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ROZPORZADZENIE KOMISJI (WE) NR 213/2001
z dnia 9 stycznia 2001 r.

ustanawiajgce szczegélowe zasady stosowania rozporzadzenia Rady (WE) nr 1255/1999 w odnie-
sieniu do metod analizy oraz oceny jakosci mleka i przetworéw mlecznych oraz zmieniajace
rozporzadzenia (WE) nr 2771/1999 i (WE) nr 2799/1999

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajgc Traktat ustanawiajagcy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajac rozporzadzenie Rady (WE) nr 1255/1999 z dnia
17 maja 1999 r. w sprawie wspélnej organizacji rynku mleka i
przetworéw mlecznych ('), w szczeg6lnosci jego art. 10 i 15
oraz art. 26 ust. 3, art. 29 ust. 1 i art. 31 ust. 14,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

Rozporzgdzenia Komisji (EWG) nr 1216/68 i (EWG)
nr 3942/92 i (WE) nr 86/94, (WE) nr 2721/95, (WE)
nr 1080/96, (WE) nr 1081/96, (WE) nr 1082/96, (WE)
nr 1854/96, (WE) nr 880/98 i (WE) nr 1459/98, do
ktorych pelne odniesienia znajduja si¢ w zalgczniku
XXVI do niniejszego rozporzadzenia, okreslajg referen-
cyjne i rutynowe metody analizy i oceny jakosci mleka i
przetworéw mlecznych oraz okreslajg zakres i zasady
stosowania tych metod. W celu uzyskania przejrzystosci
oraz w celu dostarczenia przedsigbiorcom dzialajacym w
branzy jednego aktu zawierajacego obowigzujace ich
metody i zasady, wyzej wymienione rozporzadzenia
muszg zosta¢ zmienione i zgromadzone w jednym
tekscie. Z tego samego powodu rozporzadzenie Komisji
(WE) nr 2771/1999 z dnia 16 grudnia 1999 r. ustana-
wiajace szczegblowe zasady stosowania przepisow
rozporzadzenia Rady (WE) nr 1255/1999 w odniesieniu
do interwencji na rynku masta i $mietany (%) oraz (WE)
nr 2799/1999 z dnia 17 grudnia 1999 r. ustanawiajace
szczegOlowe zasady stosowania rozporzadzenia (WE)
nr 1255/1999 w zakresie przyznawania pomocy w
odniesieniu do mleka odtluszczonego i mleka odtlusz-
czonego w proszku przeznaczonych na pasz¢ oraz
sprzedazy mleka odtluszczonego w proszku o takim
przeznaczeniu () powinny zostaC zmienione tak, aby
zalgczniki do tych rozporzadzen dotyczace metod
analizy mogly zosta¢ wiaczone do niniejszego rozporzg-
dzenia.

() Dz.U.L 160 z 26.6.1999, str. 48.
() Dz.U.L 333z 24.12.1999, str. 11.
() Dz.U. L 340 z 31.12.1999, str. 3.

@)

Sktad oraz wymogi jako$ci w odniesieniu do mleka i
przetworéw mlecznych ustanowione w ramach uzgod-
nied  przewidzianych ~w  rozporzadzeniu  (WE)
nr 1255/1999 musza zosta¢ zweryfikowane w celu
zapewnienia ich bezwzglednego przestrzegania.

Metody referencyjne majgce zastosowanie do takich
weryfikacji s3 czesto metodami publikowanymi przez
miedzynarodowe organizacje, takie jak CEN, IDF, ISO
oraz AOAC International, i czesto przez nie uaktualnia-
nymi. W niektérych przypadkach ustanowiona jest
wspolnotowa metoda referencyjna, podczas gdy w
innych przypadkach taka metoda referencyjna nie jest
wymieniona w zasadach wspélnotowych. W celu zapew-
nienia jednolitego stosowania metod referencyjnych
kazdego roku powinien by¢ sporzadzany wykaz metod
referencyjnych i tylko metody zawarte w tym wykazie,
mogg by¢ stosowane.

Uzywanie metod rutynowych nie powinno by¢ wyklu-
czone. Dlatego powinny zosta¢ okre$lone warunki ich
stosowania.

Powinny réwniez zosta¢ ustanowione wspdlne metody
w celu zapewnienia jednolitej praktyki oceny wynikéw
analiz, w ocenie sensorycznej danych produktéw oraz w
ponownym badaniu wynikéw spornych.

W odniesieniu do niektérych analiz nie istnieja aktualnie
zaakceptowane na szczeblu migdzynarodowym zatwier-
dzone metody referencyjne, tak wigc nie sa dostepne
informacje o réznicach wynikéw analitycznych miedzy
laboratoriami. Dlatego powinny zosta¢ ustanowione
metody wspdlnotowe, potwierdzone zgodnie z miedzy-
narodowymi regufami i stosowane jako metody referen-
cyjne.
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Dz.U. L 350
Dz.U. L 76z
Dz.U. L 298
Dz.U.L 11z 16.1.1999, str. 14.
Dz.U. L 45z
Dz.U.L 16 z
Dz.U. L 279

Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 2571/97 z dnia 15
grudnia 1997 r. w sprawie sprzedazy masta po obnizo-
nych cenach oraz przyznawania pomocy w odniesieniu
do $mietany, masta i koncentratu masta, przeznaczonych
do wykorzystania w produkeji ciast, lodéw i innych
Srodkéw spozywezych ('), ostatnio zmienione rozporza-
dzeniem (WE) nr 635/2000 (3), przewiduje w niektérych
okolicznosciach, znaczenie $mietany, masta i koncen-
tratu masla, w celu zapewnienia poprawnego korco-
wego wykorzystywania tych produktéw. Ze wzgledu na
to, ze znaczenie jest wazne, dla poprawnego dzialania
systemu oraz w celu zapewnienia, Ze podmioty gospo-
darcze bioragce w nim udzial s jednakowo traktowane,
powinny zosta¢ okreslone wspdlne metody okreslania
niektérych z tych znacznikéw.

Na mocy rozporzadzenia Komisji (EWG) nr 3143/85 z
dnia 11 listopada 1985 r. w sprawie sprzedazy po
obnizonych cenach masta pochodzacego ze skupu inter-
wencyjnego  przeznaczonego do  bezposredniego
spozycia w postaci koncentratu masta (°), ostatnio zmie-
nionego rozporzadzeniem (WE) nr 101/1999 (4,
rozporzadzenia Komisji (EWG) nr 429/90 z dnia 20
lutego 1990 r. w sprawie przyznawania w formie prze-
targu pomocy na koncentrat masla przeznaczony do
bezposredniego spozycia we Wspdlnocie (°), ostatnio
zmienionego rozporzadzeniem (WE) nr 124/1999 (%),
oraz rozporzadzenia (WE) nr 251/97, dodawanie znacz-
nikéw do koncentratu masla musi odbywal si¢ pod
nadzorem. Zgodno$¢ z wymogami dotyczacymi doda-
wania znacznikéw do koncentratu masta musi by¢ $cisle
egzekwowana tak, aby zapewnié, ze produkty nie s3
falszowane. Dlatego powinna zostaé ustanowiona
wspoélna metoda wykrywania tych znacznikéw.

Na mocy art. 9 rozporzadzenia (WE) nr 1255/1999
moze zostal przyznana pomoc w odniesieniu do
prywatnego skladowania seréw z mleka owczego. W
odniesieniu do tych samych produktéw moze by¢ przy-
znawana specjalna refundacja na mocy art. 31 tego
rozporzadzenia. Sery z mleka owczego, mleka koziego,
mleka bawolego oraz z mieszanin mleka owczego,
koziego i bawolego moga by¢ przywozone z niektérych
panstw trzecich do Wspélnoty w ramach porozumien
preferencyjnych. W $wietle powyzszych przepisow
istnieje potrzeba okreslenia wlasciwych kontroli w celu
zapewnienia, iz powyzsze produkty nie zawieraja mleka
krowiego. Dlatego powinna zosta¢ okreslona wspélno-
towa metoda referencyjna w celu wykrywania mleka
krowiego, bez uszczerbku dla stosowania metod rutyno-
wych, pod warunkiem ze s3 one zgodne z niektrymi
kryteriami.

Na mocy rozporzadzenia Komisji (EWG) nr 2921/90 z
dnia 10 pazdziernika 1990 r. w sprawie pomocy w
odniesieniu do produkeji kazeiny i kazeinianéw z mleka
odtluszczonego (), ostatnio zmienionego rozporzadze-

7 20.12.1997, str. 3.
25.3.2000, str. 9.
z 12.11.1985, str. 9.

21.2.1990, str. 8.
21.1.1999, str. 19.
z 11.10.1990, str. 22.
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niem (WE) nr 26541999 (*), musi zosta¢ wykryty brak
form bakterii coli. Uznanag migdzynarodowo metoda
wykrywania form bakterii coli w mleku i przetworach
mlecznych jest norma migdzynarodowa IDF 73A: 1985.
Jednakze norma ta ma zastosowanie tylko w zmodyfiko-
wanej formie, do wykrywania form bakterii coli w przy-
padku pewnej ilosci produktu. Dlatego musi zostaé usta-
nowiona wspolnotowa metoda referencyjna wykrywania
form bakterii coli, oparta na wyzej wymienionej normie.

Rozporzadzenie Rady (EWG) nr 2658/87 z dnia 23 lipca
1987 r. w sprawie nomenklatury taryfowej i statys-
tycznej oraz w sprawie Wspdlnej Taryfy Celnej (),
ostatnio zmienione rozporzadzeniem (WE)
nr 254/2000 ('), przewiduje rézne stawki celne w
odniesieniu do mieszanek paszowych, objetych pozycja
taryfowa nr 2309, w zaleznosci od ilosci zawartych w
nich przetworéw mlecznych. W celu zapewnienia jedno-
litego stosowania omawianych zasad powinna zostal
ustanowiona ogélnie obowiazujagca metoda analizy
zawartosci laktozy, do obowigzkowego stosowania we
wszystkich Pafistwach Cztonkowskich.

Na mocy rozporzgdzenia (WE) nr 1255/1999 masto i
mleko odtluszczone w proszku przeznaczone do skupu
interwencyjnego lub w przypadku mleka odtluszczonego
w proszku, na pasze dla zwierzat, musza spetnial
niektore wymogi jakosci. Powinny zosta¢ ustanowione
metody referencyjne w celu sprawdzania, czy wymie-
nione wymogi sg spelnione.

Wdrozenie niektérych metod wprowadzonych po raz
pierwszy w niniejszym rozporzadzeniu wymaga¢ bedzie
okresu dostosowawczego. Dlatego stosowanie wymienio-
nych metod powinno by¢ odroczone.

Komitet Zarzadzajgcy ds. Mleka i Przetworéw Mlecznych
nie wydal opinii w terminie wyznaczonym przez jego
przewodniczacego,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

ROZDZIAL 1

PRZEPISY OGOLNE

Artykut 1

Zakres i dziedzina zastosowania

Niniejsze rozporzadzenie ustanawia zasady stosowania metod
analizy chemicznej, fizycznej i mikrobiologicznej, jak réwniez
sensorycznej oceny mleka i przetworéw mlecznych, majacych

zastosowanie

w ramach uzgodnien przewidzianych we

wspolnej organizacji rynku mleka i przetworéw mlecznych,
okreslonej w rozporzadzeniu (WE) nr 1255/1999. Niniejsze
rozporzadzenie okresla réwniez niektére z tych metod.

()

() Dz.

() Dz
Dz

{U.L325217.12.1999, str. 10.
JU.L 256 27.9.1987, str. 1.
.L 28z 3.2.2000, str. 16.
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Artykut 2
Wykaz metod

1. Zalacznik I do niniejszego rozporzadzenia zawiera wykaz
metod referencyjnych stosowanych w analizach, okreslonych w
art. 1.

2. Komisja aktualizuje wykaz, przynajmniej raz w roku,
zgodnie z procedura ustanowiong w art. 42 rozporzadzenia
(WE) nr 1255/1999.

Artykut 3
Metody rutynowe

Metody rutynowe moga by¢ wykorzystywane w celu wykony-
wania analiz wymaganych przez zasady wspdlnotowe pod
warunkiem, ze metody te s3 odpowiednio kalibrowane i regu-
larnie sprawdzane w poréwnaniu z metodami referencyjnymi.

Procedura okreslona w zalaczniku II moze by¢ stosowana w
celu sprawdzenia wynikéw otrzymanych na podstawie metod
rutynowych, ktore sg zblizone do wartoci granicznych okres-
lonych w stosownych rozporzadzeniach.

W przypadku sporu ostateczne s wyniki uzyskane w zastoso-
waniu metody referencyjnej.

Artykut 4
Potwierdzenie metod referencyjnych

1. Metody referencyjne sa potwierdzane, jezeli spelniaja
weczeSniej ustalone kryteria dokladnosci, dotyczace wartosci
granicznych powtarzalnosci i odtwarzalnosci.

2. Jezeli metoda referencyjna ustanowiona w stosownych
rozporzadzeniach nie zostala potwierdzona, Panstwa Czlon-
kowskie okreSlaja tymczasowa warto$¢ graniczna odtwarzal-
nosci.

Ta warto$¢ graniczna jest uzyskiwana zgodnie z procedurg
okreslona w zalaczniku III lit. b). Jednakze przez pierwszych
18 miesiecy od daty wejscia w zycie niniejszego rozporza-
dzenia Panstwa Czlonkowskie moga stosowal procedure
réwnorzedng.

Zgodno$¢ z wartoscig graniczng jest sprawdzana przynajmniej
raz w roku.

3. W przypadku gdy wyniki stosowania potwierdzonych
metod referencyjnych lub metod o tymczasowych wielkosciach
precyzji wskazuja, ze warto$¢ graniczna zostala przekroczona,
wyniki analityczne moga by¢ oceniane z zastosowaniem
metody okreslonej w zalgczniku IV w celu ustalenia réznicy
krytycznej w stosunku do danej wartosci graniczne;j.

Artykut 5
Dopuszczalno$é wynikéw analizy

1. Analizy s3 przeprowadzane w laboratoriach stosujacych
procedur¢ wewnetrznej kontroli jakosci, zgodnie z procedurg
okreslong w zalaczniku V lit. a) lub procedure réwnorzedna.

Szczegbtowy opis stosowanych procedur musi by¢ dostepny w
laboratorium w celach konsultacji.

2. Laboratoria ustanawiaja wlasng wewnatrzlaboratoryjng
precyzje w zastosowaniu wszystkich metod, na podstawie:

a) procedury okreslonej w zalgczniku V lit. b); lub

b) opublikowanej, potwierdzonej procedury o ustalonej powta-
rzalnosci.

Zgodno$¢ z warto$cig graniczna powtarzalnosci musi by
sprawdzana przynajmniej raz w roku, z zastosowaniem proce-
dury okreslonej w zalgczniku III lit. a).

Akapitu drugiego nie stosuje si¢ w odniesieniu do laboratoriéw,
ktére w ciagu roku braly udzial w programie kontroli biegtosci.

3. Laboratoryjne protokoly wynikow analiz musza zawieraé
informacje wystarczajace dla oceny wynikow przeprowadzanej
zgodnie z zalgcznikiem IV i zalacznikiem VIIL.

4. Za dopuszczalne uwaza si¢ wyniki uzyskane zgodnie z
kryteriami  dopuszczalnodci  opisanymi  w  procedurze
wewnetrznej kontroli jakoSci, okreSlonej w ust. 1 oraz w
wewnatrzlaboratoryjnej precyzji okrelonej w ust. 2.

Artykut 6
Ocena sensoryczna

1. W odniesieniu do masta procedury opisane w zalaczniku
VI sg stosowane w celu sprawdzenia sprawnosci os6b oceniaja-
cych oraz wiarygodno$ci wynikéw. Procedura okreslona w
zalaczniku VII ma zastosowanie jako metoda referencyjna dla
oceny sensoryczne;.

2. W odniesieniu do mleka i przetworéw mlecznych innych
niz masto metoda referencyjna, ktéra ma by¢ stosowana przez
Panistwa Czlonkowskie do oceny sensorycznej, jest albo norma
IDF 99C/1997 albo inne poréwnywalne metody, ktére sg noty-
fikowane Komisji.

Procedury opisane w zalgczniku VI moga by¢ stosowane w celu
sprawdzenia sprawnosci osob oceniajacych oraz wiarygodnosci
wynikow.

Artykut 7

Pobieranie probek oraz spory dotyczace wynikéw analiz

1. W celu wykonania wymaganych analiz zgodnie z zasa-
dami wspdlnotowymi musza by¢ pobierane duplikaty probek.

2. W przypadku gdy wyniki analiz nie zostana zaakcepto-
wane przez podmiot gospodarczy, stosuje si¢ procedure
okreslong w zalgczniku VIIL.
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ROZDZIAL 1I

METODY ANALIZY

Artykut 8

Zawarto$¢ wody/suchej masy beztluszczowej[ttuszczu w
masle

1. Metoda analizy opisana w zalaczniku IX jest stosowana
jako metoda referencyjna w celu oznaczenia zawartosci wody
w masle.

2. Metoda analizy opisana w zalaczniku X jest stosowana
jako metoda referencyjna w celu oznaczenia zawartosci suchej
masy beztluszczowej w masle.

3. Metoda analizy opisana w zalaczniku XI jest stosowana
jako metoda referencyjna w celu oznaczenia zawartosci
thuszczu w masle.

Artykut 9
Znaczniki

1. Metoda analizy opisana w zalgczniku XII jest stosowana
jako metoda referencyjna w celu oznaczenia zawarto$ci wani-
liny w koncentracie masta, w masle i w $mietanie.

2. Metoda analizy opisana w zalgczniku XIII jest stosowana
jako metoda referencyjna w celu oznaczenia zawartosci estru
etylowego kwasu beta-apo-8-karotenowego w koncentracie
masla i w masle.

3. Metoda analizy opisana w zalgczniku XIV jest stosowana
jako metoda referencyjna w celu oznaczenia zawartosci beta-
sitosterolu lub stigmasterolu w masle i koncentracie masta.

4. Uwaza sig, ze znaczniki zostaly dodane do koncentratu
masla, masta i $mietany zgodnie z odpowiednimi przepisami
Wspdlnoty w przypadku, gdy uzyskane wyniki odpowiadaja
specyfikacjom ust. 8 zalgcznikéw okreslonych w ust. 1, 2 i 3.

Artykut 10
Wykrywanie kazeiny mleka krowiego

1. Metoda referencyjna analizy opisana w zalgczniku XV jest
stosowana w celu zapewnienia, ze ser, ktéry musi by¢ wypro-
dukowany wylacznie z mleka owczego, mleka koziego lub
mleka bawolego albo z mieszanin mleka owczego, koziego i
bawolego, nie zawiera kazeiny mleka krowiego.

Uznaje si¢ obecno$¢ kazeiny mleka krowiego w produkcie,
jezeli jej zawarto$¢ w prébce pobranej do analizy jest réwna
lub wigksza niz zawarto$¢ w probee referencyjnej zawierajacej
1 % mleka krowiego, jak okreslono w zalgczniku XV.

2. Rutynowe metody wykrywania kazeiny mleka krowiego
w serze okreSlone w ust. 1 moga by¢ stosowane pod warun-
kiem, ze:

a) wartos$¢ graniczna wykrywania wynosi 0,5 % lub mniej;

b) nie wystepuja falszywie pozytywne wyniki;

c) kazeina mleka krowiego jest wykrywalna, z wymagang
czuloscia, réwniez po uplywie dlugich okreséw dojrze-
wania, ktére moga wystapi¢ w zwyklych warunkach handlo-

wych.

Jezeli wymagania przewidziane w lit. b) nie sg spelnione, kazda
probka dajaca pozytywny wynik musi zostaé poddana analizie
z zastosowaniem metody referencyjnej.

Jezeli wymagania przewidziane w lit. ¢) nie sg spelnione w
odniesieniu do jednego z rodzajéw sera okreslonego w ust. 1,
ser ten musi by¢ poddany analizie z zastosowaniem metody
referencyjne;j.

Artykut 11
Wykrywanie form bakterii coli

1. Metoda referencyjna analizy opisana w zalgczniku XVI
jest stosowana w celu wykrywania obecnosci form bakterii coli
w masle, odttuszczonym mleku w proszku, kazeinie i kazeinia-
nach.

2. Metody rutynowe mozna wykorzystywaé do wykrywania
form bakterii coli, pod warunkiem ze uzyskane wyniki sg
poréwnywalne z wynikami uzyskanymi przy zastosowaniu
metody referencyjnej, opisanej w tym Zalgczniku. Metody ruty-
nowe musza mie¢ w szczegdlnosci stosowng wartos¢ graniczng
wykrywalnosci. Nie moga wystepowaé wyniki falszywie nega-
tywne. Jezeli nie jest mozliwe wykluczenie wystgpowania
wynikow falszywie pozytywnych, kazdy wynik pozytywny
musi by¢ potwierdzony z zastosowaniem metody referencyjne;j.

Artykut 12
Zawarto$¢ laktozy
Metoda oznaczania zawartosci laktozy w produktach objetych
kodem CN 2309 opisana jest w zataczniku XVIL
Artykut 13

Wykrywanie serwatki podpuszczkowej

1. Metoda wykrywania serwatki podpuszczkowej w odtlusz-
czonym mleku w proszku przeznaczonym do skladowania w
magazynach panstwowych opisana jest w zalaczniku XVIIL

2. Metoda wykrywania serwatki podpuszczkowej w mleku
odtluszczonym w proszku i mieszankach, przeznaczonych na
pasze dla zwierzat, opisana jest w zalgczniku XIX.
Artykut 14
Wykrywanie maslanki

Metoda wykrywania maslanki w mleku odtluszczonym w
proszku opisana jest w zalagczniku XX.
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Artykut 15
Pozostato$ci antymikrobiotykow
Metoda wykrywania pozostalosci antybiotykéw i sulfona-

midéw/dapsonu w mleku odtluszczonym w proszku opisana
jest w zalgczniku XXI.

Artykut 16
Zawarto$¢ mleka odtluszczonego w proszku
Metoda oznaczania zawartosci mleka odtluszczonego w

proszku w mieszankach paszowych opisana jest w zalgczniku
XXII

Artykut 17
Wykrywanie skrobi

Metoda wykrywania skrobi w mleku odttuszczonym w
proszku, zdenaturowanym mleku w proszku oraz w mieszan-
kach paszowych opisana jest w zalaczniku XXIIL

Artykut 18
Zawarto$¢ wilgoci w kwasowej maslance w proszku

Metoda oznaczania zawarto$ci wilgoci w kwasowej maslance w
proszku przeznaczonej do stosowania w paszach opisana jest
w zalgczniku XXIV.

Artykut 19
Wykrywanie ttuszczéw obcych

Metoda wykrywania tluszczéw obcych w tluszczach mleka
opisana jest w zalaczniku XXV.

ROZDZIAL Il

PRZEPISY KONCOWE

Artykut 20
Zmiany w rozporzadzeniu (WE) nr 2771/1999

W rozporzadzeniu (WE) nr 2771/1999 wprowadza si¢ naste-
pujace zmiany:

1) W art. 4 ust. 1 zdanie pierwsze otrzymuje brzmienie: , Was-
ciwe wiladze kontrolujg jako$¢ masta przy zastosowaniu
metod opisanych w zalaczniku I oraz w oparciu o probki
pobierane zgodnie z zasadami okreslonymi w zalgczniku
v

2) W zalgczniku I przypis 2 otrzymuje brzmienie: ,Patrz
zalacznik 1 do rozporzadzenia (WE) nr 213/2001.".

3) Zakaczniki I1 1 I skregla sie.

4) W zalgczniku IV.2 zdanie przedostatnie wyrazy ,z zalaczni-
kiem III” zastgpuje si¢ wyrazami: ,z zalacznikiem VII do
rozporzadzenia (WE) nr 213/2001.”.

Artykut 21
Zmiany w rozporzadzeniu (WE) nr 2799/1999

W rozporzadzeniu (WE) nr 2799/1999 wprowadza si¢ naste-
pujace zmiany:

1) W art. 20 ust. 1, 2, 3 i 4 otrzymuja brzmienie:

,1.  Zawarto$¢ mleka odtluszczonego w proszku oraz w
mieszankach i mieszankach paszowych ustala si¢ poprzez
zbadanie kazdej probki, co najmniej w dwoch egzempla-
rzach, z zastosowaniem metody analizy opisanej w
zalaczniku XXII do rozporzadzenia (WE) nr 213/2001,
uzupelnionej o kontrole przewidziane w art. 17 ust. 3
niniejszego rozporzadzenia. W razie wystgpienia rozbiez-
noéci miedzy wynikami wymienionych kontroli wynik
inspekcji na miejscu jest ostateczny.

2. Brak serwatki podpuszczkowej jest dowodzony z
zastosowaniem metody opisanej w zalaczniku XIX do
rozporzadzenia (WE) nr 213/2001.

3. Zawarto§¢ skrobi w mieszankach paszowych jest
oznaczana na podstawie kontroli przewidzianych w art. 17
ust. 3 niniejszego rozporzadzenia, ktére muszg by¢ uzupel-
nione zastosowaniem metody opisanej w zalgczniku XXIII
do rozporzadzenia (WE) nr 213/2001.

4. Zawarto$¢ wilgoci w kwasowej maslance w proszku
jest oznaczana z zastosowaniem metody analizy opisanej w
zalaczniku XXIV do rozporzadzenia (WE) nr 213/2001.”

2) Zakaczniki 111, 1V, V i VI skreéla sie.

Artykut 22
Uchylenia

Niniejszym rozporzadzenia (EWG) nr 1216/68, (EWG)
nr 3942/92, (WE) nr 86/94, (WE) nr 2721/95, (WE)
nr 1854/96, (WE) nr 1080/96, (WE) nr 1081/96, (WE)
nr 1082/96, (WE) nr 880/98 i (WE) nr 1459/98 tracg moc.

Odniesienia do uchylonych rozporzadzeni nalezy traktowad
jako odniesienia do niniejszego rozporzadzenia.
Artykut 23
Wejscie w zycie

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie sidmego dnia po
jego opublikowaniu w Dzienniku Urzedowym Wspdlnot Europej-
skich.

Jednakze metody opisane w zalacznikach III, IV.4, V, VI i VIII
stosuje si¢ 18 miesiecy po wejSciu w zycie niniejszego
rozporzadzenia.
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Niniejsze rozporzadzenie wigze w caloci i jest stosowane bezposrednio we wszystkich
Panistwach Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 9 stycznia 2001 r.

