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I

(Πράξεις για την ισχύ των οποίων απαιτείται δηµοσίευση)

ΚΑΝΟΝΙΣΜΟΣ (ΕΚ) αριθ. 213/2001 ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ

της 9ης Ιανουαρίου 2001

για τη θέσπιση λεπτοµερειών εφαρµογής του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999, όσον αφορά τις
µεθόδους που πρέπει να χρησιµοποιούνται για την ανάλυση και την αξιολόγηση της ποιότητας του
γάλακτος και των γαλακτοκοµικών προϊόντων και για την τροποποίηση των κανονισµών (ΕΚ) αριθ.

2771/1999 και (ΕΚ) αριθ. 2799/1999

Η ΕΠΙΤΡΟΠΗ ΤΩΝ ΕΥΡΩΠΑΪΚΩΝ ΚΟΙΝΟΤΗΤΩΝ,

Έχοντας υπόψη:

τη συνθήκη για την ίδρυση της Ευρωπαϊκής Κοινότητας,

τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 1255/1999 του Συµβουλίου, της 17ης
Μαΐου 1999, περί κοινής οργανώσεως αγοράς στον τοµέα του
γάλακτος και των γαλακτοκοµικών προϊόντων (1), και ιδίως τα
άρθρα 10 και 15, το άρθρο 26 παράγραφος 3, το άρθρο 29
παράγραφος 1 και το άρθρο 31 παράγραφος 14,

Εκτιµώντας τα ακόλουθα:

(1) Οι κανονισµοί της Επιτροπής (ΕΟΚ) αριθ. 1216/68, (ΕΟΚ)
αριθ. 3942/92, (ΕΚ) αριθ. 86/94, (ΕΚ) αριθ. 2721/95, (ΕΚ)
αριθ. 1080/96, (ΕΚ) αριθ. 1081/96, (ΕΚ) αριθ. 1082/96,
(ΕΚ) αριθ. 1854/96, (ΕΚ) αριθ. 880/98 και (ΕΚ) αριθ.
1459/98, οι πλήρεις αναφορές στους οποίους εµφαίνονται
στο παράρτηµα XXVI του παρόντος κανονισµού καθορίζουν
τις µεθόδους αναφοράς και τις συνήθεις µεθόδους για την
ανάλυση και την αξιολόγηση της ποιότητας του γάλακτος
και των γαλακτοκοµικών προϊόντων, καθώς και το πεδίο και
τους κανόνες εφαρµογής των εν λόγω µεθόδων. Για λόγους
σαφήνειας, προκειµένου να παρασχεθεί στους συναλλασσό-
µενους του τοµέα ένα ενιαίο σώµα των εν λόγω µεθόδων και
κανόνων για την εφαρµογή τους, πρέπει να πραγµατοποιηθεί
ανασύνταξη των προαναφερθέντων κανονισµών, συγκεντρώ-
νοντάς τους σε ένα µόνο κείµενο. Με τον ίδιο σκοπό, πρέπει
να τροποποιηθούν οι κανονισµοί της Επιτροπής (ΕΚ) αριθ.
2771/1999, της 16ης ∆εκεµβρίου 1999, περί λεπτοµε-
ρειών εφαρµογής του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999
του Συµβουλίου όσον αφορά τα µέτρα παρέµβασης στην
αγορά του βουτύρου και της κρέµας γάλακτος (2) και (ΕΚ)
αριθ. 2799/1999, της 17ης ∆εκεµβρίου 1999, για λεπτο-
µέρειες εφαρµογής του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999
όσον αφορά τη χορήγηση ενίσχυσης στο αποκορυφωµένο
γάλα και στο αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη που προορί-
ζονται για τη διατροφή ζώων και για την πώληση του εν
λόγω αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη (3), µε σκοπό

την ενσωµάτωση στον παρόντα κανονισµό των παραρτη-
µάτων τους που αφορούν τις µεθόδους ανάλυσης.

(2) Τα χαρακτηριστικά σύνθεσης του γάλακτος και των γαλα-
κτοκοµικών προϊόντων που έχουν καθοριστεί στο πλαίσιο
των καθεστώτων που προβλέπονται από τον κανονισµό (ΕΚ)
αριθ. 1255/1999 πρέπει να επαληθευθούν προκειµένου να
εξασφαλιστεί ότι είναι απόλυτα σύµφωνα µε τις καθορισθεί-
σες απαιτήσεις.

(3) Έχει συχνά ορισθεί ότι οι µέθοδοι αναφοράς που χρησιµο-
ποιούνται για τέτοιου είδους επαληθεύσεις είναι µέθοδοι
που δηµοσιεύονται από διεθνείς οργανισµούς όπως CEN,
IDF, ISO και ΑΟΑC International και που ενηµερώνονται
κατά τακτά χρονικά διαστήµατα από τους οργανισµούς
αυτούς. Σε ορισµένες περιπτώσεις, µία κοινοτική µέθοδος
αναφοράς έχει καθορισθεί· σε άλλες περιπτώσεις, δεν υφί-
σταται καµία ειδική µέθοδος αναφοράς στην κοινοτική
νοµοθεσία. Με σκοπό να εξασφαλισθεί η οµοιοµορφία στην
εφαρµογή των µεθόδων αναφοράς, πρέπει να καταρτίζεται
κάθε έτος ένας πίνακας µεθόδων αναφοράς και να διευκρινί-
ζεται ότι η προς εφαρµογή µέθοδος πρέπει να εµφαίνεται
στον πίνακα αυτό.

(4) Η εφαρµογή των συνήθων µεθόδων δεν πρέπει να αποκλει-
σθεί· οι όροι χρησιµοποίησής τους πρέπει ως εκ τούτου να
καθοριστούν επακριβώς.

(5) Προκειµένου να καθιερωθεί µία ενιαία πρακτική για την
αξιολόγηση των αποτελεσµάτων των αναλύσεων, πρέπει
επίσης να καθοριστούν κοινές µέθοδοι. Το ίδιο ισχύει για
την οργανοληπτική αξιολόγηση των σχετικών προϊόντων και
για την επανεξέταση των αποτελεσµάτων που έχουν αποτε-
λέσει αντικείµενο αµφισβήτησης.

(6) Για να πραγµατοποιηθούν ορισµένες αναλύσεις δεν υφίστα-
νται επί του παρόντος διεθνώς αναγνωρισµένες µέθοδοι ανα-
φοράς, οι οποίες να έχουν επικυρωθεί. Ως εκ τούτου, δεν
υπάρχει καµία διαθέσιµη πληροφορία όσον αφορά τις απο-
κλίσεις των αποτελεσµάτων ανάλυσης από το ένα εργαστή-
ριο στο άλλο. Πρέπει εποµένως να καθοριστούν µέθοδοι σε
κοινοτικό επίπεδο, οι οποίες να έχουν επικυρωθεί σύµφωνα
µε τους κανόνες που έχουν διεθνώς θεσπιστεί και οι οποίες
εφαρµόζονται ως µέθοδοι αναφοράς.

(1) ΕΕ L 160 της 26.6.1999, σ. 48.
(2) ΕΕ L 333 της 24.12.1999, σ. 11.
(3) ΕΕ L 340 της 31.12.1999, σ. 3.



EL Επίσηµη Εφηµερίδα των Ευρωπαϊκών Κοινοτήτων 7.2.2001L 37/2

(7) Ο κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2571/97 της Επιτροπής της 15ης
∆εκεµβρίου 1997 σχετικά µε την πώληση σε µειωµένη τιµή
βουτύρου και τη χορήγηση ενίσχυσης στην κρέµα γάλακτος,
στο βούτυρο και στο συµπυκνωµένο βούτυρο που προορί-
ζονται για την παρασκευή προϊόντων ζαχαροπλαστικής,
παγωτών και άλλων προϊόντων διατροφης (1), όπως τροποι-
ήθηκε τελευταία µε τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 635/2005 (2),
προβλέπει, σε ορισµένες περιστάσεις, την ιχνοθέτηση της
κρέµας, του βουτύρου και του συµπυκνωµένου βουτύρου
για να εξασφαλιστεί µία σωστή τελική χρήση των προϊόντων
αυτών. Λαµβανοµένης υπόψη της σηµασίας της ιχνοθέτησης
για την καλή λειτουργία του καθεστώτος και προκειµένου
να εξασφαλιστεί ισότητα µεταχείρισης µεταξύ των συναλ-
λασσοµένων που συµµετέχουν, πρέπει να καθοριστούν, κατά
το µέτρο του δυνατού, κοινές µέθοδοι προσδιορισµού ορι-
σµένων από τους εν λόγω ιχνηθέτες.

(8) Το συµπυκνωµένο βούτυρο πρέπει να αποτελέσει αντικεί-
µενο ιχνηθέτησης που θα υπόκειται σε έλεγχο, σύµφωνα µε
τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 3143/85 της Επιτροπής της 11ης
Νοεµβρίου 1985 για τη διάθεση, σε µειωµένη τιµή, βουτύ-
ρου παρέµβασης που προορίζεται για την άµεση κατα-
νάλωση υπό µορφή συµπυκνωµένου βουτύρου (3), όπως
τροποποιήθηκε τελευταία µε τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 101/
1999 (4) και σύµφωνα µε τον κανονισµό (ΕΟΚ) αριθ. 429/
90 της Επιτροπής της 20ής Φεβρουαρίου 1990 σχετικά µε
τη χορήγηση βάσει δηµοπρασίας ενίσχυσης στο συµπυκνω-
µένο βούτυρο που προορίζεται για άµεση κατανάλωση στην
Κοινότητα (5), όπως τροποποιήθηκε τελευταία µε τον κανονι-
σµό (ΕΚ) αριθ. 124/1999 (6) και µε τον κανονισµό (ΕΚ)
αριθ. 2571/97. Η αυστηρή τήρηση των όρων σχετικά µε τη
σήµανση του συµπυκνωµένου βουτύρου είναι απαραίτητη
για να προληφθεί ο κίνδυνος εκτροπής. Πρέπει ως εκ τού-
του να οριστεί µια κοινοτική µέθοδος ανίχνευσης των εν
λόγω ιχνηθετών.

(9) Μία ενίσχυση στην ιδιωτική αποθεµατοποίηση των τυριών µε
βάση το πρόβειο γάλα µπορεί να χορηγηθεί δυνάµει του
άρθρου 9 του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999. Μπορεί
να χορηγηθεί ειδική επιστροφή για τα ίδια προϊόντα δυνάµει
του άρθρου 31 του ιδίου κανονισµού. Προβλέπεται η εισα-
γωγή στην Κοινότητα από ορισµένες τρίτες χώρες, υπό
προτιµησιακούς όρους, των τυριών µε βάση το πρόβειο
γάλα, το αίγειο γάλα και το βουβαλίσιο γάλα ή µειγµάτων
πρόβειου, αίγειου και βουβαλίσιου γάλακτος. Λόγω των
προαναφερθεισών διατάξεων, είναι αναγκαίο να διαπιστωθεί
µε κατάλληλους ελέγχους ότι δεν έχει ενσωµατωθεί αγελα-
δινό γάλα στα σχετικά προϊόντα. Κατά συνέπεια, πρέπει να
θεσπισθεί µία κοινοτική µέθοδος αναφοράς για την ανί-
χνευση του αγελαδινού γάλακτος, µε την επιφύλαξη της
εφαρµογής συνήθων µεθόδων, εφόσον αυτές είναι σύµφωνες
µε ορισµένα κριτήρια.

(10) Ο κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 2921/90 της Επιτροπής της
10ης Οκτωβρίου 1990, περί χορηγήσεως ενισχύσεων για το
αποκορυφωµένο γάλα το οποίο µεταποιείται για παρασκευή
καζεΐνης και καζεϊνικών αλάτων (7), όπως τροποποιήθηκε
τελευταία µε τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 2654/1999 (8), προ-

βλέπει ότι πρέπει να διαπιστώνεται η απουσία κολοβακτηρι-
δίων. Η µέθοδος αναφοράς που είναι αποδεκτή σε διεθνές
επίπεδο για την αναζήτηση κολοβακτηριδίων στο γάλα και
στα γαλακτοκοµικά προϊόντα είναι το διεθνές πρότυπο
IDF73A: 1985. Ωστόσο, εφαρµόζεται µόνο µε τροποποιη-
µένη µορφή για την ανίχνευση των κολοβακτηριδίων σε µία
ορισµένη ποσότητα προϊόντος. Πρέπει λοιπόν να θεσπιστεί
µία κοινοτική µέθοδος αναφοράς για την ανίχνευση κολο-
βακτηριδίων, η οποία να βασίζεται στο προαναφερθέν πρό-
τυπο.

(11) Ο κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 2658/87 του Συµβουλίου της
23ης Ιουλίου 1987 για τη δασµολογική και στατιστική
ονοµατολογία και το κοινό δασµολόγιο (9), όπως τροποποι-
ήθηκε τελευταία από τον κανονισµό 254/2000 (10), διαφο-
ροποιεί το ύψος των δασµών για τις σύνθετες ζωοτροφές
που υπάγονται στη θέση 2309 του δασµολογίου, σε
συνάρτηση µε την περιεκτικότητά τους σε γαλακτοκοµικά
προϊόντα. Για να εξασφαλιστεί µία ενιαία εφαρµογή των
σχετικών διατάξεων, πρέπει να προσδιορισθεί µία µέθοδος
ανάλυσης της περιεκτικότητας σε λακτόζη που είναι υποχ-
ρεωτική για όλα τα κράτη µέλη και να ληφθεί υπόψη για το
σκοπό αυτό µία εν γένει αναγνωρισµένη µέθοδος.

(12) Ο κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 1255/1999 προβλέπει ότι ορισµέ-
νες ποιοτικές προϋποθέσεις πρέπει να τηρούνται όσον
αφορά το βούτυρο και το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη
που προορίζονται για την παρέµβαση ή, στην περίπτωση του
αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη που προορίζεται για
τη διατροφή των ζώων. Πρέπει κατά συνέπεια να καθορι-
στούν µέθοδοι αναφοράς για τον έλεγχο των εν λόγω προϋ-
ποθέσεων.

(13) Η θέση σε εφαρµογή ορισµένων από τις µεθόδους που
εισάγονται για πρώτη φορά από τον παρόντα κανονισµό
καθιστά αναγκαία µία περίοδο προσαρµογής πρέπει ως εκ
τούτου να µετατεθεί χρονικά η εφαρµογή.

(14) Η επιτροπή διαχείρισης γάλακτος και γαλακτοκοµικών
προϊόντων δεν διατύπωσε γνώµη εντός της προθεσµίας που
καθόρισε ο πρόεδρός της,

ΕΞΕ∆ΩΣΕ ΤΟΝ ΠΑΡΟΝΤΑ ΚΑΝΟΝΙΣΜΟ:

ΚΕΦΑΛΑΙΟ Ι

ΓΕΝΙΚΕΣ ∆ΙΑΤΑΞΕΙΣ

Άρθρο 1

Αντικείµενο και πεδίο εφαρµογής

Ο παρών κανονισµός θεσπίζει τους κανόνες σχετικά µε την εφαρ-
µογή µεθόδων χηµικής, φυσικής, µικροβιολογικής ανάλυσης και
για την οργανοληπτική αξιολόγηση του γάλακτος και των γαλακτο-
κοµικών προϊόντων στο πλαίσιο των καθεστώτων που προβλέπονται
από την κοινή οργάνωση αγοράς στον τοµέα του γάλακτος και των
γαλακτοκοµικών προϊόντων, που καθορίζονται από τον κανονισµό
(ΕΚ) αριθ. 1255/1999, καθώς και ορισµένων από τις µεθόδους
αυτές.

(1) ΕΕ L 350 της 20.12.1997, σ. 3.
(2) ΕΕ L 76 της 25.3.2000, σ. 9.
(3) ΕΕ L 298 της 12.11.1985, σ. 9.
(4) ΕΕ L 11 της 16.1.1999, σ. 14.
(5) ΕΕ L 45 της 21.2.1990, σ. 8.
(6) ΕΕ L 16 της 21.1.1999, σ. 19.
(7) ΕΕ L 279 της 11.10.1990, σ. 22. (9) ΕΕ L 256 της 7.9.1987, σ. 1.
(8) ΕΕ L 325 της 17.12.1999, σ. 10. (10) ΕΕ L 28 της 3.2.2000, σ. 16.
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Άρθρο 2

Πίνακας των µεθόδων

1. Ο πίνακας των µεθόδων αναφοράς που εφαρµόζονται στις
αναλύσεις που αναφέρονται στο άρθρο 1 περιλαµβάνεται στο
παράρτηµα Ι.

2. Τουλάχιστον µία φορά κατ’ έτος, η Επιτροπή ενηµερώνει τον
εν λόγω πίνακα σύµφωνα µε τη διαδικασία που προβλέπεται στο
άρθρο 42 του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999.

Άρθρο 3

Συνήθεις µέθοδοι

Συνήθεις µέθοδοι µπορούν να χρησιµοποιηθούν για τις αναλύσεις
που προβλέπονται από την κοινοτική ρύθµιση υπό τον όρο ότι
είναι σωστά ταξινοµηµένες και ελέγχονται τακτικά σε σχέση µε τη
µέθοδο αναφοράς.

Η διαδικασία που αναφέρεται στο παράρτηµα 2 µπορεί να εφαρµο-
στεί για την επαλήθευση των αποτελεσµάτων που λαµβάνονται
µέσω των συνήθων µεθόδων, και τα οποία προσεγγίζουν τα όρια
που καθορίζονται στους σχετικούς κανονισµούς.

Σε περίπτωση διαφοράς, τα αποτελέσµατα που λαµβάνονται από τη
µέθοδο αναφοράς είναι καθοριστικά.

Άρθρο 4

Επικύρωση των µεθόδων αναφοράς

1. Μία µέθοδος αναφοράς επικυρώνεται εφόσον είναι σύµφωνη
µε προκαθορισµένα κριτήρια ακρίβειας, που αφορούν το όριο επα-
ναληψιµότητας και αναπαραγωγιµότητας.

2. Εφόσον µία µέθοδος αναφοράς που καθορίζεται από τους
σχετικούς κανονισµούς δεν έχει επικυρωθεί, τα κράτη µέλη καθορί-
ζουν ένα προσωρινό όριο αναπαραγωγιµότητας.

Το όριο αυτό λαµβάνεται σύµφωνα µε τη διαδικασία που ορίζεται
στο παράρτηµα ΙΙΙ στοιχείο β). Ωστόσο, κατά τη διάρκεια των
δεκαοκτώ µηνών πού έπονται της έναρξης της ισχύος του παρόντος
κανονισµού, τα κράτη µέλη µπορούν να χρησιµοποιήσουν µια ισο-
δύναµη διαδικασία.

Η τήρηση του ορίου ελέγχεται τουλάχιστον µία φορά κατ’ έτος.

3. Εφόσον τα αποτελέσµατα της εφαρµογής των επικυρωµένων
µεθόδων αναφοράς ή των µεθόδων µε προσωρινά αριθµητικά στοι-
χεία όσον αφορά την ακρίβεια αναφέρουν την υπέρβαση ενός
ορίου, εφαρµόζεται η µέθοδος αξιολόγησης των αποτελεσµάτων
ανάλυσης που περιγράφεται στο παράρτηµα IV µε σκοπό τον
προσδιορισµό της κρίσιµης διαφοράς σε σχέση µε το εν λόγω όριο.

Άρθρο 5

Αποδοχή των αποτελεσµάτων των αναλύσεων

1. Οι αναλύσεις πραγµατοποιούνται σε εργαστήρια που εφαρ-
µόζουν µία εσωτερική µέθοδο ελέγχου της ποιότητας, σύµφωνη µε

αυτή που περιγράφεται στο παράρτηµα V α) ή µία µέθοδο συγκρί-
σιµου επιπέδου.

Λεπτοµερής περιγραφή της εφαρµοζόµενης µεθόδου πρέπει να
είναι διαθέσιµη στο εργαστήριο.

2. Τα εργαστήρια καθορίζουν τα εσωτερικά τους πρότυπα ακρι-
βείας σε µία σειρά για όλες τις µεθόδους σύµφωνα µε:

α) τη µέθοδο που ορίζεται στο παράρτηµα V σηµείο β) ή

β) µία επικυρωµένη µέθοδος, που έχει δηµοσιευτεί και που παρέχει
µία καθορισµένη επαναληψιµότητα.

Η τήρηση του ορίου αναπαραγωγιµότητας πρέπει να ελέγχεται
τουλάχιστον µία φορά κατ’ έτος σύµφωνα µε τη διαδικασία που
ορίζεται στο παράρτηµα ΙΙΙ στοιχείο α).

Το δεύτερο εδάφιο δεν εφαρµόζεται, αν το εργαστήριο έχει συµµε-
τάσχει σε ένα πρόγραµµα δοκιµής καταλληλότητας κατά τη διάρ-
κεια του έτους.

3. Η έκθεση του εργαστηρίου επί των αποτελεσµάτων ανάλυσης
πρέπει να περιέχει επαρκή στοιχεία για να καθιστά δυνατή µία
αξιολόγηση των αποτελεσµάτων σύµφωνα µε το παράρτηµα IV και
το παράρτηµα VIII.

4. Τα αποτελέσµατα µιας ανάλυσης θεωρούνται αποδεκτά εφό-
σον έχουν ληφθεί σύµφωνα µε κριτήρια αποδοχής που προσδιορί-
ζονται στην εσωτερική µέθοδο ελέγχου της ποιότητας, η οποία
αναφέρεται στην παράγραφο 1 και στα εσωτερικά πρότυπα ακρί-
βείας που αναφέρονται στην παράγραφο 2.

Άρθρο 6

Οργανοληπτική αξιολόγηση

1. Όσον αφορά το βούτυρο, εφαρµόζονται οι µέθοδοι του
παρόντος παραρτήµατος VI για τον έλεγχο της εργασίας των
εκτιµητών και την αξιοπιστία των αποτελεσµάτων. Η µέθοδος που
περιγράφεται στο παράρτηµα VΙΙ εφαρµόζεται ως µέθοδος αναφο-
ράς για την οργανοληπτική αξιολόγηση.

2. Όσον αφορά το γάλα και τα γαλακτοκοµικά προϊόντα εκτός
του βουτύρου, τα κράτη µέλη χρησιµοποιούν ως µέθοδο αναφοράς
για την οργανοληπτική αξιολόγηση είτε το πρότυπο IDF 99C/
1997 είτε άλλες συγκρίσιµες µεθόδους, τις οποίες ανακοινώνουν
στην Επιτροπή.

Οι µέθοδοι του παραρτήµατος VI µπορούν να εφαρµοστούν για
τον έλεγχο των εργασιών των εκτιµητών και της αξιοπιστίας των
αποτελεσµάτων.

Άρθρο 7

∆ειγµατοληψία και αµφισβήτηση των αποτελεσµάτων των
αναλύσεων

1. Ενόψει των αναλύσεων που προβλέπονται από την κοινοτική
ρύθµιση, πρέπει να λαµβάνονται εις διπλούν δείγµατα.

2. Η διαδικασία που ορίζεται στο παράρτηµα VIII εφαρµόζεται
στις περιπτώσεις, όπου τα αποτελέσµατα µιας ανάλυσης δεν γίνο-
νται δεκτά από έναν συναλλασσόµενο.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΙΙ

ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΤΩΝ ΑΝΑΛΥΣΕΩΝ

Άρθρο 8

Περιεκτικότητα σε ύδωρ/ξηρές ουσίες/λιπαρές ουσίες στο
βούτυρο

1. Εφαρµόζεται η µέθοδος ανάλυσης που περιγράφεται στο
παράρτηµα ΙΧ, ως µέθοδος αναφοράς, για τον προσδιορισµό της
περιεκτικότητας σε ύδωρ του βουτύρου.

2. Εφαρµόζεται η µέθοδος ανάλυσης που περιγράφεται στο
παράρτηµα Χ, ως µέθοδος αναφοράς, για τον προσδιορισµό της
περιεκτικότητας σε ξηρές µη λιπαρές ουσίες του βουτύρου.

3. Εφαρµόζεται η µέθοδος ανάλυσης που περιγράφεται στο
παράρτηµα ΧΙ, ως µέθοδος αναφοράς, για τον προσδιορισµό της
περιεκτικότητας σε λιπαρές ουσίες του βουτύρου.

Άρθρο 9

Ιχνηθέτες

1. Η µέθοδος ανάλυσης που περιγράφεται στο παράρτηµα ΧΙΙ
εφαρµόζεται ως µέθοδος αναφοράς για τον προσδιορισµό της
βανιλίνης στο συµπυκνωµένο βούτυρο, στο βούτυρο ή στην κρέµα.

2. Η µέθοδος ανάλυσης που περιγράφεται στο παράρτηµα ΧΙΙΙ
εφαρµόζεται ως µέθοδος αναφοράς για τον προσδιορισµό της
ποσότητας αιθυλικού εσθέρος του β-apo-8’-καροτινικού οξέος στο
συµπυκνωµένο βούτυρο ή το βούτυρο.

3. Η µέθοδος ανάλυσης που περιγράφεται στο παράρτηµα XIV
εφαρµόζεται ως µέθοδος αναφοράς για τον προσδιορισµό της
περιεκτικότητας του βουτύρου και του συµπυκνωµένου βουτύρου
σε στιγµαστερόλη ή σε β-σιτοστερόλη.

4. Το συµπυκνωµένο βούτυρο, το βούτυρο ή η κρέµα έχουν
ιχνοθετηθεί σύµφωνα µε τη σχετική κοινοτική νοµοθεσία, αν τα
αποτελέσµατα που λαµβάνονταν αντνστοιχούν στις προδιαγραφές
του σηµείου 8 των παραρτηµάτων που αναφέρονται στις παραγρά-
φους 1, 2 και 3.

Άρθρο 10

Ανίχνευση της καζεΐνης του αγελαδινού γάλακτος

1. Η αναλυτική µέθοδος αναφοράς που εµφαίνεται στο
παράρτηµα XV εφαρµόζεται για να εξασφαλισθεί ότι το τυρί που
πρέπει να παραχθεί αποκλειστικά από πρόβειο, αίγειο ή βουβαλίσιο
γάλα ή από µείγµα πρόβειου, αίγειου ή βουβαλίσιου γάλακτος δεν
περιέχει καζεΐνη αγελαδινού γάλακτος.

Η καζεΐνη αγελαδινού γάλακτος θεωρείται παρούσα εφόσον η
εµφανής περιεκτικότητα σε καζεΐνη του αγελαδινού γάλακτος του
προς ανάλυση δείγµατος είναι ίση ή ανώτερη µε την περιεκτικότητα
του δείγµατος αναφοράς που περιέχει 1 % αγελαδινό γάλα, το
οποίο προβλέπεται στο παράρτηµα XV.

2. Οι συνήθεις µέθοδοι για την ανίχνευση της καζεΐνης του
αγελαδινού γάλακτος στα τυριά που αναφέρονται στην παράγραφο
1 µπορούν να χρησιµοποιηθούν υπό τους ακόλουθους όρους:

α) Το όριο ανίχνευσης πρέπει να είναι κατ’ ανώτατο όριο 0,5 %,

β) δεν είναι δυνατό να υπάρξουν θετικά ψευδή αποτελέσµατα,

γ) η καζεΐνη αγελαδινού γάλακτος πρέπει να είναι ανιχνεύσιµη µε
την απαιτούµενη ευαισθησία, ακόµη και µετά από µακρές περιό-
δους ωρίµανσης, όπως αυτό µπορεί να συµβεί υπό συνήθεις
όρους εµπορικής εκµετάλλευσης.

Αν ο όρος που προβλέπεται στο στοιχείο β) δεν πληρούται, κάθε
δείγµα που παρέχει θετικό αποτέλεσµα πρέπει να αναλυθεί µέσω
της µεθόδου αναφοράς.

Αν δεν πληρούται η απαίτηση που προβλέπεται στο στοιχείο γ) για
έναν από τους τύπους τυριών που αναφέρονται στην παράγραφο 1,
το τυρί αυτό πρέπει να αναλυθεί µέσω της µεθόδου αναφοράς.

Άρθρο 11

Ανίχνευση κολοβακτηριδίων

1. Η αναλυτική µέθοδος αναφοράς που περιγράφεται στο
παράρτηµα XVI εφαρµόζεται για την ανίχνευση της παρουσίας
κολοβακτηριδίων στο γάλα, στο αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη,
την καζεΐνη και τα καζεινικά άλατα.

2. Μπορούν να χρησιµοποιηθούν συνήθεις µέθοδοι για την
ανίχνευση των κολοβακτηριδίων, υπό τον όρο ότι τα λαµβανόµενα
αποτελέσµατα είναι συγκρίσιµα µε αυτά που λαµβάνονται µε τη
µέθοδο αναφοράς που περιγράφεται στο εν λόγω παράρτηµα. Οι
συνήθεις µέθοδοι πρέπει, ειδικότερα, να έχουν ένα επαρκές όριο
ανίχνευσης. ∆εν είναι δυνατό να υπάρξουν ψευδή αρνητικά αποτε-
λέσµατα. Αν είναι αδύνατο να αποκλείσουµε την παρουσία ψευδών
θετικών αποτελεσµάτων, κάθε θετικό αποτέλεσµα πρέπει να επιβε-
βαιώνεται χρησιµοποιώντας τη µέθοδο αναφοράς.

Άρθρο 12

Περιεκτικότητα σε λακτόζη

Η µέθοδος για τον προσδιορισµό της περιεκτικότητας σε λακτόζη
των προϊόντων που υπάγονται στη θέση 2309 της συνδυασµένης
ονοµατολογίας ορίζεται στο παράρτηµα XVII.

Άρθρο 13

Ανίχνευση του τυρογάλακτος πυτίας

1. Η µέθοδος για την παρουσία του τυρογάλακτος πυτίας στο
αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη που προορίζεται για δηµόσια
αποθεµατοποίηση ορίζεται στο παράρτηµα XVIII.

2. Η µέθοδος για την ανίχνευση της παρουσίας τυρογάλακτος
πυτίας στο αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη και στα µίγµατα που
προορίζονται για τη διατροφή των ζώων ορίζεται στο παράρτηµα
ΧΙΧ.

Άρθρο 14

Ανίχνευση του βουτυρογάλακτος

Η µέθοδος για την ανίχνευση της παρουσίας του βουτυρογάλακτος
στο αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη ορίζεται στο παράρτηµα ΧΧ.
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Άρθρο 15

Αντιµικροβιοτικά κατάλοιπα

Η µέθοδος για τον προσδιορισµό της παρουσίας καταλοίπων αντι-
βιοτικών και σουλφοναµιδών/dapson στο αποκορυφωµένο γάλα σε
σκόνη ορίζεται στο παράρτηµα ΧΧΙ.

Άρθρο 16

Περιεκτικότητα σε αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη

Η µέθοδος για τον προσδιορισµό της περιεκτικότητας σε αποκο-
ρυφωµένο γάλα σε σκόνη στις σύνθετες ζωοτροφές ορίζεται στο
άρθρο ΧΧΙΙ.

Άρθρο 17

Ανίχνευση του αµύλου

Η µέθοδος για την ανίχνευση της παρουσίας αµύλου στο αποκο-
ρυφωµένο γάλα σε σκόνη, το µετουσιωµένο γάλα σε σκόνη και τις
σύνθετες ζωοτροφές ορίζεται στο παράρτηµα ΧΧΙΙΙ.

Άρθρο 18

Ποσοστό υγρασίας τον όξινου βουτυρογάλακτος σε σκόνη

Η µέθοδος για τον προσδιορισµό του ποσοστού υγρασίας του
όξινου βουτυρογάλακτος σε σκόνη που προορίζεται να χρησιµοποι-
ηθεί στις ζωοτροφές, ορίζεται στο άρθρο XXIV.

Άρθρο 19

Ανίχνευση ξένων λιπαρών ουσιών

Η µέθοδος για τον προσδιορισµό της παρουσίας ξένων λιπαρών
ουσιών στις λιπαρές ουσίες του γάλακτος ορίζεται στο παράρτηµα
XXV.

ΚΕΦΑΛΑΙΟ III

ΤΕΛΙΚΕΣ ∆ΙΑΤΑΞΕΙΣ

Άρθρο 20

Τροποποίηση του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 2771/1999

Ο κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2771/1999 τροποποιείται ως εξής:

1. Στο άρθρο 4 παράγραφος 1, η πρώτη περίοδος αντικαθίσταται
από το ακόλουθο κείµενο: «Οι αρµόδιες αρχές ελέγχουν την
ποιότητα του βουτύρου σύµφωνα µε τις µεθόδους που αναφέ-
ρονται στο παράρτηµα Ι και βάσει των δειγµάτων που λαµβάνο-
νται σύµφωνα µε τις λεπτοµέρειες που αναφέρονται στο
παράρτηµα IV».

2. Στο παράρτηµα Ι, το κείµενο της υποσηµείωσης 2 αντικαθίστα-
ται ως εξής: «βλέπε παράρτηµα Ι του κανονισµού (ΕΚ) αριθ.
213/2001 (παρών κανονισµός).»

3. Καταργούνται τα παραρτήµατα ΙΙ και ΙΙΙ.

4. Στο παράρτηµα IV, σηµείο 2, προτελευταία σειρά, οι όροι «µε
το παράρτηµα ΙΙΙ» αντικαθίστανται από τους όρους «µε το
παράρτηµα VII του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 213/2001».

Άρθρο 21

Τροποποίηση του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 2799/1999

Ο κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2799/1999 τροποποιείται ως εξής:

1. Στο άρθρο 20, οι παράγραφοι 1, 2, 3 και 4 αντικαθίστανται
από το ακόλουθο κείµενο:

«1. Η περιεκτικότητα σε αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη των
µειγµάτων και των συνθέτων ζωοτροφών επαληθεύεται µε ανά-
λυση, που διενεργείται τουλάχιστον εις διπλούν, σύµφωνα µε τη
µέθοδο που αναφέρεται στο παράρτηµα ΧΧΙΙ του κανονισµού
(ΕΚ) αριθ. 213/2001, που συµπληρώνεται µε τα µέτρα ελέγχου
που προβλέπονται στο άρθρο 17 παράγραφος 3 του παρόντος
κανονισµού. Αν υπάρχει διαφορά στα αποτελέσµατα των δύο
αυτών επαληθεύσεων, θεωρείται οριστικό το αποτέλεσµα των
επιτόπιων ελέγχων.

2. Η απουσία τυρογάλακτος πυτίας προσδιορίζεται µε τη
µέθοδο που περιγράφεται στο παράρτηµα ΧΙΧ του κανονισµού
(ΕΚ) αριθ. 213/2001.

3. Η περιεκτικότητα σε άµυλο των συνθέτων ζωοτροφών
προσδιορίζεται µε τα µέτρα ελέγχου που αναφέρονται στο
άρθρο 17 παράγραφος 3 του παρόντος κανονισµού, που πρέπει
να συµπληρωθούν µε τη µέθοδο ανάλυσης που ορίζεται στο
παράρτηµα ΧΧΙΙΙ του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 213/2001.

4. Η περιεκτικότητα σε υγρασία του όξινου βουτυρογάλα-
κτος σε σκόνη προσδιορίζεται µε τη µέθοδο που περιγράφεται
στο παράρτηµα XXIV του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 213/2001»

2. Καταργούνται τα παραρτήµατα ΙΙΙ, IV, V και VI.

Άρθρο 22

Καταργήσεις

Καταργούνται οι κανονισµοί (ΕΟΚ) αριθ. 1216/68, (ΕΟΚ) αριθ.
3942/92, (ΕΟΚ) αριθ. 86/94, (ΕΚ), αριθ. 2721/95, (ΕΚ) αριθ.
1854/96, (ΕΚ) αριθ. 1080/96, (ΕΚ) αριθ. 1081/96, (ΕΚ) αριθ.
1082/96, (ΕΚ) αριθ. 880/98 και (ΕΟΚ) αριθ. 1459/98.

Οι αναφορές στους κανονισµούς που καταργούνται νοούνται ότι
πραγµατοποιούνται στον παρόντα κανονισµό.

Άρθρο 23

Έναρξη της ισχύος

Ο παρών κανονισµός αρχίζει να ισχύει την έβδοµη ηµέρα από τη
δηµοσίευσή του στην Επίσηµη Εφηµερίδα των Ευρωπαϊκών Κοι-
νοτήτων.

Ωστόσο, οι µέθοδοι που προβλέπονται στα παραρτήµατα ΙΙΙ, IV
σηµείο 4, V, VI και VIII εφαρµόζονται δεκαοκτώ µήνες µετά την
έναρξη της ισχύος του παρόντος κανονισµού.
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Ο παρών κανονισµός είναι δεσµευτικός ως προς όλα τα µέρη του και ισχύει άµεσα σε κάθε κράτος
µέλος.

Βρυξέλλες, 9 Ιανουαρίου 2001.

Για την Επιτροπή

Franz FISCHLER

Μέλος της Επιτροπής
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Κανονισµός της Επιτροπής Προϊόν Παράµετρος Όριο Μέθοδος αναφοράς Σηµείωση

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ I

(Άρθρο 2)

ΠΙΝΑΚΑΣ ΜΕΘΟ∆ΩΝ ΑΝΑΦΟΡΑΣ

Ευρετήριο

Ελαχ.: = ελάχιστο, Μέγ.: = µέγιστο, Παράρτηµα = παράρτηµα του προαναφερόµενου κανονισµού, ΣΥΑΛ = στερεό υπόλειµµα χωρίς λίπος, ΕΛΟ = ελεύθερα
λιπαρά οξέα, ΑΥ = αριθµός υπεροξειδίου, Ε = εµφάνιση, Γ = γεύση, Σ = σύσταση, ΣΑΒ = συνολικός αριθµός βακτηριδίων, Therm. = αριθµός θερµόφιλων
βακτηριδίων, ΚΜ = κράτος µέλος, IDF = διεθνής γαλακτοκοµική οµοσπονδία, ISO = διεθνής οργανισµός πιστοποίησης, UAYAC = διεθνής ένωση καθαρής και
εφαρµοσµένης χηµείας, ADPI = αµερικανικό ινστιτούτο γαλακτοκοµικών, ΖΣΤ = ζαχαρούχο συµπυκνωµένο γάλα, ΓΚΕ = γάλα ή κρέµα εβαπορέ, ΣΥΑΛ-
γαλ. = στερεό υπόλειµµα χωρίς λίπος του γάλακτος.

ΜΕΡΟΣ Α:

Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2771/1999: Βούτυρο ανάλατο Λιπαρή ουσία του γάλακτος Ελάχ. 82 % Παράρτηµα XI
∆ηµόσια αποθεµατοποίηση Υγρασία Μέγ. 16 % Παράρτηµα IX
(ΕΕ L 333 της 24.12.1999, σ. 11)

ΣΥΑΛ: Μέγ. 2 % Παράρτηµα X

ΕΛΟ (Μέγ.) 1,2 mmol/100 g λιπαρά Πρότυπο IDF 6B:1989

ΑΥ (Μέγ.) 0,3 meq. οξυγόνου/1 000 g λιπαρά Πρότυπο IDF 74A:1991 (αγγλική δια-
τύπωση)

Σηµείωση 1

Κολοβακτηρίδια Μη ανιχνεύσιµα σε 1 g Παράρτηµα XVII Σηµείωση 3

Λιπαρά ξένα προς το γάλα Μη ανιχνεύσιµα µε ανάλυση τριγλυκε-
ριδίων

Παράρτηµα XXVI

Ιχνηθέτες στερολών Μη ανιχνεύσιµοι Παράρτηµα XIV

Άλλοι ιχνηθέτες

— βανιλίνη Μη ανιχνεύσιµη Παράρτηµα XII

— καροτενικός αιθυλεστέρας Μη ανιχνεύσιµος Παράρτηµα XIII

— τριγλυκερίδια οινανθικού (επτανοϊ-
κού) οξέος

Μη ανιχνεύσιµα IUPAC 2.301 sub 5

Οργανικά χαρακτηριστικά Τουλάχιστον 4 από 5 βαθµοί για Ε, Γ
και Σ

Παράρτηµα VII

∆ιασπορά ύδατος Τουλάχιστον 4 βαθµοί Πρότυπο IDF 112A:1989

Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2771/1999: Βούτυρο ανάλατο Λιπαρή ουσία του γάλακτος Ελάχ. 82 % Παράρτηµα XI Σηµείωση 6
Ιδιωτική αποθεµατοποίηση Υγρασία Μέγ. 16 % Παράρτηµα IX

Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2771/1999: Βούτυρο αλατισµένο Λιπαρή ουσία του γάλακτος Ελάχ. 80 % Παράρτηµα XI Σηµείωση 6
Ιδιωτική αποθεµατοποίηση Υγρασία Μέγ. 16 % Παράρτηµα IX

Αλάτι Μέγ. 2 % Πρότυπο IDF 12B:1988
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Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2571/97 Βούτυρο ανάλατο Λιπαρή ουσία του γάλακτος Ελάχ. 82 % Παράρτηµα XI
(ΕΕ L 350 της 20.12.1997, σ. 3) Υγρασία Μέγ. 16 % Παράρτηµα IX

Ιχνηθέτες:

— στερόλες Παράρτηµα XIV

— βανιλίνη Παράρτηµα XII

— καροτενικός αιθυλεστέρας Παράρτηµα XIII

— τριγλυκερίδια οινανθικού (επτανοϊ-
κού) οξέος

IUPAC 2.301 sub 5

Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2571/97 Βούτυρο αλατισµένο Λιπαρή ουσία του γάλακτος Ελάχ. 80 % Παράρτηµα XI

Υγρασία: Μέγ. 16 % Παράρτηµα IX

Αλάτι: Μεγ. 2 % Πρότυπο IDF 12B:1988

Ιχνηθέτες:

— στερόλες Παράρτηµα XIV

— βανιλίνη Παράρτηµα XII

— καροτενικός αιθυλεστέρας Παράρτηµα XIII

— τριγλυκερίδια οινανθικού (επτανοϊ-
κού) οξέος

IUPAC 2.301 sub 5

Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2571/97 Συµπυκνωµένο βούτυρο Λιπαρή ουσία του γάλακτος Ελάχ. 99,8 % Πρότυπο IDF 24:1964

Υγρασία και ΣΥΑΛγαλ. Μέγ. 0,2 % Πρότυπο IDF 23A:1988 (Υγρασία)
Πρότυπο IDF 24:1964 (ΣΥΑΛγαλ.)

ΕΛΟ Μέγ. 0,35 % (ελαϊκό) Πρότυπο IDF 6B:1989

ΑΥ (Μέγ.) 0,5 méq. οξυγόνου/1 000 g λιπαρά Πρότυπο IDF 74A:1991 (αγγλική δια-
τύπωση)

Σηµείωση 1

Λιπαρά ξένα προς το γάλα Απουσία Παράρτηµα XXV

Γεύση Γνήσια

Οσµή Απουσία ξένων οσµών

Άλλα Απουσία µέσων εξουδετέρωσης, αντι-
οξειδικών και συντηρητικών

Ιχνηθέτες:

— στερόλες Παράρτηµα XIV

— βανιλίνη Παράρτηµα XII

— καροτενικός αιθυλεστέρας Παράρτηµα XIII

— τριγλυκερίδια οινανθικού (επτανοϊ-
κού) οξέος

IUPAC 2.301 sub 5
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Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2571/97 Κρέµα γάλακτος Λιπαρά 35 % Πρότυπο IDF 16C:1987

Ιχνηθέτες:

— στερόλες Μέθοδοι εγκεκριµένες από την αρµόδια
αρχή

Σηµείωση 2

— βανιλίνη Παράρτηµα XII

— καροτενικός αιθυλεστέρας Μέθοδοι εγκεκριµένες από την αρµόδια
αρχή

Σηµείωση 2

— τριγλυκερίδια οινανθικού (επτανοϊ-
κού) οξέος

IUPAC 2.301 sub 5

Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 429/90
(ΕΕ L 45 της 21.2.1990, σ. 8)

Συµπυκνωµένο βούτυρο Λιπαρή ουσία του γάλακτος Ελάχ. 96 % Μέθοδοι εγκεκριµένες από την αρµόδια
αρχή

Σηµείωση 2

ΣΥΑΛ Μέγ. 2 % Μέθοδοι εγκεκριµένες από την αρµόδια
αρχή

Σηµείωση 2

Ιχνηθέτες:

— στιγµαστερόλη (95 %) 15 g/100 kg συµπύκνωµα βουτύρου Παράρτηµα XIV

— στιγµαστερόλη (85 %) 17 g/100 kg συµπύκνωµα βουτύρου Παράρτηµα XIV

— τριγλυκερίδια οινανθικού (επτανοϊ-
κού) οξέος

1,1 kg/100 kg συµπύκνωµα βουτύρου IUPAC 2.301 sub 5

— Βουτυρικός αιθυλεστέρας ή στιγµα-
στερόλη

βλέπε παράρτηµα, σηµείο 1 στοιχείο γ) Παράρτηµα XIV Σηµείωση 2

Μέθοδος εγκεκριµένη από την αρµόδια
αρχή (βουτυρικό οξύ)

Σηµείωση 2

Λεκιθίνη (E322) Μέγ. 0,5 % Μέθοδοι εγκεκριµένες από την αρµόδια
αρχή

NaCl Μέγ. 0,75 % Πρότυπο IDF 12B:1988

ΕΛΟ Μέγ. 0,35 % (ελαϊκό) Πρότυπο IDF 6B:1989

ΑΥ (Μέγ.) Μέγ. 0,5 meq. οξυγόνου/1 000 g
λιπαρά

Πρότυπο IDF 74A:1991 (αγγλική δια-
τύπωση)

Σηµείωση 1

Γεύση Γνήσια

Οσµή Απουσία ξένων οσµών

Άλλα Απουσία µέσων εξουδετέρωσης, αντι-
οξειδικών και συντηρητικών

Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 2191/81 Βούτυρο ανάλατο Λιπαρή ουσία του γάλακτος Ελάχ. 82 % Παράρτηµα XI
(ΕΕ L 213 της 1.8.1981. σ. 20) Υγρασία Μέγ. 16 % Παράρτηµα IX
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Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 2191/81 Βούτυρο αλατισµένο Λιπαρή ουσία του γάλακτος Ελάχ. 80 % Παράρτηµα XI

Υγρασία Μέγ. 16 % Παράρτηµα IX

Αλάτι Μέγ. 2 % Πρότυπο IDF 12B:1988

Άρθρο 9 και τίτλος ΙΙ του κανονι-
σµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999

Τυρί µε βάση το πρόβειο ή/
και αίγειο γάλα

Αγελαδινό γάλα < 1 % Παράρτηµα XV

Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 2921/90 παράρτηµα I — όξινη Υγρασία Μέγ. 12,00 % Πρότυπο IDF 78C:1991
βρώσιµη καζεΐνη Λιπαρά Μέγ. 1,75 % IDF 127A: 1988

Ελεύθερα οξέα Μέγ. 0,30 % (γαλακτικό) Πρότυπο IDF 91:1979

Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 2921/90 παράρτηµα I — βρώσιµη Υγρασία Μέγ. 12,00 % Πρότυπο IDF 78C:1991
καζεΐνη-πυτίας Λιπαρά Μέγ. 1,00 % IDF 127A:1998

Τέφρα Ελάχ. 7,50 % Πρότυπο IDF 90:1979

Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2921/90 παράρτηµα I — Βρώσιµα
καζεϊνικά άλατα

Υγρασία Μέγ. 6,00 % Πρότυπο IDF 78C:1991

Πρωτεΐνη γάλακτος Ελάχ. 88,00 % Πρότυπο IDF 92:1979

Λιπαρά και τέφρα Μέγ. 6,00 % IDF 127A:1988
Πρότυπο IDF 89:1979 ή
Πρότυπο IDF 90:1979

Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 2921/90 παράρτηµα II — όξινη
βρώσιµη καζεΐνη

Υγρασία Μέγ. 10,00 % Πρότυπο IDF 78C:1991

Λιπαρά Μέγ. 1,50 % IDF 127A:1988

Ελεύθερα οξέα Μέγ. 0,20 % (γαλακτικό) Πρότυπο IDF 91:1979

ΣΑΒ (Μέγ.) 30 000 l/g Πρότυπο IDF 100B:1991 Σηµείωση 3

Κολοβακτηρίδια Απουσία/0,1 g Παράρτηµα XVI Σηµείωση 3

Therm. (Μέγ.) 5 000 l/g Πρότυπο IDF 100B:1991 Σηµειώσεις 3, 4

Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 2921/90 παράρτηµα II — βρώσιµη Υγρασία Μέγ. 8,00 % Πρότυπο IDF 78C:1991
καζεΐνη-πυτίας Λιπαρά Μέγ. 1,00 % IDF 127A:1988

Τέφρα Ελάχ. 7,50 % Πρότυπο IDF 90:1979

ΣΑΒ (Μέγ.) 30 000 l/g Πρότυπο IDF 100B:1991 Σηµείωση 3

Κολοβακτηρίδια Απουσία/0,1 g Παράρτηµα XVI Σηµείωση 3

Therm. (Μέγ.) 5 000 l/g Πρότυπο IDF 100B:1991 Σηµειώσεις 3, 4
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Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 2921/90 Παράρτηµα II — Βρώσιµα Υγρασία Μέγ. 6,00 % Πρότυπο IDF 78C:1991
καζεϊνικά άλατα Πρωτεΐνη γάλακτος Ελάχ. 88,00 % Πρότυπο IDF 92:1979

Λιπαρά και τέφρα Μέγ. 6,00 % IDF 127A:1988
IDF 89:1979 ή IDF 90:1979

ΣΑΒ (Μέγ.) 30 000 l/g Πρότυπο IDF 100B:1991 Σηµείωση 3

Κολοβακτηρίδια Απουσία/0,1 g Παράρτηµα XVI Σηµείωση 3

Therm. (Μέγ.) 5 000 l/g Πρότυπο IDF 100B:1991 Σηµειώσεις 3, 4

Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 2921/90 Παράρτηµα III — Βρώσιµα
καζεϊνικά άλατα

Υγρασία Μέγ. 6,00 % Πρότυπο IDF 78C:1991

Πρωτεΐνη του γάλακτος Ελάχ. 85,00 % Πρότυπο IDF 92:1979

Λιπαρά Μέγ. 1,50 % IDF 127A:1988

Λακτόζη Μέγ. 1,00 % Πρότυπο IDF 106:1982

Τέφρα Μέγ. 6,50 % IDF 89:1979 ή IDE 90:1979

ΣΑΒ (Μέγ.) 30 000 l/g Πρότυπο IDF 100B1991 Σηµείωση 3

Κολοβακτηρίδια Απουσία/0,1 g Παράρτηµα XVI Σηµείωση 3

Therm. (Μέγ.) 5 000 l/g Πρότυπο IDF 100B:1991 Σηµειώσεις 3, 4

Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2799/1999 Σύνθετες ζωοτροφές και Υγρασία (όξινο βουτυρόγαλα σε σκόνη) Μέγ. 5 %
(ΕΕ L 340 της 31.12.1999, σ. 3) αποκορυφωµένο γάλα σε

σκόνη (ΑΓΣ) (για τη δια-
Πρωτεΐνη 31,4 % (Ελάχ. επί του µη λιπαρού τελι-

κού προϊόντος)
Πρότυπο IDF 20B:1993

τροφή των ζώων)
Υγρασία (ΑΓΣ) Μέγ. 5 % Πρότυπο IDF 26A:1993

Λιπαρά (ΑΓΣ) Μέγ. 11 % Πρότυπο IDF 9C:1987

Τυρόγαλα πυτίας (ΑΓΣ) Απουσία Παράρτηµα XIX Σηµείωση 7

Άµυλο (ΑΓΣ) Απουσία Παράρτηµα XXIII

Υγρασία (µείγµα) 5 % Μέγ. επί του µη λιπαρού τελικού
προϊόντος

Πρότυπο IDF 26A:1993

Λιπαρά (µείγµα) — Οδηγία 84/4/ΕΟΚ της Επιτροπής
(ΕΕ L 15 της 18.1.1984, σ. 28)

Τυρόγαλα πυτίας (µείγµα) Απουσία Παράρτηµα XIX

Περιεκτικότητα του τελικού προϊόντος
σε ΑΓΣ

Ελάχ. 50 % Παράρτηµα XXII Σηµείωση 7

Περιεκτικότητα του τελικού προϊόντος
σε λιπαρά

Ελάχ. 2,5 % ή 5 % Οδηγία 84/4/ΕΟΚ της Επιτροπής

Περιεκτικότητα του τελικού προϊόντος
σε άµυλο

Ελαχ. 2 % Παράρτηµα XXII Σηµείωση 8

Περιεκτικότητα του τελικού προϊόντος
σε χαλκό

25 ppm Οδηγία 78/633/ΕΟΚ της Επιτροπής (ΕΕ
L 206 της 26.7.1987, σ. 43)

Σηµείωση 9
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Κανονισµός της
Επιτροπής

Προϊόν Κωδικός NC Παράµετρος Όριο Μέθοδος αναφοράς Σηµείωση

Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 322/96 (ΕΕ L ΑΓΣ (σπρέυ) Λιπαρά Μέγ. 1,0 % Πρότυπο IDF 9C:1987
45 της 23.2.1996, σ. 5) Πρωτεΐνη 31,4 % (Ελαχ. επί του µη λιπαρού τελι-

κού προϊόντος)
Πρότυπο IDF 20B:1993

Υγρασία Μέγ. 3,5 % Πρότυπο IDF 26A:1993

Οξύτητα (N/10 NaOH) Μέγ. 19,5 ml Πρότυπο IDF 86:1981

Γαλακτικά οξέα Μέγ. 150 mg/100 g Πρότυπο IDF 69B:1987

Φωσφατάση Αρνητικό Πρότυπο ISO 3356:1975

∆ιαλυτότητα Μέγ. 0,5 ml στους 24 °C IDF 129A:1988

Καµµένα µόρια disk B Ελάχ. (15,0 mg) ADPI:1990

ΣΑΒ 40 000 l/g Πρότυπο IDF 100B:1991 Σηµείωση 3

Κολοβακτηρίδια Αρνητικό/0,1 g Παράρτηµα XVI Σηµείωση 3

Βουτυρόγαλα Αρνητικό Παράρτηµα XX

Τυρόγαλα πυτίας Αρνητικό Παράρτηµα XVIII

Όξινο τυρόγαλα Αρνητικό Μέθοδος εγκεκριµένη από την αρµόδια
αρχή

Σηµείωση 2

Αντιµικροβιακές ουσίες Παράρτηµα XXI

ΜΕΡΟΣ Β

Οι µέθοδοι αναφοράς που περιέχονται στο Μέρος Β για την ανάλυση προϊόντων τα οποία διέπονται από οιοδήποτε κανονισµό που αναφέρεται στην πρώτη στήλη

Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 2658/87
(ΕΕ L 256 της 7.9.1987, σ. 1)
Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2414/98 (ΕΕ
L 299 της 10.11.1998, σ. 7)
Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 1374/98 (ΕΕ
L 185 της 30.6.1998, σ. 21)
Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2508/97 (ΕΕ
L 345 της 16.12.1997, σ. 31)
Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 174/1999
(ΕΕ L 20 της 27.1.1999, σ. 8)

Γάλα και κρέµα γάλακτος
(ανθόγαλα) όχι συµπυκνω-
µένα ούτε µε προσθήκη
ζάχαρης ή άλλων γλυκα-
ντικών

0401 Λιπαρά (≤ 6 %) Τα όρια είναι τα καθοριζόµενα στην
περιγραφή του κωδικού ΣΟ για το
ειδικό προϊόν και, ενδεχοµένως, αυτά
που προσδιορίζονται επακριβώς στον
κανονισµό (ΕΟΚ) αριθ. 3846/87 της
Επιτροπής (ΕΕ L 366 της
24.12.1987, σ. 1) µέρος 9 της ονο-
µατολογίας κατά την εξαγωγή ή στον
κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 1374/1998 (ΕΕ
L 185 της 30.6.1998, σ. 21)

Πρότυπο IDF 1D:1996

Λιπαρά (> 6 %) Πρότυπο IDF 16C:1987
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Προϊόν Κωδικός NC Παράµετρος Όριο Μέθοδος αναφοράς Σηµείωση

Γάλα και κρέµα γάλακτος 0402 Λιπαρά (υγρή µορφή) Πρότυπο IDF 13C:1987

(ανθόγαλα) συµπυκνωµένα ή Λιπαρά (στερεή µορφή) Πρότυπο IDF 9C:1987
µε προσθήκη ζάχαρης ή

Πρωτεΐνη Πρότυπο IDF 20B:1983
άλλων γλυκαντικών

Σαχκαρόζη (συνήθης περιε-
κτικότητα)

Πρότυπο IDF 35A:1992

Σαχκαρόζη (µικρή περιεκτι-
κότητα)

Μέθοδοι εγκεκριµένες από την
αρµόδια αρχή

Σηµείωση 2

Ξηρά ουσία (ΖΣΓ) Πρότυπο IDF 15B:1991

Ξηρά ουσία (ΓΚΕ) Πρότυπο IDF 21B:1987

Βουτυρόγαλα, γάλα και
κρέµα που έχουν υποστεί

0403 Λιπαρά IDF 1D:1996, IDF 9C:1987,
IDF 16C:1987, IDF 22B:1987,

ζύµωση ή έχουν καταστεί Πρωτεΐνη IDF 126A:1988
όξινα, συµπυκνωµένα ή µη
µε προσθήκη ζάχαρης ή
άλλων γλυκαντικών

Σαχκαρόζη (συνήθης περιε-
κτικότητα)

Πρότυπο IDF 35A:1992

Σαχκαρόζη (µκρή περιεκτι-
κότητα)

Μέθοδοι εγκεκριµένες από την
αρµόδια αρχή

Σηµείωση 2

Ορός γάλακτος συµπυκνω-
µένος ή µη, µε προσθήκη

0404 Λιπαρά IDF 9C:1987, IDF 16C:1987,
IDF 22B:1987

ζάχαρης ή άλλων γλυκα- Πρωτεΐνη Πρότυπο IDF 20B:1993
ντικών· προϊόντα που αποτε-
λούνται από φυσικά συστα- Σαχκαρόζη (συνήθης περιε-

κτικότητα)
Πρότυπο IDF 35A:1992

τικά του γάλακτος
Σαχκαρόζη (µικρή περιεκτι-
κότητα)

Μέθοδοι εγκεκριµένες από την
αρµόδια αρχή

Σηµείωση 2

0404 90 Πρωτεΐνη Πρότυπο IDF 20B:1993

Υγρασία Πρότυπο IDF 26A:1993

Matéria seca Πρότυπο IDF 15B:1991

(produtos concentrados) Πρότυπο IDF 21B:1987

Βούτυρο και άλλα λιπαρά 0405 Λιπαρά (εάν ≤ 85 %) Παράρτηµα XI
προερχόµενα από το γάλα· Υγρασία Παράρτηµα IX
βούτυρο επάλειψης

Βούτυρο ΣΥΑΛ Παράρτηµα X

NaCl Πρότυπο IDF 12B:1988

Βουτυρέλαιο Λιπαρά (εάν > 99 %) Πρότυπο IDF 24:1964

Υγρασία
(εάν λιπαρά < 99 %)

Πρότυπο IDF 23A:1988
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Επιτροπής
Προϊόν Κωδικός NC Παράµετρος Όριο Μέθοδος αναφοράς Σηµείωση

Τυρί και τυρόπηγµα 0406 Λιπαρά Πρότυπο IDF 5B:1986

Ξηρά ουσία Πρότυπο IDF 4A:1982

Ξηρά ουσία (Ricotta) Πρότυπο IDF 58:1970

NaCl Πρότυπο IDF 88A:1988

Λακτόζη Πρότυπο IDF 79B:1991

Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 2658/87 Σύνθετες ζωοτροφές 2309 Λακτόζη Παράρτηµα XVII

Σηµειώσεις στον πίνακα µεθόδων αναφοράς της Ευρωπαϊκής Ένωσης:

Σηµείωση 1: Αποµόνωση των λιπαρών ουσιών του γάλακτος όπως περιγράφεται στο πρότυπο IDF 6B:1989 (προστασία από το φώς).
Σηµείωση 2: ∆εν έχει καθοριστεί µέθοδος αναφοράς.
Σηµείωση 3: Προετοιµασία δειγµάτων σύµφωνα µε το πρότυπο IDF 122C:1996 ή µε το πρότυπο IDF 73A:1985.
Σηµείωση 4: Επώαση επί 48 ώρες σε θερµοκρασία 55 °C. Πρέπει να λαµβάνονται προφυλάξεις κατά της ξήρανσης του περιβάλλοντος καλλιέργειας.
Σηµείωση 5: % ΣΥΑΛ = % ξηράς ουσίας – % λιπαράς ουσίας.
Σηµείωση 6: Το βούτυρο πρέπει να αντιστοιχεί στην εθνική κατηγορία ποιότητας του κράτους µέλους παραγωγής που αναφέρεται στο παράρτηµα V του κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2771/1999 της Επιτροπής.
Σηµείωση 7: Οδηγία (ΕΟΚ) αριθ. 4/84 της Επιτροπής.
Σηµείωση 8: Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 1758/94 της Επιτροπής (ΕΕ L 183 της 19.7.1994, σ. 14).
Σηµείωση 9: Οδηγία 78/633/ΕΟΚ της Επιτροπής.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙ

(Άρθρο 3)

ΕΛΕΓΧΟΣ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΠΟΥ ΠΡΟΚΥΠΤΟΥΝ ΑΠΟ ΤΙΣ ΣΥΝΗΘΕΙΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥΣ, ΟΙ ΟΠΟΙΕΣ ΕΓΓΙΖΟΥΝ
ΤΑ ΟΡΙΑ ΠΟΥ ΚΑΘΟΡΙΖΟΝΤΑΙ ΣΤΟΥΣ ΚΑΝΟΝΙΣΜΟΥΣ

Εάν mο είναι όριο που ορίζεται σε έναν κανονισµό, το όριο απόφασης (L) είναι

εάν RRout/RRef ≤1

RRout: Όριο αναπαραγωγιµότητας της συνήθους µεθόδου

RRef: Όριο αναπαραγωγιµότητας της µεθόδου αναφοράς

Εάν mο είναι ανώτατο όριο και RRout/RRef> 1, το όριο αυτό απόφασης προκύπτει βάσει του τύπου

Εάν, υπό τις ίδιες συνθήκες, mο είναι ένα κατώτερο όριο, το όριο απόφασης προκύπτει βάσει

CrD95: Κρίσιµη διαφορά της µεθόδου αναφοράς (βλέπε παράρτηµα IV)

Στην περίπτωση που το mο είναι ανώτατο όριο, ένα τελικό αποτέλεσµα που προκύπτει βάσει της συνήθους µεθόδου και το οποίο
είναι µεγαλύτερο του ορίου απόφασης, πρέπει να αντικαθίσταται από ένα τελικό αποτέλεσµα που προκύπτει βάσει της µεθόδου
αναφοράς. Το τελικό αυτό αποτέλεσµα πρέπει να βασίζεται τουλάχιστον στον ίδιο αριθµό αναλύσεων δειγµάτων όπως το τελικό
αποτέλεσµα της συνήθους µεθόδου.

