch az troch mindt v ultrazvukovom kiipeli alebo vo vékuu.

Pozndmka: Gélovy roztok pripravte tesne pred jeho pouzitim (pozri 6.2).

4.1.3.  Katalytické roztoky
4.1.3.1. N, N, N’, N'-tetrametyletyléndiamin (Temed)
4.1.3.2. 40 % hm.[obj. peroxodisiran diaménny (PER):
Rozpustte 800 mg PER vo vode a dopliite vodu do 2 ml.

Pozndmka: Vzdy pouZivajte Cerstvo pripraveny roztok PER.

4.2.  Kontaktnd kvapalina

Kerozin alebo kvapalny parafin

43.  Anédovy roztok

Vo vode rozpustte 5,77 g kyseliny fosfore¢nej (85 % hm.) a dopliite na 100 ml.

4.4, Katédovy roztok

Vo vode rozpustte 2 g hydroxidu sodného a doplnte vodou na 100 ml.

Priprava vzorky
4.5. Reagenty na izoldciu bielkovin
4.5.1.  Zriedte kyselinu octovii (25 ml ladovej kyseliny octovej dopliite vodou do 100 ml.)
4.5.2.  Dichlérmetdn

4.53. Aceton

4.6.  Tlmivy roztok rozpdstajici bielkoviny

Vo vode rozpustte

5,75 g glycerolu (87 % hm.)

24,03 g mocoviny

250 mg (+-)-(R*R*-1,4-disulfanylbutdn-2,3-diolu (dithiothreitolu)
doplite vodou do 50 ml.

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

Reagenty pre plazminové Stiepenie kazeinov

Tlmivy roztok uhlicitanu aménneho

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

Plazmin z kravského mlieka (EC. 3.4.21.7), s aktivitou najmenej 5 U/ml

Roztok kyseliny e-aminohexdnovej na inhibiciu enzjmov

Rozpustte 2,624 g kyseliny e-aminohexdnovej (kyselina 6-amino-n-hexdnovd) v 100 ml 40 % (obj.) etanolu.

Referenéné Standardy
Certifikované referencné Standardy zmesi odstredeného ovcieho a kozieho mlieka upraveného syridlom s obsahom 0 %

a 1 % kravského mlieka sii dostupné v Institite Komisie pre referencné materidly a merania (Commission’s Institute for
Reference Materials and Measurements), B-2440 Geel, Belgicko.

Priprava docasnych laboratdrnych standardnych roztokov pre byvolie mlieko upravené syridlom s obsahom 0 % a 1 %
kravského mlieka.

Odstredené mlieko sa pripravi odstredenim bud byvolieho, alebo kravského surového mlieka pri podmienkach
37 °C, 2 500 g, 20 minut. Po rychlom ochladeni skiimavky a jej obsahu na 6 az 8 °C sa tiplne odstrani hornd
vrstva tuku. Na pripravu 1 % Standardu pridajte do 495 ml byvolieho odstredeného mlieka 5 ml kravského
odstredeného mlieka v kadicke s objemom 1 liter a pridanim zriedenej kyseliny mlie¢nej (10 % hm.[obj.)
upravte pH na 6,4. Teplotu nastavte na 35 °C a pridajte 100 pl telacieho syridla (aktivita syridla 1: 10 000,
¢. 3 000 U/ml), miesajte 1 mintitu a potom kadicku prikryte hlinikovou féliou a nechajte jednu hodinu odstat
pri teplote 35 °C, aby sa vytvoril tvaroh. Po vytvoreni tvarohu celé mlieko upravené syridlom vysuste mrazom
bez predoslej homogenizicie alebo zliatia srvitky. Po vysuSeni mrazom je roztok vhodny na vytvorenie
homogénneho prasku. Na pripravu 0 % standardného roztoku uskutocnite rovnaky postup s pouZitim pravého
byvolicho odstredeného mlieka. Standardy sa musia skladovat pri teplote — 20 °C.

Pozndmka: Pred pripravou $tandardného roztoku sa odportica skontrolovat ¢istotu byvolieho mlieka izoelek-
trickou fokusdciou plazminovanych kazeinov.

Reagenty na farbenie bielkovin
Ustal'ovac

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

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

Pozndmka: Roztok na odfarbovanie pripravte kazdy den Cerstvy; moZe sa pripravif zmieSanim rovnakych
objemov zdsobnych roztokov 50 % (obj.) metanolu a 20 % (obj.) ladovej kyseliny octove;.