W imieniu Komisji
Franz FISCHLER

Czlonek Komisji



ZALACZNIK I
(Art. 2)
WYKAZ METOD REFERENCYJNYCH

Spis tresci

Min. = minimum, Maks. = maksimum, Zalacznik = Zalacznik do cytowanego rozporzadzenia, SNF = sucha masa beztluszczowa, FFA = wolne kwasy
tluszczowe, PV = liczba nadtlenkowa, A = wyglad, F = aromat, C = konsystencja, TBC = ogélna liczba bakterii, Therm = liczba bakterii cieplolub-
nych, MS = Pafistwo Czlonkowskie, IDF = Migdzynarodowa Federacja Mleczarska, ISO = Migdzynarodowa Organizacja Normalizacyjna, [UPAC = Mig-
ADPI = Amerykanski Instytut Produktéw Mleczarskich, SCM = mleko zageszczone stodzone, EMC = zageszczone mleko lub $mietana, MSNF = sucha

masa bezttuszczowa mleka

CZESC A
Rozporzadzenie Komisji Produkt Parametry Wartosci graniczne Metoda referencyjna Uwagi

Rozporzadzenie Masto niesolone Thuszcze mleka Min. 82 % Zakacznik XI
(WE) nr 2771/1999 skladowanie w magazy- 0 .
nach pasistwowych Woda Do 16 % Zakacznik IX
(Dz.U. L 333z 24.12.1999, str. 11) SNF Do2% Zalgcznik X

FFA (maks.) 1.2 mmole[100 g tluszczu Norma IDF 6B:1989

PV (maks.) 0,3 meq. tlenu/1000 g tluszczu Norma IDF 74A:1991 (wersja Uwaga 1

angielska)
Formy bakterii coli Niewykrywalne w 1 g Zalacznik XVII Uwaga 3
Thuszcz niepochodzacy z mleka Niewykrywalny poprzez analiz¢ Zalacznik XXVI
triglicerydow

Znaczniki sterolu Niewykrywalne Zalacznik XIV

Pozostale znaczniki:

— wanilina Niewykrywalna Zalacznik XII

— ester etylowy kwasu karoteno- | Niewykrywalny Zakacznik XIII

wego
— triglicerydy kwasu enantowego | Niewykrywalne [UPAC 2.301 sub 5
Charakterystyka sensoryczna Co najmniej 4 na 5 punktéw dla Zalacznik VII
A GiC

Dyspersja w wodzie Co najmniej 4 punkty Norma IDF 112A:1989
Rozporzgdzenie (WE) nr 2771/1999 Masto niesolone Thuszcze mleka Min. 82 % Zalacznik XI Uwaga 6
Prywatne sktadowanie

Woda Do 16 % Zalgcznik IX
Rozporzgdzenie (WE) nr 2771/1999 Masto solone Thuszcze mleka Min. 80 % Zalgcznik XI Uwaga 6
Prywatne sktadowanie :

Woda Do 16 % Zalacznik IX

Sél Do 2% Norma IDF 12B: 1988
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Rozporzadzenie Komisji Produkt Parametry Wartosci graniczne Metoda referencyjna Uwagi

Rozporzadzenie (WE) nr 2571/97 Masto niesolone Thuszcze mleka Min. 82 % Zalacznik XI
(Dz.U. L 350 z 20.12.1997, str. 3)

Woda Do 16 % Zalacznik IX

Znaczniki:

— sterole Zalgcznik XIV

— wanilina Zalacznik XII

— ester etylowy kwasu karoteno- Zalacznik XIII

wego

— triglicerydy kwasu enantowego IUPAC 2.301 sub 5
Rozporzadzenie (WE) nr 2571/97 Masto solone Thluszcze mleka Min. 80 % Zalacznik XI

Woda Do 16 % Zalgcznik IX

Sél Do 2 % Norma IDF 12B: 1988

Znaczniki:

sterole Zalacznik XIV

wanilina Zalacznik XII

ester etylowy kwasu karotenowego Zalacznik XIII

triglicerydy kwasu enantowego IUPAC 2.301 sub 5
Rozporzadzenie (WE) nr 2571/97 Koncentrat masta Thuszcze mleka Min. 99,8 % Norma IDF 24: 1964

Wilgotno$¢ i MSNF Do 0,2 % Norma IDF 23A: 1988

(wilgotnosc)
FFA Do 0,35 % (oleinowy) Norma IDF 24: 1964 (MSNF)
PV (maks.) 0,5 meq. tlen/1000 g tluszczu Norma IDF 6B: 1989 Uwaga 1

Thuszcz niepochodzacy z mleka

Aromat
Zapach

Inne

Znaczniki:

— sterole

— wanilina

— ester etylowy kwasu karoteno-

wego

— triglicerydy kwasu enantowego

Brak

Czysty
Brak obcych zapachow

Brak $rodkéw zobojetniajacych,
przeciwutleniaczy i Srodkéw

konserwujacych

Norma IDF 74A: 1991 (wersja
angielska)

Zalacznik XIV
Zalgcznik XII
Zalgcznik XIII

[UPAC 2.301 sub 5
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Rozporzadzenie Komisji Produkt Parametry Wartosci graniczne Metoda referencyjna Uwagi
Rozporzadzenie (WE) nr 2571/97 Smietana Thuszcze mleka 35% Norma IDF 16C: 1987
Znaczniki:
— sterole Metody zatwierdzone przez Uwaga 2
whasciwe wladze
— wanilina Zalgcznik XII
— ester etylowy kwasu karoteno- Metody zatwierdzone przez Uwaga 2
wego wlasciwe wladze
— triglicerydy kwasu enantowego IUPAC 2.301 sub 5
Rozporzgdzenie (EWG) nr 429/90 Koncentrat masta Thuszcze mleka Min. 96 % Metody zatwierdzone poprzez Uwaga 2
(Dz.U. L 45 z 21.2.1990, str. 8) whiciwe whdze
SNF Do 2% Metody zatwierdzone poprzez Uwaga 2
wlaiciwe wladze
Znaczniki:
— stigmasterol (95 %) 15 g/100 kg koncentratu masta Zalacznik XIV
— stigmasterol (85 %) 17 g/100 kg koncentratu masta Zalgcznik XIV
— triglicerydy kwasu enantowego | 1,1 kg/100 kg koncentratu masta | ITUPAC 2.301 sub 5
— ester etylowy kwasu masto- | Patrz Zalacznik, pke 1 lit. ¢) Zakacznik XIV Uwaga 2
wego i stigmasterol
— lecytyna (E 322) Do 0,5 % Metody zatwierdzone przez Uwaga 2
whasciwe wladze
Na(l Do 0,75 % Norma IDF 12B: 1988
FFA Do 0,35 % (oleinowy) Norma IDF 6B: 1989
PV (maks.) Do 0,5 meq. tlen/1000 g tluszczu | Norma IDF 74A: 1991 (wersja Uwaga 1
angielska)
Aromat Czysty
Zapach Brak obcych zapachéw
Inne Brak $rodkow zobojetniajgcych,

przeciwutleniaczy i Srodkéw

konserwujacych
Rozporzadzenie (EWG) nr 2191/81 Masto niesolone Thiszcze mleka Min. 82 % Zalgcznik XI
(Dz.U. L 213 z 1.8.1981, str. 20)
Woda Do 16 % Zalacznik IX
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o
Rozporzadzenie Komisji Produkt Parametry Wartosci graniczne Metoda referencyjna Uwagi ~
Rozporzgdzenie (EWG) nr 2191/81 Masto solone Thuszcze mleka Min. 80 % Zalacznik XI =
Woda Do 16 % Zalacznik IX
Sl Do 2% Norma IDF 12B: 1988
Art. 9 i tytut 11 rozporzadzenia (WE) Sery wytworzone z Mileko krowie <1% Zalacznik XV
nr 1255/1999 mleka owczego iflub
koziego
Rozporzadzenie (EWG) nr 2921/90 Zalacznik — Kazeina Woda Do 12,00 % Norma IDF 78C: 1991
kwasowa
Thuszcz Do 1,75 % Norma IDF 127A: 1988
Kwas wolny Do 0,30 % (mleczny) Norma IDF 91: 1979
Rozporzadzenie (EWG) nr 2921/90 Zalgcznik [ — Kazeina Woda Do 12,00 % Norma IDF 78C: 1991 o
podpuszczkowa N
Thuszcz Do 1,00 % Norma IDF 127A: 1988 g
5
Popict Min. 7,50 % Norma IDF 90: 1979 =
S
N
. . - @
Rozporzadzenie (EWG) nr 2921/90 Zalacznik [ -Kazeiniany | woda Do 6,00 % Norma IDF 78C: 1991 &
Biatko mleka Min. 88,00 % Norma IDF 92: 1979 \i
S
Thuszcz i popidt Do 6,00 % Norma IDF 127A: 1988, o
Norma IDF 98: 1979 albo =)
o
st
Rozporzadzenie (EWG) nr 2921/90 Zalgcznik 11 — Kazeina Woda Do 10,00 % Norma IDF 78C: 1991 2.
kwasowa %
Thuszcz Do 1,50 % Norma IDF 127A: 1988 L.
Kwas wolny Do 0,20 % (mleczny) Norma IDF 91: 1979
TBC (maks.) 30 000 1/g Norma IDF 100B: 1991 Uwaga 3
Bakterie coli Brak w 0,1 g Zalacznik XVI Uwaga 3
Therm.(maks.) 5000 1/g Norma IDF 100B: 1991 Uwaga 3 i 4
Rozporzadzenie (EWG) nr 2921/90 Zalacznik 11 - Kazeina Woda Do 8,00 % Norma IDF 78C: 1991
podpuszczkowa
Thuszcz Do 1,00 % Norma IDF 127A: 1988
Popidt Min. 7,50 % Norma IDF 90: 1979
TBC (maks.) 30 000 1/g Norma IDF 100B: 1991 Uwaga 3
Formy bakterii coli Brak w 0,1 g Zalacznik XVI Uwaga 3
Therm. (maks.) 5000 l/g Norma IDF 100B: 1991 Uwaga 314 g




Rozporzadzenie Komisji Produkt Parametry Wartosci graniczne Metoda referencyjna Uwagi
Rozporzadzenie (EWG) nr 2921/90 Zalacznik 11 - Kazeiniany | woda Do 6,00 % Norma IDF 78C: 1991
Biatko mleka Min. 88,00 % Norma IDF 92: 1979
Thuszcz i popidt Do 6,00 % Norma IDF 127A: 1988
Norma IDF 89: 1979 albo 90:
1979
TBC (maks.) 30 000 /g Norma IDF 100B: 1991 Uwaga 3
Formy bakterii coli Brak w 0,1 g Zakacznik XVI Uwaga 3
Therm. (maks.) 5000 1/g Norma IDF 100B: 1991 Uwagi 3 i 4
Rozporzadzenie (EWG) nr 2921/90 Zalacznik 1l Kazeiniany | wWoda Do 6,00 % Norma IDF 78C: 1991
Biatko mleka Min. 85,00 % Norma IDF 92: 1979
Thuszcz Do 1,50 % Norma IDF 127A: 1988
Laktoza Do 1,00 % Norma IDF 106: 1982
Popidt Do 6,50 % Norma IDF 89: 1979 albo
90:1979
TBC (maks.) 30 000 /g Norma IDF 100B: 1991 Uwaga 3
Formy bakterii coli Brak w 0,1 g Zalacznik XVI Uwaga 3
Therm. (maks.) 5000 l/g Norma IDF 100B: 1991 Uwagi 31 4
Rozporzadzenie (WE) nr 2799/1999 (Dz.U. L | Mieszanki paszowe i Woda (kwasowa maslanka w Do 5 %
340 z 31.12.1999, str. 3) odtluszczone mleko w proszku)
proszku (SMP) (do stoso- . o [ . ..
wania w zywieniu Biatko t3;1,4}11/3 (min.) suche] substancji Norma IDF 20B: 1993
Zwierzat) eztluszczowej
Woda (SMP) Do 5 % Norma IDF 26A: 1993
Thuszcz (SMP) Do 11 % Norma IDF 9C: 1987
Serwatka podpuszczkowa (SMP) Brak Zalgcznik XIX Uwaga 7
Skrobia (SMP) Brak Zalacznik XXIII
Woda (mieszanina) Do 5 % suchej substangji beztlusz- | Norma IDF 26A: 1993
CZOWE]
Thuszcze (mieszaniny) — Dyrektywa Komisji 84/4/EWG
(Dz.U. L 15z 18.1.1984, str. 28)
Serwatka - podpuszczkowa Brak Zalgcznik XIX
(mieszaniny)
Zawarto$¢ SMP (w produkcie Min. 50 % Zalgcznik XXII Uwaga 7
koncowym)
Thuszcze (w produkcie konicowym) | Min. 2,5 % albo 5 % Dyrektywa Komisji 84/4[EWG Uwaga 8
Skrobia (w produkcie koicowym) | Min. 2 % Zalacznik XXIII Uwaga 9
Miedz (w produkcie koficowym) 25 ppm Dyrektywa Komisji 78/633/EWG

(Dz.U. L 206 z 26.7.1987, str. 43)
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Rozporzadzenie Komisji Produkt Parametry Wartosci graniczne Metoda referencyjna Uwagi
Rozporzgdzenie (WE) nr 322/96 (Dz.U. L 45 | SMP (aerozol) Thuszez Do 1,0 % Norma IDF 9C: 1987
#2296, 5.3 Biatko 31,4% (min.) suchej substancji Norma IDF 20B: 1993
beztluszczowej
Woda Do 3,5 % Norma IDF 26A: 1993
Kwasowos¢ (N/10 NaOH) Do 19,5 ml Norma IDF 86: 1981
Mleczany Do 150 mg/100 g Norma IDF 69B: 1987
Fosforan Negatywny Norma ISO 3356: 1975
Rozpuszczalnosé Do 0,5 ml w 24 Code en erreur: Norma IDF 129A: 1988
8eJC
Przypalone czastki Dysk B min. (15,0 mg) ADPI: 1990
TBC 40 000 lfg Norma IDF 100B: 1991 Uwaga 3
Formy bakterii coli Negatywny/0,1 g Zalacznik XVI Uwaga 3
Maslanka Negatywny Zalacznik XX
Serwatka podpuszczkowa Negatywny Zalacznik XVIII
Serwatka kwasowa Negatywny Metody zatwierdzone przez Uwaga 2
wlaiciwe wladze
Srodki przeciwdrobnoustrojowe Zalacznik XXI
CZESC B
Metody referencyjne wymienione w cz¢ici B moga by¢ stosowane w celu analizowania produktéw objetych ktérymkolwick z rozporzadzen wymienionych w kolumnie 1.
Rozporzadzenie Komisji Produkt Kod CN Parametry Wartosci graniczne Metoda referencyjna Uwagi
Rozporzadzenie (EWG) nr 2658/87 (Dz.U. | Mleko i $mietana nieza- | 0401 Thuszez (< 6 %) Obowigzuja wartosci graniczne | Norma IDF 1D: 1996

okreslone w opisie do kodu
CN dla kazdego produktu,
dodatkowo wymienionego,
gdzie stosowne, w rozporzg-
dzeniu Komisji (EWG)

nr 3846/87 (Dz.U. L 366 z
24.12.1987, str. 1) czes¢ 9
nomenklatury wywozowej lub
w rozporzadzeniu (WE)

nr 1374/98 (Dz.U. L 185 z
30.6.1998, str. 21)

L 256 2 7.9.1987, str. 1) geszczane i niezawie-
Rozporzadzenie (WE) nr 2414/98 (Dz.U. L | rajace dodatku cukru ani
299 2 10.11.1998, str. 7) innego $rodka stodza-
Rozporzadzenie (WE) nr 1374/98 (Dz.U. L | cego

185 z 30.6.1998, str. 21)

Rozporzadzenie (WE) nr 2508/97 (Dz.U. L
34572 16.12.1997, str. 31)

Rozporzadzenie (WE) nr 174/1999 (Dz.U.
L 20z 27.1.1999, str. 8)

Thuszez (> 6 %) Norma IDF 16C: 1987

1s¢C



Rozporzadzenie Komisji Produkt Kod CN Parametry Wartosci graniczne Metoda referencyjna Uwagi
Mleko i $mietana zage- 0402 Thuszcze (w postaci Norma IDF 13C: 1987
szczone lub zawierajace plynnej)
dodatek cukru lub innego Thuszcze (W postaci Norma IDF 9C: 1987
$rodka stodzacego stalej)

Biatko Norma IDF 20B: 1993
Sacharoza (zawarto$¢ Norma IDF 35A: 1992
normalna)
Sacharoza (zawartos¢ Metody zatwierdzone przez Uwaga 2
niska). wiasciwe wladze
Substancje state (SCM) Norma IDF 15B: 1991
Substancje state (EMC) Norma IDF 21B: 1987
Woda (mleko i $mietana Norma IDF 26A: 1993
w proszku)
Maslanka, sfermentowane | 0403 Thuszcz Norma IDF 1D: 1996, 9C:
lub zakwaszone mleko i 1987, 16C: 1987, 22B: 1987,
$mietana, zageszczone 126A: 1988
glbdniel; Za‘lzierallj%bc? Biatko Norma IDF 20B: 1993
dodatek cuxru fub innego Sacharoza (normalna Norma IDF 35A: 1992
$rodka stodzacego "
zawartos¢)
Sacharoza (zawartos¢ Metody zatwierdzone przez Uwaga 2
niska). wiasciwe wladze
Woda (kwasowa Zalgcznik XXIV
maslanka w proszku)
Woda (stodka maslanka Norma IDF 26A: 1993
w proszku)
Substancje stale (Inne Metody zatwierdzone przez
produkty) wladciwe wladze
Serwatka, zageszczona 0404 Thuszcz Norma IDF 9C: 1987, 16C:
lub nie lub zawierajaca 1987, 22B: 1987
QO%Eek }Ctékru lub innego Biatko Norma IDF 20B: 1993
srocia sloCzacego; Sacharoza (normalna Norma IDF 35A: 1992
produkty skladajace si¢ z zawartosd)
naturalnych skladnikéw B )
mleka Sacharoza (zawartos§¢ Metf)dy zatwierdzone przez Uwaga 2
niska) wiasciwe wladze
0404 90 Biatko Norma IDF 20B: 1993
Woda Norma IDF 26A: 1993
Substancje stale Norma IDF 15B: 1991
(Produkty zageszczone) Norma IDF 21B: 1987
Masto i inne tluszcze 0405 Thuszcez (jezeli ( 85 %) Zakgcznik XI
otrzymane z mleka;. Woda Zalgcznik IX
produkty mleczarskle do Masto SNF Zalgeznik X
smarowania
NaCl Norma IDF 12B: 1998
Bezwodny Thuszez (jezeli > 99 %) Norma IDF 24: 1964

tluszcz mleczny

Woda (jezeli
ttuszcz < 99 %)

Norma IDF 23A: 1988
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Rozporzadzenie Komisji Produkt Kod CN Parametry Wartosci graniczne Metoda referencyjna Uwagi
Ser i twarég 0406 Thuszcz Norma IDF 5B: 1986
Substancje stale Norma IDF 4A: 1982
Substancje stale (Ricotta) Norma IDF 58: 1970
NaCl Norma IDF 88A: 1988
Laktoza Norma IDF 79B: 1991
Rozporzadzenie (EWG) nr 2658/87 Mieszanki paszowe 2309 Laktoza Zalacznik XVII

Uwagi do wykazu metod referencyjnych Unii Europejskiej:
Uwaga 1: Oddzielenie thuszczu mleka wedlug normy IDF 6B:1989 (ochrona przed $wiatlem).
Uwaga 2: Nie ustalono zadnej metody referencyjnej.
Uwaga 3: Probka ma by¢ przygotowana zgodnie z normg IDF 122C:1996 normg IDF 73A:1985.
Uwaga 4: Inkubacja w ciagu 48 godzin w temperaturze 55 °C, nalezy podja¢ dzialanie zapobiegajace wysuszeniu pozywki dla bakterii.
Uwaga 5: % SNF = % substancji stalej — % tluszczu.

Uwaga 6: Masto musi odpowiada¢ krajowym klasom jakosci produkujacego Pafistwa Czlonkowskiego, okreslonym w zataczniku V do rozporzadzenia Komisji (WE) nr 2771/1999.

Uwaga 7: Dyrektywa Komisji 84/8/EWG.
Uwaga 8: Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1758/94 (Dz.U. L 183 z 19.7.1994, str. 14).
Uwaga 9: Dyrektywa Komisji 78/633/EWG.
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ZALACZNIK I
(Art. 3)

SPRAWDZANIE OTRZYMANYCH WYNIKOW Z ZASTOSOWANIEM METOD RUTYNOWYCH, ZBLIZO-
NYCH DO WARTOSCI GRANICZNYCH WYMIENIONYCH W ROZPORZADZENIACH DOTYCZACYCH
SKEADU I WYMOGOW JAKOSCI

Jezeli m, jest warto$cig graniczng dla skladu i wymogow jakosci wymienionych w rozporzadzeniu, ostateczng wartoscia
graniczng L jest

L = m,

jeZEIi RROH[/RRCfS 1
Rp,.:  Warto$¢ graniczna odtwarzalno$ci w przypadku metody rutynowej
Ry Warto$¢ graniczna odtwarzalno$ci w przypadku metody referencyjnej

Jezeli m, jest gérna wartoscig graniczng, a R,
niem wzoru:

IR, > 1, ostateczna warto$¢ graniczna jest otrzymywana z zastosowa-

Rout/ *Mref

L= mo- [(Rkour/Rref)'l] -CrD95

Jezeli w takich samych warunkach m, jest dolng warto$cig graniczna, ostateczna warto$¢ graniczna jest otrzymywana z
zastosowaniem wzoru:

L =mg + [(Reou /Reer)-1].CrDys

gdzie CrDyq jest r6znicg krytyczng metody referencyjnej (patrz zatacznik IV).

Jezeli m, jest gérng wartoScig graniczng, wynik korficowy otrzymany z zastosowaniem metody rutynowej, wyzszy od
ostatecznej warto$ci granicznej, musi zostaé zastapiony koncowym wynikiem otrzymanym z zastosowaniem metody
referencyjnej. Ten wynik koficowy musi by¢ oparty co najmniej na takiej samej ilosci analiz/prébek jak koncowy wynik
z zastosowaniem metody rutynowej.

Jezeli m, jest dolng warto$cia graniczng, taka sama procedura musi by¢ stosowana dla kofcowego wyniku, nizszego od
ostatecznej wartosci granicznej uzyskanej z zastosowaniem metody rutynowej.

Uwaga
Przedstawiona wyzej procedure mozna stosowad, o ile nie wystepuja wykrywalne efekty matrycy.

Efekty matrycy mozna wykry¢ w nastgpujacy sposob: dla kazdej probki wykorzystanej do kalibracji jest ustalana réznica
(w,) miedzy wynikami otrzymanymi z zastosowaniem metody referencyjnej i z zastosowaniem metody rutynowe;.

Obliczenie odchylenia standardowego z zastosowaniem wzoru

s =1/ (Zw?)/2m

m: [lo$¢ probek uzytych do kalibracji jest poréwnywana ze $rednig arytmetyczng odchylenia standardowego powtarzal-
nosci metody referencyjnej i rutynowej

Sr (Sf(ref) + Sf(rou()) /2

Nie mozna wykluczy¢ efektu matrycy, jezeli

m e s?/s? > Chil

fil-o
gdzie:
f = m (£ liczba stopni swobody)

a = prawdopodobienstwo bledu; a = 0,05.W takim przypadku konieczne s3 dodatkowe badania przed ustaleniem osta-
tecznej warto$ci granicznej.
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ZALACZNIK 11T

(Art. 41 5)

a) Procedura okre$lenia zgodnosci z ustalonymi warto$ciami granicznymi odtwarzalno$ci (Analiza chemiczna)

Zgodno$¢ z wartodciami granicznymi odtwarzalno$cijest sprawdzana przez pordéwnanie wynikéw laboratoryjnych z
wynikami do$wiadczonego laboratorium ('), otrzymanymi z wykorzystaniem identycznych probek. Okreslanie jest prze-
prowadzane w obu laboratoriach, a wyniki sa oceniane z zastosowaniem wzoru:

CrDys (Iy,7,1) = 4 /Rk%

gdzie:

CrDys:  réznica krytyczna (P = 0,95)

v, $rednia arytmetyczna dwoch wynikéw otrzymanych w laboratorium 1,

¥,: $rednia arytmetyczna dwoch wynikéw otrzymanych w laboratorium 2,

R: warto$¢ graniczna odtwarzalnosci: ma by¢ ustalona metods interpolacji,

r: warto$¢ graniczna powtarzalnosci: jezeli precyzja zmienia si¢ w zaleznosci od poziomu.

Jezeli jest przekroczona rdznica krytyczna, w ciggu kolejnych dwdéch miesigcy musi zosta¢ przeprowadzone inne
doswiadczenie. Jezeli wyniki drugiego do$wiadczenia nie sa zgodne z wartoscig graniczng odtwarzalnosci, wlasciwe
wiadze muszg podjac konieczne kroki.

b) Procedura otrzymywania tymczasowej warto$ci granicznej odtwarzalno$ci (analiza chemiczna)

Tymczasowa granica odtwarzalno$ci(R ) jest otrzymywana na podstawie rownania:

prov/
2
Ry = 1/ (7,7,) +5

gdzie:

¥,: Srednia dwoch wynikéw otrzymanych w laboratorium 1
¥,: $rednia dwoch wynikéw otrzymanych w laboratorium 2 (patrz zalacznik Illa)

r: warto§¢ graniczna powtarzalnosci lub tymczasowa warto$¢ graniczna powtarzalnosci.

Uwagi:

1. R,,, moze by¢ wykorzystywane w celu obliczenia réznic krytycznych (patrz zalacznik VI)
2. R, jest ustalone na 2r, jezeli obliczona wartos¢ dla R, jest nizsza niz 2r.

3. Jezeli warto$¢ wyliczona jest wyzsza niz 3r lub wyzsza niz podwéjna warto§¢ R przewidziana w réwnaniu
Horwitza (¥), wéwczas R, jest niedopuszczalnie wysokie i nie moze by¢ wykorzystane w celu obliczenia réznicy
krytycznej.

