MAGYAR ELELMISZERKONYV
(Codex Alimentarius Hungaricus)

3-2-2009/1 szamu iranyelv
Méz mintavételi és vizsgalati modszerei

1. kiadas, 2009

1.§.

1. Ezen iranyelv az €élelmiszerlancrol és hatosagi feliigyeletérdl szolo 2008. évi XLVI. térvény
66. § (1) bekezdése alapjan a méz mintavételére és vizsgalatara ajanlott modszereket tartalmazza.
Célja, hogy a gazdasag szereploi €s az ellendrzés egységes elvek és modszerek alapjan hatarozza meg
az ME 1-3-2001/110 szamu Méz cimii eléirasban eldirt kovetelményeknek valo megfeleléséget.

2. A modszerek a méz alabbi jellemzodinek vizsgalataira vonatkoznak:

— mintavétel, mintael0készités,

— cukortartalom,

— nedvességtartalom,

— vizben oldhatatlan szilardanyag-tartalom,
— savfok és pH

— szabad sav-tartalom,

— diasztazaktivitas,

— HMF tartalom,

— pollentartalom,

— invertaz-tartalom,

— elektromos vezetéképesség,

— prolin-tartalom,

— C-4-es novényekbdl szarmazo cukrok kimutatasa,
— glicerin-tartalom.

2.§

1. Az 1. melléklet felsorolja azokat a szabvanyos modszereket, amelyek alkalmazhatoak, a mintavétel-
re és a meghatarozott vizsgalatokra.

2. Az 1. mellékletben fel nem sorolt, illetve alternativ vizsgalati modszerek részletes szabalyait a 2.-
10. melléklet tartalmazza.

3. §.

Ez az iranyelv az FVM Ertesitében torténé kozzététel idépontjatol alkalmazhato.



1. szamu melléklet a 3-2-2009/1 szamu iranyelvhez

M¢z mintavételére és vizsgalatara alkalmas Magyar Szabvanyok

Mintavétel MSZ 6926:1981 Méz mintavételi modszerei fizikai kémia
érzékszervi €és mikroszkopos vizsgalat céljara

Cukortartalom MSZ 6943-4:1982 Méz fizikai és kémiai vizsgalata. Cukortartalom
meghatarozasa

Nedvességtartalom MSZ 6943-1:1979 Méz fizikai és kémiai vizsgalata. Viz-, illetve
szarazanyag-tartalom meghatarozasa

Vizben oldhatatlan MSZ 6943-2:1980 Méz fizikai és kémiai vizsgalata. Vizben oldhatatlan

szilardanyag-tartalom szilard anyagok és hamutartalom meghatarozasa

Savfok és pH érték MSZ 6943-3:1980 Méz fizikai és kémiai vizsgalata. Savfok és pH

meghatarozasa

Diasztaz-aktivitas

MSZ 6943-6:1981

Méz fizikai és kémiai vizsgalata. Diasztaz-aktivitas
meghatarozasa

Hidroximetil-furfurol-
tartalom (HMF)

MSZ 6943-5:1989

Méz fizikai és kémiai vizsgalata. Hidroximetil-
furfurol tartalom (HMF) meghatarozasa

Pollentartalom

MSZ 6950-3:1977

Méz. Mikroszkopos vizsgalat

MSZ 6950-3:1977/1
M:1989

Méz. Mikroszkopos vizsgalat

Invertaz-enzim

MSZ 6943-7:1982

Méz fizikai és kémiai vizsgalata. Invertaz-aktivitas
meghatarozasa




2. szamu melléklet a 3-2-2009/1 szamu iranyelvhez

Minta el6készitése vizsgalathoz

A modszer az AOAC 920.180 szamt Honey. Preparation of Sample cimii modszerének atvételével

késziilt

A modszer a folyékony, szlirt vagy 1épes méz mintaeldkészitését hatarozza meg.

1.

Folyékony vagy sziirt méz elékészitése vizsgalathoz

Ha minta nem tartalmaz kristalyokat, alaposan keverjiik, vagy razzuk 6ssze, miel6tt lemérjiik a
vizsgalathoz sziikséges mennyiséget.

Ha kivalt kristalyokat tartalmaz, tegyiik egy zart edényben vizfiirddbe, anélkiil, hogy teljesen a
vizbe meriilne, és melegitsiik 30 percig 60°C-on, vagy, ha sziikséges, 65°C-on, amig folyékony
nem lesz. Idénként razzuk 6ssze. Keverjiik 6ssze, majd a mintat gyorsan hiitsiik le annyira, hogy
még folyékony maradjon. Ezt kdvetden mérjiik le a meghatarozashoz sziikséges mennyiséget.

Diasztaz aktivitas vizsgalatdhoz nem szabad melegiteni a mézet.

Ha idegen anyag, mint példaul viasz, fadarab, lépdarabka stb. van a mézben, vizfiirdében
melegitsik a mintat 40°C-ra, és sziirjiik at szlir6vasznon vagy gézen, melegithetd tolcséren,
mieldtt lemérjiik a vizsgalathoz sziikséges mennyiséget.

Lépes méz elokészitése vizsgalathoz

Vagjuk at a 1ép tetejét ha zart, és teljesen valasszuk el a 1éptdl a mézet 0,425 mm lyukméretii
szitan. Ha 1ép, vagy a viaszdarabkak atesnek a sziirén, melegitsiik a mintat az 1. pont szerint,
majd szilirjiik at sziirdvasznon vagy gézen. Ha a méz a lépben kikristalyosodott, melegitsiik fel,
amig a viasz folyékony nem lesz; keverjiik 6ssze, hiitsiik le, majd tavolitsuk el a viaszt.



3. szamui melléklet a 3-2-2009/1 szamii iranyelvhez
Mézek elektromos vezetoképességének meghatarozasa

A moédszer Bogdanov S., Liillman C., Martin P. (1997): Harmonized methods of the European
Honey Commission ( Apidologie extra issue, pp. 1-59.) c. cikke alapjan késziilt

1. Alkalmazasi teriilet
Ez a modszer a mézek elektromos vezetoképességének meghatarozasara alkalmas 0,1 - 3 mS/cm
tartomanyban.

2. Fogalommeghatarozas

A méz elektromos vezetbképessége a méz-oldat 20 °C-on mért vezetOképességét jelenti, olyan
oldatban mérve, amely méz-szarazanyagra nézve 20 %-os. Az eredményeket milli-Siemens per
centiméter egységben kell kifejezni (mS/cm).

3. A modszer elve

A 20 % méz-szarazanyagot tartalmaz6 desztillalt vizes méz-oldat vezetdképességét vezetOképesség-
mérd cellaban mérjiik. A vezetéképesség meghatarozasa az elektromos ellenallas mérésén alapul, ami
a vezetOképesség reciproka.

4. Vegyszerek
4.1. Ahol kiildn jelzés nincs, ott a reagenseknek analitikai tisztasaguaknak kell lennitik.
4.2. A viz legyen frissen desztillalt, vagy ezzel egyenértékii minéségi.
4.3. 0,1 M-os KCl oldat: oldjon fel 7,4557 g, 130 °C-on szaritott kalium-kloridot, egy 1000 ml-es
lombikban frissen desztillalt vizben és toltse jelig. A felhasznalas napjan frissen készitendo.

5. Berendezések és eszkozok:
5.1. VezetSképesség mérd miiszer, alsé méréshatara 107 S.
5.2. Vezetoképesség méro cella, platinazott kettds elektroddal (meriil harangelektrod).
5.3. Hémérd, 0,1 °C fokbeosztassal.
5.4. Vizfurd6, termosztattal 20 °C+0,5 °C-ra allitva.
5.5. Mérbélombikok, 100 és 1000 ml térfogatu.
5.6. Foz6pohar, magas falu.