Στην περίπτωση που το mο είναι κατώτατο όριο, πρέπει να ακολουθείται η ίδια διαδικασία για την επίτευξη τελικού αποτελέσµα-
τος βάσει της συνήθους µεθόδου, το οποίο είναι µικρότερο του ορίου απόφασης.

Παρατήρηση

Η προαναφερθείσα διαδικασία µπορεί να εφαρµοστεί εφόσον δεν υπάρχουν ανιχνεύσιµες επιδράσεις υποστρώµατος.

Οι επιδράσεις του υποστρώµατος είναι δυνατόν να ανιχνευθούν µε τον ακόλουθο τρόπο: για κάθε δείγµα που χρησιµοποιείται για
βαθµονόµηση προσδιορίζεται η διαφορά (wi) µεταξύ των αποτελεσµάτων που προκύπτουν βάσει της µεθόδου αναφοράς και της
συνήθους µεθόδου.

Η τυπική απόκλιση που υπολογίζεται βάσει του τύπου

m: Αριθµός δειγµάτων που χρησιµοποιούνται για βαθµονόµηση

συγκρίνεται µε τον αριθµητικό µέσο όρο της επαναλαµβανοµένης τυπικής απόκλισης της µεθόδου αναφοράς και της συνήθους
µεθόδου

Η επίδραση του υποστρώµατος δεν µπορεί να εξαιρεθεί εάν

f = m (f: αριθµός των βαθµών ελευθερίας)

Y = Πιθανότητα σφάλµατος α = 0,05.

Στην περίπτωση αυτή, είναι απαραίτητη η διεξαγωγή περαιτέρω διερευνήσεων πριν τον καθορισµό ορίου απόφασης.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙΙ

(Άρθρα 4 και 5)

α) ∆ιαδικασία για τον προσδιορισµό τήρησης ενός θεσπισµένου ορίου αναπαραγωγιµότητας (χηµική ανάλυση)

Η τήρηση του ορίου αναπαραγωγιµότητας ελέγχεται µε σύγκριση των εργαστηριακών αποτελεσµάτων µε τα αποτελέσµατα ενός
έµπειρου εργαστηρίου (1), τα οποία προκύπτουν από ένα πανοµοιότυπο δείγµα. ∆ιεξάγεται προσδιορισµός εις διπλούν και στα
δύο εργαστήρια και τα αποτελέσµατα αξιολογούνται βάσει του τύπου:

CrD95: Κρίσιµη διαφορά (Ρ = 0.95)

y–1: αριθµητικός µέσος όρος των δύο αποτελεσµάτων που λαµβάνονται στο εργαστήριο 1

y–2: αριθµητικός µέσος όρος των δύο αποτελεσµάτων που λαµβάνονται στο εργαστήριο 2

R: όριο αναπαραγωγιµότητας: προσδιορίζεται µε προέκταση,

r: όριο επαναληψιµότητας: εάν η ακρίβεια ποικίλλει σε σχέση µε το επίπεδο

Εάν παρατηρείται υπέρβαση της κρίσιµης διαφοράς, πρέπει να γίνεται κάθε προσπάθεια για την εντόπιση της αιτίας, και πρέπει να
πραγµατοποιείται άλλο ένα πείραµα εντός των επόµενων δύο µηνών. Σε περίπτωση µη τήρησης του ορίου αναπαραγωγιµότητας
στο δεύτερο αυτό πείραµα, οι αρµόδιες αρχές πρέπει να παίρνουν τα απαραίτητα µέτρα.

β) ∆ιαδικασία για την επίτευξη προσωρινού ορίου αναπαραγωγικότητας (χηµική ανάλυση)

Το προσωρινό όριο αναπαραγωγιµότητας (Rprov) προκύπτει χρησιµοποιώντας την ακόλουθη ισότητα:

y–1: Μέσος όρος των δύο αποτελεσµάτων που λαµβάνονται στο εργαστήριο 1

y–2: Μέσος όρος των δύο αποτελεσµάτων που λαµβάνονται στο εργαστήριο 2 (βλέπε παράρτηµα ΙΙΙ σηµείο α).

r: Όριο επαναληψιµότητας ή προσωρινό όριο επαναληψιµότητας.

Παρατηρήσεις:

1. Η Rprov µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τον υπολογισµό κρίσιµων διαφορών (βλέπε παράρτηµα VI)

2. Η Rprov ορίζεται σε 2r, εάν η υπολογισθείσα τιµή για Rprov είναι µικρότερη των 2r.

3. Εάν η υπολογισθείσα τιµή είναι µεγαλύτερη από 3r ή υπερβαίνει πάνω από δύο φορές από την τιµή R-value που αναµένεται
από την εξίσωση Horwitz (*), τότε η τιµή Rprov είναι απαράδεκτα υψηλή και δεν µπορεί να χρησιµοποιηθεί για τον
υπολογισµό της κρίσιµης διαφοράς.

4. Η Rprov θα πρέπει να προσδιορίζεται τουλάχιστον µία φορά ανά έτος βάσει των αποτελεσµάτων που λαµβάνονται στα δύο
εργαστήρια (βλέπε παράρτηµα IV).

5. Η µέση τιµή της Rprov θα πρέπει να χρησιµοποιείται για τον υπολογισµό των κρίσιµων διαφορών. Οι κανόνες που δίδονται
στα σηµεία 2 και 3 ισχύουν για τη µέση τιµή της Rprov.

(*) Εξίσωση Horwitz:

RSDR: Σχετική τυπική απόκλιση της αναπαραγωγιµότητας

C: Συγκέντρωση που εκφράζεται ως δεκαδική τιµή (παράδειγµα: 10 g/100 g. = 0,1).

Αναφορά:

Peeler, J. Τ., Horwitz, W. and Albert, R.
J. Ass. Off. Anal. Chem.
72 (5), 784-806 (1989).

(1) Κατά γενικό κανόνα, το πεπειραµένο εργαστήριο πρέπει να είναι εργαστήριο που συµµετέχει επιτυχώς είτε στην επικύρωση της µεθόδου
δοκιµής είτε σε µια δοκιµή επάρκειας.
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Συγκέντρωση RSDR (%)

Το όριο αναπαραγωγιµότητας (R-value) προκύπτει από τον υπολογισµό της τιµής RSDR- ως

(x– = αριθµητικός µέσος όρος των αποτελεσµάτων)

Ορισµένες υπολογισµένες τιµές RSDR-(παραδείγµατα)

1 g/100 g 4

0,01 g/100 g 8

1 mg/1 000 g 16

Για συγκέντρωση του αναλύτη 1 g/100g λαµβάνουµε:

R = 0,0283 * 1 * 4 = 0,11g/100g.



EL Επίσηµη Εφηµερίδα των Ευρωπαϊκών Κοινοτήτων 7.2.2001L 37/18

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ IV

(Άρθρο 4)

ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΩΝ ΑΝΑΛΥΤΙΚΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΠΟΥ ΠΡΟΚΥΠΤΟΥΝ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΩΝΤΑΣ ΕΠΙΚΥΡΩΜΕ-
ΝΕΣ ΜΕΘΟ∆ΟΥΣ

Εάν το αναλυτικό αποτέλεσµα δεικνύει υπέρβαση ενός ορίου, υπολογίζεται ο αριθµητικός µέσος όρος δύο ή περισσοτέρων
αποτελεσµάτων. Πρέπει να εφαρµόζεται η ακόλουθη διαδικασία:

1. Σε περιπτώσεις όπου το αναλυτικό αποτέλεσµα αντιπροσωπεύει ένα και µόνον αποτέλεσµα, πρέπει να διεξάγεται δεύτερη
ανάλυση υπό όρους επαναληψιµότητας. Εάν δεν είναι δυνατό να διεξαχθούν οι δύο αναλύσεις βάσει των όρων επαναληψι-
µότητας, πραγµατοποιήσατε µία πρόσθετη ανάλυση εις διπλούν βάσει των όρων επαναληψιµότητας και χρησιµοποιήσατε τα
αποτελέσµατα αυτά για να εκτιµηθεί το κατά πόσον τηρείται η κρίσιµη διαφορά.

2. Προσδιορίζεται η απόλυτος τιµή της διαφοράς µεταξύ του αριθµητικού µέσου όρου των αποτελεσµάτων που επιτυγχάνονται
κάτω από συνθήκες επαναληψιµότητας και του ορίου. Μία απόλυτος τιµή της διαφοράς µεγαλύτερη από την κρίσιµη διαφορά
δηλώνει ότι το δείγµα το οποίο υποβλήθηκε σε ανάλυση δεν πληροί τις προϋποθέσεις.

Η κρίσιµη διαφορά προσδιορίζεται χρησιµοποιώντας τον ακόλουθο τύπο:

y–: αριθµητικός µέσος όρος των αποτελεσµάτων που λαµβάνονται

mo: όριο

n: αριθµός των αναλύσεων/δείγµα.

Εάν η ακρίβεια ποικίλλει ανάλογα µε το επίπεδο, ίσως να είναι απαραίτητος ο προσδιορισµός του r και του R δια προέκτασης.

Κανονικά, ένα τελικό αποτέλεσµα που αναφέρεται για ένα δείγµα πρέπει να δεικνύει τήρηση του ορίου.

Τελικά αποτελέσµατα συµπεριλαµβανόµενα

— στην περιοχή m0 και m0 + CrD95 (|y– – m0|), εάν το όριο είναι ένα ανώτατο όριο·

— στην περιοχή m0 και m0 – CrD95 (|y– – m0|) εάν το όριο είναι ένα κατώτατο όριο,

θα πρέπει να προκύπτουν µόνο σε εξαιρετικές περιπτώσεις.

Τα τελικά αποτελέσµατα εντός των προαναφερθέντων περιοχών είναι αποδεκτά εφόσον προκύπτουν µία φορά ανά 5 δείγµατα
που έχουν υποβληθεί σε ανάλυση ανά αποστολή, το πολύ. Εάν έχουν υποβληθεί σε ανάλυση λιγότερο από 5 δείγµατα ανά
αποστολή, ένα αποτέλεσµα εντός της προαναφερθείσας περιοχής είναι αποδεκτό. Ωστόσο, πρέπει να τηρείται ο κανόνας που
λέει ότι µόνο ένα αποτέλεσµα εντός των προαναφερθεισών περιοχών επιτυγχάνεται ανά 5 δείγµατα που υποβάλλονται σε
ανάλυση, εάν ο παραγωγός φέρει αποστολές κατ’ επανάληψη.

3. Εάν το τελικό αποτέλεσµα X υπολογίζεται χρησιµοποιώντας τον τύπο της µορφής x = y1 ± y2 (παράδειγµα: νερό + περιεκτι-
κότητα σε ξηρά ουσία του βουτύρου χωρίς λίπος για τον υπολογισµό της περιεκτικότητας σε λίπος) όπου y1 και y2 είναι τα
τελικά αποτελέσµατα ενός και µόνου τύπου ανάλυσης, τότε τα συνολικά όρια επαναληψιµότητας και αναπαραγωγιµότητας rx
και Rx των τελικών αποτελεσµάτων X υπολογίζονται ως εξής:

όπου r1 και r2 είναι τα όρια επαναληψιµότητας και R1 και R2 τα όρια αναπαραγωγιµότητας των y1 και y2 αντιστοίχως.

Το x συγκρίνεται µε το όριο mo βάσει των κανόνων που καθορίζονται στα σηµεία 1 και 2. Η κρίσιµη διαφορά προσδιορίζεται
βάσει του τύπου

όπου x είναι ο αριθµητικός µέσος όρος των αποτελεσµάτων xi.

4. Εάν το τελικό αποτέλεσµα υπολογίζεται χρησιµοποιώντας τον τύπο της µορφής

(παράδειγµα: λίπος σε περιεκτικότητα επί ξηράς ουσίας τυριού)
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όπου y1 και y2 είναι τα τελικά αποτελέσµατα ενός και µόνο είδους ανάλυσης, τότε τα συνολικά όρια επανάληψιµότητας και
αναπαραγωγικότητας rx και Rx είναι δυνατόν να υπολογιστούν ως εξής:

µ1: όριο ή τιµή στόχος για το y1 (παράδειγµα: λίπος)

µ2: όριο ή τιµή στόχος για το y2 (παράδειγµα: ξηρά ουσία)

r1: όριο επαναληψιµότητας y1

r2: όριο επαναληψιµότητας y2

R1: όριο αναπαραγωγιµότητας y1

R2: όριο αναπαραγωγιµότητας y2.

Οι διαδικασίες για τον υπολογισµό του rx και του Rx εφαρµόζονται µόνον εφόσον τα σχετικά όρια επαναληψιµότητας και
αναπαραγωγιµότητας (r*1 r*2 R*1 R*2) είναι µικρότερα ή ίσα µε 0,15.

Ο x συγκρίνεται µε το όριο µx µε βάση τους κανόνες που ορίζονται στα σηµεία 1 και 2. Η κρίσιµη διαφορά προσδιορίζεται
βάσει του τύπου

Όπου x– είναι ο αριθµητικός µέσος όρος των αποτελεσµάτων x που προκύπτουν κατά χρονολογική σειρά (*).

(*) Σηµείωση: Εάν προκύπτουν για παράδειγµα τα αποτελέσµατα y11, y12, και y22, πρέπει να υπολογίζεται ο αριθµητικός
µέσος όρος του y11/y21 και y12/y22.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ V

ΕΣΩΤΕΡΙΚΟΣ ΕΛΕΓΧΟΣ

(Άρθρο 5)

α) ∆ιαδικασία εσωτερικού ποιοτικού ελέγχου (IQC) (χηµική ανάλυση)

Προσδιορισµός του υλικού ελέγχου

Χρησιµοποιείται κάποιο υλικό για την IQC και υπόκειται στην ίδια, ή σε µέρος της ιδίας διαδικασίας, όπως και τα δοκιµασµένα
υλικά.

Το υλικό ελέγχου µπορεί να είναι:

— πιστοποιηµένο υλικό αναφοράς,

— υλικό αναφοράς του εργαστηρίου,

— επικυρωµένο υλικό βάσει δοκιµή επάρκειας,

— υλικό εµβολιασµένο.

∆ιαδικασία για τη θέσπιση IQC

Το εργαστήριο θα πρέπει να θεσπίσει IQC σύµφωνα µε τη διαδικασία που περιγράφεται στο έγγραφο IUPAC «Εναρµονισµένες
κατευθυντήριες γραµµές για τον εσωτερικό ποιοτικό έλεγχο σε αναλυτικά εργαστήρια» (1).

Η IQC πραγµατοποιείται συµπεριλαµβάνοντας υλικά ελέγχου στην αναλυτική αλληλουχία ή µε επαναλαµβανόµενη ανάλυση του
δείγµατος για δοκιµή. Τα υλικά ελέγχου πρέπει να είναι παρόµοια σε χηµική σύνθεση µε τα δείγµατα για δοκιµή και να είναι
επαρκώς σταθερά κατά τη διάρκεια της εξεταζόµενης περιόδου. Πρέπει να αποδεικνύεται ότι µπορούν να καταµεριστούν
κατάλληλα σε πανοµοιότυπες αναλογίες για τους σκοπούς της ανάλυσης και ότι η συγκέντρωση της ουσίας προς ανάλυση είναι
εντός της περιοχής ενδιαφέροντος.

Ένα υλικό ελέγχου θα πρέπει να εισάγεται τουλάχιστον µία φορά σε κάθε αναλυτική µέτρηση και η τιµή που λαµβάνεται θα
πρέπει να απεικονίζεται σε γραφικό ελέγχου µε στόχο να υπολογίζονται τα µακροπρόθεσµα σφάλµατα. Επιπλέον, το εργαστήριο
θα πρέπει σε περιοδική βάση να αποδεικνύει ότι τηρεί τους όρους επαναληψιµότητας στο πλαίσιο µιας µεθόδου. Αυτό είναι
δυνατόν να επιτευχθεί µε ανάλυση των υλικών ελέγχου ή/και δοκιµής. Τα αποτελέσµατα των αναλύσεων αυτών θα πρέπει να
συγκρίνονται µε οιαδήποτε δηµοσιευµένα όρια επαναληψιµότητας και οιαδήποτε δεδοµένα ακριβείας που υπάρχουν στο
εργαστήριο.

Σε περίπτωση που χρησιµοποιούνται υλικά ελέγχου, οι τιµές που προκύπτονν από την ανάλυση µεταξύ µεθόδων του υλικού
ελέγχου θα πρέπει να αποτυπώνονται σε γραφικό Shewhart [ISO 8258 (1991)] µε κατάλληλα όρια ελέγχου. Τα όρια δράσης θα
πρέπει να τίθενται σε

x +/– 3st,

όπου st είναι η συνολική τυπική απόκλιση,

ή, τα όρια ασφαλείας σε

x+/– 2st.

Ολική τυπική απόκλιση:

όπου:

sb = Τυπική απόκλιση µεταξύ µεθόδων

sw = Τυπική απόκλιση στο πλαίσιο µιας µεθόδου

n = αριθµός προσδιορισµών.

Στις περιπτώσεις όπου δεν χρησιµοποιούνται υλικά ελέγχου (π.χ. λόγω έλλειψης σταθερότητος) τουλάχιστον ένα από τα
δοκιµαστικά υλικά πρέπει να αναλύεται εις διπλούν σε κάθε µέθοδο.

Οι απόλυτες διαφορές που προκύπτουν από τις αναλύσεις εις διπλούν στο πλαίσιο µιας µεθόδου (βλέπε παράρτηµα ΙΙΙ) πρέπει να
απεικονίζονται. Η κεντρική γραµµή είναι 1,128 sW, το κατώτατο όριο είναι 0, το ανώτατο όριο (όριο δράσης) είναι 3,686 sW,
όπου sW είναι η τυπική απόκλιση στο πλαίσιο µιας µεθόδου.

Η διαδικασία ελέγχου πρέπει να περιλαµβάνει υλικά µε χαµηλό και υψηλό επίπεδο όπον η περιοχή συγκεντρώσεων είναι µεγάλη.

(1) Μ. Thomson and R. Wood: «Pure and Applied Chemistry» 67 (4), 649-666 (1995).
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Σε περίπτωση που τα δοκιµαστικά υλικά καλύπτουν µια ευρεία περιοχή συγκεντρώσεων της προς ανάλυση ουσίας, το εργαστήριο
θα πρέπει να καθορίσει τη σχέση µεταξύ ακρίβειας και επιπέδου συγκεντρώσεως. Εάν η ακρίβεια είναι ανάλογη του επιπέδου
µεταγενέστερος έλεγχος θα πρέπει να γίνει µε βάση την σχετική ακρίβεια (δηλαδή απόλυτη διαφορά ως ποσοστό µέσης τιµής).

Εφόσον συµβεί ένα από τα ακόλουθα, παύει να υφίσταται η αξιοπιστία του αναλυτικού συστήµατος:

Α. η τρέχουσα τιµή βρίσκεται εκτός των ορίων δράσης,

Β. η τρέχουσα και η προηγούµενη τιµή είναι εκτός των ορίων ασφαλείας αλλά εντός των ορίων δράσης,

Γ. στην περίπτωση όπου χρησιµοποιούνται υλικά ελέγχου, εννέα διαδοχικές τιµές είναι στην ίδια πλευρά σε σχέση µε τη µέση
γραµµή.

Το εργαστήριο πρέπει να ανταποκρίνεται στην εκτός ελέγχου κατάσταση µε:

Α. παύση των αναλύσεων εν αναµονή των διαγνωστικών δοκιµών και µέτρων αποκατάστασης και,

Β. απόρριψη της σειράς αποτελεσµάτων και επανάληψη των αναλύσεων των δοκιµαστικών υλικών.

β) ∆ιαδικασία για την επιλογή υλικού ελέγχου του εργαστηρίου και για τον καθορισµό ορίων ακριβείας «του
εργαστηρίου» (χηµική ανάλυση)

∆εδοµένα εντός των ορίων ακρίβειας του εργαστηρίου είναι δυνατόν να προκύψουν µε επανάληψη των αναλύσεων των υλικών
ελέγχου ή/και µε επαναληπτική ανάλυση των δοκιµαστικών δειγµάτων.

Η κάτωθι προσέγγιση χρησιµεύει ως κατευθυντήρια γραµµή για εργαστήρια που θεσπίζουν παραµέτρους ακριβείας όσον αφορά
τη διαφοροποίηση στο πλαίσιο µιας µεθόδου και µεταξύ µεθόδων, για µεταγενέστερη χρήση κατά την κατάρτιση γραφικών
ελέγχου. Τα εργαστήρια µπορούν να θεσπίσουν εναλλακτικές διαδικασίες εφόσον µπορούν να αποδείξουν επαρκώς ότι προέκυψαν
αξιόπιστα δεδοµένα ακρίβειας.

1. Επιλογή των υλικών ελέγχου

Όταν το εργαστήριο κρίνει κατάλληλη τη χρήση υλικού ελέγχου πρέπει πρώτα να συγκεντρώνονται δεδοµένα µε σκοπό τον
καθορισµό των ορίων. Εφόσον είναι δυνατό θα πρέπει να χρησιµοποιούνται Πιστοποιηµένα Υλικά Αναφοράς (CRM). Τα υποψήφια
υλικά ελέγχου θα πρέπει να αναλύονται βάσει των όρων για επαναληψιµότητα στα πλαίσια µιας µεθόδου, συµπεριλαµβανοµένων
κατάλληλων CRM µε επανάληψη και τυχαία επιλογή. Τα υποψήφια υλικά ελέγχου θα πρέπει να αναλυθούν υπό συνθήκες
επαναληπτικότητας µαζί µε κατάλληλα CRM µε επανάληψη και τυχαία δείγµατα. Σε περίπτωση που η προσέγγιση αυτή δεν είναι
εφικτή, τα εργαστήρια θα πρέπει να επιδιώκουν τη συµµετοχή τους σε δοκιµές επάρκειας και να καθορίζουν συµβατικούς µέσους
όρους (προσδιορισµένες τιµές) που µπορούν να θεωρούνται ως συµβατικοί πραγµατικοί µέσοι όροι στους οποίους µπορεί να
αποδοθεί λογικό ποσοστό αβεβαιότητας. Άλλες διαδικασίες συµπεριλαµβάνουν προσδιορισµό πραγµατικής τιµής µε τυποποίηση
ή µε τη χρήση υλικών ελέγχου εµβολιασµένου.

Επιπλέον, σε περίπτωση που το εργαστήριο έχει πείρα σχετική µε την ανάλυση και έχει ήδη καθορίσει στατιστικό έλεχγο, τα
οιαδήποτε νέα υλικά ελέγχου (π.χ. τα οποία απαιτούνται λόγω εξάντλησης των αποθεµάτων) πρέπει να αποκτώνται βάσει
αναλύσεων οι οποίες υπόκεινται σε έλεγχο, χρησιµοποιώντας υλικά που ήδη υπάρχουν.

2. Καθορισµός των ορίων

Έχοντας επιλέξει ένα υλικό ελέγχου, το εργαστήριο πρέπει να καθορίσει στοιχεία ακρίβειας στο πλαίσιο µιας µεθόδου και µεταξύ
µεθόδων χρησιµοποιώντας το υλικό αυτό.

Ως ελάχιστη προϋπόθεση για τη θέσπιση ακρίβειας στο πλαίσιο µιας µεθόδου, το υλικό ελέγχου θα πρέπει να αναλύεται εις
διπλούν σε δώδεκα περιπτώσεις. Η ανάλυση εις διπλούν θα πρέπει να διεξάγεται βάσει των όρων επαναληψιµότητας, δηλαδή ο
ίδιος χρήστης, τα ίδια αντιδραστήρια κ.λπ.. Η ανάλυση εις διπλούν του υλικού ελέγχου θα πρέπει να υποβάλλεται σε τυχαία
δειγµατοληψία στο πλαίσιο µίας αναλυτικής µεθόδου. Κάθε ανάλυση εις διπλούν θα πρέπει να πραγµατοποιείται σε χωριστή
ηµέρα κατά τη διάρκεια µιας χρονικής περιόδου έτσι ώστε να αντιπροσωπεύει µία λογική διαφοροποίηση από µέτρηση σε
µέτρηση, λαµβάνοντας υπόψη τις κανονικές διαφοροποιήσεις π.χ. αντιδραστήρια, αναβαθµονοµήσεως οργάνων και ενδεχοµένως
διαφορετικοί αναλυτές.

Σηµείωση: Πρέπει να λαµβάνεται υπόψη ότι η χρήση δεδοµένων τα οποία δεν είναι πλήρως αντιπροσωπευτικά της διαφορο-
ποίησης µεταξύ των µεθόδων είναι δυνατό να οδηγήσουν σε µη απαραίτητη επανάληψη της ανάλυσης µέσω του
καθορισµού πολύ στενών ορίων. Αντιστρόφως, ένα εργαστήριο που υποβάλλει δεδοµένα ακριβείας τα οποία είναι
άκρως ανακριβή, είναι δυνατόν να µην είναι σε θέση να τηρήσει τα προδιαγραφόµενα όρια των µεθόδων αναφοράς, θα
πρέπει να αναµένει χαµηλή απόδοση σε σύγκριση µε ισάξια εργαστήρια, και είναι δυνατόν να παράγει δεδοµένα τα
οποία δεν είναι κατάλληλα για τον συγκεκριµένο σκοπό.

2.1. Καθορισµός ακρίβειας στο πλαίσιο µιας µεθόδου

2.1.1. Ακρίβεια στο πλαίσιο µιας µεθόδου σε περίπτωση που υπάρχει υλικό ελέγχου

∆εδοµένα εις διπλούν (τουλάχιστον 12 δείγµατα εις διπλούν) πρέπει πρώτα να υποβάλλονται σε δοκιµή µέγιστης διακύµανσης
Cochrans. Αυτό σηµαίνει σύγκριση του τετραγώνου της µεγίστης διαφοράς των διπλών δειγµάτων µε το άθροισµα των ευρών των
επαναλήψεων στο τετράγωνο.
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όπου

di = η διαφορά µεταξύ των διπλών δειγµάτων.

Η τιµή του κριτηρίου Cochran, C, συγκρίνεται µε πινακοποιηµένες τιµές [ISO 5725 ( 1994)]. Σε περίπτωση τιµών παράξενων
(straggler) ή ακραίων (outlier), το αποτέλεσµα πρέπει να ερευνάται για να δοθεί εξήγηση, π.χ. τεχνικό σφάλµα, υπολογιστικό
λάθος, παρεκτροπή κατά την διεξαγωγή της δοκιµής, ανάλυση λανθασµένου δείγµατος. Σε περίπτωση που η εξήγηση του
τεχνικού σφάλµατος είναι τέτοια ώστε να είναι αδύνατον να αντικατασταθεί το ύποπτο αποτέλεσµα, θα πρέπει να απορρίπτεται ως
πραγµατικά ακραία τιµή. Σε περίπτωση που παράξενες ή ακραίες τιµές παραµένουν χωρίς να είναι δυνατόν να αιτιολογηθούν, οι
παράξενες τιµές κρατώνται ως σωστές και απορρίπτονται οι ακραίες. Το εργαστήριο πρέπει να επιδιώκει την επίτευξη τιµών
αντικατάστασης.

Εφόσον το εργαστήριο είναι ικανοποιηµένο ότι τα δεδοµένα δεν εµπεριέχουν ακραίες τιµές, η τυπική απόκλιση στο πλαίσιο µιας
µεθόδου sw επιτυγχάνεται ως εξής:

Για κάθε ζεύγος xi1, xi2 των p δεδοµένων εις διπλούν, το άθροισµα των δειγµάτων εις διπλούν,

και η διαφορά των δειγµάτων εις διπλούν,

υπολογίζονται και αθροίζονται σε

Μία κάποια εκτίµηση της τυπικής απόκλισης στο πλαίσιο µιας µεθόδου είναι:

Το όριο ακρίβειας στο εργαστήριο είναι 2,8 sw.

Εάν χρησιµοποιείται µέθοδος αναφοράς, το όριο ακρίβειας του εργαστηρίου πρέπει να συγκρίνεται µε το δηµοσιευµένο όριο
επαναληψιµότητας. Το εργαστήριο πρέπει να τηρεί την προϋπόθεση σχετικά µε την µέθοδο αναφοράς· αδυναµία τήρησης της
προϋπόθεσης αυτής πρέπει να διερευνάται.

Τα όρια που ορίζονται θα πρέπει να θεωρούνται ως προσωρινά και να υποβάλονται σε επανεξέταση.

2.1.2. Ακρίβεια στο πλαίσιο µιας µεθόδου όπου δεν υπάρχει υλικό ελέγχου

Το εργαστήριο µπορεί να επιλέξει τον καθορισµό ακρίβειας στο πλαίσιο µιας µεθόδου µε ανάλυση εις διπλούν των αντιπροσωπευ-
τικών δοκιµαστικών δειγµάτων (τουλάχιστων 12 διπλές αναλύσεις). Σε περιπτώσεις όπου δεν είναι δυνατόν να χρησιµοποιηθούν
υλικά ελέγχου, π.χ. εξαιτίας αστάθειας, τα δεδοµένα των διπλών αναλύσεων πρέπει να υπολογίζονται µε αυτή τη µέθοδο.

Σηµείωση: Συµπεραίνεται ότι οι αναλύσεις καλύπτουν µια σχετικά στενή περιοχή τιµών και, ως εκ τούτου, µία µεµονωµένη τιµή
δεν µπορεί να εφαρµοστεί για όλα τα δείγµατα. Σε περιπτώσεις όπου η περιοχή των αποτελεσµάτων είναι µεγαλύτερη,
π.χ. κατά σειρά µεγέθους, και η ακρίβεια εξαρτάται από το επίπεδο, τα εργαστήρια θα πρέπει να ερευνούν τη χρήση
σχετικών τυπικών αποκλίσεων.

Τα στοιχεία θα πρέπει να υποβάλλονται σε δοκιµή Cochrans, όπως στο 2.1.1. Εφόσον το εργαστήριο είναι ικανοποιηµένο ότι τα
δεδοµένα είναι απαλλαγµένα από ακραίες τιµές, η τυπική απόκλιση στο πλαίσιο µιας µεθόδου και το όριο ακρίβειας του
εργαστηρίου είναι δυνατόν να επιτευχθούν όπως στον τοµέα 2.1.1.

Η τυπική απόκλιση στο πλαίσιο µιας µεθόδου sw είναι δυνατόν να χρησιµοποιηθεί για την κατασκευή γραφικών ελέγχου (βλέπε
παράρτηµα ΙΙ). Τα θεσπισµένα όρια θα πρέπει να θεωρούνται ως προσωρινά και να υπόκεινται σε αναθεώρηση.
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2.2. Καθορισµός της ακρίβειας µεταξύ µεθόδων

Υπολογίσατε τη µέση τιµή (si/2) για κάθε ζεύγος και υποβάλλετε αυτές τις τιµές σε δοκιµή Grubbs [ISO 5725 (1994)]. Τα
κριτήρια απόρριψης/αποδοχής για παράξενες ή ακραίες τιµές περιγράφονται στο 2.1.1. Το εργαστήριο θα πρέπει να προσπαθεί να
επιτύχει τιµή αντικατάστασης για κάθε απορριπτέο αποτέλεσµα. Εφόσον το εργαστήριο είναι ικανοποιηµένο ότι τα δεδοµένα είναι
απαλλαγµένα από ακραίες τιµές, η τυπική απόκλιση µεταξύ των µεθόδων sb υπολογίζεται:

ή 0 σε περίπτωση που το αποτέλεσµα υπό την τετραγωνική ρίζα είναι αρνητικό.

Η ολική τυπική απόκλιση st χρησιµοποιείται για την κατασκευή γραφικών ελέγχου για το µέσο όρο η προσδιορισµών (βλέπε
παράρτηµα ΙΙ). Τα θεσπισµένα όρια θα πρέπει να θεωρούνται ως προσωρινά και να υπόκεινται σε αναθεώρηση.

3. Αναθεώρηση των αρχικών ορίων

Τα όρια ελέγχου που έχουν θεσπιστεί όπως περιγράφεται ανωτέρω πρέπει να θεωρούνται ως αρχικές εκτιµήσεις και θα πρέπει να
χρησιµοποιούνται µε προσοχή πριν να χρησιµοποιηθούν για την απόρριψη αποτελεσµάτων µίας παρτίδας.

Με σκοπό την ενηµέρωση των ορίων τα οποία έχουν τεθεί βάσει αποδεκτής ακρίβειας στο πλαίσιο µιας µεθόδου (τοµέας 2.1.2),
πρέπει να συλλέγονται περαιτέρω δεδοµένα εις διπλούν σχετικά µε τα δοκιµαστικά δείγµατα. Το διάστηµα πριν την αναθεώρηση
θα εξαρτάται σε ένα βαθµό από τη συχνότητα της ανάλυσης. Κατ’ αρχήν, τα δεδοµένα θα πρέπει να αναθεωρούνται αφού έχουν
επιτευχθεί περαιτέρω 10 διπλές αναλύσεις. Το σύνολο των δεδοµένων αυτών θα πρέπει στη συνέχεια να υποβάλλεται σε δοκιµή
Cochran και να επαναπροσδιορίζονται τα όρια βάσει του νέου αριθµού τυπικής απόκλισης. Μεταγενέστερες αποφάσεις για την
αξιοπιστία των ορίων του ελέγχου πρέπει να πραγµατοποιηθούν υπό το φως πρόσθετων δεδοµένων.

Η αναθεώρηση των αρχικών δεδοµένων που έχουν επιτευχθεί για την ακρίβεια µεταξύ µεθόδων εξαρτάται επίσης από τη
συχνότητα της ανάλυσης. Ως βασική αρχή, µετά από την λήψη επιπλέον 10 σηµείων δεδοµένων από την ανάλυση υλικού
ελέγχου, σε συχνότητα 1 ανάλυσης ανά παρτίδα, πρέπει να αναθεωρούνται τα αρχικά συµπεράσµατα σχετικά µε την τυπική
απόκλιση και τον µέσο όρο.

Το σύνολο των δεδοµένων θα πρέπει να υποβάλλεται σε δοκιµή Grubbs για ακραίες τιµές. Ο µέσος όρος και η τυπική απόκλιση
θα πρέπει να υπολογίζονται εκ νέου βάσει των νέων δεδοµένων.

Επιπλέον, κατά το στάδιο αυτό το εργαστήριο θα πρέπει να εφαρµόζει ένα γραφικό Cusum [BS S700: (1984) και τροποποίηση
5480 (1987)] για τη διερεύνηση οιωνδήποτε προβληµάτων που µπορούν να έχουν σχέση µε π.χ. γήρανση των αντιδραστηρίων.
Οιοδήποτε µεµονωµένο αποτέλεσµα που βρίσκεται εκτός των ορίων «V-mask» του γραφικού Cusum πρέπει να διερευνάται.

Τα νέα όρια (µέσος όρος και τυπική απόκλιση) πρέπει να υπόκεινται σε τακτή επιθεώρηση χρησιµοποιώντας την τεχνική Cusum.
Οιαδήποτε ένδειξη ότι η εγκυρότητα του υλικού ελέγχου τίθεται υπό αµφισβήτηση, πρέπει να εξετάζεται εκτενώς.

4. Αναφορά των στοιχείων ακρίβειας

Το εργαστήριο θα πρέπει να θέτει στη διάθεση της αρµόδιας κρατικής αρχής και της Επιτροπής, τις κάτωθι πληροφορίες:

— χρησιµοποιηθείσα µέθοδος
— τυπική απόκλιση στο πλαίσιο µιας µεθόδου, sw, και όριο ακριβείας του εργαστηρίου
— τυπική απόκλιση µεταξύ των µετρήσεων, sb
— ολική τυπική απόκλιση, st
— αριθµός αναλύσεων για την επίτευξη δεδοµένων ακριβείας.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ VI

(Άρθρο 6)

ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΩΝ ΕΚΤΙΜΗΤΩΝ ΚΑΙ ΤΗΣ ΑΞΙΟΠΙΣΤΙΑΣ ΤΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΣΕ ΟΡΓΑΝΟΛΗΠΤΙΚΕΣ
ΑΝΑΛΥΣΕΙΣ

Οι κάτωθι διαδικασίες εφαρµόζονται εφόσον χρησιµοποιούνται µέθοδοι βαθµολόγησης (πρότυπο IDF 99 C/1997).

α) Προσδιορισµός του «δείκτη επαναληψιµότητας»

Πρέπει να αναλύονται τουλάχιστον δέκα δείγµατα σαν διπλά τυφλά από έναν εκτιµητή σε περίοδο 12 µηνών. Αυτό συνήθως
θα συµβαίνει σε αρκετές περιόδους εργασιών. Τα αποτελέσµατα για µεµονωµένα χαρακτηριστικά του προϊόντος αξιολογούνται
βάσει του ακόλουθου τύπου:

WΙ: δείκτης επαναληψιµότητας

xi1: βαθµολόγηση για την πρώτη αξιολόγηση του δείγµατος xi

xi2: βαθµολόγηση για τη δεύτερη αξιολόγηση του δείγµατος xi

n: αριθµός δειγµάτων

Τα δείγµατα που πρέπει να αξιολογηθούν θα πρέπει να αντιπροσωπεύουν ένα ευρύ ποιοτικό φάσµα. Ο WI δε θα πρέπει να
υπερβαίνει το 1,5 (κλίµακες 5 βαθµίδων)·

β) Προσδιορισµός του «δείκτη απόκλισης»

Ο δείκτης αυτός θα πρέπει να χρησιµοποιείται για το έλεγχο του κατά πόσον ένας εκτιµητής χρησιµοποιεί την ίδια κλίµακα
για ποιοτική αξιολόγηση όπως µία έµπειρη οµάδα εκτιµητών. Οι βαθµολογίες που προκύπτουν από τον εκτιµητή συγκρίνονται
µε τον µέσο όρο των βαθµολογιών που προκύπτουν από την οµάδα εκτιµητών. Ο ακόλουθος τύπος χρησιµοποιείται για την
αξιολόγηση των αποτελεσµάτων:

xi1; xi2: βλέπε τοµέα (α)

x–i1; x
–
i2: Μέσος όρος βαθµολογιών της οµάδας εκτιµητών για την πρώτη και τη δεύτερη αξιολόγηση, αντιστοίχως, του

δείγµατος xi

n: αριθµός των δειγµάτων (τουλάχιστον 10 ανά 12 µήνες).

Τα δείγµατα που πρόκειται να αξιολογηθούν θα πρέπει να αντιπροσωπεύουν ευρύ ποιοτικό φάσµα. Ο DΙ δεν θα πρέπει να
υπερβαίνει το 1,5 (κλίµακες 5 βαθµίδων).

Τα κράτη µέλη θα πρέπει να αναφέρουν οιανδήποτε δυσκολία κατά την εφαρµογή της διαδικασίας αυτής.

γ) Σύγκριση των αποτελεσµάτων που προκύπτουν σε διάφορες περιφέρειες ενός κράτους µέλους και σε διάφορα κράτη µέλη

Όπου είναι δυνατόν, µία φορά το χρόνο, τουλάχιστον, οργανώνεται µία δοκιµή, η οποία επιτρέπει τη σύγκριση των
αποτελεσµάτων που προκύπτουν από εκτιµητές διαφόρων περιφερειών. Εάν παρατηρούνται σηµαντικές διαφορές, τα κράτη
µέλη πρέπει να παίρνουν τα απαραίτητα µέτρα για τον προσδιορισµό των αιτίων και να καταλήγουν σε συγκρίσιµα
αποτελέσµατα.

Συστήνεται στα κράτη µέλη να οργανώνουν δοκιµές οι οποίες επιτρέπουν τη σύγκριση των αποτελεσµάτων που προκύπτουν
από τους δικούς τους εκτιµητές και από εκτιµητές γειτονικών κρατών µελών. Σηµαντικές διαφορές θα πρέπει να καταλήγουν
σε εις βάθος διερεύνηση, µε στόχο την επίτευξη συγκρίσιµων αποτελεσµάτων.

Ζητείται από τα κράτη µέλη να κοινοποιούν στην Επιτροπή τα αποτελέσµατα αυτών των συγκρίσεων.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ VΙΙ

(Άρθρο 6)

Οργανοληπτική αξιολόγηση βουτύρου

1. Είδος εφαρµογής

Σκοπός της διαδικασίας αυτής για την οργανοληπτική αξιολόγηση του βουτύρου είναι να παράσχει µία οµοιόµορφη µέθοδο
που να µπορεί να εφαρµόζεται σε όλα τα κράτη µέλη.

2. Ορισµοί

Οργανοληπτική αξιολόγηση (εκτίµηση) σηµαίνει την εξέταση των χαρακτηριστικών ενός προϊόντος µε τα όργανα αισθήσεως.

Πάνελ σηµαίνει οµάδα επιλεγµένων εκτιµητών εργαζοµένων, κατά τη διάρκεια της εκτιµήσεως, χωρίς διεπικοινωνία, και χωρίς
να επηρρεάζει ο ένας τον άλλο.

Βαθµολόγηση σηµαίνει οργανοληπτική αξιολόγηση από πάνελ, χρησιµοποιώντας µία αριθµητική κλίµακα. Πρέπει να χρησιµο-
ποιείται ονοµατολογία ελαττωµάτων.

Κατάταξη σηµαίνει ποιοτική ταξινόµηση που πραγµατοποιείται µε βάση τη βαθµολογία.

∆ελτία ελέγχου: έντυπα που χρησιµοποιούνται για την καταχώρηση των επιµέρους βαθµολογήσεων για κάθε χαρακτηριστικό
και την τελική κατάταξη του προϊόντος (το έντυπο αυτό µπορεί να χρησιµοποιηθεί επίσης και για την καταγραφή της χηµικής
σύστασης).

3. Χώρος δοκιµής

3.1. Πρέπει να λαµβάνεται πρόνοια ώστε οι εκτιµητές στο χώρο δοκιµής να µην επηρρεάζονται από εξωτερικούς παράγοντες.

3.2. Ο χώρος δοκιµής πρέπει να είναι απηλλαγµένος από ξένες οσµές και να µπορεί να καθαρίζεται εύκολα. Οι τοίχοι πρέπει
να είναι ανοικτού χρώµατος.

3.3. Ο χώρος δοκιµής και ο φωτισµός που πρέπει να είναι τέτοιος ώστε να µην επηρρεάζονται οι ιδιότητες των προς
βαθµολόγηση προϊόντων. Ο χώρος πρέπει να είναι εφοδιασµένος µε κατάλληλο σύστηµα ελέγχου της θερµοκρασίας.

4. Επιλογή των εκτιµητών

Ο εκτιµητής πρέπει να είναι εξοικειωµένος µε τα προϊόντα βουτύρου και ικανός για την πραγµατοποίηση αισθητικού
χαρακτηρισµού. Η ικανότητά του θα πρέπει να εκτιµάται σε τακτά χρονικά διαστήµατα (τουλάχιστον µία φορά το χρόνο) από
την αρµόδια αρχή.

5. Απαιτήσεις για το πάνελ

Ο αριθµός των εκτιµητών του πάνελ πρέπει να είναι µονός, ο ελάχιστος δε αριθµός των εκτιµητών θα πρέπει να είναι τρεις. Η
πλειοψηφία πρέπει να είναι υπάλληλοι της αρµόδιας αρχής ή εξουσιοδοτηµένα πρόσωπα τα οποία δεν απασχολούνται στη
γαλακτοβιοµηχανία.

Πρέπει να ληφθούν υπόψη περισσότεροι παράγοντες πριν από την αξιολόγηση, προκειµένου να επιτευχθούν οι βέλτιστες
δυνατές επιδόσεις εκ µέρους των αξιολογητών:

— Οι αξιολογητές δεν πρέπει να πάσχουν από καµία ασθένεια που µπορεί να επηρεάσει τις επιδόσεις τους. Εν τοιαύτη
περιπτώσει, πρέπει να ενταχθεί άλλο πρόσωπο στο πάνελ.

— Οι αξιολογητές πρέπει να βρίσκονται εγκαίρως επιτόπου προκειµένου να συµµετάσχουν στην αξιολόγηση και να
βεβαιωθούν ότι έχουν αφιερώσει επαρκή χρόνο για την πραγµατοποίηση της αξιολόγησης.

— Οι αξιολογητές πρέπει να αποφεύγουν να χρησιµοποιούν προϊόντα µε έντονο άρωµα, όπως αρώµατα, λοσιόν για µετά το
ξύρισµα, αποσµητικά, και την κατανάλωση τροφίµων µε έντονη οσµή (µπαχαρικά) κ.λπ.

— Οι αξιολογητές δεν µπορούν ούτε να καπνίσουν, ούτε να φάνε, ούτε να πιουν παρά µόνο νερό κατά τη διάρκεια της µισής
ώρας που προηγείται της αξιολόγησης.

6. Εκτίµηση της αξίας κάθε χαρακτηριστικού

6.1. Η οργανοληπτική αξιολόγηση πρέπει να πραγµατοποιείται σε σχέση µε τα ακόλουθα τρία χαρακτηριστικά: εµφάνιση,
σύσταση και γευστικοοσφραντικό αίσθηµα.

Η εµφάνιση περιλαµβάνει τα ακόλουθα στοιχεία: χρώµα, ορατή καθαρότητα, ανάπτυξη µυκήτων και διασπορά νερού. Ο
σχηµατισµός κολλοειδών υδατικών διαλυµάτων ελέγχεται σύµφωνα µε το πρότυπο IDF 112Α/1989.

Η σύσταση περιλαµβάνει τα ακόλουθα στοιχεία: συνεκτικότητα και επαλειψιµότητα.
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Για την αξιολόγηση της σύστασης του βουτύρου µπορούν να εφαρµοστούν φυσικές µέθοδοι. Η Επιτροπή σχεδιάζει τη
µελλοντική εναρµόνιση των µεθόδων αυτών.

Το γευστικοοσφραντικό αίσθηµα περιλαµβάνει τα ακόλουθα στοιχεία: γεύση και οσµή.

Τυχόν σηµαντική απόκλιση από τη συνιστώµενη θερµοκρασία παρεµποδίζει την αξιόπιστη αξιολόγηση της σύστασης, της
γεύσης και του αρώµατος. Η θερµοκρασία είναι παράγοντας υψίστης σπουδαιότητας.

6.2. Κάθε χαρακτηριστικό πρέπει να αξιολογείται οργανοληπτικώς ξεχωριστά. Η βαθµολόγηση πρέπει να γίνεται σύµφωνα µε
τον πίνακα 1.

6.3. Μπορεί να είναι πρόσφορο οι εκτιµητές να βαθµολογήσουν µαζί, πριν από την έναρξη της εκτίµησης, ένα ή περισσότερα
δείγµατα αναφοράς για την εµφάνιση, σύσταση, γεύση και όσφρηση για την επίτευξη οµοιοµορφίας.

6.4. Η βαθµολογία για την αποδοχή είναι η εξής:

Μέγιστη Απαιτούµενη

Εµφάνιση 5 4

Σύσταση 5 4

Γεύση και όσφρηση 5 4

Όπου δεν επιτυγχάνεται η απαιτούµενη βαθµολογία, πρέπει να περιγράφεται το ελάττωµα. Η βαθµολογία που δίδεται
από κάθε εκτιµητή για κάθε χαρακτηριστικό πρέπει να καταχωρείται στο δελτίο ελέγχου. Το προϊόν γίνεται αποδεκτό ή
απορρίπτεται βάσει αποφάσεως κατά πλειοψηφία. Περιπτώσεις όπου διαφορές µεταξύ της επιµέρους βαθµολόγησης για
κάθε χαρακτηριστικό είναι µεγαλύτερες από εκείνη προσκειµένων βαθµών δεν θα πρέπει να παρατηρούνται συχνά (όχι
περισσότερο από µία φορά ανά 20 δείγµατα). Άλλως, ο επικεφαλής του πάνελ θα πρέπει να ελέγχει την ικανότητα του
πάνελ.

7. Εποπτεία

Ο επικεφαλής του πάνελ που πρέπει να είναι µόνιµος υπάλληλος της αρµόδιας αρχής και µπορεί να είναι και µέλος του πάνελ,
πρέπει να είναι εν γένει υπεύθυνος για το σύνολο της διαδικασίας. Πρέπει να καταχωρεί τις ατοµικές βαθµολογίες για κάθε
χαρακτηριστικά στο δελτίο ελέγχου και να πιστοποιεί αν το προϊόν είναι αποδεκτό ή αν απορρίπτεται.

8. ∆ειγµατοληψία και ετοιµασία του δείγµατος

8.1. — Καλόν είναι, κατά τη διάρκεια της εκτιµήσεως, η ταυτότητα των δειγµάτων να αποκρύπτεται, ώστε να αποφεύγεται
οποιαδήποτε πιθανή προκατάληψη ή συµπάθεια.

— Αυτό θα πρέπει να οργανώνεται από τον επικεφαλής του πάνελ πριν από την αξιολόγηση χωρίς την παρουσία των
άλλων µελών του πάνελ.

8.2. Όταν η οργανοληπτική αξιολόγηση πραγµατοποιείται στον ψυχρό χώρο αποθήκευσης, το δείγµα λαµβάνεται χρησιµο-
ποιώντας δοκιµαστή βουτύρου. Εάν η οργανοληπτική αξιολόγηση πραγµατοποιείται σε άλλο τόπο, τότε θα πρέπει να
λαµβάνεται δείγµα τουλάχιστον 500 g.

8.3. Κατά τη διάρκεια της αξιολόγησης, το βούτυρο θα πρέπει να έχει θερµοκρασία 10 — 12 °C. Μεγάλες αποκλίσεις θα
πρέπει να αποφεύγονται πάση θυσία.

9. Ονοµατολογία

Βλέπε συνηµµένο πίνακα 2.
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Πίνακας 1: Γνωµάτευση βουτύρου

Εµφάνιση

Βαθµοί Αριθ. (1) Παρατηρήσεις

5 Πολύ καλή

ιδανικός τύπος
καλλίστη ποιότητα
(καλώς επαλείψιµο)

4 Καλή (2)

(Μη εµφανή ελαττώµατα)

3 Μέτρια (µικρά ελαττώµατα)
1 ελεύθερη υγρασία
2 µη οµοιόµορφο, δίχρωµο
3 ραβδωτό
4 µε νερά,
5 κηλιδωµένο
6 διαχωρισµός ελαίου
7 έντονο χρώµα
8 πορώδες

2 Κακή (εµφανή ελαττώµατα)
1 ελεύθερη υγρασία
3 ραβδωτό
4 µε νερά,
5 κηλιδωµένο
6 διαχωρισµός ελαίου

10 ξένες ύλες
11 µουχλιασµένο
12 αδιάλυτο άλας

1 Πολύ κακή (µεγάλα
ελαττώµατα)

1 ελεύθερη υγρασία
3 ραβδωτό
4 µε νερά,
5 κηλιδωµένο
6 διαχωρισµός
7 έντονο χρώµα
9 κοκκώδες

10 ξένες ύλες
11 µουχλιασµένο
12 αδιάλυτο άλας

Σύσταση

Βαθµοί
(ποιοτική
κλάση)

Αριθ. (1) Παρατηρήσεις

5 Πολύ καλή

ιδανικός τύπος
καλλίστη ποιότητα
(καλώς επαλείψιµο)

4 Καλή (2)
17 σκληρό
18 µαλακό

3 Μέτρια (µικρά ελαττώµατα)
14 εύθρυπτο
15 πολτώδες λιπαρό
16 κολλώδες
17 σκληρό
18 µαλακό

2 Κακή (εµφανή ελαττώµατα)
14 εύθρυπτο
15 πολτώδες λιπαρό
16 κολλώδες
17 σκληρό
18 µαλακό

1 Πολύ κακή (µεγάλα ελαττώ-
µατα)

14 εύθρυπτο
15 πολτώδες λιπαρό
16 κολλώδες
17 σκληρό
18 µαλακό

Γεύση και άρωµα

Βαθµοί
(ποιοτική
κλάση)

Αριθ. (1) Παρατηρήσεις

5 Πολύ καλή

ιδανικός τύπος
καλλίστη ποιότητα
(απολύτως καθαρό θαυµάσιο
άρωµα)

4 Καλό (2)

(Μη εµφανή ελαττώµατα)

3 Μέτρια (µικρά ελαττώµατα)
21 µη καθαρό
22 ξένη γεύση
25 όξινα
27 γεύση σανού

γεύση καµµένου

33 γεύση σανού
34 καυστικό, πικρό
35 πολύ αλατισµένο

2 Κακό (εµφανή ελαττώµατα)
21 ακάθαρτο
22 ξένη γεύση
23 µπαγιάτικο
25 όξινο
32 οξειδωµένη γεύση, µεταλλική

γεύση

33 γεύση σανού
34 καυστικό πικρό
35 πολύ αλατισµένο
36 γεύση σάπιου
38 χηµική γεύση

1 Πολύ κακή (µεγάλα ελαττώ-
µατα)

22 ξένη γεύση
24 τυρώδες, γεύση όξινου τυριού

25 όξινο
26 ζυµωµένο
28 µουχλιασµένο
29 ταγγό
30 ελαιώδες γεύση ιχθυελαίου
31 γεύση ξυγγιού
32 οξειδωµένη γεύση, µεταλλική

γεύση

34 καυστικό, πικρό
36 γεύση σάπιου
37 γεύση βύνης
38 χηµική γεύση

(1) Πίνακας 2.
(2) Τα ελαττώµατα που αναφέρονται κάτω από τον όρο «καλή/καλό» είναι µικρές αποκλίσεις από τον ιδανικό τύπο.
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Πίνακας 2: Ονοµατολογία ελαττωµάτων βουτύρου

I. Εµφάνιση

1. ελεύθερη υγρασία, εµφανή σταγονίδια νερού

2. µη οµοιόµορφο, δίχρωµο

3. ραβδωτό

4. µε νερά, έγχρωµα στίγµατα

5. κηλιδωµένο (έγχωµα σηµάδια, κηλίδες τηγµένου βουτύρου)

6. διαχωρισµός ελαίου

7. έντονα χρωµατισµένο

8. πορώδες (εµφανής εγκλεισµός αέρα)

9. κοκκώδες

10. ξένες ύλες

11. µουχλιασµένο

12. αδιάλυτο άλας

II. Σύσταση

14. εύθρυπτο

15. πολτώδες

16. κολλώδες

17. σκληρό

18. µαλακό

III. Γευστικοοσφραντικό αίσθηµα

20. έλλειψη αρώµατος

21. ακάθαρτο (1)

22. ξένη γεύση

23. µπαγιάτικο

24. τυρώδες, γεύση όξινου τυριού

25. όξινο

26. ζυµωµένο

27. α) γεύση µαγειρεµένου

β) γεύση καµµένου

28. γεύση µούχλας

29. ταγγό

30. ελαιώδες, γεύση ιχθυελαίου

31. γεύση ξυγγιού

32. α) οξειδωµένη γεύση

β) µεταλλική γεύση

33. γεύση σανού

34. καυστικό, πικρό

35. πολύ αλατισµένο

36. γεύση σάπιου

37. γεύση βύνης

38. χηµική γεύση

(1) Ο χαρακτηρισµός αυτός θα πρέπει να χρησιµοποιείται όσο το δυνατόν σπάνια και µόνον όταν το ελάττωµα δεν µπορεί να περιγραφεί
ακριβέστερα.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ VIII

(Άρθρο 7)

∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ ΠΟΥ ΠΡΕΠΕΙ ΝΑ ΤΗΡΕΙΤΑΙ ΣΕ ΠΕΡΙΠΤΩΣΗ ΑΜΦΙΣΒΗΤΟΥΜΕΝΩΝ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ ΤΗΣ ΑΝΑ-
ΛΥΣΗΣ (ΧΗΜΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ)

1. Είναι δυνατό να διεξαχθεί µία πρόσθετη ανάλυση µετά από αίτηµα της επιχείρησης, εντός προθεσµίας 7 εργάσιµων ηµερών
που έπονται της ανακοίνωσης των αποτελεσµάτων της πρώτης ανάλυσης, εφόσον υπάρχουν σφραγισµένα διπλά δείγµατα του
προϊόντος και εφόσον έχουν αποθηκευθεί καταλλήλως στους αρµόδιους οργανισµούς.

2. Ο αρµόδιος οργανισµός αποστέλλει, µετά από αίτηµα της επιχείρησης και επ’ εξόδων της, τα δείγµατα αυτά σε ένα δεύτερο
εργαστήριο. Το εργαστήριο αυτό πρέπει να είναι εγκεκριµένο για τη διεξαγωγή επίσηµων αναλύσεων και πρέπει να έχει
αποδεδειγµένη αρµοδιότητα για τις εν λόγω αναλύσεις. Η αρµοδιότητα αυτή θα πρέπει να τεκµηριώνεται µε επιτυχή
συµµετοχή σε συλλογικές µελέτες, δοκιµές ικανότητας ή διεργαστηριακές συγκρίσεις. Το δεύτερο εργαστήριο πρέπει να
χρησιµοποιήσει τη µέθοδο αναφοράς. Τα αποτελέσµατα που προκύπτουν από τα δύο εργαστήρια αξιολογούνται ως εξής:

α) Σε περίπτωση που αµφότερα τα εργαστήρια πληρούν τις προϋποθέσεις επαναληψιµότητας και αναπαραγωγιµότητας

Ο αριθµητικός µέσος όρος των αποτελεσµάτων των δοκιµών που προκύπτουν από αµφότερα τα εργαστήρια αναφέρεται
ως το τελικό αποτέλεσµα. Το τελικό αυτό αποτέλεσµα αξιολογείται λαµβάνοντας υπόψη την κρίσιµη διαφορά, χρησιµο-
ποιώντας τον κάτωθι τύπο:

y–: αριθµητικός µέσος όρος όλων των αποτελεσµάτων που προκύπτουν από αµφότερα τα εργαστήρια

mo: όριο

R: αναπαραγωγιµότητα

r: επαναληψιιµότητα

n1: αριθµός των αποτελεσµάτων που προκύπτουν στο εργαστήριο 1

n2: αριθµός των αποτελεσµάτων που προκύπτουν στο εργαστήριο 2.

Σηµείωση 8 Εάν το τελικό αποτέλεσµα υπολογίζεται χρησιµοποιώντας τον τύπο

(βλέπε παράρτηµα VI σηµεία 3. και 4., αντιστοίχως), Στον τύπο πρέπει να τοποθετούνται οι τιµές R2x και r2x αντί των R2

και r2.

β) Σε περίπτωση που και τα δύο εργαστήρια πληρούν την προϋπόθεση για επαναληψιµότητα και η προϋπόθεση
αναπαραγωγιµότητας δεν τηρείται

Η προς ανάλυση ποσότητα τελικά απορρίπτεται, εάν τα αποτελέσµατα αµφότερων των εργαστηρίων καταλήγουν στο
συµπέρασµα αυτό. Σε άλλη περίπτωση, η αποστολή γίνεται αποδεκτή.

γ) Σε περίπτωση που µόνο ένα εργαστήριο πληροί την προϋπόθεση επαναληψιµότητας

Το τελικό αποτέλεσµα του εργαστηρίου που πληροί την προϋπόθεση για επαναληψιµότητα χρησιµοποιείται για την
απόφαση όσον αφορά την αποδοχή ή όχι της αποστολής.

δ) Σε περίπτωση πον κανένα εργαστήριο δεν πληροί την προϋπόθεση για επαναληψιµότητα, αλλά τηρείται η προϋπόθεση
αναπαραγωγιµότητας

Εφαρµόζεται το σηµείο α).

ε) Σε περίπτωση που κανένα εργαστήριο δεν πληροί την προϋπόθεση για επαναληψιµότητα και δεν τηρείται η προϋ-
πόθεση αναπαραγωγιµότητας

Η προς ανάλυση ποσότητα γίνεται αποδεκτή εφόσον τα αποτελέσµατα που προκύπτον από το ένα εργαστήριο καταλήγουν
στο συµπέρασµα αυτό.

στ) Σε περίπτωση που τα αποτελέσµατα προκύπτουν χρησιµοποιώντας µη επικυρωµένες µεθόδους

Η προς ανάλυση ποσότητα γίνεται αποδεκτή εφόσον τα αποτελέσµατα που προκύπτουν από το ένα εργαστήριο
καταλήγουν στο συµπέρασµα αυτό.

3. Τα αποτελέσµατα της δεύτερης ανάλυσης ανακοινώνονται στην επιχείρηση από την αρµόδια αρχή το ταχύτερο δυνατό. Το
κόστος της δεύτερης ανάλυσης βαρύνει την επιχείρηση στην περίπτωση όπου απορρίπτεται η ποσότητα που υπόκειται σε
ανάλυση.

4. Εντός των πέντε εργάσιµων ηµερών που ακολουθούν τη δειγµατοληψία, εφόσον η επιχείρηση παρέχει την απόδειξη ότι η
διαδικασία δειγµατοληψίας δεν είναι σωστή, αυτή θα πρέπει, εφόσον είναι δυνατό, να επαναλαµβάνεται. Στην περίπτωση που
δεν είναι δυνατή µία νέα δειγµατοληψία, η ποσότητα που υπόκειται σε ανάλυση γίνεται αποδεκτή.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ IX

(Άρθρο 8)

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΠΕΡΙΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΟΥ ΒΟΥΤΥΡΟΥ ΣΕ ΥΓΡΑΣΙΑ

1. Αντικείµενο και πεδίο εφαρµογής

Στην παρούσα µέθοδο αναφοράς καθορίζεται ο τρόπος προσδιορισµού της περιεκτικότητας του βουτύρου σε υγρασία.

