CH - 12.20.

Stanovenie mnozZstva kyseliny L-mlie¢nej, jantarovej a D-3-

hydroximaslovej vo vajciach a vo vajeénych vyrobkoch.
Enzymaticka metoda

1. Oblast’ pouZzitia

Tato metdda popisuje enzymaticky postup na stanovenie obsahu kyseliny L- mlie¢ne;j,
jantarovej a D-3-hydroximaslovej vo vajciach a vo vaje¢nych vyrobkoch. Metdda je
pouzitel'nd pre koncentracie nad 25 mg L-mliecnej kyseliny/kg vajecnej susiny, popr.
10 mg jantarovej kyseliny/kg vajecnej susiny, popr. nad 5 mg D-3-hydroximaslovej/kg
vajecnej susiny.

2. Pojem

Pod obsahom kyseliny L-mlie¢nej, jantdrovej a D-3-hydroximaslovej vo vyrobkoch
uvedenych vbode 1 sa podla tohto popisaného postupu rozumie obsah kyseliny
L-mlie¢nej, jantarovej a D-3-hydroxymaslovej. Udava sa v mg/kg susiny.

3. Princip metody

Vzorka sa riedi vodou popr. sa rozpusti, roztok sa zohreje a nasledne sa oSetri reagenc-
nym Carrezovym ¢inidlom (ferrokyanid draselny (II), siran zino¢naty) na oddelenie pro-
teinov. Po filtracii sa pouzije ¢iry roztok vzorky na enzymatické stanovenie organickych
kyselin.

V réznych fotometrickych kyvetach prebiehaju nasledovné reakcie (skratené, pozri cast’
10):

3.1 Stanovenie kyseliny L. — mlie¢nej

LDH
3.1.1 L — mlie¢na kyselina (L-laktat) + NAD" > pyruvat + NADH + H'

Rovnovaha tejto reakcie je silne posunutd na stranu laktatu. OdCerpadvanim pyruvatu
pomocou reakcie 3.1.2

GPT
3.1.2 pyruvat + L-glutamat 7 L-Alanin + 2-Oxoglutarat




dochadza k posunu rovnovahy, takze sa tvori NADH, ktory sa vyuziva na meranie
prirastku extinkcie a na ktorého obsah sa vzt'ahuje vypocet obsahu kyseliny L-mlie¢nej
(L-laktat).

3.2 Stanovenie kyseliny jantarovej

SCS
3.2.1 kyselina jantarova (sukcinat) + ITP + CoA > IDP + sukcinyl-CoA +

fosfat
V reakcii (1) vytvoreny IDP fosforyluje v pritomnosti PEP cez PK podla reakcie (2),
pricom vznikd pyruvat:

PK
3.2.2 IDP + PEP — > ITP + pyruvét
Pyruvat sa redukuje v pritomnosti NADH cez LDH na laktat podl'a reakcie (3)

, + LDH AN , +
3.2.3 pyruvat + NADH + H 7 L-laktat + NAD

Spotreba NADH - meranie extinkéného ubytku sa vztahuje na vypocet obsahu kyseliny
jantarovej (sukcinat).

3.3 Stanovenie kyseliny D-3-hydroximaslovej

3.3.1 Kyselina  D-3-hydroximaslova  (D-3-hydroxybutarat) + NAD'
3-HBDH

> acetoacetat + NADH + H
Rovnovaha tejto reakcie je silne posunuta na stranu D-3- hydroxybutaratu. Zachytom
NADH pomocou reakcie (2)

. Diaforaza | . ,
3.3.2 NADH+INT+H 7 NAD + INT-formazan

nastdva poruSenie rovnovahy, pricom nevratne vznik4 formazan meratelny vo viditel'nej
oblasti pri 492 nm. Mnozstvo INT formazénu je umerné mnozstvu kyseliny D-3-
hydroximaslove;j.

4. Chemikalie

Pokial’ nie je inak uvedené,

- sa maju pouzivat’ chemikalie PA,

- pod ,,roztokom* sa rozumie vodny roztok.

Voda musi byt Cerstva, redestilovand, alebo zodpovedajticej Cistoty.

