CH 12.22.
Stanovenie cudzich tukov v mlieénom tuku

1. POUZITEENOST METODY

Tento predpis ustanovuje metddu na detekciu cudzich tukov, rastlinnych tukov a zivociSnych
tukov ako hoviddzi loj a brav€ovd mast’ v mliecnom tuku mliecnych vyrobkov s pouzitim
plynovochromatografickej analyzy triglyceridov.

Cudzie tuky st definované v tejto norme ako vsetky rastlinné a zivocisne tuky okrem mliecneho
tuku.

Popisand metdda sa da aplikovat na mlieko aje zaloZzend na reprezentativnosti vzoriek
mlieCneho tuku. Aplikovanim rozpiti hodnot S uvedenych v tabulke ¢. 3 su vzorce v urcitych
podmienkach kfmenia, napriklad pri nedostatocnom kfmeni alebo kfmeni krav kifmnymi
kvasinkami alebo Ca-mydlami, vo v§eobecnosti platné. Iba v pripadoch extrémneho kimenia (napr.
vysoky prijem Cistych kimnych olejov, vysoké davky Ca-mydiel kombinovanych s kimnym tukom,
atd’.) uvedené vzorce Ciasto¢ne naznacuju pritomnost’ modifikovaného mlie¢neho tuku.

2. PRINCIP METODY

Po extrakcii mliecneho tuku sa pripravi zasobny roztok. Z tohto roztoku su stanovené
triglyceridy (celkové uhlikové ¢&isla) plynovou chromatografiou. Vlozenim hmotnosti molekul
tuku s rozdielnym uhlikovym c¢islom (C24 - C54 - len parne Cisla ) do triglyceridového vzorca sa
cudzie tuky bud’ kvalitativne detekuju alebo kvantitativne stanovia.

3. POMOCKY

3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

plynovy chromatograf vhodny na meranie pri vysokych teplotach okolo 400° C, vybaveny FID
detektorom a reguldtorom konStantného prietoku nosného plynu, septami odolnymi
vo¢i vysokym teplotdm

chromatografickd kolona: kapildrna kolona J&W Scientific DB -5 HT

vodny kupel’

- suSiaren

aparatura na extrakciu tuku podl'a Rose - Gottlieba

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY

- toluén pre chromatografiu

- petroléter na extrakciu Rose-Gottlieb

- siran sodny bezvody

- Standardny referenény material s certifikovanymi hodnotami triglyceridov: bezvody mlie¢ny tuk,
referencny material CRM 519 (unhydrous butter fat), IRMM, Geel, Belgicko

4. BEZPECNOST PRI PRACI

Nakol’ko pri préci sa pouzivaju horlaviny, je potrebné prisne dodrziavat' Zasady pre bezpecnu

pracu v chemickych laboratoriach podla STN 01 8003.
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5. PRACOVNY POSTUP

5.1. PRIPRAVA VZORIEK

Izolacia mliecneho tuku z masla

S5g az 10g masla sa rozpusti vo vodnom kupeli pri 50°C. Medzitym sa v suSiarni pri 50°C
predhreje Erlenmayerova banka s lievikom a vlozenym skladanym filtrom. Do neho sa vlozi
0,5g az 1,0g siranu sodného. Tukovd vrstva rozpustenej vzorky masla sa cez tito predhriatu
aparaturu prefiltruje. Takyto mlieCny tuk je takmer bez fosfolipidov.

Extrakcia tukovej frakcie podla Rose-Gottliebovej metody

Extrakcia tuku zo suSeného mlieka, mlie¢nych vyrobkov sa robi podl'a pracovného postupu z normy
STN ISO 1737.

Extrakcia mlie¢neho tuku z ochutenych mlie¢nych vyrobkov a mlie¢nych vyrobkov s prisadami sa
vykonava podl'a ISO 14156 / IDF172 (First Edition 2001-12-01).

Priprava roztoku vzorky
Pre plynovu chromatografiu sa pripravi 0,1%-ny (hmotn.%) roztok vzorky tuku v toluéne.