6. A vizsgalat menete
6.1. A cellakonstans megallapitasa:
Ha a vezetdképesség mérd cella cella-allanddja nem ismert, a kovetkezOképpen kell
megallapitani:
A kalium-klorid oldatbdl tegyen 40 ml-t a f6zOpoharba. Kapcsolja a celldt a méréeszkdzhoz,
Oblitse at a kaliumklorid oldattal, majd meritse bele teljesen az oldatba. Helyezze mellé¢ a
hoéméroét. Olvassa le az oldat vezetoképességét mS egységben, miutan a hodmérséklet beallt 20

°C-ra.
Megjegyzés:

Ha a vezetdképesség mérd miiszer egyendramu, a polarizacié miatti hamis eredmények
elkeriilése érdekében a mérési idonek a lehetd legrovidebbnek kell lennie.
6.2. A cellakonstans (K) kiszamitasa a kovetkezo:

K=11,691x 1/G

ahol

K = a cellakonstans 1/cm-ben

G = a cellaban mért elektromos vezetOképesség mS-ben, 0,01 mS leolvasasi
pontossaggal



8.

6.3.

6.4.

11,691 = a frissen desztillalt viz és a 0,1 M-os KCI oldat egyiittes vezetéképessége 20 °C-on,
mS/cm-ben

Oblitse 4t az elektrodot alaposan desztillalt vizzel a cellakonstans mérése utan.
Meérésen kiviil tarolja az elektrodot desztillalt vizben, hogy elkertilje a platina 6regedését.

MintaelOkészités:

Oldjon fel desztillalt vizben annyi mézet, amennyinek a szarazanyag tartalma 20,0 g. Az
oldatot kvantitative vigye at egy 100 ml-es mérélombikba és toltse jelig desztillalt vizzel.
Megjegyzés:

Ha sziikséges, 1:5 m/V (tomeg/térfogat) aranyt higitasban kisebb mennyiség is hasznalhato.

Vizsgalat
Ontsén 40 ml mintaoldatot a fozépoharba és helyezze a fézSpoharat 20 °C -ra termosztalt
vizfiirddbe. Oblitse 4t a vezetSképesség mérd cellat a mintaoldat maradékaval. Meritse a cellat
a mintaoldatba. Olvassa le a vezetOképességet mS-ben, amint bedllt az egyensulyi
hémeérséklet.
Megjegyzés:
1. Ha a vezetdképességmérd késziilék egyenaramu, a polarizdcid miatti hamis eredmények
elkeriilése végett a mérési idének a lehetd legrovidebbnek kell lennie.
2. Ha a meghatéarozast termosztalhatd cella hianyaban mas hémérsékleten végezte, akkor az
eredményeket at kell szamitani 20 °C-ra a kovetkezOképpen:
- 20 °C feletti hémérséklet esetén: celsius fokonként a mért érték 3,2 %-at vonja le az
eredménybol.
- 20°C alatti hémérséklet esetén: celsius fokonként a mért érték 3,2 %-at adja hozza az
eredményhez.
A fenti médon szamitott, korrigalt értékek nem vonhatok be validalasi kormérésekbe.
Mindazonaltal nem tapasztaltak szignifikans kiilonbséget 20 és 26 °C kozott 50 mért
mézminta esetében.

Az eredmeény kiszamitasa
A méz-oldat vezetdképességét a kovetkezd képlet segitségével szamoljuk ki:

SM =KxG

ahol

Sm = a méz-oldat vezetOképessége mS/cm-ben
K = acellakonstans 1/cm-ben

G = amézre mért vezetOképesség mS-ben

Az eredményeket 0,01 mS/cm pontossaggal kell megadni.

Ismételhetdség és reprodukalhatosag:
Ismételhetdségi (1) és reprodukalhatosagi (R) adatok 95 %-os valosziniiségi szinten a 0,1 - 3 mS/cm
tartomanyba esd adatoknal:

1,52 mS/cm-nél r=0,020 R =0,120
0,44 mS/cm-nél r=0,005 R =0,045
0,22 mS/cm-nél r=0,002 R =0,020



4. szamu melléklet a 3-2-2009/1 szamu iranyelvhez
Méz cukortartalmanak meghatarozasa folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel

A modszer az AOAC 977.20 szamu Separation of Sugars in Honey Liquid Chromatographic Method
cimil vizsgalati modszerének atvételével késziilt

1. Alkalmazasi teriilet

A modszer alkalmas a mézben 1évé cukorkomponensek — gliikdz, fruktdz, szachardéz —
szétvalasztasara és mennyiségi meghatarozasara.

2. A modszer elve

A cukorkomponenseket — mono-, di- ¢és triszacharidokat — nagyteljesitményi
folyadékkromatografias késziilékkel (HPLC) valasztjuk szét, refraktiv index detektorral'
érzékeljiik, mennyiségiiket a mérendd cukrok és az azonos modelloldatok csucs alatti teriileteinek
aranyabol szamitjuk.

3. Vegyszerek

3.1. Mozg6 fazis, acetonitril (Burdick & Jackson Laboratories, Inc., vagy ezzel egyenértékii)
vizzel higitva (83 + 17). A mozgé fazist naponta gazmentesiteni kell magneses keverével®, 15
percig, vakuum alatt.

3.2. Cukor standard oldat: mérjiink be 100 ml-es mérélombikba 3,804 g fruktdzt (Mallinckrodt
Chemical Works, vagy ezzel egyenértékl), 3,010 g gliikozt (Mallinckrodt Chemical Works,
vagy ezzel egyenértékil) és 0,602 g szacharozt oldjuk fel 50 ml vizben, és acetonitrillel tolt-
siik jelig. A standard Osszetétele kdzel azonos 5 g mézével, 50 ml vizes acetonitrilben oldva (1
+1)

4.  Berendezések és eszkézok

4.1. Kromatograf, Waters Associates ALC/GPC modell, vagy ezzel egyenértékii
4.2. Detektor, Waters Associates R-401 refraktiv index detector, vagy ezzel egyenértékii
4.3. Recorder, Varian Aerograph kétcsatornas detektor, A-25 modell, vagy ezzel egyenértékii

4.4. Oszlop, 300 x 4 (bels6 atméré) mm, u-Bondapak/Carbohydrate (Waters Associates, No.
84038, vagy ezzel egyenértékil)

4.5. Mintatisztitd készlet, Waters Associates (N0.26865), vagy ezzel egyenértékii; 0,45 pm-es —
szerves oldoszerben stabil — sziir6k

4.6. Fecskendd, 10 pl-es, Hamilton, No.701-N, 25 beosztassal, 1,2 x 0,020" kiilsé atmérd

5. Meérési koriilmények

A fruktozt, gliikozt és szachardzt 20 perc alatt valasztjuk szét és azonositjuk a kdvetkezé mérési
koriilmények kozott:

aramlasi sebesség: 1,0 ml/perc (ca 500 psig; 3,45 Mpa)
—  hémérséklet kb. 23°C, allando
— detektor (R-401): 8x (fruktoz és gliik6z), 2x (szachar6z)

— ¢érzékenyég: 10 mV a rekorderen, a detektoron ugy bedllitva, hogy 380 ug fruktdz a toll
teljes mértéki kitérését eredményezze

"ELS (Evaporative Light Scattering) detektorral is érzékelhetd
> A gazmentesités ultrahangos vizfiirdével is elvégezhetd
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— papirsebesség: 0,1 "/perc

A mono-, di- és triszacharidok a molekulastlyuk sorrendjében elualédnak az oszloprol.

A minta elokeszitése

Mérjiink be 5,000 g mintat egy kis f6zOpoharba, majd mossuk be 25 ml vizzel egy 50 ml-es

mérdlombikba. Azonnal toltsiik jelig acetonitril, majd szlirjiik at 0,45 pm-es sziirén, a mintatisztitd
készletet hasznalva.

Kromatografalas

Injektaljunk 10 pl standard oldatot a kromatografba. Rogzitsiik a retencios idoket, mérjiik a

csucsmagassagot ¢és allapitsuk meg az ismételhetoséget. Ismételjilk meg a miiveletet a minta
oldattal.

Az eredmeény kiszamitasa

A glikéz, a fruktéz és a szachar6z mennyiségét az integratorral mért értékbol, vagy a
csticsmagassagbol a kovetkezo képlettel szamitjuk ki:

Cukor, % (m/m) = 100 x (PH/PH’) x (V/V) x (W/W)

ahol

PH a minta cstcs magassaga (vagy az integratorral mért érték),
PH’  astandard csucs magassaga (vagy az integratorral mért érték),
V a minta oldat mennyisége, ml (50)

Vv’ a standard oldat mennyisége, ml (100)

W a minta mennyisége, g (5,000)

w’ a standard mennyisége, g

Teljes mérési bizonytalansag
+ 10 relativ%



5. szamu melléklet a 3-2-2009/1 szamu iranyelvhez

Méz prolin-tartalmanak meghatarozasa

A moddszer az AOAC 979.20 szamU Proline in Honey cimi vizsgalati modszerének atvételével késziilt

1.