2. Στοιχεία αναφοράς

Πρότυπο IDF 50 C: 1995. Γάλα και γαλακτοκοµικά προϊόντα − Μέθοδοι δειγµατοληψίας.

3. Ορισµός

Περιεκτικότητα του βουτύρου σε υγρασία: η απώλεια µάζας µετά την ολοκλήρωση της διαδικασίας θέρµανσης που
καθορίζεται στο πρότυπο αυτό. Εκφράζεται σε γραµµάρια ανά 100 γραµµάρια.

4. Αρχή της µεθόδου

Εξάτµιση του νερού από µια δεδοµένη ποσότητα ελέγχου, παρουσία ελαφρόπετρας, σε θερµοκρασία 102 °C σε πυριατήριο.

5. Εργαστηριακά όργανα και υλικά

Συνήθης εργαστηριακός εξοπλισµός και ειδικότερα:

5.1. Αναλυτικός ζυγός µε ευαισθησία 1 mg.

5.2. Ξηραντήρας εφοδιασµένος µε αποδοτικό ξηραντικό µέσο (π.χ. silica gel, που έχει πρόσφατα ξηρανθεί, µε υγροσκοπικό
δείκτη).

5.3. Πυριατήριο µε αερισµό και θερµοστατικό έλεγχο της θερµοκρασίας, που λειτουργεί στους 102 ± 2 °C σε όλο το χώρο
εργασίας.

5.4. Κάψες από γυαλί, πορσελάνη ή µη διαβρωτικό µέταλλο, ύψους περίπου 20 mm και διαµέτρου 60 έως 80 mm.

5.5. Ελαφρόπετρα, κοκκοποιηµένη και πλυµένη, διαµέτρου 0,8−10 mm.

6. ∆ειγµατοληψία

Βλέπε πρότυπο IDF 50 C: 1995.

7. Εκτέλεση

7.1. Παρασκευή του δείγµατος ελέγχου

Το εργαστηριακό δείγµα θερµαίνεται στο κλειστό δοχείο από γυαλί ή κατάλληλη πλαστική ύλη, το οποίο θα πρέπει να
είναι γεµάτο κατά το ήµισυ έως τα δύο τρίτα, σε θερµοκρασία που επιτρέπει στο δείγµα να είναι αρκετά µαλακό, ώστε
να διευκολύνεται η πλήρης ανάµειξή του προς οµοιογενοποίηση (είτε µε µηχανικό αναδευτήρα είτε µε το χέρι). Η
θερµοκρασία ανάµειξης δεν θα πρέπει κατά κανόνα να υπερβαίνει τους 35 °C. Το δείγµα ψύχεται σε θερµοκρασία
περιβάλλοντος. Το συντοµότερο δυνατόν µετά την ψύξη, ανοίγεται το δοχείο του δείγµατος και το περιεχόµενο
ανακινείται για λίγο (όχι περισσότερο από 10 δευτερόλεπτα) µε κατάλληλο όγρανο, π.χ. κοχλιάριο ή σπαθίδα, πριν από
τη ζύγιση.

7.2. Προσδιορισµός της περιεκτικότητας σε υγρασία

7.2.1. Στην κάψα (5.4) φέρονται περίπου 10 g ελαφρόπετρας.

7.2.2. Η κάψα µε την ελαφρόπετρα ξηραίνεται στο πυριατήριο (5.3) στους 102 ± 2 °C τουλάχιστον για µία ώρα.

Σηµείωση: οι χρόνοι ξήρανσης που αναφέρονται στα σηµεία 7.2.2, 7.2.5 και 7.2.7 υπολογίζονται από τη στιγµή που
η θερµοκρασία του πυριατηρίου φθάνει τους 102 ± 2 °C.

7.2.3. Η κάψα αφήνεται να ψυχθεί στον ξηραντήρα (5.2) στη θερµοκρασία του θαλάµου ζύγισης και ζυγίζεται µε ακρίβεια
1 mg.
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7.2.4. Ζυγίζεται µέσα στην κάψα, µε ακρίβεια 1 mg, ποσότητα ελέγχου περίπου 5 g από το δείγµα ελέγχου.

7.2.5. Η κάψα τοποθετείται στο πυριατήριο στους 102 ± 2 °C και αφήνεται για τρεις ώρες.

7.2.6. Η κάψα αφήνεται να ψυχθεί στον ξηραντήρα στη θερµοκρασία του θαλάµου ζύγισης και ζυγίζεται µε ακρίβεια 1 mg.

7.2.7. Η διαδικασία ξήρανσης επαναλαµβάνεται για επιπλέον περιόδους 1 ώρας, κάθε φορά µε τις φάσεις ψύξης και ζύγισης
που καθορίζονται στο σηµείο 7.2.6 µέχρι σταθερού βάρους (η µεταβολή της µάζας δεν υπερβαίνει το 1 mg).

Σε περίπτωση αύξησης της µάζας, χρησιµοποιείται για τους υπολογισµούς η µικρότερη µάζα που έχει καταγραφεί.

8. Έκφραση των αποτελεσµάτων

8.1. Τρόπος υπολογισµού και µαθηµατικός τύπος

Η περιεκτικότητα σε υγρασία, W, υπολογίζεται σε κατά µάζα εκατοστιαία αναλογία µε τη βοήθεια του ακόλουθου
τύπου:

όπου

m0 είναι η µάζα της κάψας µε την ελαφρόπετρα (7.2.3), σε γραµµάρια

m1 είναι η µάζα της ποσότητας ελέγχου, της κάψας και της ελαφρόπετρας (7.2.4), σε γραµµάρια

m2 είναι η µάζα της ποσότητας ελέγχου, της κάψας και της ελαφρόπετρας µετά την ξήρανση (7.2.7), σε γραµµάρια.

Το αποτέλεσµα καταγράφεται µε ένα δεκαδικό ψηφίο.

8.2. Ενδοεργαστηριακή επαναληπτικότητα

Η διαφορά, σε απόλυτες τιµές, µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο µεµονωµένων προσδιορισµών, που έχουν εκτελεστεί
ταυτόχρονα ή µε µικρή χρονική διαφορά από τον ίδιο τεχνικό στις ίδιες συνθήκες και µε πανοµοιότυπο υλικό ελέγχου,
δεν υπερβαίνει το 0,2 %.

8.3. ∆ιεργαστηριακή επαναληπτικότητα

Η διαφορά, σε απόλυτες τιµές, µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο µεµονωµένων και ανεξάρτητων προσδιορισµών, που έχουν
εκτελεστεί από δύο τεχνικούς εργαζόµενους σε διαφορετικά εργαστήρια µε πανοµοιότυπο υλικό ελέγχου, δεν υπερβαίνει
το 0,3 %.

9. Έκθεση ελέγχου

Στην έκθεση ελέγχου περιγράφεται η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε και παρατίθενται τα αποτελέσµατα που ελήφθησαν.
Αναφέρονται επίσης κάθε λεπτοµέρεια της εκτέλεσης που δεν καθορίζεται στο παρόν διεθνές πρότυπο ή θεωρείται προαιρετική
καθώς και οι λεπτοµέρειες τυχόν συµβάντων που ενδέχεται να έχουν επηρεάσει τα αποτελέσµατα. Η έκθεση ελέγχου
περιλαµβάνει όλα τα στοιχεία που είναι απαραίτητα για την αναγνώριση της ταυτότητας του δείγµατος.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ X

(Άρθρο 8)

ΒΟΥΤΥΡΟ: ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ ΣΤΕΡΕΟΥ ΥΠΟΛΕΙΜΜΑΤΟΣ ΧΩΡΙΣ ΛΙΠΟΣ

1. Αντικείµενο και πεδίο εφαρµογής

Στο παρόν πρότυπο καθορίζεται µέθοδος προσδιορισµού της περιεκτικότητας του βουτύρου σε στερεό υπόλειµµα χωρίς
λίπος.

2. Στοιχεία αναφοράς

Πρότυπο IDF 50 C: 1995. Γάλα και γαλακτοκοµικά προϊόντα — Μέθοδοι δειγµατοληψίας.

3. Ορισµός

Περιεκτικότητα του βουτύρου σε στερεό υπόλειµµα χωρίς λίπος: η κατά µάζα εκατοστιαία αναλογία των ουσιών που
προσδιορίζονται µε την καθοριζόµενη µέθοδο. Εκφράζεται σε γραµµάρια ανά 100 γραµµάρια.

4. Αρχή της µεθόδου

Εξάτµιση του νερού από γνωστή ποσότητα βουτύρου, εκχύλιση του λίπους µε πετρελαϊκό αιθέρα και ζύγιση του υπολείµµα-
τος.

5. Αντιδραστήριο

Πετρελαϊκός αιθέρας µε πεδίο τιµών σηµείου ζέσεως 30-60 °C. Το αντιδραστήριο δεν αφήνει υπολείµµατα σε ποσότητα
ανώτερη από 1 mg µετά την εξάτµιση 100 ml.

6. Εργαστηριακά όργανα και υλικά

6.1. Αναλυτικός ζυγός µε ευαισθησία 1 mg.

6.2. Ξηραντήρας εφοδιασµένος µε αποδοτικό ξηραντικό µέσο (π.χ. silica gel, που έχει πρόσφατα ξηρανθεί, µε υγροσκοπικό
δείκτη).

6.3. Πυριατήριο µε αερισµό και θερµοστατικό έλεγχο της θερµοκρασίας, που λειτουργεί στους 102 ± 2 °C σε όλο το χώρο
εργασίας.

6.4. Κάψες από γυαλί, πορσελάνη ή µη διαβρωτικό µέταλλο, µε ύψους στοµίου περίπου 20 mm και διάµετρο 60 έως
80 mm, εφοδιασµένες µε γυάλινη ράβδο ανάδευσης.

6.5. ∆ιηθητικό χωνευτήριο από συντηγµένο γυαλί, διαµέτρου πόρων 16 έως 40 µm, µε φιάλη αναρρόφησης.

7. ∆ειγµατοληψία

Βλέπε πρότυπο IDF 50 C: 1995.

8. Εκτέλεση

8.1. Παρασκευή του δείγµατος ελέγχου

Το εργαστηριακό δείγµα θερµαίνεται στο κλειστό δοχείο από γυαλί ή κατάλληλη πλαστική ύλη, το οποίο θα πρέπει
να είναι γεµάτο κατά το ήµισυ έως τα δύο τρίτα, σε θερµοκρασία που επιτρέπει στο δείγµα να είναι αρκετά µαλακό,
ώστε να διευκολύνεται η πλήρης ανάµειξή του προς οµοιογενοποίηση (είτε µε µηχανικό αναδευτήρα είτε µε το χέρι).
Η θερµοκρασία ανάµειξης δεν θα πρέπει κατά κανόνα να υπερβαίνει τους 35 °C. Το δείγµα ψύχεται σε θερµοκρασία
περιβάλλοντος. Το συντοµότερο δυνατόν µετά την ψύξη, ανοίγεται το δοχείο του δείγµατος και το περιεχόµενο
ανακινείται για λίγο (όχι περισσότερο από 10 δευτερόλεπτα) µε κατάλληλο όργανο, π.χ. κοχλιάριο ή σπαθίδα, πριν
από τη ζύγιση.

8.2. Προσδιορισµός

8.2.1. Η κάψα µε τη ράβδο (6.4) και το χωνευτήριο (6.5) ξηραίνονται στο πυριατήριο (6.3) για µία ώρα. Αφήνονται να
ψυχθούν στον ξηραντήρα και ζυγίζονται όλα µαζί (δηλαδή κάψα, ράβδος και χωνευτήριο) µε ακρίβεια 1 mg (m0).

Σηµειώσεις: — κατά κανόνα, αρκεί χρόνος ψύξης 45 λεπτών,

— εάν υποβάλλονται σε ανάλυση περισσότερες από µία ποσότητες ελέγχου από την παρτίδα, έχει
σηµασία να χρησιµοποιείται για την καθεµία ο ίδιος συνδυασµός κάψας, ράβδου και χωνευτηρίου.

8.2.2. Αποµακρύνεται το χωνευτήριο και σηµειώνεται το βάρος της κάψας µε τη ράβδο µε ακρίβεια 1 mg (m1).

8.2.3. Ζυγίζεται µέσα στην κάψα, µε ακρίβεια 1 mg, ποσότητα ελέγχου περίπου 5 g από το δείγµα ελέγχου (8.1) (m2).
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8.2.4. Η κάψα (που περιέχει τη ράβδο και το βούτυρο) τοποθετείται στο πυριατήριο στους 102 ± 2 °C και αφήνεται όλη
τη νύχτα.

8.2.5. Η κάψα (8.2.3) αφήνεται να ψυχθεί σε θερµοκρασία δωµατίου.

8.2.6. Προστίθενται στην κάψα 15 ml θερµού (περίπου 25 °C) πετρελαϊκού αιθέρα και µε τη βοήθεια της γυάλινης
ράβδου αποσπάται όσο το δυνατόν περισσότερο από το ίζηµα που προσκολλάται στην κάψα. Ο διαλύτης
µεταγγίζεται στο χωνευτήριο και αφήνεται να διηθηθεί στη φιάλη αναρρόφησης.

8.2.7. Η εργασία 8.2.6 επαναλαµβάνεται τέσσερις φορές. Εάν δεν φαίνονται ίχνη λίπους στην επιφάνεια της κάψας, κατά
την τέταρτη έκπλυση µεταφέρεται ποσοτικά στο χωνευτήριο όσο το δυνατόν περισσότερο από το ίζηµα. Σε αντίθετη
περίπτωση, επαναλαµβάνεται η εργασία 8.2.6 µέχρι να αποµακρυνθεί τελείως κάθε ίχνος λίπους.

8.2.8. Εκπλύνεται το ίζηµα στο χωνευτήριο µε 25 ml θερµού πετρελαϊκού αιθέρα.

8.2.9. Η κάψα µε τη γυάλινη ράβδο και το χωνευτήριο ξηραίνονται µαζί στο πυριατήριο στους 102 ± 2 °C για 30 λεπτά.

8.2.10. Αφήνονται να ψυχθούν σε θερµοκρασία δωµατίου στον ξηραντήρα και ζυγίζονται µε ακρίβεια 1 mg.

8.2.11. Οι εργασίες 8.2.9 και 8.2.10 επαναλαµβάνονται µέχρι σταθερού βάρους (η µεταβολή της µάζας δεν υπερβαίνει το
1 mg) του συνόλου κάψα-ράβδος-χωνευτήριο (m3).

9. Έκφραση των αποτελεσµάτων

9.1. Υπολογισµός του στερεού υπολείµµατος χωρίς λίπος

Το στερεό υπόλειµµα χωρίς λίπος, SNF, υπολογίζεται σε κατά µάζα εκατοστιαία αναλογία µε τη βοήθεια του
ακόλουθου τύπου:

όπου:

m0 είναι η µάζα της κενής κάψας µε τη γυάλινη ράβδο και του χωνευτηρίου (8.2.1), σε γραµµάρια

m1 είναι η µάζα της κενής κάψας µε τη γυάλινη ράβδο (8.2.2), σε γραµµάρια

m2 είναι η µάζα της ποσότητας ελέγχου και της κάψας µε τη γυάλινη ράβδο (8.2.3), σε γραµµάρια

m3 είναι η τελική µάζα της κάψας µε τη ράβδο και του χωνευτηρίου που περιέχει το ίζηµα (8.2.11), σε γραµµάρια.

Το αποτέλεσµα καταγράφεται µε ένα δεκαδικό ψηφίο.

9.2. Ενδοεργαστηριακή επαναληπτικότητα

Η διαφορά, σε απόλυτες τιµές, µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο µεµονωµένων προσδιορισµών, που εκτελούνται
ταυτόχρονα ή µε µικρή χρονική διαφορά από τον ίδιο τεχνικό στις ίδιες συνθήκες και µε πανοµοιότυπο υλικό ελέγχου,
δεν υπερβαίνει το 0,1 %.

9.3. ∆ιεργαστηριακή επαναληπτικότητα

Η διαφορά, σε απόλυτες τιµές, µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο µεµονωµένων και ανεξάρτητων προσδιορισµών, που
εκτελούνται από δύο τεχνικούς εργαζόµενους σε διαφορετικά εργαστήρια µε πανοµοιότυπο υλικό ελέγχου, δεν
υπερβαίνει το 0,2 %.

10. Έκθεση ελέγχου

Στην έκθεση ελέγχου περιγράφεται η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε και παρατίθενται τα αποτελέσµατα που ελήφθησαν.
Αναφέρονται επίσης κάθε λεπτοµέρεια της εκτέλεσης που δεν καθορίζεται στο παρόν διεθνές πρότυπο ή θεωρείται
προαιρετική, καθώς και οι λεπτοµέρειες τυχόν συµβάντων που ενδέχεται να έχουν επηρεάσει τα αποτελέσµατα. Η έκθεση
ελέγχου περιλαµβάνει όλα τα στοιχεία που είναι απαραίτητα για την αναγνώριση της ταυτότητας του δείγµατος.

Σηµείωση:

Εάν υποβάλλεται σε ανάλυση αλατισµένο βούτυρο, το άλας που έχει προστεθεί προσδιορίζεται ως στερεό υπόλειµµα χωρίς
λίπος. Για τον προσδιορισµό του στερεού υπολείµµατος χωρίς λίπος του γάλακτος, πρέπει να αφαιρείται η περιεκτικότητα σε
άλας προσθήκης από την περιεκτικότητα σε στερεό υπόλειµµα χωρίς λίπος. Οι υπολογισµένες τιµές ακρίβειας για τον
προσδιορισµό του στερεού υπολείµµατος χωρίς λίπος του γάλακτος είναι:

Ενδοεργαστηριακή επαναληπτικότητα:r = 0,104 %

∆ιεργαστηριακή επαναληπτικότητα:R = 0,206 %.

Από τα ανωτέρω µπορεί να συναχθεί ότι οι τιµές ακρίβειας που προκύπτουν για τον προσδιορισµό του στερεού υπολείµµα-
τος χωρίς λίπος ισχύουν και για τον προσδιορισµό του στερεού υπολείµµατος χωρίς λίπος του γάλακτος.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΧΙ

(Άρθρο 8)

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΠΕΡΙΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΟΥ ΒΟΥΤΥΡΟΥ ΣΕ ΛΙΠΟΣ

Η περιεκτικότητα σε λίπος προκύπτει έµµεσα από τον προσδιορισµό της περιεκτικότητας σε υγρασία και της περιεκτικότητας σε
στερεό υπόλειµµα χωρίς λίπος σύµφωνα µε το παράρτηµα ΙΧ και το παράρτηµα Χ, αντίστοιχα. Η κατά µάζα εκατοστιαία αναλογία
λίπους προς

όπου

W: είναι η κατά µάζα εκατοστιαία αναλογία νερού

SNF: είναι η κατά µάζα εκατοστιαία αναλογία στερεού υπολείµµατος χωρίς λίπος.

Οι υπολογισµένες τιµές ακρίβειας για τον προσδιορισµό της περιεκτικότητας σε λίπος είναι:

Ενδοεργαστηριακή επαναληπτικότητα: r = 0,22 %

∆ιεργαστηριακή επαναληπτικότητα: R = 0,36 %.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΧΙΙ

(Άρθρο 9)

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΠΕΡΙΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΟΥ ΣΥΜΠΥΚΝΩΜΕΝΟΥ ΒΟΥΤΥΡΟΥ, ΤΟΥ ΒΟΥΤΥΡΟΥ Ή ΤΗΣ ΚΡΕ-
ΜΑΣ ΓΑΛΑΚΤΟΣ ΣΕ ΒΑΝΙΛΙΝΗ ΜΕ ΥΓΡΗ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΥΨΗΛΗΣ ΑΠΟ∆ΟΣΗΣ

1. Αντικείµενο και πεδίο εφαρµογής

Στη µέθοδο αυτή περιγράφεται διαδικασία ποσοτικού προσδιορισµού της βανιλίνης στο συµπυκνωµένο βούτυρο ή την κρέµα
γάλακτος.

2. Αρχή

Εκχύλιση γνωστής ποσότητας δείγµατος µε µείγµα ισοπροπανόλης/αιθανόλης/ακετονιτριλίου (1:1:2). Καταβύθιση του µεγαλυ-
τέρου µέρους των λιπαρών υλών µε ψύξη σε θερµοκρασία – 15 °C έως – 20 °C, και στη συνέχεια φυγοκέντρηση.

Αραίωση µε νερό και προσδιορισµός της περιεκτικότητας σε βανιλίνη µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC).

3. Εργαστηριακά σκεύη και όργανα

Συνήθης εργαστηριακός εξοπλισµός και ειδικότερα:

3.1. Καταψύκτης µε πεδίο τιµών θερµοκρασίας λειτουργίας – 15 και – 20 °C·

3.2. Σύριγγες µίας χρήσεως χωρητικότητας 2 ml·

3.3. Μικροδιηθητικές µεµβράνες µεγέθους πόρων 0,45 µm, ανθεκτικές σε διάλυµα περιεκτικότητας 5 % στο διάλυµα
εκχύλισης (4.4)·

3.4. Σύστηµα υγρής χρωµατογραφίας αποτελούµενο από αντλία (παροχή 0,1 ml/min), διάταξη έγχυσης εγχυόµενη
ποσότητα 20 µl, αυτόµατη ή χειροκίνητη, ανιχνευτή υπεριώδους ακτινοβολίας (λειτουργία σε µήκος κύµατος
306 nm, 0,01 AU πλήρους κλίµακας) καταγραφέα ή ολοκληρωτή και θερµοστάτη στήλης που λειτουργεί στους
25 °C.

3.5. Αναλυτική στήλη (µήκος 250 mm και εσωτερικής διαµέτρου 4,6 mm), η οποία έχει πληρωθεί µε LiChrospher RP
18 (Merck, 5 µm) ή ισοδύναµο υλικό·

3.6. Στήλη ασφαλείας (µήκους 20 mm και εσωτερικής διαµέτρου 3 mm περίπου), η οποία έχει πληρωθεί σε ξηρά
κατάσταση µε Perisorb RP 18 (30-40 µm) ή ισοδύναµο υλικό.

4. Αντιδραστήρια

Όλα τα αντιδραστήρια πρέπει να είναι αναγνωρισµένης αναλυτικής καθαρότητας.

4.1. Ισοπροπανόλη

4.2. Αιθανόλη 96 % (v/v)

4.3. Ακετοντρίλιο

4.4. ∆ιάλυµα εκχύλισης

Μείγµα ισοπροπανόλης (4.1), αιθανόλης (4.2) και ακετονιτριλίου (4.3) σε αναλογία 1:1:2 (v/v).

4.5. Βανιλίνη (4-υδροξυ-3-µεθοξυβενζαλδεΰδη)

4.5.1. Μητρικό διάλυµα βανιλίνης (= 500 µg/ml)

Σε ογκοµετρική φιάλη των 100 ml ζυγίζονται µε ακρίβεια 0,1 mg περίπου 50 mg (CM mg) βανιλίνης (4.5).
Προστίθενται 25 ml διαλύµατος εκχύλισης (4.4) και ο όγκος συµπληρώνεται µε νερό.

4.5.2. Πρότυπο διάλυµα βανιλίνης (= 10 µg/ml)

Αναρροφώνται µε σιφώνιο 5,00 ml µητρικού διαλύµατος βανιλίνης (4.5.1) και φέρονται σε ογκοµετρική φιάλη των
250 ml. Ο όγκος συµπληρώνεται µε νερό.

4.6. Μεθανόλη, καθαρότητας για HPLC

4.7. Παγόµορφο οξικό οξύ

4.8. Νερό, καθαρότητας για HPLC
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4.9. Κινητή φάση HPLC

Σε ογκοµετρική φιάλη των 1 000 ml αναµειγνύονται 300 ml µεθανόλης (4.6), περίπου 500 ml νερού (4.8) και
20,0 ml οξικού οξέος (4.7) και ο όγκος συµπληρώνεται µε νερό (4.8) µέχρι τη χαραγή. Ακολουθεί διήθηση µε ηθµό
0,45 µm.

5. Εκτέλεση

5.1. Προετοιµασία του δείγµατος δοκιµής

5.1.1. Βούτυρο

Το δείγµα θερµαίνεται έως ότου αρχίσει να τήκεται. Πρέπει να αποφεύγεται τοπική υπερθέρµανση άνω των 40 °C.
Όταν το δείγµα µαλακώσει αρκετά οµογενοποιείται µε ανακίνηση. Το βούτνρο αναδεύεται επί 15 s πριν από τη
δειγµατοληψία. Σε ογκοµετρική φιάλη των 100 ml ζυγίζονται, µε ακρίβεια 1 mg, περίπου 5 g (SM g) βουτύρου.

5.1.2. Συµπυκνωµένο βούτυρο

Ο περιέκτης µε το συµπυκνωµένο βούτυρο τοποθετείται αµέσως πριν από τη δειγµατοληψία σε πυραντήριο στους
40-50 °C µέχρις πλήρους τήξεως. Το δείγµα αναµιγνύεται µε περιστροφικές κινήσεις ή ανάδευση και αποφεύγεται ο
σχηµατισµός φυσαλίδων αέρα λόγω υπερβολικής ζωηρής ανάδευσης. Σε ογκοµετρική φιάλη των 100 ml ζυγίζονται,
µε ακρίβεια 1 mg, περίπου 4 g (SM σε g) συµπυκνωµένου βουτύρου.

5.1.3. Κρέµα γάλακτος

Το δείγµα θερµαίνεται σε υδατόλουτρο ή επωαστήρα στους 35-40 °C. Η λιπαρή ύλη κατανέµεται οµοιογενώς µε
περιστροφικές κινήσεις και, εάν είναι αναγκαίο, µε ανάδευση. Το δείγµα ψύχεται ταχέως στους 20 ± 2 °C. Πρέπει να
εµφανίζει οµοιογένεια. Σε αντίθετη περίπτωση η διαδικασία επαναλαµβάνεται. Σε ογκοµετρική φιάλη των 100 ml
ζυγίζονται, µε ακρίβεια 1 mg περίπου 10 g (SM g) κρέµας γάλακτος.

5.2. Παρασκευή του διαλύµατος δοκιµής

Στη ζυγισµένη ποσότητα δείγµατος (5.1.1, 5.1.2 ή 5.1.3). προστίθενται περίπου 75 ml διαλύµατος εκχύλισης (4.4).
Η φιάλη αναδεύεται ή ανακινείται ζωηρά επί 15 min περίπου και ο όγκος συµπληρώνεται µε διάλυµα εκχύλισης (4.4).
Από το εκχύλισµα αυτό µεταγγίζονται 10 ml περίπου σε δοκιµαστικό σωλήνα εφοδιασµένο µε πώµα. Ο δοκιµαστικός
σωλήνας τοποθετείται στον καταψύκτη (3.1) και αφήνεται σε ηρεµία επί 30 λεπτά περίπου. Το ψυχρό εκχύλισµα
φυγοκεντρείται επί 5 min στις 2 000 rpm περίπου και ακολουθεί αµέσως απόχυση. Το διάλυµα που αποχύνεται
αφήνεται να ψυχθεί σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. Με σιφώνιο φέρονται 5,00 ml του διαλύµατος που αποχύνεται σε
ογκοµετρική φιάλη των 100 ml και ο όγκος συµπληρώνεται µέχρι τη χαραγή µε νερό. ∆ιηθείται κατάλληλη ποσότητα
µε µικροδιηθητική µεµβράνη (3.3.). Το διήθηµα είναι έτοιµο για τον προσδιορισµό µε HPLC.

5.3. Βαθµονόµηση

Αναρροφώνται µε σιφώνιο 5,00 ml προτύπου διαλύµατος βανιλίνης (4.5.2) και φέρονται σε ογκοµετρική φιάλη των
100 ml. Προστίθενται 5,0 ml διαλύµατος εκχύλισης (4.4) και ο όγκος συµπληρώνεται µέχρι τη χαραγή µε νερό. Η
περιεκτικότητα του διαλύµατος αυτού σε βανιλίνη είναι 0,5 µg/ml.

5.4. Προσδιορισµός µε HPLC

Το χρωµατογραφικό σύστηµα αφήνεται να σταθεροποιηθεί επί 30 min περίπου. Εγχέεται το πρότυπο διάλυµα (5.3). Η
εργασία επαναλαµβάνεται έως ότου η διαφορά ως προς το εµβαδόν ή το ύψος των κορυφών µεταξύ δύο διαδοχικών
εγχύσεων είναι µικρότερη από 2 % Στις συγκεκριµένες συνθήκες ο χρόνος κατακράτησης της βανιλίνης είναι 9 min
περίπου. Το πρότυπο διάλυµα (5.3) υποβάλλεται σε ανάλυση εις διπλούν µε έγχυση 20 µl. Εγχέονται 20 µl των
διαλυµάτων δοκιµής (5.2). Προσδιορίζεται το εµβαδόν ή το ύψος της λαµβανόµενης κορυφής της βανιλίνης. Η
ανάλυση του προτύπου διαλύµατος (5.3) επαναλαµβάνεται εις διπλούν µετά από 10 εγχύσεις δειγµάτων δοκιµής (5.2).

6. Υπολογισµός των αποτελεσµάτων

Υπολογίζεται ο µέσος όρος των εµβαδών (ή υψών) (AC) των κορυφών της βανιλίνης που αντιστοιχούν στις διπλές εγχύσεις
προτύπον διαλύµατος για κάθε παρτίδα διαλυµάτων δοκιµής (τέσσερις περιοχές συνολικά).

Υπολογίζεται ο συντελεστής απόκρισης (R):

R = AC/CM

όπου CM είναι η µάζα της βανιλίνης σε mg (4.5.1 ).
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Η περιεκτικότητα (C) του δείγµατος δοκιµής σε βανιλίνη (mg/kg) δίδεται από τον τύπο:

όπου:

AS = το εµβαδόν της κορυφής της βανιλίνης του δείγµατος δοκιµής,

SM = η µάζα του δείγµατος δοκιµής σε g (5.1.1, 5.1.2 ή 5.1.3).

Όταν η κρέµα γάλακτος υφίσταται ανάλυση για τον προσδιορισµό της βανιλίνης, πρέπει να εκφράζεται η συµπύκνωση του
ιχνηθέτη σε mg ιχνηθέτη/kg λιπαρής ουσίας του βουτύρου, πολλαπλασιάζοντας C επί 100/f, όπου f είναι η περιεκτικότητα σε
λιπαρή ουσία της κρέµας σε ποσοστό (m/m).

20 = ο συντελεστής αραίωσης του προτύπου δείγµατος και του δείγµατος δοκιµής,

0,96 = ο διορθωτικός συντελεστής για την περιεκτικότητα της πρώην αραίωσης του δείγµατος δοκιµής σε λιπαρές ύλες.

Σηµείωση: Αντί των εµβαδών, είναι δυνατόν να χρησιµοποιηθούν τα ύψη των κορυφών (βλέπε σηµείο 8.3).

7. Ακρίβεια της µεθόδου

7.1. Επαναληψιµότητα (r)

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών που εκτελούνται µε τη µικρότερη εφικτή χρονική διαφορά
σε πανοµοιότυπο ελεγχόµενο υλικό, από τον ίδιο τεχνικό που χρησιµοποιεί τον ίδιο εξοπλισµό δεν πρέπει να
υπερβαίνει τα 16 mg/kg.

7.2. Αναπαραγωγιµότητα (R)

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών που εκτελούνται σε πανοµοιότυπο ελεγχόµενο υλικό από
τους τεχνικούς διαφορετικών εργαστηρίων που χρησιµοποιούν διαφορετικό εξοπλισµό, δεν πρέπει να υπερβαίνει τα
27 mg/kg.

8. Όρια ανοχής

8.1. Από το ιχνηθετηµένο προϊόν λαµβάνονται τρία δείγµατα για τον έλεγχο της οµοιογένειας.

8.2. Όταν ο ιχνηθέτης έχει ληφθεί είτε από φυσική είτε από συνθετική βανίλια.

8.2.1. Ο βαθµός ενσωµάτωσης της 4-υδροξυ-3-µεθοξυβενζαλδεΰδης είναι 250 g ανά τόνο συµπυκνωµένου βουτύρου ή
βουτύρου. Όταν πρόκειται για ιχνηθετηµένη κρέµα, το ποσοστό ενσωµάτωσης είναι 250 g ανά τόνο λιπαρής ουσίας
του βουτύρου.

8.2.2. Οι τιµές των τριών δειγµάτων που προκύπτουν από την ανάλυση του προϊόντος χρησιµοποιούνται για έλεγχο του
ποσοστού και της οµοιογένειας κατανοµής, της ενσωµάτωσης του ιχνηθέτη και η χαµηλότερη από αυτές τις τιµές
συγκρίνεται µε τις ακόλουθες οριακές τιµές [λαµβανοµένης υπόψη της κρίσιµης διαφοράς που αντιστοιχεί σε τιµή
πιθανότητας 95 % (DCr95)] :

— 221,0 mg/kg (95 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης),

— 159,0 mg/kg (70 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης).

Χρησιµοποιείται η συγκέντρωση του ιχνηθέτη στο δείγµα η οποία δίδει τα χαµηλότερα αποτελέσµατα σε συνδυασµό µε
παρεµβολή µεταξύ 221,0 mg/kg και 159,0 mg/kg.

8.3. Όταν ο ιχνηθέτης έχει ληφθεί αποκλειστικά από καρπούς βανίλιας ή από πλήρη εκχυλίσµατα αυτών.

8.3.1. Ο βαθµός ενσωµάτωσης της 4-υδροξυ-3-µεθοξυβενζαλδεΰδης είναι 100 g ανά τόνο συµπυκνωµένου βουτύρου ή
βουτύρου. Όταν προσδιορίζεται η κρέµα γάλακτος, το ποσοστό ενσωµάτωσης είναι 100 g ανά τόνο λιπαρής ουσίας
του γάλακτος.

8.3.2. Οι τιµές των τριών δειγµάτων που προκύπτουν από την ανάλυση του προϊόντος χρησιµοποιούνται για έλεγχο του
ποσοστού και της οµοιογένειας ενσωµάτωσης του ιχνηθέτη και η χαµηλότερη από αυτές τις τιµές συγκρίνεται µε τις
ακόλουθες οριακές τιµές [λαµβανοµένης υπόψη της κρίσιµης διαφοράς που αντιστοιχεί σε επίπεδο πιθανότητας 95 %
(CrD95)] :

— 79,0 mg/kg (95 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης),

— 54,0 mg/kg (70 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης).

Η συγκέντρωση του ιχνηθέτη στο δείγµα από το οποίο προκύπτει η χαµηλότερη τιµή χρησιµοποιείται µαζί µε
παρεµβολή µεταξύ των τιµών 79,0 mg/kg και 54,0 mg/kg.

9. Σηµειώσεις

9.1. Η επαναληψιµότητα r είναι η τιµή κάτω από την οποία η διαφορά, σε απόλυτες τιµές, µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο
µεµονωµένων δοκιµών που έχουν εκτελεστεί µε πανοµοιότυπο ελεγχόµενο υλικό, µε την ίδια µέθοδο και τις ίδιες
συνθήκες (ίδιος εξοπλισµός, ίδιο εργαστήριο, µικρή χρονική διαφορά) αναµένεται να προκύψει µε δεδοµένη πιθα-
νότητα. Εκτός αντίθετων υποδείξεων, η πιθανότητα είναι 95 %.
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9.2. Η αναπαραγωγιµότητα R είναι η τιµή κάτω από την οποία η διαφορά, σε απόλυτες τιµές, µεταξύ των αποτελεσµάτων
δύο µεµονωµένων δοκιµών που έχουν εκτελεστεί µε πανοµοιότυπο ελεγχόµενο υλικό, µε την ίδια µέθοδο και τις ίδιες
συνθήκες (ίδιος εξοπλισµός, ίδιο εργαστήριο, µικρή χρονική διαφορά) αναµένεται να προκύψει µε δεδοµένη πιθα-
νότητα. Εκτός αντίθετων υποδείξεων, η πιθανότητα είναι 95 %.

9.3. Η ανάκτηση της βανιλίνης που έχει προστεθεί στο επίπεδο των 250 mg/kg βουτυρελαίου κυµαίνεται από 97,0 έως
103,8. ∆ιαπιστώθηκε ότι η µέση περιεκτικότητα ήταν 99,9 % µε τυπική απόκλιση 2,7 %.

9.4. Το πρότυπο διάλυµα περιέχει διάλυµα εκχύλισης σε αναλογία 5 % για την αντιστάθµιση της διεύρυνσης της κορυφής
που οφείλεται στην παρουσία του διαλύµατος εκχύλισης 5 % των δειγµάτων δοκιµής. Αυτό επιτρέπει τον ποσοτικό
προσδιορισµό µε µέτρηση του ύψους της κορυφής.

9.5. Η ανάλυση βασίζεται σε καµπύλη βαθµονόµησης που είναι ευθεία γραµµή διερχόµενη από το µηδέν.

Πριν από την πρώτη ανάλυση θα πρέπει να ελέγχεται η γραµµικότητα της καµπύλης χρησιµοποιώντας κατάλληλες
αραιώσεις του προτύπου διαλύµατος (4.5.2). Ο έλεγχος αυτός θα πρέπει να επαναλαµβάνεται σε τακτά χρονικά
διαστήµατα καθώς και µετά από οποιαδήποτε µετατροπή ή επισκευή του εξοπλισµού HPLC.



EL Επίσηµη Εφηµερίδα των Ευρωπαϊκών Κοινοτήτων7.2.2001 L 37/39

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΧΙΙΙ

(Άρθρο 9)

ΦΑΣΜΑΤΟΣΚΟΠΙΚΟΣ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ ΑΙΘΥΛΕΣΤΕΡΑ β-ΑΠΟ-8’ΚΑΡΟΤΕΝΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ ΣΕ ΣΥΜΠΥΚΝΩ-
ΜΕΝΟ ΒΟΥΤΥΡΟ ΚΑΙ ΒΟΥΤΥΡΟ

1. Πεδίο εφαρµογής

Η µέθοδος περιγράφει διαδικασία για τον ποσοτικό προσδιορισµό του αιθυλεστέρα του β-απο-8’-καροτενικού οξέος (αποκαρο-
τενικός εστέρας) σε συµπυκνωµένο βούτυρο και βούτυρο. Ο αποκαροτενικός εστέρας είναι το σύνολο όλων των ουσιών που
ανευρίσκονται σε συµπύκνωµα δειγµάτων που λαµβάνεται υπό τις συνθήκες που περιγράφονται στη µέθοδο και εµφανίζουν
απορρόφηση φωτός στα 440 nm.

2. Αρχή

Η λιπαρή ουσία του βουτύρου διαλύεται σε πετρελαϊκό αιθέρα και µετριέται η απορρόφηση στα 440 nm. Η περιεκτικότητα
σε αποκαροτενικό εστέρα προσδιορίζεται µε αναφορά σε ένα εξωτερικό πρότυπο.

3. Εξοπλισµός

3.1. Βαθµονοµηµένα σιφώνια των 0,25, 0,50, 0,75 και 1,0 ml.

3.2. Φασµατοφωτόµετρο, κατάλληλο για χρήση στα 440 nm (και 447 — 449 nm) και µε κυψελίδες µήκους οπτικής
διαδροµής 1 cm.

3.3. Ογκοµετρικές φιάλες των 20 ml και 100 ml.

3.4. Αναλυτικός ζυγός, ευαισθησία 0,1 mg.

4. Αντιδραστήρια

Όλα τα αντιδραστήρια πρέπει να είναι αποδεκτής αναλυτικής καθαρότητας.

4.1. Αιώρηµα αποκαροτενικού εστέρα (περίπου 20 %).

4.1.1. Η περιεκτικότητα του αιωρήµατος ρυθµίζεται ως εξής:

Περίπου 400 mg ζυγίζονται επακριβώς σε ογκοµετρική φιάλη των 100 ml, διαλύονται σε 20 ml χλωροφορµίου
(4.4) και συµπληρώνονται µε κυκλοεξάνιο (4.5). 5,0 ml του διαλύµατος αυτού αραιώνονται µέχρις όγκου 100 ml µε
κυκλοεξάνιο (διάλυµα Α). Κατόπιν, 5,0 ml του διαλύµατος Α αραιώνονται µέχρις όγκου 100 ml µε κυκλοεξάνιο και
µετριέται η απορρόφηση του προκύπτοντος διαλύµατος στα 447 — 449 nm (µετριέται η µέγιστη απορρόφηση
χρησιµοποιώντας κυκλοεξάνιο ως λευκό και κυψελίδες του 1 cm).

Amax = µέγιστη απορρόφηση του διαλύµατος

Α = βάρος του δείγµατος (g)

2 550 = τιµή αναφοράς Α (1 %, 1 cm)

Η καθαρότητα του αιωρήµατος είναι P (%).

Σηµείωση: Το αιώρηµα του αποκαροτενικού εστέρα παρουσιάζει ευαισθησία στον αέρα, στη θερµότητα και στο φως.
Στον αρχικό του περιέκτη που δεν έχει ακόµη ανοιχθεί, (σφραγισµένο σε ατµόσφαιρα αζώτου) και όταν
αυτός φυλάσσεται σε ψυχρό µέρος, µπορεί να διατηρηθεί για δώδεκα µήνες περίπου. Μετά το άνοιγµα, το
περιεχόµενο θα πρέπει να χρησιµοποιείται µέσα σε µικρό χρονικό διάστηµα.

4.1.2. Πρότυπο διάλυµα αποκαροτενικού εστέρα, περίπου 0,2 mg/ml

Ζυγίζονται, µε ακρίβεια 0,1 mg, περίπου 0,100 g αιωρήµατος αποκαροτενικού εστέρα (4.1.1) (Wg), διαλύονται σε
πετρελαϊκό αιθέρα (4.2), µεταφέρονται ποσοτικά σε ογκοµετρική φιάλη των 100 ml και το διάλυµα συµπληρώνεται
µέχρι τη χαραγή µε πετρελαϊκό αιθέρα.

Το διάλυµα αυτό περιέχει (W.P) 10 mg/ml αποκαροτενικού εστέρα.

Σηµείωση: Το διάλυµα πρέπει να φυλάσσεται στο σκοτάδι και σε ψυχρό µέρος. ∆ιάλυµα που δεν έχει χρησιµοποιηθεί
µέσα σε διάστηµα ενός µήνα, πρέπει να απορρίπτεται.

4.2. Πετρελαϊκός αιθέρας (40-60 °C).

4.3. Θειικό νάτριο, άνυδρο, κοκκώδες, που έχει ξηρανθεί προηγουµένως στους 102 °C επί δύο ώρες.

4.4. Χλωροφόρµιο.

4.5. Κυκλοεξάνιο.
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5. ∆ιαδικασία

5.1. Παρασκευή του δείγµατος δοκιµής.

5.1.1. Συµπυκνωµένο βούτυρο.

Το δείγµα τήκεται σε φούρνο στους 45 °C περίπου.

5.1.2. Βούτυρο.

Το δείγµα τήκεται µέσα σε φούρνο στους 45 °C περίπου. Αντιπροσωπευτική ποσότητα του δείγµατος διηθείται
διαµέσου φίλτρου που περιέχει περίπου 10 g άνυδρο θειικό νάτριο (4.3) σε περιβάλλον που είναι προστατευµένο από
ισχυρό φυσικό ή τεχνητό φωτισµό και διατηρείται στους 45 °C. Συλλέγεται η κατάλληλη ποσότητα λιπαρής ουσίας
του βουτύρου.

5.2. Προσδιορισµός

Ζυγίζεται, µε ακρίβεια 1 mg, ποσότητα 1 g περίπου συµπυκνωµένου βουτύρου [ή εκχυλισµένης λιπαρής ουσίας του
βουτύρου (5.1.2)], (mg) και µεταφέρεται ποσοτικά σε ογκοµετρική φιάλη των 20 ml (Vml) µε πετρελαϊκό αιθέρα
(4.2). Στη συνέχεια συµπληρώνεται µέχρι τη χαραγή και αναµειγνύεται καλά.

Κατάλληλη ποσότητα του ανωτέρω δείγµατος µεταφέρεται σε κυψελίδα 1 cm και µετριέται η απορρόφηση στα
440 nm σε σχέση µε πετρελαϊκό αιθέρα, ως τιµή αναφοράς. Η συγκέντρωση του αποκαροτενικού εστέρα στο διάλυµα
υπολογίζεται µε βάση την καµπύλη αναφοράς (C µg/ml).

5.3. Καµπύλη αναφοράς

Λαµβάνονται µε σιφώνιο 0, 0,25, 0,5, 0,75 και 1,0 ml πρότυπου διαλύµατος αποκαροτενικού εστέρα (4.1.2) και
φέρονται σε πέντε ογκοµετρικές φιάλες των 100 ml, αντιστοίχως. Τα διαλύµατα αραιώνονται µέχρι τη χαραγή µε
πετρελαϊκό αιθέρα (4.2) και αναµειγνύονται.

Οι συγκεντρώσεις των διαλυµάτων κυµαίνονται από 0 έως 2 µg/ml, υπολογίζονται δε επακριβώς µε αναφορά στη
συγκέντρωση του πρότυπου διαλύµατος (4.1.2) (W.P)/100 mg/ml. Μετριώνται οι τιµές απορρόφησης στα 440 nm
χρησιµοποιώντας ως τιµή αναφοράς πετρελαϊκό αιθέρα (4.2).

Οι τιµές απορροφήσεως σηµειώνονται στον άξονα των Ψ ενώ οι σνγκεντρώσεις του αποκαροτενικού εστέρα σηµειώνο-
νται στον άξονα των Χ.

6. Υπολογισµός των αποτελεσµάτων

6.1. Η συγκέντρωση του αποκαροτενικού εστέρα, εκφραζόµενη σε mg/kg προϊόντος, δίνεται από τον τύπο:

Συµπυκνωµένο βούτυρο: (C.V)/M

Βούτυρο: 0,82 (C.V)M

όπου:

C = συγκέντρωση του αποκαροτενικού εστέρα σε µg/ml µε βάση την καµπύλη αναφοράς (5.3),

V = όγκος (ml) του διαλύµατος δοκιµής (5.2)

M = µάζα (g) της ποσότητας δοκιµής (5.2)

0,82 = συντελεστής διόρθωσης για να ληφθεί υπόψη η περιεκτικότητα του βουτύρου σε λιπαρή ύλη.

7. Ορθότητα της µεθόδου

7.1. Επαναληψιµότητα

7.1.1. Ανάλυση βουτύρου

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών που διεξάγονται µέσα στο µικρότερο δυνατό χρονικό
διάστηµα, από έναν αναλυτή, χρησιµοποιώντας τον ίδιο εξοπλισµό σε ταυτόσηµο υλικό δοκιµής δεν πρέπει να
υπερβαίνει τα 1,4 mg/kg.

7.1.2. Ανάλυση συµπυκνωµένου βουτύρου

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών που διεξάγονται µέσα στο µικρότερο δυνατό χρονικό
διάστηµα, από έναν αναλυτή, χρησιµοποιώντας τον ίδιο εξοπλισµό σε ταυτόσηµο υλικό δοκιµής δεν πρέπει να
υπερβαίνει τα 1,6 mg/kg.

7.2. Αναπαραγωγιµότητα

7.2.1. Ανάλυση βουτύρου

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών που διεξάγονται από διαφορετικούς αναλυτές σε διαφορε-
τικά εργαστήρια, χρησιµοποιώντας διαφορετικό εξοπλισµό σε ταυτόσηµο υλικό δοκιµής δεν πρέπει να υπερβαίνει τα
4,7 mg/kg.
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7.2.2. Ανάλυση συµπυκνωµένου βουτύρου

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών που διεξάγονται από διαφορετικούς αναλυτές σε διαφορε-
τικά εργαστήρια, χρησιµοποιώντας διαφορετικό εξοπλισµό σε ταυτόσηµο υλικό δοκιµής δεν πρέπει να υπερβαίνει τα
5,3 mg/kg.

7.3. Προέλευση των δεδοµένων ακριβείας

Τα δεδοµένα ακριβείας προσδιορίστηκαν σε κύκλο δοκιµών που διεξήχθησαν το 1995 σε ένδεκα εργαστήρια και
δώδεκα ιχνηθετηµένα δείγµατα (έξι τυφλά εις διπλούν) για το βούτυρο και δώδεκα ιχνηθετηµένα δείγµατα (έξι τυφλά
εις διπλούν) για το συµπυκνωµένο βούτυρο.

8. Όρια ανοχών

8.1. Πρέπει να λαµβάνονται τρία δείγµατα από το ιχνηθετηµένο προϊόν, ώστε να ελέγχεται η ορθή ιχνηθέτηση του
προϊόντος.

8.2. Βούτυρο

8.2.1. Το ποσοστό ενσωµάτωσης για το βούτυρο, λαµβανοµένης υπόψη της βασικής απορρόφησης, είναι 22 mg/kg.

8.2.2. Οι τιµές των τριών δειγµάτων που λαµβάνονται από την ανάλυση του προϊόντος χρησιµοποιούνται για να ελεγχθεί το
ποσοστό και η οµοιογένεια της ενσωµάτωσης του ιχνηθέτη και η χαµηλότερη από αυτές τις τιµές συγκρίνεται µε τις
ακόλουθες οριακές τιµές [λαµβανοµένης υπόψη της κρίσιµης διαφοράς που αντιστοιχεί σε τιµή πιθανότητας 95 %
(CrD95)]:

— 18,0 mg/kg (95 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης),
— 13,0 mg/kg (70 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης).

Η συγκέντρωση του ιχνηθέτη στο δείγµα από το οποίο προκύπτει η χαµηλότερη τιµή χρησιµοποιείται µαζί µε
παρεµβολή µεταξύ των τιµών 18,0 mg/kg και 13,0 mg/kg.

8.3. Συµπυκνωµένο βούτυρο

8.3.1. Το ποσοστό ενσωµάτωσης για το συµπυκνωµένο βούτυρο, λαµβανοµένης υπόψη της βασικής απορρόφησης, είναι
24 mg/kg.

8.3.2. Οι τιµές των τριών δειγµάτων που προκύπτουν από την ανάλυση του προϊόντος χρησιµοποιούνται για έλεγχο του
ποσοστού και της οµοιογένειας ενσωµάτωσης του ιχνηθέτη και η χαµηλότερη από αυτές τις τιµές συγκρίνεται µε τις
ακόλουθες οριακές τιµές [λαµβανοµένης υπόψη της κρίσιµης διαφοράς που αντιστοιχεί σε επίπεδο πιθανότητας 95 %
(CrD95)]:

— 20,0 mg/kg (95 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης),
— 14,0 mg/kg (70 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης).

Η συγκέντρωση του ιχνηθέτη στο δείγµα από το οποίο προκύπτει η χαµηλότερη τιµή χρησιµοποιείται µαζί µε
παρεµβολή µεταξύ των τιµών 20,0 mg/kg και 14,0 mg/kg.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ XIV

(Άρθρο 9)

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΣΙΤΟΣΤΕΡΟΛΗΣ Ή ΣΤΙΓΜΑΣΤΕΡΟΛΗΣ ΣΤΟ ΣΥΜΠΥΚΝΩΜΕΝΟ ΒΟΥΤΥΡΟ ΜΕ ΑΕΡΙΟ
ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑΦΙΑ ΤΡΙΧΟΕΙ∆ΟΥΣ ΣΤΗΛΗΣ

1. Αντικείµενο και πεδίο εφαρµογής

Η µέθοδος περιγράφει µια διαδικασία ποσοτικού προσδιορισµού σιτοστερόλης ή στιγµαστερόλης στο συµπυκνωµένο βούτυρο
ή στο βούτυρο. Ως σιτοστερόλη λαµβάνεται το άθροισµα της β-σιτοστερόλης και της 22-διυδρο-β-σιτοστερόλης· άλλες
σιτοστερόλες θεωρούνται αµελητέες.

2. Αρχή

Το συµπυκνωµένο βούτυρο ή το βούτυρο σαπωνοποιείται µε υδροξείδιο του καλίου και τα µη σαπωνοποιήσιµα εκχυλίζονται
µε αιθέρα.

Οι στερόλες µετατρέπονται σε τιµεθυλο-σιλυλο-αιθέρες και αναλύονται µε αέριο χρωµατογραφία τριχοειδούς στήλης µε
βετουλίνη ως εσωτερικό πρότυπο.

3. Εξοπλισµός

3.1. Φιάλη των 150 ml για τη σαπωνοποίηση εφοδιασµένη µε εσµυρισµένο κάθετο ψυκτήρα.

3.2. Χοάνες διαχωρισµού των 500 ml.

3.3. Φιάλες των 250 ml.

3.4. Χοάνες εξισορρόπησης πίεσης των 250 ml ή παερεµφερείς, προς συλλογή του απορριπτόµενου διαιθυλαιθέρα.

3.5. Υάλινη στήλη των 350 mm × 20 mm, εφοδισµένη µε υάλινο πορώδες διάφραγµα.

3.6. Υδρόλουτρο ή θερµοστατούµενο µανδύα.

3.7. Φιαλίδια αντίδρασης των 2 ml.

3.8. Αεριοχρωµατογράφος, που να δέχεται τριχοειδή στήλη, εφοδιασµένος µε σύστηµα διαχωρισµού (splitting) αποτελού-
µενο από:

3.8.1. θερµοστατικό θάλαµο για στήλες ικανό προς διατήρηση της επιθυµητής θερµοκρασίας µε ακρίβεια ± 1 °C·

3.8.2. είσοδο ρυθµιζόµενης θερµοκρασίας·

3.8.3. ανιχνευτή ιονισµού φλόγας και ηλεκτρόµετρο-ενισχυτή·

3.8.4. ολοκληρωτή-καταγραφέα κατάλληλο προς χρήση µε το ηλεκτρόµετρο-ενισχυτή (3.8.3).

3.9. Τριχοειδής στήλη από συντετηγµένο πυρίτιο (fused-silica) πλήρως επικαλυµµένη µε BP 1 ή ισοδύναµο σε οµοιό-
µορφο πάχος 0,25 µm· η στήλη πρέπει να είναι ικανή να διαχωρίζει τριµεθυλο-σίλυλο παράγωγα λανοστερόλης και
σιτοστερόλης κατάλληλη στήλη BP 1 µήκους 12 m και εσωτερικής διαµέτρου 0,2 mm.

3.10. Μικροσύριγγα του 1 µl, για αέρια χρωµογραφία, µε σκληρυνθείσα βελόνα.

4. Αντιδραστήρια

Όλα τα αντιδραστήρια πρέπει να είναι αναγνωρισµένης αναλυτικής καθαρότητας. Το χρησιµοποιούµενο νερό πρέπει να είναι
απεσταγµένο ή ισοδύναµης, τουλάχιστον, καθαρότητας.

4.1. Αιθανόλη, τουλάχιστον 95 %.

4.2. Υδροξείδιο του καλίου, διάλυµα 60 %: διαλύονται 600 g υδροξειδίου του καλίου (τουλάχιστον 85 %) σε νερό και ο
όγκος συµπληρώνεται µέχρις ενός λίτρου µε νερό.

4.3. Βετουλίνη καθαρότητας τουλάχιστον 99 %.

4.3.1. ∆ιαλύµατα βετουλίνης σε διαιθυλαιθέρα (4.4).

4.3.1.1. Η συγκέντρωση του χρησιµοποιούµενου διαλύµατος βετουλίνης προς προσδιορισµό της σιτοστερόλης πρέπει να
είναι 1,0 mg/ml.

4.3.1.2. Η συγκέντρωση του χρησιµοποιούµενου διαλύµατος βετουλίνης προς προσδιορισµό της στιγµαστερόλης πρέπει να
είναι 0,4 mg/ml.
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4.4. ∆ιαιθυλαιθέρας, αναλυτικής καθαρότητας (απηλλαγµένος υπεροξειδίων ή υπολειµµάτων).

4.5. Θειικό νάτριο, άνυδρο, κοκκώδες, προξηρανθέν στους 102 °C επί δύο ώρες.

4.6. Αντιδραστήριο σιλυλίωσης, για παράδειγµα TRI-SIL (διαθέσιµο από την Pierce Chemical Co., Cat Νο. 49001) ή
ισοδύναµο (Προσοχή: το TRI-SIL είναι εύφλεκτο, τοξικό, διαβρωτικό και πιθανώς καρκινογόνο. Το εργαστηριακό
προσωπικό πρέπει να είναι εξοικειωµένο µε τα στοιχεία ασφαλείας του TRI-SIL και να λαµβάνει τις απαραίτητες
προφυλάξεις).

4.7. Λανοστερόλη.

4.8. Σιτοστερόλη γνωστής καθαρότητας τουλάχιστον 90 % (P).

Σηµ. 1: Η καθαρότητα των χρησιµοποιούµενων προς βαθµονόµηση πρότυπων ουσιών πρέπει να πρσδιοριστεί µε τη
µέθοδο της κανονικοποίησης. Υποτίθεται ότι όλες οι στερόλες που υπάρχουν στο δείγµα εµφανίζονται στο
χρωµατογράφηµα, ότι η συνολική επιφάνεια των κορυφών αντιπροσωπεύει το 100 % των συστατικών
στερολών και ότι οι στερόλες έχουν την ίδια απόκριση στον ανιχνευτή. Η γραµµικότητα του συστήµατος
πρέπει να επαληθεύεται στις συγκεντρώσεις που ενδιαφέρουν.

4.8.1. Πρότυπο διάλυµα σιτοστερόλης — παρασκευάζεται διάλυµα περιέχον, µε ακρίβεια 0,001 mg/ml, περίπου
0,5 mg/ml (W1) σιτοστερόλης (4.8) σε διαιθυλαιθέρα (4.4).

4.9. Στιγµαστερόλη γνωστής καθαρότητας, τουλάχιστον 90 % (P).

4.9.1. Πρότυπο διάλυµα στιγµαστερόλης παρασκευάζεται διάλυµα περιέχον, µε ακρίβεια 0,001 mg/ml, περίπου
0,2 mg/ml (W1) στιγµαστερόλης (4.9) σε διαιθυλαιθέρα (4.4).

4.10. Μείγµα ελέγχου διαχωριστικής ικανότητας. Παρασκευάζεται διάλυµα περιέχον 0,05 mg/ml λανοστερόλης (4.7) και
0,5 mg/ml σιτοστερόλης (4.8) σε διαιθυλαιθέρα (4.4).

5. Πορεία εργασίας

5.1. Παρασκευή πρότυπων διαλυµάτων χρωµατογραφίας. Το διάλυµα εσωτερικού πρότυπου (4.3.1 ) πρέπει να προστεθεί
στο ανάλογο πρότυπο διάλυµα στερόλης ταυτόχρονα µε την προσθήκη του και στο σαπωνοποιηθέν δείγµα (5.2.2).

5.1.1. Πρότυπο χρωµατογραφικό διάλυµα σιτοστερόλης: µεταφέρεται 1 ml πρότυπου διαλύµατος σιτοστερόλης (4.8.1) σε
καθένα από δύο φιαλίδια αντίδρασης (3.7) και ο διαιθυλαιθέρας αποµακρύνεται µε ρεύµα αζώτου. Προστίθεται
1 ml διαλύµατος εσωτερικού πρότυπου (4.3.1.1) και ο διαιθυλαιθέρας αποµακρύνεται µε ρεύµα αζώτου.

5.1.2. Πρότυπο χρωµατογραφικό διάλυµα στιγµαστερόλης: µεταφέρεται 1 ml πρότυπου διαλύµατος στιγµαστερόλης
(4.9.1) σε καθένα από δύο φιαλίδια αντίδρασης (3.7) και ο διαιθυλαιθέρας αποµακρύνεται µε ρεύµα αζώτου.
Προστίθεται 1 ml διαλύµατος εσωτερικού πρότυπου (4.3.1.2) και ο διαιθυλαιθέρας αποµακρύνεται µε ρεύµα
αζώτου.

5.2. Παρασκευή των µη σαπωνοποιήσιµων

5.2.1. Τήκεται το δείγµα του βουτύρου HPLC ή του συµπυκνωµένου βουτύρου (W2) σε θερµοκρασία όχι µεγαλύτερη από
35 °C, αναµειγνύεται καλά µε ανάδευση.

Ζυγίζεται µε προσέγγιση 1 mg, 1 g περίπου βουτύρου (W2) ή συµπυκνωµένου βουτύρου (W2) σε φιάλη των
150 ml (3.1). Προστίθενται 50 ml αιθανόλης (4.1) και 10 ml διαλύµατος υδροξειδίου του καλίου (4.2).
Προσαρµόζεται ο κάθετος ψυκτήρας και το όλο θερµαίνεται στους 75 °C επί 30 λεπτά. Ο ψυκτήρας αποσυνδέεται
και η φιάλη ψύχεται σε θερµοκρασία περιβάλλοντος.

5.2.2. Προστίθεται στη φιάλη 1,0 ml διαλύµατος εσωτερικού πρότυπου (4.3.1.1 εάν πρόκειται να προσδιοριστεί σιτοστε-
ρόλη, ή 4.3.1.2), εάν πρόκειται να προσδιοριστεί στιγµαστερόλη. Γίνεται πλήρης ανάµειξη. Το περιεχόµενο της
φιάλης µεταφέρεται ποσοτικά σε διαχωριστική χοάνη των 500 ml (3.2), και εκπλύεται στη συνέχεια η φιάλη µε
50 ml νερού και 250 ml διαιθυλαιθέρα (4.4). Η διαχωριστική χοάνη ανακινείται ζωηρά επί δύο λεπτά και
αφήνονται οι φάσεις να διαχωριστούν. Η κατώτερη υδατική στοιβάδα αποχύνεται και η στοιβάδα του αιθέρα
εκπλύεται µε ανάδευση µε τέσσερις διαδοχικές δόσεις νερού των 100 ml.