4.1 Carrezovo ¢inidlo 1.

Roztok ferrokyanidu draselného
e(K4 [Fe(CN)g] . 3 H,O =150 g/1 )

4.2 Carrezovo ¢inidlo 11

Roztok siranu zinoénatého
eZnSO4 . 7 H,O =300 g/l



4.3 Roztok hydroxidu sodného, ¢=1,0 mol/l l)

4.4 Roztok hydroxidu sodného, ¢=5,0 mol/ll)

4.5 Glycilglycin — pufrovaci roztok, pH = 10

2,375 g glycilglycinu a 0,44 g L-kyseliny glutaminovej sa rozpusti v 25 ml vody s asi
2,5-3 ml hydroxidu sodného (¢ = 5,0 mol/l). Nastavi sa pH 10 a doplni sa vodou na
30 ml. ¢(NaOH) = 5,0 mol/l

Roztok je stabilny pri 4 °C najmenej 3 mesiace.

4.6 Roztok koenzymu (NAD)

210 mg nikotinamid-adenin-dinukleotid (beta-NAD. H,O, lyofilizovana volnd kyse-
lina, w >98 % ') sa rozpusti v 6 ml vody.

Roztok je stabilny pri 4 °C najmenej 3 tyzdne.

4.7 Suspezia enzymu (GPT)

Glutamat-pyruvat-transamindza z brav€ového srdca (EC 2.6.1.2) vroztoku siranu
amoénneho (c = 3,2 mol/l), 160 U/ml ?. c[(NH,):50,] = 3,2 mol/l
Suspezia je stabilna pri 4 °C najmenej 1 rok

4.8 Roztok enzymu (L-LDH)

L-Laktat dehydrogenaza z bravéového mésa (EC 1.1.1.27) v zmesi glycerinu a vody (w
glycerin = 50 %), 5500 U/ml.

Roztok je stabilny pri 4 °C najmenej 1 rok.

4.9 Glycylglycin — pufrovaci roztok, pH = 8,4

2,40 g glycylglycinu a 0,60 g siranu hore¢natého (MgSO4. 7 H,0O) sa rozpusti v 50 ml
vody, pH sa upravi s asi 2 ml roztoku hydroxidu sodného (¢ = 5,0 mol/l) na pH 8,4
a doplni sa vodou na 60 ml. ¢(NaOH) = 5,0 mol/l

Roztok je stabilny pri 4 °C najmenej 4 tyzdne.

" w = hmotnostny zlomok
¢ = modlova koncentracia
e = hmotnostna koncentracia

) 1 medzinarodna jednotka (1 U) udava mnoZstvo enzymu (aktivitu), ktord za
Standartnych podmienok (okrem iného pri teplote 25 °C) katalyzuje konverziu 1 pmol
substratu za min.



4.10 Roztok koenzymu (NADH)
45 mg redukovaného B - nikotinamid-adenin-dinukleotidu vo forme dvojsodnej soli
(B-NADH - Na;) a 60 mg hydrogénuhli¢itanu sodného (NaHCOs3) sa rozpusti 6 ml

vody.
Roztok je stabilny pri 4 °C najmenej 4 tyzdne.

4.11 Roztok koenzymu (CoA/ITP/PEP)

60 mg koenzymu A (lyofilizovana sol trilitia, w = 85 % CoA celkove), 80 mg
inozintrifosfatu (dvojsodna sol, w > 87 % ITP-Na;) a 60 mg fosfoenylpyruatu
(krystalicka tricyclohexylamoénna sol’, w = 98 % PEP (CHA); ) sa rozpusti v 6 ml vody .

Roztok je stabilny pri 4 °C najmenej 2 tyzdne.

4.12 Suspenzia enzymu (PK/LDH)
Asi 600 U pyruvat-kinazy z kraliciecho médsa a asi 550 U L-laktat-dehydrogenazy z

krali¢ieho mésa sa doplni roztokom siranu amoénneho (¢ = 3,2 mol/l) na 1,0 ml.
c¢/(NH)>SO4] = 3,2 mol/l

Suspenzia je stabilna pri 4 °C najmenej 1 rok.

4.13 Suspenzia enzymu (SCS)

Sukcinyl-CoA-syntetaza z brav€ového srdca v roztoku siranu amoénneho (¢ = 3,2 mol/l),
50 U/ml. ¢[(NH4):S04] = 3,2 mol/l

Suspenzia je stabilna pri 4 °C najmenej 1 rok.