2.

Alkalmazasi teriilet

A modszer a mézben 1évo prolin — amely a mézben a szabad aminosavak koziil a legnagyobb
mennyiségben fordul el — mennyiségi meghatarozasara alkalmas.
A modszer elve

A prolin ninhidrinnel reagalva szines vegyiiletet képez. A szinerdsséget 520 nm-nél mérjiik. Az
abszorbancianak megfeleld koncentraciot kalibraciés gorbébdl hatarozzuk meg. Mas
aminosavakkal valo interferencia elhanyagolhatd, < 5%.

Vegyszerek

3.1. Ninhidrin oldat, 3 %-os: oldjunk fel 3,0 g ninhidrint 100 ml peroxid-mentes etilén-glikol-
monometil-éterben. Az oldatot, hogy ne reagaljon, Zn fém felett sarga palackban kell tarolni.

3.2. L-(-)-prolin, Eastman No. 2488 (vagy ezzel egyenértékil), szaritoszekrényben szaritva,
ekszikkatorban tarolva. Standard oldat készitése:

— Torzsoldat, 0,5 mg/ml viz. Oldjunk fel 25 mg prolint 50 ml vizben. Hiitsiik le.

— Munkaoldat, 50 pg/ml. Higitsunk 10 ml térzsoldatot vizzel 100 ml-re. Naponta frissen
kell késziteni.

3.3. Hangyasav

3.4. Izopropanol

Berendezések és eszkozok

4.1. Fotométer, lathat6 tartomanyban mérd

4.2. Kivettak, 10 mm-es

4.3. Kémcsovek, 18 x 130 mm héallo, teflon kupakkal
4.4. Vizfiird6

A vizsgadlat menete

Mérjiink be 2,5 g mézet analitikai pontossaggal, vigylik at 50 ml-es mér6lombikba, majd vizzel
toltsiik fel jelig. Harom kémecsdbe mérjiink egyenként 0,5 ml minta oldatot, adjunk hozza 0,25 ml
hangyasavat és 1,00 ml ninhidrin oldatot. Zarjuk le a kémcsdveket szorosan, jol razzuk 0Ossze,
majd 15 percre helyezziik forrasban 1évé vizbe. Ezutan 5 perc alatt hiitsiik le a kémcsoveket
folyovizzel 22 °C-ra, vegyiik le a kémcsovek fedelét, és pipettazzunk a kémcsovekbe 5 ml vizes
izopropanol (1+1) oldatot. Jol razzuk Gssze, majd mérjik meg az abszorbanciat (A) 520 nm-en
vakoldattal szemben. A vakoldat készitésekor méz helyett vizet mériink be, majd elvégezziik a
meghatarozast. A leolvasast a forralastol szamitott 35 percen beliil el kell végezni.

A méz abszorbancia értékét a kdvetkezd oldat abszorbancia értékével kell korrigalni: 0,5 ml
mézoldat, 1,25 ml viz és 5,00 ml vizes izopropanol (1+1). Szamitas el6tt vonjuk le az igy nyert
oldat abszorbancia értékét a ninhidrines oldat abszorbancia értékébdl.

6. Az eredmény kiszamitasa



A méz prolin tartalmanak a meghatarozasahoz kalibracios gorbét kell késziteni tgy, hogy a
meghatarozas soran méz helyett prolin standard oldatot hasznalunk. 0,5 ml 50 pg/ml-es prolin
oldat abszorbanciaja 10 mm-es kiivettaban kb. 0,35.

Kiszamitjuk a méz prolin tartalmat mg prolin/100 g méz értékben.

7. Teljes mérési bizonytalansag
+ 10 relativ %



6. szamu melléklet a 3-2-2009/1 szamu iranyelvhez

A méz savtartalmanak (szabad sav, lakton-sav és dsszes savtartalom) meghatarozasa titralassal.

Az modszer az AOAC 962.19 mddszere és az IHC ajanlésa alapjan késziilt.

1. Alkalmazasi teriilet

A moédszer alkalmas a mézben talalhatdé szabad, ill. lakton formaban el6forduldé sav mennyiségi
meghatarozasara.

2. Fogalommeghatarozasok

Szabad savnak a mézben talalhatd, annak vizes oldataban kdzvetleniil megtitralhatd savakat nevezziik.
A szabad sav mennyiségét milliekvivalens/kg-ban fejezziik ki.

A lakton-savassag a méz gliikdz tartalmabol szarmazo glilkkonsav mennyiségét jelenti. A mézben a
glikonsav a glilkono-laktonnal van egyensulyban, ligos kozegben azonban teljes mértékben
gliikonsavva alakul. Mennyiségét milliekvivalens/kg-ban fejezziik ki.

Osszes savtartalom= szabad savtartalom-+lakton-savassag

3. A modszer elve

A méz vizes oldatat lugoldattal végpont értékig titraljuk. Az végpont értéke a mézben talalhaté gyenge

.....

A laktonok hidrolizisét lug hozzaadasaval teljessé tessziik és savoldattal végpontig visszatitralunk (pH
8.,3).

4. Vegyszerek
1.1. Pufferoldatok a pH-mér6 kalibralasahoz pH 4,0 és pH 9,0 értéknél.

1.2. Ismert faktort 0,05 N NaOH oldat. Az oldat készitéséhez felhasznalt kristalyos NaOH a. lt.
minéségli legyen. Az oldatot naponta firssen kell faktorozni. Standardizalt oldat is
hasznalhato, pl. Titrisol.

1.3. Ismert titerti 0,05 N HCI oldat.

1.4. Az oldatok készitéséhez kiforralt, vagy frissen késziilt desztillalt vizet kell hasznalni.
5. Berendezések és eszkozok:

1.5. pH méro6 elektrod.

1.6. Automata titrator (pH-méré késziilék automata biirettaval ellatva), titralasi végpont
beallitassal, vagy pH-méro ¢és biiretta. Mérési pontossag: 0,01 pH egység.

1.7. Magneses kevero.
1.8. Analitikai mérleg.
1.9. Taramérleg.

1.10. F6z6pohar.

6. A vizsgalat menete

1.11. A pH mér6 kalibralasa:
Kalibralja a pH-mérét 4-es és 9-es pH értéknél a puffer oldatokkal. A kalibraciot naponta el
kell végezni a mérések megkezdése elott.
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1.12. Meérés
Oldjon fel analitikai pontossadggal mért 10 g koriili mintat 75 ml széndioxid-mentes desztillalt
vizben, egy 250 ml-es f6zOpoharban. Keverje magneses keverdvel, meritse az oldatba a pH
mérd elektrodjat. Allitsa a titralasi végpont értéket pH 8,50-re.
Titralja meg az oldatot 0,05 N NaOH-val, 5,0 ml/perc sebességli adagolassal. Allitsa le a
titralast 8,50-es pH értéknél és jegyezze fel a fogyott NaOH millilitereinek szamat 0,1 ml
pontossaggal. Azonnal adjon hozza 10,0 ml 0,05 N NaOH oldatot és késedelem nélkiil titralja
vissza 0,05 N HCI oldattal 8,30 pH értékig. Olvassa le a fogyott HCI millilitereinek szamat 0,1
ml pontossaggal.
A meghatarozashoz nagy adagolasi sebességet valasszon, mert a laktonok hidrolizise miatt a
végpontban eltolédas tapasztalhatd. Pontos érték akkor kaphatd, ha a titralasi folyamat max.
két perc alatt végbemegy.

7. Az eredmeny kiszamitdsa

Szabad savtartalom meqg/kg-ban = (fogyott 0,05N NaOH ml-ek szdma x 50)/bemért minta mennyisége
g-ban

Lakton-savassag meq/kg-ban = (10,00 — fogyott 0,05 N HCI ml-ek szama) x 50/bemért minta
mennyisége g-ben

Osszes savtartalom = szabad sav tartalom+laktonsavassag

8. Ismételhetoség és reprodukalhatosag

Ismételhetdségi (1) és reprodukalhatosagi (R) adatok 95 %-os valosziniliségi szinten:

osszes savtartalom r R
meq/kg

7,0 4.7 8,5

6,5 2.9 6,2

13,5 2,6 7,1

11



7. szamu melléklet a 3-2-2009/1 szamu iranyelvhez

4.