Σηµ. 2: Είναι ουσιώδες, προς αποφυγή σχηµατισµού γαλακτώµατος, να εκτελεστούν ήπια οι δύο πρώτες εκπλήσεις
µε νερό (10 αναστροφές). Η τρίτη έκπλυση µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε ζωηρή ανάδευση επί 30
δευτερόλεπτα. Εάν σχηµατιστεί γαλάκτωµα µπορεί να διασπασθεί µε την προσθήκη 5 έως 10 ml αιθανόλης.
Εάν προστεθεί αιθανόλη, πρέπει να εκτελεστούν δύο ακόµα ζωηρές εκπλύσεις µε νερό.

5.2.3. Η καθαρή, απαλλαγµένη σάπωνος στοιβάδα αιθέρα διαβιβάζεται µέσα από υάλινη στήλη (3.5) περιέχουσα 30 g
άνυδρου θειικού νατρίου (4.5). Ο αιθέρας συλλέγεται σε φιάλη των 250 ml (3.3). Προστίθεται 1 σφαιρίδιο
βρασµού και ακολουθεί εξάτµιση σχεδόν µέχρι ξηρού σε υδρόλουτρο ή θερµοστατούµενο µανδύα, λαµβάνοντας
µέριµνα για τη συλλογή των απορριπτόµενων διαλυτών.

Σηµ. 3: Εάν τα εκχυλίσµατα του δείγµατος ξηραθούν πλήρως σε πολύ υψηλή θερµοκρασία, πιθανόν να επέλθουν
απώλειες στερόλης.
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5.3. Παρασκευή τριµεθυλο-σιλυλο-αιθέρων

5.3.1. Το αιθερικό διάλυµα που παρέµεινε στη φιάλη µεταφέρεται σε φιαλίδιο αντίδρασης των 2 ml (3.7) µε 2 ml
διαιθυλαιθέρα και ο αιθέρας αποµακρύνεται χρησιµοποιώντας ρεύµα αζώτου. Η φιάλη εκπλύεται σε δύο ακόµη
δόσεις διαιθυλαιθέρα των 2 ml, που µεταφέρονται στο φιαλίδιο και αποµακρύνεται ο αιθέρας µε άζωτο κάθε φορά.

5.3.2. Το δείγµα σιλυλιούται µε προσθήκη 1 ml TRI-SIL (4.6). Το φιαλίδιο κλείνεται και αναδεύεται ζωηρά ώστε να
επέλθει διάλυση. Εάν η διάλυση δεν είναι πλήρης, θερµαίνεται στους 65 έως 70 °C. Αφήνεται να ηρεµήσει επί
τουλάχιστον 5 λεπτά πριν ενωθεί στον αεριοχρωµατογράφο. Τα πρότυπα σιλυλιούνται κατά τον ίδιο τρόπο µε τα
δείγµατα. Το µείγµα ελέγχου της διαχωριστικής ικανότητας (4.10) σιλυλιούται κατά τον ίδιο τρόπο µε τα δείγµατα.

Σηµ. 4: Η σιλυλίωση πρέπει να λάβει χώρα σε περιβάλλον απηλλαγµένο από νερό. Η µη πλήρης σιλυλίωση της
βετουλίνης εντοπίζεται από µια δεύτερη κορυφή κοντά σε αυτή της βετουλίνης.

Η παρουσία αιθανόλης στο στάδιο της σιλυλίωσης θα έχει επίδραση στη σιλυλίωση. Αυτό µπορεί να προκύψει από
ανεπαρκή έκπλυση κατά το στάδιο εκχύλισης. Εάν το πρόβληµα αυτό επιµένει, µια πέµπτη έκπλυση, µε ζωηρή
ανάδευση επί 30 δευτερόλεπτα, µπορεί να εισαχθεί στο στάδιο εκχύλισης.

5.4. Αεριοχρωµατογραφική ανάλυση

5.4.1. Επιλογή συνθηκών λειτουργίας

Ο αεριοχρωµατογράφος ρυθµίζεται ανάλογα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή.

Οι συνιστώµενες συνθήκες λειτουργίας είναι οι εξής:

— θερµοκρασία στήλης: 265 °C
— θερµοκρασία εισόδου: 280 °C
— θερµοκρασία ανιχνευτή: 300 °C
— ταχύτητα ροής φέροντας αερίου: 0,6 ml/min
— πίεση υδρογόνου: 84 kPa
— πίεση αέρα: 155 kPa
— διαχωρισµός δείγµατος 10:1 έως 50:1, ο λόγος διαχωρισµού πρέπει να βελτιστοποιηθεί σύµφωνα µε τις οδηγίες

του κατασκευαστή και κατόπιν να εξεταστεί η γραµµικότητα της απόκρισης του ανιχνευτή στην περιοχή
συγκεντρώσεων που ενδιαφέρει.

Σηµ. 5: Είναι εξαιρετικά σηµαντικό να καθαρίζεται τακτικά ο υποδοχέας έκγχυσης.

—
ποσότητα ενιόµενης ουσίας: 1 µl διαλύµατος TMSE.

Το σύστηµα αφήνεται να εξισορροπήσει και να αποκτήσει µια ικανοποιητικά σταθερή απόκριση, πριν αρχίσει
οποιαδήποτε ανάλυση.

Οι συνθήκες αυτές µπορούν να µεταβάλλονται ανάλογα µε τα χαρακτηριστικά της στήλης και του αεριοχρωµατογρά-
φου, έτσι ώστε να λαµβάνονται χρωµατογραφήµατα που να εκπληρούν τις ακόλουθες προϋποθέσεις:

— η κορυφή της σιτοστερόλης πρέπει να διαχωρίζεται επαρκώς από αυτή της λανοστερόλης. Το σχήµα 1 δείχνει το
τυπικό χρωµατογράφηµα που πρέπει να ληφθεί από το σιλυλιωµένο µείγµα ελέγχου της διαχωριστικής ικανότη-
τας (4.10),

— οι σχετικοί χρόνοι κατακράτησης για τις ακόλουθες στερόλες πρέπει να είναι κατά προσέγγιση:

χοληστερόλη 1,0

στιγµαστερόλη 1,3

σιτοστερόλη 1,5

βετουλίνη 2,5

— ο χρόνος κατακράτησης της βετουλίνης πρέπει να είναι κατά προσέγγιση 24 λεπτά.

5.4.2. Αναλυτική πορεία εργασίας:

Ενίεται 1 µl σιλυλιωµένου πρότυπου διαλύµατος (στιγµαστερόλης ή σιτοστερόλης) και ρυθµίζονται οι παράµετροι
βαθµονόµησης του ολοκληρωτή.

Ενίεται 1 µl σιλυλιωµένου πρότυπου διαλύµατος προς προσδιορισµό των σχετικών συντελεστών απόκρισης ως προς
βετουλίνη.

Ενίεται 1 µl σιλυλιωµένου διαλύµατος και µετρώνται τα εµβαδά των κορυφών. Κάθε σειρά χρωµατογραφικών
αναλύσεων πρέπει να παρεµβάλλεται µεταξύ αναλύσεων προτύπων.

Κατά κανόνα έξι εκγχύσεις δειγµάτων παρεµβάλλονται µεταξύ δύο ενέσεων προτύπων.

Σηµ. 6: Η ολοκλήρωση της κορυφής της στιγµαστερόλης πρέπει να συµπεριλαµβάνει κάθε τυχόν τµήµα «ουράς»
όπως ορίζεται από τα σηµεία 1, 2 και 3 στο σχήµα 2β.

Η ολοκλήρωση της κορυφής της σιτοστερόλης πρέπει να συµπεριλαµβάνει το εµβαδόν της κορυφής της 22-διυ-
δρο-β-σιτοστερόλης (στιγµαστανόλης), η οποία εκλούεται αµέσως µετά τη σιτοστερόλη (βλέπε σχήµα 3β), όταν
µετράται η συνολική σιτοστερόλη.
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6. Υπολογισµός των αποτελεσµάτων

6.1. Προσδιορίζεται το εµβαδόν των κορυφών των στερολών και των κορυφών βετουλίνης που συνοδεύουν µια σειρά
αναλύσεων, και υπολογίζεται το R1:

Προσδιορίζεται το εµβαδόν της κορυφής της στερόλης (στιγµαστερόλης ή σιτοστερόλης) και της κορυφής της
βετουλίνης στο δείγµα και υπολογίζεται το R2:

W1 = περιεκτικότητα προτύπου σε στερόλη (mg) περιεχόµενη σε 1 ml πρότυπου διαλύµατος (4.8.1 ή 4.9.1)

W2 = βάρος δείγµατος (g) (5.2.1)

P = καθαρότητα πρότυπης στερόλης (4.8 ή 4.9)

7. Ακρίβεια της µεθόδου

7.1. Βούτυρο

7.1.1. Επαναληψιµότητα

7.1.1.1. Στιγµαστερόλη

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών εκτελεσθέντων εντός του συντοµότερου δυνατού
χρονικού διαστήµατος, από ένα χειριστή που χρησιµοποιεί τα ίδια όργανα µε πανοµοιότυπο αναλυτικό υλικό δεν
πρέπει να υπερβαίνει τα 19,3 mg/kg.

7.1.1.2. Σιτοστερόλη

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών εκτελεσθέντων εντός του συντοµότερου δυνατού
χρονικού διαστήµατος, από ένα χειριστή που χρησιµοποιεί τα ίδια όργανα µε πανοµοιότυπο αναλυτικό υλικό δεν
πρέπει να υπερβαίνει τα 23,0 mg/kg.

7.1.2. Αναπαραγωγιµότητα

7.1.2.1. Στιγµαστερόλη

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών εκτελεσθέντων από χειριστές σε διαφορετικά εργαστήρια,
χρησιµοποιώντας διαφορετικά όργανα µε πανοµοιότυπο αναλυτικό υλικό δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 31,9 mg/kg.

7.1.2.2. Σιτοστερόλη

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών εκτελεσθέντων από χειριστές σε διαφορετικά εργαστήρια,
χρησιµοποιώντας διαφορετικά όργανα µε πανοµοιότυπο αναλυτικό υλικό δεν πρέπει να υπερβαίνει το 8,7 % του
µέσου των προσδιορισµών.

7.1.3. Πηγή δεδοµένων ακριβε ίας

Τα δεδοµένα ακριβείας προσδιορίστηκαν σε πείραµα εκτελεσθέν το 1992, που περιλάµβανε οκτώ εργαστήρια, έξι
δείγµατα (τρία από δύο τυφλές αναζητήσεις) στιγµαστερόλης και έξι δείγµατα (τρία από δύο τυφλές αναζητήσεις)
σιτοστερόλης.
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7.2. Συµπυκνωµένο βούτυρο

7.2.1. Επαναληψιµότητα

7.2.1.1. Στιγµαστερόλη

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών εκτελεσθέντων εντός του συντοµότερου δυνατού
χρονικού διαστήµατος, από ένα χειριστή που χρησιµοποιεί τα ίδια όργανα µε πανοµοιότυπο αναλυτικό υλικό δεν
πρέπει να υπερβαίνει τα 10,2 mg/kg.

7.2.1.2. Σιτοστερόλη

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών εκτελεσθέντων εντός του συντοµοτέρου δυνατού
χρονικού διαστήµατος, από ένα χειριστή που χρησιµοποιεί τα ίδια όργανα µε πανοµοιότυπο αναλυτικό υλικό δεν
πρέπει να υπερβαίνει τα 3,6 % του µέσου των προσδιορισµών.

7.2.2. Αναπαραγωγιµότητα

7.2.2.1. Στιγµαστερόλη

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών εκτελεσθέντων από χειριστές σε διαφορετικά εργαστήρια,
χρησιµοποιώντας διαφορετικά όργανα µε πανοµοιότυπο αναλυτικό υλικό δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 25,3 mg/kg.

7.2.2.2. Σιτοστερόλη

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών εκτελεσθέντων από χειριστές σε διαφορετικά εργαστήρια,
χρησιµοποιώντας διαφορετικά όργανα µε πανοµοιότυπο αναλυτικό υλικό δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 8,9 % του
µέσου των προσδιορισµών.

7.2.3. Πηγή δεδοµένων ακριβε ίας

Τα δεδοµένα ακριβείας προσδιορίστηκαν σε πείραµα εκτελεσθέν το 1992, που περιλάµβανε εννέα εργαστήρια και έξι
δείγµατα (3 από δύο τυφλές αναζητήσεις), στιγµαστερόλης και έξι δείγµατα (3 από δύο τυφλές αναζητήσεις)
σιτοστερόλης.

8. Όρια ανοχής

8.1. Πρέπει να λαµβάνονται τρία δείγµατα από το ιχνηθετηµένο προϊόν, ώστε να ελέγχεται η ορθή ιχνηθέτηση του
προϊόντος.

8.2. Βούτυρο

8.2.1. Στ ιγµαστερόλη

8.2.1.1. Το ποσοστό ενσωµάτωσης της στιγµαστερόλης είναι 150 γραµµάρια στιγµαστερόλης καθαρότητας τουλάχιστον
95 % ανά τόνο βουτύρου, δηλαδή 142,5 mg/kg, ή 170 γραµµάρια στιγµαστερόλης καθαρότητας τουλάχιστον
85 % ανά τόνο βουτύρου, δηλαδή 144,5 mg/kg.

8.2.1.2. Οι τιµές των τριών δειγµάτων που προκύπτουν από την ανάλυση του προϊόντος χρησιµοποιούνται για έλεγχο του
ποσοστού και της οµοιογένειας κατανοµής της ενσωµάτωσης του ιχνηθέτη και η χαµηλότερη από τις τιµές αυτές
συγκρίνεται µε τις ακόλουθες οριακές τιµές [λαµβανοµένης υπόψη της κρίσιµης διαφοράς που αντιστοιχεί σε τιµή
πιθανότητας 95 % (DCr95)]:

— 116,0 mg/kg (95 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης για στιγµαστερόλη καθαρότητας 95 %),

— 118,0 mg/kg (95 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης για στιγµαστερόλη καθαρότητας 85 %),

— 81,0 mg/kg (70 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης για στιγµαστερόλη καθαρότητας 95 %),

— 82,0 mg/kg (70 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης για στιγµαστερόλη καθαρότητας 85 %).

Η συγκέντρωση του ιχνηθέτη στο δείγµα από το οποίο προκύπτουν οι χαµηλότερες τιµές χρησιµοποιείται µαζί µε
παρεµβολή µεταξύ των τιµών 116,0 mg/kg και 81,0 mg/kg ή 118,0 mg/kg και 82,0 mg/kg.

8.2.2. Σ ιτοστερόλη

8.2.2.1. Το ποσοστό ενσωµάτωσης της σιτοστερόλης είναι 600 g σιτοστερόλης καθαρότητας τουλάχιστον 90 % ανά τόνο
βουτύρου, δηλαδή 540 mg/kg.
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8.2.2.2. Οι τιµές των τριών δειγµάτων που προκύπτουν από την ανάλυση του προϊόντος χρησιµοποιούνται για έλεγχο του
ποσοστού και της οµοιογένειας ενσωµάτωσης του ιχνηθέτη και η χαµηλότερη από τις τιµές αυτές συγκρίνεται µε τις
ακόλουθες οριακές τιµές [λαµβανοµένης υπόψη της κρίσιµης διαφοράς που αντιστοιχεί σε τιµή πιθανότητας 95 %
(DCr95)]:

— 486,0 mg/kg (95 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης για σιτοστερόλη καθαρότητας 90 %),
— 358,0 mg/kg (70 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης για σιτοστερόλη καθαρότητας 90 %).

Η συγκέντρωση του ιχνηθέτη στο δείγµα από το οποίο προκύπτει η χαµηλότερη τιµή χρησιµοποιείται µαζί µε
παρεµβολή µεταξύ των τιµών 486,0 mg/kg και 358,0 mg/kg.

8.3. Συµπυκνωµένο βούτυρο

8.3.1. Στ ιγµαστερόλη

8.3.1.1. Το ποσοστό ενσωµάτωσης της στιγµαστερόλης είναι 150 g στιγµαστερόλης καθαρότητας τουλάχιστον 95 %, ανά
τόνο συµπυκνωµένου βουτύρου, δηλαδή 142,5 mg/kg ή 170 g στιγµαστερόλης καθαρότητας τουλάχιστον 85 %
ανά τόνο συµπυκνωµένου βουτύρου, δηλαδή 144,5 mg/kg.

8.3.1.2. Οι τιµές των τριών δειγµάτων που λαµβάνονται από την ανάλυση του προϊόντος το οποίο χρησιµοποιείται για να
ελεγχθεί το ποσοστό και η οµοιογένεια της ενσωµάτωσης του ιχνηθέτη και η χαµηλότερη από τις τιµές αυτές
συγκρίνεται µε τις ακόλουθες οριακές τιµές [λαµbανοµένης υπόψη της κρίσιµης διαφοράς που αντιστοιχεί σε τιµή
πιθανότητας 95 % (DCr95)]:

— 120,0 mg/kg (95 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης για στιγµαστερόλη καθαρότητας 95 %),
— 122,0 mg/kg (95 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης για στιγµαστερόλη καθαρότητας 85 %),
— 84,0 mg/kg (70 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης για στιγµαστερόλη καθαρότητας 95 %),
— 86,0 mg/kg (70 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης για στιγµαστερόλη καθαρότητας 85 %).

Η συγκέντρωση του ιχνηθέτη στο δείγµα από το οποίο προκύπτει το χαµηλότερο αποτέλεσµα χρησιµοποιείται µαζί
µε παρεµβολή µεταξύ των τιµών 120,0 mg/kg και 84,0 mg/kg, ή µεταξύ 122,0 mg/kg και 86,0 mg/kg.

8.3.2. Σ ιτοστερόλη

8.3.2.1. Το ποσοστό ενσωµάτωσης για τη σιτοστερόλη είναι 600 g σιτοστερόλης καθαρότητας τουλάχιστον 90 % ανά τόνο
συµπυκνωµένου βουτύρου, ήτοι 540 mg/kg.

8.3.2.2. Οι τιµές των τριών δειγµάτων που λαµβάνονται από την ανάλυση του προϊόντος χρησιµοποιούνται για έλεγχο του
ποσοστού και της οµοιογένειας της ενσωµάτωσης του ιχνηθέτη και η χαµηλότερη από αυτές συγκρίνεται µε τις
ακόλουθες οριακές τιµές [λαµβανοµένης υπόψη της κρίσιµης διαφοράς που αντιστοιχεί σε τιµή πιθανότητας 95 %
(DCr95)]:

— 486,0 mg/kg (95 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης για σιτοστερόλη καθαρότητας 90 %),
— 358,0 mg/kg (70 % του ελάχιστου ποσοστού ενσωµάτωσης για σιτοστερόλη καθαρότητας 90 %).

Η συγκέντρωση του ιχνηθέτη στο δείγµα από το οποίο προκύπτει η χαµηλότερη τιµή χρησιµοποιείται µαζί µε
παρεµβολή µεταξύ των τιµών 486,0 mg/kg και 358,0 mg/kg.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ XV

(Άρθρο 10)

ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΑΓΕΛΑ∆ΙΝΟΥ ΓΑΛΑΚΤΟΣ ΚΑΙ ΚΑΖΕΪΝΙΚΩΝ ΑΛΑΤΩΝ ΣΕ ΤΥΡΙΑ
ΠΟΥ ΠΑΡΑΣΚΕΥΑΖΟΝΤΑΙ ΑΠΟ ΠΡΟΒΕΙΟ, ΚΑΤΣΙΚΙΣΙΟ Ή ΒΟΥΒΑΛΙΣΙΟ ΓΑΛΑ Ή ΑΠΟ ΜΕΙΓΜΑΤΑ ΠΡΟΒΕΙΟΥ,

ΚΑΤΣΙΚΙΣΙΟΥ Ή ΒΟΥΒΑΛΙΣΙΟΥ ΓΑΛΑΚΤΟΣ

1. Αντικείµενο

Ανίχνευση αγελαδινού γάλακτος και καζεϊνικών αλάτων σε τυριά από πρόβειο κατσικίσιο ή βουβαλίσιο γάλα ή από µείγµατα
πρόβειου, κατσικίσιου ή βουβαλίσιου γάλακτος µε ισοηλεκτρική εστίαση γ-καζεϊνών µετά από πλασµινόλυση.

2. Πεδίο εφαρµογής

Η µέθοδος είναι κατάλληλη για ευαίσθητη και συγκεκριµένη ανίχνευση αυτούσιου και θερµικά επεξεργασµένου αγελαδινού
γάλακτος και καζεϊνικών αλάτων σε νωπά και ώριµα τυριά από πρόβειο, κατσικίσιο, βουβαλίσιο γάλα ή από µείγµατα
πρόβειου, κατσικίσιου και βουβαλίσιου γάλακτος. Η µέθοδος αυτή δεν είναι κατάλληλη για την ανίχνευση της νόθευσης του
γάλακτος και του τυριού, µε συµπυκνώµατα πρωτεϊνών ορού γάλακτος βοοειδών που έχουν υποστεί θερµική κατεργασία.

3. Αρχή της µεθόδου

3.1. Αποµόνωση καζεϊνών από το τυρί και των πρότυπων αναφοράς

3.2. ∆ιάλυση των καζεϊνών που έχουν αποµονωθεί και υποβολή σε πλασµινόλυση (EC.3.4.21.7)

3.3. Ισοηλεκτρική εστίαση των καζεϊνών οι οποίες υποβλήθηκαν σε επεξεργασία µε πλασµίνη παρουσία ουρίας και χρώση
πρωτεϊνών.

3.4. Αξιολόγηση µορφών απεικόνισης βαµένων γ3 και γ2-καζεϊνών (αποδεικτικά αγελαδινού γάλακτος) δια συγκρίσεως
της µορφής που προέκυψε από το δείγµα µε εκείνες που προέκυψαν στην ίδια πηκτή από πρότυπα περιεκτικότητας
0 % και 1 % σε αγελαδινό γάλα.

4. Αντιδραστήρια

Πρέπει να χρησιµοποιούνται αντιδραστήρια αναλυτικής καθαρότητας, εκτός εάν υποδεικνύεται διαφορετικά. Το νερά θα πρέπει
να είναι δισαπεσταγµένο ή ισοδύναµης καθαρότητας.

Σηµείωση: Οι αναλογίες που ακολουθούν αφορούν πηκτές πολυακρυλαµιδίων µε ουρία, διαστάσεων
265 × 125 × 0,25 mm, που έχουν παρασκευαστεί εργαστηριακά. Όπου χρησιµοποιούνται πηκτές άλλων διαστά-
σεων και τύπων, χρειάζεται ίσως προσαρµογή των συνθηκών διαχωρισµού.

Ισοηλεκτρ ική εστ ίαση

4.1. Αντιδραστήρια παρασκευής πηκτών πολυακριλαµιδίου, που περιέχουν ουρία.

4.1.1. Μητρικό διάλυµα πηκτής

∆ιαλύονται σε νερό:

4,85 g ακρυλαµιδίου

0,15 g Ν, Ν�-µεθυλενο-δις-ακρυλαµιδίου (BIS)

48,05 g ουρίας

15,00 g γλυκερίνης (87 % w/w),

συµπληρώνεται ο όγκος µέχρι 100 ml και το διάλυµα διατηρείται στο ψυγείο µέσα σε σκοτεινόχρωµη φιάλη.

Σηµείωση: Αντί των νευροτοξικών ακρυλαµιδίων (στις ανωτέρω ποσότητες), προτιµότερο είναι να χρησιµοποιείται
προαναµειχθέν διάλυµα ακρυλαµιδίου/BIS, το οποίο διατίθεται στο εµπόριο. Αντί των ως άνω
ποσοτήτων, χρειάζονται 16,2 ml ενός τέτοιου προαναµειχθέντος διαλύµατος, εφόσον η περιεκτικότητά
του σε ακρυλαµίδιο είναι 30 % m/v και η περιεκτικότητά του σε BIS είναι 0,8 % m/v. Ο µέγιστος
χρόνος διατηρησιµότητας του µητρικού διαλύµατος είναι δέκα ηµέρες. Εάν η αγωγιµότητά του είναι
µεγαλύτερη των 5µS, απιονίζεται υπό ανάδευση για 30 λεπτά µε 2 g Amberlite ΜΒ-3 και στη συνέχεια
διηθείται από µεµβράνη 0,45 µm.
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4.1.2. ∆ιάλυµα πηκτής

Παρασκευάζεται το διάλυµα πηκτής µε ανάµειξη προσθέτων και αµφολυτών µε το µητρικό διάλυµα πηκτής (βλέπε
4.1.1.).

9,0 ml µητρικού διαλύµατος

24 mg β-αλανίνης

500 µl αµφολύτου µε pH 3,5-9,5 (1)

250 µl αµφολύτου µε pH 5-7 (1)

250 µl αµφολύτου µε pH 6-8 (1).

Το διάλυµα πηκτής αναµειγνύεται και απαερώνεται επί 2 έως 3 λεπτά σε λουτρά υπερήχων ή σε κενό.

Σηµείωση: Το διάλυµα πηκτής παρασκευάζεται αµέσως πριν µεταφερθεί πάνω στην πλάκα (βλέπε 6.2).

4.1.3. ∆ιαλύµατα καταλυτών

4.1.3.1. Ν, Ν, Ν� Ν�- τετραµεθυλαιθυλενοδιαµίνη (TEMED) 55 ml.

4.1.3.2. ∆ιάλυµα υπερθειικού αµµωνίου (PER) 40 % w/v:

∆ιαλύονται σε νερό 800 mg PER και το διάλυµα συµπληρώνεται µέχρις όγκου 2 ml.

Σηµείωση: Να χρησιµοποιείται πάντοτε πρόσφατα παρασκευασµένο διάλυµα PER.

4.2. Υγρό επαφής

Κηροζίνη ή υγρή παραφίνη

4.3. Ανοδικό διάλυµα

Παρασκευάζεται διάλυµα 5,77 g φωσφορικού οξέως (85 % m/m) σε 100 ml νερού.

4.4. Καθοδικό διάλυµα

∆ιαλύονται σε νερό 2,00 g υδροξειδίου του νατρίου και το διάλυµα αραιώνεται µε νερό µέχρις όγκου 100 ml.

Παρασκευή του δε ίγµατος

4.5. Αντιδραστήρια αποµόνωσης πρωτεϊνών

4.5.1. Αραιό οξικό οξύ (25,0 ml κρυσταλλικού οξικού οξέος αραιώνονται µε νερό µέχρις όγκου 100 ml)

4.5.2. ∆ιχλωροµεθάνιο

4.5.3. Ακετόνη

4.6. Ρυθµιστικά διάλυµα για τη διάλυση πρωτεϊνών

∆ιαλύονται σε νερό

5,75 g γλυκερίνης (87 % m/m)

24,03 g ουρίας

250 mg διθειοθρεϊτόλης

και το διάλυµα αραιώνεται µέχρις όγκου 50 ml.

Σηµείωση: Φυλάσσεται στο ψυγείο — µέγιστος χρόνος διατήρησης µία εβδοµάδα.

4.7. Αντιδραστήρια πλασµινόλυσης καζεΐνης

4.7.1. Ρυθµιστικό διάλυµα ανθρακικού αµµωνίου

Τιτλοδοτείται διάλυµα όξινου ανθρακικού αµµωνίου 0,2 mol/l (1,58 g/100 ml νερού) που περιέχει 0,05 ml µε
διάλυµα ανθρακικού αµµωνίου 0,2 mol/l (1,92 g/100 ml νερού) που περιέχει 0,05 mol/l EDTA έως pH 8.

4.7.2. Πλασµίνη βοοειδούς (E.C. 3.4.21.7), ενεργότητας τουλάχιστον 5 U/ml.

4.7.3. ∆ιάλυµα ε-αµινοκαπρονικού οξέος για αναστολή ενζύµου.

∆ιαλύονται 2,624 g ε-αµινοκαπρονικού οξέος (6-αµινο-n-εξανικό οξύ) σε 100 ml αιθανόλης 40 % v/v.

(1) Προϊόντα Ampholine pH 3,5-9,5 (Pharmacia) και Resolyte pH 5-7 και pH 6-8 (BDH, Merck) είναι ιδιαίτερα αποτελεσµατικά για την
επίτευξη του απαιτούµενου διαχωρισµού των γ-καζεϊνών.
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4.8. Πρότυπα

4.8.1. Πιστοποιηµένα πρότυπα αναφοράς από µείγµα αποκορυφωµένου πρόβειου και κατσικίσιου γάλακτος που περιέχουν
0 % και 1 % αγελαδινού γάλακτος, είναι διαθέσιµα στο Commission’s Institute for Reference Materials and
Measurements B 2440 Geel, Βέλγιο.

4.8.2. Παρασκευή προσωρινών προτύπων πηγµένου αποκορυφωµένου βουβαλίσιου γάλακτος που περιέχουν 0 % και 1 %
αγελαδινού γάλακτος.

Αποκορυφωµένο γάλα λαµβάνεται µε φυγοκέντρηση βουβαλίσιου ή αγελαδινού µη κατεργασµένου ασυσκεύαστου
γάλακτος στους 37 °C για 20 λεπτά, 2 500 g. Αφού ο σωλήνας και το περιεχόµενο ψυχθούν ταχέως µέχρι
θερµοκρασίας 6-8 °C, αφαιρείται εντελώς το ανώτερο στρώµα λίπους. Για την παρασκευή του προτύπου 1 %,
προστίθενται 5,00 ml αποκορυφωµένου αγελαδινού γάλακτος σε 495 ml αποκορυφωµένου βουβαλίσιου γάλακτος
µέσα σε ποτήρια ζέσεως 1 λίτρου και, µε την προσθήκη αραιού γαλακτικού οξέος (10 % v/v), ρυθµίζεται το pH σε
6,4. Ρυθµίζεται η θερµοκρασία στους 35 °C και προστίθενται 100 µl πιτιάς µόσχου (ενεργότης πυτιάς 1: 10 000,
περίπου 3 000 U/ml), γίνεται ανάδευση για 1 λεπτό και εν συνεχεία το ποτήριο ζέσεως, σκεπασµένο µε φύλλο
αλουµινίου, αφήνεται στους 35 °C επί µία ώρα για να σχηµατισθεί το τυρόπηγµα. Αφού σχηµατισθεί το τυρόπηγµα,
το πηγµένο γάλα υφίσταται λυοφιλίωση χωρίς προηγούµενη οµοιογενοποίηση ή αποστράγγιση του ορού. Μετά τη
λυσφιλίωση, κονιοποιείται προς σχηµατισµό οµοιογενούς σκόνης. Για την παρασκευή του προτύπου 0 % ακολουθεί-
ται η ίδια διαδικασία µε 500 ml αµιγούς αποκορυφωµένου βουβαλίσιου γάλακτος. Τα πρότυπα πρέπει να
διατηρούνται σε θερµοκρασία – 20 °C.

Σηµείωση: Πριν από την παρασκευή των προτύπων, συνίσταται ο έλεγχος του βαθµού καθαρότητας του προβείου
γάλακτος µε ισοηλεκτρική εστίαση των καζεϊνών οι οποίες υποβλήθηκαν σε επεξεργασία µε πλασµίνη.

Αντ ιδραστήρια χρέωσης πρωτε ϊνών

4.9. Σταθεροποιητής

∆ιαλύονται σε νερό 150 g τριχλωροοξικού οξέος και το διάλυµα αραιώνεται µέχρις όγκου 1 000 ml.

4.10. ∆ιάλυµα αποχρωµατισµού

Αραιώνονται µε απεσταγµένο νερά 500 ml µεθανόλης και 200 ml κρυσταλλικού οξικού οξέος µέχρις όγκου
2 000 ml.

Σηµείωση: Το διάλυµα αποχρωµατισµού παρασκευάζεται σε ηµερήσια βάση. Μπορεί να παρασκευαστεί µε ανάµειξη
ίσων όγκων µητρικών διαλυµάτων µεθανόλης (50 % v/v) και κρυσταλλικού οξικού οξέος (20 % v/v).

4.11. ∆ιαλύµατα βαφής

4.11.1. ∆ιαλύµατα βαφής (µητρικά διάλυµα 1)

∆ιαλύονται 3,0 g Coomassie brilliant bleu G 250 (Color Index 42655) σε 1 000 ml µεθανόλης, 90 % v/v µε τη
χρησιµοποίηση µαγνητικού αναδευτήρα (45 λεπτά περίπου) και ακολουθεί διήθηση από δύο πτυχωτούς ηθµούς
µέσης ταχύτητας.

4.11.2. ∆ιάλυµα βαφής (µητρικό διάλυµα 2)

∆ιαλύονται 5,0 g ένυδρου θειικού χαλκού (CuSO4 × 5H20) σε 1 000 ml οξικού οξέος 20 % (v/v).

4.11.3. ∆ιάλυµα βαφής (διάλυµα εργασίας)

Αναµειγνύονται 125 ml από κάθε µητρικά διάλυµα (4.11.1, 4.11.2) αµέσως πριν από τη βαφή.

Σηµείωση: Το διάλυµα βαφής πρέπει να χρησιµοποιείται µόνο την ηµέρα παρασκευής του.

5. Εξοπλισµός

5.1. Γυάλινες πλάκες διαστάσεων 265 × 125 × 4 mm — ελαστικός κύλινδρος (πλάτος 15 cm) — τραπέζι οριζο-
ντίωσης

5.2. Φύλλο συγκράτησης πηκτής διαστάσεων 265 × 125 mm

5.3. Φύλλο κάλυψης διαστάσεων 280 × 125 mm. Επικολλάται λωρίδα αυτοκόλλητης ταινίας διαστάσεων
280 × 6 × 0,25 mm σε κάθε µεγάλη πλευρά (βλέπε σχήµα 1).

5.4. Θάλαµος ηλεκτροεστίασης µε πλάκα ψύξης (π.χ. 265 × 125 mm) µε κατάλληλη πηγή τάσης µεγαλύτερη ή ίση από
2,5 kv ή αυτόµατη συσκευή ηλεκτροφόρησης.

5.5. Κρυοστάτης κυκλοφορίας ρυθµισµένος στους 12 ± 0,5 °C

5.6. Συσκευή φυγοκέντρησης προσαρµοσµένη στα 3 000 g

5.7. Ταινίες ηλεκτροδίου (µήκους µεγαλύτερου ή ίσου προς 265 mm)
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5.8. Πλαστικές σταγονοµετρικές φιάλες για το ανοδικό και το καθοδικό διάλυµα

5.9. Φορείς δείγµατος (10 × 5 mm, διηθητικός χάρτης από βισκόζη ή χαµηλής προσροφητικότητας σε πρωτεϊνες)

5.10. Ψαλίδια, νυστέρια και λαβίδες από ανοξείδωτο χάλυβα

5.11. ∆οχεία βαφής και αποχρωµατισµού από ανοξείδωτο χάλυβα ή από γυαλί (π.χ. δίσκοι οργάνων 280 × 150 mm)

5.12. Οµοιογενοποιητής µε ράβδο διαµέτρου 10 mm, 8 000 έως 20 000 στροφές ανά λεπτό (rpm)

5.13. Μαγνητικός αναδευτήρας

5.14. Λουτρό υπερήχων

5.15. Συγκολλητής ταινίας

5.16. Μικροσιφώνια των 5 — 25 µl

5.17. Συµπυκνωτής κενού ή συσκευή λυοφιλίωσης

5.18. Θερµοστατούµενο υδρόλουτρο στους 35 και 40 ± 1 °C µε τάρακτρο

5.19. Πυκνόµετρο για µήκος κύµατος λ = 634 nm

6. Πορεία εργασίας

6.1. Παρασκευή δείγµατος

6.1.1. Αποµόνωση καζεϊνών

Ζυγίζεται ποσότητα ισοδύναµη µε 5 g ξερής µάζας τυριού ή προτύπων σε σωλήνα φυγοκέντρησης των 100 ml,
προστίθενται 60 ml απεσταγµένου νερού και γίνεται οµοιογενοποίηση µε οµοιογενοποιητή µε ράβδο (8 000 έως
10 000 rpm). Ρυθµίζεται το pH σε 4,6 µε αραιά οξικό οξύ (4.5.1), γίνεται φυγοκέντρηση (5 λεπτά, 3 000 g), το
λίπος και ο ορός απορρίπτονται, το υπόλειµµα οµοιογενοποιείται σε 20 000 rpm µε 40 ml απεσταγµένου νερού
προσαρµοσµένου σε pH 4 — 5 µε αραιό οξικό οξύ (βλέπε 4.5.1), προστίθενται 20 ml διχλωροµεθανίου (βλέπε
4.5.2) και γίνεται εκ νέου οµοιογενοποίηση και φυγοκέντρηση (5 λεπτά, 3 000 g). Το στρώµα της καζεΐνης που
επιπλέει µεταξύ της υδατικής και της οργανικής φάσης (βλέπε σχήµα 2) αφαιρείται µε µια σπάτουλα και απορρίπτο-
νται και οι δύο φάσεις. Η καζεϊνη οµοιογενοποιείται εκ νέου µε 40 ml απεσταγµένου νερού (βλέπε ανωτέρω) και
20 ml διχλωροµεθανίου και υποβάλλεται σε φυγοκέντρηση. Η διαδικασία επαναλαµβάνεται έως ότου και οι δύο
φάσεις εκχύλισης γίνουν άχρωµες (2 έως 3 φορές). Το πρωτεϊνικό υπόλειµµα οµοιογενοποιείται µε 50 ml άνυδρης
ακετόνης (βλέπε 4.5.3) και διηθείται από πτυχωτό διηθητικό ηθµό µέσης ταχύτητας. Το υπόλειµµα εκπλύνεται πάνω
στο διηθητικό ηθµό δύο φορές µε 25 ml ακετόνης κάθε φορά και αφήνεται να ξεραθεί στον αέρα ή σε ρεύµα
αζώτου, και στη συνέχεια κονιοποιείται σε γουδί.

Σηµείωση: Οι αποµονωµένες ξερές πρωτεΐνες πρέπει να διατηρηθούν σε θερµοκρασία – 20 °C.

6.1.2. Πλασµινόλυση ß-καζεϊνών προς ενίσχυση γ-καζεϊνών

Ετοιµάζεται αιώρηµα 25 mg αποµονωθείσας καζεΐνης (βλέπε 6.1.1) σε 0,5 ml ρυθµιστικού διαλύµατος ανθρακικού
αµµωνίου (βλέπε 4.7.1) και οµοιογενοποιούνται επί 20 λετπά, µε υπέρηχους για παράδειγµα. Θερµαίνονται στους
40 °C και προστίθενται 10 µl πλασµίνης (βλέπε 4.7.2), αναµειγνύονται και επωάζονται επί µία ώρα στους 40 °C µε
συνεχή ανάδευση. Για αναστολή του ενζύµου προστίθενται 20 µl διαλύµατος ε-αµινοκαπρονικού οξέος (βλέπε
4.7.3), και εν συνεχεία, προστίθενται 200 mg στερεάς ουρίας και 2 mg διθειοθρεϊτόλης.

Σηµείωση: Για να προκύψει µεγαλύτερη συµµετρία στις εστιασθείσες ταινίες καζεΐνης, συνιστάται λυοφιλίωση του
διαλύµατος µετά την προσθήκη του ε-αµινοκαπρονικού οξέος και εν συνέχεία διάλυση των υπολειµµάτων
σε 0,5 ml ρυθµιστικού διαλύµατος ουρίας (βλέπε 4.6).

6.2. Παρασκευή πηκτών ακρυλαµιδίου περιεχόντων ουρία

Το φύλλο συγκράτησης πήγµατος (βλέπε 5.2) κυλίεται µε τη βοήθεια µερικών σταγόνων νερού πάνω σε γυάλινη
πλάκα (βλέπε 5.1) και αποµακρύνεται το επιπλέον νερά µε χαρτοπετσέτα. Το φύλλο κάλυψης (βλέπε 5.3) κυλίεται µε
διαχωριστήρες (0,25 mm) πάνω σε άλλη γυάλινη πλάκα κατά τον ίδιο τρόπο. Η πλάκα τοποθετείται οριζοντίως σε
τραπέζι οριζοντίωσης.

Προστίθενται 10 µl καθενός από το διαλύµα TEMED (βλέπε 4.1.3.1) στο παρασκευασθέν και απαερωθέν διάλυµα
πηκτής (βλέπε 4.1.2), αναµειγνύονται και προστίθενται 10 µl διαλύµατος PER (4.1.3.2), αναµειγνύονται καλά και
αµέσως και µεταφέρονται οµοιόµορφα πάνω στο κέντρο του φύλλου κάλυψης. Τοποθετείται µια πλευρά της πλάκας
συγκράτησης πήγµατος (η πλευρά µε το φύλλο προς τα κάτω) πάνω στην πλάκα µε το φύλλο κάλυψης και
χαµηλώνεται αργά, έτσι ώστε να σχηµατίζεται µεταξύ των φύλλων ένα λεπτό στρώµα πήγµατος που να απλώνεται
κανονικά και να µην περιέχει φυσαλλίδες (βλέπε σχήµα 3). Η πλάκα συγκράτησης πηκτής χαµηλώνεται προσεκτικά
και τελείως µε τη βοήθεια µιας λεπτής σπάτουλας και τοποθετούνται από πάνω τρεις ακόµη γυάλινες πλάκες σαν
βάρος. Αφού ολοκληρωθεί ο πολυµερισµός (60 λεπτά περίπου), αποµακρύνεται το φύλλο υποστήριξης πηκτής µαζί
µε το φύλλο κάλυψης δι’ ελαφρών κτυπηµάτων των γυάλινων πλακών. Η ανάστροφη πλευρά του φύλλου
συγκράτησης καθαρίζεται προσεκτικά για να αποµακρυνθούν τα υπολείµµατα πηκτής και ουρίας. Το «sandwίch» της
πηκτής φέρεται σε κατάλληλο σωλήνα και αποθηκεύεται σε ψυγείο (επί ξι εβδοµάδες το πολύ).

Σηµείωση: Το φύλλο κάλυψης µε τους διαχωριστήρες µπορεί να χρησιµοποιηθεί εκ νέου. Η πηκτή πολυακριλαµι-
δίου µπορεί να κοπεί σε µικρότερα µεγέθη, πράγµα το οποίο συνίστάται όταν υπάρχουν λίγα δείγµατα ή
όταν χρησιµοποιείται αυτόµατη συσκευή ηλεκτροφόρησης (δύο πηκτές διαστάσεων 4,5 × 5 cm).
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Φάση
Χρόνος
(λεπτά)

Τάση
(V)

Ένταση ρεύµατος
(mA)

Ισχύς
(W)

Βολτ-ώρες
(Vh)

Φάση Τάση Ένταση ρεύµατος Ισχύς Θερµοκρασία Βολτ-ώρες

6.3. Ισοηλεκτρική εστίαση

Ο θερµοστάτης ψύξης ρυθµίζεται στους 12 °C. Η ανάστροφη πλευρά του φύλλου συγκράτησης επαλείφεται µε
κηροζίνη και εν συνεχεία σταλάζονται µερικές σταγόνες κηροζίνης (βλέπε 4.2) στο κέντρο του ψυγόµενου τµήµατος.
Κυλίεται κατόπιν επ’ αυτού το «sandwich» της πηκτής µε το φύλλο συγκράτησης προς τα κάτω, µε προσοχή ώστε να
αποφευχθεί η δηµιουργία φυσαλλίων. Καθαρίζεται το τυχόν περίσσευµα κηροζίνης και αφαιρείται το φύλλο
κάλυψης. ∆ιαβρέχονται οι ταινίες των ηλεκτροδίων µε τα διαλύµατα ανόδου και καθόδου (βλέπε 4.3, και 4.4),
κόβονται στο µήκος της πηκτής και τοποθετούνται στις προβλεπόµενες θέσεις (απόσταση ηλεκτροδίων 9,5 cm).

Συνθήκες γ ια την ισοηλεκτρ ική εστ ίαση :

6.3.1. ∆ιαστάσεις πήγµατος 265 × 125 × 0,25 mm

1. Προεστίαση 30 µέγιστη 2 500 µέγιστη 15 σταθερή 4 περίπου 300

2. Εστίαση δείγµατος (1) 60 µέγιστη 2 500 µέγιστη 15 σταθερή 4 περίπου 1 000

3. Τελική εστίαση 60 µέγιστη 2 500 µέγιστη 5 µέγιστη 20 περίπου 3 000

40 µέγιστη 2 500 µέγιστη 6 µέγιστη 20 περίπου 3 000

30 µέγιστη 2 500 µέγιστη 7 µέγιστη 25 περίπου 2 500

(1) Μεταφορά δείγµατος: Μετά την προεστίαση (φάση 1), µεταφέρονται µε σιφώνυο 18 µl από κάθε διάλυµα δείγµατος στους φορείς
δείγµατος (βλέπε 5.9), που τοποθετούνται επάνω στην πηκτή σε απόσταση 1 mm το ένα από το άλλο και σε απόσταση 5 mm
από την επιµήκη πλευρά της ανόδου και εφαρµόζεται ελαφρά πίεση. Η εστίαση πραγµατοποιείται υπό τις ανωτέρω συνθήκες και οι
φορείς δείγµατος αφαιρούνται προσεκτικά µετά από 60 λεπτά εστίασης του δείγµατος.

Σηµείωση: Εάν µεταβληθεί το πάχος ή το πλάτος των πηκτών, θα πρέπει να προσαρµοσθούν κατάλληλα οι τιµές της
εντάσεως του ρεύµατος και της ισχύος (π.χ. οι τιµές της εντάσεως του ρεύµατος και της ισχύος
διπλασιάζονται εάν χρησιµοποιηθεί πήγµα διαστάσεων 265 × 125 × 0,5 mm).

6.3.2. Παράδειγµα προγράµµατος τάσης για αυτόµατη συσκευή ηλεκτροφόρησης (2 πηκτές διαστάσεων 5,0 × 4,5 cm), µε
ηλεκτρόδια που εφαρµόζονται απευθείας στην πηκτή, χωρίς ταινίες ηλεκτροδίων

1. Προεστίαση 1 000 V 10,0 mA 3,5 W 8 °C 85 Vh

2. Εστίαση δείγµατος 250 V 5,0 mA 2,5 W 8 °C 30 Vh

3. Εστίαση 1 200 V 10,0 mA 3,5 W 8 °C 80 Vh

4. Εστίαση 1 500 V 5,0 mA 7,0 W 8 °C 570 Vh

Κατά τη φάση 2, ο φορέας δείγµατος τοποθετείται στις 0 Vh.

Κατά τη φάση 2, ο φορέας δείγµατος αποµακρύνεται στις 30 Vh.

6.4. Βαφή πρωτεϊνών

6.4.1. Σταθεροποίηση πρωτεϊνών

Αποµακρύνονται οι ταινίες των ηλεκτροδίων αµέσως µετά τη διακοπή του ρεύµατος και η πηκτή τοποθετείται
αµέσως σε ένα δοχείο βαφής/αποχρωµατισµού που είναι γεµάτος µε 200 ml σταθεροποιητή (βλέπε 4.9) —
αφήνεται επί 15 λεπτά αναδευόµενο συνεχώς.

6.4.2. Έκπλυση και βαφή της πλάκας της πηκτής

Ο σταθεροποιητής αποστραγγίζεται εντελώς και η πλάκα της πηκτής εκπλύνεται δύο φορές για 30 δευτερόλεπτα,
κάθε φορά µε 100 ml διαλύµατος αποχρωµατισµού (βλέπε 4.10). Το διάλυµα αποχρωµατισµού αποχύνεται και
πληρούται στο δοχείο µε 250 ml διαλύµατος βαφής (βλέπε 4.11.3), το οποίο και αφήνεται να ενεργήσει για 45
λεπτά υπό ελαφρή ανάδευση.
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6.4.3. Αποχρωµατισµός της πλάκας της πηκτής

Αποχύνεται το δυάλυµα βαφής, εκπλύνεται η πλάκα της πηκτής δύο φορές µε 100 ml διαλύµατος αποχρωµατισµού
κάθε (4.10) φορά και εν συνεχεία αναδεύεται δύο φορές τουλάχιστον µε 200 ml διαλύµατος αποχρωµατισµού επί
15 τουλάχιστον λεπτά κάθε φορά µέχρις ότου το υπόβαθρο γίνει εντελώς καθαρό και άχρωµο. Εκπλύνεται εν
συνεχεία η πλάκα της πηκτής µε απεσταγµένο νερό (δύο φορές × 2 λεπτά κάθε φορά) και αφήνεται να στεγνώσει
στον αέρα (2 έως 3 ώρες) ή στεγνώνεται µε ηλεκτρικό στεγνωτήρα (10 έως 15 λεπτά).

Σηµείωση 1: Η σταθεροποίηση, η έκπλυση, η χρώση και ο αποχρωµατισµός γίνονται στους 20 °C. Οι υψηλές
θερµοκρασίες να αποφεύγονται.

Σηµείωση 2: Εάν επιλεγεί πιο ευαίσθητη µέθοδος χρώσης µε άργυρο (π.χ. αντιδραστήριο Silver Staining Kit,
Protein, Pharmacia Biotech, (κωδικός αριθ. 17-1150-01), οι καζεΐνες που έχουν υποστεί επεξεργα-
σία µε πλασµίνη πρέπει να αραιώνονται στα 5 mg/ml.

7. Αξιολόγηση

Η αξιολόγηση γίνεται µε σύγκριση των πρωτεϊνικών ταινιών του δείγµατος µε εκείνες δειγµάτων αναφοράς πάνω στην ίδια
πηκτή. Η ανίχνευση αγελαδινού γάλακτος σε τυριά από πρόβειο, κατσικίσιο, βουβαλίσιο γάλα ή από µείγµατα πρόβειου,
κατσικίσιου και βουβαλίσιου γάλακτος γίνεται µέσω των γ2 και γ3-καζεϊνών των οποίων τα ισοηλεκτρικά σηµεία βρίσκονται
στην περιοχή τιµών ότι µεταξύ 6,5 και 7,5 (σχήµατα 4α, 4β και 5). Το όριο ανίχνευσης είναι χαµηλότερο από 0,5 %.

7.1. Οπτική εξέταση

Για οπτική εξέταση της ποσότητας αγελαδινού γάλακτος συνίσταται η προσαρµογή των συγκεκριµένων δειγµάτων
και προτύπων ώστε να προκύψει το ίδιο επίπεδο έντασης των γ2- και γ3-καζεϊνών αιγοπροβάτων ή/και βουβαλιών
(βλέπε «γ2 Ε,G,Β» και «γ3 Ε, G, Β» στα σχήµατα 4α, 4β και 5). Κατόπιν αυτού, η ποσότητα αγελαδινού γάλακτος
(µικρότερη, ίση ή µεγαλύτερη από 1 %) στο άγνωστο δείγµα µπορεί να εκτιµηθεί απευθείας µε σύγκριση της
εντάσεως των γ2- και γ3- καζεϊνών βοοειδών (βλέπε «γ3 C» και «γ2 C» στα σχήµατα 4α, 4β και 5) µε εκείνες των
προτύπων αναφοράς 0 και 1 % (προβατίνα, αίγα) ή των προσωρινών εργαστηριακών προτύπων (βουβάλι).

7.2. Πυκνοµετρική εξέταση

Εφόσον υπάρχει δυνατότητα, χρησιµοποιείται πυκνοµετρία (βλέπε 5.19) για τον προσδιορισµό του λόγου των
εµβαδών των κορυφών γ2- και γ3- καζεϊνών βοοειδών, αιγοπροβάτων ή/και βουβαλιών (βλέπε σχήµα 5). Η τιµή αυτή
συγκρίνεται µε το λόγο των γ2- και γ3- καζεϊνών στο πρότυπο 1 % (αίγα, προβατίνα) ή στο εργαστηριακό προσωρινό
πρότυπο (βουβάλι) που αναλύθηκε επάνω στην ίδια πηκτή.

Σηµείωση: Η µέθοδος δίνει ικανοποιητικά αποτελέσµατα εφόσον υπάρξει σαφής θετική ένδειξη γ2- και γ3-καζεΐνης
βοοειδών στο πρότυπο 1 %, όχι όµως και στο πρότυπο 0 %. Εάν όχι, η διαδικασία βελτιστοποιείται µε
επακριβή εφαρµογή των λεπτοµερειών της µεθόδου.

Ένα δείγµα θεωρείται θετικά, εάν οι γ2- και γ3- καζεΐνες βοοειδών ή οι αντίστοιχοι λόγοι των εµβαδών
των κορυφών είναι ίσοι ή µεγαλύτεροι από το επίπεδο του δείγµατος αναφοράς 1 %.
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Σχήµα 1: Σχηµατική αναπαράσταση του φύλλου κάλυψης

Σχήµα 2: Στρώµα καζεΐνης που επιπλέει µεταξύ υδατικής και οργανικής φάσης µετά από φυγοκέντρηση

Σχήµα 3: Τεχνική επικάλυψης για στρώση υπερλέπτων πηκτών πολυακρυλαµιδίου

α = λωρίδα διαχωριστήρια (0,25 mm)· b = φύλλο κάλυψης (5.3)· c, e = γυάλινες πλάκες (5.1)· d = διάλυµα
πηκτής (4.1.2)· f = φύλλο συγκράτησης πηκτής (5.2)
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Σχήµα 4α: Ισοηλεκτρική εστίαση (IEF) καζεϊνών επεξεργασµένων µε πλασµίνη από τυρί που προέρχεται από πρόβειο και
κατσικίσιο γάλα µε διαφορετικές ποσότητες αγελαδινού γάλακτος.

% CM = ποσοστό αγελαδινού γάλακτος C = αγελάδα· E = πρόβατο· G = κατσίκι.

Απεικονίζεται το … της πηκτής της IEF.

Σχήµα 4β: Ισοηλεκτιρκή εστίαση καζεϊνών επεξεργασµένων µε πλασµίνη, από τυρί που προέρχονται από µείγµατα πρόβειου,
κατσικίσιου και βουβαλίσιου γάλακτος, µε διαφορετικές ποσότητες αγελαδινού γάλακτος.

% CM = ποσοστό αγελαδινού γάλακτος 1 + = δείγµα που περιέχει 1 % αγελαδινού γάλακτος και το οποίο έχει
εµπλουτισθεί µε καθαρή καζεΐνη βοοειδών στη µέση της διαδροµής C = αγελάδα· Ε = πρόβατο· G = κατσίκι· Β =
βουβάλι.

Απεικονίζεται η συνολική απόσταση διαχωρισµού της πηκτής της IEF.
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Σχήµα 5: Τοποθέτηση των πυκνογραφηµάτων των προτύπων (STD) και των δειγµάτων τυριού από µείγµατα πρόβειου και
κατσικίσιου γάλακτος µετά την ισοηλεκτρική εστίαση

α, b = πρότυπα που περιέχουν 0 και 1 % αγελαδινού γάλακτος αγελάδας· c-g = δείγµατα τυριού που περιέχουν 0,
1, 2, 3 και 7 % αγελαδινού γάλακτος· C = αγελάδα· E = πρόβατο· G = κατσίκι.

Το ανώτερο ήµιση της πηκτής της IEF υποβλήθηκε σε σάρωση σε µήκος κύµατος λ = 634 nm.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ XVI

(Άρθρο 11)

ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΤΩΝ ΚΟΛΟΒΑΚΤΗΡΙ∆ΙΩΝ ΣΤΟ ΒΟΥΤΥΡΟ, ΤΟ ΑΠΟΚΟΡΥΦΩΜΕΝΟ
ΓΑΛΑ ΣΕ ΣΚΟΝΗ, ΤΗΝ ΚΑΖΕΪΝΗ ΚΑΙ ΤΑ ΚΑΖΕΪΝΙΚΑ ΑΛΑΤΑ

Πραγµατοποιείται καλλιέργεια των δειγµάτων τα οποία αντιστοιχούν σε 1 γραµµάριο βουτύρου εφόσον το βούτυρο εξετάζεται
για την παρουσία κολοβακτηριδίων.

Όταν το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη ή η καζεΐνη και τα καζεϊνικά άλατα εξετάζονται για την παρουσία κολοβακτηριδίων,
πραγµατοποιείται καλλιέργεια 0,1 γραµµαρίων δειγµάτων.

Το πρότυπο IDF 73Α:1985, µέθοδος Β, εφαρµόζεται µε τις ακόλουθες τροποποιήσεις:

1) Η προετοιµασία των δειγµάτων γίνεται σύµφωνα µε το πρότυπο IDF 122Β:1992. Για την όξινη καζεΐνη, η διαδικασία
προετοιµασίας των δειγµάτων που περιγράφεται στο IDF 73Α:1985 χρησιµοποιείται εναλλακτικά.

2) Κάθε σωλήνας ο οποίος περιέχει καλλιέργεια 1 γραµµάριο δειγµάτων (βούτυρο) ή 0,1 γραµµάρια δειγµάτων (αποκορυφωµέ-
νου γάλακτος σε σκόνη, καζεΐνης/καζεϊνικών αλάτων) αντιστοίχως, παραµένει ένα ορισµένο χρονικό διάστηµα για επώαση και
στη συνέχεια αξιολογείται. ∆εν γίνονται καλλιέργειες διαλυµµάτων σε δεκαδικά ψηφία.

Αξιολόγηση των αποτελεσµάτων

Τρία αρνητικά αποτελέσµατα: Έχει τηρηθεί η απαίτηση

∆ύο ή τρία θετικά αποτελέσµατα: ∆εν έχει τηρηθεί η απαίτηση

∆ύο αρνητικά αποτελέσµατα: Πρέπει να αναλυθούν δύο συµπληρωµατικά δείγµατα που ζυγίζουν αντιστοίχως
1 γραµµάριο (βούτυρο) και 0,1 γραµµάριο (αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη,
καζεΐνη/καζεϊνικά άλατα).
Η απαίτηση έχει τηρηθεί εφόσον τα δύο τελευταία αποτελέσµατα είναι αρνητικά,
ενώ στην αντίθετη περίπτωση, η απαίτηση δεν έχει τηρηθεί.

Παρατήρηση

Περιεκτικότητα σε κολοβακτηρίδια: 1/10 γραµµάρια βουτύρου, 1/γραµµάριο αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη ή καζεΐνης/
καζεϊνικών αλάτων κατά µέσο όρο:

Τα αποτελέσµατα τα οποία δείχνουν ότι έχει εκπληρωθεί η απαίτηση επιτυγχάνονται µε ποσοστό πιθανοτήτων 93 %.

Περιεκτικότητα σε κολοβακτηρίδια: 1/γραµµάριο βουτύρου, 1/0,1 γραµµάρια αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη ή καζεΐνης/
καζεϊνικών αλάτων κατά µέσο όρο:

Τα αποτελέσµατα τα οποία δείχνουν ότι δεν έχει εκπληρωθεί η απαίτηση επιτυγχάνονται µε ποσοστό πιθανοτήτων 91 %.

(Υπόθεση: ∆ιανοµή του Poisson)
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ XVII

(Άρθρο 12)

ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΑΝΑΛΥΣΕΩΣ ΓΙΑ ΤΟΝ ΚΑΘΟΡΙΣΜΟ ΤΗΣ ΠΕΡΙΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΣΕ ΛΑΚΤΟΖΗ ΣΤΑ ΠΡΟΪΟΝΤΑ ΤΗΣ
ΚΛΑΣΗΣ 2309 ΤΗΣ ΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΗΣ ΟΝΟΜΑΤΟΛΟΓΙΑΣ (1)

ΜΕΡΟΣ Ι

1. Πεδίο εφαρµογής

Η µέθοδος εφαρµόζεται στις περιπτώσεις περιεκτικότητος σε λακτόζη ανωτέρας του 0,5 %.

2. Αρχή

∆ιαλύοµε τα σάκχαρα στο νερό. Ανακινούµε τη ζύµη (Saccharomyces cerevisiae) η οποία αφήνει τη λακτόζη ανέπαφη.
Προσδιορίζοµε την περιεκτικότητα του διαλύµατος σε λακτόζη κατά τη µέθοδο Luff Schoorl, κατόπιν διυλίσεως και
διηθήσεως.

3. Αντιδραστήρια

Θειοθειικό νάτριο 0,1 Ν

∆είκτης: διάλυµα αµύλου. Μείγµα 5 γραµµαρίων διαλυτού αµύλου (προσθέτοµε ενδεχοµένως 10 mg ιωδιούχου υδραργύρου
ως παράγοντος συντηρήσεως) και 30 ml νερού προστίθενται σε 1 λίτρο ζέοντος νερού. ∆ιατηρούµε το µείγµα αυτό σε
βρασµό επί τρία λεπτά — το αφήνοµε να ψυχθεί.

∆ιάλυµα ιωδιούχου καλίου p.a. σε 30 % (p/v).

∆ιάλυµα θειικού οξέος 6 Ν

Αντιδραστήριο κατά Luff-Schoorl:

α) ∆ιαλύοµε 25 g θειικού χαλκού p.a. απηλλαγµένου σιδήρου·

β) ∆ιαλύοµε 50 ml κιτρικού οξέως p.a. (C6H8O7H20) σε 50 ml ύδατος·

γ) ∆ιαλύοµε σε 300 ml περίπου θερµού νερού, 143,8 γραµ. ανύδρου ανθρακικού νατρίου (Na2C03).

Αποχέοµε το β) εντός του γ) (κατόπιν ψύξεως) ανακινώντας προσεκτικά και προσθέτοντας εν συνεχεία το α). Συµπληρώνοµε
µέχρι 1 λίτρο και το αφήνοµε να ηρεµήσει επί µία νύχτα και κατόπιν το διηθούµε. Πρέπει να διαπιστωθούν οι κανονικότητες
του ούτω επιτυγχανοµένου αντιδραστηρίου (0,1 Ν σε Cu, 2 Ν σε Na2C03). Το pH πρέπει να πλησιάζει το 9,4.

∆ιάλυµα Carrez Ι: ∆ιαλύοµε 23,8 γραµµάρια Zn (C2H302) 2.2Η2Ο και 3 γραµµάρια οξικού οξέος (glacial) και συµπληρώ-
νουµε 100 ml.