Roztoky na farbenie
Roztok na farbenie (zdsobny roztok 1)

Rozpustte 3,0 g Coomassie Brilliant Blue G-250 (C.I. 42655) v 1 000 ml 90 % (obj.) metanolu magnetickym
miesadlom (miesajte asi 45 mindt), prefiltrujte cez dva stredne rychle skladané filtre.

Roztok na farbenie (zdsobny roztok 2)

V 1 000 ml 20 % (obj.) kyseliny octovej rozpustte 5,0 g pentahydritu siranu mednatého.

Roztok na farbenie (pracovny roztok)
Bezprostredne pred farbenim zmieSajte 125 ml oboch zdsobnych roztokov (4.11.1, 4.11.2).

Pozndmka: Roztok na farbenie by sa mal pripravit v defi pouZitia.
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5. VYBAVENIE
5.1.  Sklenené platnicky (265 x 125 x 4 mm); gumeny valcek (Sirka 15 cm); vyrovndvacia tabul'ka.
5.2. Félia na gél (265 x 125 mm)

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

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

5.5.  Cirkulany kryostat s termostatickou kontrolou na 12 + 0,5 °C

5.6. Odstredivka nastavitelnd na 3 000 g

5.7. Elektrody (> 265 mm dlhé)

5.8. Plastové fl'aSe s kvapkadlom na anédovy a katédovy roztok

5.9.  Aplikdtory vzoriek (10 x 5 mm, visk6zovy papier alebo papier s nizkou absorpciou bielkovin)

5.10. Nerezové alebo sklené misky na farbenie a odfarbovanie (napr. podnosy na néstroje s rozmermi
280 x 150 mm)

5.12.  Nastaviteny ty¢ovy homogenizitor (priemer hriadela 10 mm), 8 000 az 20 000 ot/min

5.13. Magnetické miesadlo

5.14.  Ultrazvukovy kiipel

5.15.  Zvdaracka folii

5.16.  Mikropipety na 25 pl

5.17.  Vakuovy koncentritor alebo lyofilizitor

5.18.  Termostaticky kontrolovany vodny kiipel nastavitelny na 35 a 40 + 1 °C, s moZnostou pretrepania

5.19. Denzitometer umoZiiujiici meranie pri vinovej dizke A = 634 nm

6. POSTUP
6.1. Priprava vzorky
6.1.1.  Izoldcia kazeinov

Do odstredovacej skiimavky s objemom 100 ml odvdZte mnoZstvo syra alebo referenénych $tandardov
zodpovedajice 5 g susiny, pridajte 60 ml destilovanej vody a homogenizujte ty¢ovym homogenizitorom
(8 000 az 10 000 ot/min). Hodnotu pH upravte na 4,6 zriedenou kyselinou octovou (4.5.1) a odstredte
(5 mindt, 3 000 g). Zlejte tuk a srvétku, reziduum homogenizujte pri 20 000 ot/min v 40 ml destilovanej vody
s pH upravenym na 4,5 zriedenou kyselinou octovou (4.5.1), pridajte 20 ml dichlérmetdnu (4.5.2), opit
homogenizujte a odstredte (5 mindt, 3 000 g). Spachtlickou odstraite vrstvu kazeinu, ktord sa nachddza medzi
vodnou a organickou vrstvou (pozri obrdzok 2) a zlejte obe vrstvy. Kazein znova homogenizujte v 40 ml
destilovanej vody (pozri vyssie) a 20 ml dichlérometdnu (4.5.2.) a odstredte. Tento postup opakujte, pokym
nebudd obe extrakéné vrstvy bezfarebné (dva az trikrat). Bielkovinové reziduum homogenizujte s 50 ml
aceténu (4.5.3) a prefiltrujte cez stredne rychly skladany filtracny papier. Reziduum z filtra zakazdym zmyte
dvoma osobitnymi 25 ml ddvkami aceténu a nechajte vyschnit na vzduchu alebo pod pridom dusika a potom
ho rozdrvte na jemny prasok v maziari.

Pozndmka: Suché izolty kazeinu by sa mali skladovat pri — 20 °C.

6.1.2.  Plazminové Stiepenie [5-kazeinov na intenzifikdciu y-kazeinov

V 0,5 ml tlmivého roztoku uhli¢itanu aménneho (4.7.1.) rozpustte 25 mg izolovanych kazeinov (6.1.1.)
a 20 mindt ich homogenizujte napr. pouzitim ultrazvuku. Zohrejte ich na 40 °C a pridajte 10 pl plazminu
(4.7.2), premiesajte a inkubujte 1 hodinu pri teplote 40 °C za stdleho pretrepavania. Na inhibovanie enzymu
pridajte 20 pl roztoku kyseliny e-aminohexdnovej (4.7.3) a ndsledne pridajte 200 mg pevnej mocoviny a 2 mg
(2R,3S)-1,4-disulfanylbutdn-2,3-diolu (dithiothreitolu).