4. Rpiov powinno by¢ oznaczone, co najmniej raz w roku, w oparciu o wyniki otrzymane w dwdéch laboratoriach (patrz
zalgcznik 1V).

5. Srednia warto$¢ R, musi by¢ wykorzystana do wyliczania réznic krytycznych. Zasady okreslone w pkt 2 i 3 sg
stosowane w odniesieniu do Sredniej wartosci R

prov )

prov®
(*) Rownanie Horwitza:
RSDR(%) — 21-0.5 log1oC
gdzie: RSDy: wzgledne odchylenie standardowe odtwarzalnosci
c stezenie wyrazone jako ulamek dziesietny (przyklad: 10 g/100 g = 0,10) Odniesienie:

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

(') Do$wiadczone laboratorium powinno by¢ jednym z laboratoriéw uczestniczacych z powodzeniem badz w potwierdzaniu metod
badan, badZ w programie kontroli biegtosci.
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Warto$¢ graniczna odtwarzalno$ci (warto$¢ R) jest otrzymywana w nastgpujacy sposob z obliczonej wartosci RSD:
R = 0,0283XRDSy
X: $rednia arytmetyczna otrzymanych wynikow

Niektdre obliczone wartosci RSDy, (przyklady)

Stezenie RSDR (%)
1 ¢/100 g
0,01 g/100 g
1 mg/1 000 g 16

Stezenie analitu 1 g/100 g wyniesie:
R=00283*1%4 = 0,11 g/100 g.
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ZAELACZNIK IV

(Art. 4)

OCENA WYNIKOW ANALITYCZNYCH OTRZYMANYCH Z ZASTOSOWANIEM POTWIERDZONYCH
METOD

Jezeli wynik analityczny wskazuje, ze warto$¢ graniczna zostala przekroczona, obliczana jest Srednia arytmetyczna z
dwoch lub wigcej wynikéw. Stosowana jest nastepujaca procedura:

1) W przypadkach gdy wynik analityczny stanowi wynik pojedynczy, musi by¢ przeprowadzona w warunkach powta-
rzalnoSci druga analiza. Jezeli dwie analizy nie moga by¢ przeprowadzone w warunkach powtarzalnosci, musi by¢
przeprowadzona dodatkowa podwdjna analiza w warunkach powtarzalnodci, a wyniki wykorzystane w celu oceny
zgodnosci z rdznicg krytyczng.

2) Oznaczana jest warto$¢ bezwzgledna réznicy miedzy $rednig arytmetyczng wynikéw otrzymanych w warunkach
powtarzalno$ci oraz warto$cig graniczng. Warto$¢ bezwzgledna réznicy wyzsza od réznicy krytycznej oznacza, ze
probka poddana analizie nie spelnia wymogdw.

Réznica krytyczna jest ustalana za pomocg wzoru:
= 0,84
CrD95(|y—m0|) ===, /R%r

V2

201

gdzie:

y:  Srednia arytmetyczna otrzymanych wynikéw

m,: warto$¢ graniczna

n: liczba analiz/prébek

Jezeli precyzja zmienia si¢ w zaleznosci od poziomu, konieczne moze by¢ oznaczenie r i R przez interpolacje.
Normalnie koficowy wynik odniesiony do probki musi wykazywaé zgodno$¢ z wartoscia graniczna.

Wynik konicowy

— w zakresie my i my + CrDys (§-my|)jezeli warto$¢ graniczna stanowi wielkos¢ maksymalng;

— w zakresie myi my + CrDys (y-m0|) jezeli warto$¢ graniczna stanowi wielko$¢ minimalnag

powinien dlatego wystapi¢ jedynie w drodze wyjatku.

Wyniki korficowe we wspomnianych zakresach sg dopuszczalne jedynie w przypadku, gdy wystapia nie czesciej niz
jeden raz na kazde pig¢ probek analizowanych na przesytke. Jezeli mniej niz pig¢ probek jest analizowanych na
przesylke, dopuszczalny jest jeden wynik we wspomnianych zakresach. Jednakze zasada, iz tylko jeden wynik we

wspomnianych zakresach jest otrzymywany na pig¢ analizowanych probek, musi by¢é przestrzegana, jezeli przesytki
od producenta wystepuja systematycznie.

3) Jezeli koncowy wynik x jest obliczany z zastosowaniem wzoru w postaci x =y, £y, (przyklad: woda + zawartos¢
suchej masy beztluszczowej w masle w celu obliczenia zawartosci tluszczu), gdzie y, iy, sa koncowymi wynikami
jednego rodzaju analizy, wéwczas calkowite warto$ci graniczne powtarzalnosci i odtwarzalnosci r, i R, kofcowych

wynikéw x sg obliczane jako:
I =4/11+13

R, =/R{ + R}

gdzie r; i r, s3 wartociami granicznymi powtarzalno$ci, a R, i R, sa wartodciami granicznymi odtwarzalno$ci
dotyczacymi odpowiednio y, i y,.
X jest poréwnywany z warto$cig graniczng m, zgodnie z zasadami wymienionymi w pkt 1 i 2. Réznica krytyczna
jest oznaczana z zastosowaniem wzoru:

0,8 , on-1
CrDys([x-mo|) = Ry

V2 n

~

gdzie x jest Srednig arytmetyczng otrzymanych wynikéw x,

4) Jezeli wynik koficowy jest obliczany z zastosowaniem wzoru w postaci

(przyklad: ttuszcz w suchej masie sera)
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gdzie y, iy, sa koficowymi wynikami jednego rodzaju analizy, wowczas catkowite wartosci graniczne powtarzal-
nosci i odtwarzalnosci r, i R, moga by¢ obliczane jako:

Iy = Hxy/ rfl + rzz
Ry = pey/13; + R,

o=l

By: warto$¢ graniczna lub docelowa dla y, (przyktad: thuszcz)
1,: pwarto$¢ graniczna lub docelowa dla y, (przyklad: sucha masa)

r r
ry =-1<0,15 r, =-+<0,15
251 353
gdzie:
r;: warto§¢ graniczna powtarzalnosci, y,
r,: warto§¢ graniczna powtarzalnosci, y,

R, =R<015 R,=2 <15
| H2
gdzie:

R,: warto$¢ graniczna odtwarzalnosci, y,
R,: warto$¢ graniczna odtwarzalnosci, y,

Procedury obliczania r, i R, maja zastosowanie jedynie w przypadku, gdy wzgledne wartosci graniczne powtarzal-
nosci i odtwarzalnosci (r*,, r*,; R*; R*,) s3 nizsze lub réwne 0,15.

X jest pordwnywany z wartosciag graniczng zgodnie z zasadami wymienionymi w pkt 1 i 2. Réznica krytyczna jest
oznaczana z zastosowaniem wzoru:

CrDys (X ]) = 0’—\/854 R2-12 %

gdzie X jest $rednig arytmetyczng wynikéw x otrzymanych w porzadku chronologicznym (¥).

(*) Uwaga: Na przyklad, jezeli sa otrzymywane wyniki y,,, ¥, ¥, 1 ¥,,, musi by¢ obliczona $rednia arytmetyczna z y, [y, i
Vil
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ZALACZNIK V

KONTROLA WEWNETRZNA

(Art. 5)

a) Procedura wewnetrznej kontroli jakosci (IQC) (analiza chemiczna)

Definicja materiatu kontrolnego

Material wykorzystywany do celow IQC jest poddany tej samej procedurze lub czgéci tej samej procedury co materialy
badane.

Materiatem kontrolnym moze by¢:

— certyfikowany material wzorcowy,

— wewnetrzny material wzorcowy

— material potwierdzony przez badania miedzylaboratoryjne,

— material wzbogacony.

Procedura ustanawiajgca IQC

Laboratorium powinno wprowadzi¢ IQC zgodnie z procedurg okreslong w dokumencie IUPAC ,Zharmonizowane
wytyczne dla wewnegtrznej kontroli jako$ci w laboratoriach analitycznych” (').

IQC obejmuje wlaczenie materialéw kontrolnych do kolejnych faz analizy lub analizy replikacji badanych prébek. Mate-
rialy kontrolne musza posiada¢ sklad chemiczny podobny do sktadu badanych prébek i by¢ odpowiednio stabilne w
wymaganym czasie. Nalezy wykazaé, ze moga one by¢ odpowiednio podzielone do celéw analizy na identyczne czgdci i
maja stezenie analitu wlasciwe dla zakresu zainteresowania.

Material kontrolny musi by¢ dodany przynajmniej raz do kazdej serii analitycznej, a otrzymana wartos¢ wykreslona na
karcie kontrolnej w celu pomiaru bledow w dlugim okresie czasu. Dodatkowo laboratorium powinno okresowo wyka-
zywaé zgodno$¢ z warunkami powtarzalnosci w ramach serii. Mozna to osiagnaé poprzez podwdjne analizy kontrol-
nych i/lub badanych materiatéw. Wyniki tych analiz powinny by¢ poréwnywane z publikowanymi warto$ciami granicz-
nymi powtarzalnodci i istniejgcymi danymi na temat precyzji wewngtrzne;.

W przypadku gdy wykorzystywane s materialy kontrolne, wartosci otrzymane dla analiz migdzyseryjnych materiatu
kontrolnego muszg zosta¢ wykreslone na karcie Shewharta (ISO 8258 (1991)) wraz z wlasciwymi kontrolnymi wartos-
ciami granicznymi. Warto$ci graniczne dziatania musza by¢ wyznaczone dla:

X * 3s,

gdzie s jest catkowitym odchyleniem standardowym,
ostrzegawcze wartosci graniczne dla:

X £ 2s,

Catkowite odchylenie standardowe:

sc=+4/st+ si/n
gdzie:
s,: miedzyseryjne odchylenie standardowe

s, wewnatrzseryjne odchylenie standardowe

n: liczba okreslen

W przypadkach, w ktérych nie sg wykorzystywane materialy kontrolne (np.: z powodu braku stabilnosci), co najmniej
jeden z badanych materialéw musi by¢ podwéjnie analizowany w kazdej serii.

Réznica bezwzgledna otrzymana z podwéjnej analizy wewnatrz serii (patrz zalacznik II) musi zostaé wykreslona. Linia
$rodkowa wynosi 1,128 s, dolna warto$¢ graniczna wynosi 0, gorna warto$¢ graniczna (warto$¢ graniczna dzialania)
wynosi 3,686 s, gdzie s, jest wewnatrzseryjnym odchyleniem standardowym.

W

Procedura kontrolna powinna obejmowac materialy dolnych i gérnych poziomdw, gdy zakres stezenia jest znaczny.

(') M. Thompson i R. Wood: ,Pure and Applied Chemistry” 67 (4), 649-666 (1995).
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Jezeli badane materialy obejmuja szeroki zakres stezen analitow, laboratorium powinno ustali¢ zwigzek miedzy precyzja
i poziomem. Jezeli precyzja jest proporcjonalna do poziomu, kolejna kontrola powinna by¢ oparta na precyzji rela-
tywnej (réznica bezwzgledna jest wartoScig procentowg wartosci Sredniej).

Wystapienie ktérejkolwiek z ponizszych okolicznosci wskazuje na stan systemu analitycznego odbiegajacy od normy:
A. aktualna warto$¢ wykresu znajduje si¢ poza warto$ciami granicznymi dzialania,

B. warto$¢ aktualna i warto$¢ poprzednia znajdujg si¢ poza wartoSciami granicznymi ostrzeZenia, ale w ramach
wartosci granicznych dzialania,

C. w przypadku wykorzystywania materialéw kontrolnych dziewig¢ kolejnych wartosci znajduje si¢ po tej samej stronie
linii wyrazajacej Srednig.

Laboratorium powinno w nastepujacy sposob zareagowaé na stan odbiegajacy od normy:

A. wstrzyma¢ analizy w oczekiwaniu na wyniki badan diagnostycznych i dzialan naprawczych, oraz

B. odrzuci¢ seri¢ wynikéw i przystapi¢ do ponownej analizy badanych materialow.

b) Procedura selekcji wewnetrznego materiatu kontrolnego i okreslania wewnetrznych warto$ci granicznych
precyzji (analiza chemiczna)

Dane na temat wewnatrzlaboratoryjnej precyzji moga by¢ okreslone przez analizy replikacji materialtéw kontrolnych i
lub przez analizy replikacji badanych prébek.

Laboratoria powinny wykorzystywac ponizsza procedure w celu ustanowienia parametrow precyzji dla wewnatrzseryj-
nych i migdzyseryjnych réznic w odniesieniu do kolejnego zastosowania w tworzeniu wykresow kontrolnych. Labora-
toria mogg przyja¢ procedury alternatywne pod warunkiem, ze moga nalezycie wykazaé, iz zostaly uzyskane wiary-
godne dane dotyczace precyzji.

1. Wyb6r materialéw kontrolnych

W przypadku gdy laboratorium wykorzystuje material kontrolny, musza zosta¢ najpierw zebrane dane w celu okre$lenia
warto$ci granicznych. W miar¢ mozliwo$ci powinny by¢ stosowane certyfikowane materialy wzorcowe (CMW). Poten-
cjalne materialy kontrolne powinny by¢ analizowane w warunkach powtarzalno$ci w tej samej serii zawierajacej
wlasciwe CMW oraz podlegac replikacji i randomizacji. W przypadku gdy podejicie takie nie jest mozliwe, laboratoria
powinny zabiega¢ o udzial w kontroli bieglosci i ustanowi¢ w drodze porozumienia $rednie (wartosci przypisane), ktore
moga zosta¢ uznane za prawdziwg $rednig konwencjonalng polaczona z duza doza niepewnosci. Inne procedury
obejmuja przypisanie prawdziwej wartoéci poprzez sformulowanie lub wykorzystanie aktywowanego materiatu kontrol-
nego.

Dodatkowo w przypadku, gdy laboratoria przeprowadzaja regularnie analizy tego rodzaju i wprowadzily juz kontrole
statystyczng, kazde nowe materialy kontrolne (np.: wymagane z powodu wyczerpania zapaséw) musza by¢ otrzymane z
odniesieniem do analiz, ktore sa pod kontrolg i w ktérych wykorzystywane sq materialy istniejace.

2. Ustalanie warto$ci granicznych

Po wybraniu materiatu kontrolnego laboratorium powinno go zastosowal w celu ustanowienia wewnatrzseryjnych i
miedzyseryjnych wielkosci odnoszacych si¢ do precyzji.

Jako wymdg minimalny dla ustanowienia wewnatrzseryjnej precyzji material kontrolny powinien by¢ podwdjnie anali-
zowany w 12 zdarzeniach. Podwdjna analiza powinna by¢ przeprowadzona w warunkach powtarzalnosci, tj. przez ten
sam podmiot, z tymi samymi odczynnikami itd. Podwdjna analiza materiatu kontrolnego powinna by¢ randomizowana
w ramach serii analitycznej. Kazda podwdjna analiza powinna by¢ podjeta innego dnia w okreslonym czasie, tak by
odzwierciedla¢ uzasadnione odchylenia mig¢dzy seriami, z uwzglednieniem normalnych odchylen np. odczynnikéow,
ponownej kalibracji przyrzadow i jezeli wlasciwe, réznych analitykéw.

Uwaga: Wykorzystywanie danych, ktére nie odzwierciedlaja w pelni réznic miedzyseryjnych, moze spowodowa¢ zbedna
replikacje analiz z powodu przyjecia zbyt waskich wartosci granicznych. Odwrotnie, laboratorium, ktére przed-
stawia niezbyt dokladne dane dotyczace precyzji, prawdopodobnie niespelniajace wyznaczonych wymogéw
metod referencyjnych, moze wykazywac niezadowalajace dziatanie w poréwnaniu z podobnymi laboratoriami i
moze nie prezentowa¢ danych odpowiednich do zamierzonego celu.

2.1. OkreSlenie precyzji wewngtrzseryjnej

2.1.1. Precyzja wewngtrzseryjna w przypadku, gdy materiat kontrolny jest dostgpny

Podwdjne dane (minimum 12 duplikatéw) powinny najpierw zostaC poddane testowi Cochrana dla ekstremalnej
warto$ci wariancji. Wymaga to poréwnania kwadratu maksymalnych zakreséw duplikatu z suma kwadratow zakresow.

c — d2max

P
2 d
i=1
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gdzie:

d, = réznica migdzy duplikatami.

Warto$¢ parametru Cochrana, C, jest poréwnywana z wartoSciami tabel (ISO 5725 (1994)). Jezeli warto$¢ moze byé
zakwalifikowana jako watpliwa lub odstajaca, wynik powinien by¢ zbadany w celu znalezienia wyjasnienia, np. bledu
technicznego, bledu obliczeniowego, pomyltki w wykonaniu badania, analizie nicodpowiednich prébek. W przypadku
gdy z wyjasnienia bledu technicznego wynika brak mozliwosci zastgpienia watpliwego wyniku, powinien by¢ on wyeli-
minowany jako przypadek rzeczywistej wartosci odstajacej. Jezeli warto$ci watpliwe lub odstajace, ktére nie moga byé
wyjasnione, utrzymuja si¢, wartoSci watpliwe sg przyjmowane jako poprawne, a statystyczne warto$ci odstajace sa
odrzucane. Laboratorium powinno stara¢ si¢ o okreslenie wartosci zastepczych.

Po uzyskaniu przez laboratoriom pewnosci, ze dane nie zawieraja juz wartoSci odstajacych, odchylenie standardowe
wewnatrz serii s, jest otrzymywane w nastepujacy sposéb: Dla kazdej pary p duplikatéw danych suma duplikatéw,

S = Xy + Xp
oraz réznica duplikatow,
di = xp- x4

sa obliczone i dodawane, aby uzyskaé

Prognoza wewnatrzseryjnego odchylenia standardowego wynosi:

Sy =

B
2p

Wewnetrzna precyzja wartoéci granicznej wynosi 2,8 s,.

W przypadku gdy stosowana jest metoda referencyjna, wewnetrzna precyzja wartodci granicznej powinna by¢ poréw-
nana z opublikowanymi warto$ciami granicznymi powtarzalno$ci. Laboratorium powinno przestrzegaé zgodnosci z
wymogiem metody referencyjnej. Musi zosta¢ wykryta przyczyna niespelniania tego wymogu.

Ustalone wartosci graniczne powinny by¢ uznane za tymczasowe i podlega¢ rewizji.

2.1.2. Precyzja wewngtrzseryjna, w przypadku gdy material kontrolny nie jest dostgpny

Laboratorium moze wybra¢ ustanowienie wewnatrzseryjnej precyzji przez podwojne analizy reprezentatywnych probek
badanych (minimum 12 podwdjnych analiz). W przypadkach gdy nie jest mozliwe stosowanie materialéw kontrolnych,
np.: z powodu niestabilnosci, podwdjne dane muszg by¢ zebrane ta metoda.

Uwaga: Zaklada sig, ze analizy pokrywaja relatywnie waski zakres wartosci i dlatego pojedyncza warto$¢ moze by¢
stosowana do wszystkich probek. W przypadkach, w ktérym zakres wynikéw jest szerszy, np.: ponad rzad wiel-
kosci i precyzja jest zalezna od poziomu, laboratoria powinny zbadaé wykorzystywanie wzglednych odchylen
standardowych.

Dane powinny by¢ poddane badaniu Cochrana, tak jak w ppkt 2.1.1. W przypadku gdy laboratorium ma pewnos¢, ze
dane nie zawieraja wartoéci odstajacych, odchylenie standardowe wewnatrz serii i wewngtrzna precyzja wartosci
granicznej mogg by¢ ustalane jak w ppkt 2.1.1.

Odchylenie standardowe wewnatrz serii s, moze by¢ wykorzystywane do sporzadzania wykresow kontrolnych (patrz
zalacznik 1I). Wyznaczone wartosci graniczne powinny by¢ uznane za tymczasowe i podlega rewizji.
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2.2. Okre§lenie precyzji migdzyseryjnej

Wryliczenie Srednich wartosci (s,/2) dla kazdej pary i poddanie ich testowi Grubbsa (ISO 5725 (1994)). Kryteria odrzu-
cenia/dopuszczenia dla warto$ci odstajacych lub watpliwych s takie, jak opisane w ppkt 2.1.1. Laboratorium powinno
zabiegaC o okreslenie wartosci zastgpezej dla wszystkich odrzuconych wynikéw. Gdy laboratorium nabierze pewnosci,
ze dane nie zawierajg warto$ci odstajacych, obliczane jest odchylenie standardowe migdzy seriami s,,.

1 p-1 A2>
s = | —— (c-P=p A
’ 4(P1)( p P

lub 0, jezeli wyrazenie pod pierwiastkiem kwadratowym jest ujemne.

Calkowite odchylenie standardowe s, jest wykorzystywane do sporzadzenia kart kontrolnych dla Sredniej n oznaczert

(patrz zalgcznik II). Wyznaczone wartosci graniczne powinny zostaé uznane za tymczasowe i podlegaé rewizji.

3. Rewizja poczatkowych wartoéci granicznych.
Kontrolne wartosci graniczne ustanowione zgodnie z powyzszym opisem muszg by¢ uznane za szacunki wstepne.

W celu uaktualnienia wartosci granicznych wyznaczonych w oparciu o dopuszczalng precyzje wewnatrzseryjna (ppkt
2.1.2.) nalezy zebra¢ dodatkowe duplikaty danych dotyczacych badanych prébek. Przerwa poprzedzajaca rewizje bedzie
zalezata od czestotliwosci analiz. Tytulem wskazéwki nalezy stwierdzi¢, ze dane powinny by¢ poddane rewizji po otrzy-
maniu kolejnych 10 duplikatéw. Wszystkie dane powinny by¢ poddane badaniu Cochrana, a wartosci graniczne wyzna-
czone na nowo w oparciu o nowe wartosci odchylenia standardowego. PdZniejsze decyzje w sprawie waznosci kontrol-
nych wartosci granicznych muszg by¢ podejmowane w $wietle dodatkowych danych.

Rewizja wstepnych danych otrzymanych dla precyzji miedzyseryjnej zalezy réwniez od czestotliwosci analiz. Tytulem
wskazowki nalezy stwierdzi¢, Ze po otrzymaniu dalszych dziesigciu danych na podstawie analiz materiatu kontrolnego,
przy czestotliwosci jednej analizy na partie, zalozenia wyjsciowe dotyczace odchylenia standardowego i $redniej
powinny zosta¢ poddane rewizji.

Wszystkie dane powinny podlega¢ badaniu Grubbsa, dla wartoici odstajacych. Srednia i odchylenie standardowe
powinny zosta¢ ponownie obliczone w oparciu 0 nowe dane.

Ponadto na tym etapie laboratorium powinno stosowaé karte Cusum (BS S700: (1984) z poprawka 5480 (1987)) w celu
zbadania wszystkich probleméw, ktére moga byé zwigzane np. ze starzeniem si¢ odczynnikéw. Kazdy pojedynczy
wynik wykraczajacy poza wartosci graniczne Cusum ,V-mask” musi by¢ przedmiotem badania.

Nowe wartosci graniczne (Srednia i odchylenie standardowe) musza podlega¢ regularnej inspekgji z zastosowaniem tech-
niki Cusum. Wszelkie wskazania, zgodnie z ktérymi wazno§¢ materiatu kontrolnego moze by¢ kwestionowana, musza
by¢ starannie zbadane.

4. Informowanie o danych dotyczacych precyzji

Laboratoria muszg przesyla¢ ponizsze informacje wlasciwym organom krajowym:

— stosowane metody,

— wewngatrzseryjne odchylenie standardowe s, i wewnetrzna precyzja wartoSci granicznej,
— migdzyseryjne odchylenie standardowe s,

— calkowite odchylenie standardowe s,

— liczba analiz wykonanych w celu otrzymania danych dotyczacych precyzji.
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ZALACZNIK VI
(Art. 6)

OCENA 0SOB OCENIAJACYCH I WIARYGODNOSC WYNIKOW ANALIZ SENSORYCZNYCH

Jezeli wykorzystywane sa metody punktow (norma IDF 99C[1997), stosowana jest ponizsza procedura.

a)

=

Okreslenie ,indeksu powtarzalnosci”

Co najmniej dziesig¢ prébek zostanie poddanych analizie jako $lepe duplikaty przez jedng osobe oceniajaca w okresie
12 miesigcy. Zazwyczaj bedzie to odbywaé si¢ w czasie kilku sesji. Wyniki dla okre$lonych cech produktu sg
oceniane z zastosowaniem ponizszego wzoru:

Z(Xn'xiz)z

n

wy =1+
gdzie:
wy: indeks powtarzalnodci
xi: wynik pierwszej oceny probki x,
xp: wynik drugiej oceny probki x,
n: liczba probek
Oceniane probki powinny odzwierciedlaé szeroki zakres jako$ci. Warto$¢ w, nie powinna przekroczy¢ 1,5 (skala
pieciopunktowa).
Okreslenie ,indeksu odchyleri”

Indeks ten powinien by¢ wykorzystywany w celu sprawdzenia, czy osoba oceniajaca wykorzystuje dla oceny jakosci
te samg skale co do§wiadczona grupa oséb oceniajacych. Punkty otrzymane przez osobe oceniajaca s3 pordwnywane
ze $rednig punktéw otrzymanych przez grupe osob oceniajacych.

Do oceny wynikéw ma zastosowanie ponizsze rownanie:

> [(Xn i1 )2+(Xi2'i12)2]

Di=1+ 2n
gdzie:
X5 Xr  patrz lit. a)
Xi;Xp:  Sredni wynik grupy osob oceniajacych odpowiednio w pierwszej i drugiej ocenie probki x;
n: liczba prébek (co najmniej dziesig¢ na 12 miesigcy).

Oceniane probki powinny odzwierciedlal szeroki zakres jakosci. Warto$¢ D, nie powinna przekroczy¢ 1,5 (skala
pigciopunktowa).

Pafistwa Czlonkowskie muszg zawiadamia¢ Komisj¢ o wszelkich trudno$ciach napotkanych podczas stosowania
niniejszej procedury.
Poréwnanie wynikdw otrzymanych w réznych regionach Patistwa Czonkowskiego i w réznych Paristwach Czlonkowskich

Gdzie stosowne, badanie musi by¢ zorganizowane co najmniej raz w roku w celu poréwnania wynikéw otrzymanych
przez osoby oceniajace w réznych regionach. Jezeli wystepuja znaczne réznice, powinny zosta¢ podjete konieczne
kroki w celu zidentyfikowania przyczyn oraz uzyskania poréwnywalnych wynikow.