Méz glicerin tartalmanak meghatarozasa
Enzimes modszer
a Megazyme International Ireland Limited Glycerol Assay Procedure (K-GCROL) modszerének
atvételével késziilt .

Alkalmazasi teriilet
A modszer alkalmas a mézhez hozzaadott glicerin mennyiségének a meghatarozasara

A modszer elve

A vizsgalni kivant mintabol vizes oldatot készitiink. Ebbol az oldatbol enzimreakciok segitségével
hatarozzuk meg a glicerin mennyiségét. A reakciok soran sztochiometrikus mennyiségben fogyott
NADH (redukalt nikotin-amid-dinukleotid-hidrat) mennyiségének csokkenését
spektrofotométerrel mérjiik. Az abszorbanciak valtozasabol szamolunk vissza a glicerin
mennyiségére.

Vegyszerek:
3.1. Toncserélt viz

3.2. Enzim teszt készlet: Megazyme K-GCROL A vizsgalathoz sziikséges Osszes vegyszert,
enzimet, standardot a készlet tartalmazza. Ezek:
1. tiveg: Tris/HCI puffer + MgCl, + NaN; 4°C-on tarolva tobb, mint 2 évig stabil
2. doboz: 14 db tabletta, NADH + ATP + PEP, - 20°C-on tarolva t6bb, mint 2évig stabil
3. liveg: piruvat kinaz + L-laktat-dehidrogenaz szuszpenzio (PK/L-LDH), 4°C-on tarolva tobb,
mint 2 évig stabil
4. iiveg: glicerokindz szuszpenzio (GK), 4°C-on tarolva tobb, mint 2 évig stabil
5. tiveg: glicerin standard oldat, 0,2mg/ml, szobahdmérsékleten tarolva tobb, mint 2 évig stabil

3.3. Munkaoldatok: A 2. dobozbdl 5 vizsgalatonként (vakot és standardot is beleszamitva) 1
tablettat oldjunk fel 1,1 ml Tris/HCI pufferben (1. liveg) (ez a 2. oldat). Feloldas utan a
NADH abszorbanciaja folyamatosan csokken az id9 teltével, de 4°C-on tarolva 4 napig, -
20°C-on tarolva 4 hétig hasznalhat6. (Ha nem hasznaljuk fel mindet, célszerien fagyasztoban
taroljuk.)

FONTOS! Az enzim készlet tartalmat sajat dobozaban, hiitészekrényben taroljuk,
kivéve a feloldott 2. oldatot, amit fagyasztéban, -20°C-on tarolunk!

Berendezések és eszkozok:
4.1. Taramérleg, 0,01g pontossaggal
4.2. Kémcsokeverd (pl. Vortex), lombikhoz valé feltéttel
4.3. Pipettak, 20, 200 és 5000 ul térfogata
4.4. 25 ml-nél jelolt 40ml-es fiolak
4.5. Fo6zOpoharak
4.6. Spatulak
4.7. Egyszer hasznalatos mlianyag kiivettak, 1cm fényut, 3 ml
4.8. Egyszer hasznalatos miianyag spatulak kiivettakhoz
4.9. Kiivettatarto
4.10. Stopperora
4.11. UV Spektrofotométer, 340nm

"A glicerintartalom meghatarozas mas gyarto tesztkészletével is elvégezhetd az ahhoz tartozo leiras alapjan.
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5.

A vizsgdlat menete:

5.1.

5.2.

5.3.

Mintavétel:

A mintat alaposan homogenizaljuk. A mézet, ha kristalyos, 60°C-os vizfiirdon olvasszuk fel.
Fontos! Ha a mézmintabdl egyéb vizsgalatokat is (diasztaz aktivitas, HMF) végziink,
akkor max. 40°C-on szabad kiolvasztani a mézet!

Taramérlegen 0,01g pontossaggal mérjiink be a mintabdl kb. 2,5g-ot 25 ml-nél jelolt 40 ml-
es fiolaba.

Minta elokészitése:

A bemért mintat oldjuk fel ioncserélt vizben kémcsorazé segitségével, és toltsiik jelig 25 ml-
re.

Az enzim készlet tartalmat és a 2. oldatot hagyjuk szobahomérsékletre melegedni. A 3. és 4.
iivegben 1év6 szuszpenzidkat kémcsdkeveron 2500 1/perc (rpm) fordulaton keverjiik 1
percen keresztiil. Ezutan helyezziik 6ket kilendiilo fejes centrifugaba, és 1000 g gyorsulassal
centrifugaljuk 5 percig (a 25ml centrifugacso tartok alkalmasak erre a célra). Erre azért van
sziikség, mert a két tivegben 1év0 szuszpenzié mennyisége nagyon pontosan van kimérve a
70 vizsgalathoz, és az iivegek dugdjara tapado szuszpenzid elvesztése azt eredményezi, hogy
nem tudjuk elvégezni a kell6 szdmu vizsgalatot. Centrifugalas utan az iivegeket fiiggdleges
helyzetben taroljuk. (a centrifugacsé tartobol célszerlien csipesszel vegyiik ki az ivegeket).
Meérés:

A kiivettatartoba helyezziink annyi kiivettat, amennyi mintat vizsgalni akarunk, plusz kettot,
a vak ¢és a kalibralo oldatoknak.

FONTOS! A kiivettanak csak a matt/barazdalt részét fogjuk meg!

Ezutan az alabbi tablazat szerint pipettazzuk Ossze az oldatokat, és olvassuk le az
abszorbanciakat 340 nm-en levegével szemben (egy fényutas fotométer esetén a levegére
zérozunk, kiivetta nélkiil):

Pipettazzunk a kiivettaba vakminta | Standard Minta

Desztillalt viz 2,10 ml 2,00 ml 1,60 ml
Minta oldat - 0,10 ml 0,50 ml
2.0ldat (NADH+ATP+PEP/Tris+HCI) 0,20 ml 0,20 ml 0,20 ml
3. szuszpenzid (PK/L-LDH) 0,02 ml 0,02 ml 0,02 ml

Keverjiik ossze*, kb. 6perc mulva olvassuk le, és jegyezziik fel az abszorbancidkat, (A))
majd inditsuk a reakcidt az alabbi hozzdadasaval:

4-es szuszpenzio (GK) | 0,02 ml | 0,02 ml | 0,02 ml

Keverjiik 6ssze*, kb. 5 perc mulva olvassuk le és jegyezziik fel az abszorbanciakat, (A;) Ha a
reakcio nem all le 5 perc utan, folytassuk a leolvasast 2 percenként, amig egymas utan két
azonos értéket kapunk.

*példaul miianyag spatulaval
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6. Az eredmény kiszamitasa

Hatarozzuk meg a vakminta esetében is €s a minta esetében is az abszorbancia-kiilonbséget (A,
— A,). Vonjuk ki a vakminta abszorbancia-kiilonbségét a minta abszorbancia-kiilonbségébdl, az
igy nyert érték a AAglicerin-

A AAgicerin értéknek legalabb 0,100 abszorbancia egységnek kell lenni, hogy pontos eredményt
kapjunk.

crcr

V x MW
C= X AlAglicerin

Exdxv
ahol
A\ a végso térfogat, ml
MW a glicerin molekulasuly, 92,1 g/mol
E a NADH extinkcios koefficiense 340 nm-en, 6300 (I x mol™ x cm™)
d fényut, cm
% a minta térfogata, ml

A moddszerben megadott bemérésekkel:

2,34 x 92,1
C = X AlAglicerin
6300 x 1x 0,5

C= 0,068 X AAglicerin

Ha az el6készités soran a mintat higitottuk, az eredményt meg kell szorozni a higitasi faktorral

(F).

A standard oldatra mért koncentracié felhasznalasaval szdmoljuk ki a visszanyerést az alabbi
képlet szerint:

ca
]7 =
Celm
ahol:
n: visszanyerés
Cy! a glicerin mért koncentracidja a standard oldatban (mg/1)
Celm® a glicerin elméleti koncentracidja a standard oldatban (0,2 mg/1)

crer

A  mintdkban mért glicerin koncentraciojat minden esetben korrigaljuk a szamitott
visszanyeréssel. Ha a visszanyerés kiviil esik a 0,90 — 1,10 tartomanyon, akkor a vizsgalatot meg
kell ismételni.