5.2. PRIPRAVA MERANIA

Chromatografické stanovenie triglyceridov

Pri  vysokych teplotach okolo 350°C na eluovanie triglyceridov sa l'ahko vyskytne narast
zakladnej Ciary, najméd ak kolona na zaciatku nebola adekvatne kondiciovana. Tomuto narastu
zékladnej Ciary pri vysokych teplotach sa da plne vyhnit kombinaciou 2 kolén alebo od¢itanim
zékladnej Ciary.

Korekcia zdkladnej ciary - kondiciovanim
Vhodnym pociatocnym kondiciovanim novej kolony a minimalne 20 nastrekmi roztokov mlie¢neho
tuku je narast zdkladnej Ciary Casto tak nizky, Ze korekcia zakladnej ¢iary nie je potrebna.

Kalibracia

Pri kalibrécii je potrebné stanovit’ responzné faktory prislusnych triglyceridov ako aj cholesterolu v
mlie¢nom tuku pouzitim Standardizovanych triglyceridov (aspon C24, C30, C36, C42, C48, C50,
C52, a C54 ako aj cholesterolu). Stredné responzné faktory sa moéZu ndjst matematickou
interpoléciou. Softvér plynového chromatografu ich vypocita automaticky.

Pri kazdom merani sa robia 2 az 3 kalibracie. Stanovi sa responzny faktor kazdej zlozky pouzitim
Standardizovaného tuku s certifikovanym zloZenim triglyceridov, ako CRM 519 (bezvody mlie¢ny
tuk) z Institutu pre referencné materidly a merania, Geel, Belgicko.

Podmienky analyzy pre plynovu chromatografiu

Kolona: kapilarna, DB - 5SHT
Nosny plyn: vodik, prietok 55cm/sec pri 250°C
Teplotny program: (35 - 250)°C pri 70°C/min

(250 - 400)°C pri 5°C/min

400°C 2 min



Injektor: Cool On- column

Nastrek: 1 ul 0,1% (m/m) roztoku tuku v toluéne
Detektor: FID, 400°C

Make up: Dusik 30 ml/min

5.3. MERANIE

Po kalibracii s CRM 519 sa zaradi analyza Standardu — mlie¢neho tuku bez cudzich tukov
a skontroluje sa, ¢i vyhovuje vSetkym rozsahom S. Ak ano, pokracuje sa meranim vzoriek. Kazda
vzorka sa analyzuje duplicitne (t.j. 2 paralelné stanovenia od pripravy az po chromatografické
meranie). Po kazdej Stvrtej analyze sa zaradi kontrolny Standard a skontroluje sa, ¢i vyhovuje
vSetkym rozsahom S.

Ak $tandard nevyhovuje ¢o len v jednom rozsahu S, musi sa vykonat’ bud’ nova kalibracia, alebo
skontrolovat’ priprava Standardu, reagencie, zopakovat’ pripravu a analyzu vzorky...atd’.

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

Integruja sa plochy triglyceridov s parnym ¢islom (2n). Menej reprodukovatel'né nizke obsahy C56
sa nezohladituju. Zvysné triglyceridy (plocha piku) v chromatograme, vratane cholesterolu
(vrchol blizko C24) sa nésobia prisluSnymi reakénymi faktormi Standardného tuku (z posledne;j
kalibracie) a spolu sa normalizuji na 100. Okrem vol'ného cholesterolu sa tak hodnotia triglyceridy
C24, C26, C28, C30, C32, C34, C36, C38, C40, C42, C44, C46, C48, C50, C52 a C54. Vysledky su
udané v hmotnostnych % (g/100g).

Na kontrolu podmienok merania sa pre rozne triglyceridy pouziju relativne Standardné odchylky
(RSD: varia¢ny koeficient x 100) uvedené v tab.c.1. Ak su RSD omnoho vysSie ako hodnoty
uvedené v tabulke 1, podmienky chromatografie nie si vhodné a je potrebné overit' septa |,
skontrolovat’ prietok nosného plynu, ostatné chromatografické podmienky...