4.14 Fosfatovy pufrovaci roztok

3,58 g hydrogénfosfore¢nanu dvojdraselného (K,HPO4) a 29,2 mg dihydrogén-
fosfore¢nanu draselného (KH; PO, ) sa rozpusti vo vode a doplni do 100 ml.



4. 15 Triethanolamin - pufrovaci roztok, pH = 8,6

1,55 g triethanolaminhydrochloridu a 1,5 mg siranu zino¢natého( ZnSO, . 7 H,O) s asi
1,5 ml roztoku hydroxidu sodného (¢ = 5,0 mol/l) sa upravi pH na 8,6, prida sa 0,5 ml
triton x-100 s 5,0 ml fosfatového pufru (4.14) a doplni sa vodou do 25 ml.

Roztok je stabilny pri 20 °C najmenej 2 mesiace.
4.16 Enzymovy roztok (NAD/diaforaza)

6 mg diaforazy-lyofilizatu (EC 1.6.4.3) zbravfového srdca s 2 mg enzymového
proteinu,10 U/mg enzymovy protein, a 40 mg nicotinamidu-adeninu-dinucleotidu (beta-
NAD.H;O0, lyofilizovana vol'na kyselina, w > 98 %) sa rozpusti v 8 ml vody.

Roztok je stabilny pri 4 °C najmenej 4 tyzdne.

4.17 Roztok jodnitrotetrazoliumchloridu (INT roztok)

8 mg —(-jodfenyl)—3-(-4-nitrofenyl)-5-fenyl- 2H-tetrazoliumchlorid
(jodnitrotetrazoliumchlorid) sa rozpusti v 8 ml vody.

Roztok je stabilny pri 20 °C najmenej 1 mesiac.
4.18 Suspenzia enzymu (3-HBDH)

3-hydroxybutarat-dehydrogenaza z Rhodopseudomonas spheroides (EC 1.1.1.30) v roz-
toku siranu aménneho (ammoniumsulfat) (¢ = 3,2 mol/l), 15 U/ml.
Suspenzia je stabilna pri 4 °C najmenej 1 rok.

4.19 n-oktalol

Poznamka: Su dostupné hotové reagencné pripravky. Pri ich pouzivani sa postupuje podla pracovného
navodu vyrobcu.

5. Pristroje a pomocky

5.1 Magnetickd mieSacka
5.2 Vodny kupel’, s moznost'ou nastavenia teploty na 95-100 °C
5.3 Odmerné pipety, trieda AS, adjustované podl'a DIN 12 699
0,02 ml, 0,05 ml, 0,10 ml, 0,20 ml, 1 ml, 2 ml, 10 ml
5.4 Sklené alebo umelohmotné kyvety, hrabky 1 cm
5.5 Erlenmayerove banky so zabrusom, pevne uzatvaratel'né, 100 ml
5.6 Spektrofotometer, vhodny pre merania pri 340 a 492 nm, so spektralnou Sirkou
najviac + 5 nm.

Poznamka: Moézu sa pouzivat aj filtracné spektrofotometre s ortutovymi lampami, ktoré umoziuju
meranie pri 365 popr. 334 a 492 nm.



6. Odber vzoriek

Odber vzoriek nie je sicastou metody Specifikovanej v tomto metodickom pokyne. Ak
neexistuje Specifickd medzinarodna norma na odber vzoriek skiiSaného vyrobku, od-
poruca sa, aby sa zuCastnené strany na tomto postupe dohodli.

7. Postup
7.1 Priprava vzorky

Vzorka sa po vybrati z chladni¢ky nechd zabalena stat’ pri laboratornej teplote asi pol
hodiny. Potom sa da cely vzorkovaci materidl vo vzorkovacom mnozstve do primerane;j
nadoby a sklenenou ty¢inkou sa premiesa.

7.2 Stanovenie
7.2.1 Priprava roztoku vzorky

Vzorka pripravena podla 7.1 sa odvazi v 100 ml v Erlenmayerovej banke so zdbrusom
(5.5) na dve desatinné miesta. Stanovi sa hmotnost’ tara uzavretej banky so zdbrusom,
vratane sklenenej tyCinky.