Pozndmka: Na dosiahnutie vac3ej symetrie vo fokusovanych kazeinovych pdsoch je vhodné roztok po pridani
kyseliny e-aminohexdnovej mrazom vysusit a rezidud potom rozpustit v 0,5 ml tlmivého roztoku rozpusta-
juceho bielkoviny (4.6.)
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6.2.  Priprava polyakrylamidovych gélov s obsahom mocoviny

Pomocou niekolkych kvapiek vody rozbalte f6liu na gél (5.2) na sklenent platnicku (5.1) a prebyto¢nd vodu
odstranite papierovym obriskom. Na dalsiu platnicku rozlozte rovnakym sposobom kryciu fdliu (5.3)
s rozpernymi vlozkami (0,25 mm). Platnicku horizontilne poloZte na vyrovnavaciu tabulku.

Do pripraveného a odvzdusneného gélového roztoku (4.1.2) pridajte 10 pl Temedu (4.1.3.1), premieSajte
a pridajte 10 pl roztoku PER (4.1.3.2), dokladne premiesajte a ihned rovnomerne nalejte na stred krycej félie.
Jeden okraj platnicky s gélom (s féliou oto¢enou smerom dole) poloZte na platnicku s krycou féliou a pomaly
ju pritlacte tak, aby sa medzi platnickami vytvorila rovnomerne rozotretd gélovd vrstva bez bubliniek
(obrazok 3). Pomocou tenkej 3pachtle opatrne pritlacte dosticku s gélom po celom povrchu a na vrch
umiestnite dalie tri sklenené dosticky ako zdvazie. Po ukonceni polymerizdcie (priblizne 60 mintt) odstrante
gél polymerizovany na f6lii na gél spolu s krycou féliou tak, ze sklenené dosticky naklonite. Opacnd stranu
folie na gél pozorne ocistite, aby ste odstrdnili zvysky gélu a mocovinu. Gélovy sendvi¢ zvarte do fdlie
a uskladnite stoceny do riirky v chladnicke (maximadlne Sest tyzdiiov).

Pozndmka: Kryciu f6liu s rozpernymi vlozkami mozno znovu pouzit. Polyakrylamidovy gél mozno rozrezat na
mensie kasky, ¢o sa odportca vtedy, ak je mdlo vzoriek, alebo ak sa pouZiva automatické elektroforézne
zariadenie (dva gély s rozmermi 4,5 x 5 cm).

6.3. Izoelektrickd fokusicia

Chladiaci termostat nastavte na 12 °C. Opac¢nu stranu fdlie na gél ocistite kerozinom, potom kvapnite niekolko
kvapiek kerozinu (4.2) do stredu chladiaceho bloku. Potom nati polozte gélovy sendvi¢, s féliou otocenou
smerom nadol, a vyhnite sa pritom vzniku bubliniek. Prebytoény kerozin zotrite a odstrante kryciu féliu.
Elektrodové pésy ponorte do elektrédovych roztokov (4.3, 4.4), odrezte na dlzku gélu a umiestnite na dané
miesta (vzdialenost elektréd 9,5 cm).

Podmienky izoelektrickej fokusdcie:

6.3.1. Rozmer gélu 265 x 125 x 0,25 mm

Krok Cas Napitie Prid Vykon Volthodiny
(min.) V) (mA) (W) (Vh)
1. Predbeznd fokusdcia 30 maximdlne maximdlne | konstantny 4 c. 300
2 500 15
2. Fokusicia vzorky (') 60 maximalne maximilne | kontantny 4 c. 1 000
2 500 15
3. Zavere¢na fokusdcia 60 maximdlne maximélne maximélne c. 3000
2 500 5 20
40 maximélne maximélne maximélne c. 3000
2 500 6 20
30 maximélne maximélne maximélne c. 3 000
2 500 7 25

(') Pouzitie vzorky: po predbeznej fokusdcii (etapa 1) napipetujte 18 pl vzorky a Standardného roztoku do aplikdtorov
vzorky (10 x 5 mm), uloZte ich na gél vo vzdialenosti 1 mm od seba a 5 mm pozdfZ anédy a zlahka pritlacte. Vykonajte
fokusdciu podla uvedenych podmienok, po 60 mindtach od fokusécie vzorky tieto aplikdtory opatrne vyberte