Tab.c¢.1: Relativne Standardné odchylky (RSD) obsahov triglyceridov (n = 6)

Triglycerid C26 |C28 |C30 |C32 |C34 |C36 |C38 | C40 |[C42 | C44 | C46 |C48 |C50 |C52 |C54

RSD (%) 195/1,461,08|0,39|0,43|0,13|0,13|0,20 0,16 0,36 | 0,39 |0,39|0,24 | 0,34 |0,24

6.1. SPRACOVANIE NAMERANYCH HODNOT

Na zistenie pritomnosti cudzich tukov boli vytvorené triglyceridové vzorce (tab.€.2) s limitmi S
(tab.€.3), v ktorych sa hodnoty S ¢istych mlie¢nych tukov mdézu pohybovat. Ak sa tieto limity
prekrocia, da sa predpokladat’ pritomnost’ cudzieho tuku.

Tabulka 2 znazorniuje rozne triglyceridové vzorce pre zistenie obsahu rdéznych cudzich tukov. Na
zistenie obsahu cudzich tukov s6jového oleja, slnecnicového oleja, olivového oleja, repkového
oleja, lanového oleja, oleja z pSenicnych a kukuriénych kli¢kov, bavinikového oleja,
hydrogenovaného rybieho oleja, rastlinnych tukov z kokosovej a z palmovej duziny ako aj
palmového oleja a hovédzieho loja sa da pouzit’ jednotny vzorec.

Ked’ze triglyceridové zlozenie cudzich tukov sa tieZ meni, pouzili sa Styri r6zne experimentalne
zmerané udaje pre triglyceridy cudzich tukov rovnakého typu.

Tzv. suméarnym vzorcom je mozné pre vSetky cudzie tuky dosiahnut’ podobne dobré vysledky.

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



Tab ¢.2: Triglyceridové vzorce na zistovanie pritomnosti roznych cudzich tukov v mliecnom tuku
so Standardnymi odchylkami SD pre S

Vzorec pre s6jovy, slnecnicovy, olivovy, repkovy, lanovy olej, olej z pSeni¢nych klickov, olej
Z kukuri¢nych klickov, bavinikovy a rybi olej

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

Vzorec pre kokosovy olej a olej z palmovej duziny

3,7453.C32 + 1,1134.C36 + 1,3648.C38 + 2,1544.C42 + 0,4273.C44 + 0,5809.C46 + 1,2926.C48 +
1,0306.C50 + 0,9953.C52 + 1,2396.C54 = S; SD =0,11323

Vzorec pre palmovy olej a hovédzi loj

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

Vzorec pre bravcovu mast’

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

Tab ¢.3: Limity S pre mlie¢ne tuky

Cudzi tuk Rozsah S

sojovy, slnecnicovy, olivovy, repkovy, 'anovy olej, olej

zZ pSeni¢nych klickov, olej z kukuri¢nych klickov, 98,05 - 101,95
bavinikovy a rybi olej

kokosovy olej a olej z palmovej duZiny 99,42 — 100,58
palmovy olej a hovidzi loj 95,90 — 104,10
bravéova mast’ 97,96 — 102,04
sumarny vzorec 95,68 — 104,32

Ak je vzorka pravdepodobne zmesou mlie¢neho tuku a jedného zo 14 rdéznych cudzich tukov
alebo kombindcie tychto cudzich tukov, tak na kontrolu neznamej vzorky tuku sa musia pouzit
vSetky vzorce uvedené v tab.¢.2 ako aj celkovy vzorec. Ak sa dosadenim triglyceridov vzorky tuku
ziska hodnota S, ktora spada mimo rozpitia ¢o len jedného z piatich vzorcov uvedenych v tab. ¢.3,
vzorka je pravdepodobne modifikovanym mlie¢nym tukom.