Platia nasledovné navazky:

asi 20 g pre tekuté vajcia,

asi 5 g pre susené vajcia.

Pri ostatnych vyrobkoch (napr. slané alebo sladké miesané vaje¢né vyrobky) je potrebné
stanovit’ optimalnu navazku v predpokusoch.

Ku vzorke sa prida asi 60 ml vody a 1 kvapka n-oktanolu. Miesa sa (magneticka mie-
Sacka), az je zmes rovnomerne rozmie$and. Nadoba sa potom uzavrie a zohrieva sa 20
minat vo vodnom kupeli pri teplote 95-100 °C. Nadoba sa vyberie z kipel'a. Do este
horticeho roztoku sa opatrne za staleho mieSania (magneticka miesacka) pridd 6,0 ml
roztoku Carrez .

Zmes sa intenzivne trepe 5-10 s., potom sa pridd opatrne za stdleho mieSania (mag-
netickd mieSacka) pipetou 6,0 ml roztoku Carrez II.

Zmes sa trepe asi 5-10 s. Potom sa k nej pridd 6-10 ml roztoku hydroxidu sodného
(c=1,0 mol/l) na apravu pH od 7,5 do 8,5 (nie vyssie!) (mera sa elektrodou alebo pa-
pierikom) a opét’ sa trepe.

Obsah banky sa doplni vodou na 100,0 g (nie ml), trepe sa a filtruje, priCom sa prvé ml
filtratu odstrania. Ak nie je filtrat dostatocne Ciry, mdze sa roztok centrifugovat (zrych-
lenie: asi 1000 g = asi 10 000 m.sec™ .

Filtrat popr. Centrifugat sa d4 do Erlenmayerovej banky so zabrusom a zatkou (roztok
vzorky =Vy).

Objem roztoku vzorky maé byt 100,0 ml . Objemova chyba (hustota roztoku, pevné
Casti tuku, protein a sediment) sa neberie do uvahy.



7.2.2 Meraci roztok a meranie enzymatickej reakcie

Na pipetovanie Cinidiel a roztokov vzoriek do kyviet sa nesmu pouzivat’ objemové pi-
pety. Roztoky enzymov, koenzymov a pufrov sa mézu pipetovat’ aj s davkovacimi
pipetami. Pre ddvkovanie roztoku vzorky sa musi zdsadne pouzivat’ odmernd pipeta pre
enzymaticky test (5.3). Absorbéné maximum NADH (pri merani L- mlie¢nej a jan-
tarovej kyseliny) lezi pri 340 nm. Pri pouziti spektralneho fotometra sa meria iba
v absorbénom maxime. Pri pouziti spektrofotometra s ortutovou lampou sa meria pri
vinovej dizke 334 nm.

Absorbéné maximum INT formazénu (pri merani D-3 kyseliny maslovej) lezi pri 492
nm. Meranie preto prebieha pri tejto vinovej dizke a pri pouziti spektralneho fotometru
popr. pri filtre 492 nm pri pouziti spektrofotometra s ortutovou lampou.

7.2.2.1 Meranie enzymatickej reakcie, stanovenie L-mlie¢nej kyseliny
Stanovenie sa vykonava pri teplote asi 20 °C.
Poznamka: PouZivané pristroje (sklo, pipety, kyvety) musia byt’ bez stop obsahu

kyseliny mlie¢nej. Spi¢ky pipiet sa nesmii chytat’ rukami (pot na rukach obsahuje
kyselinu mlie¢nu).

pipetovanie do kyviet slepy pokus merany roztok

roztok pufru (4.5) 1,00 ml 1,00 ml
roztok koenzymu (NAD) (4.6) 0,20 ml 0,20 ml
suspenzia enzymu (GPT) (4.7) 0,02 ml 0,02 ml
voda 1,00 ml 0,90 ml
roztok vzorky (7.2.1) - 0,10 ml

po uzavreti sa opatrne ale dokladne premieSa a po asi 5-tich minatach sa zmeria extinkcia
roztokov slepého pokusu aj vzorky okamzite tesne za sebou oproti vzduchu (ziadna kyveta
v prude 1acov) (E,), potom sa prida

roztok enzymov (L-LDH) (4.8) 0,02 ml 0,02 ml

Zmiesa sa opatrne ale dokladne, po skonceni reakcii (asi 20 minut) sa meraju extinkcie
roztokov okamZite po sebe proti vzduchu (E;). Ukoncenie reakcie sa kontroluje opako-
vanym meranim po niekol’kych minutach. Ak sa reakcia neukoncila po 20 min, d’alej sa
meraju extinkcie po 5 min, az sa dosiahne kons$tantny pokles extinkcie po 5 min.