7. A mérés pontossaga

Két parhuzamos mérés eredménye kozott az eltérés nem lehet nagyobb 5%-nal.
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8. szamu melléklet a 3-2-2009/1 szamu iranyelvhez

Méz glicerin tartalmanak meghatarozasa
Nagyteljesitményii folyadékkromatografias (HPLC) médszer

1. Alkalmazasi teriilet

A modszer alkalmas a mézhez hozzaadott glicerin kimutatasara és mennyiségi meghatarozasara.
A kimutatasi hatar 20 mg/kg, a mennyiségi meghatarozas hatara 100 mg/kg.

2. A modszer elve

A vizsgalati mintat hig vizes kénsav oldattal extrahaljuk. Az extraktum glicerintartalmat HPLC-s
modszerrel, ion-visszaszoritasos kromatografiaval, torésmutatd detektalassal hatarozzuk meg.

3. Vegyszerek
3.1. Kénsav, 95- 98%- os (1,84 g/ml), a.l.
3.2. Viz, HPLC minéségli

3.3. Extrahalo oldat, 0,05 molos kénsav oldat: 2,7 ml tomény kénsavat higitsunk 1000 ml-re
HPLC minéségii vizzel

3.4. Eluens, 0,005 moélos kénsav oldat: 100 ml extrahalé oldatot higitsunk 1000 ml- re HPLC
mindségll vizzel.

3.5. Glicerin standard oldatok

3.5.1. Glicerin torzsoldat, 10 mg/ml: mérjiink be 0,1 mg pontossaggal 1 ml glicerint, majd

adatokbdl szamitjuk.
3.5.2. Glicerin munka oldatok, 0,05 - 0,1 - 0,5 - 1,0 - 2,0 mg/ml.
Készitése:

a) 0,5 ml torzsoldat extrahal6 oldattal 100 ml-re toltve

b) 0,5 ml térzsoldat extrahal6 oldattal 50 ml-re toltve

¢) 5 ml térzsoldat extrahal6 oldattal 100 ml-re toltve

d) 5 ml térzsoldat extrahalé oldattal 50 ml-re toltve

e) 5 ml térzsoldat extrahal6 oldattal 25 ml-re toltve

4. Berendezések és eszkozok

4.1. Kromatograf, Waters ALLIANCE 2690 folyadék és mintaadagolé rendszer, vagy ezzel
egyenértéki

4.2. Detektor, Waters 2410 torésmutatd detektor, vagy ezzel egyenértéki

4.3. Kiértékeld, Millennium 2010 kromatografias vezérld és feldolgozd szoftver, vagy ezzel
egyenértéki

4.4. Oszlop, H+ formaju kation cseréld oszlop (pl. Aminex HPX-87C 300 x 7,8 mm), vagy ezzel
egyenértéki

4.5. Analitikai mérleg, 0,1 mg pontossagu
4.6. Taramérleg, 0,1 g pontossagu

4.7. Mér6lombik, 50, 100, 1000 ml- es
4.8. F6z0pohar, 100 ml- es

4.9. Pipettak
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8.

Minta elokészites

A mintabol a varhato glicerin tartalomnak megfeleléen annyit mériink be, hogy 100 ml extrahalo
oldat hozzaadasa utan az oldat glicerin koncentracioja 0,05 és 2,0 mg/ml kdzott legyen.

20 percig ultrahangos vizfiirddben kezeljiik, majd szrjik.
Az oldatot kromatografaljuk.
Meérési koriilmények:
- eluens, 0,005 molos kénsav oldat, izokratikus elicid
- aramlasi sebesség: 0,9 ml/perc
- injektalt térfogat: 100 ul
- oszlop: Aminex HPX-87H, 300 x 7,8 (Bio Rad)
- detektor: RI detektalas
Az eredmény kiszamitdsa:
A kiértékelés ESTD kalibracioval torténik, az Gsszetartozd koncentracio (y) - csucsteriilet(x)

pontokra nullan atmend egyenest illesztiink (y=m*x). A minta mért cstcsteriiletét az illesztett
egyenes iranytangensével (m) szorozva kapjuk C gy értékeét.

A glicerin mennyiségét az alabbi képlettel szamitjuk ki:

V
Ckomponens = Cnldath

ahol

Cromponens a glicerin koncentracidja a mintaban, mg/kg

Coldat a glicerin koncentracidja a kromatografalt minta oldatban, pg/ml

Vv a véghigitas értéke, ml

G bemért minta mennyisége, g

Ismételhetoség és reprodukalhatosag:

Ismételhetéség: RSD%: 6,0
Reprodukalhatosag: RSD%: 10,0
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9. szamu melléklet a 3-2-2009/1 szamu iranyelvhez
C-4-es novényekbdél szarmazo cukrok kimutatasa mézbal

A moédszer az AOAC 998.12 szam, C-4 Plant sugars in honey cimii vizsgalati médszerének
atvételével késziilt.

1. Alkalmazasi teriilet

Belso standardot alkalmazo stabilizotop-arany modszer.
A modszer a C-4-es ndvényekbdl szarmazo, (kukorica- vagy nad-) 7%-nal nagyobb koncentracioban
jelen 1év6 cukrok kimutatasara alkalmas.

2. A modszer elve

A mézbol izolalt fehérjék stabil szénizotop aranya standardként szolgal, ehhez kell hasonlitani a teljes
méz stabil szénizotop aranyat. A két értek kiilonbsége (az ISCIRA index) a méz C-4-es cukor
tartalmanak mértéke.

A mérés két 1épésbdl all:

Az egyik 1épésben meg kell hatarozni a mézminta Pee Dee Belemnite-hez viszonyitott 5"°C értékét.

A masik lépésben izoladlni kell a mézmintaban talalhatd virdgport és meghatarozni az abban talalhato
fehérje 8'°C értékét.

Mind a mézet, mind pedig a fehérjét ugyanazzal a berendezéssel kell mérni.

A vizsgalatokhoz folyamatos és szakaszos iizemi késziilék is felhasznalhato.

3. A mézminta vizsgalata

3.1. Elsé valtozat — szakaszos modszer

3.1.1. Kesziilék a szakaszos modszerhez

A szakaszos eljarasnal a mintat Craig vagy Sofer berendezésben el kell égetni, a keletkezd
széndioxidot tisztitas utdn atvinni a megfeleld tomegspektrométerbe, és azzal meghatarozni a stabil
izotopok mennyiségét. A késziilék égetdrendszerbdl, tisztitorendszerbdl és a tomegspektrométerbol
all.

3.1.1.1. Egetérendszer

A kovetkezok valamelyikét kell hasznalni:

(a) Craig eljaras.

Vakuumtomor {ivegesO rendszer, részei: csOkemence, benne kvarc égetdcsd, félig toltve
CuO-dal, folyékony N,-csapda, automata Toepler szivattyu, nagyvakuum-forras.

Craig eljarashoz a CuO eldkészitése: Tisztitsa meg a (huzal allapoti) CuO-ot elektromos
kemencében kb. 1 orai, 900 °C -on torténd égetéssel. Kihiilés utan zart palackban tarolando.
(b) Sofer eljaras.

Eget6cs6: standard falvastagsagn boroszilikat tiveg (20 cm x 9 mm), egyik végén leforrasztva.
Hasznalat el6tt tisztitsa meg kb. 1 6rai, 550 °C-on torténé hevitéssel.

A Sofer eljarashoz a CuO el6készitése: a (huzal allapotl) CuO-ot tdrje porra, hogy atmenjen a kb. 1,5
mm-es lyukméretii szitan és hasznalat el6tt kalyhazza 2 éran an 750 °C-on.

3.1.1.2. Tisztitorendszer (Craig)

Uveg csérendszer égetérendszerrel dsszekapesolva, ami tartalmazza a csapdat, a mintagy(ijté csovet és
a manométert. [Lasd az 1. abrat és a Geochimica et Cosmochimica Acta (1953), 3, 54-55 oldalait.]
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1. dbra: Szén égeto- és tisztito rendszer a Craig eljardshoz
3.1.1.3. Tomegspektrométer

Olyan berendezés, amelyet természetes izotoparanyok mérésére terveztek vagy ilyen célra
atalakitottak, és amely képes 0,01% pontossaggal mérni 45-0s tomegszam értéknél természetes
eléfordulasi arany esetén.