Pomocou vsetkych vzorcov je mozné detekovat’ aj kombinacie roznych cudzich tukov. Rozsahy
kolisania triglyceridov v rdznych cudzich tukoch jedného druhu nemaji vyznamny vplyv na
medzné hodnoty detekcie.

Z opakovatelnosti r areprodukovatelnosti R mozno vypocitat’ rozSireni neistotu S-hodnoty.
Zahrnutie rozSirenej neistoty (na zaklade opakovanych analyz ) do S limitov tabulky 2 ma za
nasledok rozsirené S-limity, ktoré uvadza tabulka 4. Podla tychto rozsirenych intervalov sa
vyhodnocuju vzorky.

Tab.¢.4: Roz$irené S-limity Cistych mliecnych tukov vratane rozSirenej neistoty

Cudzi tuk Rozsah S

sojovy, slnecnicovy, olivovy, repkovy, I'anovy olej, olej

z pSeni¢nych klickov, olej z kukuri¢nych klickov, 97,36 — 102,64
bavinikovy a rybi olej

kokosovy olej a olej z palmovej duziny 99,14 — 100,86
palmovy olej a hoviadzi loj 94,77 — 105,23
bravéova mast’ 97,65 —-102,35
sumarny vzorec 94,42 — 105,58




Kvantitativne stanovenie cudzieho tuku

Na ziskanie kvantitativnych informdcii o koncentracii cudzieho tuku vo vzorke mliecneho tuku sa
pouziva nasledovny vzorec:

X (%) = 100 . {(100-S)/ (100 — Sr )}

Pricom X znamend mnozstvo neznameho cudzieho tuku alebo zmesi cudzieho tuku v neznamom
mliecnom tuku. S dostaneme z pridavku neznameho cudzieho tuku tak, ze dosadime hodnoty
triglyceridov zo zmesi neznamy tuk/mlie¢ny tuk do uvedeného celkového vzorca pre triglyceridy.
Ak sa do mlie¢neho tuku prida neznadmy cudzi tuk, strednd S - hodnota roznych cudzich tukov pre
sumarny vzorec sa zvoli Sg ; tato strednd S-hodnota sa ziska vlozenim tdajov o triglyceridoch z
Cistych cudzich tukov do tohto vzorca a vypocitanim strednej hodnoty (Sg = 7,46). Dobré
kvantitativne vysledky tykajuce sa pridavkov akéhokol'vek cudzieho tuku ziskame aj pouzitim
vzorca pre palmovy olej/ hovddzi loj (tab.¢.2) a s pouzitim strednej Sg hodnoty 10,57.

V pripade znamych druhov cudzieho tuku sa musia vlozit' do uvedeného vzorca nasledovné Sg
hodnoty a treba si zvolit’ prisluSny vzorec pre cudzi tuk z tab. ¢.2.

7. LITERATURA
7.1. Nariadenie komisie (ES) & 273/2008, Priloha XX, (Clanok 16), Referen¢na metdda
stanovenia Cistoty mliecneho tuku plynovou chromatografickou analyzou triglyceridov —

revizia 2

7.2. Aplikacia vyrobcu plynového chromatografu: ,, The essential Chromatography Catalog
from Agilent, 2005-2006, str.401

7.3. STN ISO 1737

7.4. Manual k plynovému chromatografu: ,,Understanding Your ChemStation®, Agilent
Technologies, Deutschland GmbH2003

7.5. 1SO 14156 / IDF172 (First Edition 2001-12-01).



CH 12.22.

Stanovenie triglyceridov metodou GC/FID (pritomnost’ cudzieho tuku)

1 PRINCIP METODY

Po extrakcii mlie¢neho tuku sa pripravi zadsobny roztok, z ktorého sa zisti pritomnost’
triglyceridov. Porovnanim chromatografického zaznamu referenéného tuku BCR 519-
bezvody maslovy tuk a nezndmej vzorky sa zisti pritomnost’ cudzieho tuku (bez ohl'adu
na podmienky kfmenia alebo priddjania) — porusenie triglyceridového retazca C50 —
C52. Po extrakcii tuku zo vzorky ¢okolady sa pripravi zasobny roztok s pridavkom vni-
torného Standardu a porovnanim chromatografického zaznamu s referencnym materidlom
IRMM-801 (kakaové maslo) sa zisti pritomnost’ cudzieho tuku.