Ak sa zistia konsStantné poklesy extinkcii, extrapoluje sa extinkcia E; na Cas pridania roztoku
enzymov (4.8)

Pozniamka:

- rast extinkcie (E; —E;) meracieho roztoku by mal lezat’ medzi 0,05-0,5. Ak je extinkény rozdiel prilis
nizky, moéze sa zvysit objem roztoku vzorky, ktord sa pipetuje do kyvety (az do 1,00 ml) V tomto
pripade treba znizit' objem dopliiovanej vody, aby bol v kyvete pre meraci roztok a slepy pokus
rovnaky spolo¢ny objem. Ak je extinkény rozdiel prili§ vysoky, musi sa roztok vzorky zriedit’ alebo
davkovat’ do kyvety v objeme od 0,05 ml. (Aj v tomto pripade objemy vyrovnat’ s vodou, 0,95 ml).
Pri vypocte brat’ do ivahy zmenené objemy vzoriek.

- pri sériovych analyzach je pre sériu potrebny iba jeden slepy pokus




7.2.2.2 Meranie enzymatickej reakcie, stanovenie kyseliny jantarovej

Stanovenie sa vykondava pri teplote 37 °C.

pipetovanie do kyviet Slepy pokus merany roztok

roztok pufru (4.9) 1,00 ml 1,00 ml
roztok koenzymu (NADH) (4.10) 0,10 ml 0,10 ml
roztok koenzymu (CoA/ITP/PEP)

(4.11) 0,10 ml 0,10 ml
suspenzia enzymu (PK/LDH)(4.12) 0,05 ml 0,05 ml
voda 2,00 ml 1,00 ml
roztok vzorky (7.2.1) - 1,00 ml

opatrne ale dokladne sa zmieS$a a necha stat’ pri 37 °C. Po asi 5 minttach sa zmeria extinkcia
roztokov slepého pokusu aj vzorky okamzite tesne za sebou oproti vzduchu (ziadna kyveta
v prude lacov) (E1), potom sa prida

roztok enzymov  (SCS)
(4.13) 0,02 ml 0,02 ml

opatrne ale dokladne sa roztok v kyvetach premie$a a necha stat’ pri 37 °C 30 mintt

Potom sa zmeria extinkcia roztokov okamzite po sebe oproti vzduchu (E;). Ukoncenie
reakcie sa kontroluje opakovanym meranim po 10 min., po prip. po 20 min.

Ak sa meria konStantny narast extinkcie, potom sa extikcie E, extrapoluju na ¢as pridania
enzymovej suspenzie (4.13).

Poznamka:

- Pokles extinkcie (E; — E,;) meracieho roztoku ma byt nad 0,03. Ak je rozdiel extinkcii prili§ nizky,
mdze sa zvysit’ objem roztoku vzorky, ktora sa pipetuje do kyvety (az do 2,00 ml) V tomto pripade
treba znizit' objem dopliiovanej vody, aby bol v kyvete pre meraci roztok a slepy pokus rovnaky
spolo¢ny objem.

- pri sériovych analyzach je iba jeden slepy pokus potrebny pre sériu




7.2.2.3 Meranie enzymatickej reakcie
Stanovenie D-3-hydroximaslovej kyseliny

Stanovenie sa vykonava pri teplote asi 20 °C.

pipetovanie do kyviet Slepy pokus merany roztok
roztok pufru (4.15) 0,60 ml 0,60 ml
roztok enzymu (NAD/diaforaza)

(4.16) 0,20 ml 0,20 ml
roztok INT (4.17) 0,20 ml 0,20 ml
voda 2,00 ml 1,00 ml
roztok vzorky (7.2.1) - 1,00 ml

opatrne ale dokladne sa zmieSa a po 2 minutach sa zmeria extinkcia roztokov slepého pokusu
aj vzorky okamzite tesne za sebou oproti vzduchu (ziadna kyveta v prade lucov) (E1), potom
sa prida

roztok enzymov (3-HBDH) (4.18)

0,05 ml 0,05 ml

opatrne ale dokladne sa zmieSa a presne po 20 minutach sa zmeria extinkcia roztokov
slepého pokusu aj vzorky okamzite tesne za sebou oproti vzduchu (Ziadna kyveta v prude
lucov) (E2),

Presne po d’alSich 10 min sa meranie opakuje(E3).