3.1.2. Vegyszerek
3.1.2.1. Standardok az izotoparany méréshez:

A kovetkez6 kalibracids standardok valamelyikét kell hasznalni:
(1) NIST 19 Mészko
—8"C= —1,95 %o a Pee Dee Belemnite-hez viszonyitva
(2) NIST 22 Nyersolaj
~8"C= -29,73+ 0,09 %o
(3) ANU Szaharoéz
~38C= -10,47 + 0,13 %o
(4) USGS 24 Grafit
~-8"C= -15,9+0,13 c/u
(5) PEFI Polietilén folia
~38"C= -31,77 + 0,08 %o
Kalibracios célra az Office Standard Reference Materials-tol kaphatd 3 évente 400 mg mennyiség,
illetve olajbél 1 ml, grafitbél 0,8 g, szacchar6zbdl 1 g. [National Institute of Standards and
Technology, MD 20899, Gaithersburg, USA]

3.1.2.2. Egyéb vegyszerek:
CuO huzal a Craig vagy Sofer eljarasnal leirtak szerint kiizzitva.

Aceton, szénsavho és folyékony nitrogén hiitokozegként.
Nagytisztasagu gazok a tomegspektrométer miikodtetéséhez.
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Nagytisztasagu gaz az égetdberendezés miikodtetéséhez.
3.1.3. A mézminta elokészitése a szakaszos modszerhez
3.1.3.1. Craig modszer

Tegyen 0,1 mg pontossaggal bemért 20-50 mg mintat keramiacsonakba, helyezze el a csénakot a
csOben és helyezze a rendszert vakuum ald. Engedjen be az oxigénpalackbol 600 Hgmm-nyi oxigént,
melyet CuO-n 700 °C-on tisztitott és utdna folyékony nitrogén-csapdan atengedett. Melegitse fel a
mintat 850 °C-ra a csdérendszer csékemencéjében, fagyassza ki a keletkez6 CO,-t a folyékony
nitrogénnel hiitott csapdaban. Keringesse a gazokat a CuO-on 10-30 percen keresztiil 850 °C-on.
Valassza le a szelepek segitségével a gyljtocsapdat és a tisztitorendszert az égetdrendszertdl és a
Toepler szivattyutol, és szivattyizza le az oxigént. Hiitse le a tisztitdcsapdat szarazjég és aceton
elegyével; hiitse le a mintatartd csovet folyékony nitrogénnel. Engedje felmelegedni a gylijtécsapdat,
kondenzaltatva a szennyezéseket a szilard CO,-o0s csapdaban, és a CO,-t a mintatarté csOben.

3.1.3.2. Sofer modszer

9 inch-es (22,9 cm) Pasteur pipetta segitségével helyezzen 3-5 mg mintat az eldkészitett izzitocso
oldalfalara, a cs6 hossztengelyében csikban, vékony filmként szétkenve. A csd nyitott végéhez 3-4
cm-nél kdzelebb ne keriiljon minta. Boritsa be a mintat 3-5 g CuO-dal és tartsa a csdvet vizszintesen
legalabb 5 percig. Tartsa a csovet szaritdszekrényben 60-65 °C-on, 8 oran at. Vegye ki a csovet a
szaritoszekrénybdl, allitsa fliggblegesre és erdsen iitogesse meg, hogy a CuO részecskéket eltavolitsa a
falnak arrdl a részérél, ahol majd a lezaras lesz.

Amig a mintatartdo csévek még melegek, helyezzen 1-6 csdvet a vakuum csOrendszerbe és evakualja
rotacios szivattyuval 3-4 percen keresztiil, aztan forrassza le a cséveket hegesztdpisztollyal. Helyezze
a csoveket vizszintesen a kemencébe ugy, hogy a CuO lazan fedje be a mintat és a cso aljat teljes
hosszaban. Kalyhdzza a mintakat 585-590 °C-on 1 oOra hosszat. Engedje a mintdkat hiilni a
kemencében legalabb 1 ora hosszat, 400 °C ald. Csatlakoztassa a csoveket a vakuum-tisztitd
rendszerbe és torje fel a lezarast vagy nyissa fel a csovet cs6zizoval [L. Anal. Chem. 48, 1651
(1976)]. Tisztitsa meg és mérje meg a CO,-t a Craig modszernél leirtak szerint.

3.1.4. Meghatarozas szakaszos modszerrel

A tomegspektrométert a gyartd utasitdsainak megfelelden milkddtesse. Kalibraljon legalabb két
standardra, a 3.1.2. fejezetben felsoroltak koziil. A nyert adatokat korrigalja kalibralt nullpontra a
beeresztd rendszerben, a minta- és standard szelepek kozti keveredés értékére, a nagy csucsok kis
csucsokkal valo atlapolasara, és az '"O-nek a 45-0s értéket zavard hatasara.

A méz SPC  értékének kiszamitasa ezrelékben:
13~ 12
C/C._.
13
5 Cm%o = (“—mm—lJXIOOO
C/ Cstandard

Az eredményeket, barmilyen standardot hasznaltak is, a PDB-re (Pee Dee Belemnite standard) kell
vonatkoztatni a kovetkezoképpen:

3
O (x-ppB)= 0 (x-B) + O (B_PDB)T10 ~ O (x_-B) X O (BPDB)

ahol:

O (x-B) €s O (x-ppB) @ mintanak (x) a standardra (B) és a PDB-re vonatkoztatott 6 értékei, (B—PDB)
pedig a standardnak (B) a PDB-re vonatkoztatott 6 értéke. Valamennyi o érték ezrelékben van
megadva.
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3.2. Masodik valtozat — folyamatos modszer
3.2.1. A merés elve

A mintat elégetjiik egy sorba kotott automatizalt Dumas égetovel Cr,O; katalizator mellett és a
software altal kivalasztott Os-froccsel, tisztitjuk, majd He d&rammal a tomegspektrométer ionforrasaba
vezetjilkk. A folyamatos dramlasu (continuous-flow) égetd- és tisztitd eljaras, egyszeres beeresztésii
asztali tdmegspektrométerrel on-line kotve teljesen automatikus, software-iranyitas alatt all, a minta 6
BC értéke kozvetleniil a computer-kimeneten olvashato le.

3.2.2. Vegyszerek a folyamatos modszerhez
3.2.2.1. Standardok az izotoparany méréshez:
A 3.1.2. fejezetben leirt kalibracios standardok valamelyikét kell hasznalni.

3.2.2.2. Egyéb vegyszerek:

Cr,0; katalizator.
Nagytisztasagu gazok az integralt késziilék miikodtetéséhez.

3.2.3. Berendezés a folyamatos modszerhez

Automatizalt Dumas égetérendszerrel ellatott integralt rendszer, GC gaz-tisztitd rendszerrel,
tomegspektrométerrel amely természetes izotdparanyok mérésére alkalmasra terveztek vagy
modositottak, és IBM-kompatibilis software-rel rendelkezik az égetési paraméterek szabalyozasara €s
az eredmények szamitidsara. (PDZ Europa Service Centre, Europa House, Electra Way, Crewe,
Chesire CW1 62A, UK.) (lasd. 2. abra)

mintik be
T
allithaté

He autosampler H,0 csapda  CO; csapda oC

N E
02
impulzus

i]zité(‘cfﬁ :‘::jllll((‘iés sonforras Aramlasi irany valte

1020 °C §

600 °C

tripla
kollektor

' v
adatfeldolgozas

44 45 4§ légkorbe

v

adat-Kimenet

2. abra: Integralt rendszer a folyamatos modszerhez

3.2.4. Mintaelokészités a folyamatos modszerhez

Héarom parhuzamosban mérjen ki 0,1 mg pontossaggal 3 mg higitatlan mézet egy 6x4 mm-es
onkapszulaba, zarja le és helyezze az égetd egység automata mintaadagoldjara. Helyezzen munka-
standard mintat [amelyet legalabb 2 referencia standarddal szemben kalibralt a 3.1.2 fejezetben leirtak
koziil] legalabb minden 8. mézminta utan.