2  POUZITEELNOST METODY

Metdda je vhodnd na zistenie pritomnosti cudzich tukov, rastlinnych aj zivociSnych (ako
napriklad hovddzi loj alebo bravfova mast’), v mliecnom tuku mlie€nych vyrobkov
a Vv tuku cokolad a tiez zistenie obsahu mlie¢neho tuku v mliecnych a bielych ¢okolddach
plynovou chromatografiou triglyceridov.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 redestilovana voda

3.1.2 dietyléter p.a

3.1.3 petroléter

3.1.4 n- heptén, p.a.

3.1.5 n-hexan

3.1.6 izooktan

3.1.7 CRM IRMM - 801 — ¢isté kakaové maslo
3.1.8 CRM BCR - 519 — bezvody mlie¢ny tuk
3.1.9 1-palmitoyl-2-stearoyl-3-butyroyl-glycerol (PSB)
3.1.10 a-cholestan

3.2 Roztoky a reagencie
3.2.1 Kyselina chlorovodikova, c=4mol/l

3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobny roztok a-cholestanu, c=1,00mg/mi
Do 10ml odmernej banky navazit 10 mg a-cholestanu a doplnit’ po znacku heptanom
(3.1.4). Roztok uchovavat’ v mraznicke.




3.3.2

3.3.3

3.3.4

3.35

Pracovny roztok a-cholestanu, ¢=0,004mg/ml
Napipetovat’ 0,1ml roztoku a-cholestanu (3.3.1) do 25ml odmernej banky a doplnit’ po
znacku heptanom (3.1.4). Roztok uchovavat’ v mraznicke.

Zasobny roztok PSB, ¢=1,0mg/ml
Do 10 ml odmernej banky navazit’ 10 mg PSB (3.1.9) a doplnit’ po znacku heptanom
(3.1.4). Roztok uchovavat’ v mraznicke.

Pracovné roztoky PSB s kakaovym maslom
Zo zasobného roztoku roztoku PSB (3.3.3) pripravit’ 5 zakladnych kalibracnych rozto-

kov v kakaovom masle podla tabulky 1. Roztoky uchovavat’ v mraznicke.

TABULKA 1 — priprava zakladnych kalibra¢nych roztokov

PI’aCOVIl}'I IRMM 801 Objem zasobného CPSB C|R|\/||\/|-301
roztok (3.1.7) navazka | roztoku PSB (3.3.3) | Vv zakladnom v mg/ml
v 10ml odmernej | pridany do 10ml | pracovnom roz-
banke v mg odm. banky v ml toku v mg/ml
1 100 1,0 0,1 10
2 100 0,8 0,08 10
3 100 0,6 0,06 10
4 100 0,4 0,04 10
5 100 0,2 0,02 10

Pripravené roztoky nariedit’ 10x (Iml pracovnych roztokov podl'a tabul’ky 1 do 10 ml
odmernej banky a doplnit’ po zna¢ku heptanom).

Kalibra¢né roztoky

Kalibra¢né roztoky pripravit’ zmieSanim 1ml pracovnych roztokov PSB (3.3.4) a 1ml
a-cholestanu (3.3.2). Vysledné koncentracie jednotlivych kalibracnych roztokov su
uvedené v tabulke 2. Roztoky uchovavat’ v mraznicke.