Pafistwa Czlonkowskie moga organizowa¢ badania w celu poréwnania wynikéw otrzymanych przez ich wilasne
osoby oceniajace i osoby oceniajace z sasiednich Paristw Czlonkowskich. Znaczne réznice powinny prowadzi¢ do
poglebionego badania w celu uzyskania wynikow poréwnywalnych.

Pafistwa Czlonkowskie powinny zawiadomi¢ Komisj¢ o rezultatach tych poréwnan.
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ZALACZNIK VII
(Art. 6)

SENSORYCZNA OCENA MASLA

Zakres

Celem niniejszej procedury dla sensorycznej oceny masta jest ustalenie jednolitej metody stosowanej we wszystkich
Pafistwach Czlonkowskich.

Definicje

,Ocena sensoryczna” oznacza badanie wlaSciwosci produktu za pomoca narzadéw zmystu.

,Zespdl oceniajacy”oznacza grupe wybranych praktykujacych oséb oceniajacych, ktére podczas przeprowadzania
oceny nie majg mozliwosci komunikowania si¢ migdzy soba oraz nie majg mozliwosci wplywu jedna na druga.

,Ocena punktowa”oznacza sensoryczng ocen¢ przeprowadzang przez zesp6t oceniajacy, przy uzyciu skali nume-
rycznej. Musi by¢ wykorzystywana nomenklatura dotyczaca wad.

.Stopniowanie” oznacza klasyfikacje jako$ciowa, przeprowadzang w oparciu o ocene punktows.

,Dokumenty kontroli”: dokumenty stuzace do rejestrowania indywidualnych ocen punktowych dla kazdej cechy
oraz ostatecznego stopnia dla danego produktu. (Dokument ten moze zostaé réwniez wykorzystany do rejestro-
wania skladu chemicznego).

Pomieszczenie do przeprowadzania badan

3.1. Nalezy podja¢ $rodki ostroznosci, aby znajdujace si¢ w pomieszczeniu do przeprowadzania badan osoby
oceniajace nie byly poddawane oddzialywaniu czynnikoéw zewnetrznych.

3.2. Pomieszczenie do przeprowadzania badan musi by¢ wolne od obcych zapachéw i tatwe do utrzymania w
czystoci. Sciany muszg by¢ w jasnym kolorze.

3.3. Pomieszczenie do przeprowadzania badan oraz jego o$wietlenie musza by¢ takie, aby nie mialy wplywu na
cechy ocenianych produktéw. Pomieszczenie musi by¢ wyposazone we wlasciwy czujnik temperatury.

Wybor oséb oceniajacych

Osoba oceniajaca musi zna¢ produkty z masla oraz posiada¢ kwalifikacje w przeprowadzaniu stopniowania senso-
rycznego. Jej kompetencje powinny by¢ regularnie oceniane (co najmniej raz w roku) przez wlasciwe wiladze.

Wymogi dotyczjce zespotu oceniajacego

Liczba 0s6b oceniajacych w zespole powinna by¢ nieparzysta, w liczbie co najmniej trzech oséb. Wigkszo$¢ z nich
musza stanowi¢ pracownicy zatrudnieni przez wlasciwe wladze badZ upowaznione osoby niezatrudnione w branzy
mleczarskiej.

W celu zapewnienia najlepszego wykonania zadania przez uczestnikow oceny przed podjeciem tej oceny musi
zosta¢ uwzgledniony szereg czynnikow:

— uczestnicy nie moga cierpie¢ na zadng chorobg, ktéra moglaby wplynac na ich sprawno$¢. W razie wystapienia
takiego przypadku ta osoba oceniajagca powinna zosta¢ zastgpiona w zespole przez inng osobe,

— uczestnicy muszg punktualnie przystapi¢ do oceny i upewnié si¢, ze maja wystarczajaco duzo czasu na jej
wykonanie,

— uczestnicy nie moga uzywac substancji o silnym zapachu, takich jak perfumy, plyny po goleniu, dezodoranty
itd., oraz powinni unika¢ spozywania aromatycznych pokarméw (np. mocno przyprawionych) itd.

— uczestnicy nie moga palié, je$¢ ani pi¢ niczego poza wodg na pét godziny przed ocenianiem.

Ocena wartos$ci dla kazdej cechy
6.1. Przy ocenie sensorycznej nalezy uwzglednié trzy czynniki: wyglad, konsystencj¢ oraz aromat.

,Wyglad"wiaze si¢ z nastgpujacymi cechami: kolor, widoczna czysto$¢, porost plesni oraz dyspersja wody.
Dyspersje wody bada si¢ zgodnie z norma IDF 112A/1989.

,Konsystencja"wigze si¢ z nastgpujacymi cechami: twardo$¢ oraz smarownosc.
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Do oceny konsystencji masta moga by¢ stosowane metody fizyczne. Komisja przewiduje dalszg harmonizacje
tych metod.

,2Aromat” wigze z nastgpujacymi cechami: smak i zapach.

Znaczne odchylenie od zalecanej temperatury uniemozliwia przeprowadzenie wiarygodnej oceny konsystencji
oraz aromatu. Temperatura jest parametrem najwyzszej wagi.

6.2. Sensoryczna ocena kazdej cechy musi by¢ przeprowadzana oddzielnie. Ocena punktowa musi by¢ dokony-
wana zgodnie z tabela 1.

6.3. W celu osiagniecia jednolitosci w ocenie punktowej moze by¢ wskazane, aby osoby oceniajace, przed rozpo-
czeciem przeprowadzania oceny, przyznaly punkty wspdlnie dla jednej lub wigcej prébek referencyjnych za
ich wyglad, konsystencje i aromat.

6.4. Ocena punktowa dopuszczalno$ci przedstawia sig, jak nastepuje:

Maksymalna Wymagana

Wyglad 5 4
Konsystencja 5 4

Aromat 5 4

W przypadku gdy nie zostaje uzyskana wymagana liczba punktow, nalezy koniecznie podaé opis wady. Liczba
punktoéw przyznanych przez kazda z os6b oceniajacych dla kazdej cechy musi zostaé zarejestrowana w doku-
mencie kontroli. Produkt zostaje dopuszczony badZ odrzucony (zdyskwalifikowany) w oparciu o decyzje wigk-
szoSci. Przypadki, w ktorych réznice migdzy indywidualna ocena punktowa dla kazdej cechy sa wigksze niz
przylegla punktacja, nie powinny wystepowac czesto (nie cze$ciej niz raz na 20 prébek). W przeciwnym przy-
padku kierownik zespolu oceniajgcego powinien sprawdzi¢ kompetencje tego zespotu.

7. Nadzor

Kierownik zespolu oceniajacego, ktéry musi by¢ pracownikiem wiasciwych wladz i moze by¢ czlonkiem zespotu,
musi by¢ generalnie odpowiedzialny za calg procedure. Musi on rejestrowal indywidualnie przyznane liczby
punktéw dla kazdej cechy w dokumencie kontrolnym oraz uwierzytelnia¢ dopuszczenie badz odrzucenie produktu.

8. Pobieranie prébek oraz przygotowanie prébki

8.1.

8.2.

8.3.

— Pozadane jest, aby tozsamo$¢ prébek byta ukryta podczas przeprowadzania oceny, tak aby unikna¢ wszel-
kiego mozliwego wplywu na wyniki badania.

— Powinno to zostaé zorganizowane przez kierujacego zespolem oceniajacym, przed przeprowadzeniem
oceny, podczas nieobecnosci innych cztonkéw zespotu.

W przypadku gdy sensoryczna ocena przeprowadzana jest w chlodni sktadowej, probke pobiera si¢ za pomoca
sondy do pobierania masta. W przypadku gdy sensoryczna ocena jest przeprowadzana w innym miejscu niz
chlodnia sktadowa, musi zosta¢ prébka o masie co najmniej 500 g.

Podczas przeprowadzania oceny masto powinno mie¢ temperature 10-12 °C. Za wszelka ceng nalezy unikaé
duzych odchylent od tych wartosci temperatury.

9. Nomenklatura

Patrz zalgczona tabela 2.
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Tabela 1: Punktowa ocena masta
Wyglad Konsystencja Aromat + won
Punkty Punkty
Punkty Nr (1) Uwagi (klasa Nr (1) Uwagi (klasa Nr () Uwagi
jakosci) jakosci)
5 Bardzo dobry 5 Bardzo dobra 5 Bardzo dobry
idealny rodzaj
najwyzsza jako$¢ idealny rodzaj idealny rodzaj
(gtadka sucha powierzch- najwyzsza jako$é najwyzsza jako$¢
nia) (dobrze smarowne) (idealnie czysta won)
4 Dobry () 4 Dobra (9) 4 Dobry (%)
Bez wyraznych wad 17 | twarda Bez wyraznych wad
18 | miekka
3 Odpowiedni (niewielkie wady) 3 Odpowiednia (niewielkie 3 Odpowiedni (niewielkie wady)
wady)
1 | luzny, wilgotny 14 | krucha, famliwa, lasujaca 21 | nieklarowny
sie
2 | niejednolity, dwukolorowy 15 | pastowata, ciastowata, 22 | obcy aromat
mazista
3 | smugowaty 16 | lepka 25 | kwasny
4 | marmurkowy, nakrapiany 17 | twarda 27 | aromat gotowania, aromat
spalenizny
5 | plamisty 18 | migkka 33 | aromat paszowy
6 | oddzielony olej 34 | cierpki, gorzki
7 | przebarwienia 35 | przesolony
8 | staba, luZna struktura
2 Zly (wyrazne wady) 2 Zla (wyraine wady) 2 Zly (wyrazne wady)
1 | luzny, wilgotny 14 | Krucha, famliwa, lasujaca 21 | nieklarowny
sie
3 | smugowaty 15 | pastowata, ciastowata, 22 | obcy aromat
mazista
4 | marmurkowy, nakrapiany 16 | lepka 23 | czerstwy
5 | plamisty 17 | twarda 25 | kwasny
6 | oddzielony olej 18 | mickka 32 | aromat utlenienia, aromat
metaliczny
10 | obce substancje 33 | aromat paszowy
11 | zaplesnienia 34 | cierpki, gorzki
12 | nierozpuszczona sol 35 | przesolony
36 | stechly, zgnily
38 | aromat chemikali6w
1 Bardzo zly (mocne wady) 1 Bardzo zka (mocne wady) 1 Bardzo zly (mocne wady)
1 | luzny, wilgotny 14 | krucha, famliwa, lasujaca 22 | obcy aromat
sie
3 | smugowaty 15 | pastowata, ciastowata, 24 | aromat serowy, twarogowy
mazista
4 | marmurkowy, nakrapiany 16 | lepka 25 | kwasny
5 | plamisty 17 | twarda 26 | drozdzowy
6 | oddzielony olej 18 | migkka 28 | splesnialy aromat
7 | przebarwiony 29 | zjelczaly
9 | granulowaty 30 | oleisty, rybi
10 | obce substancje 31 | lojowaty
11 | sple$nialy 32 | aromat utlenienia, aromat
metaliczny
12 | nierozpuszczona sél 34 | cierpki, gorzki
36 | stechly, zgnily
37 | stodowy
38 | aromat chemikaliéw
() Tabela 2

() Wady wymienione pod oceng ,dobra” stanowia jedynie bardzo matle odchylenia od rodzaju idealnego
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Tabela 2: Wykaz wad masta

I. Wyglgd

1.

9.
10.
11.
12.

luzny, wilgotny

2. niejednolity, dwukolorowy
3. smugowaty

4. marmurkowy, nakrapiany
5.
6
7
8

plamisty

. oddzielony olej
. przebarwiony

. staby (luzna struktura)

granulowany
substancje obce
zaples$nialy

nierozpuszczona sol

II. Konsystencja

14.
15.
16.
17.
18.

krucha, famliwa, lasujaca si¢
pastowata, ciastowata, mazista
lepka

twarda

migkka

III. Aromat i wori

20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.
32.

33.
34.
35.
36.
37.
38.

(") To oznaczenie powinno by¢ uzywane mozliwie najrzadziej i wylacznie wtedy, gdy wada nie moze by¢ opisana bardziej doktadnie.

bez aromatu
nieklarowny (')

obcy aromat
czerstwy

SErowy, twarogowy
kwasny

drozdzowy

a) aromat gotowania
b) aromat spalenizny
splesnialy aromat
zjelczaly

oleisty, rybi

tojowaty

a) aromat utlenienia
b) aromat metaliczny
aromat paszowy
cierpki, gorzki
przesolony

stechly, zgnily
stodowy

aromat chemikaliow
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ZALACZNIK VIII
(art. 7)

PROCEDURA STOSOWANA W PRZYPADKACH SPOROW DOTYCZACYCH WYNIKOW ANALIZ (analizy
chemiczne)

1. Dodatkowa analiza moze by¢ przeprowadzana na wniosek podmiotu w ciggu siedmiu dni roboczych od ogloszenia
wynikow pierwszej analizy, pod warunkiem ze zapieczgtowane duplikaty probek produktu sa dostgpne i zostaly
odpowiednio sktadowane przez wlasciwe wladze.

2. Whasciwe wiadze wyslg te probki do drugiego laboratorium, na wniosek i koszt podmiotu. Laboratorium to musi by¢
uprawnione do przeprowadzania analiz urzgdowych i musi posiadaé potwierdzone kompetencje do wykonywania
wnioskowanych analiz. Kompetencje te powinny by¢ udokumentowane udanym udzialem w badaniach migdzylabo-
ratoryjnych, testach bieglosci lub w poréwnaniach miedzy laboratoriami. Drugie laboratorium musi wykorzystywac
metode referencyjna. Wyniki otrzymane przez dwa laboratoria musza zosta¢ ocenione, jak nastgpuje:

a) Jezeli obydwa laboratoria spetniajg wymdg powtarzalnosci i odtwarzalnosci

Srednig arytmetyczng wynikéw badan, otrzymanych przez obydwa laboratoria, podaje si¢ jako wynik koncowy.
Ten wynik koficowy jest oceniany z uwzglednieniem réznicy krytycznej, z zastosowaniem ponizszego wzoru:

S 0,84 1 1
CrDys (Y- my|) = f \/Rz— r? (1 —E—E)
1 2

gdzie

Y:  $rednia arytmetyczna wszystkich wynikéw otrzymanych przez obydwa laboratoria
m,: warto$¢ graniczna

R:  odtwarzalnosé

r: powtarzalno$¢

n;: liczba wynikéw otrzymanych przez laboratorium 1
n,: liczba wynikéw otrzymanych przez laboratorium 2

Uwaga Jezeli wynik koricowy jest obliczany za pomocg wzorow:
Xx =ty lubx = yi/y,

(patrz ust. 3 i 4 zalgcznika IV odpowiednio) i powinny by¢ podstawione do wzoréw zamiast i.

b) Jezeli laboratoria spetniajg wymdg powtarzalnosci, ale nie spelniajg wymogu odtwarzalnosci
Jezeli druga analiza potwierdza pierwszg, ilos¢ poddana analizie powinna zosta¢ odrzucona jako niezgodna. W
przeciwnym razie ilo$¢ powinna zosta¢ dopuszczona.

¢) Jezeli tylko jedno laboratorium spetnia wymdg powtarzalnosci
Wynik konicowy laboratorium spelniajacego wymog powtarzalnosci nalezy wykorzystaé do podjecia decyzji o
dopuszczeniu ilosci poddawanych analizie.

d) Jezeli zadne z laboratoriéw nie spetnia wymogu powtarzalnosci, ale spetniony jest wymég odtwarzalnosci

Stosuje sig lit. a).

e) Jezeli zadne z laboratoriéw nie spetnia wymogu powtarzalnosci ani wymogu odtwarzalnosci
lo§¢ poddawana analizie powinna by¢ dopuszczona, jezeli wyniki otrzymane przez jedno z laboratoriéw
prowadza do takiego wniosku.

f) Jezeli wyniki zostaly otrzymane z zastosowaniem metod niepotwierdzonych

lo§¢ poddawana analizie powinna by¢ dopuszczona, jezeli wyniki otrzymane przez jedno z laboratoriéw
prowadza do takiego wniosku

3. Wyniki drugiej analizy musza by¢ notyfikowane podmiotowi przez wiasciwe wladze mozliwie najszybciej. Koszt
drugiej analizy jest ponoszony przez dany podmiot, jezeli ilo§¢ poddawana analizie jest odrzucona.

4. Jezeli podmiot moze udowodnié, w ciggu pigciu dni roboczych od momentu pobrania prébek, ze procedura pobie-
rania probek nie zostala przeprowadzona prawidlowo, pobranie probek musi zosta¢ w miar¢ mozliwosci powtd-
rzone. Jezeli pobranie prébek nie moze zostal powtérzone, ilos¢ poddana analizie musi zosta¢ dopuszczona.
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ZALACZNIK IX
(art. 8)

OZNACZANIE ZAWARTOSCI WODY W MASLE

1. Zakres i dziedzina stosowania

Niniejsza metoda referencyjna precyzuje metode oznaczania zawarto$ci wody w masle.

2. Odniesienie

Norma IDF 50 C: 1995 — Mleko i przetwory mleczne — Metody pobierania probek

3. Definicja

Zawarto$¢ wody w masle: utrata masy po zakofczeniu procesu ogrzewania okre§lonego w niniejszej normie. Zawar-
to$¢ wody w masle wyrazona jest w gramach na 100 g.

4. Zasada

Odparowywanie wody, z prébki analitycznej w obecnosci pumeksu, w temperaturze 102 °C w piecu suszarniczym.

5. Aparatura i materialy

Typowa aparatura laboratoryjna, w szczegdlnosci:

5.1.
5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

Waga analityczna o czulosci 1 mg.

Eksykator zaopatrzony w wydajny Srodek osuszajacy (na przyklad $wiezo wyschniety zel krzemionkowy ze
znacznikiem higroskopijnym).

Piec suszarniczy, wentylowany, regulowany termostatycznie, dzialajacy w temperaturze 102 + 2 °C na calej
powierzchni roboczej.

Szklane, porcelanowe lub niekorodujgce naczynia metalowe, o wysokosci okoto 20 mm, o Srednicy 60—
80 mm.

Kamieri pumeksowy, granulowany, myty, o $rednicy 0,8-10 mm.

6. Pobieranie probek

Patrz

IDF 50 C: 1995

7. Procedura

7.1.

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

Przygotowanie prébki badanej

Podgrza¢ probke laboratoryjng w zamknietym szklanym lub odpowiednim plastykowym pojemniku, ktéry
powinien by¢ napeliony w polowie do dwoch trzecich, do temperatury, w ktérej probka bedzie wystar-
czajaco migkka, aby ulatwic staranne mieszanie do uzyskania stanu jednorodnego (mieszadlem mechanicznym
lub recznie). Temperatura mieszania nie powinna normalnie przekracza¢ 35 °C. Schlodzi¢ probke do tempera-
tury otoczenia. Natychmiast po schlodzeniu otworzy¢ pojemnik z prébka i mieszaé krotko (nie diuzej niz
przez 10 sekund) odpowiednim przyrzadem, na przyklad lyzka lub lopatk, przed zwazeniem.

Okreslenie zawartosci wody

Umiesci¢ w przyblizeniu 10 g pumeksu w naczyniu (ppkt 5.4).

Suszy¢ naczynie z pumeksem w piecu (ppkt 5.3) w temperaturze 102 = 2 °C przynajmniej przez jedna
godzing.

Uwaga: Okresy suszenia wspomniane w ppkt 7.2.2, 7.2.5 i 7.2.7 rozpoczynaja si¢, kiedy temperatura pieca
osigga 102 £ 2 °C.

Schlodzi¢ naczynie w eksykatorze (ppkt 5.2) do temperatury pokoju wagowego i wazy¢ z dokladnoscia do
1 mg.
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7.2.4.

7.2.5
7.2.6
7.2.7

Odmierzy¢ wagowo do naczynia, z dokladnoscia do 1 mg, porcj¢ badang o wielkoSci w przyblizeniu 5 g
badanej probki.

. Umiesci¢ naczynie w piecu w temperaturze 102 * 2 °C i pozostawi¢ je na trzy godziny.
. Schlodzi¢ naczynie w eksykatorze do temperatury pokoju wagowego i zwazy¢ z dokladnoscig do 1 mg.

. Powtarzal proces suszenia przez dodatkowe jednogodzinne okresy, chlodzac i wazgc za kazdym razem w
sposdb okreslony w ppkt 7.2.6 az do uzyskania stalej masy (zmiany masy nie przekraczaja 1 mg).

W przypadku zwigkszenia si¢ masy przyjaC do obliczenia najnizszg zarejestrowang masg.

8.1.

8.2.

8.3.

. Sposéb prezentowania wynikéw

Metoda obliczert i wzér

Obliczy¢ zawarto$¢ wody, W, jako warto$¢ procentowq masy z zastosowaniem ponizszego wzoru:
w ="My 100
m;- m,
gdzie
m, mjest masg w gramach naczynia z pumeksem (ppkt 7.2.3.)
m, mjest masg w gramach, porcji badanej, naczynia i pumeksu przed suszeniem (ppkt 7.2.4)

m, mjest masg w gramach, porcji badanej, naczynia i pumeksu po suszeniu (ppkt 7.2.7)

Przedstawi¢ wynik z dokladnoscia do jednego miejsca po przecinku.

Powtarzalnos¢

Réznica bezwzgledna miedzy wynikami dwoch pojedynczych oznaczen, przeprowadzonych réwnoczesnie lub
w bezposrednim nastgpstwie przez ten sam podmiot w tych samych warunkach na identycznym materiale
badanym, nie przekracza 0,2 %.

Odtwarzalnos¢

Réznica bezwzgledna migdzy dwoma pojedynczymi i niezaleznymi wynikami, otrzymanymi przez dwa
podmioty pracujace w roznych laboratoriach na identycznym materiale badanym, nie przekracza 0,3 %.

. Sprawozdanie z badafi

Sprawozdanie z badaii powinno precyzowaé wykorzystane metody oraz podawaé otrzymane wyniki. Powinno takze

ujmo

waé wszystkie szczegbly operacyjne niesprecyzowane w niniejszej normie miedzynarodowej lub uznane za

fakultatywne, facznie ze szczegétami dotyczacymi jakichkolwiek zdarzen, ktére mogly wplynaé na wyniki. Sprawo-
zdanie z badan powinno podawac wszystkie informacje konieczne do pelnej identyfikacji probki.
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ZALACZNIK X
(art. 8)

MASLO: OZNACZANIE ZAWARTOSCI SUCHE] MASY BEZTLUSZCZOWE]

Zakres i dziedzina stosowania

Niniejsza norma precyzuje metode oznaczania zawartosci suchej masy beztluszczowej w masle.

Odniesienie

Norma IDF 50 C: 1995 — Mleko i przetwory mleczne — Metody pobierania probek

Definicja

Zawarto$¢ suchej masy beztluszczowej w masle: Warto§¢ procentowa udzialu w masie substancji, oznaczona przez
wymieniong procedurg. Zawarto$¢ ta wyrazona jest w gramach na 100 g.

Zasada

Odparowywanie wody ze znanej masy masta, ekstrakcja z zastosowaniem lekkiej ropy naftowej i wazenie pozos-
talosci.

Odczynnik

Lekka ropa naftowa o zakresie wrzenia miedzy 30 i 60 °C. Odczynnik nie powinien pozostawia¢ wiecej niz 1 mg
pozostalosci po odparowaniu 100 ml.

Aparatura i materialy

6.1. 6.1. Waga analityczna, o czulosci 1 mg.

6.2. Eksykator zaopatrzony w wydajny $rodek wysuszajacy (na przyklad Swiezo wyschnicty zel krzemionkowy ze
znacznikiem higroskopijnym).

6.3. Piec suszarniczy, wentylowany, regulowany termostatycznie, dzialajacy w temperaturze 102 + 2 °C na calej
powierzchni roboczej.

6.4. Szklane, porcelanowe lub niekorodujace naczynia metalowe, o wysokosci odplywu okoto 20 mm, o $rednicy
60-80 mm, zaopatrzone w szklany pret do mieszania.

6.5. Tygiel filtracyjny, szkto spickane, Srednica pora 16-40 pm, z kolba ssaca.

Pobieranie prébek

Patrz norma IDF 50 C: 1995
Procedura

8.1.  Przygotowanie badanej probki

Podgrzaé probke laboratoryjng w zamknietym szklanym lub odpowiednim plastykowym pojemniku, ktéry
powinien by¢ napelniony w polowie do dwéch trzecich, do temperatury, w ktérej probka bedzie wystar-
czajaco migkka, aby ulatwi¢ staranne mieszanie do uzyskania stanu jednorodnego (mieszadtem mecha-
nicznym lub recznie). Temperatura mieszania nie powinna normalnie przekracza¢ 35 °C. Schlodzi¢ probke
do temperatury otoczenia. Mozliwie najszybciej po schlodzeniu otworzyé pojemnik z prébka i mieszaé
krétko (nie dluzej niz przez 10 sekund) odpowiednim przyrzadem, na przyktad lyzka lub topatka, przed
zwazeniem.

8.2. Oznaczanie

8.2.1. Suszy¢ naczynie z pretem (ppkt 6.4) i tyglem (ppkt 6.5) w piecu (ppkt 6.3) przez jedng godzine. Pozostawi¢
te przedmioty do schtodzenia w eksykatorze i zwazy(¢ je razem (to znaczy naczynie, pret i tygiel) z doklad-
noscig do 1 mg (m,).
Uwagi: — Z zasady wystarczajacym czasem chlodzenia jest 45 minut.
— Wazne jest, aby dla kazdej porcji badanej uzywac tego samego zestawu naczynia, preta i tygla,
jezeli w partii analizuje si¢ wigcej niz jedna porcj¢ badana.

8.2.2.  Usunac tygiel, zarejestrowac faczna wage naczynia i preta, z dokladnoscia do 1 mg (m,).

8.2.3.  Odmierzy¢ wagowo do naczynia, z dokladnoscig do 1 mg, porcje badang o wiclkosci okoto 5 g z badanej
probki (ppkt 8.1) (m,).
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10.

8.2.4.  Umiesci¢ naczynie (zawierajace pret i masto) w piecu w temperaturze 102 + 2°C i pozostawi¢ na noc.
8.2.5. Pozostawi¢ naczynie (ppkt 8.2.3) do schlodzenia do temperatury pokojowej.