Pozndmka: Ak sa zmeni hribka alebo $irka gélov, hodnoty pridu a vykonu sa musia vhodne upravit (napr.
dvojndsobok hodnoty pre elektricky prid a vykon, ak sa pouziva gél s rozmermi 265 x 125 x 0,5 mm).
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6.3.2.  Priklad programu napdtia pre automatické elektroforézne zariadenie (2 gély s rozmermi 5 x 4,5 c¢m), elektrédy bez pdsov
sa prikladajii priamo na gél.

Krok Napitie Prad Vykon Teplota Volthodiny
1. Predbeznd fokusacia 1000V 10,0 mA 35W 8°C 85 Vh
2. Fokusacia vzorky 250V 5,0 mA 2,5W 8°C 30 Vh
3. Fokusdcia 1200V 10,0 mA 3,5W 8°C 80 Vh
4. Fokusdcia 1500V 5,0 mA 7,0 W 8°C 570 Vh

Aplikator vzorky vlozte v kroku 2 pri 0 Vh.

Aplikdtor vzorky odstrnte v kroku 2 pri 30 Vh.

6.4. Farbenie bielkovin
6.4.1.  Ustdlenie bielkovin

Thned po vypnuti zariadenia odstrafite elektrodové pdsy a gél ihned vlozte do misky na farbenie/odfarbovanie
naplnenej ustalovacom (4.9.) v objeme 200 ml; za stileho pretrepdvania nechajte posobit 15 min.

6.4.2.  Umyvanie a farbenie gélovej platnicky

Dokladne odstrdnte ustaloval a gélovii platnicku premyte dvakrdt pocas 30 sekind 100 ml roztokom na
odfarbovanie (4.10). roztok na odfarbovanie vylejte a misku napliite 250 ml roztokom na farbenie (4.11.3.);
nechajte ho posobit za jemného pretrepavania pocas 45 mindt.

6.4.3.  Odfarbenie gélovej platnicky

Roztok na farbenie vylejte, gélovi platnicku zakazdym dvakrit premyte pomocou 100 ml roztoku na
odfarbovanie (4.10.), nésledne pretrepte s 200 ml roztoku na odfarbovanie pocas 15 mindt a postup odfarbenia
opakujte najmenej dva alebo trikrdt, pokym nie je pozadie Cisté a bezfarebné. Potom gélovii platnicku
oplachnite destilovanou vodou (2 x 2 miniity) a nechajte vysusit na vzduchu (2 az 3 hodiny) alebo susicom na
vlasy (10 aZ 15 mindt).

Pozndmka 1: Ustdlenie, umyvanie, farbenie a odfarbovanie vykondvajte pri teplote 20 °C. NepouZivajte vyssie
teploty.

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

7. HODNOTENIE

Hodnotenie sa vykondva porovnanim zdznamov bielkovin nezndmej vzorky s referenénymi §tandardmi na tom
istom géle. Obsah kravského mlieka v syroch z ov¢ieho mlieka, kozieho mlieka a byvolicho mlieka a zo zmesi
ovc¢icho, kozieho a byvolieho mlieka sa detekuje prostrednictvom y;- a y,-kazeinov, ktorych izoelektrické body
st v rozmedzi pH 6,5 a pH 7,5 (obrazky 4a, 4b a 5). Detekény limit je nizsi ako 0,5 %.

7.1.  Vizudlny odhad

Pri vizudlnom hodnoteni mnozZstva kravského mlieka sa odportca upravit koncentrécie vzoriek a tandardnych
roztokov s cielom dosiahnuf rovnakd droven intenzity v pripade ovcich, kozich afalebo byvolich y,-
a y,-kazeinov (pozri hodnoty ,y, E,GB“ a .y, E,GB“ v obrdzkoch 4a, 4b a 5) Nésledne mozno posudit
mnozstvo kravského mlieka (menej ako 1 %, 1 % alebo viac ako 1 %) v nezndmej vzorke, a to priamo
porovnanim intenzity hovadzich y,- a y,-kazeinov (pozri ,y; C* a ,y, C“ na obrdzkoch 4a, b a na obrdzku 5)
s intenzitou kazeinov v 0 % a 1 % referen¢nych standardoch (ovcie, kozie) alebo v docasnych laboratérnych
Standardoch (byvolie).
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7.2.  Denzitometricky odhad

Ak je to mozné, na stanovenie pomeru plochy piku kravskych k ov¢im, kozim afalebo byvolim vy,-
a yy-kazefnom pouzite denzitometriu (5.19.) (pozri obrdzok 5). Tato hodnotu porovnajte s pomerom plochy
piku y,- a y,-kazeinov 1 % referen¢ného Standardného roztoku (ovcie, kozie) alebo docasného laboratérneho
Standardu (byvolie) analyzovanymi na tom istom géle.