TABULKA 2 - koncentracie kalibra¢nych roztokov

Kalibra¢ny Cpsg v kalibratnom Ca-cholestan V kalibra¢nom CirmM-801
roztok roztoku v mg/ml roztoku v mg/ml v mg/ml
1 0,005 0,002 0,5
2 0,004 0,002 0,5
3 0,003 0,002 0,5
4 0,002 0,002 0,5
5 0,001 0,002 0,5

3.4 Porovnavacie roztoky CRM

34.1

3.4.2

Porovnavaci roztok CRM BCR-519 (bezvody mlie¢ny tuk) - 0,05% Vv heptane
CRM BCR-519 (3.1.8) rozpustit’ pri 75°C, opatrne premiesat’ a navazit' 100mg do
10ml odmernej banky. Doplnit’ po znacku heptanom (3.1.4). Roztok zriedit’ 20x.
Roztok uchovavat’ v mraznicke.

Porovnévaci roztok CRM IRMM-801 (Cisté kakaové maslo) - 0,05% Vv heptane

CRM IRMM-801 (3.1.7) rozpustit’ pri teplote 75°C, opatrne premiesat’ a navazit
100mg do 10ml odmernej banky. Doplnit’ po znacku heptdnom (3.1.4). Roztok zriedit’
20x. Roztok uchovavat’ v mraznicke.




4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1
4.2
4.3
4.4

4.5
4.6
4.7
4.8
4.9

4.10
411

analytické vahy

rota¢nd vakuova odparka (RVO)
plynovychromatograf's FID detektorom Agilent 7890A
kapilarna kolona WCOT-fused silica - 25m x 0,25mm ID, DF=0,1 coating tap for trig-
lycerides

vodik 5.0

synteticky vzduch WM frei

suSiaren

Soxhletov extraktor s prisluSenstvom

exikator

filtra¢ny papier Watmann

laboratérne sklo

5 PRACOVNY POSTUP

5.1

Mliecne vyrobky okrem mlie¢nej ¢okolady
Izolacia mlie¢neho tuku z masla

10g s presnostou 0,1g masla roztopit’ v kadicke vo vodnom kupeli pri teplote 75°C.
50ml Erlenmeyerovu banku a lievik s filtracnym papierom Watmann predsusit’ na tep-
lotu 50°C. Vrstvu tuku zo vzorky masla prefiltrovat.

5.2 Extrakcia tukovej frakcie podl’a Rose — Gottliebovej metody

5.3

1.

2.

Vzorku ohriat’ vo vodnom kupeli na teplotu 35 az 40°C, premiesat’ a ochladit’ na tep-
lotu 20°C.

Do extrakénej banky navazit' 10g s presnostou 0,1g vzorky, pridat’ 2ml 25% roztoku
amoniaku a premiesat’.

Pridat’ 10ml etanolu a opatrne premiesat’ kyvavym pohybom. K lepSiemu rozpoznaniu
vrstiev je mozné pridat’ 2 kvapky kongo-Cervene.

Pridat’ 25ml dietyléteru a opatrne premiesat’ kyvavym pohybom po dobu 1 minuty.
(Silné pretrepavanie moze spdsobit’ vznik emulzie, v pripade zahriatia roztok
Vv extraktore ochladit’ pod tecticou vodou).

Pridat’ 25ml petroléteru, banku uzavriet’ a opatrne miesat’ kyvavym pohybom po dobu
30s.

30 min nechat’ postat’, vrstvy sa oddelia.

Opatrne vybrat' zatku a oplachnut’ hrdlo dietyléterom. Extrahovany tuk previest' do
vysuSenej banky. Previest’ druhu extrakciu avSak pouzit’ iba 15ml dietyléteru a 15ml
petroléteru (U masla postacuje jedna extrakcia).

Odparit’ na RVO a dofukat’ N, do sucha.

Cokolady

Predpriprava vzorky

Asi 200g ¢okolady nastrahat’ alebo pomliet’, preniest’ do uzatvaratel'nej nadoby a ulozit’
na chladnom mieste.



5.4

5.5

5.6

5.7

5.7.1

AN NN

<

Rychla extrakcia

Z nastrihanej ¢okolady navazit’ 5g a v oddel'ovacom lieviku extrahovat’ trikrat po 10 ml
n-hexanu. Odstredit’, vrstvy spojit’ a na RVO odparit’ rozpustadlo, dosusit’ pod pradom
dusika.