8.2.6. Doda¢ 15 ml cieplej (w przyblizeniu 25 °C) lekkiej ropy naftowej do naczynia i oddzieli¢ mozliwie
najwiecej osadu przylegajacego do naczynia, uzywajac preta szklanego. Przenie$¢ rozpuszezalnik do tygla i
pozostawi¢ go, az si¢ przefiltruje do kolby ssacej.

8.2.7. Przeprowadzi¢ czynnodci ppkt 8.2.6 jeszcze cztery razy. Jezeli nie ma zadnych $ladéw tluszczu na
powierzchni naczynia, przenies¢ ilosciowo podczas czwartego plukania mozliwie najwigcej osadu do tygla.
W przeciwnym razie powtarza¢ czynnoéci ppkt 8.2.6 do czasu catkowitego wyeliminowania wszystkich
§ladow tluszczu.

8.2.8. Spluka¢ osad w tyglu za pomocg 25 ml cieplej ropy naftowej.
8.2.9. Suszy¢ naczynie, pret szklany i tygiel razem w piecu w temperaturze 120 + 2°C przez 30 minut.
8.2.10. Pozostawi¢ w eksykatorze do schtodzenia do temperatury pokojowej i zwazy¢ z doktadnoscia do 1 mg.

8.2.11. Powtarzaé czynnosci ppkt 8.2.9 i 8.2.10 do czasu otrzymania stalej masy (zmiana masy nieprzekraczajaca
1 mg) naczynia, preta i tygla facznie (m,).

Sposoéb prezentowania wynikéw

9.1. Wyliczenie zawartosci suchej masy beztluszczowej

Obliczy¢ zawarto$¢ suchej masy beztluszczowej, SNF, jako warto$¢ procentowa masy z zastosowaniem poniz-
$2eg0 Wzoru:

SNF =0y 100
m,- my
gdzie
m, mjest masg w gramach, pustego naczynia z pretem szklanym i tyglem (ppkt 8.2.1)
m, mjest masg w gramach, pustego naczynia z pretem szklanym (ppkt 8.2.2)
m, mjest masg w gramach, porcji badanej i naczynia z pretem szklanym (ppkt 8.2.3)
m, jest koficowa masg w gramach, w naczyniu z pretem i tyglem zawierajagcym osad (ppkt 8.2.11)

Przedstawi¢ wynik z dokladnoscia jednego miejsca po przecinku.

9.2. Powtarzalnos¢

Roéznica bezwzgledna miedzy wynikami dwoch pojedynczych oznaczen, przeprowadzonych réwnoczesnie lub
w bezposrednim nastgpstwie przez ten sam podmiot w tych samych warunkach na identycznym materiale
badanym, nie przekracza 0,1 %.

9.3. Odtwarzalnos¢

Réznica bezwzgledna miedzy dwoma pojedynczymi i niezaleznymi wynikami, otrzymanymi przez dwa
podmioty pracujace w réznych laboratoriach na identycznym materiale badanym, nie przekracza 0,2 %.

Sprawozdanie z badan

Sprawozdanie z badan powinno precyzowa¢ wykorzystang metode oraz podawaé otrzymane wyniki. Powinno takze
ujmowac wszystkie szczegbly operacyjne niesprecyzowane w tej normie migdzynarodowej lub uznane za fakulta-
tywne, lacznie ze szczegbtami dotyczacymi jakichkolwiek zdarzen, ktére mogly wplynaé na wyniki. Sprawozdanie z
badan powinno podawaé wszystkie informacje konieczne do pelnej identyfikacji probki.

Uwaga:

Jezeli analizie poddawane jest masto solone, dodana sdl jest okreslona jako sucha masa beztluszczowa. Dla ozna-
czenia zawarto$ci suchej masy beztluszczowej mleka nalezy odja¢ od zawartosci suchej masy beztluszczowej zawar-
to$¢ dodanej soli.

Obliczone wielkosci precyzji dla oznaczania zawartosci suchej masy beztluszczowej mleka wynosza:

Powtarzalnosé: r =0,104 %

Odtwarzalnos¢: R =0,206 %.
Moze zostaé przyjete, ze wielkosci precyzji otrzymane dla oznaczenia suchej masy beztluszczowej sg wazne dla
oznaczania zawarto$ci suchej masy bezttuszczowej mleka.
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ZALACZNIK XI
(art. 8)
OZNACZANIE ZAWARTOSCI TLUSZCZU W MASLE

Zawarto$¢ thuszczu jest otrzymywana posrednio przez oznaczenie zawartosci wody i zawarto$ci suchej masy beztlusz-
czowej zgodnie z zalacznikiem IX i zalgcznikiem X odpowiednio. Warto$¢ procentowa udziatu tluszczu w masie jest
roéwna:

100 — (W + SNF)
gdzie:
W: jest wartoscig procentowg udzialu wody w masie
SNEF: jest wartoscig procentowa udziatu suchej masy bezttuszczoej w wodzie

Obliczone wielkosci precyzji dla oznaczania zawartosci tluszczu to:

Powtarzalnosé: r=022%
Odtwarzalno$é: R =036%
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ZALACZNIK XII
(art. 9)

OZNACZANIE ZAWARTOSCI WANILINY W KONCENTRACIE MASLA, W MASLE LUB SMIETANIE ZA
POMOCA WYSOKOSPRAWNE] CHROMATOGRAFII CIECZOWE] HPLC

1. Zakres i dziedzina stosowania

Niniejsza metoda opisuje procedure iloSciowego oznaczania waniliny w koncentracie masta, w masle lub $mie-
tanie.

2. Zasada

Ekstrakcja znanej ilo$ci probki za pomocg mieszaniny izopropanolu/etanolufacetonitrylu (1:1:2). Stracenie wiek-
szosci tluszczu przez schlodzenie do temperatury w granicach migedzy -15 °C a -20 °C, a nastgpnie odwirowanie.

Po rozcieficzeniu w wodzie oznaczenie zawartoci waniliny za pomoca chromatografii (HPLC).

3. Aparatura

Typowa aparatura laboratoryjna, w szczegdlnosci:
3.1. zamrazarka, dzialajagca w amplitudzie temperatur od -15 °C do -20 °C;
3.2. strzykawki, o pojemnosci 2 ml;

3.3. mikrofiltry membranowe, o wielkoci poréw 0,45 pm, odporne na dzialanie roztworu zawierajacego 5 %
roztwor ekstrakcyjny (ppkt 4.4);

3.4. zestaw do wykonywania chromatografii skladajacy si¢ z pompy (przeptyw 1,0 ml/min), iniektora (iniekcja
20 pl automatyczna lub reczna), detektora UV (dtugo$¢ fali 306 nm, pelna skala 0,01 AU), rejestratora lub
integratora oraz termostatu kolumny dzialajacego przy temperaturze 25 °C;

3.5. kolumna analityczna (250 mm x 4,6 mm ID) z wypelnieniem materialem LiChrospher RP 18 (Merck, 5
pm) lub réwnorzednym;

3.6. kolumna ostonowa (ok. 20 mm x 3 mm ID) z suchym wypelnieniem materialem Perisorb RP 18 (30-40
pm) lub réwnorzednym.

4, Odczynniki
Wszystkie wykorzystane odczynniki musza by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej.

4.1.  Izopropanol

4.2.  Etanol 96 % (obj.)
4.3.  Acetonitryl

4.4.  Roztwor ekstrakcyjny

Wymiesza¢ izopropanol (ppkt 4.1), etanol (ppkt 4.2.) i acetonitryl (ppkt 4.3) w stosunku 1:1:2 (obj¢tos-
ciowo).

4.5.  Wanilina (4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd);

4.5.1. Roztwér podstawowy waniliny (= 500 pg/ml)

Odmierzy¢ wagowo z dokladnoscia do 0,1 mg okolo 50 mg (CM mg) waniliny (ppkt 4.5) w kolbie
pomiarowej o pojemnodci 100 ml, doda¢ 25 ml roztworu ekstrakcyjnego (ppkt 4.4) i uzupehi¢ woda.

4.5.2. Roztwér wzorcowy waniliny (= 10 pg/ml)

Odmierzy¢ pipeta 5 ml roztworu podstawowego waniliny (ppkt 4.5.1) do kolby pomiarowej o pojem-
nosci 250 ml i uzupehi¢ woda.

4.6.  Metanol, jakos¢ HPLC
4.7.  Kwas octowy lodowaty
4.8.  Woda, jako§¢ HPLC
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4.9.

Faza ruchoma HPLC

Zmiesza¢ 300 ml etanolu (ppkt 4.6) z okoto 500 ml wody (ppkt 4.8) i 20 ml kwasu octowego (ppkt
4.7) w kolbie pomiarowej o pojemnosci 1000 ml, a nastepnie uzupelni¢ wodg (ppkt 4.8). Przefiltrowad
przez filtr 0,45 pm.

Procedura

5.1.

5.1.1.

5.1.2.

5.2.

5.3.

5.4.

Przygotowanie badanej prdbki.
Masto

Ogrzewal prébke, az zacznie si¢ topi¢. Unikaé lokalnego przegrzania powyzej 40 °C. Gdy probka stanie
si¢ dostatecznie plastyczna, homogenizowac ja przez wstrzasanie. Przed pobraniem probki mieszaé¢ masto
przez 15 sekund. Odmierzy¢ wagowo z doktadnoscia do 1 mg okolo 5 g (SM g) masta do kolby pomia-
rowej o pojemnodci 100 ml.

Koncentrat masta

Bezposrednio przed pobraniem prébki umiesci¢ pojemnik z koncentratem masta w piecu o temperaturze
40-50 °C, dopoki nie ulegnie catkowitemu stopieniu. Rozrobi¢ probke przez odwirowanie lub mieszanie,
unikajac tworzenia pecherzykow powietrza na skutek zbyt energicznego mieszania. Odmierzy¢ wagowo
ok. 4 g (SM g) koncentratu masta, z dokladno$cig do 1 mg, do kolby pomiarowej o pojemnoéci 100 ml.

. Smietana

Ogrzaé probke w lazni wodnej lub w inkubatorze w temperaturze 35-40 °C. Rozprowadzi¢ tluszcz
réwnomiernie przez wirowanie lub w razie potrzeby przez mieszanie. Schlodzi¢ szybko prébke do tempe-
ratury 20 + 2 °C. Prébka powinna mie¢ jednorodny wyglad; jezeli tak nie jest, powtdrzy¢ procedurg.
Odmierzy¢ wagowo 10 g (SM g) Smietany, z dokladnoscig do 1 g, do kolby pomiarowej o pojemnosci
100 ml.

Przygotowanie badanego roztworu

Dodaé okoto 75 ml roztworu ekstrakcyjnego (ppkt 4.4) do porcji badanej (ppkt 5.1.1, 5.1.2 lub 5.1.3),
energicznie mieszaé lub wstrzgsa¢ przez 15 minut i uzupelni¢ roztworem ekstrakcyjnym (ppkt 4.4). Prze-
nie$¢ okolo 10 ml tego ekstraktu do rurki z korkiem. Umiesci¢ rurke w zamrazarce (ppkt 3.1) i pozos-
tawi¢ na okoto 30 minut. Odwirowywa¢ zimny ekstrakt przez 5 minut z predkoscig okoto 2000 obr./min,
a nastepnie niezwlocznie zdekantowad. Pozostawi¢ zdekantowany roztwor, dopoki nie osiagnie tempera-
tury pokojowej. Pobraé pipeta 5 ml zdekantowanego roztworu do kolby pomiarowej o pojemnosci
100 ml i uzupelni¢ woda. Przefiltrowal podwielokrotno$¢ przez mikrofiltr membranowy (ppkt 3.3). Filtrat
jest gotowy do oznaczania za pomocg HPLC.

Kalibracja

Pobra¢ pipeta 5 ml wzorcowego roztworu waniliny (ppkt 4.5.2) do kolby pomiarowej o pojemnosci
100 ml. Doda¢ 5 ml roztworu ekstrakcyjnego (ppkt 4.4) i uzupeli¢ woda do znaku. Roztwér ten
zawiera 0,5 pg/ml waniliny.

Oznaczanie za pomocg HPLC

Pozostawi¢ uklad chromatograficzny na 30 minut w celu ustabilizowania. Dokona¢ iniekcji roztworu
wzorcowego (ppkt 5.3). Powtarzaé t¢ czynno$¢, dopdki réznice migdzy powierzchniami pikéw lub wyso-
kosciami pikéw migdzy dwoma kolejnymi iniekcjami s3 mniejsze niz 2 %. W opisanych warunkach czas
retencji waniliny wynosi okoto 9 minut. Podda¢ analizie roztwor wzorcowy (ppkt 5.3) w dwéch egzempla-
rzach przez iniekcje 20 pl. Dokona¢ iniekgji 20 pl roztworéw badanych (ppkt 5.2). Okresli¢ powierzchnig
lub wysokos¢ otrzymanego piku waniliny. Powtorzy¢ podwdjnag iniekcje roztworu wzorcowego (ppkt 5.3)
po 10 iniekcjach badanych prébek (ppkt 5.2).

Obliczanie wynikéw

Obliczy¢ Srednia wielko$¢ powierzchni (lub wysokos¢) (AC) pikéw waniliny powigzanych z granicznymi duplika-
tami iniekcji dla kazdej partii roztworéw badanych (facznie cztery obszary lub wysokosci).

Obliczy¢ wspdlezynnik odpowiedzi (R):

R = AC/CM

gdzie CM jest masg waniliny w mg (ppkt 4.5.1).
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Zawarto$¢ (w mg(kg) waniliny (C) w prébce badanej okresla wzor:

C ~ ASx20x0,96
~ SMxR

gdzie:

AS = powierzchnia piku waniliny w badanej probce

SM = masa badanej probki w g (ppkt 5.1.1, 5.1.2 lub 5.1.3).

Jezeli $mietana jest badana na obecno$¢ waniliny, stezenie znacznika musi by¢ wyrazone w mg znacznika/kg
tluszczu mlekowego. Jest to obliczane przez mnozenie C przez 100[f. Warto$¢ f jest procentowa zawartoscia
tluszczu w $mietanie (m/m).

20= wspdlczynnik uwzgledniajacy rozcieficzenie probki wzorcowej i badanej
0,96 = wspdlczynnik korygujacy dla zawartosci thuszczu w pierwszym rozcieficzeniu badanej probki

Uwaga Zamiast powierzchni piku mozna wykorzystal wysokosci pikéw (patrz ppkt 8.3).
7. Dokladnos¢ metody

7.1. Powtarzalno$¢ (r)

Réznica miedzy wynikami dwoch oznaczen przeprowadzonych w mozliwie najkrotszym odstepie czasu
przez ten sam podmiot z zastosowaniem tej samej aparatury na identycznym materiale badanym nie moze
przekraczaé 16 mgfkg.

7.2. Odtwarzalnos¢ (R)

Réznica miedzy wynikami dwoch oznaczenn przeprowadzonych przez podmioty gospodarcze w réznych
laboratoriach z wykorzystaniem réznej aparatury na identycznym materiale badanym nie moze przekraczaé
27 mglkg.

8. Granice tolerancji
8.1.  Z produktu zawierajacego znacznik muszg by¢ pobrane trzy probki w celu sprawdzenia jednorodnosci.
8.2.  Znacznik otrzymany z wanilii albo z waniliny syntetycznej:

8.2.1. Wielko$¢ inkorporacji 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu wynosi 250 g na tong¢ koncentratu masta lub
masta. Jezeli znaczona jest $mietana, wielko$¢ inkorporacji wynosi 250 g na tong thuszczu mleka.

8.2.2. Wyniki dla trzech probek, otrzymane w trakcie analizy produktu, sa wykorzystywane do sprawdzenia
proporcji i réwnomiernoéci inkorporacji znacznika, a najnizszy z wynikoéw jest poréwnywany z poniz-
szymi warto$ciami granicznymi (biorac pod uwage réznice krytyczng dla poziomu prawdopodobienstwa
95 % (DCr,,)):

— 221,0 mg/kg (95 % minimalnej wielkosci inkorporacji),
— 159,0 mg/kg (70 % minimalnej wielkosci inkorporacji).
Stezenie znacznika w prébee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powigzaniu z interpo-
lacja miedzy 221,0 mg/kgi 159,0 mg/kg.
8.3.  Znacznik otrzymany wylacznie z ziaren wanilii lub jej integralnych ekstraktow:

8.3.1. Wielko$¢ inkorporacji 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu wynosi 100 graméw na ton¢ koncentratu
masta lub masta. Jezeli znaczona jest $mietana, wielko$¢ inkorporacji wynosi 100 g na tong thuszczu
mleka.

8.3.2. Wyniki dla trzech prébek, otrzymane w trakcie analizy produktu, s3 wykorzystywane do sprawdzenia
proporcji i réwnomierno$ci wprowadzenia znacznika, a najnizszy z wynikow jest poréwnywany z poniz-
szymi warto$ciami granicznymi (biorac pod uwage réznice krytyczng dla poziomu prawdopodobiefistwa
95 % (DCr,y)):

— 79,0 mgfkg (95 % minimalnej wielkosci inkorporacji),
— 54,0 mgfkg (70c % minimalnej wielkosci inkorporacji).

Stezenie znacznika w prébee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powigzaniu z interpo-
lacja miedzy 79,0 mgfkg a 54,0 mg/kg.

9. Uwagi

9.1.  Powtarzalnos¢ r jest to warto$¢, ponizej ktorej mozna si¢ spodziewal, ze réznica bezwzgledna miedzy
dwoma pojedynczymi wynikami badan otrzymanymi za pomocg tej samej metody na identycznym mate-
riale badanym w takich samych warunkach (ta sama aparatura, to samo laboratorium i krétki odstep
czasu) bedzie zawierala si¢ w granicach okreslonego prawdopodobiefistwa; z braku innych wskazan praw-
dopodobiefistwo wynosi 95 %.
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9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

Odtwarzalnos¢ R jest to warto$¢, ponizej ktorej mozna si¢ spodziewad, ze roznica bezwzgledna migdzy
pojedynczymi wynikami badan otrzymanymi za pomoca tej samej metody na identycznym materiale
badanym w réznych warunkach (rézne podmioty, rézna aparatura, rézne laboratoria iflub rézne terminy)
moze zawieraé si¢ w granicach okreslonego prawdopodobienistwa; w braku innych wskazan prawdopodo-
biedstwo wynosi 95 %

Odzysk dodanej waniliny przy 250 mg/kg bezwodnego tluszczu mlecznego waha si¢ w granicach 97,0-
103,8. Stwierdzona $rednia zawarto§¢ waniliny wynosita 99,9 % przy odchyleniu standardowym 2,7 %.

Wzorcowy roztwor zawiera 5 % roztwor ekstrakcyjny majacy wyréwnaé poszerzenie piku spowodowane
obecnoscig 5 % roztworu ekstrakcyjnego w badanych prébkach. Umozliwia to kwantyfikacje wedlug
wysokosci pikow.

Analiza oparta jest na linii kalibracji liniowej z poczatkiem ukladu wspétrzednych.

Przez zastosowanie odpowiednich rozcieficzen roztworu wzorcowego (ppkt 4.5.2) liniowos$¢ powinna byé
sprawdzona po raz pierwszy podczas dokonywania analizy, a nastgpnie w regularnych odstepach czasu i
po zmianach lub naprawach sprzetu HPLC.
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ZALACZNIK XIII

(art. 9)

OZNACZANIE DROGA SPEKTROMETRII ZAWARTOSCI ESTRU ETYLU KWASU BETA-APO-8-KAROTE-

NOWEGO W KONCENTRACIE MASLA ORAZ W MASLE

Zakres i dziedzina stosowania

Metoda przedstawia procedure stosowang do ilosciowego oznaczania zawartosci estru etylowego kwasu beta-apo-
8"-karotenowego (ester apokarotenowy) w koncentracie masta i w masle. Ester apokarotenowy jest suma wszyst-
kich substancji obecnych w ekstrakcie probek otrzymanych zgodnie z warunkami okreslonymi w metodzie, ktéra
polega na absorbowaniu $wiatla przy 440 nm.

Zasada

Thuszcz z masta jest rozpuszczany w lekkiej ropie naftowej, a absorbancja jest mierzona przy 440 nm. Zawarto$¢
estru apokarotenowego jest ustalona poprzez odniesienie do normy zewnetrzne;j.

Aparatura

3.1.  Pipety — miarowe, o pojemnosci 0,25, 0,50, 0,751 1,0 ml.

3.2.  Spektrofotometr — odpowiedni do uzycia przy 440 nm (oraz 447-449 nm) i wyposazony w naczynka o
dlugosci drogi optycznej 1 cm.

3.3.  Kolby pomiarowe: 20 mli 100 ml.

3.4.  Waga analityczna, czulo$¢ 0,1 mg.

Odczynniki
Wszystkie odczynniki musza by¢ odczynnikami o uznanej klasie analityczne;j.

4.1. Zawiesina estru apokarotenowego (w przyblizeniu 20 %).

4.1.1. Ustali¢ zawarto$¢ zawiesiny w nastgpujacy sposob:

Odmierzy¢ wagowo 400 mg do kolby pomiarowej (100 ml); rozpusci¢ w 20 ml chloroformu (ppkt 4.4)
i uzupei¢ cykloheksanem (ppkt 4.5). Rozciefczy¢, przy uzyciu cykloheksanu, 5 ml tego roztworu do
catkowitej objetosci 100 ml (roztwor A). Rozcienczyd, przy uzyciu cykloheksanu, 5,0 ml roztworu A do
catkowitej objetosci 100 ml. Zmierzy¢ absorbancje przy 447-449 nm (zmierzy¢ maksimum w stosunku
do cykloheksanu, uzywajac jako $lepej proby naczynek o dlugosci drogi optycznej 1 cm).

Zawarto$¢ estru apokarotenowego(%) = Amax. 40 000
A. 2550
A,.. = absorbancja roztworu pomiarowego
A = masa probki (g)
2555 = warto$¢ odniesienia A (1 %, 1 cm)

Czysto$¢ zawiesiny wynosi P ( %).

Uwaga Zawiesina estru apokarotenowego jest wrazliwa na powietrze, cieplo i $wiatlo. Przechowywana
moze by¢ przez okres okolo 12 miesigcy w zamknietym oryginalnym pojemniku (uszczelnionym
azotem) przechowywanym w chtodnym miejscu. Po otwarciu zawarto$¢ powinna by¢ w krétkim
okresie zuzyta.

4.1.2. Wzorcowy roztwor estru apokarotenowego, w przyblizeniu 0,2 mg/ml.

Odmierzy¢ wagowo z dokfadnoscig do 0,1 mg okoto 0,100 g zawiesing estru apokarotenowego (ppkt
4.1.1) (Wg), rozpusci¢ w benzynie lakowej (ppkt 4.2), przenie$¢ ilociowo do kolby pomiarowej o pojem-
nosci 100 ml i uzupeknié benzyna lakowg do znaku.

Roztwor ten zawiera (W.P)/10 mg/ml estru apokarotenowego.

Uwaga Roztwor musi by¢ przechowywany w chlodnym miejscu w ciemnosci. Wyrzuci¢ niewykorzystany
roztwor po uplywie jednego miesigca.

4.2.  Benzyna lakowa (40-60 °C).

4.3.  Siarczan sodu, bezwodny, granulowany, wczesniej suszony przez dwie godziny w temperaturze 102 °C.
4.4, Chloroform.

4.5.  Cykloheksan.
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5. Procedura
5.1.  Przygotowanie badanej probki

5.1.1.

Koncentrat masta

Roztopi¢ probke w piecu w temperaturze okolo 45 °C.

5.1.2. Masto

5.2.

5.3.

Roztopi¢ probke w piecu w temperaturze okolo 45 °C oraz przefiltrowal reprezentatywna porcje przez
filtr zawierajacy okolo 10 g bezwodnego siarczanu sodu (ppkt 4.3) w $rodowisku zastoni¢tym od silnego
naturalnego lub sztucznego $wiatla i utrzymywanym w stalej temperaturze 45 °C. Zebra¢ odpowiednia
ilo§¢ thuszczu masta.

Oznaczanie

Odmierzy¢ wagowo przyblizong ilo§¢ 1 g koncentratu masta, z dokladno$cig do 1 mg (lub ekstrahowa-
nego tluszczu masta (ppkt 5.1.2)), (Mg). Przenie$¢ ilosciowo do kolby pomiarowej o pojemnosci 20 ml
(Vml), wykorzystujac benzyne lakowa (ppkt 4.2), uzupehi¢ do znaku i doktadnie wymieszac.

Przenie$¢ podwielokrotnos¢ do 1 cm naczynka i zmierzy¢ absorbancje przy 440 nm w stosunku do $lepej
proby benzyny lakowej. Uzyskal stezenie estru apokarotenowego w roztworze poprzez odniesienie do
wykresu kalibracji (C p/ml).

Wykres kalibracji

Za pomocy pipety wkropli¢ 0, 0,25, 0,5, 0,75 i 1,0 ml wzorcowego roztworu estru apokarotenowego
(ppkt 4.1.2) do pigciu kolb pomiarowych o pojemnosci 100 ml. Rozcieficzy¢ benzyng lakowa (ppkt 4.2)
do pelnej objetosci i wymieszad.

Zakresy przyblizonych stezen roztwordéw wynosza 0-2 pg/ml i s dokladnie obliczone przez odniesienie
do stezenia roztworu wzorcowego (ppkt 4.1.2) (W.P)/10 mg/ml. Zmierzy¢ absorbancje przy 440 nm w
stosunku do $lepej proby benzyny lakowej (ppkt 4.2).

Wykresli¢ wartosci absorbancji na 0§ y, a stgzenia apokarotenowego estru na os x.

6. Obliczanie wynikéw

6.1.

Zawarto$¢ estru apokarotenowego, wyrazona w mg/kg produktu, jest podawana jako:
(CV)M

0,82 (C.V)M

gdzie:

C = zawarto$¢ estru apokarotenowego, pg/ml, odczyta¢ z wykresu kalibracji (ppkt 5.3)
V= objeto§¢ (ml) roztworu badanego (ppkt 5.2)

M = masa (g) porcji badanej (ppkt 5.2)

0,82 = wspdlczynnik korygujacy zawarto$¢ thuszczu masta w masle.

7. Dok}adno$é metody

7.1.

7.2.

7.2.1.