Poznamka:

- INT je citlivé na svetlo a mé byt pocas testu uchovavané v tme. Aj kyvety treba pocas testovania
chranit’ pred t¢inkom svetla.

- Narast extikcie (E; — E; ) meraného roztoku ma byt medzi 0,05 — 0,5. Ak je extikény rozdiel prili$
nizky, méze sa zvysit objem roztoku vzorky, ktord sa pipetuje do kyvety (az do 2,00 ml) V tomto
pripade treba znizit' objem dopliovanej vody, aby bol v kyvete pre merany roztok a slwpy pokus
rovnaky spolo¢ny objem.

- Ak je extinkény rozdiel prili§ vysoky, musi sa roztok vzorky zriedit alebo davkovat' do kyvety
v objeme od 0,50 ml (0,20 ml). Aj vtomto pripade vyrovnat’ s vodou, asi 1,5 popr.1,8 ml. Pri
vypocte brat’ zretel na zmenené objemy vzoriek.

- Pre sériové analyzy sa moze pred vykonanim 7.2.2.3 pripravit zmes roztoku pufru (4.15), roztoku
enzymov (NAD/diaforazy, 4.16) a roztoku INT (4.17) podla udajov v tabul’ke so zodpovedajicimi
pomermi zmieSania. Z tejto zmesi, ktora je pri 20 °C v tme stabilna jednu hodinu, sa pipetuje po 1,00
ml do kyvety.

8. Vyhodnotenie

8.1 Vypocdet

Pri stanovovani reakcii existuje linearna zavislost medzi vytvorenym/spotrebovanym
mnozstvom NADH, popr. medzi vytvorenym mnoZzstvom formazanu a koncentraciou L-
mliecnej kyseliny/jantarovej kyseliny, popr. koncentraciou D-3-hydroximaslove;.
Vypocet koncentracie jednej latky v zriedenom roztoku po absorbénom fotometrickom

merani je zaloZzeny na Lambert- Beerovom zékone.

Co sa tyka uréenia obsahu kyselin pozri odstavec 10.




8.1.1 Vypocet obsahu kyseliny L-mlie¢nej

AELM = (Ez - E1 )) - (E1 _Ez)blank

roztok  vzorky

(LM = kyselina L- mlie¢na)

Obsah kyseliny L-mliecnej v mg/kg susiny vzorky sa rata podla nasledovnej rovnice:

_AE, M, V,V,F.100
so.mIM

4

AE M= zmena extikcie po premene kyseliny L-mlie¢ne;j
Mpm = mélovéa hmotnost kyseliny L-mlie¢nej = 90,1 g/mol
V; = celkovy objem roztoku vzorky (odst.7.2.1) v ml (=g) (tu: V; =100 ml)
V, = celkovy objem meraného roztoku (odst.7.2.2.1) nastaveny objem roztoku vzorky
vml (tu: V2 =0,1 ml)
V3 = celkovy objem meraného roztoku (odst.7.2.2.1) v kyvete v ml (tu: V3 =2,24 ml)
¢ = moélovy extinkény koeficient NADH:
pri 340 nm = 6,3 | . mmol'.cm™
Hg 334 nm=6,181. mmol'.cm™
0 = hrubka kyvety v cm (tu: 1 cm)
m = navazka vzorky v g
F = faktor riedenia (tu: F=1)
TM = suSina vzorky v g/100 g

Ak nie st odchylky od schémy pipetovania (odst. 7.2.1) a roztok vzorky sa d’alej neriedi
potom je:

o 201824OO.AE
emIM

LM

Vysledok sa zaokrihl'uje na 3 desatinné miesta.