3.2.5. Meghatarozas a folyamatos modszerrel
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A késziiléket a gyartd utasitasainak megfelelden milkodtesse. A vivogaz aramldsi sebessége 60
ml/perc. Az oxidacids csébe juttatott nagy tisztasagu (99,999 %) 1000 °C -os oxigén 15 ml-es
impulzusai computer-iranyitas alatt allnak. Allitsa a redukcios szakasz hémérsékletét 600 °C-ra, a GC
kolonnaét pedig 150 °C-ra. A 45, 46 és 47 m/z értéknél felvett iondramokat a késziilék egyidejlileg
integralja, hattérkorrekcidt alkalmaz, a 45-6s értéknél '"O-ra korrigal, valamint a referencia-mintak
kozotti esetleges driftet kompenzalja. Mivel minden mintara csak 1 mérést lehet végezni, a mérések
precizitasanak szdmolasahoz 5 parhuzamost kell vizsgalni a NIST 22 Nyersolaj mintab6l, dnmagahoz,
mint referencidhoz képest.

A méz 8°C  ¢értékének meghatirozasa:
A szamitogép kimeneti eredménye kozvetleniil 8 °C egységekben kérhetd.

4. A mézben taldlhato pollen fehérje tartalmanak vizsgalata (belsé standard a mézminta 613C
értékéhez).

4.1 Keésziilekek
4.1.1. Mintaelokeésziteshez hasznalt eszkozok:

Centrifuga: Vizszintes 4-fejes rotorral 50 ml-es csdvek szamara, 1500 g minta elhelyezésére
alkalmas legyen.

Dializal6 cs6: 25 mm x 30 cm-es lapos Sigma 250-9U celluldz dializis ¢sd, vagy mas olyan
dializal6 cs6, amely a 12.000 daltonnal nagyobb molekulatomegli fehérjéket visszatartja

Sziird: 0,10-0,15 mm lyukméretii sz{iré (nylon harisnya).

4.1.2. Izotoparany méréshez hasznalt késziilék:
A mézminta méréséhez hasznalt szakaszos vagy folyamatos miikodésii rendszer, mely égetd
és tisztitorendszerbdl valamint tomegspektrométerbdl all.

4.2. Vegyszerek

4.2.1. Mintaelokészitéshez hasznalt vegyszerek:

volframsav natrium-sdja, (Na;WOy, - 2 HO) — 10 %-os vizes oldatban (natrium-volframat).
0,335 M kénsav — higitson 1,88 ml tomény kénsavat 100 ml-re.

4.2.3. Izotoparany méréshez hasznalt vegyszerek:

A hasznalt folyamatos vagy szakaszos miikodési rendszer mikodtetéséhez sziikséges, a 3.1.2.
vagy 3.2.2. fejezetben leirt egyéb vegyszerek.

4.3 Meghatarozas

4.3.1. Pollen izolalas

4.3.1.1 Mintaelokészités a pollen izoldlashoz

Ha észlelhetd mennyiségli szilard anyag van jelen a mintaban, sziirje at a mézet 0,10-0,15 mm (100-
150 mesh) lyukméretii sziirén (a nylonharisnya anyaga kival6 ilyen célra); minden, a viznél nehezebb
oldhatatlan anyag szennyezi a fehérje-csapadékot.

A kovetkez6 lehetoségek valamelyikét hasznalja a fehérje izolalasara és tisztitasara:

Ismételt mosasi modszer:
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Adjon 4 ml vizet 10-12 g mézhez egy tiszta, 50 ml-es centrifugacsdben. Jol keverje 0ssze, az
iiledéket minden esetben teljesen diszpergalja. Tegyen 2,0 ml 10%-os natrium-volframat oldatot
¢és 2,0 ml 0,335 M-os kénsavat egy kis kémcsobe, keverje 0ssze, €s azonnal adja hozza a méz-
oldathoz. Keverje jol ossze. Kb. 80 °C-os vizfiirdében mozgassa, amig lathaté csapadék nem
képzddik, tiszta feliiliszoval. Ha nem keletkezik lathatd csapadék, vagy ha a feliilisz6 zavaros
marad, adjon hozza 2 ml-es részletekben még 0,335 M-os kénsavat, az egyes adagok kozt
ismételje meg a melegitést.

Toltse meg a csovet vizzel, keverje 0ssze a tartalmat és centrifugalja 5 percig 1500 g-vel, majd
dekantalja a feliiloszot. Ismételje meg a mosasi, keverési és centrifugalasi 1épléseket 6tszor, kb.
50 ml-es vizadagokkal, az {iledéket mindannyiszor teljesen diszpergalva.

Dializis:

Hasznaljon olyan 25 mm x 30 cm-es lapos celluloz dializis csovet, amely a 12.000 daltonnal
nagyobb molekulatémegii fehérjéket visszatartja (a Sigma 250-9U megfelel6). Aztassa a csovet
vizben, egyik végére két csomot kotve egymas mellé. Melegitsen 5-7 g mézet kezd6do forrasig
(mikrohullamu siit6é hasznalhato), és adjon kb. 3-5 ml vizet hozza, keverje Gssze, tegye a csdbe,
kosson két csomot a végére €s dializalja folyd csapvizzel szemben legalabb 16 oran keresztiil. A
csO tartalmat vigye at 50 ml-es centrifugacsdbe, és centrifugalja 5 percig 1500 g-vel. A
feliiliszot dekantalja 100 ml-es foz6poharba, az iiledéket dobja el. Keverjen 6ssze 6,0 ml 10 %-
os natrium-volframatot és 6,0 ml 0,335 M-os kénsavat és adja a dializatumhoz. Melegitse
féz6lapon keverés kozben, amig lathaté csapadék nem képzddik, tiszta feliiluszoval. Ehhez
esetleg tovabbi sav-adagok hozzaadasara lesz sziikség. Vigye at 50 ml-es centrifugacsobe és
centrifugalja 5 percig 1500 g-vel. Tavolitsa el a felilluszot, diszpergalja alaposan az iiledéket,
toltse fel a csovet vizzel, keverje jol fel és centrifugalja.

4.3.2. Izotépardany mérés

Helyezze az alkalmazott modszer (szakaszos Craig v. Sofer, ill. folyamatos) altal megkivant
mennyiségli fehérjét a mézmintakhoz hasznalthoz hasonld keramia izzitocsonakba. Egesse el a fehérjét
a mézhez hasznalt modszerrel. Ha késobbi izotoparany méréshez sziiksége lesz a csapadékra, akkor
vagy vigye at Pasteur pipettdval a mosott csapadékot a lehetd legkisebb mennyiségii vizzel egy kis
kémcsobe, zarja le és tegye forrasban 1évo vizbe 2 orara, vagy szaritsa a fehérjét legalabb 3 ora hosszat
kb. 75 °C-os szaritoszekrényben.

A pollenben talalhato fehérje S”C  értékének kiszamitasa ezrelékben:

13 12
e C/l/z Coina —1}1000

standard

5°C %o :(

Az eredményeket a PDB-re (Pee Dee Belemnite standard) kell vonatkoztatni a mézmintanal leirtak
szerint.

5. Az eredmény kiszamitdsa

A C - 4-es cukor tartalom szamitasa a kovetkez6:

813Cf _ 813Cm

8°C, —(-9,7)
ahol 8°C; és  8"”C, a 8"C értékek ezrelékben (%o) a fehérjére illetve a mézre; a 9,7 pedig a
kukoricaszirup atlagos 8'"°C értéke ezrelékben.

A szamitas alapjan adodo negativ értékeket 0 %-ként kell értelmezni.

A mintat csak akkor kell jelentds C-4-es cukortartalmiinak (elsésorban kukorica- vagy nadcukor)
tekinteni, ha a szamitott érték 7%, vagy afolotti.