Pozndmka: Metdda funguje uspokojivo, ak je jasny pozitivny signél v pripade oboch hovidzich y,- a y,-kazeinov
v 1 % referen¢nom 3tandarde, ale nie v 0 % referenénom $tandarde. V opa¢nom pripade postup optimalizujte

presnym dodrzanim pokynov stanovenych v danej metdde.

Vzorka sa hodnoti ako pozitivna, ak sa oba kravské y,- a y,-kazeiny alebo zodpovedajiice pomery plochy piku
rovnaju alebo st vicsie ako trovent 1 % referencného standardu.
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Obrdzok 1

Schematicky ndkres krycej folie
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Obrdzok 2

Kazeinova vrstva pldvajiica medzi vodnou a organickou fizou po odstredeni

H zo-féZa

Kazein

CHzclz-féZa

Obrdzok 3

Klapkova technika liatia ultratenkych polyakrylamidovych gélov

a = oddelovacia pdska (0,25 mm); b = krycia f6lia (5.3.); ¢, e = sklenené platni¢ky (5.1.); d = gélovy roztok (4.1.2.);
f = folia na gél (5.2.)
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Izoelektrickd fokusicia kazeinov oSetrenych plazminom z ov&ieho a kozieho syra s obsahom
réznych mnozstiev kravského mlieka

Obrdzok 4a

1[0{?!2!3{@[0{&5[0{0,3

%CM

% CM = percentudlny podiel kravského mlieka, C = krava, E = ovca, G = koza

Znézornend je hornd polovica izoelektricky fokusovaného gélu.

Izoelektrickd fokusicia kazeinov oSetrenych plazminom zo syra vyrobeného zo zmesi ovcieho,
kozieho a byvolieho mlieka s obsahom réznych mnozstiev kravského mlieka

Obrdzok 4b
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Znézornend je celkova separacnd vzdialenost izoelektricky fokusovaného gélu.

kého mlieka; 1+ = vzorka obsahujica 1 % kravského mlieka s pridanim cistého
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Obrdzok 5

Superpozicia denzitogramov $tandardnych roztokov (STD) a vzoriek syra vyrobeného zo zmesi
ovcieho a kozieho mlieka po izoelektrickej fokusacii
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a, b = standardné vzorky s obsahom 0 a 1 % kravského mlieka; ¢ — g = vzorky kozich syrov s obsahom 0, 1, 2,3 a7 %
kravského mlieka. C = krava, E = ovca, G = koza.

Hornd polovica IEF gélu bola skenovand pri A = 634 nm.
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PRILOHA IX

Hodnotenie analyz

1. Zabezpecenie kvality

Analyzy sa vykondvaji v laboratéridch uréenych v stlade s ¢lankom 12 nariadenia (ES) ¢. 882/2004 (**) alebo
vymenovanych prislu§nym orgdnmi ¢lenského $tatu.

2. Odber vzoriek a spory tykajiice sa vysledkov analyz

1. Vzorky sa odoberajii v stlade s prislusnym nariadenim vztahujiicim sa na posudzovany vyrobok. Ak nie st vyslovne
stanovené Ziadne ustanovenia o odbere vzoriek, pouZiji sa ustanovenia normy ISO 707 — Mlieko a mlie¢ne vyrobky
- ndvod na odber vzoriek.

2. Laboratérne spravy o vysledkoch analyz obsahuji dostato¢né informécie na vyhodnotenie vysledkov, ktoré sa vykond
v stlade s dodatkom.

3. Na analyzy pozadované podla pravidiel Unie sa odoberajii duplicitné vzorky.

4. Ak vznikne spor v stvislosti s vysledkami, platobnd agentiira nechd opitovne vykonat potrebnt analyzu dotknutého
vyrobku, priom nédklady zndsa strana, ktord v spore nebola tspesna.