8.1.2 Vypocet obsahu kyseliny jantarovej

AEVB = (El - E2 )roztakvzorky - (El - E2 )blank
(B = kyselina jantarova)

Obsah kyseliny jantarovej v mg/kg susiny vzorky sa rata podl'a nasledovnej rovnice:

= AE, M, V.V, .F.100
c.oV, mTM

AE; = zmena extikcie po premene kyseliny jantarove;j

10



M, s = molova hmotnost’ kyseliny jantarovej= 118,1 g/mol
V; = celkovy objem meraného roztoku (odst.7.2.1) v ml (=g) (tu: V; =100 ml)
V, = pre pripravu meran¢ho roztoku (odst.7.2.2.2) nastaveny objem roztoku vzorky
v ml (tu: V, =1,00 ml)
V3 = celkovy objem meraného roztoku (odst.7.2.2.2) v kyvete v ml (tu: V3 = 3,27 ml)
¢ = moélovy extinkény koeficient NADH:
pri 340 nm=6,3 1. mmol”.cm™
Hg 334 nm =6,18 1. mmol.cm™
0 = hriibka kyvety v cm (tu: 1 cm)
m = navazka vzorky v g
F = faktor riedenia (tu: F=1)
TM = susina vzorky v g/100 g
Ak nie st odchylky od schémy pipetovania (odst. 7.2.2.2) aroztok vzorky sa dalej
neriedi potom je:

3861900
w=——"AE,
emIM

Vysledok sa zaokrihl'uje na 2 desatinné miesta.

8.1.3 Vypocet obsahu kyseliny D-3-hydroximaslovej

AE’HB = [(EZ - El )roztok vzorky - 2'(E3 - E2 )ZI’OZIUk vzorky ]

- [(Ez —E, )blank - 2-(E3 —E, )blank ]
(HB = D-3-hydroximaslova kyselina)

Obsah kyseliny D-3-hydroximaslovej v mg/kg suSiny vzorky sa rata podla nasledovne;j
rovnice:

CAE MV VF100
coV, mTM

AEg= zmena extinkcie po premene kyseliny D-3-hydroximaslove;j
Mg = mélova hmotnost’  kyseliny D-3-hydroximaslovej = 104,1 g/mol
V; = celkovy objem roztoku vzorky (odst.7.2.1) v ml (=g) (tu: V; =100 ml)
V, = objem pre pripravu merané¢ho roztoku (odst.7.2.2.3) nastaveny objem roztoku
vzorky v ml (tu: V, = 1,00 ml)
V3 = celkovy objem meraného roztoku (odst.7.2.2.3) v kyvete v ml (tu: Vi = 3,05 ml)
€ = moélovy extinkény koeficient INT formazanu:
pri 492 nm = 19,9 1 mmol ™ .cm™
0 = hrubka kyvety v cm (tu: 1 cm)
m = navazka vzorky v g
F = faktor riedenia (tu: F=1)
TM = suSina vzorky v g/100 g
Ak nie st odchylky od schémy pipetovania (odst. 7.2.2.3) aroztok vzorky sa d’alej
neriedi potom je:
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. 159550.AE
m.IM

Vysledok sa zaokruhli na 2 desatinné miesta.

HB

8.2 SpoPahlivost’ metody

Nasledujtce udaje boli zistené v kruhovom teste so suSenou vaje¢nou zmesou s obsahom:

Kyseliny L-mlie¢nej s asi 240 mg/kg,
Kyseliny jantarovej s asi 11 mg/kg,
Kyseliny D-3-hydroximaslovej s asi 4 mg/kg

Susina prasku bola 90-95 % a nebola zohl'adnena pri vypoctoch.

8.2.1 Opakovatel’'nost’ (r)

Kyselina L-mlie¢na: r=62,8 mg/kg; S ==+ 22,2 mg/kg
Kyselina jantarova: r=6,8 mg/kg; S =+ 2,4 mg/kg
Kyselina D-3-hydroximaslova = r=3,0 mg/kg; Sy =+ 1,1 mg/kg

8.2.2 Reprodukovatel’nost’ (R)

Kyselina L-mlie¢na: R =289,1 mg/kg; Sr)=+ 31,5 mg/kg
Kyselina jantarova: R=12,1 mg/kg; Swr) ==+ 4,3 mg/kg
Kyselina D-3-hydroximaslova = R =4,1 mg/kg; Sr)=+ 1,5 mg/kg

9. Protokol o skuske

Protokol musi najmenej obsahovat’:

typ a povod vzorky

datum odobratia vzorky

datum prijmu a skusania vzorky

pouzitd metdda

vysledok skusania

Protokol o skuske musi obsahovat’ vSetky informacie potrebné na Gplnt identifikaciu
vzorky.