∆ιάλυµα Carrez ΙΙ: ∆ιαλύοµε 10,6 γραµµάρια K4F2 (CN)6.3Η2Ο σε νερό και συµπληρώνουµε 100 ml.

Τµήµατα ελαφρόπετρας, επεξεργασµένα δια βρασµού µε υδροχλωρικό οξύ, πλυµένα µε νερό και αποξηραµένα. Αιώρηµα
Saccharomyces cerevisiae: 25 γραµµάρια νωπής ζύµης σε 100 ml ύδατος. (Να µη διατηρηθεί στο ψυγείο πλέον της µιας
εβδοµάδος).

4. Τρόπος χρήσεως

Ζυγίζοµε, µε ακρίβεια 1 ml, 1 g του προς ανάλυση δείγµατος και θέτοµε την ποσότητα αυτή εντός ογκοµετρικής φιάλης των
100 ml. Προσθέτοµε 25 έως 30 ml νερού, τοποθετούµε τη φιάλη επί 30 λεπτά εντός ζέοντος υδρολούτρου. Την ψύχοµε, εν
συνεχεία σε 35 °C περίπου.

Προσθέτοµε 5 ml του αιωρήµατος ζύµης (2) και ανακινούµε. ∆ιατηρούµε τη φιάλη και το περιεχόµενό της επί 2 ώρες στο
υδρόλουτρο στη θερµοκρασία των 38 έως 40 °C.

Έπειτα από τη ζύµωση ψύχοµε σε θερµοκρασία περίπον 20 °C. Προσθέτοµε 2,5 ml του διαλύµατος Carrez Ι και ανακοι-
νούµε επί 30 δευτερόλεπτα— προσθέτοµε εν συνεχεία 2,5 ml του διαλύµατος Carrez ΙΙ και ανακοινούµε εκ νέου επί 30
δευτερόλεπτα. Συµπληρώνοµε µέχρι 100 ml µε νερό, ανακινούµε και διηθούµε. Λαµβάνοµε µε σιφώνιο ποσότητα διηθήµατος
µη υπερβαίνουσα τα 25 ml, και περιέχουσα κατά προτίµηση 40 έως 80 mg λακτόζη. Αν είναι αναγκαίο, συµπληρώνοµε στα
25 ml µε νερό και προσδιορίζοµε την περιεκτικότητα σε άνυδρη λακτόζη κατά Luff-Schoorl.

Προβαίνοµε σε πλήρη λευκό προσδιορισµό µόνο µε τη ζύµη.

(1) Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 222/88
(2) Στην περίπτωση προϊόντων που περιέχουν περισσότερο του 40 % ζυµουµένων σακχάρων αυξάνοµε την ποσότητα του αιωρήµατος ζύµης.
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1 2

ml mg ∆ιαφορά

1 2

ml mg ∆ιαφορά

ΜΕΡΟΣ ΙΙ

1. Προσδιορισµός της περιεκτικότητας σε λακτόζη κατά Luff-Schoorl

Λαµβάνοµε µε σιφώνιο 25 ml αντιδραστηρίου Luff-Schoorl σε κωνική φιάλη των 300 ml. Προσθέτοµε 25 ml επακριβώς
µετρηθέντα του κατασταλαγµένου διαλύµατος.

Αφού προσθέσοµε δύο τµήµατα ελαφρόπετρας, θερµαίνοµε, αναδεύοντας µε το χέρι, επάνω από ελεύθερη φλόγα µέσου
ύψους και φέροµε το υγρό σε βρασµό επί 2 λεπτά περίπου. Τοποθετούµε αµέσως την κωνική φιάλη επί µεταλλικου πλέγµατος
εφοδιασµένου µε οθόνη από αµίαντο κάτω από το οποίο, έχοµε προηγουµένως, ανάψει φλόγα. Αυτή είναι ρυθµισµένη κατά
τέτοιο τρόπο ώστε η κωνική φιάλη να θερµαίνεται αποκλειστικά κάτω από τη βάση. Προσαρµόζοµε, εν συνεχεία, ένα ψυκτήρα
µε οπισθοδροµική κίνηση. Από τη στιγµή αυτή, βράζοµε επί 10 λεπτά ακριβώς. Ψύχοµε αµέσως σε ψυχρό νερό και µετά 5
λεπτά περίπου τιτλοδοτούµε ως ακολούθως:

Προσθέτοµε στο υγρό 10 ml ιωδιούχου καλίου και ευθύς αµέσως, αλλά προσεκτικά (λόγω σχηµατισµού άφθονου αφρού)
25 ml θειικού οξέως 6 Ν.

Τιτλοδοτούµε, εν συνεχεία, µε θειοθειικό νάτριο µέχρι της εµφανίσεως ενός κιτρίνου απαλού χρώµατος και, προς το τέλος της
τιτλοδοτήσεως, προσθέτοµε το δείκτη αµύλου.

Πραγµατοποιούµε την ίδια τιτλοδότηση επί ενός µείγµατος, επακριβώς µετρηθέντος 25 ml αντιδραστηρίου κατά Luff-
Schoorl και 25 ml νερού, αφού πρώτα προσθέσουµε 10 ml ιωδιούχου καλίου και 25 ml θειικού οξέως 6 Ν, χωρίς να το
φέροµε αυτή τη φορά σε βρασµό.

Καταρτίζοµε µε τη βοήθεια του κατωτέρω πίνακος την ποσότητα σε χιλιόγραµµα λακτόζης που ανταποκρίνεται στη διαφορά
των αποτελεσµάτων των δύο τιτλοδοτήσεων (εκφραζοµένων σε ml θειοθειικού νατρίου 0,1 Ν).

ΠΙΝΑΚΑΣ

Πίνακας για 25 ml αντιδραστηρίου Luff-Schorrl

(βλέπε συνθήκες ως έχουν στο κείµενο)

1. Θειοθειικό νάτριο 0,1 N

2. Λακτόζη C12H22O11

1 3,6

3,7

2 7,3

3,7

3 11,0

3,7

4 14,7

3,7

5 18,4

3,7

6 22,1

3,7

7 25,8

3,7

8 29,5

3,7

9 33,2

3,8

10 37,0

3,8

11 40,8

3,8

12 44,6

3,8

13 48,4

3,8

14 52,2

3,8

15 56,0

3,9

16 59,9

3,9

17 63,8

3,9

18 67,7

4,0

19 71,7

4,0

20 75,7

4,1

21 79,8

4,1

22 83,9

4,1

23 88,0
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ XVΙΙΙ

(Άρθρο 13)

AΝΙΧΝΕΥΣΗ ΟΡΟΥ ΓΑΛΑΚΤΟΣ ΤΥΠΟΥ ΠΥΤΙΑΣ ΣΤΟ ΑΠΟΚΟΡΥΦΩΜΕΝΟ ΓΑΛΑ ΣΕ ΣΚΟΝΗ, ΠΟΥ ΠΡΟΟΡΙΖΕΤΑΙ
ΓΙΑ ΚΡΑΤΙΚΗ ΑΠΟΘΕΜΑΤΟΠΟΙΗΣΗ, ΜΕ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟ ΤΩΝ ΓΛΥΚΟΜΑΚΡΟΠΕΠΤΙ∆ΙΩΝ ΜΕ ΥΓΡΗ ΧΡΩΜΑΤΟ-

ΓΡΑΦΙΑ ΥΨΗΛΗΣ ΑΠΟ∆ΟΣΕΩΣ (ΥΧΥΑ)

1. Θέµα και τοµέας εφαρµογής

Με τη µέθοδο αυτή είναι δυνατόν να διαπιστωθεί η παρουσία ορού γάλακτος τύπου πυτίας στο αποκορυφωµένο γάλα σε
σκόνη που προορίζεται για κρατική αποθεµατοποίηση διά του προσδιορισµού των γλυκoµακροπεπτιδίων.

2. Αναφορές

∆ιεθνές πρότυπο ISO 707 — Γάλα και γαλακτοκοµικά προϊόντα — Μέθοδοι δειγµατοληψίας σύµφωνα µε τις ενδείξεις που
αναφέρονται στο τελευταίο εδάφιο σηµείο 2 στοιχείο γ) του παραρτήµατος Ι.

3. Ορισµός

Περιεκτικότητα σε γλυκοµακροπεπτίδια του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη: περιεκτικότητα σε ουσίες προσδιοριζόµενη
σύµφωνα µε τη µέθοδο που ορίζεται παρακάτω και εκφραζόµενη σε επί τοις εκατό, ποσοστό κατά µάζα.

4. Αρχή

— Ανασύσταση του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη: αποµάκρυνση των λιπαρών ουσιών και των πρωτεϊνών, µε τη
βοήθεια τριχλωροξικού οξέος και φυγοκέντρηση.

— Ποσοτικός προσδιρισµός των γλυκοµακροπεπτιδίων (GMP) του επιπλέοντος µέρους, µε τη βοήθεια υγρής χρωµατογρα-
φίας υψηλής αποδόσεως (YXYA).

— Αξιολόγηση του αποτελέσµατος σε συνάρτηση µε δείγµατα αναφοράς τα οποία συνίστανται από αποκορυφωµένο γάλα σε
σκόνη απηλλαγµένο από γνωστό ποσοστό ορού γάλακτος σε σκόνη ή στο οποίο έχει προστεθεί γνωστό ποσοστό ορού
γάλακτος σε σκόνη.

5. Αντιδραστήρια

Όλα τα αντιδραστήρια πρέπει να είναι αποδεδειγµένου αναλυτικού βαθµού καθαρότητας. Το χρησιµοποιούµενο νερό είναι
αποσταγµένο ή τουλάχιστον ισοδύναµης καθαρότητας.

5.1. ∆ιάλυµα τριχλωροξικού οξέος

∆ιαλύονται 240 g τριχλωροξικού οξέος (CI3CCOOH) σε νερό και συµπληρώνονται µέχρι τελικού όγκου
1 000 ml.

5.2. ∆ιάλυµα εκλούσεως, pH 6,0

∆ιαλύονται 1,74 g όξινου φωσφορικού καλίου (K2HPO4), 12,37 g δισόξινου φωσφορικού καλίου (KH2 PO4) και
21,41 g θειικoύ νατρίου (Na2S04) σε 700 ml νερού περίπου. Εφόσον αυτό είναι αναγκαίο, προστίθεται διάλυµα
φωσφορικού οξέος ή υδροξειδίου του νατρίου µέχρι pH 6,0.

Προστίθεται νερό µέχρι τελικού όγκου 1 000 ml και επακολουθεί οµογενοποίηση.

∆ιηθείται το διάλυµα εκλούσεως, πριν από τη χρησιµοποίησή του, µε τη βοήθεια ηθµού διαµέτρου πόρων
0,45 µm.

5.3. ∆ιάλυµα εκπλύσεως και διατηρήσεως των στηλών

Αναµειγνύεται ένας όγκος κυανιούχου µεθυλίου ακετονιτριλίου (CH3CN) µε εννέα όγκους νερού. ∆ιηθείται το
µείγµα, προτού χρησιµοποιηθεί, σε ηθµό διαµέτρου πόρων 0,45 µm.

Σηµείωση: Είναι δυνατόν να χρησιµοποιηθεί οποιοδήποτε άλλο διάλυµα εκπλύσεως το οποίο έχει βακτηριοκτόνες
ιδιότητες και δεν µεταβάλλει τη διαχωριστική ικανότητα των στηλών.

5.4. ∆είγµατα αναφοράς

5.4.1. Αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη το οποίο ανταποκρίνεται στις απαιτήσεις του παρόντος κανονισµού, δηλαδή [0].

5.4.2. Το ίδιο γάλα, νοθευµένο σε ποσοστό 5 % (m/m) µε ορό γάλακτος σε σκόνη τύπου πυτίας, µέσης σύνθεσης,
δηλαδή [5].
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6. Όργανα

6.1. Αναλυτικός ζυγός.

6.2. Συσκευή φυγοκεντρήσεως η οποία µπορεί να επιτύχει δύναµη φυγοκεντρήσεως 2 200 g, εφοδιασµένη µε πωµατι-
σµένους σωλήνες φυγοκεντρήσεως, χωρητικότητας 25 ml περίπου.

6.3. Μηχανικός αναδευτήρας.

6.4. Μαγνητικός αναδευτήρας.

6.5. Υάλινο χωνί, διαµέτρου περίπου 7 cm.

6.6. Χάρτινοι ηθµοί µέσης διηθητικής ικανότητας, διαµέτρου 12,5 cm περίπου.

6.7. Υάλινη διάταξη διηθήσεως εφοδιασµένη µε ηθµό διαµέτρου πόρων 0,45 µm.

6.8. Βαθµονοµηµένο σιφώνιο χωρητικότητας 10 ml, σύµφωνο µε το ISO 648, κατηγορία Α, ή το ISO/R 835.

6.9. Υδρόλουτρο, µε θερµοστάτη ρυθµισµένο στους 25 ± 0,5 °C.

6.10. Εξοπλισµός υγρής χρωµατογραφίας υψηλής αποδόσεως, ο οποίος περιλαµβάνει:

6.10.1. αντλία·

6.10.2. εγχυτήρα, χειροκίνητο ή αυτόµατο, χωρητικότητας 15 έως 30 µl·

6.10.3. δύο στήλες εν σειρά TSK 2 000 SW (µήκοc 30 cm, εσωτερική διάµετρος 0,75 cm) και µια στήλη αρχικής
φάσεως άναντα (3 cm × 0,3 cm) εφοδιασµένη µε Ι 125 ή µε υλικό αντίστοιχης απόδοσης·

6.10.4. κλίβανο µε στήλη που φέρει θερµοστάτη ρυθµιζόµενο στους 35 ± 1 °C·

6.10.5. ανιχνευτή υπεριωδών διαφόρου µήκος κύµατος, µε δυνατότητες διενέργειας µετρήσεων στα 205 nm, ευαισθησίας
0,008 Α·

6.10.6. ολοκληρωτής µε δυνατότητες υλοκλήρωσης από τη µία πτωτική περιοχή της καµπύλης στην άλλη.

Σηµείωση: Είναι δυνατόν να χρησιµοποιηθούν στήλες που έχουν διατηρηθεί σε θερµοκρασία του περιβάλλοντος. Η
διαχωριστική τους ικανότητα όµως είναι κατά τι µικρότερη. Στην περίπτωση που χρησιµοποιηθούν, οι
διακυµάνσεις θερµοκρασίας κατά την ίδια σειρά αναλύσεων πρέπει να είναι µικρότερες των ± 5 °C.

7. ∆ειγµατοληψία

7.1. ∆ιεθνές πρότυπο ISO 707 — Γάλα και γαλακτοκοµικά προϊόντα — Μέθοδοι δειγµατοληψίας σύµφωνα µε τις
ενδείξεις που αναφέρονται στο τελευταίο εδάφιο σηµείο 2 στοιχείο γ) του παραρτήµατος I.

7.2. Το δείγµα διατηρείται σε συνθήκες τέτοιες ώστε να µη σηµειωθεί αλλοίωση ή µεταβολή της σύστασης.

8. Τρόπος εργασίας

8.1. Προετοιµασία του υπό δοκιµασία µείγµατος

Μεταφέρεται το γάλα σε σκόνη σε περιέκτη διπλάσιας περίπου χωρητικότητας από τον όγκο της σκόνης,
εφοδιασµένο µε αεροστεγές κάλυµµα. Κλείνουµε τον περιέκτη αµέσως. Αναδεύεται καλά το γάλα σε σκόνη διά
διαδοχικών αναστροφών του περιέκτη.

8.2. ∆ειγµατοληψία

Ζυγίζονται 2,000 ± 0,001 g υπό δοκιµασία δείγµατος, σε σωλήνα φυγοκεντρώσεως (6.2).

8.3. Αποµάκρυνση των λιπαρών και πρωτεϊνικών ουσιών

8.3.1. Στο δείγµα προστίθενται 20 g χλιαρού νερού (50 °C). ∆ιαλύεται η σκόνη αναδεύοντας επί πέντε λεπτά µε τη
βοήθεια του αναδευτήρα (6.3). Η θερµοκρασία του σωλήνα ρυθµίζεται στους 25 °C.

8.3.2. Προστίθενται, σε διάστηµα δύο λεπτών, 10,0 ml διαλύµατος τριχλωροξικού οξέος (5.1) υπό µαγνητική ανάδευση
(6.4). Τοποθετείται ο σωλήνας στο υδρόλουτρο (6.9) και διατηρείται επί 60 λεπτά.

8.3.3. ∆ιενεργείται φυγοκέντρωση (6.2) στα 2 200 g επί δέκα λεπτά. Η διήθηση επί χάρτου (6.6) και αποµακρύνονται τα
5 πρώτα ml του διηθήµατος.
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8.4. Χρωµατογραφικός προσδιορισµός

8.4.1. Ενίενται 15 έως 30 µl ακριβώς, υπερκείµενης στιβάδας ή διηθήµατος (8.3.3) στη συσκευή υγρής χρωµατογραφίας
υψηλής αποδόσεως (6.10), υπό παροχή 1,0 ml διαλύµατος εκλούσεως (5.2) ανά λεπτό.

Σηµείωση:

1. Η θερµοκρασία του διαλύµατος εκλούσεως (5.2) διατηρείται στους 85 °C καθ’ όλη τη διάρκεια της χρωµατο-
γραφικής ανάλυσης προκειµένου να διατηρηθεί απαεριωµένο το διάλυµα εκλούσεως και να προβλεφθεί κάθε
ανάπτυξη βακτηριδίων. Κάθε προληπτικό µέτρο µε ανάλογο αποτέλεσµα είναι αποδεκτό.

2. Σε κάθε διακοπή εκπλύνοντα οι στήλες µε νερό. ∆εν πρέπει να αφήνονται υπό το διάλυµα εκλούσεως (5.2).

Πριν από κάθε διακοπή πέραν των 24 ωρών, εκπλύνονται οι στήλες µε νερό και στη συνέχεια καθορίζονται µε το
διάλυµα (5.3) για τρεις ώρες τουλάχιστον, υπό παροχή 0,2 ml ανά λεπτό.

8.4.2. Τα αποτελέσµατα της χρωµατογραφικής ανάλυσης του υπό δοκιµασία δείγµατος [Ε] λαµβάνονται υπό µορφήν
χρωµατογράµµατος, όπου κάθε κορυφή αναγνωρίζεται υπό το χρόνο κατακρατήσεώς της (RT), δηλαδή:

Κορυφή ΙΙ: δεύτερη κορυφή του χρωµατογράµµατος, του οποίου ο χρόνος κατακρατήσεως (RT) είναι 12,5 λεπτά
περίπου,

Κορυφή ΙΙΙ: τρίτη κορυφή του χρωµατογράµµατος, η οποία αντιστοιχεί στα γλυκοµακροπεπτίδια (GMP), των
οποίων ο χρόνος κατακρατήσεως είναι 15,5 ± 1,0 λεπτά.

Κορυφή IV: τέταρτη κορυφή του χρωµατογράµµατος της οποίας ο χρόνος κατακρατήσεως είναι περίπου 17,5
λεπτά.

Η ποιότητα των στηλών µπορεί να επηρεάσει το χρόνο κατακρατήσεως των διαφόρων κορυφών.

Ο ολοκληρωτής (6.10.6) υπολογίζει αυτόµατα την επιφάνεια Α κάθε κορυφής δηλαδή:

ΑII: επιφάνεια της κορυφής II,
ΑIII: επιφάνεια της κορυφής ΙΙΙ,

ΑIV: επιφάνεια της κορυφής IV.

Πρoκειµένου να εντοπισθούν οι τυχόν ανωµαλείες που οφείλονται είτε στην κακή λειτουργία των οργάνων ή των
στηλών είτε στην προέλευσηη και τη φύση του υπό ανάλυση δείγµατος, είναι αναγκαίο να µελετάται η µορφή κάθε
χρωµατογράµµατος προτού επιχειρηθεί οποιαδήποτε ποσοτική ερµηνεία.

Σε περίπτωση αµφιβολιών επαναλαµβάνεται η ανάλυση.

8.5. Προτυποποίηση

8.5.1. Εφαρµόζεται ακριβώς στα δείγµατα αναφοράς (5.4) ο τρόπος εργασίας που περιγράφεται στα σηµεία 8.2 και 8.4.2.

Χρησιµοποιούνται προσφάτως παρασκευασθέντα διαλύµατα, δεδοµένου ότι τα γλυκοµακροπεπτίδια (GMP) προ-
σβάλλονται σε περιβάλλον τριχλωροξικού οξέως 8 %. Η περιεκτικότητά τους ελαττώνεται κατά 0,2 % περίπου ανά
ώρα στους 30 °C.

8.5.2. Προτού επιχειρηθεί οποιοσδήποτε χρωµατογραφικός προσδιορισµός των δειγµάτων, ενίεται επανειληµµένως στις
στήλες διάλυµα (8.5.1) του δείγµατος αναφοράς (5.4.2) µέχρι σταθεροποιήσεως της επιφάνειας και του χρόνου
κατακρατήσεως της κορυφής που αντιστοιχεί στα γλυκοµακροπεπτίδια (GMP).

8.5.3. Καθορίζονται οι συντελεστές ανταποκρίσεως R εγχέοντας τον ίδιο όγκο διηθηµάτων (8.5.1) µε αυτόν των
δειγµάτων.

9. Έκφραση των αποτελεσµάτων

9.1. Τρόπος υπολογισµού και τύποι

9.1.1. Υπολογισµός των συντελεστών ανταποκρίσεως R:

Κορυφή ΙΙ:

Κορυφή IV:

όπου:

RII και RIV= είναι αντιστοίχως οι συντελεστές κορυφών ΙΙ και IV.

ΑII [0] και ΑIV [0] = είναι αντιστοίχως οι επιφάνειες των κορυφών ΙΙ και IV του δείγµατος αναφοράς [0] που
λαµβάνονται υπό 8.5.3

Κορυφή ΙΙΙ:

όπου:

RΙΙΙ = ο συντελεστής ανταποκρίσεως της κορυφής ΙΙΙ,

ΑΙΙΙ [0] και ΑΙΙΙ [5] = είναι αντιστοίχως οι επιφάνειες της κορυφής ΙΙΙ στα δείγµατα αναφοράς [0] και [5] που
λαµβάνονται υπό 8.5.3.

W = η ποσότητα ορού γάλακτος που περιέχεται στο δείγµα αναφοράς [5] δηλαδή 5.
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9.1.2. Υπολογισµός της σχετικής επιφάνειας των κορυφών του δείγµατος [Ε]

SΙΙ [Ε] = RΙΙ × ΑII [E]

SIII [E] = RIII × ΑIII [E]

SIV [Ε] = RIV × AIV [E]

όπου:

SΙΙ [E], SΙΙΙ [Ε], SIV [Ε] = είναι αντιστοίχως οι σχετικές επιφάνειες των κορυφών ΙΙ, ΙΙΙ και IV του δείγµατος [Ε],

ΑΙΙ [Ε], ΑΙΙΙ [Ε], ΑIV [Ε] = είναι αντιστοίχως οι επιφάνειες των κορυφών ΙΙ, ΙΙΙ και IV του δείγµατος [Ε] οι οποίες
λαµβάνονται υπό 8.4.2,

RΙΙ, RΙΙΙ, RIV = είναι οι συντελεστές ανταποκρίσεως που υπολογίζονται στο σηµείο 9.1.1.

9.1.3. Υπολογισµός του σχετικού χρόνου κατακρατήσεως της κορυφής ΙΙΙ του δείγµατος [Ε]:

όπου:

RRTΙΙΙ [Ε] = είναι ο σχετικός χρόνος κατακρατήσεως της κορυφής ΙΙΙ του δείγµατος [E],

RTΙΙΙ [E] = είναι ο χρόνος κατακρατήσεως της κορυφής ΙΙΙ του δείγµατος [Ε] που λαµβάνεται υπό 8.4.2,

RTΙΙΙ [Ε] = είναι ο χρόνος κατακρατήσεως της κορυφής ΙΙΙ του δείγµατος αναφοράς [5] που λαµβάνεται υπό
8.5.3.

9.1.4. Έχει πειραµατικά αποδειχθεί ότι υφίσταται γραµµική σχέση µεταξύ του σχετικού χρόνου κατακρατήσεως της
κορυφής ΙΙΙ, δηλαδή RRTΙΙΙ, [Ε] και του ποσοστού του ορού γάλακτος σε σκόνη που προστίθεται µέχρι 10 %:

— σε περιεκτικότητα > 5 % το RRTΙΙΙ [Ε] είναι < 1,000,

— σε περιεκτικότητα ≤ 5 %, το RRTΙΙΙ [Ε] είναι ≥ 1,000.

Το επιτρεπόµενο περιθώριο αβεβαιότητας για τις τιµές του RRTΙΙΙ είναι ± 0,002.

Κανονικά, η τιµή του RRTΙΙΙ [0] λίγο διαφέρει από 1,034. Ανάλογα µε την κατάσταση των στηλών, η τιµή αυτή
µπορεί να προσεγγίσει το 1,000, αλλά πρέπει πάντοτε να είναι µεγαλύτερη από αυτό.

9.2. Υπολογισµός του επί τοις εκατό ποσοστού ορού γάλακτος σε σκόνη, τύπου πυτίας, που περιέχεται στο δείγµα:

όπου:

W = το επί τοις εκατό ποσοστό m/m ορού γάλακτος τύπου πυτίας, που περιέχεται στο δείγµα
[Ε]·

SΙΙΙ [Ε] = η σχετική επιφάνεια της κορυφής ΙΙΙ του υπό δοκιµασία δείγµατος [Ε] που λαµβάνεται υπό
9.1.2·

1,3 = η µέση σχετική επιφάνεια της κορυφής ΙΙΙ, εκφρασµένη σε g ανά 100 g ορού γάλακτος
τύπου πυτίας, που καθορίζεται σε ανόθευτα αποκορυφωµένα γάλατα σε σκόνη διαφορετικής
προελεύσεως. Ο αριθµός αυτός ελήφθη πειραµατικά·

SΙΙΙ [0] = η σχετική επιφάνεια της κορυφής ΙΙΙ που αντιστοιχεί µε RΙΙΙ × ΑΙΙΙ [0], των οποίων οι τιµές
λαµβάνονται υπό 9.1.1 και 8.5.3·

(SΙΙΙ [0] – 0,9) = είναι η διόρθωση που πρέπει να γίνει στη µέση σχετική επιφάνεια 1,3, όταν η τιµή του SΙΙΙ [0]
απέχει του 0,9. Πειραµατικά, η µέση σχετική επιφάνεια της κορυφής ΙΙΙ του δείγµατος
αναφοράς [0] είναι 0,9.

9.3. Ακρίβεια της µεθόδου

9.3.1. Επαναληψιµότητα

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών που διεξάγονται ταυτόχρονα ή µε µικρή διαφορά
µεταξύ τους, από τον ίδιο αναλυτή και µε τα ίδια όργανα, επί του ίδιου δείγµατος, δεν πρέπει να υπερβαίνει τα
0,2 % m/m.

9.3.2. Αναπαραγωγικότητα

Η διαφορά µεταξύ δύο µεµονωµένων και ανεξαρτήτων αποτελεσµάτων από δύο διαφορετικά εργαστήρια επί του
ίδιου δείγµατος, δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 0,4 % m/m.
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9.4. Ερµηνεία

9.4.1. Τεκµαίρεται η απουσία ορού γάλακτος εφόσον η σχετική επιφάνεια της κορυφής ΙΙΙ, SΙΙΙ [Ε], εκφρασµένη σε
γραµµάρια ορού γάλακτος τύπου πυτιάς, ανά 100 γραµµάρια προϊόντος είναι ≤ 2,0 + (SΙΙΙ [0] – 0,9)

όπου:

2,0 = είναι η µέγιστη τιµή για τη σχετική επιφάνεια της κορυφής III που λαµβάνει υπόψη της
σχετική επιφάνεια της κορυφής ΙΙΙ, ήτοι 1,3 του περιθωρίου αβεβαιότητας που οφείλεται στις
διακυµάνσεις της συστάσεως του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη και την αναπαραγωγι-
µότητα της µεθόδου (9.3.2),

(SIII [0] – 0,9) = είναι η διόρθωση που πρέπει να γίνει όταν η επιφάνεια SIII [0] είναι διάφορη του 0,9 (βλέπε
σηµείο 9.2).

9.4.2. Εάν η σχετική επιφάνεια της κορυφής ΙΙΙ, SΙΙΙ [Ε] είναι > 2,0 + (SΙΙΙ [0] – 0,9) και η σχετική επιφάνεια της κορυφής
ΙΙ, SΙΙ [Ε] ≤ 160, υπολογίζεται η περιεκτικότητα σε ορό γάλακτος τύπου πυτιάς που υπάρχει όπως αναφέρεται στο
σηµείο 9.2.

9.4.3. Εάν η σχετική επιφάνεια της κορυφής ΙΙΙ, SΙΙΙ [Ε] είναι > 2,0 + (SΙΙΙ [0] – 0,9) και η σχετική επιφάνεια της κορυφής
ΙΙ, SΙΙ [Ε] > 2,0 και η επιφάνεια της κορυφής ΙΙ, SΙΙ [Ε] > 160, προσδιορίζεται η περιεκτικότητα σε ολικές
αζωτούχες ουσίες (P %)· στη συνέχεια εξετάζονται οι γραφικές παραστάσεις 1 και 2.

9.4.3.1. Τα στοιχεία που λαµβάνονται µετά από ανάλυση των µη αλλοιωµένων δειγµάτων του αποκορυφωµένου γάλακτος
σε σκόνη, µε υψηλή η περιεκτικότητα σε ολικές αζωτούχες ουσίες συγκεντρώνονται στις γραφικές παραστάσεις 1
και 2.

Η ευθεία που εµφαίνεται µε συνεχή γραµµή αντιπροσωπεύει την ευθεία της γραµµικής παλινδροµήσεως της οποίας
οι συντελεστές υπολογίζονται µε τη µέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων.

Η ευθεία που εµφαίνεται µε διακεκοµένη γραµµή καθορίζει το ανώτατο όριο της σχετικής επιφάνειας της κορυφής
ΙΙΙ, µε µια πιθανότητα να µην ξεπεραστεί στο 90 % των περιπτώσεων.

Οι ισότητες των ευθειών µε διακεκοµένη γραµµή των γραφικών παραστάσεων 1 και 2 ισούνται αντίστοιχα µε:

SIII = 0,376 P % – 10,7 (γραφική παράσταση 1)

SIII = 0,0123 SII [E] + 0,93 (γραφική παράσταση 2)

όπου:

SIII είναι η σχετική επιφάνεια της κορυφής III υπολογιζόµενη είτε σύµφωνα µε την περιεκτι-
κότητα σε ολικές αζωτούχες ουσίες, είτε σύµφωνα µε τη σχετική επιφάνεια της κορυφής SIII
[E],

P % είναι η περιεκτικότητα σε ολικές αζωτούχες ουσίες εκφρασµένη σε σταθµισµένο ποσοστό·

(SII [E] είναι η σχετική επιφάνεια του δείγµατος που υπολογίζεται στο σηµείο 9.1.2.

Οι εξισώσεις αυτές ισούνται µε τον αριθµό 1,3 που µνηµονεύονται στο σηµείο 9.2.

Η απόκλιση (Τ1 και Τ2) µεταξύ της σχετικής επιφάνειας SΙΙΙ [Ε] και της σχετικής επιφάνειας SΙΙΙ δίδεται από τις
ακόλουθες σχέσεις:

9.4.3.2. Εάν T1 ή/και T2 είναι κατώτερα ή ίσα µε µηδέν, δεν µπορεί να καθορισθεί η παρουσία ορού γάλακτος τύπου
πυτιάς.

Εάν T1 και T2 είναι ανώτερα του µηδενός, το συµπέρασµα είναι η ύπαρξη ορού γάλακτος τύπου πυτιάς.

Η περιεκτικότητα σε υπάρχοντα ορό γάλακτος υπολογίζεται σύµφωνα µε τον ακόλουθο τύπο:

όπου:

0,91 αντιπροσωπεύει την απόκλιση από τον κάθετο άξονα µεταξύ της ευθείας µε συνεχή γραµµή και της ευθείας µε
διακεκοµµένη γραµµή.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ XIX

(Άρθρο 13)

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΞΗΡΩΝ ΕΚΧΥΛΙΣΜΑΤΩΝ ΟΡΟΥ ΓΑΛΑΚΤΟΣ ΠΟΥ ΠΡΟΚΥΠΤΕΙ ΜΕΤΑ ΑΠΟ ΠΗΞΗ, ΣΤΟ
ΑΠΟΚΟΡΥΦΩΜΕΝΟ ΓΑΛΑ ΣΕ ΣΚΟΝΗ ΚΑΙ ΤΑ ΜΕΙΓΜΑΤΑ ΠΟΥ ΑΝΑΦΕΡΟΝΤΑΙ ΣΤΟΝ ΚΑΝΟΝΙΣΜΟ (ΕΚ) ΑΡΙΘ.

2799/1999

1. Στόχος: ανίχνευση προσθήκης ξηρών εκχυλισµάτων ορού γάλακτος που προκύπτει µετά από πήξη στα ακόλουθα
προϊόντα:

α) αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη που ορίζεται στο άρθρο 2 του κανονισµού (ΕΟΚ) αριθ. 2799/1999,

β) τα µείγµατα που ορίζονται στο άρθρο 4 του κανονισµού (ΕΟΚ) αριθ. 2799/1999.

2. Αναφορές: ∆ιεθνής προδιαγραφή ISO 707

3. Ορισµός

Η περιεκτικότητα σε ξηρά εκχυλίσµατα του ορού γάλακτος που προκύπτει µετά από πήξη ορίζεται ως η ποσοστιαία αναλογία
(κατά µάζα) που προσδιορίζεται µε την παραπάνω τεχνική.

4. Αρχή

Προσδιορισµός της ποσότητας σε γλυκοµακροπεπτίδια Α σύµφωνα µε το παράρτηµα XVIII. Τα δείγµατα που δίδουν θετικά
αποτελέσµατα υποβάλλονται σε ανάλυση για την ανίχνευση των γλυκοµακροπεπτιδίων Α µε υγρή χρωµατογραφία υψηλής
απόδοσης ανεστραµµένης φάσεως (τεχνική HPLC). Τα αποτελέσµατα που υπερβαίνουν το 1 % (m/m) αποδεικνύουν την
παρουσία ξηρών εκχυλισµάτων ορού γάλακτος που προκύπτει µετά από πήξη.

5. Αντιδραστήρια

Όλα τα αντιδραστήρια πρέπει να είναι αναγνωρισµένης αναλυτικής καθαρότητας. Το νερό που χρησιµοποιείται πρέπει να είναι
αποσταγµένο ή νερό ισοδύναµης καθαρότητας. Το ακετονιτρίλιο πρέπει να είναι φασµατοσκοπικής καθαρότητας ή HPLC.

Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιούνται για την τεχνική περιγράφονται στο παράρτηµα XVIII του παρόντος κανονισµού.

Αντιδραστήρια για την τεχνική HPLC.

5.1. ∆ιάλυµα τριχλωρικού οξέος

∆ιαλύονται 240 γραµµάρια τριχλωροξικού οξέος (CCl3CCOOH) σε νερό και ο όγκος συµπληρώνεται µέχρι
1 000 ml.

5.2. Εκλούσµατα Α και Β

Έκλουσµα Α: σε διαβαθµισµένη φιάλη των 1 000 ml προστίθενται 150 ml ακετονιτριλίου (CH3CN), 20 ml
ισοπροπανώλης (CH3CHOHCH3) και 1,00 ml τριφθοροξικού οξέος (CF3COOH). Αραιώνοµε µέχρι 1 000 ml µε
νερό. Έκλουσµα Β: σε διαβαθµισµένη φιάλη των 1 000 ml προστίθενται 550 ml ακετονιτριλίου, 20 ml ισοπρο-
πανώλης και 1,00 ml του TFA. Αραιώνοµε µε νερό µέχρι 1 000 ml. Το εκρέον διάλυµα διηθείται πριν από τη
χρησιµοποίηση µε µια διηθητική µεµβράνη που έχει διάµετρο πόρων 0,45 µικροµέτρων (µ,m).

5.3. ∆ιατήρηση της στήλης

Μετά τις αναλύσεις η στήλη εκπλύνεται µε το έκλουσµα Β (µε τη βοήθεια κλίσης παροχών) κατόπιν εκπλύνεται µε το
ακετονιτρίλιο (µε τη βοήθεια κλίσης παροχών κατά τη διάρκεια 30 λεπτών). Η στήλη διατηρείται σε ακετονιτρίλιο.

5.4. ∆είγµατα µάρτυρες

5.4.1. Αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη που ανταποκρίνεται στις απαιτήσεις για τη δηµόσια αποθεµατοποίηση, δηλαδή (0).

5.4.2. Το ίδιο αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη αναµεµειγµένο µε 5 % (m/m) µε τον ορό γάλακτος σε σκόνη που προκύπτει
µετά από πήξη, πρότυπης σύνθεσης, δηλαδή (5).

5.4.3. Το ίδιο αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη αναµεµειγµένο µε 50 % (m/m) µε τον ορό γάλακτος σε σκόνη που προκύπτει
µετά από πήξη, πρότυπης σύνθεσης, δηλαδή (50) (1).

6. Εργαστηριακά σκεύη και όργανα

Ο εξοπλισµός που απαιτείται για τον τρόπο εργασίας περιγράφεται στο παράρτηµα XVIII του παρόντος κανονισµού.

6.1.1. Αναλυτικός ζυγός.

6.2. Φυγοκεντρική µηχανή που µπορεί να επιτύχει µια κεντρόφυγο δύναµη 2 200 γραµµαρίων και εξοπλισµένη µε
κεντρόφυγους σωλήνες µε πώµα, χωρητικότητας περίπου 50 ml.

(1) Ο ορός γάλακτος σε σκόνη που προκύπτει µετά από πήξη πρότυπης σύνθεσης, καθώς και το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη µπορούν να
ληφθούν από τον NIZO, Kernhemseweg 2, PO Box 20, NL-6710 BA. Ωστόσο, µπορούν να χρησιµοποιηθούν επίσης σκόνες που παρέ-
χουν ισοδύναµα αποτελέσµατα µε τις σκόνες NIZO.



EL Επίσηµη Εφηµερίδα των Ευρωπαϊκών Κοινοτήτων 7.2.2001L 37/70

6.3. Μηχανικός αναδευτήρας µε δυνατότητα λειτουργίας στους 50 °C.

6.4. Μαγνητικός αναδευτήρας.

6.5. Γυάλινα χωνιά διαµέτρου περίπου 12,5 εκατοστών.

6.6. ∆ιηθητικά χαρτιά µέσης διηθητικής ικανότητας διαµέτρου περίπου 12,5 εκατοστών.

6.7. ∆ιάταξη γνάλινης διήθησης εξοπλισµένης µε διηθητική µεµβράνη της οποίας η διάµετρος πόρων είναι 0,45
µικρόµετρα.

6.8. Βαθµολογικά σιφώνια που επιτρέπουν την παροχή 10 ml (ISO 648, κατηγορίας Α ή ISO/R 835) ή σύστηµα που
µπορεί να παρέχει 10,0 ml σε δύο λεπτά.

6.9. Θερµοστατούµενο υδρόλουτρο που ρυθµίζεται στους 25 ± 0,5 °C.

6.10. Εξοπλισµός HPLC που περιλαµβάνει:

6.10.1. Αντλία διπλής κλήσεως παροχών,

6.10.2. ∆ιάταξη έκχυσης χειροκίνητη ή αυτόµατη, δυναµικότητας 100 µικρολίτρων (µl),

6.10.3. Στήλη Dupont Protein Plus (µήκους 25 εκατοστών, εσωτερικής διαµέτρου 0,46 εκατοστών) ή ισοδύναµη στήλη
ανεστραµµένης φάσεως µε βάση διοξείδιο του πυριτίου µε διευρυµένους πόρους,

6.10.4. Κλίβανος µε θερµοστατηµένη στήλη που ρυθµίζεται σε 35 ± 1 °C,

6.10.5. Ανιχνευτής UV µε µεταβλητό µήκος κύµατος, που επιτρέπει µετρήσεις έως 210 nm (σε περίπτωση ανάγκης µπορεί
να χρησιµοποιηθεί ένα µήκος κύµατος µεγαλύτερο το οποίο µπορεί να επιτύχει 220 nm) µε ευαισθησία 0,02 Å,

6.10.6. Ολοκληρωτής που µπορεί να σχηµατίσει ολοκληρώµατα από κοιλάδα σε κοιλάδα.

Σηµείωση

Μπορεί κανείς να εργασθεί µε στήλες που διατηρούνται σε θερµοκρασία περιβάλλοντος υπό τον όρο ότι η
θερµοκρασία αυτή δεν παρουσιάζει διακυµάνσεις µεγαλύτερες του 1 °C· αλλιώς, διαπιστώνονται µεγάλες µεταβολές
στο χρόνο κατακράτησης των GMPÅ.

7. ∆ειγµατοληψία

7.1. Η δειγµατοληψία πραγµατοποιείται σύµφωνα µε το διεθνές πρότυπο ISO 707. Τα κράτη µέλη µπορούν ωστόσο να
εφαρµόσουν άλλη µέθοδο δειγµατοληψίας εφόσον αυτή είναι σύµφωνη µε τις αρχές του προαναφερθέντος προτύπου.

7.2. Το δείγµα διατηρείται σε συνθήκες κατάλληλες ώστε να µη προκληθεί αλλοίωση ή µεταβολή της σύνθεσης.

8. Τρόπος εργασίας

8.1. Παρασκευή του δείγµατος για δοκιµή

Το γάλα σε σκόνη µεταγγίζεται σε δοχείο χωρητικότητας διπλής περίπου του όγκου της σκόνης, εξοπλισµένου µε
αεροστεγές πώµα. Το δοχείο κλείνεται αµέσως. Το γάλα σε σκόνη αναµειγνύεται καλά µε διαδοχικές αναστροφές του
δοχείου.

8.2. ∆είγµα δοκιµής

Σε φυγόκεντρους σωλήνες ζυγίζονται 2 ± 0,001 γραµµάρια δείγµατος για δοκιµή (6.2) ή σε κατάλληλη σφαιρική
φιάλη, µε σµυρισµένο πώµα (50 ml).

8.3. Αποµάκρυνση των λιπαρών ουσιών και των πρωτεϊνών

8.3.1. Στο δείγµα δοκιµής προστίθενται 20,0 γραµµάρια ζεστού νερού (50 °C). Η σκόνη διαλύεται µε ανακίνηση πέντε
λεπτών µε τη βοήθεια ενός αναδευτήρα ή κατά τη διάρκεια 30 λεπτών, στην περίπτωση του όξινου βουτυρογάλακτος,
µε τη βοήθεια µηχανικού αναδευτήρα (6.3). Ο σωλήνας τοποθετείται σε υδρόλουτρο (6.9) και ρυθµίζεται η
θερµοκρασία του σωλήνα σε 25 °C.

8.3.2. Σε δύο λεπτά προστίθενται 10,0 ml διαλύµατος τριχλωροξικού οξέος στους 25 °C (5.1) ανακοινώντας ζωηρά µε τη
βοήθεια µαγνητικού αναδευτήρα (6.4). Ο σωλήνας τοποθετείται σε υδρόλουτρο (6.9) και διατηρείται σ’ αυτό κατά τη
διάρκεια 60 λεπτών.

8.3.3. Φυγοκέντριση (6.2) 2 200 γραµµάρια κατά τη διάρκεια 10 λεπτών ή διήθηση σε χαρτί (6.6), και απορρίπτονται τα
πέντε πρώτα ml του διηθήµατος.

8.4. Χρωµατογραφικός προσδιορισµός

8.4.1. Η ανάλυση HPLC πραγµατοποιείται όπως περιγράφεται στο παράρτηµα XVIII. Εάν προκύψει αρνητικό αποτέλεσµα
αυτό σηµαίνει ότι το αναλυόµενο δείγµα δεν περιέχει ξηρά εκχυλίσµατα ορού γάλακτος που προέκυψε από πήξη σε
ανιχνεύσιµες ποσότητες. Σε περίπτωση θετικών αποτελεσµάτων πρέπει να εφαρµοστεί η τεχνική HPLC ανεστραµµένης
φάσεως που περιγράφεται παρακάτω. Η παρουσία όξινου βουτυρογάλακτος σε σκόνη µπορεί να δώσει ψευδοθετικά
αποτελέσµατα. Η µέθοδος HPLC ανεστραµµένης φάσεως αποκλείει αυτήν τη δυνατότητα.
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Χρόνος
(σε λεπτά)

Παροχή
(ml/λεπτό) % A % B Καµπύλη

8.4.2. Πριν να εφαρµοστεί η ανάλυση CLHP ανεστραµµένης φάσεως, πρέπει να βελτιστοποιηθούν οι συνθήκες της κλήσης
παροχών. Ο ιδανικός χρόνος κατακράτησης για τα συστήµατα της κλήσης παροχών νεκρού όγκου περίπου 6 ml
(όγκος του σηµείου όπου τα διαλύµατα βρίσκονται στον όγκο του δακτυλίου της διάταξης έγχυσης) είναι 26 λεπτά ±
2 λεπτά για τα GMPΑ. Στην περίπτωση των συστηµάτων κλήσης παροχών που έχουν νεκρό όγκο χαµηλότερο (για
παράδειγµα 2 ml) πρέπει να εφαρµοσθεί ως ιδανικός χρόνος κατακράτησης ο χρόνος των 22 λεπτών.

Τα διαλύµατα των τύπων δειγµάτων λαµβάνονται (5.4) µε ή χωρίς ορό γάλακτος που προκύπεει µετά τη πήξη κατά
50 %.

Στη διάταξη CLHP εκχύονται 100 µl υπερκείµενου υγρού ή διηθήµατος (8.3.3) µε τη χρησιµοποίηση συνθηκών
κλήσεως παροχών αναφοράς που αναφέρονται στον πίνακα 1.

Πίνακας 1

Συνθήκες κλήσεως παροχών αναφοράς για τη βελτιστοποίηση της χρωµατογραφίας

INIT 1,0 90 10 *

27 1,0 60 40 lin

32 1,0 10 90 lin

37 1,0 10 90 lin

42 1,0 90 10 lin

Μια σύγκριση των δύο χρωµατογραφηµάτων θα έπρεπε να φαίνεται εκεί όπου βρίσκεται η κορυφή των GMPΑ.

Με τη βοήθεια του τύπου που αναφέρεται παρακάτω, η σύνθεση του αρχικού διαλύµατος που θα χρησιµοποιηθεί για
την κανονική κλήση παροχών (8.4.3) µπορεί να υπολογισθεί ως εξής:

όπου:

RTgmpA: χρόνος κατακράτησης του GMPΑ στην κλήση παροχών αναφοράς

10: το αρχικό ποσοστό Β της κλήσης παροχών αναφοράς

2,5: το ποσοστό Β στο κεντρικό σηµείο µείον το ποσοστό Β στην αρχή στην κανονική κλήση παροχών

13,5: ο χρόνος στα µισά της διαδροµής της κλήσης παροχών αναφοράς

26: αναγκαίος χρόνος κατακράτησης για τα GMPΑ

6: λόγος των κλήσεων παροχών αναφοράς και της κανονικής κλήσης παροχών

30: ποσοστό Β στην αρχή µείον το ποσοστό Β σε 27 λεπτά. Στην κλήση παροχών αναφοράς

27: χρόνος διαδροµής της κλήσης παροχών αναφοράς.

8.4.3. Λήψη διαλυµάτων των δοκιµών

Στο σκεύος CLHP εκχύονται ακριβώς 100 ml υπερκείµενου υγρού ή διηθήµατος (8.3.3) και παροχή 1,0 ml
ρέοντος διαλύµατος (5.2) ανά λεπτό.

Η σύνθεση του εκλούσµατος στην αρχή της ανάλυσης προκύπτει από το 8.4.2. Προσεγγίζει συνήθως το Α: Β = 76:
24 (5.2). Αµέσως µετά την έγχυση αρχίζει µια γραµµική κλήση παροχών που δίδει µετά από 25 λεπτά ποσοστό Β
µεγαλύτερο του 5 %. Στη συνέχεια αρχίζει µια γραµµική κλήση παροχών που οδηγεί στη σύνθεση του εκλούσµατος
µέχρι 95 % του Β σε διάστηµα 5 λεπτών. Η σύνθεση αυτή διατηρείται κατά τη διάρκεια 5 λεπτών, στη συνέχεια
µεταβάλλεται η σύνθεση µε γραµµική κλήση παροχής 5 λεπτών για να επιτευχθεί η αρχική σύνθεση. Σύµφωνα µε τον
εσωτερικό όγκο του συστήµατος άντλησης, η επόµενη έγχυση µπορεί να γίνει σε 15 λεπτά αφού έχουν επιτευχθεί οι
αρχικές συνθήκες.

Παρατηρήσεις

1. Ο χρόνος κατακράτησης των γλυκοµακροπεπτιδίων θα έπρεπε να είναι 26 λεπτά ± 2 λεπτά, γεγονός που µπορεί
να επιτευχθεί µε τη µεταβολή των αρχικών συνθηκών και των τελικών συνθηκών της πρώτης κλήσης παροχών.
Ωστόσο η διαφορά στο % Β για τις αρχικές συνθήκες και τις τελικές συνθήκες της πρώτης κλήσης παροχών πρέπει
να παραµείνουν στο 5 % Β.

2. Τα εκλούσµατα πρέπει να απαερώνονιαι επαρκώς και επίσης να διατηρούνrαι απαερωµένα. Αυτό είναι απαραίτητο
για την καλή λειτουργία του συστήµατος άντλησης της κλήσης παροχών. Η τυπική απόκλιση που αφορά το χρόνο
κατακράτησης στην κορυφή του GMP πρέπει να είναι κατώτερη από 0,1 λεπτό (n = 10).

3. Για όλα, τα πέντε δείγµατα πρέπει να εγχυθεί και να χρησιµοποιηθεί το δείγµα αναφοράς (5) για να υπολογισθεί ο
νέος συντελεστής απόκρισης R (9.1.1).
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8.4.4. Τα αποτελέσµατα της χρωµατογραφικής ανάλυσης του δείγµατος για δοκιµή (Ε) λαµβάνονται µε τη µορφή χρωµατο-
γραφήµατος όπου κάθε κορυφή GMP αναγνωρίζεται από το χρόνο κατακράτησης περίπου 26 λεπτών.

Ο ολοκληρωτής (6.10.1) υπολογίζει αυτόµατα το ύψος της κορυφής Η της κορυφής GPM. Η βασική γραµµή πρέπει
να επαληθευθεί σε κάθε χρωµατογράφηµα. Η ανάλυση ή το ολοκλήρωµα θα έπρεπε να επαναληφθούν εάν η γραµµή
δεν είναι σωστή.

Για την ανίχνευση των ενδεχόµενων ανωµαλιών που οφείλονται είτε στην κακή λειτουργία του εξοπλισµού ή στη
στήλη, είτε στη φύση του αναλυόµενου δείγµατος, είναι αναγκαίο να εξεταστεί η µορφή κάθε χρωµατογραφήµατος
πριν από κάθε ποσοτική ερµηνεία. Σε περίπτωση αµφιβολίας θα επαναληφθεί η ανάλυση.

8.5. Καµπύλη αναφοράς

8.5.1. Να εφαρµοσθεί επακριβώς στα δείγµατα µάρτυρες (5.4.1-5.4.2) ο τρόπος εργασίας που περιγράφεται στο σηµείο 8.2
στο σηµείο 8.4.4. Να χρησιµοποιηθούν πρόσφατα παρασκευασµένα διαλύµατα διότι τα GMP αποικοδοµούνται σε
τριχλωροξικό περιβάλλον µέχρι ποσοστού 8 %, σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. Σε 4 °C το διάλυµα παραµένει
σταθερό κατά τη διάρκεια 24 ωρών. Στην περίπτωση µακρών σειρών ανάλυσης είναι σκόπιµο να χρησιµοποιηθεί ένας
ψυχόµενος δίσκος δειγµάτων στην αυτόµατη διάταξη έγχυσης.

Σηµείωση:

Το σηµείο 8.4.2 µπορεί να παραληφθεί εάν το % Β στις αρχικές συνθήκες είναι γνωστό από προηγούµενες αναλύσεις.

Το χρωµατογράφηµα του δείγµατος αναφοράς (5) πρέπει να είναι σύµφωνο µε το σχέδιο 1. Σ’ αυτήν τη γραφική
αναπαράσταση, η κορυφή του GMPΑ ακολουθεί µετά από δύο µικρές κορυφές. Είναι αναγκαίο να γίνει ένας
συγκρίσιµος διαχωρισµός.

8.5.2. Πριν από κάθε χρωµατογραφικό προσδιορισµό των δειγµάτων, να χυθούν 100 µικρολίτρα του προτύπου δείγµατος
χωρίς ορό γάλακτος (0) (5.4.1).

Το χρωµατογράφηµα δεν θα έπρεπε να παρουσιάζει κορυφή στο χρόνο κατακράτησης της κορυφής του GMPΑ.

8.5.3. Να προσδιοριστούν οι συντελεστές απόκρισης R µε έγχυση του ιδίου όγκου διηθήµατος (8.5.1) όπως και για τα
δείγµατα.

9. Αποτέλεσµα

9.1. Τρόπος υπολογισµσύ και τύποι

9.1.1. Υπολογισµός του συντελεστή απόκρισης R:

Κορυφή GMP: R = W/H

όπου:

R = ο συντελεστής απόκρισης της κορυφής GMP

Η = στο ύψος της κορυφής GMP

W = η ποσότητα του ορού γάλακτος που περιέχεται στο δείγµα µάρτυρα (5)

9.2. Υπολογισµός του ποσού του ορού γάλακτος που προκύπτει µετά την πήξη και βρίσκεται µέσα στο δείγµα:

W(Ε) = R × H(E)

όπου:

W(E) = το ποσοστό του ορού γάλακτος που προκύπτει µετά από πήξη και βρίσκεται στο δείγµα: (Ε)

R = ο συντελεστής απόκρισης της κορυφής GMP (9.1.1)

H(E) = το ύψος της κορυφής GMP του δείγµατος (Ε).

Εάν W(Ε) είναι ανώτερο από 1 % και η διαφορά µεταξύ του χρόνου κατακράτησης και του χρόνου του δείγµατος
µάρτυρα (5) είναι κατώτερος από 0,2 λεπτά, αποδεικνύεται η παρουσία ξηρών εκχυλισµάτων ορού γάλακτος.

9.3. Ακρίβεια της µεθόδου

9.3.1. Επαναληπτικότητα

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων των δύο προσδιορισµών που πραγµατοποιήθηκαν ταυτόχρονα ή µε µικρό
χρονικό διάστηµα από τον ίδιο τεχνικό εργαστηρίου που χρησιµοποίησε τον ίδιο εξοπλισµό, επί της ίδιας δειγµατολη-
ψίας δεν µπορεί να υπερβαίνει το 0,2 % m/m.
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9.3.2. Αναπαραγωγιµότητα

∆εν έχει προσδιοριστεί ακόµα.

9.3.3. Γραµµικότητα

Έως ποσοστού 16 % ορού γάλακτος µετά από πήξη θα ληφθεί µια γραµµική σχέση µε συντελεστή συσχέτισης
µεγαλύτερου του 0,99.

9.4. Ερµηνεία

9.4.1. Αποδεικνύεται η παρουσία του ορού γάλακτος εάν το αποτέλεσµα που λαµβάνεται στο σηµείο 9.2 είναι µεγαλύτερο
από 1 % m/m και εάν ο χρόνος κατακράτησης της κορυφής GMP διαφέρει κατά 0,2 τουλάχιστον λεπτά από εκείνον
του πρότυπου δείγµατος (5). Το όριο του 1 % καθορίζεται σύµφωνα µε πς διατάξεις του κανονισµού (ΕΟΚ) αριθ.
625/78 παράρτηµα V σηµεία 9.2 και 9.4.1.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΧΧ

(Άρθρο 14)

ΑΠΟΚΟΡΥΦΩΜΕΝΟ ΓΑΛΑ ΣΕ ΣΚΟΝΗ: ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΠΕΡΙΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΣΕ ΦΩΣΦΑΤΙ∆ΥΛΣΕΡΙΝΗ ΚΑΙ
ΦΩΣΦΑΤΙ∆ΥΛΑΙΘΑΝΟΛΑΜΙΝΗ

Μέθοδος CLHT αναστροφής φάσης

1. ΘΕΜΑ ΚΑΙ ΤΟΜΕΑΣ ΕΦΑΡΜΟΓΗΣ

Η µέθοδος περιγράφει µία διαδικασία για τον ποσοτικό προσδιορισµό της φωσφατιδυλσερίνης (PS) και φωσφατιδυλαιθανο-
λαµίνης (PE) σε αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη (ΑΓΣ ) και είναι κατάλληλη για την ανίχνευση πηγµάτων βουτυρογάλακτος
στο ΑΓΣ.

2. ΟΡΙΣΜΟΣ

Περιεκτικότητα σε PS + PE: η κατανοµή µάζας ουσίας προσδιορίζεται χρησιµοποιώντας τη µέθοδο που ορίζεται στο παρόν
παράρτηµα. Το αποτέλεσµα εκφράζεται σε mgr διπαλµτελαϊκής φωσφατιδυλαιθανολαµίνης (PEDP) ανά 100 g σκόνης.

3. ΑΡΧΗ

Απόσταξη αµινοφωσφολιπιδίων µε µεθανόλη από ανασυσταθείσα σκόνη γάλακτος. Προσδιορισµός PS και PE ως παραγώγων
της ο-φθαλδιαλδεΰδης (OPA) µε CLHT ανάστροφης φάσης (RP) και ανίχνευση φθορισµού. Ποσοτικός προσδιορισµός της
περιεκτικότητας PS και PE στο εξεταζόµενο δείγµα σε σχέση µε πρότυπο δείγµα που περιέχει γνωστή ποσότητα PEDP.

4. ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ

Όλα τα αντιδραστήρια πρέπει να είναι αποδεδειγµένου αναλυτικού βαθµού. Το χρησιµοποιούµενο νερό είναι αποσταγµένο ή
τουλάχιστον ισοδύναµης καθαρότητας.

4.1. Πρότυπο υλικό: PEDP, τουλάχιστον 99 % καθαρό.

Σηµείωση: Το πρότυπο υλικό πρέπει να αποθηκεύεται σε – 18 °C.

4.2. Αντιδραστήρια για την προετοιµασία πρότυπου δείγµατος και εξεταζόµενου δείγµατος

4.2.1. Μεθανόλη CLHP βαθµού

4.2.2. Χλωροφόρµιο CLHP βαθµού

4.2.3. Τρυπταµίνη — µονοϋδροχλωρίδιο

4.3. Αντιδραστήρια για σχηµατισµό παραγώγων ο-φθαλδιαλδεΰδης

4.3.1. Υδροξείδιο του νατρίου, υδάτινο διάλυµα 12 Μ

4.3.2. Βορικό οξύ, υδάτινο διάλυµα 0,4 Μ προσαρµοσµένο σε pH 10,0 µε υδροξείδιο του νατρίου (4.3.1)

4.3.3. 2-µερκαπτοαιθανόλη

4.3.4. Ο-φθαλδιαλδεΰδη (OPA)

4.4. ∆ιαλύτες έκπλυσης CLHP

Οι διαλύτες έκπλυσης πρέπει να παρασκευάζονται χρησιµοποιώντας τα αντιδραστήρια βαθµού CLHP.

4.4.1. Νερό CLHP βαθµού

4.4.2. Μεθανόλη φθοροµετρικά ελεγχόµενης καθαρότητας

4.4.3. Τετραϋδροφουράνιο

4.4.4. Φωσφατικό διάλυµα διυδρογόνου του νατρίου

4.4.5. Οξικό άλας του νατρίου

4.4.6. Οξικό οξύ

5. Όργανα

5.1. Αναλυτικός ζυγός

5.2. Μεζούρες, µε χωρητικότητα 25 και 100 ml

5.3. Σιφώνια έγχυσης 1 και 10 ml

5.4. Μαγνητικός αναδευτήρας
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5.5. Βαθµονοµηµένα σιφώνια έγχυσης 0,2, 0,5 και 5 ml

5.6. Ογκοµετρικά χωνιά, µε χωρητικότητα 10, 50 και 100 ml

5.7. Σύριγγες, χωρητικότητας 20 και ml

5.8. Λουτρό υπερήχων

5.9. Φυγόκεντρος που λειτουργεί σε 27 000 × g

5.10. Γυάλινες φιάλες, χωρητικότητας περίπου 5 ml

5.11. Βαθµονοµηµένος κύλινδρος, χωρητικότητας 25 ml

5.12. pH-µέτρο

5.13. Εξοπλισµός CLHP

5.13.1. Βαθµονοµηµένο σύστηµα άντλησης, ικανό να λειτουργεί σε 1,0 ml ανά λεπτό σε 200 bar

5.13.2. Αυτόµατος δειγµατολήπτης µε δυνατότητα σχηµατισµού παραγώγων

5.13.3. Θερµαντής στήλης σε 30 °C

5.13.4. Ανιχνευτής φθορισµού σε 330 nm µήκος κύµατος διέργεσης και 440 nm µήκος κύµατος εκποµπής

5.13.5. Ολοκληρωτής ή ηλεκτρονικός υπολογιστής επεξεργασίας δεδοµένων ικανός για µετρήσεις στην περιοχή σχηµατι-
σµού κορυφής

5.13.6. Λιχροσφαίρα — 100 στήλες (250 X 4,6 mm) ή ισοδύναµη στήλη γεµάτη µε οκταδεκυλσιλάνη (C18), µέγεθος
µορίου 5 µm

6. ∆ειγµατοληψία

Η δειγµατοληψία πρέπει να διενεργείται σύµφωνα µε το πρότυπο IDF 50Β 1985.