Powtarzalnos¢
. Analiza masta

Réznica migdzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzonych w mozliwie najkrétszym odstepie czasu
przez ten sam podmiot wykorzystujacy te¢ samg aparatur¢ na identycznym materiale badanym nie moze
przekraczaé 1,4 mglkg.

. Analiza koncentratu masta

Réznica migdzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzonych w mozliwie najkrétszym odstepie czasu
przez ten sam podmiot wykorzystujacy te¢ samg aparatur¢ na identycznym materiale badanym nie moze
przekraczaé 1,6 mgfkg.

Powtarzalnos¢

Analiza masta

Réznica migdzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzanych przez podmioty w réznych laboratoriach,
wykorzystujace r6zng aparature, na identycznym materiale badanym, nie moze przekracza¢ 4,7 mgjkg.
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7.2.2. Analiza koncentratu masta

7.3.

Réznica migdzy wynikami dwoch oznaczen przeprowadzonych przez podmioty w réznych laboratoriach,
wykorzystujace rézna aparatur¢ na identycznym materiale badanym nie moze przekraczaé 5,3 mg/kg.

Zrédto danych na temat precyzji

Dane na temat precyzji zostaly okreslone na podstawie do§wiadczenia przeprowadzonego w 1995 r., ktére
obejmowato 11 laboratoriéw i 12 znaczonych probek (sze$¢ Slepych duplikatéw) dla masta oraz 12 takich
znaczonych prébek (sze$¢ slepych duplikatéw) dla koncentratu masta.

Granice tolerancji

8.1.

8.2.
8.2.1.

8.2.2.

8.3.
8.3.1.

8.3.2.

Trzy prébki musza zosta¢ pobrane z produktu znaczonego, w celu sprawdzenia prawidlowosci znaczenia
produktu.

Masto

Proporcja wprowadzana w przypadku masta, przy uwzglednieniu absorbancji drugoplanowej, wynosi
22 mg/kg.

Wyniki dla trzech prébek, otrzymane w trakcie analizy produktu, s3 wykorzystywane do sprawdzenia
proporgji i rownomiernosci inkorporacji znacznika, a najnizszy z wynikéw jest poréwnywany z poniz-
szymi warto$ciami granicznymi (biorac pod uwage réznice krytyczna dla poziomu prawdopodobienstwa
95 % (DCr,y)):

— 18,0 mg/kg (95 % minimalnej wielkosci inkorporacji),
— 13,0 mgfkg (70 % minimalnej wielkosci inkorporacji).

Stezenie znacznika w probee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powigzaniu z interpo-
lacja miedzy 18,0 mglkgi 13,0 mg/kg.

Koncentrat masta

Wielko$¢ inkorporacji w przypadku koncentratu masta, przy uwzglednieniu absorbancji drugoplanowej,

wynosi 24 mg/kg.

Wyniki dla trzech probek, otrzymane w trakcie analizy produktu, sa wykorzystywane do sprawdzenia
proporgji i rownomiernosci inkorporacji znacznika, a najnizszy z wynikéw jest poréwnywany z poniz-
szymi warto$ciami granicznymi (biorac pod uwage réznice krytyczng dla poziomu prawdopodobienstwa
95 % (DCrys)):

— 20,0 mgfkg (95 % minimalnej wielkosci inkorporacji),

— 14,0 mgfkg (70 % minimalnej wielkosci inkorporacji).

Stezenie znacznika w probee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powiazaniu z interpo-
lacja migdzy 20,0 mg/kg i 14,0 mg/kg.
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OZNACZANIE

ZALACZNIK XIV
(art. 9)

SITOSTEROLU LUB STIGMASTEROLU W MASLE LUB W KONCENTRACIE MASLA
METODA CHROMATOGRAFII GAZOWE] NA KOLUMNACH KAPILARNYCH.

1. ZAKRES I DZIEDZINA STOSOWANIA

Metoda

okresla procedure iloSciowego oznaczania sitosterolu lub stigmasterolu w masle i w koncentracie masta.

Przyjmuje sig, ze sitosterol stanowi sume¢ beta-sitosterolu i 22-dihydro-beta-sitosterolu, przy czym zaklada sig,
ze pozostale sitosterole sg Sladowe.

2. ZASADA

Masto lub koncentrat masta ulega zmydlaniu za pomocg wodorotlenku potasu w roztworze etanolu, a czgsci
nieulegajace zmydleniu ekstrahuje si¢ eterem dietylowym.

Sterole

sa przeksztalcane w etery trimetylosylilu i poddawane analizie metoda chromatografii gazowej na

kolumnach kapilarnych w odniesieniu do wewnetrznego wzorca/betulina.

3. APARATURA

3.1. Kolba do zmydlania o pojemnosci 150 ml polaczona z chlodnicg zwrotng (polaczenia szlifowe).

3.2 Rozdzielacze 500 ml.

33.  Kolby 250 ml.

3.4. Lejki wyréwnujace cisnienie, 250 ml lub podobne, do zbierania odpadéw eteru dietylu.

3.5. Kolumna szklana, 350 x 20 mm, wyposazona w zatyczke ze szkla spiekanego.

3.6. Laznia wodna lub plaszcz izolujacy.

3.7. Fiolki reakcyjne 2 ml.

3.8. Chromatograf gazowy dostosowany do wykorzystania z kolumng kapilarng i wyposazony w system
rozdzielajacy skladajacy si¢ z:

3.8.1. kolmocry termostatycznej dla kolumn, w ktérej mozna utrzyma¢ zadang temperature z dokladnoscig do
+1°G

3.8.2.  wyparki z regulowang temperaturg;

3.8.3.  detektora jonizacji plomieniowej oraz wzmacniacza-konwertora;

3.8.4. integratora-rejestratora odpowiedniego do wykorzystania ze wzmacniaczem-konwertorem (ppkt 3.8.3).

3.9. Kolumna kapilarna ze stopionej krzemionki catkowicie pokryta powlokg z BP1 lub réwnorzedna, o
jednolitej grubodci 0,25 mm; kolumna musi umozliwia¢ rozdzielenie trimetylosylilowych pochodnych
lanosterolu i sitosterolu. Odpowiednie jest BP1, o dlugosci 12 m, $rednicy wewngtrznej 0,2 mm.

3.10.  Mikrostrzykawka do chromatografii gazowej o pojemnosci 1 pl z utwardzong igha.

4. ODCZYNNIKI

Wszystkie odczynniki muszg by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej. Uzywana woda musi by¢ woda
destylowang lub wodg o poréwnywalnym stopniu czystosci.

4.1.

4.2

4.3.

4.3.1.

43.1.1.

4.3.1.2.

Etanol, o czystosci co najmniej 95 %.

Wodorotlenek potasu, roztwér 60 %, rozpusci¢ 600 g wodorotlenku potasu (co najmniej 85 %) w
wodzie i uzupehi¢ woda do objetosci 1 litra.

Betulina, o czystoci co najmniej 99 %.
Roztwory betuliny w eterze dietylowym (ppkt 4.4).
Stezenie roztworu betuliny uzywane do oznaczania sitosterolu powinno wynosi¢ 1,0 mg/ml.

Stezenie roztworu betuliny uzywane do oznaczania stigmasterolu powinno wynosi¢ 0,4 mg/ml.
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4.4. Eter dietylowy, o czystosci analitycznej (bez nadtlenkéw lub pozostatosci).
4.5. Siarczan sodu, bezwodny, w postaci granulatu, wcze$niej suszony w temperaturze 102 °C przez dwie
godziny.

4.6. Odczynnik sylilujacy, np. TRI-SIL (produkowany przez Pierce Chemical Co., nr kat. 49001) lub
réwnorzedny. (Wazne: TRI-SIL jest fatwopalny, toksyczny, korozyjny i prawdopodobnie rakotworczy.
Pracownicy laboratorium musza by¢ zaznajomieni z parametrami bezpieczefistwa TRI-SIL i stosowaé
whasciwe $rodki ostroznosci).

4.7. Lanosterol
4.8. Sitosterol o znanej czysto$ci nie mniejszej niz 90 % (P).

Uwaga 1: Czysto$¢ wzorcowych materialow wykorzystywanych do kalibracji musi by¢ ustalona
metodg normalizacji. Przy zalozeniu, ze wszystkie sterole wystepujace w probee zostaja
wykazane na chromatogramie, calkowita powierzchnia pikéw stanowi 100 % skladnikéw
sterolowych i Ze sterole wywoluja takg sama reakcje detektora, liniowos¢ systemu musi by¢
potwierdzona przy zakresach stezen bedacych przedmiotem zainteresowania.

4.8.1.  Wzorcowy roztwor sitosterolu — przygotowaé roztwor zawierajacy, z dokladnoscia do 0,001 mg/ml,

w przyblizeniu 0,5 mg/ml (W,) sitosterolu (ppkt 4.8) w eterze dietylowym (ppkt 4.4).

4.9. Stigmasterol o znanej czystosci nie mniejszej niz 90 % (P).

4.9.1.  Wzorcowy roztwor stigmasterolu — przygotowac roztwér zawierajacy z doktadnoscig do 0,001 mg/m,
w przyblizeniu 0,2 mg/ml (W,) stigmasterolu (ppkt 4.9) w eterze dietylowym (ppkt 4.4).

4.10.  Mieszanina do badania rozdzielczosci. Przygotowaé roztwor zawierajacy 0,05 mg/ml lanosterolu (ppkt
4.7)1 0,5 mg/ml sitosterolu (ppkt 4.8) w eterze dietylowym (ppkt 4.4).

5. PROCEDURA

5.1. Przygotowanie wzorcowych roztworéw do celow chromatografii. Wewngtrzny roztwoér wzorcowy
(ppkt 4.3.1) musi by¢ dodany do odpowiedniego wzorcowego roztworu sterolu jednoczesnie z doda-
niem go do zmydlonej prébki (patrz ppkt 5.2.2).

5.1.1.  Chromatograficzny wzorcowy roztwor sitosterolu: przenie$¢ 1 ml wzorcowego roztworu sitosterolu
(ppkt 4.8.1) do kazdej z dwoch fiolek reakcyjnych (ppkt 3.7) i usunac eter dietylowy strumieniem
azotu. Doda¢ 1 ml wewngtrznego roztworu wzorcowego (ppkt 4.3.1.1) i usunac eter dietylowy za
pomocg strumienia azotu.

5.1.2.  Chromatograficzny wzorcowy roztwor stigmasterolu: przenie$¢ 1 ml wzorcowego roztworu stigmaste-
rolu (ppkt 4.9.1) do kazdej z dwéch fiolek reakcyjnych (ppkt 3.7) i usunac eter dietylowy strumieniem
azotu. Doda¢ 1 ml wewngtrznego roztworu wzorcowego (ppkt 4.3.1.2) i usuna¢ eter dietylowy za
pomocg strumienia azotu.

5.2. Przygotowanie substancji niezmydlajgcych sig
5.2.1.  Roztopi¢ probke masta w temperaturze nieprzekraczajgcej 35 °C, rozrobié, starannie mieszajac.

Odmierzy¢ wagowo, z dokladnoscig do 1 mg, w przyblizeniu 1 g masta (W,) lub koncentratu masta
(W,) do kolby 150 ml (ppkt 3.1). Doda¢ 50 ml etanolu (ppkt 4.1) i 10 ml roztworu wodorotlenku
potasu (ppkt 4.2). Zainstalowaé chlodnicg zwrotna i podgrzewaé przez okoto 30 minut w tempera-
turze 75 °C. Odlgczy¢ chlodnice i schlodzi¢ kolbe do temperatury zblizonej do temperatury otoczenia.

5.2.2.  Doda¢ do kolby 1 ml wewngtrznego roztworu wzorcowego (ppkt 4.3.1.1) w przypadku okreslania
sitosterolu lub (ppkt 4.3.1.2) w przypadku okreslania stigmasterolu. Starannie wymieszaé. Przenie$¢
ilosciowo zawarto§¢ kolby do rozdzielacza 500 ml (ppkt 3.2), przemywajac kolbe kolejno 50 ml
wody i 250 ml eteru dietylowego (ppkt 4.4). Wstrzasac energicznie rozdzielaczem przez dwie minuty
i pozostawi¢ do rozdzielenia si¢ faz. Usunaé nizsza warstwe wodna i przemy¢ warstwe eteru,
wstrzasajac z czterema kolejnymi podwielokrotno$ciami 100 ml wody.

Uwaga 2: Aby uniknaé powstania emulsji, istotne jest, aby pierwsze dwa mycia wodg przeprowadzaé
ostroznie (10 odwrdcen). Trzecie mycie mozna prowadzi¢, wstrzgsajac energicznie przez
30 sekund. W przypadku powstania emulsji mozna ja rozbi¢, dodajac w tym celu 5-10 ml
etanolu. W przypadku dodania etanolu konieczne jest przeprowadzenie dwéch dodatko-
wych energicznych przemywan wodg.

5.2.3.  Przepusci¢ klarowng oddzielong od mydla warstwe eteru przez szklang kolumne (ppkt 3.5) zawierajaca
30 g bezwodnego siarczanu sodu (ppkt 4.5). Zebraé eter do kolby 250 ml (ppkt 3.3). Doda¢ jedna
granulke zapobiegajacg wrzeniu burzliwemu i odparowaé prawie do sucha w lazni wodnej lub w
plaszczu izolujacym, zwracajac uwage na zebranie odpadéw rozpuszezalnikow.

Uwaga 3: Jezeli ekstrakty probki zostanag catkowicie wysuszone w zbyt wysokiej temperaturze, moga
wystapi¢ straty sterolu.
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5.3. Przygotowanie eteréw trimetylo-sylilowych

5.3.1.  Przenie$¢ pozostaly w kolbie roztwér eteru do fiolki reakcyjnej 2 ml (ppkt 3.7) z 2 ml eteru dietylo-
wego i usunac eter za pomocg strumienia azotu. Przemy¢ kolbe dwoma dodatkowymi podwielokrot-
noSciami 2 ml eteru dietylowego, przenoszac je do probowki i usuwajac za kazdym razem eter za
pomocg azotu.

5.3.2.  Podda¢ probke sylilowaniu, dodajac 1 ml TRI-SIL-u (ppkt 4.6). Zamkna( fiolke i potrzasal energicznie
w celu rozpuszczenia. Jezeli calkowite rozpuszczenie nie nastapi, podgrza¢ do temperatury 65-70 °C.
Pozostawi¢ na co najmniej pie¢ minut, przed wprowadzeniem do chromatografu gazowego. Podda¢
wzorce sylilowaniu w taki sam spos6b jak probki. Poddaé sylilowaniu mieszaning do badania rozdziel-
czosci (ppkt 4.10) w taki sam sposéb jak probki.

Uwaga 4: Proces sylilowania musi by¢ prowadzony w Srodowisku bezwodnym. Niepelne sylilowanie
betuliny uwidacznia si¢ przez pojawienie si¢ drugiego piku usytuowanego w poblizu piku
odpowiadajgcego betulinie.

Obecnos¢ etanolu na etapie sylilowania bedzie kolidowaé z procesem sylilowania. Moze to by¢ wyni-

kiem niedostatecznego mycia na etapie ekstrakgji. Jezeli problem utrzymuje si¢, na etapie ekstrakcji

mozna wprowadzi¢ piate energiczne 30-sekundowe mycie.

5.4. Analiza metodg chromatografii gazowej.

5.4.1. Dobér warunkéw roboczych.

Ustawi¢ chromatograf gazowy zgodnie z instrukcjami producenta.

Wskazowki dla warunkéw roboczych sg nastepujace:

— temperatura kolumny: 265 °C

— temperatura iniektora: 265 °C

— temperatura detektora: 300 °C

— predko$¢ przeplywu gazu no$nego: 0,6 ml/min

— ci$nienie wodoru: 84 kPa

— ci$nienie powietrza: 155 kPa

— rozdzial prébki od 10:1 do 50:1, stosunek rozdzialu musi by¢ dobrany optymalnie zgodnie z

instrukcja producenta i liniowoscia odpowiedzi detektora, a nastgpnie potwierdzony przy zakresie
stezenia bedacym przedmiotem zainteresowania.

Uwaga 5: Szczegdlnie wazne jest regularne czyszczenie wkladki iniekcyjnej.

— ilos¢ substancji wprowadzonej: 1 pl roztworu TMSE.

Poczekad na osiagniccie przez system stanu réwnowagi i uzyskanie jego dostatecznie stabilnej reakdji,

przed rozpoczeciem jakiejkolwick analizy.

Powyzsze warunki musza by¢ zréznicowane w zaleznosci od parametréw technicznych kolumny i

chromatografu gazowego, tak aby otrzyma¢ chromatogramy spelniajace ponizsze wymagania:

— pik sitosterolu musi odpowiednio oddziela¢ si¢ od lanosterolu. Rysunek 1 przedstawia typowy

chromatogram, jaki powinna dawac sylilowana mieszanina do testu rozdzielczosci (ppkt 4.10),

— czasy retencji wzglednej ponizszych steroli powinny wynosi¢ w przyblizeniu:

cholesterol: 1,0
stigmasterol: 1,3
sitosterol: 1,5
betulina: 2,5

— czas retencji betuliny powinien wynosi¢ w przyblizeniu 24 minuty.

5.4.2.  Procedura analityczna

Wprowadzi¢ 1 pl sylilowanego roztworu wzorcowego (stigmasterolu lub sitosterolu) i dostosowaé
parametry kalibracyjne integratora.

Wprowadzi¢ nastgpny 1 pl sylilowanego wzorcowego roztworu w celu oznaczenia wspotczynnikéw
odpowiedzi w odniesieniu do betuliny.

Wprowadzi¢ 1 pl sylilowanej probki wzorcowego roztworu i zmierzy¢ powierzchnie pikow. Kazda
seria chromatograficzna musi by¢ oddzielona przez iniekcje wzorcow.
Wskazowka: sze$¢ iniekcji probki musi by¢ zawartych w kazdej oddzielonej serii.

Uwaga 6: Catkowanie piku stigmasterolu powinno obejmowaé kazde ogonowanie zgodnie z pkt 1, 2
i 3 na rysunku 2b.

Catkowanie piku sitosterolu powinno obejmowaé powierzchni¢ piku 22 dihydro-beta-sitosterolu (stig-
mastanol), ktéry ulega elucji bezposrednio po sitosterolu (patrz rysunek 3b), przy ocenie sitosterolu
catkowitego.
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6. OBLICZANIE WYNIKOW
6.1. Oznaczy¢ obszar pikow sterolu i betuliny w obydwdch wzorcach oddzielajacych kazdg partie i obli-
czy¢ R;:
_ Srednia powierzchnia piku dla sterolu we wzorcu
' ™ §rednia powierzchnia piku dla betuliny we wzorcu
Oznaczy¢ powierzchnig piku sterolu (stigmasterolu i sitosterolu) i piku betuliny w préobee i wyliczy¢
2
_ powierzchnia piku sterolu w prébce
™ powierzchnia piku betuliny w probce
W, = zawarto§¢ sterolu we wzorcu (mg) znajdujacego si¢ w 1 ml roztworu wzorcowego (ppkt 4.8.1
lub 4.9.1)
W, = masa probki (g) (ppkt 5.2.1)
P = czysto$¢ sterolu wzorcowego (ppkt 4.8 lub 4.9)
y; . R, W,
Zawarto$¢ sterolu w probee(mg/kg) = —2x—1x P x 10
Ry W,
7. DOKEADNOSC METODY
7.1 Masto
7.1.1. Powtarzalno$¢
7.1.1.1. Stigmasterol
Réznica miedzy wynikami dwéch oznaczen przeprowadzonych w jak najkrotszym odstepie czasu
przez ten sam podmiot wykorzystujacy t¢ sama aparatur¢ na identycznym materiale badanym nie
moze przekracza¢ 19,3 mg/kg.
7.1.1.2. Sitosterol
Réznica miedzy wynikami dwoch oznaczen przeprowadzonych w jak najkrétszym odstgpie czasu
przez ten sam podmiot wykorzystujacy t¢ samg aparatur¢ na identycznym materiale badanym, nie
moze przekracza¢ 23,0 mg/kg.
7.1.2. Odtwarzalnos¢
7.1.2.1. Stigmasterol
Réznica migdzy wynikami dwoch oznaczefi przeprowadzanych przez podmioty w réznych laborato-
riach wykorzystujace rézne aparatury na identycznym materiale badanym nie moze przekraczaé
31,9 mglkg.
7.1.2.2. Sitosterol
Réznica migdzy wynikami dwdch oznaczefi przeprowadzanych przez podmioty w réznych laborato-
riach wykorzystujace rézne aparatury na identycznym materiale badanym nie moze przekraczac 8,7 %
odpowiednio do wartosci $redniej oznaczen.
7.1.3.  Zrédto danych dotyczacych precyzji

Dokladne dane zostaly okreslone w oparciu o do§wiadczenie przeprowadzone w 1992 r., ktdre obej-
mowalo dziewig¢ laboratoriéw i sze$¢ prébek (trzy Slepe duplikaty) dla stigmasterolu oraz szes¢ prébek
(trzy Slepe duplikaty) dla sitosterolu.
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7.2

7.2.1.1.

7.2.1.2.

7.2.2.

7.2.2.1.

7.2.2.2.

7.2.3.

Koncentrat masta

Powtarzalnos¢

Stigmasterol

Réznica migdzy wynikami dwoch oznaczen przeprowadzonych w mozliwie najkrétszym odstepie
czasu przez ten sam podmiot wykorzystujacy te samg aparature na identycznym materiale badanym
nie moze przekracza¢ 10,2 mgfkg.

Sitosterol

Réznica migdzy wynikami dwoch oznaczen przeprowadzonych w mozliwie najkrétszym odstepie
czasu przez ten sam podmiot wykorzystujacy t¢ sama aparatur¢ na identycznym materiale badanym
nie moze przekraczaé 3,6 %, odpowiednio do wartosci $redniej oznaczen.

Odtwarzalno$¢

Stigmasterol

Réznica miedzy wynikami dwoch oznaczen przeprowadzanych przez podmioty w réznych laborato-
riach wykorzystujace rézne aparatury na identycznym materiale badanym, nie moze przekraczaé
25,3 mg/kg

Sitosterol

Réznica migdzy wynikami dwoch oznaczen przeprowadzanych przez podmioty w réznych laborato-

riach wykorzystujace rozne aparatury na identycznym materiale badanym, nie moze przekraczaé 8,9 %
odpowiednio do wartosci $redniej oznaczen.

Zrédto danych dotyczacych precyzji

Dane dotyczace precyzji zostaly okreslone w oparciu o doswiadczenie przeprowadzone w 1991 r.,
ktére obejmowalo dziewig¢ laboratoridw i sze$¢ prébek (trzy Slepe duplikaty) dla stigmasterolu oraz
sze$¢ probek (trzy Slepe duplikaty) dla sitosterolu.

GRANICE TOLERAN(JI

8.1.

8.2.

8.2.1.

8.2.1.1.

8.2.1.2.

8.2.2.

8.2.2.1.

Trzy probki musza zostaé pobrane z produktu znaczonego, w celu sprawdzenia prawidtowosci
znaczenia produktu.

Masto
Stigmasterol

Wielko$¢ inkorporacji dla stigmasterolu wynosi 150 g stigmasterolu o czystosci co najmniej 95 %, na
tong masla, tzn. 142,5 mg/kg, lub 170 g stigmasterolu o czystosci co najmniej 85 % na ton¢ masta,
tzn. 144,5 mg/kg.

Wyniki dla trzech probek, otrzymane w trakcie analizy produktu, s3 wykorzystywane do sprawdzenia
proporcji i réwnomierno$ci inkorporacji znacznika, a najnizszy z wynik6w jest poréwnywany z
ponizszymi warto$ciami granicznymi (biorac pod uwage réznice krytyczng dla poziomu prawdopodo-
bienstwa 95 % (DCr,)):

— 116,0 mg/kg (95 % minimalnej wielkosci inkorporacji w przypadku stigmasterolu o czystosci
95 %,

— 118,0 mg/kg (95 % minimalnej wielkosci inkorporacji w przypadku stigmasterolu o czystosci
85 %,

— 81,0 mg/kg (70 % minimalnej wielko$ci inkorporacji w przypadku stigmasterolu o czystosci
95 %),

— 82,0 mg/kg (70 % minimalnej wielkosci inkorporacji w przypadku stigmasterolu o czystosci
85 %).

Stezenie znacznika w prébee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powiazaniu z inter-
polacja odpowiednio migdzy 116,0 mg/kg i 81,0 mg/kg lub 118,0 mg/kg i 82,0 mg/kg.
Sitosterol

Wielkos¢ inkorporagji dla sitosterolu wynosi 600 g sitosterolu o czystosci co najmniej 90 %, na tong
masta, tzn. 540 mg/kg.
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8.2.2.2.

8.3.
8.3.1.
8.3.1.1.

8.3.1.2.

8.3.2
8.3.2.1.

8.3.2.2.

Wyniki dla trzech probek, otrzymane w trakcie analizy produktu, s3 wykorzystywane do sprawdzenia
proporcji i réwnomierno$ci inkorporacji znacznika, a najnizszy z wynikéw jest poréwnywany z
ponizszymi warto$ciami granicznymi (biorac pod uwage réznice krytyczng dla poziomu prawdopodo-
biefstwa 95 % (DCr,)):

— 486,0 mglkg (95 % minimalnej wielkosci inkorporacji w przypadku sitosterolu o czystosci 90 %),

— 358 mgfkg (70 % minimalnej wielkosci inkorporacji w przypadku sitosterolu o czystosci 90 %).

Stezenie znacznika w prébee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powiazaniu z inter-
polacja migdzy 486,0 mglkg i 358,0 mg/kg.

Koncentrat masta
Stigmasterol

Wielkos¢ inkorporagji dla stigmasterolu wynosi 150 g stigmasterolu o czysto$ci co najmniej 95 %, na
tong koncentratu masta, tzn. 142,5 mg/kg, lub 170 g stigmasterolu o czystosci co najmniej 85 %, na
tong masta, tzn. 144,5 mg/kg.