Literatura:
Uradna zbierka vySetrovacich metod podl'a § 35 nemeckého zakona o potravinach.

Metoda 05.00 Vysetrovanie potravin. Stanovenie kyseliny L-mliecnej, kyseliny janta-
rovej a kyseliny D-3-hydroximaslove;j.
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Citlivost, detekény limit a linearita, ak sa pracuje s testmi od firmy BOEHRINGER
MANNHEIM

Kyselina L-mlie¢na

Citlivost metdody — najmensi rozdiel absorbancii pre tento postup je 0,005, to
predstavuje pre maximalny objem roztoku v kyvete (v=1,000ml) a pri vinovej dizke 340
nm 0,15 mg kyseliny L-mliecnej/1000ml roztoku vzorky, (ak v=0,100ml, obsah
kyseliny L-mliecnej je 1,5 mg/1000ml roztoku vzorky )

Medza stanovenia je 0,3mg kyseliny L-mlie¢nej /1000 ml roztoku ¢o predstavuje
rozdiel absorbancii 0,010 (ak sa meria pri 340 nm a pri maximalnom objeme roztoku
vzorky v kyvete v=1,000ml)

Linearita tohto stanovenia je od 0,3 mg kyseliny L-mliec¢nej/1000ml roztoku vzorky pre
objem vzorky v kyvete v=1,000ml, do 0,35g kyseliny L-mlie¢nej/1000ml roztoku
vzorky pre objem vzorky v kyvete v=0,100ml

Spravnost’ merania - pri paralelnom stanoveni sa moze vyskytnut’ rozdiel absorbancii
od 0,005 do 0,01

Kyselina jantarova

Citlivost metdody — najmensi rozdiel absorbancii pre tento postup je 0,005, to
predstavuje pre maximalny objem roztoku v kyvete (v=2,000ml) a pri vinovej dizke 340
nm 0,15 mg kyseliny jantarovej/1000ml roztoku vzorky, (ak v=0,100ml, obsah kyseliny
jantarovej je 3mg/1000ml roztoku vzorky )

Medza stanovenia je 0,6mg kyseliny jantarovej /1000 ml roztoku o predstavuje rozdiel
absorbancii 0,020 (ak sa meria pri 340 nm a pri maximalnom objeme roztoku vzorky
v kyvete v=2,000ml)

Linearita tohto stanovenia je od 0,6 mg kyseliny jantdrovej/1000ml roztoku vzorky pre
objem vzorky v kyvete v=2,000ml, do 0,4g kyseliny jantarovej/1000ml roztoku vzorky
pre objem vzorky v kyvete v=0,100ml

Spravnost’ merania - pri paralelnom stanoveni sa moze vyskytnut’ rozdiel absorbancii
od 0,005 do 0,01

Kyselina D-3-hydroximaslova

Citlivost metdody — najmensi rozdiel absorbancii pre tento postup je 0,005, to
predstavuje pre maximalny objem roztoku v kyvete (v=2,000ml) 0,04 mg kyseliny D-3-
hydroximaslovej/1000ml roztoku vzorky, (ak v=0,100ml, obsah kyseliny D-3-
hydroximaslovej je 0,8mg/1000ml roztoku vzorky )

Medza stanovenia je 0,2mg kyseliny D-3-hydroximaslovej /1000 ml roztoku co
predstavuje rozdiel absorbancii 0,020 (pre objem roztoku vzorky v kyvete v=2,000ml)
Linearita tohto stanovenia je od 0,2 mg kyseliny D-3-hydroximaslovej/1000ml roztoku
vzorky pre objem vzorky vkyvete v=2,000ml, do 0,12g kyseliny D-3-
hydroximaslovej/1000ml roztoku vzorky pre objem vzorky v kyvete v=0,100ml
Spravnost’ merania - pri paralelnom stanoveni sa moze vyskytnit’ rozdiel absorbancii
od 0,005 do 0,01
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