7. ∆ιαδικασία

7.1. Προετοιµασία του πρότυπου διαλύµατος του εργαστηρίου

Ζυγίζονται 30,0 ± 0,1 mg τρυπταµίνης-µονοϋδροχλωριδίου (4.2.3) σε ογκοµετρικό χωνί 100 ml (5.6) και γεµίζε-
ται έως τη χαραγή µε µεθανόλη (4.2.1). Εγχύεται µε πιπέτα 1 ml (5.3) του διαλύµατος αυτού σε ογκοµετρικό χωνί
10 ml (5.6) και γεµίζεται, ως τη χαραγή µε µεθανόλη (4.2.1) έτσι ώστε να επιτευχθεί συγκέντρωση 0,15 mΜ
τρυπταµίνης.

7.2. Προετοιµασία του υπό δοκιµασία διαλύµατος

Ζυγίζονται 1,000 ± 0,001 g δείγµατος ΑΓΣ σε µεζούρα 25 ml (5.2). Προστίθενται 10 ml αποσταγµένου νερού σε
40 °C µε πιπέτα (5.3) και αναδεύονται µε µαγνητικό αναδευτήρα (5.4) για 30 λεπτά µε σκοπό τη διάλυση
οιωνδήποτε συσσωρευµάτων. Εγχύεται µε πιπέτα 0,2 ml (5.5) του ανασυσταθέντος γάλακτος σε ογκοµετρικό χωνί
10 ml (5.6), προστίθενται 100 µl του διαλύµατος 0,15 mM τριπταµίνης (7.1) χρησιµοποιώντας σύρριγγα (5.7)
και συµπληρώνεται ο όγκος µε µεθανόλη (4.2.1). Αναµειγνύονται προσεκτικά µε αναστροφή και υποβάλλοντάς τα
σε υπερήχους (5.8) για 15 λεπτά. ∆ιενεργείται φυγοκέντρηση (5.9) σε 27 000 × g για 10 λεπτά και συγκεντρώνε-
ται το υπερπλέον διάλυµα σε γυάλινη φιάλη (5.10).

Σηµείωση: Το διάλυµα του υπό δοκιµή δείγµατος πρέπει να αποθηκεύεται σε 4 °C έως τη διενέργεια της ανάλυσης
CLHP.

7.3. Προετοιµασία του εξωτερικού προτύπου διαλύµατος

Ζυγίζονται 55,4 mg PEDP (4.1) σε ογκοµετρικό χωνί 50 ml (5.6) και προστίθενται περίπου 25 ml χλωροφορµίου
(4.2.2) χρησιµοποιώντας βαθµονοµηµένο κύλινδρο (5.11). Θερµαίνεται το πωµατισµένο χωνί σε 50 °C και
αναµειγνύεται προσεκτικά έως τη διάλυση των PEDP. Ψύχεται το χωνί σε 20 °C, συµπληρώνεται ο όγκος µε
µεθανόλη (4.2.1) και αναµειγνύεται µε αναστροφή. Εγχύεται µε πιπέτα 1 ml (5.3) του διαλύµατος αυτού σε
ογκοµετρικό χωνί 100 ml (5.6) και συµπληρώνεται ο όγκος µε µεθανόλη (4.2.1). Εγχύεται µε πιπέτα 1 ml (5.3)
του διαλύµατος αυτού σε ογκοµετρικό χωνί 10 ml (5.6), προστίθενται 100 µl (5.7) του διαλύµατος τρυπταµίνης
0,15 mM (7.1) και συµπληρώνεται ο όγκος µε µεθανόλη (4.2.1). Αναµειγνύεται µε αναστροφή.

Σηµείωση: Το πρότυπο διάλυµα δείγµατος πρέπει να αποθηκεύεται σε 4 °C µέχρι τη διενέργεια της ανάλυσης
CLHP.

7.4. Προετοιµασία του αντιδραστηρίου σχηµατισµού παραγώγων

Ζυγίζονται 25,0 ± 0,1 mg OPA (4.3.4) σε ογκοµετρικό χωνί 10 ml (5.6), προστίθενται 0,5 ml (5.5) µεθανόλης
(4.2.1) και αναµειγνύονται προσεκτικά για τη διάλυση της OPA. Συµπληρώνεται ως τη χαραγή µε διάλυµα βορικού
οξέος (4.3.2) και προστίθενται 20 µl 2-µερκαπτοαιθανόλης (4.3.3) µε σύριγγα (5.7).

Ν.Β.: Το αντιδραστήριο σχηµατισµού παραγώγων πρέπει να αποθηκεύεται σε 4 °C σε σκοτεινή φιάλη και είναι
σταθερό για µία εβδοµάδα
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Χρόνος (ελάχ.) ∆ιαλύτης Α (%) ∆ιαλύτης Β (%) Παροχή (ml/min)

7.5. Προσδιορισµός CLHP

7.5.1. ∆ιαλύτες έκπλυσης (4.4)

∆ιαλύτης Α:

0,3 mM ορθοφωσφορικό µονονάτριο και 3 mM οξικό άλας (προσαρµοσµένα σε pH 6,5 µε οξικό οξύ): µεθανόλη:
τετραϋδροφουράνιο = 558: 440: 2.

∆ιαλύτης Β:

µεθανόλη

7.5.2. Προτεινόµενη βαθµονόµηση της έκπλυσης:

Αρχικός 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

Σηµείωση: Η βαθµονόµηση της έκπλυσης είναι δυνατόν να απαιτεί ελαφρά τροποποίηση µε σκοπό να επιτευχθεί το
αποτέλεσµα που δεικνύεται στο σχήµα 1.

Θερµοκρασία στήλης: 30 °C

7.5.3. Όγκος έγχυσης: 50 µl του αντιδραστηρίου σχηµατισµού παραγώγων και 50 µl του διαλύµατος δείγµατος

7.5.4. Εξισορρόπηση στήλης

Αρχίζοντας το σύστηµα σε ηµερήσια βάση, εκπλύεται η στήλη µε 100 % διαλύτη Β για 15 λεπτά, στη συνέχεια
τίθεται σε Α:Β = 40:60 και ισορροπεί σε 1 ml ανά λεπτό για 15 λεπτά. Πραγµατοποιείται µία σειρά τυφλού
διαλύµατος µε έγχυση µεθανόλης (4.2.1).

Σηµείωση: Πριν από µακράς διάρκειας αποθήκευση υποβάλετε σε έκπλυση τη στήλη µε µεθανόλη: χλωροφόρ-
µιο = 80: 20 (%) για 30 λεπτά.

7.5.5. Προσδιορισµός της περιεκτικότητας PS και PE στο υπό δοκιµασία δείγµα

7.5.6. Πραγµατοποιήσατε τη σειρά των χρωµατογραφικών αναλύσεων κρατώντας σταθερό από σειρά σε σειρά το χρόνο µε
σκοπό να λάβετε σταθερούς χρόνους κατακράτησης. Εγχύσατε το εξωτερικό πρότυπο διάλυµα (7.3) κάθε 5 έως 10
διαλύµατα του υπό δοκιµασία δείγµατος µε σκοπό να εκτιµήσετε τον παράγοντα αντίδρασης.

Ν.Β.: Η στήλη πρέπει να καθαρίζεται µε έκπλυση µε 100 % διαλύτη Β (7.5.1) για τουλάχιστον 30 λεπτά κάθε 20
έως 25 σειρές.

7.6. Μέθοδος ολοκλήρωσης

7.6.1. Κορυφή PEDP

Το PEDP εγχύεται σε µία απλή κορυφή. Προσδιορίστε την περιοχή της κορυφής από καµπύλη σε καµπύλη
ολοκλήρωση.

7.6.2. Κορυφή τρυπταµίνης

Η τρυπταµίνη εγχύεται ως µονή κορυφή (σχήµα 1). Προσδιορίστε το εµβαδόν της κορυφής µε από καµπύλη σε
καµπύλη ολοκλήρωση.
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7.6.3. Οµάδες κορυφών PS και PE
Υπό τις περιγραφόµενες συνθήκες (σχήµα 1), η PS εγχύεται ως δύο βασικές µερικώς άλυτες κορυφές των οποίων
προηγείται µία ελάσσων κορυφή. Η PE εγχύεται ως τρεις βασικές µερικώς άλυτες κορυφές. Προσδιορίστε το
συνολικό εµβαδόν κάθε συγκέντρωσης κορυφών θέτοντας τη γραµµή βάσης όπως αναφέρεται στο σχήµα 1.

8. Υπολογισµός και έκφραση των αποτελεσµάτων

Η περιεκτικότητα PS και PE στο υπό διαδικασία δείγµα πρέπει να υπολογίζονται ως εξής:

όπου:

C = περιεκτικότητα PS ή PE (mg/100 g σκόνης στο υπό δοκιµασία δείγµα)

Α1 = εµβαδόν κορυφής PEDP του πρότυπου διαλύµατος δείγµατος (7.3)

Α2 = εµβαδόν κορυφής PS ή ΡΕ του διαλύµατος του υπό δοκιµασία δείγµατος (7.2)

Τ1 = εµβαδόν κορυφής τρυπταµίνης του πρότυπου διαλύµατος δείγµατος (7.3)

Τ2 = εµβαδόν κορυφής τρυπταµίνης του διαλύµατος του υπό δοκιµασία δείγµατος (7.2).

9. ∆ΙΕΥΚΡΙΝΗΣΗ

Σηµείωση: Οι τιµές για την επαναληψιµότητα υπολογίστηκαν σύµφωνα µε το IDF ∆ιεθνές Πρότυπο (1). Το προσωρινό όριο
αναπαραγωγιµότητας υπολογίστηκε σύµφωνα µε το παράρτηµα ΙΙΙ, σηµείο β.

9.1. Επαναληψιµότητα

Η σχετική πρότυπη απόκλιση της επαναληψιµότητας, η οποία εκφράζει την ποικιλότητα των διαφόρων αναλυτικών
αποτελεσµάτων που προέκυψαν από τον ίδιο χειριστή που χρησιµοποιεί τα ίδια όργανα υπό τις ίδιες συνθήκες επί
του ιδίου υπό δοκιµασία δείγµατος και εντός σύντοµου παρεµβαλλόµενου διαστήµατος χρόνου, δεν πρέπει να
υπερβαίνει το 2 %. Σε περίπτωση που δύο προσδιορισµοί προκύπτουν υπό αυτούς τους όρους, η σχετική διαφορά
µεταξύ δύο αποτελεσµάτων δεν θα πρέπει να είναι µεγαλύτερη από 6 % του αριθµητικού µέσου των αποτελε-
σµάτων.

9.2. Αναπαραγωγιµότητα

Σε περίπτωση που δύο προσδιορισµοί προκύπτουν από δύο χειριστές σε διαφορετικά εργαστήρια χρησιµοποιώντας
διαφορετικά όργανα υπό διαφορετικές συνθήκες για την ανάλυση του ιδίου υπό δοκιµασία δείγµατος, η σχετική
διαφορά µεταξύ των δύο αποτελεσµάτων δεν πρέπει να υπερβαίνει το 11 % του αριθµητικού µέσου των αποτελε-
σµάτων.

10. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ

10.1. Resmini (Ρ.), Pellegrino (L.), Hogenboom (J.A.), Sadini (V.), Rampilli (Μ.), «Détection des solides du babeurre
danw le lait écrémé en poudre par dosage des aminophospholipides á la CLHP», Sci. Tecn. Latt.-Cas., 39, 395
(1988).

(1) International IDF-Standard 135B/1991. Milk and milk products. Precision characteristics of analytical methods. Outline of collabora-
tive study procedure (περιγραφή συλλογικής διαδικασίας µελέτης).
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Σχήµα 1: Σχεδιάγραµµα ΥΧΥΑ των παραγωγών ΟΡΑ φωσφατιδυλσερίνης (PS) και φωσφατιδυλαιθανολαµίνης (PE) σε εκχύλισµα ανασυσταθείσας σκόνης αποκορυφωµένου γάλακτος. Αναφέρεται ο τρόπος ολοκλήρωσης για τις
κορυφές PS, PE και τρυπταµίνης (εργαστηριακό πρότυπο).
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ XXI

(Άρθρο 15)

ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΩΝ ΚΑΙ ΚΑΤΑΛΟΙΠΩΝ ΣΟΥΛΦΟΝΑΜΙ∆ΗΣ/DAPSON ΣΕ ΑΠΟΚΟΡΥΦΩΜΕΝΟ ΓΑΛΑ ΣΕ
ΣΚΟΝΗ

Χρησιµοποιείται µία µικροβιακή ανασταλτική δοκιµή διαχωρισµού χρησιµοποιώντας Bacillus stearothemophilus var. calidolactis
C953 ως µικρo-οργανισµό δοκιµής και η οποία είναι αρκετά ευαίσθητη για την ανίχνευση 4 µg βενζυλπενικιλλίνης ανά λίτρο
γάλακτος και 100 µg σουλφαδιµιδίνης ανά λίτρο γάλακτος. Υπάρχουν εµπορικά kit δοκιµών και µπορούν να χρησιµοποιηθούν
εφόσον έχουν την απαραίτητη ευαισθησία για βενζυλπενικιλλίνη και σουλφαδιµιδίνη (1).

Για τη δοκιµή, χρησιµοποιείται ανασυσταθέν αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη (1 g σκόνη + 9 ml απεσταγµένο ύδωρ). Η δοκιµή
διενεργείται όπως περιγράφεται στο IDF (∆ελτίο αριθ. 258/1991, τοµέας 1, κεφάλαιο 2), ή σύµφωνα µε τις οδηγίες του
παρασκευαστή του δοκιµαστικού kit.

Τα θετικά αποτελέσµατα ερµηνεύονται ως εξής:

1. Επαναλάβατε τη δοκιµή προσθέτοντας πενικιλλινάση στο σύστηµα δοκιµής:

Θετικό αποτέλεσµα: ανασταλτική ουσία δεν µπορεί να ταυτοποιηθεί µε αυτή τη διαδικασία.

Αρνητικό αποτέλεσµα: ανασταλτική ουσία είναι αντιβιοτικό β-λακτάµη.

2. Επαναλάβατε τη δοκιµή προσθέτοντας π-αµινοβενζοϊκό οξύ στο σύστηµα δοκιµής:

Θετικό αποτέλεσµα: ανασταλτική ουσία δεν µπορεί να ταυτοποιηθεί µε τη διαδικασία αυτή.

Αρνητικό αποτέλεσµα: ανασταλτική ουσία είναι σουλφοναµίδη/dapson.

3. Επαναλάβατε τη δοκιµή προσθέτοντας πενικιλλινάση + π-αµινοβενζοϊκό οξύ στο σύστηµα δοκιµής:

Θετικό αποτέλεσµα: ανασταλτική ουσία δεν µπορεί να ταυτοποιηθεί µε τη διαδικασία αυτή.

Αρνητικό αποτέλεσµα: ανασταλτικές ουσίες είναι αντιβιοτικό β-λακτάµη και σουλφοναµίδη/dapson.

(1) Σηµαντική σηµείωση: είναι δυνατόν να προκύψουν λανθασµένα θετικά αποτελέσµατα, όταν αναλύεται αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη. Ως εκ
τούτου, είναι σηµαντικό να εξακριβώνεται ότι το σύστηµα δοκιµής που χρησιµοποιείται δεν παράγει λανθασµένα θετικά αποτελέσµατα.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ XXII

(Άρθρο 16)

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΠΟΣΟΤΗΤΟΣ ΤΟΥ ΑΠΟΚΟΡΥΦΩΜΕΝΟΥ ΓΑΛΑΚΤΟΣ ΣΕ ΣΚΟΝΗ ΠΟΥ ΠΕΡΙΕΧΕΤΑΙ ΣΤΙΣ
ΣΥΝΘΕΤΕΣ ΖΩΟΤΡΟΦΕΣ ΜΕ ΕΝΖΥΜΑΤΙΚΗ ΠΗΞΗ ΤΗΣ ΠΑΡΑΤΥΡΙΝΗΣ (ΠΑΡΑΚΑΖΕΪΝΗΣ)

1. Αντικείµενο

Προσδιορισµός της ποσότητας του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη που περιέχεται στις σύνθετες ζωοτροφές µε
ενζυµατική θρόµβωση της παρακαζεΐνης.

2. Πεδίο εφαρµογής

Η µέθοδος αυτή εφαρµόζεται στις σύνθετες ζωοτροφές που περιέχουν τουλάχιστον 10 % αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη. Η
παρουσία σηµαντικών ποσοτήτων αποβουτυρωµένου γάλακτος (babeurre) ή/και ορισµένων µη γαλακτικών πρωτεϊνών
δύναται να προκαλέσει αλλοίωση των αποτελεσµάτων.

3. Αρχή της µεθόδου

3.1. ∆ιάλυση της τυρίνης που περιέχεται στη σύνθετη ζωοτροφή δι’ εκχυλίσεως µε διάλυµα κιτρικού νατρίου.

3.2. Επαναφορά της συγκεντρώσεως ιόντων ασβεστίου που είναι αναγκαία για την καταβύθιση της παρακαζεΐνης.
Μετατροπή, διά πυτίας, της τυρίνης σε παρακαζεΐνη.

3.3. Προσδιορισµός του αζώτου της παρακαζεΐνης κατόπιν εξαλατώσεως κατά τη µέθοδο Kjeldahl, που αναφέρεται «στην
προδιαγραφή IDF 20Α 1986»· υπολογισµός της ποσότητας του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη βάσει της
ελαχίστης περιεκτικότητας σε τυρίνη 27,5 % (βλέπε σηµείο 9.1).

4. Αντιδραστήρια

Τα χρησιµοποιούµενα αντιδραστήρια πρέπει να παρουσιάζουν τον απαιτούµενο βαθµό καθαρότητας για τους σκοπούς της
αναλύσεως. Το χρησιµοποιούµενο νερό πρέπει να είναι απεσταγµένο ή να παρουσιάζει ανάλογο βαθµό καθαρότητας.
Εξαιρέσει της πυτίας (σηµείο 4.5), όλα τα χρησιµοποιούµενα αντιδραστήρια και τα διαλύµατα πρέπει να είναι απαλλαγµένα
αζωτούχων ουσιών.

4.1. ∆ίυδρο κιτρικό τρινάτριο (διάλυµα 1 % p/v).

4.2. Αντικαταστείστε από χλωριούχο ασβέστιο (διάλυµα 2Μ). Βάρος 20,018 g ανθρακικού ασβεστίου (CaC03) (αναλυτι-
κού βαθµού) σε κάψα πορσελάνης κατάλληλου µεγέθους (150-200 ml) ή σε ποτήρι ζέσεως. Συµπληρώστε µε
αποσταγµένο νερό και µεταφέρετε σε ζέον υδατόλουτρο. Προσθέστε 50-60 ml διαλύµατος HCl (πυκνό HCl:
νερό = 1:1) µέχρι να διαλυθεί πλήρως το ανθρακικό. ∆ιατηρείστε σε ζέον υδατόλουτρο µέχρι ξηρού το CaCl2 και
µέχρι τελείας αποβολής του υδροχλωρίου (HCl) που δεν έχει αντιδράσει. Μεταφέρετε µε αποσταγµένο νερό σε
ογκοµετρική φιάλη 100 ml και αραιώνετε µέχρι τη χαραγή. Ελέγχετε την τιµή pΗ η οποία δεν πρέπει να είναι
κατώτερη από 4,0. ∆ιατηρείστε το διάλυµα σε ψυγείο.

4.3. Υδροξείδιο του νατρίου 0,1 Ν.

4.4. Χλωρικό οξύ 0,1 Ν.

4.5. 1: 10 000 πρότυπο διάλυµα πυτίας (εκχύλισµα τετάρτου στοµάχου µόσχων), διατηρούµενο εντός ψυγείου στους
4-6 °C.

4.6. Αντιδραστήρια για τον προσδιορισµό του αζώτου κατά τη µέθοδο Kjeldahl που αναφέρεται στην προδιαγραφή IDF
20Α 1986.

5. Όργανα

Συνήθη όργανα εργαστηρίου. Ειδικότερα τα εξής:

5.1. Ιγδίο ή µύλος οµογενοποιήσεως.

5.2. Ζυγός αναλύσεως.

5.3. Επιτραπέζιος συσκευή φυγοκεντρήσεως (2 000-3 000 στροφές/λεπτό) εφοδιασµένες µε σωλήνες φυγοκεντρήσεως
των 50 ml.

5.4. Μαγνητικός αναδευτήρας µε ράβδους των 10-15 mm.

5.5. Ποτήρια ζέσεως των 150-200 ml.

5.6. Φιάλες αποστάξεως 250 ml και 500 ml.

5.7. Γυάλινες χοάνες διαµέτρου 60 έως 80 mm.

5.8. Ηθµοί ταχείας διηθήσεως κυκλικής διανοµής απαλλαγµένοι τέφρας, διαµέτρου 150 mm (S.S.5892 S.S. 595 1/2).

5.9. Σιφώνια διαφόρων µεγεθών.
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5.10. Υδρόλουτρο µε θερµοστατική ρύθµιση στους 37 °C.

5.11. Συσκευή µετρήσεως pΗ.

5.12. Συσκευή εξαλατώσεως και αποστάξεως για τη µέθοδο Kjeldahl µε τα αντίστοιχα εξαρτήµατα.

5.13. Βαθµολογηµένη προχοΐδα των 25 ml για τιτλοδότηση.

5.14. Πλαστική φιάλη για το απεσταγµένο νερό.

5.15. Σπάτουλα αναδεύσεως από ανοξείδωτο χάλυβα.

5.16. Θερµόµετρο.

5.17. Πυριατήριο µε θερµοστατική ρύθµιση της θερµοκρασίας.

6. Τρόπος εργασίας

6.1. Προετοιµασία του δείγµατος.

10-20 g του δείγµατος συνθλίβονται σε ιγδίο ή σε συσκευή οµογενοποιήσεως, ώστε να ληφθεί οµογενές µείγµα.

6.2. Η σκόνη γάλακτος διαλύεται και διαχωρίζεται το αδιάλυτο υπόλειµµα.

6.2.1. Ζυγίζονται 1,000 ± 0,002 g της οµογενοποιηµένης συνθέτου ζωοτροφής (σηµείο 6.1) απευθείας σε φυγοκεντρικό
σωλήνα των 50 ml. Προστίθενται 30 ml διαλύµατος κιτρικού τρινατρίου (σηµείο 4.1), κατόπιν προθερµάνσεως
στους 45 °C. Η σκόνη διαλύεται δι’ αναδεύσεως επί 5 λεπτά µε τον µαγνητικό αναδευτήρα.

6.2.2. Το διάλυµα φυγοκεντρείται επί 10 λεπτά στα 500 g (2 000-3 000 στροφές/λεπτό) και η υπερκείµενη υδατική
στοιβάδα µεταγγίζεται σε ποτήριο ζέσεως των 150-200 ml. Λαµβάνεται µέριµνα ώστε να αποφευχθεί η απώλεια των
αδιαλύτων µερών κατά τη µετάγγιση.

6.2.3. Κατά τον αυτόν τρόπο λαµβάνονται δύο ακόµη εκχυλίσµατα του υπολείµµατος. Τα τρία ληφθέντα εκχυλίσµατα
αναµειγνύονται.

6.2.4. Στην περίπτωση αποχωρισµού του λίπους το εκχύλισµα ψύχεται µέχρι στερεοποιήσεως της λιπαρής φάσεως, η οποία
ακολούθως αφαιρείται µε τη βοήθεια σπάτουλας.

6.3. Προκαλείται πήξη της τυρίνης µε τη βοήθεια των ενζύµων της πυτίας.

6.3.1. Στο αναδευόµενο ολικό υδατικό εκχύλισµα (περίπου 100 ml) προστίθεται υπό µορφή σταγόνων 3,4 ml κορεσµένου
διαλύµατος χλωριούχου ασβεστίου (σηµείο 4.2). Το pΗ ρυθµίζεται στην τιµή 6,4-6,5 µε τη βοήθεια αραιού
διαλύµατος ΝaOH (σηµείο 4.3) ή HCI (σηµείο 4.4). Το εκχύλισµα εισάγεται σε υδρόλουτρο µε θερµοστατική
ρύθµιση της θερµοκρασίας στους 37 °C, επί 15 ως 20 λεπτά, µέχρι αποκαταστάσεως της ισορροπίας του άλατος.
Αυτό διαπιστώνεται από τη γαλακτώδη όψη που αποκτά το εκχύλισµα.

6.3.2. Μεταφέρετε το υγρό σε ένα (ή δύο) φυγοκεντρικούς σωλήνες και φυγοκεντρείτε σε 2 000 g για 10 λεπτά για να
αποµακρυνθεί το ίζηµα. Μεταφέρετε το υπερκείµενο υγρό δίχως να αποπλυθεί το ίζηµα σε ένα (ή δύο) φυγοκεντρι-
κούς σωλήνες.

6.3.3. Επαναφέρατε τη θερµοκρασία του υπερκείµενου υγρού σε 37 °C. Αναδεύοντας το εκχύλισµα, προσθέστε, στάγδην,
0,5 ml του ενζυµατικού υγρού (πυτιά) (σηµείο 4.5). Η πήξη επιτυγχάνεται σε ένα ή δύο λεπτά.

6.3.4. Επαναφέρατε το δείγµα στο υδατόλουτρο και το αφήνετε σε θερµοκρασία 37 °C για 15 λεπτά. Αφαιρείτε το δείγµα
από το υδατόλουτρο και διασπάτε το πήγµα µε ανάδευση. Φυγοκεντρείτε σε 2 000 g για 10 λεπτά. ∆ιηθείτε το
υπερκείµενο υγρό µε κατάλληλο διηθητικό χαρτί (1), whatman αριθ. 541 ή παρόµοιο και φυλάσσετε το διηθητικό
χαρτί. Πλένετε το ίζηµα σε φυγοκεντρικό σωλήνα µε νερό 50 ml σε 35 °C περίπου, αναδεύοντας το ίζηµα.

Φυγοκεντρείτε πάλι σε 2 000 g για 10 λεπτά. ∆ιηθείτε το υπερκείµενο υγρό µε το διηθητικό χαρτί που φυλάξατε
προηγουµένως.

6.4. Προσδιορισµοί των αζώτων της τυρίνης.

6.4.1. Μετά από την πλήρη διήθηση, ο ηθµός εισάγεται στη φιάλη Kjeldahl και προσδιορίζεται το άζωτο κατά τη µέθοδο
Kjeldahl, που αναφέρεται στην προδιαγραφή IDF 20Α 1986.

7. Τυφλό πείραµα

7.1. ∆ιεξάγεται τυφλό πείραµα κατά τρόπο συστηµατικό µε τη βοήθεια ηθµού απαλλαγµένου τέφρας (σηµείο 5.8),
εµποτισµένου σε µείγµα 90 ml διαλύµατος κιτρικού νατρίου (σηµείο 4.1), 1 ml κορεσµένου διαλύµατος χλωριού-
χου ασβεστίου (σηµείο 4.2), 0,5 ml υγρής πυτίας (σηµείο 4.5) και εκτελουµένου µε 3 × 15 ml νερού πριν από την
εξαλάτωση κατά τη µέθοδο Kjeldahl, που αναφέρεται στην προδιαγραφή IDF 20Α 1986.

7.2. Ο όγκος του οξέος (σηµείο 4.4) που απαιτείται για τη διεξαγωγή του τυφλού πειράµατος αφαιρείται από τον όγκο
του οξέος, που χρησιµοποιήθηκε για την τιτλοδότηση του προτύπου δείγµατος.

(1) Πρέπει να χρησιµοποιείται σταθµικό χαρτί ταχείας διήθησης.
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8. ∆οκιµή ελέγχου

8.1. Για τον έλεγχο της αναλυτικής µεθόδου και των αναφερθέντων αντιδραστηρίων, διενεργείται ο προσδιορισµός µιας
προτύπου ζωοτροφής, της οποίας η γνωστή περιεκτικότητα σε αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη έχει προσδιορισθεί µε
τη βοήθεια κυκλικής αναλύσεως. Η µέση τιµή που προκύπτει από τον διπλό προσδιορισµό, δεν πρέπει να αποκλίνει
περισσότερο από 1 % από την τιµή που προκύπτει από την κυκλική ανάλυση.

9. Παρουσίαση των αποτελεσµάτων

9.1. Η περιεκτικότητα επί τοις εκατό της σύνθεσης ζωοτροφής σε αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη υπολογίζεται µε τον
ακόλουθο τύπο:

όπου Ν είναι το ποσοστό του αζώτου της παρακαζεΐνης, 27,5 ο συντελεστής µετατροπής της καζεΐνης σε ποσοστό
επί τοις εκατό του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη, 2,81 και 0,908 είναι οι συντελεστές διόρθωσης που
λαµβάνονται από την καµπύλη παλινδρόµησης.

10. Ακρίβεια της µεθόδου

10.1. Επαναληψιµότητα

Σε 95 % τουλάχιστον των εξεταζοµένων περιπτώσεων, η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων, που λαµβάνονται από
την ανάλυση του ιδίου δείγµατος, στο ίδιο εργαστήριο και από τον ίδιο ερευνητή, δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 2,3 g
αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη ανά 100 g της εξεταζοµένης συνθέτου ζωοτροφής.

10.2. Αναπαραγωγιµότητα

Σε 95 % τουλάχιστον των εξεταζοµένων περιπτώσεων, η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων, που λαµβάνονται από
την ανάλυση ενός παροµοίου δείγµατος σε δύο διαφορετικά εργαστήρια, δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 6,5 g
αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη ανά 100 g εξεταζοµένης συνθέτου ζωοτροφής.

11. Όριο ανοχής

Η τιµή CrD95 (κρίσιµη διαφορά· όριο αξιοπιστίας 95 %) υπολογίζεται µε τη χρησιµοποίηση του τύπου (ISO 5725):

(R: αναπαραγωγιµότητα r: επαναληπτικότητα)

∆ιπλός προσδιορισµός: CrD95 = 4,5 g

Όταν το αποτέλεσµα της χηµικής ανάλυσης διαφέρει από τη δηλωθείσα περιεκτικότητα σε αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη
όχι περισσότερο από 4,5 g (διπλός προσδιορισµός), η αποστολή των σύνθετων ζωοτροφών θεωρείται ότι είναι σύµφωνη µε
αυτήν τη διάταξη του κανονισµού.

12. Παρατηρήσεις

12.1. Η πρόσθεση σηµαντικών ποσοτήτων ορισµένων µη γαλακτικών πρωτεϊνών, ιδίως των προερχοµένων από σόγια, όταν
έχουν θερµανθεί µαζί µε το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη, οδηγεί σε πολύ µεγαλύτερες τιµές, λόγω της
συγκαθιζήσεως των πρωτεϊνών αυτών µε την παρακαζεϊνη του γάλακτος.

12.2. Η πρόσθεση αποβουτυρωµένου γάλακτος δύναται ενδεχοµένως να οδηγήσει σε πολύ χαµηλές τιµές, επειδή ο
προσδιορισµός πραγµατοποιείται επί του εκχυλίσµατος που είναι απαλλαγµένο λίπους. Η πρόσθεση ορισµένων ειδών
αποβουτυρωµένου γάλακτος λαµβανοµένων από όξινη κρέµα δύναται να οδηγήσει σε αισθητά χαµηλότερες τιµές,
επειδή δεν είναι πλήρως διαλυτά στο κιτρικό διάλυµα.

12.3. Η πρόσθεση 0,5 % τουλάχιστον λικιθίνης δύναται επίσης να οδηγήσει σε µικρότερες τιµές.

12.4. Η ενσωµάτωση σκόνης γάλακτος που έχει θερµανθεί σε υψηλή θερµοκρασία (high-heat) δύναται να οδηγήσει σε τιµές
πολύ υψηλές, λόγω της συγκαθιζήσεως ορισµένων πρωτεϊνών του ορού του γάλακτος µε την παρακαζεϊνη του
γάλακτος.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ XXIII

(Άρθρο 17)

ΠΟΙΟΤΙΚΟΣ ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΑΜΥΛΟΥ ΣΤΟ ΑΠΟΒΟΥΤΥΡΩΜΕΝΟ ΓΑΛΑ ΣΕ ΣΚΟΝΗ, ΜΕΤΟΥΣΙΩΜΕΝΟ ΓΑΛΑ
ΣΕ ΣΚΟΝΗ ΚΑΙ ΣΥΝΘΕΤΕΣ ΖΩΟΤΡΟΦΕΣ

1. Πεδίο εφαρµογής

Η µέθοδος αυτή αποσκοπεί στην ανίχνευση του αµύλου που χρησιµοποιείται ως ιχνηθέτης σε µετουσιωµένο γάλα σε σκόνη.

Το κατώτερο όριο ανίχνευσης της µεθόδου είναι περίπου 0,05 g αµύλου ανά 100 g δείγµατος.

2. Στοιχεία

Η αντίδραση βασίζεται στην αντίδραση που χρησιµοποιείται στην ιωδιοµετρία:

— δέσµευση από τα κολλοειδή σωµατίδια ιωδίου σε υδατικό διάλυµα,

— απορρόφηση από τα κολλοειδή συσσωµατώµατα αµύλου και µε χρωµατισµό.

3. Αντιδραστήρια

3.1. ∆ιάλυµα ιωδίου

— ιώδιο: 1 g,

— ιωδιούχο νάτριο: 2 g,

— απεσταγµένο ύδωρ: 100 ml.

4. Όργανα

4.1. Αναλυτικός ζυγός

4.2. Λουτρό ύδατος

4.3. ∆οκιµαστικοί σωλήνες, 25 mm × 200 mm

5. ∆ιαδικασία

Ζυγίζουµε 1 g του δείγµατος και το µεταφέρουµε στο δοκιµαστικό σωλήνα (σηµείο 4.3).

Προσθέτουµε 20 ml απεσταγµένου ύδατος και ανακινούµε προκειµένου να διασπαρεί το δείγµα.

Το τοποθετούµe στο λουτρό ύδατος που βράζει (σηµείο 4.2) και το αφήνουµε 5 λεπτά της ώρας.

Το βγάζουµε από το λουτρό και το ψύχουµε σε θερµοκρασία δωµατίου.

Προσθέτουµε 0,5 ml διαλύµατος ιωδίου (σηµείο 3.1), ανακινούµε και παρατηρούµε το χρώµα που εµφανίζεται.

6. ∆ιατύπωση των αποτελεσµάτων

Ο κυανούς χρωµατισµός δείχνει την παρουσία φυσικού αµύλου στο δείγµα.

Όταν το δείγµα περιέχει τροποποιηµένο άµυλο τότε το χρώµα µπορεί να µην είναι κυανούν.

7. Παρατηρήσεις

Το χρώµα, η ένταση του χρώµατος και η µικροσκοπική εµφάνιση του αµύλου θα ποικίλλουν ανάλογα µε την προέλευση του
φυσικού αµύλου (π.χ. αραβόσιτος ή γεώµηλα) και το είδος του τροποποιηµένου αµύλου που περιέχεται στο δείγµα.

Παρουσία τροποποιηµένων αµύλων το παραγόµενο χρώµα γίνεται ιώδες, ερυθρό ή φαιό, ανάλογα µε το βαθµό τροποποίησης
της κρυσταλλικής δοµής του φυσικού αµύλου.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ XXIV

(Άρθρο 18)

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΥΓΡΑΣΙΑΣ ΣΤΟ ΟΞΙΝΟ ΒΟΥΤΥΡΟΓΑΛΑ ΣΕ ΣΚΟΝΗ

1. Θέµα

Ο προσδιορισµός της υγρασίας του όξινου βουτυρογάλακτος σε σκόνη που προορίζεται για τη διατροφή των ζώων.

2. Γενική αρχή

Το δείγµα υφίσταται ξήρανση εν κενώ. Η απώλεια βάρους προσδιορίζεται µε ζύγιση.

3. Συσκευές

3.1. Αναλυτικός ζυγός.

3.2. Στεγνά µεταλλικά δοχεία που αντέχουν στην οξείδωση ή δοχεία από γυαλί µε πώµατα που κλείνουν ερµητικά· χρήσιµη
επιφάνεια που επιτρέπει την κατανοµή του δείγµατος σε 0,3 g/cm2.

3.3. Ρυθµιζόµενος ηλεκτρικός κλίβανος κενού µε ελαιοαντλία και µε µηχανισµό εισαγωγής ξηρού και ζεστού αέρα ή
αφυδατικού µέσου (για παράδειγµα: οξείδιο του ασβεστίου).

3.4. Ξηραντήρας που περιέχει δραστικό αφυδατικό µέσο.

3.5. Ξηραντήρας µε αερισµό ελεγχόµενης θερµοκρασίας, µε ρύθµιση θερµοκρασίας σε 102 ± 2 °C.

4. ∆ιαδικασία

Θερµαίνεται δοχείο (σηµείο 3.2) µε το πώµα του στον ξηραντήρα (σηµείο 3.5) επί µία ώρα τουλάχιστον. Τοποθετείται το
πώµα στο δοχείο, µεταφέρεται αµέσως το δοχείο σε ξηραντήρα (σηµείο 3.4), αφήνεται να κρυώσει έως τη θερµοκρασία του
περιβάλλοντος και ζυγίζει µε προσέγγιση 0,5 mg.

Ζυγίζεται, µε προσέγγιση 0,5 mg, δοχείο (σηµείο 3.2) µε το πώµα του. Ζυγίζεται, µε προσέγγιση 1 mg, στο δοχείο που έχει
ζυγιστεί, που έχει περίπου 5 g του δείγµατος και κατανέµεται ενιαία. Τοποθετείται το δοχείο χωρίς το πώµα του στον κλίβανο
κενού (σηµείο 3.3) ο οποίος έχει θερµανθεί προηγουµένως σε 83 °C. Για να µην κατεβεί πολύ η θερµοκρασία του κλιβάνου
πρέπει να εισαχθεί το δοχείο το συντοµότερο δυνατό.

∆ηµιουργείται πίεση 100 Torr (13,3 kPa) και αφήνεται να ξηρανθεί στην πίεση αυτή επί τέσσερις ώρες, είτε µε ρεύµα ζεστού
και ξηρού αέρος, είτε µε την βοήθεια αφυδατικού µέσου (περίπου 300 g για 20 δείγµατα). Στην τελευταία αυτή περίπτωση,
σταµατάει η σύνδεση µε την αντλία κενού όταν επιτευχθεί η προαναφερόµενη πίεση. Υπολογίζεται η διάρκεια της ξήρανσης
από τη στιγµή που η θερµοκρασία του κλιβάνου φθάσει τους 83 °C. Επαναφέρουµε στη συνέχεια µε προσοχή τον κλίβανο
στην ατµοσφαιρική πίεση. Ανοίγεται ο κλίβανος, τοποθετείται αµέσως το πώµα στο δοχείο, αποσύρεται το δοχείο από τον
κλίβανο, αφήνεται να κρυώσει επί 30 έως 45 λεπτά στον ξηραντήρα (σηµείο 3.4) και ζυγίζεται µε προσέγγιση 1 mg.
Υποβάλλεται σε συµπληρωµατική ξήρανση 30 λεπτών στον κλίβανο κενού (σηµείο 3.3), σε θερµοκρασία 83 °C και ζυγίζεται
εκ νέου. Η διαφορά µεταξύ των δύο ζυγισµάτων δεν πρέπει να υπερβαίνει το 0,1 % υγρασίας.

5. Τρόπος υπολογισµού

όπου:

Ε = αρχική µάζα, σε γραµµάρια του δείγµατος,

m = µάζα, σε γραµµάρια, του ξηρού δείγµατος.

6. Ακρίβεια

6.1. Όριο επαναληπτικότητας

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων των δύο προσδιορισµών που πραγµατοποιήθηκαν αµέσως µετά ο ένας από τον
άλλο, από αναλυτή που χρησιµοποιεί τις ίδιες συσκεύες σε παρόµοιο υλικό δοκιµής, δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 0,4 g
νερού ανά 100 g όξινου βουτυρογάλακτος σε σκόνη.
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6.2. Όριο αναπαραγωγιµότητας

Η διαφορά µεταξύ των αποτελεσµάτων δύο προσδιορισµών που πραγµατοποιούνται από αναλυτές σε διαφορετικά
εργαστήρια, οι οποίοι χρησιµοποιούν διαφορετικές συσκευές σε παρόµοιο υλικό δοκιµής, δεν πρέπει να υπερβαίνει 0,6 g
νερού ανά 100 g όξινου βουτυρογάλακτος σε σκόνη.

6.3. Πηγή των δεδοµένων ακριβείας

Τα δεδοµένα ακριβείας προσδιορίζονται από πείραµα που πραγµατοποιήθηκε το 1995 σε οκτώ εργαστήρια και
αφορούσε δώδεκα δείγµατα (έξι σε διπλό τυφλό προσδιορισµό).
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ XXV

(Άρθρο 19)

ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΑΝΑΦΟΡΑΣ ΓΙΑ ΤΗΝ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΞΕΝΩΝ ΛΙΠΩΝ ΣΕ ΛΙΠΟΣ ΓΑΛΑΚΤΟΣ ΜΕ ΑΕΡΙΑ ΧΡΩΜΑΤΟΓΡΑ-
ΦΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΡΙΓΛΥΚΕΡΙ∆ΙΩΝ

1. Εύρος και πεδίο εφαρµογής

Το πρότυπο αυτό θεσπίζει µέθοδο για την ανίχνευση ξένων λιπών, τόσο φυτικών όσο και ζωικών όπως το βόειο λίπος και το
χοίρειο λίπος, σε λίπος γάλακτος και γαλακτοκοµικά προϊόντα χρησιµοποιώντας αέρια χρωµατογραφική ανάλυση τριγλυκερι-
δίων.

Χρησιµοποιώντας καθορισµένους τύπους τριγλυκεριδίων, τα φυτικά και ζωικά λίπη ανιχνεύονται ποιοτικώς και ποσοτικώς σε
καθαρό λίπος γάλακτος άσχετα µε τις συνθήκες διατροφής ή γαλουχίας.

Σηµείωση 1: Αν και το βουτυρικό οξύ (C4) που συναντάται αποκλειστικά στο λίπος του γάλακτος παρέχει τη δυνατότητα
πραγµατοποίησης ποσοτικών εκτιµήσεων µικρών έως µέσων ποσοτήτων λίπους γάλακτος σε φυτικά λίπη, πολύ
δύσκολα µπορούν να ληφθούν ποιοτικές και ποσοτικές πληροφορίες σε περιπτώσεις προσθήκης µέχρι τουλάχι-
στον 20 % (κ.β.) ξένου λίπους σε καθαρό λίπος γάλακτος λόγω της µεγάλης διακύµανσης στην περιεκτικότητα
του λίπους γάλακτος σε C4 που κυµαίνεται περίπου από 3,5 έως 4,5 % (κ.β.).

Σηµείωση 2: Ποσοτικά αποτελέσµατα µπορούν στην πράξη να ληφθούν µόνον σε αναλύσεις τριγλυκεριδίων, διότι η
περιεκτικότητα των φυτικών λιπών σε στερόλες είναι διαφορετική εξαρτώµενη από τις συνθήκες παραγωγής
και κατεργασίας.

2. Σηµείωση

Ξένα λίπη σε λίπος γάλακτος: τα ξένα λίπη όπως ορίζονται στο πρότυπο αυτό είναι όλα τα φυτικά και ζωικά λίπη εκτός από
το λίπος του γάλακτος.

3. Αρχή της µεθόδου

Μετά από εκχύλιση του λίπους γάλακτος παρασκευάζεται ένα προς ανάλυση διάλυµα. Από το διάλυµα αυτό, τα τριγλυκερί-
δια (ολικού αριθµού ατόµων άνθρακα) προσδιορίζονται αεριοχρωµατογραφικώς σε (συµβατικές) στήλες. Εισάγοντας το %
βάρος των διαφόρων µεγεθών µορίων λίπους (C24 — C54 — µόνον ζυγοί αριθµοί) στον τριγλυκεριδικό τύπο, προσδιορίζο-
νται ποσοτικώς ή ανιχνεύονται ποιοτικώς τα ξένα λίπη.

Σηµείωση: Τηρώντας την αξιολόγηση που περιγράφεται στο παρόν, µπορεί να χρησιµοποιηθεί και τριχοειδής αέρια
χρωµατογραφία, εάν διασφαλίζεται ότι επιτυγχάνονται συγκρίσιµα αποτελέσµατα (1).

4. Αντιδραστήρια

Πρέπει να χρησιµοποιούνται αντιδραστήρια αναλυτικής καθαρότητας.

4.1. Φέρον αέριο: άζωτο, βαθµός καθαρότητας � 99,996 %.

4.2. Πρότυπα τριγλυκερίδια (2), κορεσµένα, όπως επίσης και χοληστερόλη για την τυποποίηση προτύπου λίπους γάλακτος
σύµφωνα µε το 6.5.4.

4.3. Μεθανόλη, απηλλαγµένη νερού.

4.4. n-Εξάνιο.

4.5. n-Επτάνιο.

4.6. Τολουόλιο.

4.7. ∆ιάλυµα διµεθυλοχωροσιλανίου: 50 ml διµεθυλοχωροσιλανίου διαλύονται σε 283 ml τολουολίου.

4.8. Αέριο καύσεως: υδρογόνο και συνθετικός αέρας.

4.9. Στατική φάση, 3 % OV-Ι GasChromQ (3) 125/150 µm (100/120 mesh).

4.10. ∆ιάλυµα βουτύρου κακάο 10 %.

5. Όργανα

Συνήθεις εργαστηριακές συσκευές και ιδιαίτερα τα ακόλουθα:

5.1. Αέριος χρωµατογράφος υψηλών θερµοκρασιών κατάλληλος για θερµοκρασίες τουλάχιστον 400-450 °C, εφοδια-
σµένος µε ανιχνευτή ιονισµού φλόγας (FID) και διάταξη ελέγχου ροής σταθερής µάζας για το φέρον αέριο. Αέριο
καύσεως: 30 ml/min H2, 270 ml/min συνθετικός αέρας.

(1) Κατάλληλες µέθοδοι έχουν ήδη περιγραφεί, βλέπε D. Precht και J. Molkentin: Quantitative triglycerid analysis using short capillary
colomns, Chrompack News 416-17 (1993).

(2) Κατάλληλα προϊόντα υπάρχουν διαθέσιµα στο εµπόριο.
(3) Κατάλληλα προϊόντα διαθέσιµα στο εµπόριο είναι π.χ. τα µε τις εµπορικές ονοµασίες Extrelut, Gas ChromQ, Chrompack. Οι πληροφορίες

αυτές αποσκοπούν στο να δώσουν τη δυνατότητα εύκολου χειρισµού του προτύπου από τον χρήστη και δεν αποτελούν απαίτηση του
προϊόντος. Η ένδειξη της κοκκοµετρικής σύστασης εκφράστηκε στη µονάδα µm του SI σύµφωνα µε το BS 410:1988 «British Standard
Specification for test sieves».
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Λόγω του υψηλού βαθµού ροής του φέροντος αερίου, το ακροφύσιο πρέπει να είναι ιδιαίτερα ευρύ.

Σηµείωση: Λόγω των υψηλών θερµοκρασιών που παρατηρούνται κατά την ανάλυση των τριγλυκεριδίων, τα
γυάλινα µέρη στο FID ή στο σύστηµα εγχύσεως πρέπει να καθαρίζονται συχνά.

Ο αέριος χρωµατογράφος πρέπει να είναι εφοδιασµένος µε διαφράγµατα (septa) ανθεκτικά στις υψηλές θερµοκρα-
σίες, που µπορεί να χρησιµοποιούνται συχνά και που εµφανίζουν πολύ χαµηλό βαθµό «διαρροής».

Σηµείωση: Κατάλληλα είναι τα διαφράγµατα Chromblue TM (Chrompack).

Τα διαφράγµατα πρέπει να αλλάζονται σε τακτικά διαστήµατα, π.χ. µετά από 100 περίπου ενέσεις ή ευθύς ως
αρχίσει να φθίνει η αναλυτική ικανότητα (βλέπε εικόνα 4).

5.2. Χρωµατογραφική στήλη

Υάλινη στήλη σχήµατος U (εσωτερική διάµετρος 2 mm, µήκος 50 cm), η οποία καταρχήν υποβάλλεται σε
κατεργασία µε σιλάνιο (σιλάνωση) σύµφωνα µε το 6.1 διµεθυλοχλωροσιλάνιο για την απενεργοποίηση της υάλινης
επιφάνειας.

Σηµείωση: Κατάλληλες είναι επίσης και κάπως µεγαλύτερου µήκους (800-2000 mm) συµβατικές στήλες. Με
αυτές, µπορεί να επιτευχθεί µία ελαφρώς καλύτερη αναπαραγωγιµότητα των αποτελεσµάτων. Από την
άλλη µεριά, στατική φάση εµφανίζει περιοδικώς σπασίµατα µετά τη λειτουργία, τα οποία µπορούν να
οδηγήσουν, µε τη σειρά τους, σε επιδείνωση των ποσοτικών αποτελεσµάτων. Περαιτέρω, η φλόγα του
FID σβήνει εύκολα λόγω της απαιτούµενης εξαιρετικά υψηλής ροής φέροντος αερίου από 75-85 ml/
min.

5.3. ∆ιάταξη για την πλήρωση της στήλης (βλέπε εικόνα 1).

Εικόνα 1

Πλήρωση της στήλης

5.3.1. Πλαστική στήλη µε βιδωτά στα άκρα πώµατα, φέρουσα χαραγή µέχρι την οποία µπορεί να φθάσει η απαιτούµενη
ποσότητα στατικής φάσης.

5.3.2. Λεπτό πλέγµα (mesh περίπου 100 µm) µε βιδωτό πώµα, κατάλληλο για την σφράγιση της υάλινης στήλης
σύµφωνα µε την εικόνα 1.

5.3.3. Απενεργοποιηµένος, επεξεργασµένος µε σιλάνιο υαλοβάµβακας.

5.3.4. ∆ονητής για την οµοιόµορφη κατανοµή της στατικής φάσης κατά την πλήρωση.

5.4. Στήλη Extrelut (1) 1-3 ml µε silica gel. Η στήλη αυτή µπορεί να χρησιµοποιηθεί εναλλακτικώς για την εκχύλιση
λήψη λίπους γάλακτος.

(1) Βλέπε υποσηµείωση 3 στην σελίδα 86.
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5.5. Σφράγιση από γραφίτη 6,4 mm (1/4�) µε οπή 6 mm.

5.6. ∆ιατάξεις για τη επεξεργασία µε σιλάνιο της υάλινης επιφάνειας της στήλης σύµφωνα µε το 6.1.

5.6.1. Φιάλη Woulff.

5.6.2. Αντλία αναρρόφησης νερού.

5.7. Υδρόλουτρο, δυνάµενο να ρυθµίζεται στους 50 (± 2) °C.

5.8. Θάλαµος ξηράνσεως, δυνάµενος να ρυθµίζεται στους 50 (± 2) °C και 100 (± 2) °C.

5.9. Μικροµετρικό σιφώνιο.

5.10. Βαθµονοµηµένο σιφώνιο των 5 ml για την δοσοµετρική παροχή 1,5 ml µεθανόλης.

5.11. Φιάλη των 50 ml µε στρογγυλό πυθµένα.

5.12. Φιάλη Erlenmeyer, ονοµαστικού όγκου 50 ml.

5.13. Χοάνη.

5.14. Λεπτόπορο φίλτρο.

5.15. Περιστροφικός εξατµιστήρας.

5.16. Φύσιγγες, ονοµαστικού όγκου 1 ml, που σφραγίζονται µε πώµα αλουµινίου, µε διάφραγµα στο εσωτερικό τους.

5.17. Σύριγγα εγχύσεως, το έµβολο της χρησιµοποιούµενης σύριγγας δεν πρέπει να φθάνει στο άκρο της βελόνας.

Σηµείωση: Με τις σύριγγες αυτές επιτυγχάνεται καλύτερη αναπαραγωγιµότητα των αποτελεσµάτων.

Για την αποφυγή φθοράς του διαφράγµατος, η άκρη της βελόνας θα πρέπει να ελέγχεται σε τακτά χρονικά
διαστήµατα (παραδείγµατος χάρη, µε ένα στερεοµικροσκόπιο).

6. ∆ιαδικασία

6.1. Προετοιµασία της στήλης (κατεργασία µε σιλάνιο):

Μετά τη σύνδεση της φιάλης Woulff, όπως φαίνεται στην εικόνα 2, µε την αντλία αναρρόφησης νερού ο σωλήνας
2 βυθίζεται στο διάλυµα που αναφέρεται στο 4.7. Κλείνοντας την στρόφιγγα, η στήλη πληρούται. Ακολούθως οι
δύο σωλήνες αποµακρύνονται.

Εικόνα 2

∆ιάταξη για σιλάνωση

Η στήλη στερεώνεται σε ένα υποστήριγµα και γεµίζεται τελείως µε το διάλυµα διµεθυλοδιχλωροσιλανίου µε τη
βοήθεια σιφωνίου.

Μετά 20-30 min η φιάλη Woulff αντικαθίσταται από µία κωνική φιάλη διηθήσεως και η στήλη αδειάζεται
συνδέοντάς την µε την αντλία αναρροφήσεως νερού (βλέπε εικόνα 3).
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6.2. Πλήρωση της στήλης:

Στη συνέχεια γίνονται διαδοχικές χρησιµοποιώντας 75 ml τολουόλιο και 50 ml µαθανόλη. Κατόπιν η άδεια στήλη
ξηραίνεται στο θάλαµο ξηράνσεως στους 100 °C για 30 min περίπου.

Εικόνα 3

∆ιάταξη για έκπλυση

Για την πλήρωση της στήλης χρησιµοποιείται η διάταξη που εικονίζεται στην εικόνα 1. Η στατική φάση όπως
περιγράφεται στο 4.9 εισάγεται στην πλαστική στήλη µέχρι τη χαραγή.

Το κάτω άκρο της προς πλήρωση υάλινης στήλης σφραγίζεται µε βύσµα από υαλοβάµβακα µήκους περίπου 1 cm,
το οποίο έχει προηγουµένως υποβληθεί σε σιλάνωση και το οποίο ωθείται χρησιµοποιώντας µία χαλύβδινη ράβδο.
Κατόπιν το άκρο της στήλης κλείεται µε το πλέγµα που αναφέρεται στο 5.3.2.

Η στήλη πληρούται υπό πίεση (3 bar, µε N2) µε στατική φάση. Για να επιτευχθεί οµοιόµορφο, συνεχές και στερεό
γέµισµα, ένας δονητής κινείται πάνω-κάτω της υάλινης στήλης κατά την πλήρωση. Μετά την πλήρωση, στερεό
βύσµα από υποστάντα κατεργασία µε σιλάνιο υαλοβάµβακα ωθείται στο άλλο άκρο της γεµάτης στήλης, τα
προεξέχοντα άκρα αποκόπτονται και το βύσµα ωθείται µέσα στη στήλη για λίγα χιλιοστόµετρα µε µία σπάτουλα.

6.3. Παρασκευή των δειγµάτων:

Για την παρασκευή των δειγµάτων χρησιµοποιείται µία από τις ακόλουθες τρεις µεθόδους:

6.3.1. Αποµόνωση του λίπους γάλακτος από βούτυρο.

5 έως 10 g βουτύρου τήκονται σε κατάλληλο δοχείο µέσα σε υδρόλουτρο σύµφωνο µε το 5.7 στους 50 °C.

Φιάλη Erlenmeyer 50 ml και χοάνη µε εισηγµένο φίλτρο σύµφωνο µε το 5.14 θερµαίνονται στο θάλαµο
ξηράνσεως στους 50 °C. Η στιβάδα λίπους του τηγµένου δείγµατος βουτύρου διηθείται χρησιµοποιώντας την
προθερµασµένη διάταξη.

Ένα τέτοιο λίπος γάλακτος είναι απηλλαγµένο φωσφολιπιδίων.

6.3.2. Εκχύλιση του λιπαρού κλάσµατος σύµφωνα µε τη µέθοδο Rôse-Gottlieb.

Η εκχύλιση πραγµατοποιείται σύµφωνα µε το πρότυπο IDF 1C: 1987, 16C: 1987, 116Α: 1987 ή 22Β: 1987.

Τα φωσφολιπίδια σε ένα τέτοιο λίπος γάλακτος δίνουν µία κορυφή χοληστερόλης που είναι αυξηµένη περίπου κατά
0,1 %.

Το τριγλυκεριδικό φάσµα τυποποιηµένο στα 100 µε την χοληστερόλη επηρρεάζεται έτσι σε αµελητέο µόνο βαθµό.

6.3.3. Εκχύλιση από γάλα χρησιµοποιώντας στήλες sillica gel.

0,7 ml δείγµατος γάλακτος θερµασµένο στους 20 °C φέρονται στη στήλη Extrelut 1-3 ml µε µικροµετρικό
σιφώνιο σύµφωνα µε το 5.4 και αφήνεται να κατανεµηθεί οµοιόµορφα πάνω στο silica gel για 5 min περίπου.

Για τη µετουσίωση των πρωτεϊνολιπιδικών συµπλόκων, προστίθενται µε σιφώνιο 1,5 ml µεθανόλης. Ακολούθως το
δείγµα εκχυλίζεται µε 20 ml n-εξάνιο. Το n-εξάνιο προστίθεται αργά σε µικρές ποσότητες και ο διαλύτης
στραγγίζει συλλεγόµενο σε µία φιάλη των 50 ml µε στρογγυλό πυθµένα που έχει ξηρανθεί µέχρι σταθερού,
γνωστού βάρους.

Μετά την εκχύλιση, η στήλη αφήνεται να στραγγίσει µέχρι να αδιάσει.
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Από το έκλουσµα, οι διαλύτες αποµακρύνονται δι’ αποστάξεως µε περιστροφικό εξατµιστήρα σε υδρόλουτρο µε
θερµοκρασία 40 έως 50 °C.

Η φιάλη ξηραίνεται και η απόδοση σε λίπος προσδιορίζεται µε ζύγισµα.

Σηµείωση: Οι εκχυλίσεις λίπους κατά Gerber, Weibull-Berntrop, Schmidt-Bondzynski-Ratzlaff ή η αποµόνωση
του λίπους γάλακτος χρησιµοποιώντας απορρυπαντικά (µέθοδος BDI) δεν είναι κατάλληλες για ανά-
λυση τριγλυκεριδίων, διότι µε τις µεθόδους αυτές µπορούν να περάσουν στην λιπαρή φάση ποσότητες,
περισσότερο ή λιγότερο µεγάλες µερικών τριγλυκεριδίων ή φωσφολιπιδίων.

6.4. Ετοιµασία του διαλύµατος δείγµατος

Για την αέρια χρωµατογραφία, χρησιµοποιείται διάλυµα 5 % του λίπους σε n-επτάνιο λαµβανοµένου σύµφωνα µε
το 6.3. Για την ετοιµασία του διαλύµατος αυτού του δείγµατος κατάλληλες ποσότητες του υλικού του δείγµατος
που λαµβάνονται κατά τα 6.3.1 και 6.3.2 ζυγίζονται και διαλύονται σε κατάλληλες ποσότητες n-επτανίου.

Με την παρασκευή του δείγµατος σύµφωνα µε το 6.3.3 η προς προσθήκη στη φιάλη µε το δείγµα ποσότητα
n-επτανίου υπολογίζεται µε ζύγισµα και το υπόλοιπο διαλύεται σε αυτό.

1 ml περίπου του διαλύµατος δείγµατος φέρεται σε φύσιγγα όπως αυτή που αναφέρεται στο 5.16.

6.5. Χρωµατογραφικός προσδιορισµός τριγλυκεριδίων

Με θερµοκρασίες µέχρι 350 °C για την έκλουση των τριγλυκεριδίων µε µακρυά αλυσίδα C52-C56 επέρχεται
αύξηση στη γραµµή βάσεως ιδιαίτερα εάν οι στήλες δεν έχουν σταθεροποιηθεί (κοντισιοναριστεί) καταλλήλως στην
αρχή. Η ανύψωση της γραµµής βάσεως σε υψηλές θερµοκρασίες µπορεί να αποφευχθεί πλήρως είτε συνδέοντας
δύο στήλες είτε µε αφαίρεση της γραµµής βάσεως.

Με τον αντισταθµιστικό τρόπο ή µε µία µόνο στήλη, όπως επίσης και για τα γυάλινα ενθέµατα στον εγχυτήρα και
στον ανιχνευτή, πρέπει να χρησιµοποιούνται πώµατα γραφίτη όπως το 5.5.

6.5.1. ∆ιόρθωση γραµµής βάσεως

Για την αποφυγή ανύψωσης της γραµµής βάσεως χρησιµοποιείται µία από τις ακόλουθες τέσσερις µεθόδους:

6.5.1.1. Συνδυασµός στηλών

Χρησιµοποιούνται δύο συµβατικές στήλες µε αντισταθµιστικό τρόπο.

6.5.1.2. ∆ιόρθωση γραµµής βάσεως από τον αέριο χρωµατογράφο

∆ι’ εφαρµογής ενός κύκλου διαδικασίας αέριας χρωµατογραφίας χωρίς έγχυση διαλύµατος λίπους και εν συνεχεία
αφαιρέσεως της αποθηκευµένης γραµµής βάσεως µπορεί να αποφευχθεί η ανύψωση της γραµµής βάσεως.

6.5.1.3. ∆ιόρθωση της γραµµής βάσεως µε λογισµικό ολοκλήρωσης

∆ι’ εφαρµογής ενός κύκλου διαδικασίας αέριας χρωµατογραφίας χωρίς έγχυση διαλύµατος λίπους και εν συνεχεία
αφαιρέσεως της αποθηκευµένης γραµµής βάσεως µπορεί να αποφευχθεί η ανύψωση της γραµµής βάσεως.

6.5.1.4. ∆ιόρθωση της γραµµής βάσεως µε κατάλληλη σταθεροποίηση (κοντισιονάρισµα)

Με κατάλληλη αρχική σταθεροποίηση της στήλης και 20 περίπου εκχύσεις µε διαλύµατα λίπους γάλακτος η
ανύψωση της γραµµής βάσεως σε υψηλές θερµοκρασίες είναι συχνά τόσο χαµηλή ώστε να µην χρειάζονται
διορθώσεις της γραµµής βάσεως.