Wyniki dla trzech probek, otrzymane w trakcie analizy produktu, s3 wykorzystywane do sprawdzenia
proporgji i rownomierno$ci inkorporacji znacznika, a najnizszy z wynikéw jest poréwnywany z
ponizszymi warto$ciami granicznymi (biorac pod uwage réznice krytyczng dla poziomu prawdopodo-
bienstwa 95 % (DCr,,)):

— 120,0 mg/kg (95 % minimalnej wielkosci inkorporacji w przypadku stigmasterolu o czystosci
95 %,

— 122,0 mg/kg (95 % minimalnej wielkosci inkorporacji w przypadku stigmasterolu o czystosci
85 %,

— 84,0 mg/kg (70 % minimalnej wielkoSci inkorporacji w przypadku stigmasterolu o czystosci
95 %),

— 86,0 mg/kg (70 % minimalnej wielkoSci inkorporacji w przypadku stigmasterolu o czystosci
85 %).

Stezenie znacznika w prébee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powiazaniu z inter-
polacja odpowiednio migdzy 120,0 mg/kg i 84,0 mg/kg lub 122,0 mg/kg i 86,0 mg/kg.

Sitosterol

Wielko$¢ inkorporacji dla sitosterolu wynosi 600 g sitosterolu o czystosci co najmniej 90 %, na tone
koncentratu masta, tzn. 540 mg/kg.

Wyniki dla trzech probek, otrzymane w trakcie analizy produktu, s3 wykorzystywane do sprawdzenia
proporgji i rownomierno$ci inkorporacji znacznika, a najnizszy z wynikéw jest poréwnywany z
ponizszymi warto$ciami granicznymi (biorac pod uwage réznice krytyczng dla poziomu prawdopodo-
bienstwa 95 % (DCr,)):

— 486,0 mglkg (95 % minimalnej wielkosci inkorporacji w przypadku sitosterolu o czystosci 90 %),

— 358 mgfkg (70 % minimalnej wielkosci inkorporacji w przypadku sitosterolu o czystosci 90 %).

Stezenie znacznika w prébee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powiazaniu z inter-
polacja miedzy 486,0 mg/kg i 358,0 mg/kg.
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Rysunek 1
Chromatogram rozdzielczo$ci mieszaniny badane;j.

Calkowita rozdzielczo$¢ jest pozadana, tj. pik znacznika dla lanosterolu powinien wréci¢ do linii podstawowej przed
wzniesieniem si¢ do piku sitosterolu, jakkolwiek rozdzielczo¢ niepelna jest dopuszczalna.

beta— sitosterol

———_. Lanosterol
Stigmastanol

FID Odpowiedz detektora

_ i

0 4 8 12 16 20

Czas (minuty)
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Rysunek 2a Rysunek 2b

Wzorzec stigmasterolu Prébka masta zdenaturowana stigmasterolem
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Uwaga: Catkowanie piku stigmasterolu powinno obejmowac
kazde ogonowanie zgodnie z pkt 1, 21 3.
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Rysunek 3a Rysunek 3b
Sitosterol wzorcowy Prébka masta zdenaturowana beta-sitosterolem
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Uwaga: -sitosterol czesto zawiera zanieczyszczenia
(zidentyfikowane jako stigmastanol), ktdre
podlegaja elucji zaraz po f-sitosterolu. Przy

- ocenie catkowitej obecnosci p-sitosterolu

powierzchnie obydwu pikéw powinny by¢

zsumowane

Stigmastanol
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ZALACZNIK XV

(art. 10)

REFERENCYJNA METODA WYKRYWANIA OBECNOSCI MLEKA KROWIEGO I KAZEINIJANOW W SERACH
WYPRODUKOWANYCH Z MLEKA OWCZEGO, MLEKA KOZIEGO, MLEKA BAWOLEGO LUB MIESZANIN

MLEKA OWCZEGO, KOZIEGO I BAWOLEGO

Zakres

Wykrywanie obecno$ci mleka krowiego i kazeinianéw w serach wyprodukowanych z mleka owczego, mleka
koziego, mleka bawolego lub mieszanin mleka owczego, koziego i bawolego przez wyznaczanie punktu izoelek-
trycznego gamma-kazein po plazminolizie.

Dziedzina stosowania

Metoda ta jest odpowiednia dla czulego i szczegdlnego wykrywania obecnosci naturalnego oraz poddanego
obrébee cieplnej mleka krowiego i kazeinianu w $wiezych i dojrzalych serach wyprodukowanych z mleka
owczego, mleka koziego, mleka bawolego lub tez mieszanin mleka owczego, koziego i bawolego. Metoda ta nie
jest odpowiednia do wykrywania mleka i falszowania sera przez poddanie obrébce cieplnej koncentratéw biatko-
wych serwatki pochodzgcej od krow.

Zasada metody

3.1. Oddzielenie kazein z sera i standardowych wzorcow.
3.2 Rozpuszczenie oddzielonych z sera kazein i poddanie rozszczepieniu plazminy (WE.3.4.21.7).
3.3. Wyznaczanie punktu izoelektrycznego kazein skazonych plazming w obecnos$ci mocznika oraz

barwienie biatka.

3.4. Ocena zabarwionych modeli gamma, i gamma, — kazeiny (dowdd wystepowania mleka krowiego)
poprzez poréwnanie modelu otrzymanego z probki z modelami otrzymanymi w tym samym zelu ze
standardowych wzorcéw zawierajacych 0 % i 1 % mleka krowiego.

Odczynniki

Jezeli nie zostalo to inaczej wskazane, zastosowane musza by¢ Srodki chemiczne klasy analitycznej. Woda musi
by¢ dwukrotnie destylowana lub o réwnorzednej czystosci.

Uwaga: Ponizsze dane szczegblowe odnosza si¢ do przygotowanych w laboratorium arkuszy poliakryloamido-
wych zeli, zawierajacych mocznik o wymiarach 265 x 125 x 0,25 mm. W przypadku gdy stosuje si¢
inne rodzaje i rozmiary Zelu, warunki rozdzielania najprawdopodobniej muszg by¢ odpowiednio dostoso-
wane.

Wyznaczenie punktu izoelektrycznego
4.1. Odczynniki do produkgji Zeli poliakryloamidowych zawierajgcych mocznik.
4.1.1.  Roztwor podstawowy zelu

Rozpuscic:

4,85 g akryloamidu

0,15 g N, N-metyleno-bis-akryloamidu (BIS)

48,05 g mocznika

15,00 g gliceryny (87 % w/w),

w wodzie oraz uzupeni¢ do 100 ml i przechowywa¢ w chlodziarce w butelce z brazowego szkla.

Uwaga: Mozna stosowal dostepny w handlu roztwér wstepnie zestawiony akryloamid/BIS zamiast
przytoczonych stalych miar akryloamidéw neurotoksycznych. W przypadku gdy taki roztwor
zawiera 30 % w|v akryloamidu i 0,8 % w/v BIS, to zamiast stalych miar do preparatu uzyta
musi by¢ objetos¢ 16,2 ml. Okres przechowywania roztworu podstawowego wynosi najwyzej
10 dni; jezeli jego przewodnictwo jest wyzsze niz 5 pS, dejonizowa poprzez mieszanie przez
30 minut z 2 g Amberlitu MB-3, a nastgpnie filtrowaé przez membrang 0,45 pm.
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4.1.3.1.
4.1.3.2.

4.2.

4.3.

4.4.

4.7.

Roztwor zelu

Przygotowa¢ roztwor zelu przez wymieszanie dodatkéw i amfolitow amfoterycznych z podstawowym
roztworem Zelu (patrz ppkt 4.1.1).

9,0 ml roztworu podstawowego
24,0 mg beta-alaniny

500 pl amfolitéw pH 3,5-9,5 (')
250 pl amfolitéw pH 5 -7 (')
250 pl amfolitow pH 6-8. ()

Wymieszaé roztwor zelu i odgazowywaé przez od dwoch do trzech minut za pomoca ultradzwigkéw
lub w prézni.

Uwaga: Przygotowal roztwor zelu bezposrednio przed wlaniem (patrz ppkt 6.2).

Roztwory katalityczne

N, N, N', N’ — tetrametyloetylenodiamina (Temed).

40 % w|v nadsiarczanu amonu (PER).

Rozpusci¢ 800 mg PER w wodzie i uzupeti¢ do 2 ml.

Uwaga: Zawsze stosowac $wiezo przygotowany roztwér PER.

Plyn kontaktowy

Nafta lub parafina ciekla

Roztwdr anodowy

Rozpusci¢ 5,77 g kwasu ortofosforowego (85 % w|w) w wodzie i rozcieficzy¢ do 100 ml.

Roztwdr katodowy

Rozpusci¢ 2,00 g wodorotlenku sodu w wodzie i rozcieficzy¢ z woda do 100 ml.

Przygotowanie probki

Odczynniki do oddzielenia biatka

Rozpusci¢ kwas octowy (25,0 ml kwasu octowego lodowatego uzupelnionego do 100 ml woda)
Dichlorometan

Aceton

Bufor rozpuszczajgcy biatka
Rozpuscic:

5,75 g gliceryny (87 % w|w)
24,03 g mocznika

250 myg ditiotreotolu,w wodzie i uzupetni¢ do 50 ml

Uwaga: Przechowywaé w chlodziarce, maksymalny okres przechowywania jeden tydzien.

Odczynniki dla rozszczepiania kazein plazming
Bufor weglanu amonu

Miareczkowa¢ 0,2 mol/l roztworu wodoroweglanu amonu (1,58 g/100 ml wody) zawierajacego 0,05
mol/l kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA, 1,46 g/100 ml) z 0,2 mol/l roztworu weglanu
amonu (1,92 g/100 ml wody) zawierajacego 0,05 mol/l EDTA do pH 8.

Plazmina bydleca (WE. 3.4.21.7), aktywnos$¢ co najmniej 5 Ujml.
Roztwoér kwasu e-aminokapronowego dla inhibitowania enzyméw

Rozpusci¢ 2,624 g e-aminokapronowego (kwas 6-amino-n-heksanowy) w 100 ml 40 % (v/v) etanolu.

(') Produkt Ampholine® pH 3,5-9,5 (Pharmacia) i Resolyte® pH 5-7 i pH 6-8 (BDH, Merck) okazaly si¢ szczegdlnie odpowiednie do
uzyskania wymaganego rozdzielenia y-kazein.
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4.8. Wzorce

4.8.1.  Certyfikowane standardowe wzorce mieszaniny odtluszczonego mleka owczego i koziego, z dodatkiem
podpuszczki, zawierajacego 0 % i 1 % mleka krowiego dostepne s3 w Instytucie Materialéw Referencyj-
nych i Pomiaréw przy Komisji B-2440 Geel, Belgia.

4.8.2.  Przygotowanie laboratoryjnych posrednich wzorcéw mleka bawolego, z dodatkiem podpuszczki, zawie-

rajacego 0 % i 1 % mleka krowiego.
Mleko odtluszczone jest przygotowywane przez odwirowywanie surowego mleka bawolego lub
krowiego w temperaturze 37 °C przy 2500 g przez 20 minut. Po szybkim schlodzeniu rurki i zawar-
tosci do 6-8 °C gérna warstwa tluszczu jest usuwana w calosci. W celu przygotowania 1 % wzorca
doda¢ 5,00 ml odtluszczonego mleka krowiego do 495 ml odtluszczonego mleka bawolego w jednoli-
trowej zlewce, dostosowaé pH do 6,4 poprzez dodanie rozcieniczonego kwasu mlekowego (10 % w/v).
Dostosowaé temperature do 35 °C i doda¢ 100 pl podpuszczki cielecej (aktywnos$é podpuszezki 1:
10 000, c. 3000 Ujml), miesza¢ przez 1 minutg, po czym pozostawi¢ zlewke przykryta folig alumi-
niowa w temperaturze 35 °C przez jedng godzing, w celu uformowania twarogu. Po uformowaniu
twarogu cale mleko z podpuszczkg jest wymrazane bez uprzedniej homogenizacji lub odprowadzania
serwatki. Po wymrazaniu mleko jest rozdrabniane do uzyskania jednorodnego proszku. W celu przygo-
towania 0 % wzorca przeprowadzi¢ takg sama procedure przy uzyciu prawdziwego odtluszczonego
mleka bawolego. Wzorce musza by¢ przechowywane w temperaturze -20 °C.

Uwaga: Przed przygotowaniem wzorca zalecane jest zbadanie mleka bawolego pod wzgledem jego
czystosci poprzez wyznaczenie punktu izoelektrycznego kazein skazonych plazming.

Odczynniki do barwienia biatka

4.9. Utrwalacz
Rozpusci¢ 150 g kwasu trichlorooctowego w wodzie destylowanej i uzupelni¢ do 1000 ml.
4.10. Roztwdr odbarwiajgcy

Rozpusci¢ 500 ml metanolu i 200 ml kwasu octowego lodowatego w wodzie destylowanej.

Uwaga: Przygotowywaé $wiezy Srodek odbarwiajacy kazdego dnia; moze by¢ on przygotowany
poprzez zmieszanie jednakowych objetosci roztworéw podstawowych 50 % (v[v) alkoholu
metylowego i 20 % (v[v) kwasu octowego lodowatego.

4.11. Roztwory barwigce
4.11.1.  Roztwér barwiacy (roztwér podstawowy 1)

Rozpusci¢ 3,0 g Coomassie Brilliant Blue G-250 (C.I. 42655) w 1000 ml 90 % (v/v) metanolu, za

pomocg mieszadla magnetycznego (w przyblizeniu 45 minut), przefiltrowaé przez dwa filtry zlozone,

o $redniej predkosci filtrowania.

4.11.2.  Roztwor barwiacy (roztwdr podstawowy 2)
Rozpusci¢ 5,0 g siarczanu miedzi pieciowodnego w 1000 ml 20 % (v/v) kwasu octowego.
4.11.3.  Roztwor barwiacy (roztwor roboczy)

Zmiesza¢ razem 125 ml kazdego z roztworéw podstawowych (ppkt 4.11.1, 4.11.2) bezposrednio

przed barwieniem.

Uwaga: Roztwor barwigcy powinien by¢ przygotowany w dniu, w ktérym ma by¢ uzyty.

5. Wyposazenie

5.1. Szklane plytki (265 x 125 x 4 mm); gumowe walce (szeroko$¢ 15 cm); stét wypoziomowany.

5.2. Pojemnik transportowy arkusza Zelu (265 x 125 mm).

5.3. Arkusz pokrywajacy (280 x 125 mm). Przymocowaé pasek tasmy klejacej (280 x 6 x 0,25 mm) do
kazdej dtugiej krawedzi (patrz rysunek 1).

5.4. Komora elektroogniskowania z plyta chlodzaca (na przyklad 265 x 125 mm) oraz odpowiedni uktad
zasilania (> 2,5 kV) lub urzadzenie do automatycznej elektroforezy.

5.5. Kriostat cyrkulacyjny, regulowany termostatycznie przy 12 0,5 °C.

5.6. Wiréwka nastawna do 3000 g.

5.7. Paski elektrody (dlugosci > 265 mm).
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5.8. Plastykowe butelki z wkraplaczem dla roztworu anodowego i katodowego.

5.9. Aplikator probek (10 x 5 mm, bibula filtracyjna wiskozowa lub o niskiej adsorpcji biatka).

5.10. Nozyczki, skalpele i szczypce ze stali nierdzewnej.

5.11. Naczynia ze stali nierdzewnej lub ze szkla barwionego lub nie lub (na przyklad tace do instrumentéw,
o wymiarach 280 x 150 mm).

5.12. Nastawny homogenizator drazkowy (Srednica watka — 10 mm), liczba obrotéw na minute 8000-
20 000.

5.13. Mieszadlo magnetyczne.

5.14. Wanna ultradzwigkowa.

5.15. Zgrzewarka warstwy.

5.16. Mikropipety 25 pl.

5.17. Wyparka prézniowa lub wymrazarka.

5.18. Termostatycznie regulowana wanna wodna nastawna do 35 i 40 £ 1°C z wytrzasarka.

5.19. Sprzet densytometryczny z czytnikiem przy A = 634 nm.

Procedura

6.1. Przygotowanie probki

6.1.1.  Oddzielenie kazein
Odmierzy¢ wagowo réwnowarto$¢ 5,0 g suchej masy sera lub standardowych wzorcow do rurki
wiréwkowej, 100 ml doda¢ 60 destylowanej wody i homogenizowaé za pomocg homogenizatora
drazkowego (8000-10 000 obrotéw na minutg). Dostosowa¢ do pH 4,6 za pomocg rozcieiczonego
kwasu octowego (ppkt 4.5.1), odwirowa¢ (5 minut, 3000 g). Zla¢ tluszcz i serwatke, homogenizowaé
pozostato$¢ przy 20 000 obrotach na minutg w 40 ml destylowanej wody dostosowanej do pH 4,5 za
pomocg rozcieniczonego kwasu octowego (ppkt 4.5.1), doda¢ 20 ml dichlorometanu (ppkt 4.5.2),
znowu homogenizowaé i odwirowywa¢ (5 minut, 3000 g). Usunaé warstwe kazeiny znajdujaca sie
migdzy fazami wodna i organiczna (patrz rysunek 2) za pomocg topatki i zla¢ obydwie fazy. Ponownie
homogenizowal kazeing w 40 ml destylowanej wody (patrz wyzej) oraz 20 ml dichlorometanu (ppkt
4.5.2) i odwirowaé. Powtarzaé te procedure, dopdki obie fazy ekstrakcyjne nie stang si¢ bezbarwne (od
dwoch do trzech razy). Homogenizowaé pozostatosci biatka przy uzyciu 50 ml acetonu (ppkt 4.5.3) i
przefiltrowaé przez zlozong bibule filtracyjng o Sredniej predkosci filtrowania. Przemy¢ pozostalosci
znajdujace si¢ na filtrze, kazdorazowo dwoma oddzielnymi 25-ml porcjami acetonu i pozostawi¢ do
wysuszenia na powietrzu lub suszy¢ strumieniem azotu, na koniec sproszkowaé w mozdzierzu.
Uwaga: Oddzielona sucha kazeina powinna by¢ przechowywana w temperaturze -20 °C.

6.1.2.  Rozszczepienie plazming beta-kazein celem wzmocnienia gamma-kazein
Rozproszy¢ 25 mg oddzielonej kazeiny (ppkt 6.1.1) w 0,5 ml buforu weglanu amonu (ppkt 4.7.1) i
homogenizowaé przez 20 minut przez zastosowanie, na przyklad, obrébki ultradZzwigkowej. Podgrzaé
do 40 °C i doda¢ 10 pl plazminy (ppkt 4.7.2), wymiesza¢ i poddaé procesowi inkubacji przez jednag
godzing w temperaturze 40 °C, stale wstrzasajac. Aby zahamowaé enzym, doda¢ 20 pl roztworu
kwasu e-aminoheksanowego (ppkt 4.7.3), nastepnie doda¢ 200 mg mocznika w postaci stalej i 2 mg
ditiotreotolu.
Uwaga: Aby otrzymal lepsza symetric w skupionych pasmach kazeiny, zaleca si¢ wymrazanie

roztworu po dodaniu kwasu e-aminoheksanowego, a nastgpnie rozpuszczenie pozostatosci w
0,5 ml buforu rozpuszczajacego biatka (ppkt 4.6).
6.2. Przygotowanie zeli poliakryloamidowych zawierajgcych mocznik

Uzywajac kilku kropli wody, walcowaé pojemnik transportowy arkusza zelu (ppkt 5.2) na szklanej
plytce (ppkt 5.1), usuwajgc resztki wody recznikiem papierowym lub bibulkg. W ten sam sposéb
walcowal arkusz pokrywajacy (ppkt 5.3) za pomocg przekladki (0,25 mm) na drugiej plytce szklanej.
Polozy¢ plytke poziomo na stole wpoziomowanym.

Doda¢ 10 pl Temedu (ppkt 4.1.3.1) do przygotowanego i odpowietrzonego roztworu zelu (ppkt
4.1.2), wymiesza¢ i doda¢ 10 pl roztworu PER (ppkt 4.1.3.2), starannie wymiesza¢ i natychmiast wylaé
réwnomiernie na §rodek arkusza pokrywajacego. Umiesci¢ jedng krawedz pojemnika transportowego
arkusza zelu (strong arkusza do dolu) na arkuszu pokrywajgcym i opuszczaé ja powoli, tak aby
umozliwi¢ powstanie cienkiej powloki Zelu migdzy arkuszami i rozprowadzenie jej rowno i bez peche-
rzykéw (rysunek 3). Ostroznie opusci¢ catkowicie pojemnik transportowy arkusza zelu przy uzyciu
cienkiej topatki i umiesci¢ trzy dodatkowe plytki szklane na gorze, aby spelnialy funkcje cigzarkow.
Kiedy polimeryzacja jest zakoficzona (okoto 60 minut), przemiesci¢ polimeryzowany zel na pojemniku
transportowym arkusza Zelu razem z arkuszem pokrywajacym, poprzez lekkie uderzanie plytek szkla-
nych. Ostroznie wyczysci¢ druga strong pojemnika transportowego arkusza celem usunigcia pozos-
talosci Zelu i mocznika. Zgrzaé zel wielowarstwowy w rurze foliowej i przechowywac w chlodziarce
(maksymalnie przez sze$¢ tygodni).

Uwaga: Arkusz pokrywajacy z przekladkami moze zostal uzyty ponownie. Zel poliakryloamidowy
moze by¢ pocigty na mniejsze czgsci, co jest zalecane w przypadku, kiedy jest kilka probek
lub kiedy uzyte jest urzadzenie do automatycznej elektroforezy (dwa zele, rozmiar 4,5 x
5 cm).
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6.3.

Wyznaczenie punktu izoelektrycznego

Nastawi¢ termostat chlodzacy na 12 °C. Wytrze¢ drugg strong pojemnika transportowego arkusza zelu
nafta, nastepnie nakapaé kilka kropli nafty (ppkt 4.2) na Srodek bloku chlodzacego. Nastepnie
walcowac zel wielowarstwowy, strona pojemnika transportowego do dotu, unikajac przy tym powsta-
wania pecherzykow. Wytrze¢ nadmiar nafty oraz usungé arkusz pokrywajacy. Nasaczy¢ paski elektrod
roztworem elektrodowym (ppkt 4.3, 4.4), przycig¢ do dlugosci Zelu i umiesci¢é w okreslonym
potozeniu (odlegto$¢ migdzy elektrodami 9,5 cm).

Warunki wyznaczenia punktu izoelektrycznego:

Rozmiar zZelu 265 x 125 x 0,25 mm

C Napiecie elek- Natezenie Wolto-
zas Moc ;
Krok (minuty) tryczne elektryczne W) godziny
y ) (mA) (Vh)
1. Ogniskowanie 30 maksymalne | maksymalny stala 4 c. 300
wstepne 2500 15
2. Ogniskowanie 60 maksymalne | maksymalny stala 4 ¢. 1000
probki (1) 2500 15
3. Ogniskowa niekon- 60 maksymalne | maksymalny | maksymalna | c¢. 3000
cowe 2500 5 20
40 maksymalne | maksymalny | maksymalna | c¢. 3000
2500 6 20
30 maksymalne | maksymalny | maksymalna | c¢. 3000
2500 7 25

(1) Zastosowanie probki: Po ogniskowaniu wstepnym (krok 1) odmierzy¢ przy uzyciu pipety 18 pl prébki i podsta-
wowych roztworéw na aplikatory probek (10 x 5 mm), rozmiesci¢ je w odleglosci 1 mm od siebie na zelu i w
odleglosci 5 mm wzdluznie od anody oraz lekko ucisnaé. Kontynuowaé ogniskowanie w powyzej wymienionych
warunkach, ostroznie usuwajac aplikatory prébek po 60 minutach ogniskowania prébek.

Uwaga: Jezeli grubo$¢ lub szeroko§¢ zeléw sa zmienione, wielko$ci w odniesieniu do natezenia elektrycznego i mocy
musza by¢ odpowiednio dostosowane (np. podwoi¢ wielkosci dla natezenia elektrycznego i mocy, jezeli stosuje
sie zel o rozmiarach 265 x 125 x 0,5 mm).

6.3.2.

Przyktad programu napigcia elektrycznego dla urzadzenia do automatycznej elektroforezy (dwa zele
5,0 x 4,5 cm), elektrody bez paskéw stosowane bezposrednio na Zelu.

Napiecie Natezenie Wolto-

Krok elektryczne elektryczne Moc Temperatura godziny

1. Ogniskowanie wstepne 1000 V 10,0 mA 3,5 W 8°C 85 Vh
2. Ogniskowanie probki 250 V 50 mA 2,5 W 8 °C 30 Vh
3. Ogniskowanie 1200 V 10,0 mA 35 W 8°C 80 Vh
4. Ogniskowanie 1500 V 50 mA 70 W 8 °C 570 Vh

Umiesci¢ aplikator probki w ramach kroku 2 przy 0 Vh.

Usung( aplikator probki w ramach kroku 2 przy 30 Vh.

6.4.

6.4.1.

6.4.2.

Barwienie biatka
Utrwalanie biatka

Usuna¢ paski elektrody niezwlocznie po wylaczeniu mocy i wlozy¢ zel bezposrednio do naczynia do
barwienia/odbarwiania, wypelnionego 200 ml utrwalacza (ppkt 4.9); pozostawi¢ na 15 minut, stale
wstrzasajac.

Mycie i barwienie plytki zelu.
Starannie odprowadzi¢ utrwalacz i przemy¢ plytke Zelu dwa razy po 30 sekund w 100 ml roztworu

odbarwiajacego (ppkt 4.10). Wyla¢ roztwér odbarwiajacy i napelni¢ naczynie 250 ml roztworu
barwigcego (ppkt 4.11.3); pozostawi¢ do zabarwienia na 45 minut, lekko wstrzasajac.
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6.4.3.  Odbarwianie plytki zelu

Wylaé roztwér barwiacy, przemy¢ plytke zelu dwa razy, uzywajac 100 ml roztworu odbarwiajacego
(ppkt 4.10) za kazdym razem, nastgpnie wstrzasa¢ z 200 ml roztworu odbarwiajacego przez 15
minut i powtorzy¢ czynno$ci odbarwiania co najmniej dwa lub trzy razy do czasu uzyskania klarow-
nego i bezbarwnego tla. Nastgpnie plukaé plytke Zelu woda destylowana (dwa razy po 2 minuty) i
suszy¢ na powietrzu (2-3 godziny) lub za pomocy suszarki do wloséw (10-15 minut).

Uwaga 1: Czynnosci wigzania, mycia, barwienia i odbarwiania wykonywa¢ w temperaturze 20 °C. Nie
stosowaé podwyzszonych temperatur.