Stanovenie celkového obsahu tuku

4-5g ¢okolady navazit’ do 300ml odmernej banky, pomaly pridat’ za pomalého mieSania
45 ml vriacej vody tak, aby sa vytvorila homogénna suspenzia. Pridat’ 55ml 4mol/l HCI1
(3.2.1), varné gulicky, prikryt’ hodinovym sklickom a priviest’ do varu. Jemne varit’ 15
minut. Potom sklicko oplachnut’ 100 ml vody, prefiltrovat’ cez filtraény papier (4.12),
oplachnut’ kadicku 3x vodou. Filter so vzorkou ulozit’ do 100 ml kadicky a susit pri
100°C 2 hodiny. Potom vlozit’ filter do patrony, navrch dat’ sklent vatu, kadicku
oplachnut’ 50 ml petroléteru (3.1.3). Extrahovat’ 4 hodiny pri 100°C. Petroléter odparit’
a susit pri 102°C 1,5 hodiny. Po vychladnuti v exikatore odvazit, susit’ 1 hodinu pri
102°C, odvazit’ a pokracovat’ az do konStantnej hmotnosti.

Percentudlny obsah tuku v ¢okoléde sa vypocita nasledovne:
Wiyt X 100

Méat choc =
w

kde w je hmotnost’ ¢okolady pouzitej na analyzu v ¢
Wiat je hmotnost celkového tuku ziskaného Soxhletovou extrakciou v g
Mtat choc j& celkovy tuk v cokolade v %

Priprava vzorky k analyze

Pre stanovenie pritomnosti cudzieho tuku v mlieénom tuku pripravit' 0,05% roztok tuku
V n-heptane. Pouzit’ tuk ziskany podl'a bodu 5.1 alebo 5.2

Pre stanovenie mlie¢neho tuku a CBE pripravit’ 1% roztok tuku v heptane ziskany pod-
I'a bodu 5.4 alebo 5.5. Nasledne pripravit’ 0,1% roztok a potom pracovny roztok zmie-
Sanim Iml 0,1% roztoku tuku a 1ml roztoku vnutorného $tandardu a-cholestanu (3.3.2).

Chromatograficka analyza

GC-podmienky — Agilent 7890A s kapilarnou kolonou
plynovy chromatograf s FID detektorom s nastavenim podmienok podl’a navodu

Teplota injektora: 360°C
Teplota detektora: 360°C
H, flow — 30ml/min

Air flow — 300ml/min
Makeup flow — 20ml/min

Teplotny program: 1 min. pri 100°C, potom 30 °C/min do 270 °C, potom 5 °C/min do
350 °C a drzat’ 5 min.
Nastrek: 0,5 pl



6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

6.1 Kovalitativne zistenie pritomnosti cudzich tukov (mlieko a mlie¢ne vyrobky okrem
¢okolady)

Porovnanim chromatografického zdznamu referenéného tuku BCR 519 - bezvody maslo-
vy tuk a neznamej vzorky sa zisti pritomnost’ cudzieho tuku — porusenie triglyceridového
retazca C50 — C52.

6.2 Kvantitativne zistenie pritomnosti cudzich tukov a mnozstva mlie¢neho tuku
tmavé ¢okolady
Vyhodnotenie sa vykonava pomocou sheetu CoCall.
mliecne ¢okolady
Vyhodnotenie sa vykonava pomocou sheetu CoCal2.

7 ZOZNAM SKRATIEK

GC - plynové chromatografia

FID — plamenovoioniza¢ny detektor

RVO - vakuova rota¢na odparka

R — nastavenie rozsahu linearneho rozsirenia

CBE — cocoa butter equivalents (obsah cudzieho tuku)

MF — mlie¢ny tuk

IRMM - Institute for Reference Materials and Measurements
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