6.5.2. Τεχνική εγχύσεως

Για την αποφυγή φαινοµένων διακρίσεως εφαρµόζετια η τεχνική της «θερµής εγχύσεως» για την επίτευξη καλύτερων
ποσοτικών αποτελεσµάτων µε τα υψηλού σηµείου ζέσεως τριγλυκεριδικά συστατικά. Εδώ, το διάλυµα λίπους
αναρροφάται σε µία σύριγγα και η κρύα βελόνα της σύριγγας θερµαίνεται πριν από την έγχυση για 3 sec περίπου
στην κεφαλή του εγχυτήρα. Κατόπιν, το περιεχόµενο της σύριγγας εγχύεται ταχέως.

Σηµείωση: Με την τεχνική αυτή εγχύσεως, µειώνεται ο κίνδυνος φαινοµένων κλασµατώσεων µέσα στη σύριγγα ή
στο σύστηµα εγχύσεως. ∆εν εφαρµόζεται η επί της στήλης απ’ ευθείας έγχυση στο πάνω, προεκταµένο
θερµαινόµενο µέρος της στήλης, διότι τα θραύσµατα του διαφράγµατος που συσσωρεύονται εδώ,
καθώς και τυχόν µολύνσεις µπορούν εύκολα να αποµακρυνθούν µε την χρησιµοποιούµενη τεχνική
αλλάζοντας σε τακτικά χρονικά διαστήµατα ένα ένθεµα του εγχυτήρα χωρίς αποσυναρµολόγηση της
στήλης.

Πρέπει να αποφεύγεται απολύτως τυχόν κάµψη του άκρου της βελόνας προκαλούµενη από τυχόν επαφή της µε τον
πυθµένα του δοχείου του δείγµατος (ακόµη και αν µε δυσκολία φαίνεται µε το µάτι) για να αποφεύγεται
καταστροφή του διαφράγµατος.
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Εικόνα 4

Χρωµατογράφηµα τριγλυκεριδίων δείγµατος λίπους γάλακτος

6.5.3. Ρύθµιση συµβατικής στήλης

Κατά τη διάρκεια των σταδίων α) έως γ), η κορυφή της στήλης δεν συνδέεται µε τον ανιχνευτή για την αποφυγή
µολύνσεως.

Οι γεµισµένες σύµφωνα µε το 6.2 στήλες σταθεροποιούνται ως ακολούθως:

α) 15 min 40 ml/min N2-ροή στους 50 °C·

β) θέρµανση µε 1 K/min µέχρι τους 355 °C µε 10 ml N2/min·

γ) διατήρηση για 12 έως 15 ώρες στους 355 °C·

δ) δύο εγχύσεις µε 1 µl διαλύµατος βουτύρου κακάο σύµφωνα µε το 4.10 και αντίστοιχο πρόγραµµα θερµοκρα-
σίας·

ε) 20 εκχύσεις µε 0,5 µl διαλύµατος λίπους γάλακτος για δύο έως τρεις ηµέρες σύµφωνα µε το 6.4.

Σηµείωση: Το βούτυρο του κακάο συνίσταται σχεδόν αποκλειστικά από υψηλού σηµείου ζέσεως τριγλυκερίδια
C50-C56. Η έκχυση του βουτύρου κακάο χρησιµεύει για ειδική σταθεροποίηση στην περιοχή αυτή που
αντιστοιχεί σε µακρυές αλυσίδες. Με τα υψηλού σηµείου ζέσεως τριγλυκερίδια C50 έως C54 µπορούν
να απαντηθούν εν µέρη συντελεστές αποκρίσεως µέχρι περίπου 1,20. Κανονικά µε επανειληµµένη
έγχυση διαλύµατος λίπους γάλακτος, αναµένεται µείωση των αρχικώς υψηλής αποκρίσεως συντελεστών
για τα C50 έως C54. Με τριγλυκερίδια µε µικρό αριθµό ακυλιωµένων ανθράκων οι συντελεστές είναι
περίπου 1.

Ετοιµάζονται τρία ζεύγη, αντιστοίχως, των πεπληρωµένων κατά το 6.2 στηλών. Τα σταθεροποιηµένα ζεύγη
ελέγχονται, αντιστοίχως µε ανάλυση λίπους γάλακτος για δοκιµή ρουτίνας. Στη συνέχεια χρησιµοποιείται το ζεύγος
που εµφανίζει τα καλύτερα ποσοτικά αποτελέσµατα (συντελεστές αποκρίσεως περίπου 1). Σε περίπτωση συντε-
λεστών αποκρίσεως > 1,20, η στήλη δεν χρησιµοποιείται.

6.5.4. Βαθµονόµιση

Για τη βαθµονόµιση, οι συντελεστές αποκρίσεως των αντίστοιχων τριγλυκεριδίων, όπως επίσης και της χοληστε-
ρόλης λίπους γάλακτος (τυποποιηµένο λίπος) θα πρέπει να προσδιορίζονται χρησιµοποιώντας τα τυποποιηµένα
τριγλυκερίδια (τουλάχιστον τα κορεσµένα τριγλυκερίδια C24, C30, C36, C42, C48 και C54, όπως επίσης και
χοληστερόλη· ακόµη καλύτερα και τα C50 και C52). Οι ενδιάµεσοι συντελεστές αποκρίσεως µπορούν να ευρεθούν
µε µαθηµατική διέκταση.

Χρησιµοποιώντας το τυποποιηµένο λίπος, πρέπει να εκτελούνται κάθε ηµέρα δύο έως τρεις βαθµονοµήσεις. Εάν
λαµβάνονται σχεδόν ταυτόσηµα αποτελέσµατα, στην ανάλυση τριγλυκεριδίων των δειγµάτων επιτυγχάνονται καλώς
αναπαραγόµενα ποσοτικά αποτελέσµατα.

Το τυποποιηµένο λίπος γάλακτος έχει διάρκεια ζωής αρκετούς µήνες σε θερµοκρασία αποθήκευσης το πολύ
– 18 °C, και µπορεί έτσι να χρησιµοποιείται ως πρότυπο.

Σηµείωση: Ο συντελεστής απόκρισης κάθε συστατικού µπορεί επίσης να προσδιοριστεί χρησιµοποιώντας µία
λιπαρή ουσία αναφοράς, της οποίας η σύνθεση σε τριγλυκερίδια πιστοποιείται, ως CRM 519 (άνυδρη
λιπαρή ουσία του γάλακτος) που διατίθεται προς πώληση από το «Ιστιτούτο Υλικών Αναφοράς και
Μέτρων» στο Geel/Βέλγιο.
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6.5.5. Θερµοκρασιακό πρόγραµµα, φέρον αέριο και άλλες προϋποθέσεις για την ανάλυση τριγλυκεριδίων.

Θερµοκρασιακό πρόγραµµα: αρχική θερµοκρασία στήλης 210 °C, διατήρηση επί 1 min, κατόπιν πρόγραµµα µε
6 °C/min µέχρι τους 350 °C και διατήρηση στην τελική θερµοκρασία για 5 min.

Θερµοκρασία ανιχνευτή και εγχυτήρα: 370 °C αντίστοιχα.

Σηµείωση: Οι θερµοκρασίες του ανιχνευτή, του εγχυτήρα και του φούρνου (αρχική θερµοκρασία) θα πρέπει να
διατηρούνται σε σταθερό επίπεδο (επίσης και κατά τη διάρκεια της νύκτας, του σαββατοκύριακου και
των αργιών).

Φέρον αέριο: άζωτο, ταχύτητα ροής 40 ml/min.

Σηµείωση: Αν χρησιµοποιούνται στήλες των 80 cm, η ροή πρέπει να είναι τουλάχιστον 75 ml/min N2. Η ροή
του φέροντος αερίου πρέπει να διατηρείται επίσης σταθερή (επίσης και κατά τη διάρκεια της νύκτας,
όπως επίσης και κατά τα σαββατοκύριακα και τις αργίες). Η ακριβής ροή του φέροντος αερίου πρέπει
να προσαρµόζεται έτσι ώστε ανεξάρτητα από το µήκος της στήλης το C54 να εκλούεται στους 341 °C.

∆ιάρκεια της ανάλυσης: 29,3 min.

Ποσότητα ενιοµένης ουσίας: 0,5 µl.

Σηµείωση: Η σύριγγα, µετά από κάθε έγχυση, πρέπει να εκπλένεται µερικές φορές µε καθαρό επτάνιο.

Συνθήκες για τον FID: κατά το 5.1.

Σηµείωση: Ο ανιχνευτής ιονισµού ανάβεται, αντίστοιχα, στην αρχή κάθε εργάσιµης ηµέρας.

7. Ολοκλήρωση, αξιολόγηση και έλεγχος των συνθηκών µετρήσεως

Τα τριγλυκερίδια µε µονό αριθµό ακυλιωµένων ανθράκων (2n + 1) συνδυάζονται µε τα προηγούµενα ζυγού αριθµού
τριγλυκερίδια (2n). ∆εν λαµβάνονται υπόψη οι χαµηλού βαθµού αναπαραγωγιµότητας περιεκτικότητες σε C56. Τα παραµέ-
νοντα στο χρωµατογράφηµα τριλυκερίδια (εµβαδόν κορυφής), συµπεριλαµβανοµένης της χοληστερόλης (κορυφή κοντά στο
C24) πολλαπλασιάζονται επί τον αντίστοιχο συντελεστή αποκρίσεως του τυποποιηµένου λίπους (τελευταία βαθµονόµηση)
και όλα µαζί ανάγονται στο 100. Έτσι, εκτός από την ελεύθερη χοληστερόλη, αξιολογούνται και τα τριγλυκερίδια C24,
C26, C28, C30, C32, C34, C36, C38, C40, C42, C44, C46, C48, C50, C52 και C54. Τα αποτελέσµατα δίδονται κ.β. %
(g/100g).

Η εκτίµηση των κορυφών του χρωµατογραφήµατος πρέπει να γίνεται µε έναν ολοκληρωτή, µε τον οποίο µπορεί να χαραχθεί
η γραµµή βάσεως, θα πρέπει να είναι δυνατή και η επανολοκλήρωση µε βελτιστοποιηµένες παραµέτρους ολοκλήρωσης.

Στις εικόνες 5 και 6 εµφαίνονται δύο παραδείγµατα τριγλυκεριδικών χρωµατογραφηµάτων. Στην εικόνα 5 εµφαίνεται
χρωµατογράφηµα που µπορεί να εκτιµηθεί καλώς, ενώ στην εικόνα 6 εµφαίνεται σποραδικό σφάλµα στην περιοχή C50 έως
C54, αφού η γραµµή βάσεως εκτείνεται κατά µη ορθό τρόπο σε σχέση µε την εικόνα 5. Τέτοια τυπικά σφάλµατα µπορούν να
ανιχνευθούν µε υψηλό βαθµό βεβαιότητας και αποφεύγονται µόνο µε τη χρήση ολοκληρωτή µε τον οποίο χαράσσεται η
γραµµή βάσεως.

Εικόνα 5

Εύκολο για εκτίµηση χρωµατογράφηµα τριγλυκεριδίων λίπους γάλακτος µε χαραγµένη γραµµή βάσεως
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Τριγλυκερίδιο RSD (%)

Εικόνα 6

Κατά εσφαλµένο τρόπο ολοκληρωµένο χρωµατογράφηµα λίπους γάλακτος

Για να ελεγχθούν οι συνθήκες µέτρησης, µπορούν να χρησιµοποιηθούν οι σχετικές τυπικές αποκλίσεις (RSD: συντελεστής
µεταβολής × 100) που παρατίθενται στον πίνακα 1 για τα διάφορα τριγλυκερίδια. Έχουν υπολογισθεί βάσει 19 διαδοχικών
αναλύσεων της ίδιας λιπαρής ουσίας του γάλακτος.

Πίνακας 1

Σχετικές τυπικές αποκλίσεις (RSD) της περιεκτικότητας σε τριγλυκερίδια (n=19)

C24 10,00

C26 2,69

C28 3,03

C30 1,76

C32 1,03

C34 0,79

C36 0,25

C38 0,42

C40 0,20

C42 0,26

C44 0,34

C46 0,37

C48 0,53

C50 0,38

C52 0,54

C54 0,60

Όταν οι RSD είναι σαφώς ανώτερες από τις αξίες που εµφαίνονται στον πίνακα 1, οι συνθήκες χρωµατογραφίας δεν είναι
κατάλληλες και θα πρέπει να ελέγχονται τα διαφράγµατα ή και ακόµη η παροχή του φέροντος αερίου. Επιπλέον, µικρά
συστατικά του διαφράγµατος µπορεί να έχουν δηµιουργήσει αποθέσεις στον υαλοβάµβακα στην είσοδο της στήλης ή η
στήλη να έχει καταστεί ακατάλληλη για χρήση λόγω γηράνσεως, θερµοκρασιακών επιδράσεων κ.λπ. (βλέπε εικόνα 3).

Σηµείωση: Οι τιµές που παρατίθενται στο πίνακα 1 δεν έχουν δεσµευτικό χαρακτήρα και παρέχουν απλώς µία κατεύθυνση
για τον ποιοτικό έλεγχο. Εφόσον γίνονται αποδεκτές υψηλότερες RSD, θα πρέπει παρόλ’ αυτά να τηρηθούν τα
όρια επαναληψιµότητας και αναπαραγωγιµότητας που αναφέρονται στο σηµείο 11.
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8. Ποιοτική ανίχνευση ξένου λίπους

Για την ανίχνευση ξένων λιπών έχουν αναπτυχθεί τριγλυκεριδικοί τύποι (πίνακας 2) µε όρια S (πίνακας 3), στους οποίους
µπορούν να παίζουν οι τιµές S των καθαρών λιπών γάλακτος. Εάν τα όρια αυτά παραβιάζονται, αυτό θα πρέπει να αποδίδεται
στην παρουσία ξένων λιπών.

Ο πλέον ευαίσθητος τύπος για την ανίχνευση προσθήκης χοιρείου λίπους είναι, παραδείγµατος χάρη:

6,5125 · C26 + 1,2052 · C32 + 1,7336 · C34 + 1,7557 · C36 + 2,2325 · C42 + 2,8006 · C46 + 2,5432 · C52 +
0,9892 · C54 = S

Σηµείωση: Χρησιµοποιώντας 755 διαφορετικά δείγµατα λίπους γάλακτος επιτεύχθηκε µία περιοχή αξιοπιστίας 99 % για
S = 97,96-102,04 για δείγµατα καθαρού λίπους γάλακτος µε τυπική απόκλιση για όλες τις τιµές S
SD = 0,39897.

Ξεκινώντας από την τριγλυκεριδική σύσταση ενός άγνωστου δείγµατος λίπους, ένας τέτοιος τύπος µας δίνει τη δυνατότητα,
χωρίς τη χρήση υπολογιστή, να επαληθευθεί µε απλό τρόπο αν το άθροισµα των περιεκτικοτήτων σε τριγλυκερίδια που
αναφέρεται στο παρόν µε τους αντίστοιχους συντελεστές πέφτει εκτός της περιοχής 97,96-102,04 περίπτωση στην οποία
κατά πάσαν πιθανότητα έχουµε να κάνουµε µε προσθήκη ξένου λίπους.

Για την ανίχνευση διαφόρων ξένων λιπών, στον πίνακα 2 εµφαίνονται διάφοροι τριγλυκεριδικοί τύποι. Για την ανίχνευση των
ξένων λιπών σογιελαίου, ηλιανθελαίου, ελαιολάδου, κραµβελαίου, λινελαίου, σιτελαίου, αραβοσιτελαίου, βαµβακελαίου και
υδρογονωµένων ιχθυελαίων, για τα φυτικά λίπη κοκοφοινικελαίου και φοινικοπυρηνελαίου, όπως επίσης και για το
φοινικέλαιο και βόειο λίπος µπορεί να χρησιµοποιηθεί, αντίστοιχα, ένας κοινός τύπος.

Εφόσον η τριγλυκεριδική σύσταση των ξένων λιπών µπορεί επίσης να παίζει, χρησιµοποιήθηκαν 4 διαφορετικά, πειραµατικώς
υπολογισµένα στοιχεία τριγλυκεριδίων ξένων λιπών του ίδιου τύπου. [Με τους ίδιους τύπους ξένων λιπών, ελήφθησαν υπόψη
τα λιγότερο ευνοϊκά όρια, αντιστοίχως (βλέπε πίνακα 4)].

Μπορούν επίσης να ληφθούν το ίδιο καλά αποτελέσµατα για όλα τα ξένα λίπη µε τον ακόλουθο «ολικό τύπο»:

– 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

Υπολογισµοί για την ανίχνευση οποιωνδήποτε συνδυασµών ξένων λιπών σε λίπος γάλακτος έδειξαν ότι, παραδείγµατος χάρη,
αν και µε τον τύπο για το χοίρειο λίπος που δίδεται στον πίνακα 2 το όριο για το ξένο αυτό λίπος είναι χαµηλό,
συγκεκριµένα 2,7 %, άλλα λίπη όπως το κοκοφοινικέλαιο, το φοινικέλαιο ή το φοινικοπυρηνέλαιο µε όρια ανιχνεύσεως 26,8,
12,5 και 19,3 %, αντίστοιχα, µπορούν να ανιχνευθούν µόνον εάν έχουν προστεθεί στο λίπος γάλακτος σε εξαιρετικά µεγάλες
ποσότητες. Αυτό ισχύει επίσης και για άλλους τύπους στον πίνακα 2.

Πίνακας 2

Τριγλυκεριδικοί τύποι για την ανίχνευση διαφόρων ξένων λιπών σε λίπος γάλακτος, µε τις τυπικές αποκλίσεις SD
για S

Τύπος για σογιέλαιο, ηλιανθέλαιο, ελαιόλαδο, κραµβέλαιο, λινέλαιο, σιτέλαιο, αραβοσιτέλαιο, βαµβακέλαιο και ιχθυέλαιο

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

Τύπος για κοκοφοινικέλαιο και φοινικοπυρηνέλαιο

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

Τύπος για φοινικέλαιο και βόειο λίπος

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

Τύπος για χοίρειο λίπος

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

Συνεπώς, για τον έλεγχο ενός δείγµατος άγνωστου λίπους πρέπει να χρησιµοποιηθούν όλοι οι τύποι του πίνακα 2 και ο
ολικός τύπος (2), εάν το δείγµα είναι µείγµα λίπους γάλακτος και ενός από τα 14 διαφορετικά ξένα λίπη ή συνδυασµού των
ξένων αυτών λιπών. Εάν, µε την εισαγωγή των τριγλυκεριδίων ενός προς ανάλυση δείγµατος λίπους ληφθεί µία τιµή S, η
οποία πέφτει έξω από τις περιοχές του πίνακα 3 για ένα µόνο από τους πέντε τύπους, τότε το δείγµα είναι πιθανότατα ένα
τροποποιηµένο λίπος γάλακτος. Η ανίχνευση ξένου λίπους σε λίπος γάλακτος µέσω ενός των τεσσάρων τύπων στον πίνακα 2
δεν δίνει τη δυνατότητα εξαγωγής συµπερασµάτων για τύπο του προσµεµειγµένου ξένου λίπους.
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Τύπος για ανίχνευση Περιοχή S

Επιµέρους τύπος Ολικός τύπος

Πίνακας 3

Όρια S για λίπη γάλακτος

Σογιελαίου, ηλιανθελαίου, ελαιολάδου, κραµβελαίου, λινελαίου, σιτε-
λαίου, αραβοσιτελαίου, βαµβακελαίου, ιχθυελαίων 98,05-101,95

Κοκοφοινικέλαιο και φοινικοπυρηνέλαιο 99,42-100,58

Φοινικέλαιο και βόειο λίπος 95,90-104,10

Χοίρειο λίπος 97,96-102,04

Ολικός τύπος 95,68-104,32

Στον πίνακα 4 δίδονται τα όρια ανιχνεύσεως για τα διάφορα ξένα λίπη µε αξιοπιστία 99 %. Η πρώτη στήλη δείχνει τα
ελάχιστα όρια ανιχνεύσεως για τους καλύτερους τύπους λίπους γάλακτος στον πίνακα 2. Στη δεύτερη στήλη δίδονται τα
όρια ανιχνεύσεως για τον ολικό τύπο. Αν και τα όρια είναι κάπως υψηλότερα, µόνον ο τύπος αυτός χρειάζεται για την
ανίχνευση λίγο µεγαλύτερων ποσοτήτων ξένων λιπών. Με όλους τους τύπους, µπορούν να ανιχνευθούν και συνδυασµοί των
διαφόρων ξένων λιπών. Οι περιοχές δακύµανσης των τριγλυκεριδίων των διαφόρων ξένων λιπών ενός τύπου δεν έχουν
σηµαντική επίδραση στα όρια ανιχνεύσεως.

Πίνακας 4

Όρια ανιχνεύσεως 99 % διά προσθήκης ξένου λίπους σε λίπος γάλακτος σε %

Σογιέλαιο 2,1 4,4

Ηλιανθέλαιο 2,3 4,8

Ελαιόλαδο 2,4 4,7

Κοκκόλιπος 3,5 4,3

Φοινικέλαιο 4,4 4,7

Φοινικοπυρηνέλαιο 4,6 5,9

Κραµβέλαιο 2,0 4,4

Λινέλαιο 2,0 4,0

Σιτέλαιο 2,7 6,4

Αραβοσιτέλαιο 2,2 4,5

Βαµβακέλαιο 3,3 4,4

Χοίρειο λίπος 2,7 4,7

Βόειο λίπος 5,2 5,4

Υδρογονωµένο ιχθυέλαιο 5,4 6,1

Σηµείωση: Οι περιοχές S υπολογίζονται µε τον τρόπο αυτό, ότι αναµένεται η ύπαρξη ενός ξένου λίπους εάν επέλθει
υπέρβαση των ορίων των επιµέρους τύπων (βλέπε πίνακα 4).

9. Ποσοτικός προσδιορισµός ξένου λίπους

Για να ληφθούν ποσοτικές πληροφορίες για τη συγκέντρωση του ξένου λίπους σε δείγµα λίπους γάλακτος, χρησιµοποιείται ο
ακόλουθος τύπος:

X (%) = 100 · | (100 – S)(3)/(100 – SF) |,

όπου X είναι η ποσότητα ενός άγνωστου ξένου λίπους ή µείγµατος ξένων λιπών σε ένα άγνωστο λίπος γάλακτος. Το S
προκύπτει από την προσθήκη ενός άγνωστου ξένου λίπους δια εισαγωγής των τριγλυκεριδίων του µείγµατος ξένου λίπους
γάλακτος στον ανωτέρω ολικό τύπο τριγλυκεριδίων. Εάν στο λίπος του γάλακτος προστεθεί ένα άγνωστο ξένο λίπος, για το
SF επιλέγεται η µέση τιµή S των διαφόρων ξένων λιπών για τον ολικό τύπο. Η µέση τιµή S λαµβάνεται δια εισαγωγής των
στοιχείων για τα τριγλυκερίδια των καθαρών ξένων λιπών στον τύπο αυτό δια υπολογισµού µίας µέσης τιµής (SF = 7,46).
Καλά ποσοτικά αποτελέσµατα για οποιεσδήποτε προσθήκες ξένων λιπών λαµβάνονται επίσης και χρησιµοποιώντας τον τύπο
φοινικελαίου/βοείου λίπους (πίνακα 2) και µία µέση τιµή SF 10,57.

Με γνωστά είδη ξένων λιπών, στον ανωτέρω τύπο πρέπει να εισάγονται οι παρακάτω τιµές SF = και να επιλέγεται ο
αντίστοιχος τύπος ξένου λίπους από τον πίνακα 2.
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Ξένο λίπος SF

Πίνακας 5

Τιµές SF διαφόρων ξένων λιπών

Σογιέλαιο 8,18

Ηλιανθέλαιο 9,43

Ελαιόλαδο 12,75

Κοκκόλιπος 118,13

Φοινικέλαιο 7,55

Φοινικοπυρηνέλαιο 112,32

Κραµβέλαιο 3,30

Λινέλαιο 4,44

Σιτέλαιο 27,45

Αραβοσιτέλαιο 9,29

Βαµβακέλαιο 41,18

Λαρδί 177,55

Βόειο λίπος 17,56

Ιχθυέλαιο 64,12

10. Εύρος εφαρµογής της µεθόδου ανιχνεύσεως

Η περιγραφείσα µέθοδος έχει εφαρµογή σε χύµα γάλατα και βασίζεται στην αντιπροσωπευτικότητα των δειγµάτων του
λίπους γάλακτος.

Θα ήταν δυνατή η µε µεγάλη εξειδίκευση ανίχνευση εάν, για ένα αντιπροσωπευτικό αριθµό λιπών γάλακτος, υπήρχαν τύποι
που περιγράφησαν ανωτέρω προερχόµενοι από διάφορες χώρες.

Θα µπορούσαν να επιτευχθούν ιδιαίτερα επιτυχηµένες δυνατότητες ανιχνεύσεως, εάν οι τύποι για τις διάφορες χώρες, όπως
περιγράφονται εδώ, συγκροτούνταν από ένα αντιπροσωπευτικό αριθµό λιπών γάλακτος. Στην περίπτωση αυτή, δεν απαιτείται
η χρήση πολύπλοκων προγραµµάτων υπολογισµού, εάν εφαρµόζονται οι συνδυασµοί τριγλυκεριδίων που χρησιµοποιούνται
στον πίνακα 2 και επαναπροσδιορίζονται οι συντελεστές χρησιµοποιώντας τη µέθοδο των ελάχιστων τετραγώνων.

Εφαρµόζοντας τις κλίµακες S όπως φαίνεται στον πίνακα 3, οι τύποι µπορούν να εφαρµοστούν κάτω από διάφορες
συγκεκριµένες συνθήκες εκτροφής όπως, παραδείγµατος χάρη, υποσιτισµός ή διατροφή αγελάδων µε ζύµες ή σάπωνες Ca.
Μόνο στην περίπτωση ακραίων συνθηκών διατροφής (παραδείγµατος χάρη, υψηλή πρόσληψη καθαρών ελαίων διατροφής
κ.λπ.) οι τύποι εν µέρει δείχνουν τροποποιηµένο λίπος γάλακτος.

Σηµείωση: Τα κλασµατοποιηµένα λίπη γάλακτος αναγνωρίζονται εν γένει ως µη τροποποιηµένο λίπος γάλακτος, εάν
υποτίθεται ότι υπάρχει µόνο µία τροποποίηση, όταν εµφανίζεται υπέρβαση των ορίων. Μόνον µε κλασµατοποιη-
µένα λίπη γάλακτος µε ασυνήθη σύνθεση λίπους γάλακτος όπως παραδείγµατος χάρη, η περίπτωση µε σκληρό
κλάσµα, που λαµβάνονται µε κλασµατοποίηση µε φυσικές µεθόδους σε υψηλές θερµοκρασίες περίπου 30 °C µε
χαµηλές αποδόσεις λίγων εκατοστιαίων µονάδων ή µε κλασµάτωση µε άνω του κρισίµου σηµείου CO2, οι τύποι
δείχνουν µία τροποποίηση.

Η κλασµάτωση λίπους γάλακτος µπορεί, εντούτοις, να ανιχνευθεί χρησιµοποιώντας άλλες διαδικασίες, παραδείγ-
µατος χάρη, θερµιδοµετρία διαφορικής σάρωσης.

11. Ορθότητα της µεθόδου

Προσδιορίζεται χρησιµοποιώντας λίπος γάλακτος µε βάση τους τύπους από τον πίνακα 2 και τις περιοχές S στον πίνακα 3.

11.1. Επαναληψιµότητα

Ως διαφορά των τιµών S δύο προσδιορισµών που πραγµατοποιούνται µέσα στο συντοµότερο εφικτό χρονικό
διάστηµα από ένα άτοµο χρησιµοποιώντας την ίδια διαδικασία και ταυτόσηµο υλικό δείγµατος υπό τις ίδιες
συνθήκες (ίδιο πρόσωπο, ίδια όργανα/ίδιες, συσκευές/ίδιο εργαστήριο):
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Τύπος για ανίχνευση r

Τύπος για ανίχνευση R

Τύπος για ανίχνευση Περιοχή S

Πίνακας 6

Όρια επαναληψιµότητας (r) για τους διάφορους τύπους

Σογιέλαιο, ηλιανθέλαιο, ελαιόλαδο, κραµβέλαιο, λινέλαιο, σιτέλαιο, αραβοσιτέ-
λαιο, βαµβακέλαιο, ιχθυέλαιο. 0,67

Κοκοφοινικέλαιο, και φοικικοπυρηνέλαιο 0,12

Φοινικέλαιο και βόειο λίπος 1,20

Χοίρειο λίπος 0,58

Ολικός τύπος 1,49

11.2. Αναπαραγωγιµότητα

Ως διαφορά των τιµών S δύο προσδιορισµών που πραγµατοποιούνται από άτοµα σε διαφορετικά εργαστήρια,
σύµφωνα µε την ίδια διαδικασία χρησιµοποιώντας ταυτόσηµο υλικό δείγµατος από διαφορετικές συνθήκες (διαφο-
ρετικό πρόσωπο, διαφορετικά όργανα) σε διαφορετικές χρονικές στιγµές.

Πίνακας 7

Όρια αναπαραγωγιµότητας (R) για τους διάφορους τύπους

Σογιέλαιο, ηλιανθέλαιο, ελαιόλαδο, κραµβέλαιο, λινέλαιο, σιτέλαιο, αραβοσιτέ-
λαιο, βαµβακέλαιο, ιχθυέλαιο. 1,08

Κοκοφοινικέλαιο, και φοικικοπυρηνέλαιο 0,40

Φοινικέλαιο και βόειο λίπος 1,81

Χοίρειο λίπος 0,60

Ολικός τύπος 2,07

11.3. Κρίσιµη διαφορά

Με τα όρια επαναληψιµότητας (r) και αναπαραγωγιµότητας (R) µπορούν να υπολογιστούν οι κρίσιµες διαφορές για
όλες τις περιοχές S του πίνακα 3 (διπλές αναλύσεις). Οι αντίστοιχες τιµές δίδονται στον πίνακα 8.

Πίνακας 8

Κρίσιµες διαφορές για όλους τους τριγλυκεριδικούς τύπους

Σογιέλαιο, ηλιανθέλαιο, ελαιόλαδο, κραµβέλαιο, λινέλαιο, σιτέλαιο, αραβοσιτέ-
λαιο, βαµβακέλαιο, ιχθυέλαιο. 97,43-102,57

Κοκοφοινικέλαιο, και φοικικοπυρηνέλαιο 99,14-100,86

Φοινικέλαιο και βόειο λίπος 94,91-105,09

Χοίρειο λίπος 97,65-102,35

Ολικός τύπος 94,58-105,42



EL Επίσηµη Εφηµερίδα των Ευρωπαϊκών Κοινοτήτων 7.2.2001L 37/98

11.4. Αποδεξιµότητα των αποτελεσµάτων

Όλες οι βαθµονοµούµενες µε στρογγυλοποίηση στο δεύτερο δεκαδικό ψηφίο, υπολογιζόµενες περιεκτικότητες σε
τριγλυκερίδια C24, C26, C28 έως C54 πρέπει να ανάγονται ακριβώς στο 100.

Τα αποτελέσµατα της διπλής ανάλυψης χρησιµοποιούνται ως έλεγχος για την επαναληψιµότητα. Εάν οι απόλυτες
διαφορές µεταξύ των δύο αποτελεσµάτων για το S για όλους τους τριγλυκεριδικούς τύπους δεν παραβιάζουν τα
όρια επαναληψιµότητας r του πίνακα 6, αυτό σηµαίνει ότι τηρείται η απαίτηση της επαναληψιµότητας.

Για τον έλεγχο των άριστων αεριοχρωµατογραφικών συνθηκών και ειδικά της ποιότητας της στήλης, θα πρέπει να
διασφαλίζεται ότι σε δέκα κύκλους επανάληψης οι διαφορές των µέγιστων και ελαχίστων τιµών S και των 5
τριγλυκεριδικών τύπων δεν παραβιάζουν την κλίµακα x · r µε x = 1,58 (για δέκα κύκλους βλέπε βιβλιογραφία 16)
και τα όρια επαναληψιµότητας r για τους διάφορους τύπους του πίνακα 6.

12. Αναφερόµενα πρότυπα

DIN 10 336: 1994 Nachweis und Bestimmung von Fremdfetten in Milchfett anhand einer gaschromato-
graphischen Triglyceridanalyse

IDF-norm IC: 1987 Milk, determination of Fat content — Röse Gottlieb gravimetric method

IDF-norm 16C: 1987 Cream. Determination of fat Content — Röse Gottlieb gravimetric method

IDF-norm 116A: 1987 Milk-Based edible ices ans ice mixes. Determination of fat content-Röse Gottlieb
gravimetric method

IDF-norm 22B: 1987 Skimmed milk, whey & buttermilk. Determination of fat content-Röse Gottlieb gravi-
metric method.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ XXVI

ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΤΩΝ ΚΑΝΟΝΙΣΜΩΝ ΠΟΥ ΑΝΑΦΕΡΟΝΤΑΙ ΣΤΗΝ ΠΡΩΤΗ ΑΙΤΙΟΛΟΓΙΚΗ ΣΚΕΨΗ

— Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 1216/68 της Επιτροπής, της 9ης Αυγούστου 1968, περί καθορισµού της µεθόδου διαπιστώσεως της
περιεκτικότητας σε λακτόζη των τροφών που παρασκευάζονται για τα εισαγόµενα ζώα προελεύσεως τρίτων χωρών (1), όπως
τροποποιήθηκε από τον κανονισµό (ΕΟΚ) αριθ. 222/88 της Επιτροπής της 22ας ∆εκεµβρίου 1987 για την τροποποίηση
ορισµένων πράξεων στον τοµέα του γάλακτος και των γαλακτοκοµικών προϊόντων στη συνέχεια της καθιέρωσης της
συνδυασµένης ονοµατολογίας (2)·

— Κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 3942/92 της Επιτροπής, της 22ας ∆εκεµβρίου 1992, για τη θέσπιση µεθόδου αναφοράς για τον
προσδιορισµό σιτοστερόλης και στιγµαστερόλης στο βουτυρέλαιο (3), όπως τροποποιήθηκε τελευταία µε τον κανονισµό (ΕΚ)
αριθ. 175/1999 της Επιτροπής για την τροποποίηση των κανονισµών (ΕΟΚ) αριθ. 3942/92, (ΕΚ) αριθ. 86/94, (ΕΚ) αριθ.
1082/96 και (ΕΚ) αριθ. 1459/98 σχετικά µε τη θέσπιση µεθόδων αναφοράς για τον προσδιορισµό ορισµένων ιχνηθετών στο
βούτυρο, το βουτυρέλαιο και στην κρέµα γάλακτος (4)·

— Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 86/94 της Επιτροπής, της 19ης Ιανουαρίου 1994, σχετικά µε τη θέσπιση µεθόδου αναφοράς για τον
προσδιορισµό σιτοστερόλης και στιγµαστερόλης στο βούτυρο (5), όπως τροποποιήθηκε τελευταία από τον κανονισµό (ΕΚ)
αριθ. 175/1999·

— Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 2721/95 της Επιτροπής, της 24ης Νοεµβρίου 1995, περί θέσπισης κανόνων για την εφαρµογή των
συνήθων µεθόδων και των µεθόδων αναφοράς για την ανάλυση και την ποιοτική αξιολόγηση του γάλυκτος και των
γαλακτοκοµικών προϊόντων στο πλαίσιο της οργάνωσης κοινής αγοράς (6)·

— Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 1080/96 της Επιτροπής, της 14ης Ιουνίου 1996, σχετικά µε τον καθορισµό µίας µεθόδου αναφοράς
για την ανίχνευση κολοβακτηριδίων στο βούτυρο, το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη και την καζεΐνη-καζεϊνικά άλατα (7)·

— Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 1081/96 της Επιτροπής, της 14ης Ιουνίου 1996, που αφορά τη θέσπιση µεθόδου αναφοράς για την
ανίχνευση αγελαδινού γάλακτος και, καζεϊνικών αλάτων σε τυριά από πρόβειο, κατσικίσιο ή βουβαλίσιο γάλα ή από µείγµατα
πρόβειου, κατσικίσιου και βουβαλίσιου γάλακτος και περί κατάργησης του κανονισµού (ΕΟΚ) αριθ. 690/92 (8)·

— Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 1082/96 της Επιτροπής, της 14ης Ιουνίου 1996, για τη θέσπιση µεθόδου αναφοράς για τον
προσδιορισµό του αιθυλεστέρα του β-από-8�-καροτενικού οξέος σε συµπυκνωµένο βούτυρο και βούτυρο (9), όπως τροποποι-
ήθηκε από τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 175/1999·

— Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 1854/96 της Επιτροπής, της 26ης Σεπτεµβρίου 1996, για τον καθορισµό πίνακα µεθόδων αναφοράς
που πρέπει να χρησιµοποιούνται για την ανάλυση και ποιοτική αξιολόγηση του γάλακτος και των γαλακτοκοµικών προϊόντων
στο πλαίσιο της κοινής οργάνωσης αγοράς (10), όπως τροποποιήθηκε από τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 881/1999 (11)·

— Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 880/98 της Επιτροπής, της 24ης Απριλίου 1998, σχετικά µε τη θέσπιση µεθόδων αναφοράς για τον
προσδιορισµό περιεκτικότητας του βουτύρου σε υγρασία, σε στερεό υπόλειµµα χωρίς λίπος και σε λίπος (12)·

— Κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 1459/98 της Επιτροπής, της 8ης Ιουλίου 1998, σχετικά µε τη θέσπιση µεθόδου αναφοράς για τον
προσδιορισµό της βανιλίνης στο συµπυκνωµένο βούτυρο, στο βούτυρο ή στην κρέµα γάλακτος (13), όπως τροποποιήθηκε µε
τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 175/1999.

(1) ΕΕ L 198 της 10.8.1968, σ. 13.
(2) ΕΕ L 28 της 1.2.1988, σ. 1.
(3) ΕΕ L 399 της 31.12.1992, σ. 29.
(4) ΕΕ L 20 της 27.1.1999, σ. 22.
(5) ΕΕ L 17 της 20.1.1994, σ. 7.
(6) ΕΕ L 283 της 25.11.1995, σ. 7.
(7) ΕΕ L 142 της 15.6.1996, σ. 13.
(8) ΕΕ L 142 της 15.6.1996, σ. 15.
(9) ΕΕ L 142 της 15.6.1996, σ. 26.
(10) ΕΕ L 246 της 27.9.1996, σ. 5.
(11) ΕΕ L 111 της 29.4.1999, σ. 24.
(12) ΕΕ L 124 της 25.4.1998, σ. 16.
(13) ΕΕ L 193 της 9.7.1998, σ. 16.
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ΚΑΝΟΝΙΣΜΟΣ (ΕΚ) αριθ. 214/2001 ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ

της 12ης Ιανουαρίου 2001

περί λεπτοµερειών εφαρµογής του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999 όσον αφορά τα µέτρα παρέµβασης
στην αγορά του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη

Η ΕΠΙΤΡΟΠΗ ΤΩΝ ΕΥΡΩΠΑΪΚΩΝ ΚΟΙΝΟΤΗΤΩΝ,

Έχοντας υπόψη:

τη συνθήκη για την ίδρυση της Ευρωπαϊκής Κοινότητας,

τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 1255/1999 του Συµβουλίου, της 17ης
Μαΐου 1999, περί κοινής οργανώσεως αγοράς στον τοµέα του
γάλακτος και των γαλακτοκοµικών προϊόντων (1), όπως τροποποι-
ήθηκε από τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 1040/2000 (2), και ιδίως το
άρθρο 10,

Εκτιµώντας τα ακόλουθα:

(1) Ο κανονισµός (ΕΚ) αριθ. 1255/1999 αντικατέστησε τον
κανονισµό (ΕΟΚ) αριθ. 804/68 του Συµβουλίου (3) και,
µεταξύ άλλων, τον κανονισµό (ΕΟΚ) αριθ. 777/87 του
Συµβουλίου (4), όσον αφορά το καθεστώς των αγορών στην
παρέµβαση για το βούτυρο και το αποκορυφωµένο γάλα σε
σκόνη. ∆εδοµένου του νέου καθεστώτος και λαµβανοµένης
υπόψη της αποκτηθείσας πείρας, σκόπιµο είναι να επέλθει
τροποποίηση και ενδεχοµένως απλούστευση των λεπτοµε-
ρειών εφαρµογής όσον αφορά τα µέτρα παρέµβασης στην
αγορά αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη. Πρέπει, κατά
συνέπεια, για λόγους σαφήνειας, να αναδιατυπωθούν οι ειδι-
κοί κανονισµοί οι οποίοι ρύθµιζαν στο παρελθόν ορισµένα
θέµατα όσον αφορά την παρέµβαση, ήτοι ο κανονισµός
(ΕΟΚ) αριθ. 2213/76 της Επιτροπής της 10ης Σεπτεµβρίου
1976, περί της πωλήσεως αποκορυφωµένου γάλακτος εις
κόνιν από τα δηµόσια αποθέµατα (5), όπως τροποποιήθηκε
τελευταία από τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 2080/96 (6), ο
κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 1362/87 της Επιτροπής, της 18ης
Μαΐου 1987, για λεπτοµέρειες εφαρµογής του κανονισµού
(ΕΟΚ) αριθ. 777/87 όσον αφορά τις αγορές στην παρέµ-
βαση και τη χορήγηση ενισχύσεων για την ιδιωτική αποθε-
µατοποίηση απόκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη (7), όπως
τροποποιήθηκε τελευταία από τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ.
569/96 (8), ο κανονισµός (ΕΟΚ) αριθ. 1158/91 της Επι-
τροπής, της 3ης Μαΐου 1991 περί της αγοράς µε δηµοπρα-
σία αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη από τους οργανι-
σµούς παρέµβασης (9), όπως τροποποιήθηκε τελευταία από
τον κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 124/1999 (10), και ο κανονισµός
(ΕΚ) αριθ. 322/96 της Επιτροπής, της 22ας Φεβρουαρίου
1996, περί των λεπτοµερειών εφαρµογής της δηµόσιας
αποθεµατοποίησης του αποκορυφωµένου γάλακτος σε
σκόνη (11), όπως τροποποιήθηκε τελευταία από τον κανονι-
σµό (ΕΚ) αριθ. 419/98 (12), και να συγκεντρωθούν οι διατά-
ξεις τους σε ένα κείµενο.

(2) Οι οργανισµοί παρέµβασης µπορούν να αγοράζουν µόνο το
αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη που ανταποκρίνεται στον
ορισµό που προβλέπεται στο άρθρο 7 παράγραφος 1 του

κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999 και υπό όρους ποιότη-
τας και παρουσίασης που θα πρέπει να καθοριστούν. Θα
πρέπει επίσης να καθοριστούν οι µέθοδοι ανάλυσης και οι
λεπτοµέρειες που αφορούν τον ποιοτικό έλεγχο, καθώς και,
εφόσον το απαιτεί η κατάσταση, να προβλεφθούν έλεγχοι
όσον αφορά τη ραδιενέργεια στο αποκορυφωµένο γάλα σε
σκόνη, τα µέγιστα επίπεδα της οποίας πρέπει να καθορι-
στούν, ενδεχοµένως µέσω κοινοτικής ρύθµισης.

(3) Προκειµένου να εξασφαλιστεί η οµαλή λειτουργία του
καθεστώτος παρέµβασης, αξίζει να διευκρινιστούν οι όροι
όσον αφορά τη έγκριση των επιχειρήσεων παραγωγής και
τον έλεγχο της τήρησής τους. Για να εξασφαλιστεί η αποτε-
λεσµατικότητα του καθεστώτος, είναι ενδεδειγµένο να προ-
βλεφθούν µέτρα σε περίπτωση µη τήρησης των όρων αυτών.
Λαµβανοµένου υπόψη του γεγονότος ότι το αποκορυφω-
µένο γάλα σε σκόνη µπορεί να αγοραστεί στην παρέµβαση
από έναν οργανισµό παρέµβασης που υπάγεται σε ένα κρά-
τος µέλος εκτός αυτού, στην επικράτεια του οποίου έχει
παρασκευαστεί το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη, πρέπει
να προβλεφθούν, υπό τις περιστάσεις αυτές, τα µέσα που
επιτρέπουν στον οργανισµό παρέµβασης που προβαίνει στην
αγορά, να εξασφαλίσει ότι τηρούνται οι όροι ποιότητας και
παρουσίασης.

(4) Η µη τήρηση των εν λόγω απαιτήσεων δεν πρέπει να θίγει
τον κοινοτικό προϋπολογισµό. Θα πρέπει, κατά συνέπεια, να
προβλεφθεί η εκ νέου ανάληψη εκ µέρους του επιχειρηµατία
του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη που δεν ανταπο-
κρίνεται στις απαιτήσεις, καθώς και η επιβάρυνσή του µε τα
έξοδα αποθεµατοποίησης που πραγµατοποιήθηκαν.

(5) Μια εγγύηση διαγωνισµού θα πρέπει επίσης να συνοδεύει
την προσφορά, προκειµένου να εξασφαλιστεί ή διατήρηση
της προσφοράς, µετά τη λήξη της προθεσµίας για την
υποβολή των προσφορών και την παράδοση του άποκο-
ρυφωµένου γάλακτος σε σκόνη εντός των προθεσµιών που
πρόκειται να καθοριστούν.

(6) Το άρθρο 7 του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999 θεσπίζει
ότι οι οργανισµοί παρέµβασης µπορούν να αγοράσουν µόνο
αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη που τηρεί ελάχιστη περιε-
κτικότητα σε πρωτεϊνικές ουσίες. Επιπλέον, η τιµή αγοράς
µπορεί να κυµαίνεται ανάλογα µε την περιεκτικότητα σε
πρωτεϊνικές ουσίες. Πρέπει συνεπώς να προσδιοριστεί ο τρό-
πος υπολογισµού της τιµής αγοράς.

(7) Πρέπει να οριστούν επακριβώς οι υποχρεώσεις των κρατών
µελών για την ορθή διαχείριση των αποθεµατοποιηµένων
ποσοτήτων, προσδιορίζοντας την απόσταση του τόπου
αποθήκευσης και τις δαπάνες που θα αναληφθούν πέραν
αυτής της απόστασης και προβλέποντας κυρίως τις προϋ-
ποθέσεις αποθήκευσης και αφαιρέσεως από το απόθεµα για
τις αποθήκες, την πρόσβαση στα αποθέµατα και την εξα-
κρίβωση των παρτίδων καθώς και την ασφαλιστική κάλυψη
των κινδύνων που διατρέχει το αποκορυφωµένο γάλα σε
σκόνη που βρίσκεται σε απόθεµα. Θα πρέπει επίσης, προκει-
µένου να διασφαλιστεί ενιαία συχνότητα και επίπεδο ελέγ-
χου, να προσδιοριστεί η φύση και ο ρυθµός των ελέγχων
που θα πραγµατοποιηθούν στους αποθεµατοποιητές από τις
εθνικές αρχές. ∆εδοµένου ότι οι οργανισµοί παρέµβασης
συνδέονται µε τις υφιστάµενες συµβάσεις για την τρέχουσα

(1) ΕΕ L 160 της 26.6.1999, σ. 48.
(2) ΕΕ L 118 της 19.5.2000, σ. 1.
(3) ΕΕ L 148 της 28.6.1968, σ. 13.
(4) ΕΕ L 78 της 20.3.1987, σ. 10.
(5) ΕΕ L 249 της 11.9.1976, σ. 6.
(6) ΕΕ L 279 της 31.10.1996, σ. 15.
(7) ΕΕ L 129 της 19.5.1987, σ. 9.
(8) ΕΕ L 80 της 30.3.1996, σ. 48.
(9) ΕΕ L 112 της 4.5.1991, σ. 65.
(10) ΕΕ L 16 της 21.1.1999, σ. 19.
(11) ΕΕ L 45 της 23.2.1996, σ. 5.
(12) ΕΕ L 52 της 21.2.1998, σ. 20.
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περίοδο αποθεµατοποίησης, Θα πρέπει να προβλεφθεί ότι οι
νέες διατάξεις όσον αφορά τους όρους αποθεµατοποίησης
και αφαιρέσεως από το απόθεµα που θα πρέπει να πληρούν
οι αποθήκες εφαρµόζονται µόνο στις ποσότητες αποκο-
ρυφωµένου γάλακτος σε σκόνη που αγοράστηκε στην
παρέµβαση από την 1η Σεπτεµβρίου 2000.

(8) Το άρθρο 7 παράγραφος 2 του κανονισµού (ΕΚ) αριθ.
1255/1999 προβλέπει ότι οι αγορές του αποκορυφωµένου
γάλακτος σε σκόνη στην τιµή παρεµβάσεως µπορούν να
ανασταλούν µόλις οι προσφερόµενες ποσότητες κατά την
περίοδο από την 1η Μαρτίου έως τις 31 Αυγούστου κάθε
έτους υπερβούν 109 000 τόνους. Στην περίπτωση αυτή, οι
αγορές µπορούν να πραγµατοποιηθούν µε µόνιµο διαγωνι-
σµό του οποίου πρέπει να προσδιοριστούν οι λεπτοµέρειες.
Τα στοιχεία προσφοράς και ιδίως η ελάχιστη ποσότητα, οι
προθεσµίες υποβολής καθώς και η ελάχιστη τιµή αγοράς
πρέπει να καθοριστούν. Για να διασφαλιστεί η τήρηση των
ποιοτικών απαιτήσεων και οι προϋποθέσεις παρουσιάσεως
τον αποκορυφωµένον γάλακτος σε σκόνη κατά τη στιγµή
της προσφοράς και µετά την αποθεµατοποίηση, πρέπει να
απαιτηθεί γραπτή υποχρέωση τον προσφέροντας κατά την
έννοια αυτή η οποία πρέπει να συνοδεύει την προσφορά. Η
προσφορά πρέπει να συνοδεύεται και από εγγύηση προκει-
µένου να διασφαλιστεί η διατήρησή της µετά το πέρας της
προθεσµίας για την υποβολή των προσφορών και την παρά-
δοση του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη εντός των
προθεσµιών που θα καθοριστούν. Επιπλέον, πρέπει να προ-
σδιοριστεί ο τρόπος υπολογισµού της τιµής αγοράς
συναρτήσει της περιεκτικότητας σε πρωτεϊνικές ουσίες του
αγορασθέντος αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη.

(9) Για την ορθή διαχείριση των ποσοτήτων που είναι στην
παρέµβαση απαιτείται να προβούµε στην µεταπώληση του
αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη µόλις παρουσιαστούν
οι δυνατότητες διαθέσεως. Για να διασφαλιστεί η ισότητα
πρόσβασης στο πωλούµενο προϊόν πρέπει να αφεθεί η δυνα-
τότητα σε οποιοδήποτε ενδιαφερόµενο πρόσωπο να αγορά-
ζει σε καθορισµένη τιµή πώλησης. Πρέπει να καθοριστούν οι
προϋποθέσεις πωλήσεων, συνοδευόµενες από τη σύσταση
εγγυήσεως εκτελέσεως και ιδίως η ανάληψη του αποκο-
ρυφωµένου γάλακτος σε σκόνη και οι προθεσµίες
πληρωµής. Για να είναι δυνατόν να παρακολουθείται τακτικά
η κατάσταση των αποθεµάτων, πρέπει τα κράτη µέλη να
ανακοινώνουν στην Επιτροπή τις πωληθείσες ποσότητες.

(10) Το άρθρο 7 παράγραφος 3 του κανονισµού (ΕΚ) αριθ.
1255/1999 προβλέπει ότι οι ενισχύσεις χορηγούνται για
την ιδιωτική αποθεµατοποίηση αποκορυφωµένου γάλακτος
σε σκόνη. Προκειµένου να εξασφαλιστεί ένας αποτελεσµατι-
κός έλεγχος του καθεστώτος, πρέπει να προβλεφθούν µια
σύµβαση και µια συγγραφή υποχρεώσεων που προσδιορί-
ζουν τους όρους αποθεµατοποίησης. Επιδιώκοντας τον ίδιο
στόχο, θα πρέπει να θεσπιστούν επίσης λεπτοµερείς διατά-
ξεις που θα αφορούν την τεκµηρίωση, την τήρηση λογι-
στικής, καθώς και τη συχνότητα και τις λεπτοµέρειες ελέγ-
χου, κυρίως όσον αφορά τις απαιτήσεις που αναφέρονται
στο άρθρο 7 παράγραφος 3 του κανονισµού (ΕΚ) αριθ.
1255/1999. Για να διευκολυνθεί ο έλεγχος της παρουσίας
των προϊόντων στην αποθήκη στο πλαίσιο συµβάσεων ιδιω-
τικής αποθεµατοποίησης, θα πρέπει να προβλεφθεί η ρευ-
στοποίηση του αποθέµατος κατά παρτίδες, εκτός αν το
κράτος µέλος εγκρίνει µια µικρότερη ποσότητα.

(11) Τα µέτρα που προβλέπονται στον παρόντα κανονισµό είναι
σύµφωνα µε τη γνώµη της επιτροπής διαχείρισης γάλακτος
και γαλακτοκοµικών προϊόντων,

ΕΞΕ∆ΩΣΕ ΤΟΝ ΠΑΡΟΝΤΑ ΚΑΝΟΝΙΣΜΟ:

ΚΕΦΑΛΑΙΟ Ι

ΠΕ∆ΙΟ ΕΦΑΡΜΟΓΗΣ

Άρθρο 1

Ο παρών κανονισµός καθορίζει τις λεπτοµέρειες εφαρµογής σχετικά
µε τα ακόλουθα µέτρα παρεµβάσεως που προβλέπονται, στον
τοµέα του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνή, στο άρθρο 7 του
κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999:

α) αγορές στην τιµή παρεµβάσεως·

β) αγορές στο πλαίσιο µονίµου διαγωνισµού·

γ) πώληση σε καθορισµένη τιµή του αποκορυφωµένου γάλακτος
σε σκόνη δηµοσίου αποθέµατος·

δ) χορήγηση ενισχύσεως στην ιδιωτική αποθεµατοποίηση.

ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΙΙ

∆ΗΜΟΣΙΑ ΑΠΟΘΕΜΑΤΟΠΟΙΗΣΗ

Τµήµα 1

Όροι αγοράς

Άρθρο 2

1. Οι οργανισµοί παρέµβασης αγοράζουν µόνο αποκορυφωµένο
γάλα σε σκόνη που ανταποκρίνεται στις διατάξεις του άρθρου 7
παράγραφος 1 πρώτο και δεύτερο εδάφιο του κανονισµού (ΕΚ)
αριθ. 1255/1999, καθώς και των παραγράφων 2 έως 7 του παρό-
ντος άρθρου και το οποίο τους προσφέρεται κατά τη διάρκεια της
περιόδου από την 1η Μαρτίου έως τις 31 Αυγούστου.

2. Οι αρµόδιες αρχές ελέγχουν την ποιότητα του αποκορυφωµέ-
νου γάλακτος σε σκόνη σύµφωνα µε τις µεθόδους αναλύσεως που
προβλέπονται στο παράρτηµα Ι και µε βάση τα δείγµατα που
λαµβάνονται σύµφωνα µε τις λεπτοµέρειες που προβλέπονται στο
παράρτηµα ΙΙΙ. Από τους ελέγχους αυτούς πρέπει να διαπιστωθεί η
απουσία στο αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη άλλων προϊόντων και
ιδίως βουτυρόγαλου ή ορού γάλακτος όπως ορίζονται στο
παράρτηµα Ι.

Ωστόσο, τα κράτη µέλη µπορούν, µε τη σύµφωνη γνώµη της
Επιτροπής, να θεσπίσουν, υπό την εποπτεία τους, σύστηµα αυτοε-
λέγχου για ορισµένες απαιτήσεις ποιότητας και για ορισµένες εγκε-
κριµένες επιχειρήσεις.

3. Τα επίπεδα ραδιενέργειας στο αποκορυφωµένο γάλα σε
σκόνη δεν πρέπει να υπερβαίνουν τα ανώτατα αποδεκτά επίπεδα
ραδιενέργειας που προβλέπονται, ενδεχοµένως, από την κοινοτική
ρύθµιση.

Ο έλεγχος του επιπέδου ραδιενεργού µολύνσεως του προϊόντος
διενεργείται µόνον εφόσον το απαιτεί η επικρατούσα κατάσταση και
κατά τη διάρκεια της αναγκαίας περιόδου. Σε περίπτωση ανάγκης,
η διάρκεια και η έκταση των µέτρων ελέγχου καθορίζονται
σύµφωνα µε τη διαδικασία που προβλέπεται στο άρθρο 42 του
κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999.
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4. Το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη πρέπει να έχει παρα-
σκευαστεί κατά τη διάρκεια περιόδου τριάντα ηµερών που προη-
γούνται της ηµέρας αποδοχής της προσφοράς πώλησης από τον
οργανισµό παρέµβασης. Στην περίπτωση κατά την οποία το αποκο-
ρυφωµένο γάλα σε σκόνη θα αποθεµατοποιηθεί σε σιλό, πρέπει να
έχει παρασκευαστεί κατά τη διάρκεια περιόδου τεσσάρων εβδο-
µάδων πριν από την εβδοµάδα κατά την οποία ελήφθη η προ-
σφορά.

5. Η ελάχιστη ποσότητα προσφοράς είναι 20 τόνοι. Τα κράτη
µέλη µπορούν να προβλέψουν ότι το αποκορυφωµένο γάλα σε
σκόνη προσφέρεται µόνον ανά ολόκληρο τόνο.

6. Το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη συσκευάζεται σε σάκους
µε περιεχοµένο σε καθαρό βάρος 25 χιλιόγραµµα οι οποίοι
πληρούν τους όρους που προβλέπονται στο παράρτηµα ΙΙ και
φέρουν τουλάχιστον τις ακόλουθες ενδείξεις, που έχουν, ενδεχο-
µένως, µεταγραφεί σε κωδικό:

α) τον αριθµό έγκρισης που προσδιορίζει το εργοστάσιο και το
κράτος µέλος παραγωγής·

β) την ηµεροµηνία παραγωγής ή ενδεχοµένως την εβδοµάδα παρα-
σκευή·

γ) τον αριθµό της παρτίδας παρασκευής·

δ) την ονοµασία «αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη spray».

7. Το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη παραδίδεται σε παλέτες
κατάλληλες για µακροχρόνια αποθεµατοποίηση.

Σε περίπτωση παράδοσης σε παλέτες µιας χρήσεως, η τιµή αγοράς
του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη καλύπτει την αγορά της
παλέτας.

Σε περίπτωση παράδοσης σε παλέτες EUR ή συγκρίσιµης ποιότη-
τας, οι παλέτες επιστρέφονται στον πωλητή ή ανταλλάσσονται µε
ισοδύναµες παλέτες το αργότερο κατά την έξοδο από το απόθεµα.

Άρθρο 3

1. Η επιχείρηση που προβλέπεται στο άρθρο 7 παράγραφος 1
του κανονισµού (ΕΟΚ) αριθ. 1255/1999 εγκρίνεται µόνον εφόσον:

α) η έγκριση πραγµατοποιείται σύµφωνα µε το άρθρο 10 της
οδηγίας 92/46/ΕΟΚ του Συµβουλίου (1) και διαθέτει τις
κατάλληλες τεχνικές εγκαταστάσεις·

β) δεσµεύεται να τηρεί σε µόνιµη βάση τα µητρώα στοιχείων που
ορίζονται από τον αρµόδιο οργανισµό κάθε κράτους µέλους,
σχετικά µε την καταγωγή των πρώτων υλών, τις λαµβανόµενες
ποσότητες του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη, το βουτυ-
ρόγαλα και τον ορό γάλακτος που έχουν ληφθεί, τη συντήρηση,
την εξακρίβωση και την ηµεροµηνία εξόδου κάθε παρτίδας
αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη, βουτυρόγαλου και ορού
γάλακτος·

γ) αποδέχεται να υποβληθεί σε ειδικό επίσηµο έλεγχο η παραγωγή
της αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη που είναι δυνατόν να
προσφερθεί στην δηµόσια παρέµβαση·

δ) δεσµεύεται να ενηµερώνει τον αρµόδιο οργανισµό που είναι
επιφορτισµένος µε τον έλεγχο, δύο τουλάχιστον εργάσιµες ηµέ-
ρες πριν, σχετικά µε την πρόθεσή της να παρασκευάσει αποκο-
ρυφωµένο γάλα σε σκόνη για τη δηµόσια παρέµβαση. Ωστόσο,
το κράτος µέλος µπορεί να καθορίσει συντοµότερη προθεσµία.

2. Για να διασφαλιστεί η τήρηση των διατάξεων του παρόντος
κανονισµού, οι αρµόδιοι οργανισµοί διενεργούν αιφνίδιους επιτό-
πιους ελέγχους, ανάλογα µε τό πρόγραµµα παραγωγής βουτύρου
παρέµβασης των ενδιαφεροµένων επιχειρήσεων.

Πραγµατοποιούν τουλάχιστον:

α) έναν έλεγχο ανά εικοσιοκτώ ηµέρες παραγωγής για την παρέµ-
βαση και τουλάχιστον µία φορά ανά εξάµηνο, για να εξετάζο-
νται τα στοιχεία που αναφέρονται στην παράγραφο 1 στοιχείο
β)·

β) έναν έλεγχο ανά εξάµηνο, για να επαληθεύεται η τήρηση των
άλλων όρων έγκρισης που αναφέρονται στην παράγραφο 1.

3. Η έγκριση ανακαλείται στην περίπτωση που δεν πληρούνται
οι όροι που προβλέπονται στην παράγραφο 1 στοιχείο α). Με
αίτηση της ενδιαφερόµενης επιχείρησης, η έγκριση µπορεί να επα-
ναχορηγηθεί µετά από ελάχιστο διάστηµα έξι µηνών και µετά από
εµπεριστατωµένο έλεγχο.

Στην περίπτωση που διαπιστώνεται ότι µια επιχείρηση δεν τήρησε
µια από τις δεσµεύσεις της που αναφέρονται στην παράγραφο 1
στοιχεία β), γ) και δ), πλην περιπτώσεως ανωτέρας βίας, η έγκριση
αναστέλλεται για περίοδο από έναν έως δώδεκα µήνες, λαµβανο-
µένης υπόψη της σοβαρότητας της παρατυπίας.