Uvedend analyza sa vykond za predpokladu, Ze st k dispozicii zapecatené duplicitné vzorky vyrobku a Ze tieto boli
riadne uskladnené na prislusnom orgdne. Vyrobca zasle platobnej agentire Ziadost, aby vykonala analyzu do
7 pracovnych dni po ozndmeni vysledkov prvej analyzy. Platobnd agentdra vykona tato analyzu do 21 pracovnych
dni od prijatia Ziadosti.

5. Vysledok odvolacieho konania sa povazuje za konecny.

6. Ak moze hospoddrsky subjekt do piatich pracovnych dni od odberu vzorky dokazat, Ze postup odberu vzorky sa
neuskutocnil spravne, odber vzorky sa podla moznosti zopakuje. Ak sa odber vzorky nemdze zopakovat, zdsielka sa
akceptuje.
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Dodatok

Hodnotenie sdladu zdsielky so zdkonom stanovenymi medznymi hodnotami

1. Princip

Ak sa v pravnych predpisoch tykajicich sa verejnej intervencie a stkromného skladovania stanovujii podrobné
postupy odberu vzoriek, dodrzia sa tieto postupy. Vo vietkych ostatnych pripadoch sa pouzivaji najmenej tri
jednotky vzorky ndhodne odobraté zo zdsielky predloZenej na kontrolu. MézZe sa pripravit sthrnnd vzorka. Ziskany
vysledok sa porovndva so zdkonom stanovenymi medznymi hodnotami na zdklade vypoctu 95 % intervalu
spolahlivosti ako dvojndsobku Standardnej odchylky, pricom prislusnd standardnd odchylka zdvisi od toho, 1. &i je
metdda validovand prostrednictvom medzindrodnej spoluprice na zdklade hodnoét pre o, a o, alebo 2. v pripade
internej validdcie od toho, ¢i je vypocitand internd reprodukovatelnost. Tento interval spolahlivosti sa potom rovnd
neistote merania vysledku.

2. Metéda je validovand prostrednictvom medzinirodnej spoluprice

V tomto pripade sa stanovila §tandardnd odchylka opakovatelnosti o, a Standardnd odchylka reprodukovatelnosti o,
a laboratérium moze preukazat zhodu s prevadzkovymi charakteristikami validovanej metddy.

Vypocitajte aritmeticky priemer X z poctu n opakovanych merani.

Vypocitajte rozsirent neistotu (k = 2) z X takto:

Ak sa koneény vysledok x merania vypocita podla vzorca v tvare x =y, + y,, x =y, —y,, x =y, * y, alebo x = y,[y,,
v takychto pripadoch sa dodrziavajii zvy¢ajné postupy kombinovania Standardnych odchylok.

Zésielka sa povazuje za zdsielku nesplfiajticu hornt zakonom stanovent medznt hodnotu UL, ak
x-U> UL

inak sa povazuje za zdsielku, ktord je v stlade s UL.

Zasielka sa povaZuje za zdsielku nespliiajiicu dolnt zdkonom stanoventd medznii hodnotu LL, ak
x+ U < LL;

inak sa povazuje za zdsielku, ktord je v stlade s LL.

3. Internd validicia na zdklade vypoctu Standardnej odchylky internej reprodukovatelnosti

V pripadoch, v ktorych sa pouzivaji metddy, ktoré nie sii vymedzené v tomto nariadeni, a neboli stanovené presné
kritérid, vykond sa internd validdcia. Namiesto o, a o, sa vo vzorci na vypocet rozsirenej neistoty , pouzije Standardnd
odchylka internej opakovatelnosti s, a Standardnd odchylka internej reprodukovatelnosti s;R.

Pravidld, ktoré sa maji dodrziavat na tcely overenia siladu so zdkonom stanovenou medznou hodnotou, st
stanovené v bode 1. Ak sa vSak zédsielka povaZuje za nespliajiicu zdkonom stanoveni medznd hodnotu, merania sa
zopakuji s pouZitim metddy urcenej v tomto nariadeni a vysledok sa vyhodnoti v stilade s bodom 1.

(*) Vyrobky Ampholine® pH 3,5 — 9,5 (Pharmacia) a Resolyte® pH 5 — 7 a pH 6 — 8 (BDH, Merck) sa ukdzali ako
mimoriadne vhodné na dosiahnutie pozadovanej separacie y-kazeinov.

(**) Nariadenie Eurépskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 882/2004 z 29. aprila 2004 o tradnych kontroldch uskutociio-
vanych s cielom zabezpeit overenie dodrziavania potravinového a krmivového prdva, a predpisov o zdravi zvierat
a o starostlivosti o zvieratd (U. v. EU L 165, 30.4.2004, s. 1).
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