C-4cukor %= x100

6. Ismételhetoség és reprodukadlhatosag:
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Meérési tartomany: —0,30%o (2,1%)-t61 —1,9 %0 (13,6%)-ig

s—= 1,25-2,69; sr=11,25-2,69; RSD,=9.22-90.0%; RSDR=14.5-92.0%

7. Irodalomjegyzék:

JAOAC 61, 746(1978), 71, 88(1988), 72, 902 (1989), 74, 627(1991)
J. AOAC Int. 75, 543 (1992), 76, 140 (1993)

Geochim et Cosmochim Acta 12, 133(1957)

Spectroscopy 4, 42 (1989)

Anal. Chem. 48, 1651 (1976), 52, 1389 (1980)
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10. szamu melléklet a 3-2-2009/1 szamu iranyelvhez

Egy hozzaadott (nem méh-eredetii) invertaz enzim kimutatasa

1. Alkalmazasi teriilet

HPLC-FLD moddszer alkalmas mézek 270 kDa molekulatomegli hozzaadott invertaz enzim
tartalmanak mennyiségi meghatarozasara.
Kimutatasi hatar 2 mg/kg, a mennyiségi mérés als6 hatara 10 mg/kg.

2. Fogalommeghatarozasok

2.1. Invertaz (Invertase): Szamos mikroorganizmus termel invertazt, amivel a szahar6zt bontja
egyszer( cukrokka. A kereskedelemben a Saccharomyces cerevisiae vagy Saccharomyces
carlsbergensis éleszt6fajok altal termelt invertaz kaphat6. Egy fajton beliil tobbféle invertaz is
megtalalhato pl az intracelluléris (135 kDa) és az extracellularis (270 kDa).

2.2. GPC (gel permeation chromatography): molekulaméret (molekulatérfogat) szerinti kromatog-
rafias elvalasztasi modszer.(Mas néven :SEC, Size Exclusion Chromatography)

2.3. FLD (Fluorescence detection) : Fluoreszcencia mérésén alapuld kromatografias detektor

3. A modszer elve

A mintat vizes extrahalo oldatban oldjuk. Az oldatot szlirjiik, fehérje tartalmat etanollal kicsapjuk. A
kicsapodott fehérjéket extrahald oldattal ismét oldatba vissziik, majd dializaljuk.

A dializatumot molekulaméret szerinti kromatografids elvélasztasi modszerrel / GPC= SEC/
kromatografaljuk és fluoreszcens detektalassal mérjilk a hozzaadott, nem méh-eredetii invertiz
enzimet.

4. Vegyszerek
4.1. Bizonylatolt invertaz standard, 270 kDa molekulatomeggel
4.2. Viz, fluorescent grade
4.3. NaH,PO,4x 2H,0, analitikai tisztasagu
4.4. Etanol, analitikai tisztasagu
4.5. Cellulézacetat dializal6 csé

4.6. Oldatok

4.6.1. Invertaz torzsoldat
Mérjiink analitikai pontossaggal 25 mg invertazt féz6poharba és oldjuk megfeleld
mennyiségli  4.6.4. extrahald oldatban. Az oldatot mossuk 25,0 ml-es mérélombikba és
toltsiik jelre ugyanazzal az extrahalo oldattal, elegyitsiik (1,0 mg/ml).
A torzsoldat 2-8 C°-on hiitében tarolhato egy hétig.

4.6.2. Kozbensd/Spike oldat
Higitsunk 10,0 ml torzsoldatot 100 ml-re a 4.6.4. extrahalo oldattal. (0,1 mg/ml)

4.6.3. Kalibralo sor
A 4.6.2. Kozbensd/Spike oldat-bol 100 ml-es mér6lombikokba pipettazzunk
5,0;10,0; 20,0 mlt. A lombikokat toltsikk jelre a 4.6.4. extrahalo oldattal. és
homogenizaljuk.
Az oldatok névlegesen 5,0; 10,0; 20,0 pg/ml invertazt tartalmaznak.

4.6.4. Extrahalo oldat
Oldjunk 6,0 g NaH,PO,4 x 2H,0-t 500 ml vizben, toltsiik 1 I-re vizzel, elegyitsiik.
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5.

Berendezések és eszkozok:

5.1.
5.2.
5.3.
54.
5.5.
5.6.
5.7.

Laboratoriumi livegeszkozok

Red6s sziirGpapir

PTFE membran sz{ir6, 0,22 wm poérusméret

Analitikai mérleg ( 0,1 mg pontossagu)

Kémcsokeverd (pl. Vortex)

HPLC rendszer, FLD detektor

Oszlop:Biosep S-3000, 300x7,8 mm Sum vagy egyenértékii

A vizsgdlat menete

6.1. Minta el6készités
Ha a minta kivalast tartalmaz, akkor 1 orara allitsuk 40°C-os vizfiirdébe. Alaposan atkeverve
homogenizaljuk a mézmintat.

6.2. Extrakcio
Meérjiink 2,5 g mintat iires centrifugacsébe. Adjunk hozza 5 ml 4.6.4. extrahalo oldatot.
Kevertetjiik a kémcsovet 1 percig. Redds szlirén sziirjiik alkalmas erlenmeyer-lombikba.
Meérjiink hozza 50 ml 95v/v% etanolt, keverjiik intenziven.
A kivalt csapadékot sziirjiikk 0,22 pm PTFE membran sziirén. Sziirés utdn a membrant a
csapadékkal egyiitt helyezziikk egy iires lombikba és oldjuk a fehérjéket 10 ml 4.6.4.
extrahal6 oldattal.

6.3. Tisztitas
Az oldatot dializaljuk 24 oran at, folyo vizzel szemben, a rendelkezésre allo dializalo
rendszer el6irdsai szerint. A kereskedelemben sokféle dializalo készlet kaphato, igy a
sikmembranos, tobbféle csoves kivitellel. Barmelyik alkalmazhatd, a hozza alkalmas
membrannal. Vagjunk le 10 ml oldat befogadasara elegendd dializis csdvet, leiras szerint
mossuk ki a konzervald adalékot. Zarjuk le a cs6 végét megfeleld clippel, toltsiik bele a
dializal6 oldatot. A membran masik végének lezarasa utan helyezziik alland6 friss viz
atfolyast biztosito tartalyba. A dializalt oldatot vigyiik at egy 25 ml-es mérélombikba, toltsiik
jelre a 4.6.4. extrahalo oldattal, elegyitsiik.
Ez az oldat keriil HPLC-s elvalasztasra.

6.4. Kalibracio
Kiilsé6 standard (ESTD) kalibracio, csucsteriilet alapjan

6.5. Mérés

A vizsgalatot HPLC-FLD mddszerrel végezziik a kdvetkez6 kromatografias paraméterek al-
kalmazasaval:

Oszlop (5.7.)
Mozgo fazis

Eluens: 4.6.4 extrahalo oldat

Aramlasi sebesség: 1,0 cm’/min
Oszloptermosztat: szobahOmérséklet
Injektalt térfogat: 10 pl
Futtatasi ido: 30 perc
FLD paraméterek: Ex=280 nm, E;= 330 nm

Varhato retencios idé: 7,8 perc
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7. Az eredmény kiszamitdsa

Abrazoljuk a kalibracios oldatokkal mért csucsteriileteket a koncentraciok fiiggvényében.
A pontokra fektessiink regresszios egyenest és szamitsuk ki az egyenes meredekségét (m) és
tengelymetszetét (b)

crer

C g (Mg/ml)=

(Aism B b)
m

(mg/kg)=cya(ng/ml)/1000 x V,4(ml)/ M(g) x 1000, azaz

Cism

(A' — b) V. 1d
. /k — 1Sm (&)

ahol:

Cod:  az oldatban mért koncentracio, (pg/ml)

Cism: @ mintaban mért koncentracio, (mg/kg)

Aim:  a mintaban mért csucsteriilet,

m, b: az illesztett egyenes meredeksége ill. tengelymetszete
M: bemérés (g)

Ve az oldattérfogat (25,0 ml)

Az eredményeket mg/kg-ban adjuk meg, 1 tizedes pontossaggal.
Megjegyzés:
A kalibraciot és értékelést végezheti a vezérld-adatgyiijté szoftver!
8. Ismételhetoség
A relativ tapasztalati szoras alapjan: RSD%=8,83
9. Irodalomjegyzék

A modszer a Mezbégazdasagi Szakigazgatasi Hivatal Kozpont, Elelmiszer- és Takarmanybiztonsagi
[gazgatosag Takarmanyvizsgalo Nemzeti Referencia Laboratoriumban, 6nalld moédszer fejlesztd
tevékenysége eredményeként késziilt, amelyet a Német Akkreditald Testiilet / DAP/, mint az DIN-EN-
ISO 17025: 2005 mindségiranyitasi szabvany eldirasainak megfeleld akkreditalt modszert elismerte
(2008.).
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