Η εν λόγω αναστολή δεν επιβάλλεται, εφόσον το κράτος µέλος
διαπιστώσει ότι η παρατυπία δεν διαπράχθηκε εκ προθέσεως ή εκ
βαρείας αµέλειας και ότι είναι µικρής σηµασίας από την άποψη της
αποτελεσµατικότητας των ελέγχων που προβλέπονται στην παρά-
γραφο 2.

4. Για τους ελέγχους που πραγµατοποιούνται βάσει των παρα-
γράφων 2 και 3 συντάσσεται έκθεση στην οποία να προσδιορίζο-
νται:

α) η ηµεροµηνία του ελέγχου·

β) η διάρκειά του·

γ) οι εκτελεσθείσες εργασίες.

Η έκθεεση ελέγχου πρέπει να υπογράφεται από τον υπεύθυνο
υπάλληλο και να κοινοποιείται στην επιχείρηση.

5. Τα κράτη µέλη κοινοποιούν στην Επιτροπή τα µέτρα που
λαµβάνονται σχετικά µε τους ελέγχους που προβλέπονται στις
παραγράφους 2 και 3 µέσα σε προθεσµία ενός µηνός από την
υιοθέτησή τους.

Άρθρο 4

1. Στην περίπτωση που το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη
προσφέρεται στην παρέµβαση σε ένα κράτος µέλος εκτός του
κράτους µέλους παραγωγής, η αγορά εξαρτάται από την προσκό-
µιση πιστοποιητικού που χορηγείται το αργότερο 45 ηµέρες µετά
από την ηµέρα αποδοχής της προσφοράς, από τον αρµόδιο οργανι-
σµό του κράτους µέλους παραγωγής.

Το πιστοποιητικό περιέχει τις ενδείξεις που αναφέρονται στο άρθρο
2 παράγραφος 6 στοιχεία α), β) και γ) και βεβαίωση ότι πρόκειται
για αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη που έχει παραχθεί σε µια
εγκεκριµένη επιχείρηση της Κοινότητας απευθείας και αποκλειστικά
από αποκορυφωµένο γάλα, κατά την έννοια του άρθρου 7 παρά-
γραφος 5, του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999.(1) ΕΕ L 268 της 14.9.1992, σ. 1.
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2. Στην περίπτωση που το κράτος µέλος παραγωγής πραγµατο-
ποίησε τους ελέγχους που αναφέρονται στο άρθρο 2 παράγραφος
2, το πιστοποιητικό περιλαµβάνει επίσης τα αποτελέσµατα των
ελέγχων αυτών και τη βεβαίωση ότι πρόκειται για αποκορυφωµένο
γάλα σε σκόνη, κατά την έννοια του άρθρου 7 παράγραφος 1 του
κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999. Στην προκειµένη περίπτωση, η
συσκευασία που αναφέρεται στο άρθρο 2 παράγραφος 6 πρέπει να
σφραγίζεται µε αριθµηµένη ετικέτα του αρµόδιου οργανισµού του
κράτους µέλους παραγωγής. Ο αριθµός αυτός πρέπει να εµφαίνεται
στο πιστοποιητικό που αναφέρεται στην παράγραφο 1.

Τµήµα 2

∆ιαδικασία αγοράς στην τιµή παρέµβασης

Άρθρο 5

1. Η προσφορά πώλησης αναφέρει:

α) το ονοµατεπώνυµο και τη διεύθυνση του πωλητή·

β) την προσφερόµενη ποσότητα·

γ) τον τόπο όπου είναι αποθηκευµένο το αποκορυφωµένο γάλα σε
σκόνη που προσφέρεται.

2. Ο οργανισµός παρέµβασης καταγράφει την ηµεροµηνία της
παραλαβής της προσφοράς καθώς και τις αντίστοιχες ποσότητες
και ηµεροµηνίες παραγωγής και τον τόπο όπου είναι αποθηκευµένο
το προσφερόµενο αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη.

Σε περίπτωση αναστολής των αγορών στην τιµή παρέµβασης,
σύµφωνα µε το άρθρο 7 παράγραφος 2 πρώτο εδάφιο του κανονι-
σµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999, η αποδοχή και η καταχώρηση των
προσφορών διακόπτονται από την ηµέρα που έπεται της ισχύος της
απόφασης αναστολής.

3. Μία προσφορά ισχύει µόνον εάν:

α) αφορά ποσότητα αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη που
είναι σύµφωνη µε τις διατάξεις του άρθρου 2 παράγραφος 5·

β) συνοδεύεται από την γραπτή δέσµευση τον πωλητή να τηρήσει
τις διατάξεις του άρθρου 2 παράγραφος 4 και του άρθρου 9·

γ) έχει προσκοµιστεί η απόδειξη ότι ο πωλητής έχει συστήσει, στο
κράτος µέλος στο οποίο έχει πωληθεί η προσφορά το αργότερο
την ηµέρα αποδοχής της προσφοράς, εγγύηση ίση µε 2 ευρώ
ανά 100 χιλιόγραµµα.

4. Η δέσµευση που αναφέρεται στην παράγραφο 3 στοιχείο β)
διαβιβάζεται αρχικά στον οργανισµό παρέµβασης και ισχύει µε
σιωπηρή παράταση για τις µεταγενέστερες προσφορές, µέχρι ρητής
καταγγελίας εκ µέρους του προσφέροντας ή του οργανισµού
παρέµβασης υπό τον όρο ότι:

α) στην αρχική προσφορά προσδιορίζεται ότι ο πωλητής προτίθε-
ται να επωφεληθεί της παρούσας διάταξης·

β) στις µεταγενέστερες προσφορές υπάρχει αναφορά στην παρούσα
διάταξη µε την ένδειξη «άρθρο 5 παράγραφος 4» καθώς και
στην ηµεροµηνία της αρχικής προσφοράς.

Άρθρο 6

Η διατήρηση της προσφοράς και η παράδοση του αποκορυφωµέ-
νου γάλακτος σε σκόνη στην αποθήκη που ορίζεται από τον
οργανισµό παρέµβασης εντός της προθεσµίας που καθορίζεται στο

άρθρο 7 παράγραφος 2 αποτελούν τις πρωτογενείς απαιτήσεις
κατά την έννοια του άρθρου 20 του κανονισµού (ΕΟΚ) αριθ.
2220/85 της Επιτροπής (1).

Άρθρο 7

1. Μετά την εξακρίβωση των στοιχείων της προσφοράς, ο οργα-
νισµός παρέµβασης εκδίδει, εντός προθεσµίας πέντε εργασίµων
ηµερών µετά από την ηµέρα αποδοχής της προσφοράς, δελτίο
παράδοσης µε ηµεροµηνία και αριθµό πρωτοκόλλου που αναφέρει:

α) την ποσότητα του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη που θα
παραδοθεί·

β) την ηµεροµηνία λήξης της προθεσµίας για την παράδοση·

γ) την αποθήκη όσον πρέπει να παραδοθεί.

2. Η παράδοση του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη πρέ-
πει να πραγµατοποιηθεί εντός προθεσµίας 28 ηµερών µετά την
ηµέρα παραλαβής της προσφοράς πώλησης. Η παράδοση είναι
δυνατόν να γίνει τµηµατικά.

3. Η εγγύηση που αναφέρεται στο άρθρο 5 παράγραφος 3
στοιχείο γ) αποδεσµεύεται µόλις πραγµατοποιηθεί η παράδοση της
ποσότητας που αναφέρεται στην προσφορά.

Εντούτοις, εάν από τον έλεγχο που αναφέρεται στο άρθρο 2
παράγραφος 2 προκύψει ότι το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη
δεν είναι σύµφωνο µε τις απαιτήσεις που προβλέπονται από το εν
λόγω άρθρο, θα αποδεσµευτεί ωστόσο η εγγύηση για τις ποσότητες
που δεν έχουν ακόµη παραδοθεί.

4. Η ανάληψη του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη από
τον οργανισµό παρέµβασης γίνεται την ηµέρα εισόδου στην
αποθήκη η οποία έχει οριστεί από τον οργανισµό παρέµβασης, του
τελευταίου τµήµατος του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη το
οποίο αφορούσε η προσφορά, αλλά το νωρίτερο την ηµέρα που
έπεται της ηµέρας εκδόσεως του δελτίου παράδοσης.

5. Εκτός περιπτώσεως ανωτέρας βίας, εάν ο πωλητής δεν πραγ-
µατοποιήσει την παράδοση µέσα στην προβλεπόµενη προθεσµία,
εκτός από την κατάπτωση κατ’ αναλογία των µη παραδοθεισών
ποσοτήτων της εγγύησης που αναφέρεται στο άρθρο 5 παράγρα-
φος 3 στοιχείο γ), δεν πραγµατοποιείται η αγορά για τις υπόλοιπες
ποσότητες.

Άρθρο 8

1. Η πληρωµή του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη το
οποίο έχει αναληφθεί πραγµατοποιείται από τον οργανισµό παρέµ-
βασης εντός προθεσµίας που περιλαµβάνεται µεταξύ 120 και εκα-
τόν 140 ηµερών µετά την ανάληψη, εφόσον διαπιστωθεί η τήρηση
των διατάξεων του άρθρου 2.

2. Σε περίπτωση που η περιεκτικότητα σε πρωτεϊνική ουσία του
στερεού και χωρίς λιπαρά υπολείµµατος, η οποία έχει διαπιστωθεί
σύµφωνα µε τη µέθοδο που ενδείκνυται στο παράρτηµα Ι, ισούται ή
υπερβαίνει το 35,6 % η τιµή αγοράς ισούται µε την τιµή παρέµ-
βασης, που εφαρµόζεται την ηµερα παρασκευής του αποκορυφωµέ-
νου γάλακτος σε σκόνη.

Σε περίπτωση που η περιεκτικότητα αυτή είναι τουλάχιστον 31,4 %
και κάτω του 35,6 %, η τιµή αγοράς ισούται µε την τιµή παρέµ-
βασης µείον ένα ποσό που υπολογίζεται µε τον ακόλουθο τρόπο:

τιµή πε,ρέµβασης × [(0,356 – περιεκτικότητα σε πρωτεϊνική
ουσία) × 1,75].

(1) ΕΕ L 205 της 3.8.1985, σ. 5.
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Άρθρο 9

Με την προσφορά του ο πωλητής αναλαµβάνει την υποχρέωση, σε
περίπτωση που από τον έλεγχο προκύψει ότι το αποκορυφωµένο
γάλα σε σκόνη δεν είναι σύµφωνο µε τους όρους του άρθρου 2:

α) να πάρει πίσω το εν λόγω εµπόρευµα·

β) να πληρώσει, πριν από την παραλαβή του εµπορεύµατος, τις
δαπάνες αποθεµατοποιήσεως των εν λόγω ποσοτήτων, οι οποίες
καθορίζονται από την ηµέρα παραλαβής έως την ηµέρα εξόδου.

Οι δαπάνες αποθεµατοποιήσεως που θα πληρωθούν καθορίζονται
µε βάση τα κατ’ αποκοπή ποσά για τις δαπάνες εισόδου, εξόδου και
παραµονής, που καθορίζονται σε εφαρµογή του άρθρου 6 του
κανονισµού (ΕΟΚ) αριθ.1883/78 του Συµβουλίου (1).

Τµήµα 3

Αποθεµατοποίηση και έξοδος από το απόθεµα

Άρθρο 10

1. Οι αποθήκες που αναφέρονται στο άρθρο 7 παράγραφος 1
τέταρτο εδάφιο του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999 πρέπει να
πληρούν τους ακόλουθους όρους:

α) να είναι στεγνές, σε καλή κατάσταση συντήρησης και απαλλαγ-
µένες από ζωικά παράσιτα·

β) να µην υπάρχει παράξενη οσµή·

γ) να επιτρέπεται ο καλός αερισµός·

δ) να διαθέτουν χωρητικότητα τουλάχιστον 1 000 τόνων και µέσα
αφαιρέσεως από το απόθεµα για να αφαιρείται από το απόθεµα
ηµερησίως τουλάχιστον το 3 % της ποσότητας που είναι αποθε-
µατοποιηµένη στην αποθήκη, µε ελαχίστη δυναµικότητα 100
τόνων ανά ηµέρα. Για το σκοπό αυτό, λαµβάνονται υπόψη µόνο
οι ποσότητες του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη που
αγοράστηκαν από την 1η Σεπτεµβρίου 2000.

Οι σχετικοί κίνδυνοι µε την αποθεµατοποίηση αποκορυφωµένου
γάλακτος σε σκόνη καλύπτονται από ασφάλεια που έχει µορφή είτε
συµβατικής υποχρεώσεως των αποθεµατοποιητών, είτε µορφή
γενικής ασφάλειας του οργανισµού παρέµβασης. Μπορεί επίσης και
το κράτος µέλος να είναι ίδιος ασφαλιστής του.

2. Οι οργανισµοί παρέµβασης απαιτούν η απόθεση και η αποθε-
µατοποίηση του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη να πραγµα-
τοποιούνται σε παλέτες και µε τρόπο ώστε να δηµιουργούνται
παρτίδες που είναι εύκολα ταυτοποιήσιµες και προσβάσιµες.

3. Ο αρµόδιος για του έλεγχο οργανισµός προβαίνει σε αιφνίδιο
έλεγχο για τη διαπίστωση της παρουσίας των προϊόντων στην
αποθήκη όπως προβλέπεται στο άρθρο 4 του κανονισµού (ΕΚ)
αριθ. 2148/96 της Επιτροπής (2).

Άρθρο 11

1. Ο οργανισµός παρέµβασης επιλέγει την πλησιέστερη διαθέ-
σιµη αποθήκη στον τόπο όπου αποθηκεύεται το αποκορυφωµένο
γάλα σε σκόνη.

Εντούτοις, ο οργανισµός µπορεί να επιλέγει έναν άλλο αποθηκευ-
τικό χώρο µέσα στα όρια της απόστασης που προβλέπονται στην
παράγραφο 2. Πέραν της αποστάσεως αυτής, να επιλέγει έναν άλλο
αποθηκευτικό χώρο όταν η επιλογή αυτή έχει ως αποτέλεσµα

µικρότερες δαπάνες, λαµβανοµένων υπόψη των σχετικών εξόδων
αποθεµατοποίησης και µεταφοράς. Στην περίπτωση αυτή, ο οργανι-
σµός παρέµβασης ενηµερώνει χωρίς καθυστέρηση την Επιτροπή για
την επιλογή του αυτή.

2. Η µέγιστη απόσταση που προβλέπεται στο άρθρο 7 παράγρα-
φος 1 τρίτο εδάφιο του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999 καθορί-
ζεται σε 350 χιλιόµετρα. Πέραν της απόστασης αυτής, τα επιπρό-
σθετα έξοδα µεταφοράς που βαρύνουν τον οργανισµό παρέµβασης
καθορίζονται σε 0,05 ευρώ ανά τόνο και ανά χιλιόµετρο.

Εντούτοις, στην περίπτωση που ο οργανισµός παρέµβασης που
προβαίνει στην αγορά ανήκει σε ένα άλλο κράτος µέλος από εκείνο
στο έδαφος του οποίου έχει αποθηκευτεί το αποκορυφωµένο γάλα
σε σκόνη, τότε, για τον υπολογισµό της µεγίστης απόστασης που
προβλέπεται στο πρώτο εδάφιο, δεν λαµβάνεται υπόψη η απόσταση
µεταξύ της αποθήκης αποθεµατοποίησης τον πωλητή και των
συνόρων του κράτους µέλους του οργανισµού παρέµβασης που
διενεργεί την αγορά.

Άρθρο 12

1. Κατά την αφαίρεση από το απόθεµα, ο οργανισµός παρέµ-
βασης διαθέτει το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη σε παλέτα, στην
αποβάθρα της αποθήκης φορτωµένο στο µέσο µεταφοράς, χωρίς το
στίβαγµα.

Σε περίπτωση που διατίθεται σε παλέτες EUR ή σε παλέτες συγκρί-
σιµης ποιότητας, οι ισοδύναµες παλέτες επιστρέφονται στον οργα-
νισµό παρέµβασης από τον αγοραστή κατά την αφαίρεση από το
απόθεµα.

2. Τα ενδεχόµενα έξοδα τακτοποίησης και εκφόρτωσης από τις
παλέτες βαρύνουν τον αγοραστή του αποκορυφωµένου γάλακτος
σε σκόνη. Τα έξοδα αυτά καθορίζονται κατ’ αποκοπή από το
κράτος µέλος που ενηµερώνει κάθε ενδιαφερόµενο µετά από αίτηµά
του και κοινοποιούνται στην Επιτροπή εντός του µήνα που έπεται
της έγκρισης του παρόντος κανονισµού και πριν από κάθε τροπο-
ποίηση.

Τµήµα 4

Ειδικοί όροι σε περίπτωση αγοράς µε διαγωνισµό

Άρθρο 13

Όταν η Επιτροπή αποφασίζει να προβεί στην αγορά µε µόνιµο
διαγωνισµό σύµφωνα µε το άρθρο 7 παράγραφος 2 του κανονι-
σµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999 και σύµφωνα µε τη διαδικασία του
άρθρου 42 του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999, εφαρµόζονται
οι διατάξεις των άρθρων 2, 3, 4, 10, 11 και 12 του παρόντος
κανονισµού εκτός από ειδικές διατάξεις που προβλέπονται από το
παρόν τµήµα.

Άρθρο 14

1. Προκήρυξη διαγωνισµού δηµοσιεύεται στην Επίσηµη Εφηµε-
ρίδα των Ευρωπαϊκών Κοινοτήτων.

2. Η προθεσµία για την υποβολή των προσφορών για κάθε έναν
από τους ειδικούς διαγωνισµούς, λήγει κάθε δεύτερη και τετάρτη
Τρίτη του µηνός, στις 12.00 (ώρα Βρυξελλών) µε εξαίρεση τη
δεύτερη Τρίτη του µηνός Αυγούστου. Αν η Τρίτη είναι αργία, η
προθεσµία λήγει την προηγούµενη τελευταία εργάσιµη ηµέρα, στις
12.00 (ώρα Βρυξελλών).

(1) ΕΕ L 216 της 5.8.1978, σ. 1.
(2) ΕΕ L 288 της 9.11.1996, σ. 6.
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Άρθρο 15

1. Οι ενδιαφερόµενοι συµµετέχουν σε διαγωνισµό στον οργανι-
σµό παρέµβασης ενός κράτους µέλους, είτε µε την κατάθεση
γραπτής προσφοράς έναντι αποδείξεως παραλαβής είτε µε οιοδή-
ποτε µέσο γραπτής επικοινωνίας µε απόδειξη παραλαβής.

2. Η προσφορά αναφέρει:

α) ονοµατεπώνυµο και τη διεύθυνση του προσφέροντος·

β) την προσφερόµενη ποσότητα·

γ) την προτεινόµενη τιµή ανά 100 χιλιόγραµµα αποκορυφωµένου
γάλακτος σε σκόνη, µη λαµβανοµένων υπόψη των εσωτερικών
επιβαρύνσεων, στην αποβάθρα της αποθήκης σε παλέτα, εκφρα-
ζόµενη σε ευρώ µε κατ’ ανώτατο όριο δύο δεκαδικούς·

δ) τον τόπο όπου είναι αποθηκευµένο το αποκορυφωµένο γάλα σε
σκόνη που προσφέρεται.

3. Η προσφορά είναι έγκυρη µόνον εφόσον:

α) αφορά αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη που παρασκευάστηκε
κατά τη διάρκεια περιόδου 21 ηµερών ή, ενδεχοµένως, τριών
εβδοµάδων, που προηγούνται της ηµέρας λήξεως της προθε-
σµίας για την υποβολή των προσφορών που αναφέρεται στο
άρθρο 14 παράγραφος 2. Στην περίπτωση κατά την οποία η
περίοδος µεταξύ δύο διαδοχικών διαγωνισµών είναι µεγαλύτερη
από 21 ηµέρες, το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη µπορεί να
παρασκευαστεί κατά την διάρκεια αυτής της τελευταίας περιό-
δου·

β) αφορά µια ποσότητα αποκορυφωµένου γάλα σε σκόνη σύµφωνα
µε τις απαιτήσεις του άρθρου 2 παράγραφος 5·

γ) συνοδεύεται από τη γραπτή δέσµευση του προσφέροντος να
τηρήσει τις διατάξεις του στοιχείου α) της παρούσας παραγρά-
φου και του άρθρου 9·

δ) προσκοµίζεται η απόδειξη ότι ο προσφέρων έχει προβεί στη
σύσταση στο κράτος µέλος όπου υποβάλλεται η προσφορά,
πριν από την εκπνοή της προθεσµίας για την υποβολή των
προσφορών, εγγύησης διαγωνισµού 2 ευρώ ανά 100 χιλιό-
γραµµα, για τον εν λόγω διαγωνισµό.

4. Η δέσµευση που αναφέρεται στην παράγραφο 3 στοιχείο γ)
διαβιβάζεται αρχικά στον οργανισµό παρέµβασης και ισχύει µε
σιωπηρή παράταση για τις µεταγενέστερες προσφορές, µέχρι ρητής
καταγγελίας εκ µέρους του προσφέροντος ή του οργανισµού
παρέµβασης υπό τον όρο ότι:

α) η αρχική προσφορά προσδιορίζει ότι ο προσφέρων προτίθεται
να επωφεληθεί από την παρούσα διάταξη·

β) οι µεταγενέστερες προσφορές αναφέρονται στην παρούσα διά-
ταξη (µε την ένδειξη: «άρθρο 15 παράγραφος 4») καθώς και
στην ηµεροµηνία της αρχικής προσφοράς.

5. Η προσφορά δεν µπορεί να αποσυρθεί µετά τη λήξη της
προθεσµίας που αναφέρεται στο άρθρο 14 παράγραφος 2 για την
υποβολή των προσφορών που αφορούν τον υπόψη διαγωνισµό.

Άρθρο 16

Η διατήρηση της προσφοράς µετά τη λήξη της προθεσµίας για την
υποβολή των προσφορών και η παράδοση του αποκορυφωµένου
γάλακτος σε σκόνη στην αποθήκη που ορίζεται από τον οργανισµό

παρέµβασης εντός της προθεσµίας που καθορίζεται στο άρθρο 19
παράγραφος 3 αποτελούν τις πρωτογενείς απαιτήσεις κατά την
έννοια του άρθρου 20 του κανονισµού (ΕΟΚ) αριθ. 2220/85.

Άρθρο 17

1. Τα κράτη µέλη ανακοινώνουν στην Επιτροπή το αργότερο
στις 9.00 π.µ. (ώρα Βρυξελλών) την ηµέρα που έπεται της λήξης
της προθεσµίας που αναφέρεται στο άρθρο 14 παράγραφος 2 τις
ποσότητες και τις τιµές που προσφέρονται από τους προσφέροντες.

2. Λαµβανοµένων υπόψη των προσφορών που έχουν υποβληθεί
για κάθε διαγωνισµό, η Επιτροπή καθορίζει µια µέγιστη τιµή αγο-
ράς σε συνάρτηση µε τις εφαρµοζόµενες τιµές παρέµβασης
σύµφωνα µε τη διαδικασία του προβλέπεται στο άρθρο 42 του
κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999.

3. Η Επιτροπή µπορεί να αποφασίσει να µη δώσει συνέχεια στο
διαγωνισµό.

Άρθρο 18

1. Η προσφορά απορρίπτεται εάν η προτεινόµενη τιµή είναι
µεγαλύτερη από τη µέγιστη τιµή που αναφέρεται στο άρθρο 17
παράγραφος 2 που ισχύει για τον εν λόγω διαγωνισµό.

2. Τα δικαιώµατα και οι υποχρεώσεις που προκύπτουν από το
διαγωνισµό δεν µεταβιβάζονται.

Άρθρο 19

1. Κάθε προσφέρων ενηµερώνεται αµέσως από τον οργανισµό
παρέµβασης για το αποτέλεσµα της συµµετοχής του στο διαγωνι-
σµό.

Η εγγύηση που αναφέρεται στο άρθρο 15 παράγραφος 3 στοιχείο
δ) αποδεσµεύεται αµέσως όσον αφορά τις προσφορές που δεν
ελήφθησαν υπόψη.

2. Ο οργανισµός παρέµβασης εκδίδει χωρίς καθυστέρηση δελτίο
παράδοσης µε ηµεροµηνία και αριθµό πρωτοκόλλου που αναφέρει:

α) την ποσότητα αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη, που πρό-
κειται να παραδοθεί·

β) την προθεσµία παράδοσης·

γ) την αποθήκη στην οποία πρέπει να παραδοθεί.

3. Ο υπερθεµατιστής, σε προθεσµία 28 ηµερών από την ηµέρα
λήξης της προθεσµίας για την υποβολή των προσφορών, προβαίνει
στην παράδοση του αποκορυφωµένου γάλα σε σκόνη. Η παράδοση
µπορεί να γίνει τµηµατικά.

4. Η εγγύηση διαγωνισµού αποδεσµεύεται µόλις πραγµατοποιή-
σει ο υπερθεµατιστής, εντός της ταχθείσας προθεσµίας, την παρά-
δοση της ποσότητας που αναφέρεται στο δελτίο παράδοσης.

5. Εκτός από περίπτωση ανωτέρας βίας, εάν ο υπερθεµατιστής
δεν πραγµατοποιήσει την παράδοση µέσα στην προβλεπόµενη
προθεσµία, εκτός από την κατάπτωση κατ’ αναλογία των µη παρα-
δοθεισών ποσοτήτων της εγγύησης διαγωνισµού που αναφέρεται
στο άρθρο 15 παράγραφος 3 στοιχείο δ), δεν πραγµατοποιείται η
αγορά για τις υπόλοιπες ποσότητες.
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Άρθρο 20

1. Ο οργανισµός παρέµβασης καταβάλλει στον υπερθεµατιστή
εντός προθεσµίας µεταξύ της 120ής και της 140ής ηµέρας µετά
την ανάληψη του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη, την τιµή
που αναφέρεται στην παράγραφο 2 του παρόντος άρθρου, εφόσον
έχει διαπιστωθεί η τήρηση των διατάξεων του άρθρου 2 παράγρα-
φοι 1, 2, 3, 5, 6 και 7 και του άρθρου 15 παράγραφος 3 στοιχείο
α).

2. Σε περίπτωση που η περιεκτικότητα σε πρωτεϊνική ουσία του
στερεού και χωρίς λιπαρά υπολείµµατος, η οποία έχει διαπιστωθεί
σύµφωνα µε τη µέθοδο που αναφέρεται στο παράρτηµα Ι, ισούται ή
υπερβαίνει το 35,6 %, η τιµή αγοράς ισούται µε την τιµή παρέµ-
βασης.

Σε περίπτωση που η περιεκτικότητα αυτή είναι τουλάχιστον
31,4 %, και κάτω του 35,6 %, η τιµή αγοράς ισούται µε την τιµή
παρέµβασης µείον ένα ποσό που υπολογίζεται µε τον ακόλουθο
τρόπο:

τιµή παρέµβασης × [(0,356 – περιεκτικότητα σε πρωτεϊνική
ουσία) × 1,75].

3. Ως ηµέρα ανάληψης του αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη από
τον οργανισµό παρέµβασης νοείται η ηµέρα εισόδου στην αποθήκη
που έχει οριστεί από τον οργανισµό παρέµβασης, του τελευταίου
τµήµατος της ποσότητας του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη
που αφορούσε η προσφορά, αλλά το νωρίτερο την επόµενη ηµέρα
της έκδοσης του δελτίου παράδοσης.

Τµήµα 5

Πώληση

Άρθρο 21

Οι οργανισµοί παρέµβασης των κρατών µελών πωλούν σε κάθε
ενδιαφερόµενο αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη που κατέχουν που
έχει εισέλθει σε απόθεµα πριν από την 1η Σεπτεµβρίου 1997.

Άρθρο 22

1. Το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη πωλείται στη θύρα της
αποθήκης σε τιµή ίση µε την τιµή παρέµβασης που καθορίζεται στο
άρθρο 4 παράγραφος 1 στοιχείο β) του κανονισµού (ΕΚ) αριθ.
1255/1999 και που εφαρµόζεται την ηµέρα της σύναψης της
σύµβασης πώλησης, η οποία προσαυξάνεται κατά 1 ευρώ ανά 100
χιλιόγραµµα.

2. Στην αίτηση αγοράς αναφέρεται:

α) το ονοµατεπώνυµο και η διεύθυνση του αγοραστή·

β) η αιτούµενη ποσότητα·

γ) ενδεχοµένως, η αποθήκη στην οποία βρίσκεται το αποκορυφω-
µένο γάλα σε σκόνη και ενδεχοµένως µια αποθήκη αντικατά-
στασης.

3. Η αίτηση αγοράς ισχύει µόνο εάν:

α) αφορά τουλάχιστον 10 τόνους. Ωστόσο στην περίπτωση κατά
την οποία η υπολειπόµενη ποσότητα σε µία αποθήκη είναι
µικρότερη από 10 τόνους, η πώληση αφορά αυτή την υπολειπό-
µενη ποσότητα·

β) προσκοµιστεί η απόδειξη ότι ο αγοραστής έχει συστήσει, στο
κράτος µέλος στο οποίο έχει υποβληθεί η αίτηση, εγγύηση ίση
µε 7 ευρώ ανά 100 χιλιόγραµµα, για να διασφαλιστεί η εκτέ-
λεση των πρωτογενών απαιτήσεων, κατά την έννοια του άρθρου
20 του κανονισµού (ΕΟΚ) αριθ. 2220/85, σχετικά µε την
ανάληψη του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη εντός της
προθεσµίας που αναφέρεται στο άρθρο 24 παράγραφος 1
πρώτο εδάφιο του παρόντος κανονισµού.

Άρθρο 23

1. Ο οργανισµός παρέµβασης προβαίνει στην πώληση του απο-
κορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη σε συνάρτηση µε την ηµεροµηνία
κατά την οποία αυτό έχει εισέλθει στο απόθεµα, αρχής γενοµένης
από το παλαιότερο προϊόν της συνολικής διαθέσιµης ποσότητας ή,
ενδεχοµένως, της διαθέσιµης ποσότητας στην ή στις αποθήκες που
ορίζονται από τον επιχειρηµατία.

2. Στην περίπτωση κατά την οποία η αποδοχή αιτήσεως αγοράς
θα οδηγούσε, για τη συγκεκριµένη αποθήκη στο να υπάρξει υπέρ-
βαση της ποσότητας του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη που
είναι ακόµη διαθέσιµη, η πώληση κατακυρώνεται στον εν λόγω
αιτούντα µόνο για την ποσότητα αυτή. Ωστόσο, ο οργανισµός
παρέµβασης µπορεί να ορίσει, µε τη σύµφωνη γνώµη του αιτούντα,
άλλες αποθήκες για να επιτευχθεί η ποσότητα που αναγράφεται
στην αίτηση.

3. Στην περίπτωση κατά την οποία, µε την αποδοχή περισσο-
τέρων αιτήσεων για την ίδια αποθήκη, θα υπάρξει υπέρβαση της
διαθέσιµης ποσότητας, προβαίνουν στην κατακύρωση της πώλησης
µε κατανοµή της διαθέσιµης ποσότητας ανάλογα µε τις αιτούµενες
ποσότητες. Ωστόσο, στην περίπτωση κατά την οποία µια τέτοια
κατανοµή θα οδηγούσε στο να κατακυρωθούν ποσότητες µικρότε-
ρες από 5 τόνους, διενεργείται κατακύρωση µε κλήρωση.

4. Όλες οι έγκυρες αιτήσεις αγοράς που περιέρχονται στον
οργανισµό παρέµβασης την ίδια ηµέρα θεωρούνται ότι έχουν
υποβληθεί συγχρόνως.

5. Ο οργανισµός παρέµβασης λαµβάνει τα αναγκαία µέτρα για
να µπορέσουν οι ενδιαφερόµενοι να εξετάσουν µε δικές τους δαπά-
νες, πριν από την σύναψη της σύµβασης πώλησης, τα δείγµατα που
έχουν ληφθεί από το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη που τίθεται
σε πώληση.

Άρθρο 24

1. Ο αγοραστής παραλαµβάνει το αποκορυφωµένο γάλα σε
σκόνη εντός προθεσµίας ενός µηνός από την ηµέρα της σύναψης
της σύµβασης πώλησης.

Η παραλαβή της ποσότητας που αγοράστηκε δύναται να γίνει
τµηµατικά κατά επιµέρους ποσότητες από τις οποίες καµία δεν
δύναται να είναι κατώτερη των 10 τόνων. Ωστόσο στην περίπτωση
που η υπολειπόµενη ποσότητα που βρίσκεται σε αποθήκη είναι
κατώτερη από το ανωτέρω όριο ή παραλαβή µπορεί να αφορά την
εν λόγω υπολειπόµενη ποσότητα

2. Πριν από την παραλαβή κάθε ποσότητας, ο αγοραστής
πληρώνει στον οργανισµό παρέµβασης την τιµή που αντιστοιχεί
στην ποσότητα που θα παραλάβει.

3. Εκτός περιπτώσεως ανωτέρας βίας, αν ο αγοραστής δεν παρα-
λάβει το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη εντός της προθεσµίας που
προβλέπεται στην παράγραφο 1, η σύµβαση πώλησης ακυρώνεται
για τις εναποµένουσες ποσότητες.
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4. Η εγγύηση που προβλέπεται στο άρθρο 22 παράγραφος 3
στοιχείο β) καταπίπτει για τις ποσότητες για τις οποίες η σύµβαση
πώλησης έχει ακυρωθεί δυνάµει της παραγράφου 3. Αποδεσµεύεται
αµέσως για τις ποσότητες που παρελήφθησαν εντός της ορισθείσας
προθεσµίας.

5. Σε περίπτωση ανωτέρας βίας, ο οργανισµός παρέµβασης
καθορίζει τα µέτρα που κρίνει αναγκαία αναλόγως της επικαλού-
µενης περιστάσεως.

ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΙΙΙ

Ι∆ΙΩΤΙΚΗ ΑΠΟΘΕΜΑΤΟΠΟΙΗΣΗ

Τµήµα 1

Σύµβαση και όροι αποθεµατοποίησης

Άρθρο 25

Κατά την έννοια του παρόντος κεφαλαίου, νοείται ως:

α) «παρτίδα αποθεµατοποίησης», µια ποσότητα βάρους τουλάχι-
στον 10 τόνων και οµοιογενούς συνθέσεως και ποιότητας, που
προέρχεται από το ίδιο εργοστάσιο και αποθεµατοποιείται την
ίδια ηµέρα στην ίδια αποθήκη·

β) «ηµέρα έναρξης της συµβατικής αποθεµατοποίησης», η επόµενη
της ηµέρας εισόδου στο απόθεµα·

γ) «τελευταία ηµέρα της συµβατικής αποθεµατοποίησης», η ηµέρα
που προηγείται της ηµέρας εξόδου από το απόθεµα.

Άρθρο 26

Όταν η Επιτροπή αποφασίζει τη χορήγηση ενίσχυσης για την ιδιω-
τική αποθεµατοποίηση του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη,
σύµφωνα µε το άρθρο 7 παράγραφος 3 του κανονισµού (ΕΚ) αριθ.
1255/1999, οι συµβάσεις που αφορούν την ιδιωτική αποθεµατο-
ποίηση συνάπτονται µεταξύ του οργανισµού παρέµβασης του κρά-
τους µέλους στην επικράτεια του οποίου είναι αποθηκευµένο το
αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη και των φυσικών ή νοµικών
προσώπων, εφεξής ονοµαζόµενων «συµβαλλόµενοι».

Άρθρο 27

Μπορεί να γίνει σύµβαση ιδιωτικής αποθεµατοποίησης µόνο για το
αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη που αναφέρεται στο άρθρο 7
παράγραφος 3 πρώτο εδάφιο του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/
1999 και το οποίο ανταποκρίνεται στους ακόλουθους όρους:

α) περιέχει κατ’ ανώτατο όριο 11 % λιπαρές ουσίες και 5 % νερό,
µε περιεκτικότητα σε πρωτεϊνικές ύλες του στερεού και χωρίς
λιπαρά υπολείµµατος τουλάχιστον 31,4 %·

β) έχει παρασκευαστεί κατά τη διάρκεια της περιόδου των 28
ηµερών ή τεσσάρων εβδοµάδων που προηγούνται της ηµέρας
ενάρξεως της συµβατικής αποθεµατοποίησης σε εγκεκριµένη
επιχείρηση σύµφωνα µε τις διατάξεις του άρθρου 3 παράγραφος

1 στοιχεία α) και β) του παρόντος κανονισµού και η οποία
αποδέχεται να υποβληθεί σε ειδικό επίσηµο έλεγχο της παρα-
σκευής του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη για το οποίο
είναι δυνατόν να υπάρξει σύµβαση αποθεµατοποίησης·

γ) έχει επίπεδο ραδιενέργειας το οποίο δεν υπερβαίνει τα ανώτατα
επίπεδα που αναφέρονται στο άρθρο 2 παράγραφος 3·

δ) έχει αποθηκευθεί σε σάκους καθαρού βάρους 25 kg ή σε «big
bags» ανώτατου βάρους 1 500 kg, στους οποίους υπάρχουν
τουλάχιστον οι ακόλουθες ενδίξεις, ενδεχοµένως κωδικοποιηµέ-
νες:

i) ο αριθµός εγκρίσεως που ταυτοποιεί το εργοστάσιο και το
κράτος µέλος παραγωγής·

ii) η ηµεροµηνία ή η εβδοµάδα παρασκευής·

iii) ο αριθµός της παρτίδας παρασκευής·

iv) το καθαρό βάρος·

ε) δεν έχει υπαχθεί υπό το καθεστώς που αναφέρεται στο άρθρο 5
παράγραφος 1, του κανονισµού (ΕΟΚ) αριθ. 565/80 του Συµ-
βουλίου (1)· η µεταγενέστερη υπαγωγή υπό το καθεστώς αυτό
ισοδυναµεί µε τη λήξη της συµβατικής αποθεµατοποίησης.

Άρθρο 28

1. Η σύµβαση αποθεµατοποίησης συντάσσεται γραπτώς για µία
ή περισσότερες παρτίδες αποθεµατοποίησης και περιλαµβάνει
κυρίως διατάξεις που αφορούν:

α) στην ποσότητα του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη στην
οποία εφαρµόζεται η σύµβαση·

β) στο ποσό της ενίσχυσης·

γ) στις ηµεροµηνίες τις σχετικές µε την εκτέλεση της σύµβασης, µε
την επιφύλαξη απόφασης της Επιτροπής σύµφωνα µε το άρθρο
7 παράγραφος 3 τρίτο εδάφιο, δεύτερη φράση του κανονισµού
(ΕΚ) αριθ. 1255/1999 και σύµφωνα µε τη διαδικασία που
προβλέπεται στο άρθρο 42 του εν λόγω κανονισµού·

δ) στην ταυτοποίηση των αποθηκών.

2. Για τα µέτρα ελέγχου και κυρίως εκείνα που αναφέρονται στο
άρθρο 33 ο οργανισµός παρέµβασης του κράτους µέλους αποθή-
κευσης συντάσσει συγγραφή υποχρεώσεων. Η σύµβαση αποθεµατο-
ποίησης αναφέρεται σ’ αυτή τη συγγραφή υποχρεώσεων.

Άρθρο 29

1. Οι περίοδοι για τις εργασίες εισόδου και εξόδου από το
απόθεµα καθορίζονται κατά την απόφαση που αφορά τη χορήγηση
ενισχύσεων για την ιδιωτική αποθεµατοποίηση του αποκορυφωµέ-
νου γάλακτος σε σκόνη.

2. Η αφαίρεση από το απόθεµα πρέπει να πραγµατοποιείται σε
ολόκληρες παρτίδες. Ωστόσο, στην περίπτωση που αναφέρεται στο
άρθρο 33 παράγραφος 2 στοιχείο α) η ρευστοποίηση του αποθέ-
µατος µπορεί να αφορά µόνο µια σφραγισµένη ποσότητα.

Άρθρο 30

1. Η αίτηση σύναψης µιας σύµβασης µε τον οργανισµό παρέµ-
βασης δεν µπορεί να αναφέρεται παρά µόνον σε παρτίδες αποκο-
ρυφωµένου γάλακτος σε σκόνη για τις οποίες έχουν περατωθεί οι
εργασίες εισόδου στο απόθεµα.

(1) ΕΕ L 62 της 7.3.1980, σ. 5.
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Η αίτηση αυτή πρέπει να φθάνει στον οργανισµό παρέµβασης εντός
µέγιστης προθεσµίας 30 ηµερών από την ηµεροµηνία εισόδου στο
απόθεµα. Ο οργανισµός παρέµβασης καταχωρεί την ηµεροµηνία
παραλαβής της αιτήσεως.

Ωστόσο, στην περίπτωση που η αίτηση περιέρχεται στον οργανισµό
παρέµβασης εντός προθεσµίας 10 εργάσιµων ηµερών από το τέλος
της προαναφερθείσας µέγιστης προθεσµίας, η σύµβαση αποθεµατο-
ποίησης µπορεί να συναφθεί, αλλά το ποσό της ενίσχυσης θα
µειωθεί κατά 30 %.

2. Η σύµβαση αποθεµατοποίησης συνάπτεται εντός µέγιστης
προθεσµίας 30 ηµερών από την ηµεροµηνία καταχώρησης της
αίτησης.

Άρθρο 31

Όταν η αποθεµατοποίηση αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη
πραγµατοποιείται σε ένα κράτος µέλος εκτός του κράτους µέλους
παραγωγής, η σύναψη της σύµβασης αποθεµατοποίησης που ανα-
φέρεται στο άρθρο 30 υπόκειται στην προσκόµιση πιστοποιητικού,
το οποίο χορηγείται, εντός µέγιστης προθεσµίας 50 ηµερών από
την ηµεροµηνία εισόδου στο απόθεµα, από τον αρµόδιο οργανισµό
του κράτους µέλους παραγωγής.

Στο πιστοποιητικό περιλαµβάνονται οι ενδείξεις που αφορούν τον
αριθµό εγκρίσεως που ταυτοποιεί το εργοστάσιο και το κράτος
µέλος παραγωγής, την ηµεροµηνία ή την εβδοµάδα παρασκευής,
τον αριθµό της παρτίδας παρασκευής και την επιβεβαίωση ότι
πρόκειται για το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη που αναφέρεται
στο άρθρο 7 παράγραφος 3 πρώτο εδάφιο του κανονισµού (ΕΚ)
αριθ. 1255/1999.

Στην περίπτωση που προβλέπεται στο πρώτο εδάφιο του παρόντος
άρθρου, η σύµβαση αποθεµατοποίησης συνάπτεται εντός µέγιστης
προθεσµίας 60 ηµερών από την ηµεροµηνία καταχώρησης της
αίτησης.

Τµήµα 2

Έλεγχοι

Άρθρο 32

1. Το κράτος µέλος µεριµνά ώστε να τηρούνται οι προϋποθέσεις
που παρέχουν δικαίωµα στην καταβολή της ενίσχυσης.

2. Ο συµβαλλόµενος ή, µετά από αίτηση ή έγκριση του κρά-
τους µέλους, ο υπεύθυνος της αποθήκης θέτει στη διάθεση του
αρµόδιου οργανισµού που είναι επιφορτισµένος µε τον έλεγχο,
κάθε έγγραφο µε το οποίο µπορούν ιδίως να διαπιστωθούν, όσον
αφορά τα προϊόντα που τίθενται υπό ιδιωτική απόθεµατοποίηση, τα
ακόλουθα στοιχεία:

α) ο αριθµός εγκρίσεως που ταυτοποιεί το εργοστάσιο και το
κράτος µέλος παραγωγής·

β) η ηµεροµηνία παρασκευής·

γ) η ηµεροµηνία εισόδου στο απόθεµα·

δ) ο αριθµός της παρτίδας αποθεµατοποίησης·

ε) η παρουσία του προϊόντος στον αποθηκευτικό χώρο και
διεύθυνση του εν λόγω χώρου·

στ) η ηµεροµηνία εξόδου από το απόθεµα.

3. Ο συµβαλλόµενος ή, ενδεχοµένως αντ’ αυτού, ο υπεύθυνος
της αποθήκης, τηρεί για κάθε σύµβαση λογιστικά στοιχεία
αποθήκης, διαθέσιµα στο χώρο της εγκατάστασης, στα οποία περι-

λαµβάνονται:

α) ο αριθµός της παρτίδας αποθεµατοποίησης των προϊόντων που
έχουν τεθεί υπό ιδιωτική αποθεµατοποίηση·

β) οι ηµεροµηνίες εισόδου και εξόδου από το απόθεµα·

γ) η ποσότητα αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη για κάθε
παρτίδα αποθεµατοποίησης·

δ) η θέση των προϊόντων µέσα στον αποθηκευτικό χώρο.

4. Τα αποθεµατοποιηµένα προϊόντα πρέπει να αναγνωρίζονται
εύκολα και να είναι ευχερής η πρόσβαση σ’ αυτά. Πρέπει να
εξατοµικεύονται ανά σύµβαση.

Άρθρο 33

1. Κατά την αποθεµατοποίηση, ο αρµόδιος οργανισµός πραγµα-
τοποιεί ελέγχους κατά τη διάρκεια της περιόδου που αρχίζει κατά
την ηµεροµηνία εισόδου στο απόθεµα και λήγει 28 ηµέρες µετά
την ηµεροµηνία της καταχώρησης της αίτησης σύναψης σύµβασης.

Για να εξασφαλισθεί ότι τα αποθεµατοποιηµένα προϊόντα είναι
επιλέξιµα για ενίσχυση, οι έλεγχοι διοργανώνονται κατά επαρκώς
αντιπροσωπευτικό τρόπο στο 5 % τουλάχιστον των ποσοτήτων που
εισήλθαν στο απόθεµα για να επιτευχθεί όσον αφορά το βάρος, την
αναγνώριση της ταυτότητας και της φύσης των προϊόντων ότι οι
παρτίδες αποθεµατοποίησης είναι, στο σύνολό τους, υλικά σύµφω-
νες µε την αίτηση σύναψης της σύµβασης.

2. Ο αρµόδιος οργανισµός προβαίνει:

α) είτε στη σφράγιση, τη στιγµή του ελέγχου που αναφέρεται στην
παράγραφο 1 του συνόλου των προϊόντων κατά συµβάσεις,
κατά παρτίδα αποθεµατοποίησης ή κατά µικρότερη ποσότητα·

β) είτε σε αιφνίδιο δειγµατοληπτικό έλεγχο όσον αφορά την
παρουσία των προϊόντων στην αποθήκη. Το λαµβανόµενο
δείγµα για τον αιφνίδιο δειγµατοληπτικό έλεγχο πρέπει να είναι
αντιπροσωπευτικό και να αντιστοιχεί τουλάχιστον στο 10 % της
συνολικής συµβατικής ποσότητας ενός µέτρου ενίσχυσης στην
ιδιωτική αποθεµατοποίηση.

3. Κατά το τέλος της συµβατικής περιόδου αποθεµατοποίησης,
ο αρµόδιος οργανισµός προβαίνει σε έλεγχο µε δειγµατοληψία,
που αφορά το βάρος και την ταυτότητα. Εάν το αποκορυφωµένο
γάλα σε σκόνη παραµένει σε απόθεµα µετά τη λήξη της µέγιστης
διάρκειας της συµβατικής αποθεµατοποίησης, ο έλεγχος µπορεί να
διενεργείται κατά την έξοδο από το απόθεµα.

Ενόψει του ελέγχου, ο συµβαλλόµενος ενηµερώνει τον αρµόδιο
οργανισµό, υποδεικνύοντας σ’ αυτόν τις σχετικές παρτίδες αποθε-
µατοποίησης, τουλάχιστον πέντε εργάσιµες ηµέρες πριν από:

α) τη λήξη της διάρκειας συµβατικής αποθεµατοποίησης των 180
ηµερών

ή

β) την έναρξη των εργασιών έξοδο από το απόθεµα εάν αυτές
γίνονται κατά τη διάρκεια ή µετά την περίοδο των 180 ηµερών.

Το κράτος µέλος µπορεί να δεχθεί προθεσµία συντοµότερη από
εκείνη των πέντε εργασίµων ηµερών.

4. Για τους ελέγχους που διενεργούνται βάσει των παραγράφων
1, 2 και 3 πρέπει να συντάσσεται έκθεση στην οποία προσδιορίζο-
νται:
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α) η ηµεροµηνία ελέγχου·

β) η διάρκειά του·

γ) οι εκτελεσθείσες εργασίες.

Η έκθεση για τον έλεγχο πρέπει να υπογράφεται από τον αρµόδιο
υπάλληλο, και προσυπογράφεται από το συµβαλλόµενο ή, ενδεχο-
µένως, από τον υπεύθυνο της αποθήκης και πρέπει να εµφαίνεται
στον φάκελο πληρωµής.

5. Σε περίπτωση παρατυπιών που αφορούν 5 % ή περισσότερο
των ποσοτήτων των προϊόντων που υπόκεινται σε έλεγχο, ο έλεγχος
επεκτείνεται σε µεγαλύτερο δείγµα, το οποίο θα προσδιορίζεται
από τον αρµόδιο οργανισµό.

Τα κράτη µέλη κοινοποιούν τις περιπτώσεις αυτές στην Επιτροπή
εντός προθεσµίας τεσσάρων εβδοµάδων.

Τµήµα 3

Ενισχύσεις στην αποθεµατοποίηση

Άρθρο 34

1. Η ενίσχυση στην ιδιωτική αποθεµατοποίηση που προβλέπεται
στο άρθρο 7 παράγραφος 3 του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/
1999 µπορεί να χορηγηθεί µόνο για µια διάρκεια συµβατικής
αποθεµατοποίησης µεταξύ κατ’ ελάχιστο όριο 60 ηµερών και κατά
µέγιστο όριο 80 ηµερών.

Στην περίπτωση που η προθεσµία που αναφέρεται στο άρθρο 33
παράγραφος 3 του παρόντος κανονισµού δεν τηρείται από τον
συµβαλλόµενο, η ενίσχυση µειώνεται κατά 15 % και καταβάλλεται
µόνο για την περίοδο για την οποία ο συµβαλλόµενος παρείχε την
απόδειξη, µε ικανοποιητικό για τον αρµόδιο οργανισµό τρόπο, ότι
το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη παρέµεινε σε συµβατική αποθε-
µατοποίηση.

2. Με την επιφύλαξη του άρθρου 35 η Επιτροπή ορίζει το ποσό
της ενίσχυσης που αναφέρεται στο άρθρο 7 παράγραφος 3 δεύτερο
εδάφιο του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999.

3. Η ενίσχυση καταβάλλεται µετά από αίτηση του συµβαλλόµε-
νου µετά το πέρας της περιόδου συµβατικής αποθεµατοποίησης
εντός προθεσµίας 120 ηµερών από την ηµεροµηνία παραλαβής της
αίτησης, εφόσον έχουν διενεργηθεί οι έλεγχοι του άρθρου 33
παράγραφος 3 και τηρούνται οι προϋποθέσεις που παρέχουν
δικαίωµα για καταβολή ενίσχυσης.

Ωστόσο, όταν βρίσκεται σε εξέλιξη διοικητική έρευνα όσον αφορά
το δικαίωµα ενίσχυσης, η πληρωµή πραγµατοποιείται µόνο µετά
την αναγνώριση του δικαιώµατος ενίσχυσης.

Άρθρο 35

Αν η κατάσταση της αγοράς απαιτεί, το ποσό της ενίσχυσης και οι
περίοδοι των εργασιών εισόδου και εξόδου από το απόθεµα, καθώς
και η µέγιστη περίοδος αποθεµατοποίησης µπορούν να τροποποι-
ηθούν κατά τη διάρκεια του έτους για τις προς σύναψη συµβάσεις.

ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΙV

ΚΟΙΝΟΠΟΙΗΣΕΙΣ

Άρθρο 36

Τα κράτη µέλη κοινοποιούν στην Επιτροπή, το αργότερο κάθε
Τετάρτη πριν από τις 12.00 (ώρα Βρυξελλών), τις ποσότητες απο-
κορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη για τις οποίες κατά την προηγού-
µενη εβδοµάδα υπήρξε:

α) προσφορά πώλησης σύµφωνα µε το άρθρο 5·

β) σύµβαση πώλησης σύµφωνα µε το άρθρο 22 παράγραφος 1·

γ) σύµβαση ιδιωτικής αποθεµατοποίησης σύµφωνα µε το άρθρο
28.

ΚΕΦΑΛΑΙΟ V

ΤΕΛΙΚΕΣ ∆ΙΑΤΑΞΕΙΣ

Άρθρο 37

Οι κανονισµοί (ΕΟΚ) αριθ. 2213/76, (ΕΟΚ) αριθ. 1362/87, (ΕΟΚ)
αριθ. 1158/91 και (ΕΚ) αριθ. 322/96 καταργούνται.

Οι αναφορές στους καταργηθέντες κανονισµούς θεωρούνται ότι
γίνονται στον παρόντα κανονισµό.

Άρθρο 38

Ο παρών κανονισµός αρχίζει να ισχύει την έβδοµη ηµέρα από τη
δηµοσίευσή του στην Επίσηµη Εφηµερίδα των Ευρωπαϊκών Κοι-
νοτήτων.

Ο παρών κανονισµός είναι δεσµευτικός ως προς όλα τα µέρη του και ισχύει άµεσα σε κάθε κράτος
µέλος.

Βρυξέλλες, 12 Ιανουαρίου 2001.

Για την Επιτροπή

Franz FISCHLER

Μέλος της Επιτροπής
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Παράµετρος Περιεκτικότητα, ποιοτικά χαρακτηριστικά Μέθοδος αναφοράς

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Ι

ΑΠΑΙΤΗΣΕΙΣ ΣΥΣΤΑΣΗΣ, ΠΟΙΟΤΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΑΝΑΛΥΣΗΣ

Περιεκτικότητα σε πρωτεϊνικές ουσίες Ελάχιστη 31,4 % επί του στερεού και χωρίς
λιπαρά υπολείµµατος

(1)

Περιεκτικότητα σε λιπαρές ουσίες Ανώτατη 1.00 % (1)

Περιεκτικότητα σε νερό Ανώτατη 3,5 % (1)

Οξύτητα µετρούµενη σε χιλιοστόλιτρα δεκατοκα-
νονικού διαλύµατος υδροξειδίου του νατρίου

Ανώτατη 19,5 ml (1)

Περιεκτικότητα σε γαλακτικά άλατα Ανώτατη 150 mg/100 g (1)

Πρόσθετα Κανένα (1)

∆οκιµασία φωσφατάσης Αρνητική, δηλαδή ίση ή µικρότερη από 4 µικρο-
γραµµάρια φαινόλης ανά γραµµάριο ανασυ-
σταθέντος γάλακτος

(1)

∆είκτης αδιαλυτότητας Ανώτατη 0,5 ml (24 °C) (1)

Περιεκτικότητα σε καµένα σωµατίδια Ανώτατη 15,0 mg, δηλαδή τουλάχιστον δίσκος
Β

(1)

Περιεκτικότητα σε µικροοργανισµούς Ανώτατη 40 000 ανά γραµµάριο (1)

Ανίχνευση κολοβακτηριδίων Αρνητική 0,1 g (1)

Ανίχνευση βουτυρόγαλου (2) Αρνητική (3) (1)

Ανίχνευση πυτιάς ορού γάλακτος (4) Αρνητική (1)

Ανίχνευση όξινου ορού γάλακτος (4) Αρνητική Μέθοδος
εγκεκριµένη από

την αρµόδια αρχή

Γεύση και οσµή Απαλλαγµένο (1)

Εµφάνιση Χρώµα λευκό ή ελαφρώς κιτρινωπό, απουσία
ακαθαρσιών και χρωµατισµένων σωµατιδίων

(1)

Αντιµικροβιακές ουσίες Αρνητική (5) (1)

(1) Βλέπε κανονισµό (ΕΚ) αριθ. 213/2001 για τη θέσπιση λεπτοµερειών εφαρµογής του κανονισµού (ΕΚ) αριθ. 1255/1999, όσον αφορά τις
µεθόδους που πρέπει να χρησιµοποιούνται για την ανάλυση και την αξιολόγηση της ποιότητας του γάλακτος και των γαλακτοκοµικών προϊόντων
και για την τροποποίηση των κανονισµών (ΕΚ) αριθ. 2771/1999 και (ΕΚ) αριθ. 2799/1999 (βλέπε σελίδα 1 της παρούσας Επίσηµης Εφηµερίδας)

(2) Ως βουτυρόγαλα νοείται: το υποπροϊόν παρασκευής του βουτύρου το οποίο προκύπτει µετά από απόδαρση ή αποµάκρυνση των ακαθαρσιών
εµπεριέχοντας την κρέµα και διαχωρίζοντας τη στερεά λιπαρά φάση.

(3) Η απουσία βουτυρόγαλου διαπιστώνεται είτε µέσω αιφνιδίου επιτόπιου ελέγχου στην εγκατάσταση παραγωγής, που πραγµατοποιείται τουλάχι-
στον µία φορά ανά εβδοµάδα, είτε µέσω εργαστηριακής ανάλυσης του τελικού προϊόντος µε την οποία διαπιστώνεται ανώτατο 69,31 mg FEDP
ανά 100 g.

(4) Ως ορός γάλακτος νοείται: το υποπροϊόν παρασκευής του τυριού ή της καζεΐνης µέσω της δράσεως οξέων, πυτιάς ή/και φυσικοχηµικών
διαδικασιών.

(5) Το γάλα που χρησιµοποιείται για την παρασκευή του αποκορυφωµένου γάλακτος σε σκόνη πρέπει να πληροί τις απαιτήσεις που προβλέπονται στο
παράρτηµα Α κεφάλαιο ΙΙΙ µέρος ∆ της οδηγίας 92/46/ΕΟΚ.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙ

ΣΥΣΚΕΥΑΣΙΑ

1. Το αποκορυφωµένο γάλα σε σκόνη πρέπει να συσκευάζεται σε χάρτινους σάκους καινούργιους, καθαρούς, ξηρούς και
ανέπαφους καθαρού περιεχοµένου 25 kg.

2. Οι σάκοι πρέπει να αποτελούνται από τρία επάλληλα φύλλα χάρτου τουλάχιστον τα οποία αντιστοιχούν µαζί σε ελάχιστο
420 J/m2 TEA Average.

Το δεύτερο φύλλο καλύπτεται από φύλλο πολυαιθυλενίου 15 g/m2 τουλάχιστον.

Στο εσωτερικό των χάρτινων φύλλων, υπάρχει σάκος πολυαιθυλενίου ελάχιστου πάχους 0,08 mm, συγκολληµένος στο κάτω
µέρος.

3. Οι σάκοι πρέπει να είναι σύµφωνοι µε την προδιαγραφή ΕΝ 770.

4. Κατά το γέµισµα, ο σάκος πρέπει να είναι καλά πεπιεσµένος. Πρέπει να αποφεύγεται οπωσδήποτε η διείσδυση σκόνης
αποκορυφωµένου γάλακτος χύδην µεταξύ των διαφόρων στρωµάτων.

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ ΙΙΙ

∆ΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΟΥ ΠΡΟΣΦΕΡΟΜΕΝΟΥ ΑΠΟΚΟΡΥΦΩΜΕΝΟΥ ΓΑΛΑΚΤΟΣ ΣΕ ΣΚΟΝΗ

1. Η δειγµατοληψία προγµατοποιείται µε τη διαδικασία που προβλέπεται από τη διεθνή προδιαγραφή ΙSO 707. Ωστόσο τα
κράτη µέλη µπορούν να χρησιµοποιήσουν µια άλλη µέθοδο δειγµατοληψίας εφόσον η τελευταία συµφωνεί µε τις αρχές της
προδιαγραφής που προαναφέρθηκε.

2. Αριθµός των συσκευασιών που πρόκειται να επιλεχθούν τυχαίως για τη δειγµατοληψία:

α) προσφορές που περιέχουν έως 800 σάκους των 25 χιλιογράµµων: οκτώ τουλάχιστον·

β) προσφορές που περιλαµβάνουν άνω των 800 σάκων των 25 χιλιογράµµων οκτώ συν µία ανά σύνολο σάκων ή µέρος µιας
επιπλέον µερίδας 800 σάκων τουλάχιστον.

3. Βάρος δείγµατος τουλάχιστον 200 γραµµάρια λαµβάνονται από κάθε συσκευασία.

4. Οµαδοποίηση των δειγµάτων: εννέα κατ’ ανώτατο όριο οµαδοποιούνται σε ένα συνολικό δείγµα.

5. Ανάλυση των δειγµάτων: κάθε συνολικό δείγµα υποβάλλεται σε ανάλυση για να επαληθευθούν όλα τα ποιοτικά χαρακτηρι-
στικά που προβλέπονται στο παράρτηµα Ι.

6. Κατευθυντήριες γραµµές που πρέπει να ακολουθηθούν σε περίπτωση ελαττώµατος του δείγµατος:

α) σε περίπτωση που ένα σύνθετο συστατικό παρουσιάζει ελάττωµα σε µια παράµετρο, η ποσότητα που αντιπροσωπεύεται από
αυτό το δείγµα απορρίπτεται·

β) σε περίπτωση που ένα σύνθετο δείγµα παρουσιάζει ελάττωµα σε περισσότερες παραµέτρους, η ποσότητα που αντιπροσω-
πεύεται από το δείγµα αυτό απορρίπτεται και οι υπόλοιπες ποσότητες της προσφοράς που προέρχονται από το ίδιο
εργοστάσιο υποβάλλονται σε δεύτερη δειγµατοληψία για ανάλυση. Στην περίπτωση αυτή:
— ο αριθµός των δειγµάτων που προβλέπονται στο σηµείο 2 διπλασιάζεται,
— σε περίπτωση που ένα σύνθετο δείγµα παρουσιάζει ένα ελάττωµα σε µία ή περισσότερες παραµέτρους, η ποσότητα που

αντιπροσωπεύεται από το δείγµα αυτό απορρίπτεται.
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