Uwaga 2: Jezeli preferowane jest bardziej czule barwienie srebrem zabarwienie (na przyklad Silver
Staining Kit, Protein, Pharmacia Biotech, kod nr 17-1150-01), to probki kazeiny skazonej
plazming musza by¢ rozcieficzone do 5 mg/ml.

Ocena

Ocena jest przeprowadzana przez poréwnywanie modeli bialek nieznanej probki ze standardowymi wzorcami
na tym samym zelu. Wykrywanie mleka krowiego w serach produkowanych z mleka owczego, mleka koziego i
mleka bawolego lub mieszanin mleka owczego, koziego i bawolego jest za pomoca gamma, i gamma, kazein,
ktérych punkty izoelektryczne maja zakres od pH 6,5 do pH 7,5 (wykres 4 a, b, wykres 5). Warto$¢ graniczna
wykrywalnosci jest nizsza od 0,5 %.

7.1. Ocena wizualna

Przy ocenie wizualnej ilosci mleka krowiego zalecane jest dostosowanie stezei prébek i wzorcow
celem uzyskania tego samego poziomu nasilenia owczych, kozich iflub bawolich gamma, i gamma,
kazein (patrz ,gamma, E, G, B” i ,gamma, E,G,B” na wykresach 4a, b i wykresie 5). Po takim dostoso-
waniu ilo§¢ mleka krowiego (mniejsza, réwna lub wigksza od 1 %) w nieznanej probce moze by¢
oceniona bezposrednio poprzez poréwnanie wzmocnienia gamma, i gamma, kazein krowich (patrz
,gamma, C” i ,gamma, C” na wykresach 4a, b i wykresie 5) z tymi standardowymi wzorcami 0 % i
1 % (owca, koza) lub tymczasowymi wzorcami laboratoryjnymi (bawol).

7.2. Ocena densytometryczna

Jezeli jest dostgpna, stosowal densytometrie (ppkt 5.19) celem oznaczenia stosunku powierzchni
pikéw gamma, i gamma, kazein kréw do owiec, koz lubfi bawoléw (patrz wykres 5). Poréwnac te
wartoéci do stosunku powierzchni pikow gamma, i gamma, kazeiny — 1 % standardowego wzorca
(owca, koza) lub tymczasowego wzorca laboratoryjnego (bawdl), poddanych analizie na tym samym
zelu.

Uwaga: Metoda sprawdza si¢ nalezycie w przypadkach, gdy wystepuje jasny dodatni sygnal w odnie-
sieniu do obydwu krowich gamma, i gamma, kazein w 1l-procentowym standardowym
wzorcu, ale nie w przypadku O-procentowego standardowego wzorca. Jezeli nie, optymali-
zowac procedure przez dokladne postgpowanie wedtug wskazowek.

Probka jest oceniana jako pozytywna, jezeli obie krowie kazeiny gamma, i gamma, — lub
odpowiedni stosunek powierzchni pikéw — sa réwne lub wyzsze od poziomu 1 % standardo-
Wego Wzorca.

Odniesienia

1. Addeo F., Moio L., Chianese L., Stingo C., Resmini P., Berner I, Krause I, Di Luccia A., Bocca A.: Use
of plasmin to increase the sensitivity of the detection of bovine milk in ovine andfor caprine cheese by
gel isoelectric focusing of gamma-2caseins. Milchwissenschaft 45, 708-711 (1990).

2. Addeo F., Nicolai M.A., Chianese L., Moio L., Spagna Musso S., Bocca A., Del Giovine L.: A control
method to detect bovine milk in ewe and water buffalo cheese using immunoblotting. Milchwissen-
schaft 50, 83-85 (1995).

3. Krause I, Berner I, Klostermeyer H.: Sensitive detection of cow milk in ewe and goat milk and cheese
by carrier ampholyte — and carier ampholyte/immobilized pH gradient — isoelectric focusing of
gamma-caseins using plasmin as signal amplifier. in: Electrophoresis-Forum 89 (B. J. Radola, ed.) pp
389-393, Bode-Verlag, Miinchen (1989).

4. Krause L. Belitz H.-D., Kaiser K.-P.: Nachweis von Kuhmilch in Schaf and Ziegenmilch bzw. - kise
durch isoelektrische Fokussierung in harnstofthaltigen Polyacrylamidgelen. Z. Lebensm. Unters. Forsch.
174, 195-199 (1982).

5. Radola B.J.: Ultrathin-layer isoelectric focusing in 50-100 pm polyacrylamide gels on silanised glass
plates or polyester films. Electrophoresis 1, 43-56 (1980).
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Rysunek 1: Schemat arkusza pokrywajacego
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Rysunek 2: Warstwa kazeiny plywajaca po odwirowaniu miedzy fazami wodng i organiczng.

Rysunek 3: Technika wykorzystujaca topotanie, ktdrej celem jest otrzymanie ultracienkich zeli poliakrylamidowych.

a = ta$ma przektadkowa (0,25 mm): b = arkusz pokrywajacy (ppkt 5.3); ¢, e = plytki szklane (ppkt 5.1); d =
roztwor zelu (ppkt 4.1.2); f = pojemnik transportowy arkusza zelu (ppkt 5.2)
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Rysunek 4a: Wyznaczanie punktu izoelektrycznego kazein skazonych plazming z sera produkowanego z mleka
owczego i koziego zawierajacego rozne iloSci mleka krowiego.

% CM = warto$¢ procentowa mleka krowiego; C = krowa, E = owca; G = koza.

Przedstawiona jest gérna polowa Zelu IEF.
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Rysunek 4b: Wyznaczanie punktu izoelektrycznego kazein skazonych plazming z sera wyprodukowanego z mieszanek

mleka owczego, koziego i bawolego zawierajacych rézne ilosci mleka krowiego.

% CM = warto$¢ procentowa mleka krowiego; 1+ = prébka zawierajaca 1 % mleka krowiego z dodatkiem
czystej kazeiny krowiej w $rodku $ciezki. C = krowa, E = owca, G = koza, B = bawol.

Przedstawiona jest catkowita odleglos¢ separacji zelu IEF.
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Rysunek 5: Po wyznaczeniu punktu izoelektrycznego nakladanie si¢ densytograméw wzorcéw (STD) oraz prébek sera
wyprodukowanego z mieszanki mleka owczego i koziego.

ab = wzorce zawierajace 0 i 1% mleka krowiego; c-g = probki sera zawierajace 0, 1, 2, 3 i 7 % mleka
krowiego; C = krowa; E = owca; G = koza.

Goérna potowa zelu IEF zostala zeskanowana na A = 634 nm.
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ZALACZNIK XVI
(art. 11)

METODA REFERENCYJNA WYKRYWANIA BAKTERII Z GRUPY COLI W MASLE, ODTLUSZCZONYM
MLEKU W PROSZKU, KAZEINIE I KAZEINIANACH

Prébki odpowiadajace 1 g masta umieszcza si¢ na podlozu kultury bakterii, jezeli badane jest masto na obecno$é form
bakterii coli.

W przypadku gdy badane jest odtluszczone mleko w proszku lub kazeina/kazeiniany na obecnos¢ form bakterii coli, na
podtozu kultury bakterii umieszcza si¢ probki o wadze 0,1 g.

Norma IDF 73A/1985, metoda B jest stosowana z uwzglednieniem nastepujgcych zmian:

1) Przygotowanie prébki wykonuje si¢ zgodnie z normg IDF 122B: 1992. Dla kazeiny kwasowej procedura przygoto-
wania prébki opisana w normie IDF 73A:1985 moze by¢ wykorzystywana alternatywnie.

2) Inkubacji oraz ocenie poddaje si¢ jedynie rurki zawierajgce probki masta o wadze 1 g lub odpowiednio 0,1 g
odtluszczonego mleka w proszku, kazeiny/kazeinianéw. Nie sporzadza si¢ rozcieficzen dziesigtnych.

Ocena wynik6w

Trzy wyniki negatywne spetnia wymogi
Dwa lub trzy wyniki pozytywne nie spetnia wymogéw
Dwa wyniki negatywne nalezy poddaé analizie dwie dodatkowe prébki o wadze 1 g (masto) lub

odpowiednio 0,1 g (odtluszczone mleko w proszku, kazeina/kazeiniany).
Spelnia wymogi, jezeli dwa ostatnie wyniki s3 negatywne. W innym przy-
padku wymogi nie sg spelnione.

UWAGA

Zawarto$¢ form bakterii coli: przecigtnie 1/10 g w odniesieniu do masta, 1/g w odniesieniu do odtluszczonego mleka w
proszku, kazeiny/kazeiniandw.

Wyniki wskazujace, ze wymogi sa spelnione, sa uzyskiwane z prawdopodobiefistwem wynoszacym 93 %.

Zawarto$¢ form bakterii coli; przecietnie 1/g w odniesieniu do masta, 1/0,1 g w odniesieniu do odtluszczonego mleka w
proszku, kazeiny/kazeiniandw.

Wyniki wskazujace, ze wymogi nie sa spelnione, sa uzyskiwane z prawdopodobiefistwem wynoszacym 91 %.

(Zatozenie: rozktad Poisssona).



300

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

03/t. 31

ZAELACZNIK XVII
(Art. 12)
METODA OZNACZANIA ZAWARTOSCI LAKTOZY W PRODUKTACH OBJETYCH KODEM CN 2309 (1)

CZESC 1

. Zakres stosowania

Metode stosuje si¢ w przypadkach, w ktdrych zawarto$¢ laktozy przekracza 0,5 %.

. Zasada

Rozpusci¢ cukry w wodzie. Pozwoli¢ na dzialanie drozdzy (Saccharomyces cerevisiae): pozostawi to laktoze w stanie
nienaruszonym. Po sklarowaniu i przefiltrowaniu okresli¢ zawarto$¢ laktozy w tym roztworze, za pomocg metody
Luffa-Schoorla.

. Odczynniki

Tiosiarczan sodu 0,1 N

Znacznik: roztwér skrobi. Doda¢ mieszaning 5 g rozpuszczalnej skrobi (mozna dodaé 10 mg jodku rteci jako
srodka konserwujacego) i 30 ml wody do 1 litra wrzacej wody; utrzymywaé mieszaning w stanie wrzenia przez trzy
minuty; pozostawi¢ do wystudzenia.

Roztwér jodku potasu AR do 30 % (w/v).
Roztwoér kwasu siarkowego 6 N

Odczynnik Luffa-Schoorla:
a) Rozpusci¢ 25 ¢ pieciowodnego siarczanu miedzi II AF wolnego od Zelaza (CuSO, 5H,0) w 100 ml wody.
b) Rozpusci¢ 50 g kwasu cytrynowego monowodnego AR (C;H,0, H,0) w 50 ml wody.

¢) Rozpusci¢ 143,8 g bezwodnego weglanu sodu AR (Na,CO,) w okolo 300 ml goracej wody i pozostawi¢ do
wystudzenia.

Nalac lit. b) do lit. ¢), ostroznie wstrzasaé, a nastgpnie dodac lit. a). Uzupelni¢ do 1 litra, pozostawi¢ na jedng noc i
nastepnie przefiltrowad. Skontrolowaé normalno$¢ otrzymanego w ten sposéb odczynnika (Cu 0,1 N, Na,CO, 2 N).
pH musi wynosi¢ w przyblizeniu 9,4.

roztwor Carreza I: rozpusci¢ 23,8 g Zn (C,H,0,),.2H,0 i 3 g kwasu octowego lodowatego w wodzie i uzupehic¢ do
100 ml.

roztwér Carreza II: rozpusci¢ 10,6 g K,F,(CN),. 3 H, O w wodzie i uzupelni¢ do 100 ml.
Ziarenka pumeksu, poddane dzialaniu kwasu chlorowodorowego w czasie wrzenia, umyte w wodzie i wysuszone.

Zawiesina Saccharomyces cerevisae: 25 g $wiezych drozdzy w 100 ml wody (przechowywaé w chlodziarce nie dluzej
niz przez jeden tydzien).

. Procedura

Odmierzy¢ wagowo, z dokladnoscig do 1 mg, 1-gramowa prébke do analizy; umiesci¢ te probke w kolbie kalibro-
wanej 100 ml. Doda¢ od 25 do 30 ml wody. Umiesci¢ kolb¢ we wrzacej fazni wodnej na trzydzieSci minut,
nastepnie schlodzi¢ do temperatury w przyblizeniu 35 °C.

Doda¢ 5 ml zawiesiny drozdzy () i wstrzasngé. Pozostawi¢ kalibrowang kolbe i jej zawarto$¢ w tazni wodnej o
temperaturze 38-40 °C na dwie godziny.

Po sfermentowaniu schlodzi¢ do temperatury okoto 20 °C. Doda¢ 2,5 ml roztworu Carreza I i wstrzasaé przez trzy-
dziesci sekund, nastgpnie doda¢ 2,5 ml roztworu Carreza Il i ponownie wstrzasaé przez 30 sekund. Uzupehi¢ do
100 ml wodg, wymieszac i przefiltrowa. Odmierzy¢ pipeta ilo$¢ filtratu nie wigksza niz 25 ml, najlepiej zawieraja-
cego od 40 do 80 mg laktozy; w razie konieczno$ci uzupelni¢ do 25 ml woda i okredli¢ zawarto$¢ bezwodnej
laktozy metoda Luffa-Schoorla.

Przeprowadzi¢ pelng $lepa probe z samymi drozdzami.

(') Rozporzadzenie (EWG) nr 222/88.
() Dla produktéw zawierajacych wigcej niz 40 % cukru fermentacyjnego nalezy zwigkszy(¢ ilos¢ zawiesiny drozdzy.
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CZESC 1l

1. Oznaczanie zawarto$ci laktozy metoda Luffa-Schoorla.

Odmierzy¢ pipeta 25 ml odczynnika Luffa-Schoorla i umiesci¢ go w 300-ml kolbie Erlenmeyera; doda¢ dokladnie
odmierzone 25 ml sklarowanego roztworu.

Po dodaniu dwéch ziarenek pumeksu podgrzaé, potrzasajac recznie nad nieostonietym plomieniem $redniej wyso-
koci i doprowadzi¢ ciecz do wrzenia przez okolo dwie minuty. Natychmiast umiesci¢ kolbe Erlenmeyera na siatce
drucianej z azbestowym ekranem, pod ktérym wczesniej zapalono plomient. Ustawi¢ go tak, aby ogrzewal jedynie
dno kolby Erlenmeyera; nast¢pnie dotaczy¢ chlodnice zwrotna. Od tej chwili utrzymywaé w stanie wrzenia doktadnie
przez dziesig¢ minut. Schlodzi¢ niezwlocznie w zimnej wodzie i po okolo pigciu minutach badaé w nastepujacy
sposéb:

Doda¢ do cieczy 10 ml jodku potasu i bezposrednio potem, lecz ostroznie (poniewaz moze wystapic silne wytwa-
rzanie piany), 25 ml kwasu siarkowego 6 N.

Nastepnie badaé, uzywajac tiosiarczanu sodu az do pojawienia si¢ z6ltego, matowego koloru i pod koniec badania
doda¢ znacznik skrobi.

Przeprowadzi¢ to samo badanie z mieszaning dokladnie odmierzonych 25 ml odczynnika Luffa-Schoorla i 25 ml
wody, po dodaniu 10 ml jodku potasu i 25 ml kwasu siarkowego 6 N, tym razem bez doprowadzania do wrzenia.

Wykorzystujac ponizsza tabelg, ustali¢ ilo§¢ laktozy w mg odpowiadajaca réznicy migdzy wynikami dwodch badan
(wyrazong w ml tiosiarczanu sodu 0,1 N).

TABELA
Tabela dla 25 ml odczynnika Luffa-Schoorla

(patrz warunki przedstawione w tekscie)

1. Tiosiarczan sodu 0,1 N

2. Laktoza C},H,,0,,

1 2 1 2
ml mg rdznica ml mg réznica
1 3,6 12 44,6
3,7 3,8
2 7.3 13 48,4
3,7 3,8
3 11,0 14 52,2
3,7 39
4 14,7 15 56,0
3.7 39
5 18,4 16 59,9
37 39
6 221 17 63,8
3,7 40
’ 18 67,7
7 25,8 40
3,7 19 71,7
8 29,5 41
3.7 20 75,7
9 33,2 4,1
3,8 21 79,8
10 37,0 4,1
3,8 22 83,9
11 40,8 4,1
3,8 23 88,0




302

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

03/t. 31

ZALACZNIK XVIII

(Art. 13)

WYKRYWANIE OBECNOSCI SERWATKI PODPUSZCZKOWE] W ODTLUSZCZONYM MLEKU W PROSZKU
PRZEZNACZONYM DO SKEADOWANIA W MAGAZYNACH PANSTWOWYCH, ZA POMOCA OZNA-
CZANIA GLIKOMAKROPEPTYDOW METODA WYSOKOSPRAWNE] CHROMATOGRAHI CIECZOWE]

(HPLC)

Zakres i dziedzina stosowania

Omawiana metoda umozliwia wykrywanie obecnosci serwatki podpuszczkowej w odtluszczonym mleku w
proszku przeznaczonym do skladowania w magazynach pafstwowych, metoda oznaczania glikomakropeptydéw.
Odniesienie

Miedzynarodowa norma ISO 707 — Mleko i przetwory mleczne — metody pobierania probek, zgodnie z wytycz-
nymi zawartymi w: zalaczniku I pkt 2 lit. ¢) akapit ostatni.

Definicja

Zawarto$¢ glikomakropeptydéw w odtluszczonym mleku w proszku: zawarto$¢ substancji oznaczanych za
pomoca okredlonej ponizej metody, wyrazana jako warto$¢ procentowa masy.

Zasada

— Odtworzenie odtluszczonego mleka w proszku, usunigcie tluszczu i biatka za pomocg kwasu trichloroocto-
wego, a nastgpnie odwirowanie;

— Oznaczenie ilodci glikomakropeptydéw (GMP) w supernatantu metodg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC);

— Ocena wyniku, otrzymanego w przypadku probek, poprzez odniesienie do prébek wzorcowych sktadajacych
si¢ z odtluszczonego mleka w proszku z dodatkiem lub bez dodatku znanej wartosci procentowej ilosci
serwatki w proszku.

Odczynniki

Wszystkie odczynniki musza by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej. Woda wykorzystywana musi by¢

wodg destylowana lub woda o co najmniej rownorzednej czystosci.

5.1. Roztwdr kwasu trichlorooctowego

Rozpuscié w wodzie 240 g kwasu trichlorooctowego (C1,CCOOH) i uzupetni¢ do 1000 ml.

5.2. Roztwdr eluentu, pH 6,0
Rozpusci¢ w okolo 700 ml wody 1,74 g ortofosforanu dipotasu (K,HPO,), 12,37 g ortofosforanu
potasu (KH,PO,) oraz 21,41 g siarczanu sodu (Na,SO,). Jezeli potrzeba, dostosowaé pH do 6,0, uzywajac
roztworu kwasu fosforowego lub wodorotlenku potasu.
Uzupelni¢ wodg do 1000 ml i homogenizowac.
Przed uzyciem przefiltrowaé roztwoér eluentu za pomocs filtru membranowego o $rednicy poréw 0,45
pm.

5.3. Rozpuszczalnik wymywajgcy

Zmiesza¢ jedng objeto$¢ acetonitrylu (CH,CN) z dziewigcioma objeto$ciami wody. Przed uzyciem przefil-
trowa¢ mieszaning przez filtr membranowy o Srednicy poréw 0,45 pm.

Uwaga: Mozna zastosowaé kazdy inny rozpuszczalnik splukujacy o dzialaniu bakteriobdjczym, ktéry nie
wplywa na skuteczno$¢ rozdzielcza kolumn.
5.4. Probki wzorcowe
5.4.1.  Odtluszczone mleko w proszku spelniajace wymogi niniejszego rozporzadzenia (tzn. [0]).

5.4.2.  To samo odtluszczone mleko w proszku zafalszowane 5 % (m/m) serwatka typu podpuszczkowego w
proszku, o skladzie standardowym (tzn. [5]).
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Aparatura

6.1. Waga analityczna

6.2. Wiréwka, mogaca osiaga¢ sit¢ odsrodkowa 2200 g, wyposazona w rurki wirdwkowe z zatyczkami, o
pojemnosci okoto 25 ml.

6.3. Wytrzasarka mechaniczna.

6.4.  Mieszadlo magnetyczne.

6.5. Lejki szklane, $rednica okolo 7 cm.

6.6. Bibuly filtracyjne, $redni stopien filtrowania, $rednica okoto 12,5 cm.

6.7. Sprzet szklany do filtracji z filtrem membranowym o $rednicy poréw 0,45 pm.

6.8. Kalibrowane pipety umozliwiajace podawanie 10 ml (ISO 648, klasa A lub ISO/R 835).

6.9. LaZnia wodna termostatowana, ustawiona na 25 + 0,5 °C.

6.10.  Zestaw do HPLC, skfadajacy si¢ z:

6.10.1. Pompy.

6.10.2. Iniektora recznego lub automatycznego, o pojemnosci od 15 do 30 pl.

6.10.3. Dwoch kolumn TSK 2000-SW polaczonych szeregowo (dtugo$¢ 30 cm, Srednica wewnetrzna 0,75 cm)
lub kolumn réwnorzednych, wraz z kolumng wstepna (3 cm x 0,3 cm), wypelionych I 125 lub mate-
rialem o réwnorzgdnej skutecznosci.

6.10.4. Suszarki termostatowanej kolumny, ustawionej na 35 £ 1 °C.

6.10.5. Detektora zmiennej dlugosci fali UV, umozliwiajacego pomiary przy 205 nm, przy czulosci 0,008 A.

6.10.6. Integratora umozliwiajgcego catkowanie powierzchni pikéw (dolina-dolina).

Uwaga: Praca z kolumnami utrzymywanymi w temperaturze pokojowej jest mozliwa, ale ich zdolnosé
rozdzielcza jest nieco nizsza. W takim przypadku temperatura powinna rézni¢ si¢ o mniej niz *
5 °C w kazdym zakresie analiz.

Pobieranie prébki

7.1. Miedzynarodowa norma ISO 707 — ,Mleko i przetwory mleczne — metody pobierania prébek”, zgodnie z
wytycznymi zawartymi w zalgczniku I pke 2 lit. ¢) akapit ostatni.

7.2. Przechowywac probki w warunkach wykluczajacych jakiekolwiek ich zniszczenie lub zmiane skladu.

Procedura

8.1. Przygotowanie prébki badanej
Przenie$¢ mleko w proszku do pojemnika o objetosci w przyblizeniu dwukrotnie wigkszej niz objetosé
proszku, wyposazonego w hermetyczng pokrywe. Natychmiast zamkna¢ pojemnik. Wymiesza¢ dobrze
mleko w proszku poprzez wielokrotne odwracanie pojemnika.

8.2. Porcja badana
Odmierzy¢ wagowo 2,000 + 0,001 g probki do badan i umiescié w rurce wiréwkowej (ppkt 6.2).

8.3. Usuwanie tluszczu i biatek

8.3.1. Do porcji badanej doda¢ 20 g cieplej wody (50 °C). Rozpusci proszek przez 5-minutowe potrzgsanie za
pomocg wytrzasarki mechanicznej (ppkt 6.3). Schtodzi¢ rurke do temperatury 25 °C.

8.3.2.  Przez dwie minuty dodawa¢ stopniowo 10,0 ml roztworu kwasu trichlorooctowego (ppkt 5.1), mieszajac
jednocze$nie mieszadlem magnetycznym (ppkt 6.4). Umiesci¢ rurke w tazni wodnej (ppkt 6.9) i pozos-
tawi¢ tam na 60 minut.

8.3.3.  Odwirowywac (ppkt 6.2) przez 10 minut przy 2200 g badz filtrowal przez bibule (ppkt 6.6), odrzucajac

pierwsze 5 ml filtratu.
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Oznaczanie chromatograficzne

Dokona¢ iniekcji 15-30 pl doktadnie odmierzonego supernatantu lub filtratu (ppkt 8.3.3) do aparatury
HPLC (ppkt 6.10), ustawiajac na dzialanie przy predkosci przeplywu wynoszacej 1,0 ml roztworu
eluentu (ppkt 5.2) na minute.

Uwagi:
1. Utrzymywac roztwor eluentu (ppkt 5.2) w temperaturze 85 °C przez caly czas trwania analizy chro-

matograficznej po to, aby utrzymac go w stanie odgazowanym i aby zapobiec rozwojowi bakterii.
Mozna stosowacé wszelkie inne Srodki ostrozno$ci o podobnym dziataniu.

2. Podczas kazdej przerwy pluka¢ kolumny woda. Nie pozostawiaé nigdy roztworu eluentu (ppkt 5.2) w
kolumnach.

Przed kazdg przerwg dluzsza niz 24 godziny przeplukaé kolumny woda, a nastgpnie my¢ je roztworem
(ppkt 5.3) co najmniej przez trzy godziny z predkoscia przeplywu réwng 0,2 ml na minute.

Wyniki analizy chromatograficznej prébki [E] sa otrzymywane w postaci chromatogramu, na ktérym
poszczegdlne piki okresla si¢ za pomocg ich czasu retencji RT, jak nastepuje:

Pik II: Drugi pik chromatogramu, z RT réwnym okolo 12,5 min.
Pik III: Trzeci pik chromatogramu, odpowiadajacy GMP, z RT réwnym 15,5 £ 1,0 min.
Pik IV Czwarty pik chromatogramu, z RT réwnym okofo 17,5 min.

Jako$¢ kolumn moze mie¢ wplyw na czasy retencji poszczeg6lnych pikow.

Integrator (ppkt 6.10.6) automatycznie oblicza powierzchni¢ A dla kazdego piku:

AlL: powierzchnia piku 1I,
AllL: powierzchnia piku 111,
AlV: powierzchnia piku IV.

Istotne jest zbadanie wygladu kazdego chromatogramu przed dokonaniem interpretacji ilosciowej, w celu
wykrycia ewentualnych nieprawidlowosci bedacych skutkiem wadliwego dzialania aparatury lub kolumn
badz wynikajacych z pochodzenia i rodzaju analizowanej prébki.

W razie watpliwosci analiz¢ powtorzyc.

Kalibracja
Do prébek wzorcowych (ppkt 5.4) zastosowaé dokladnie procedure opisang od ppkt 8.2 do ppkt 8.4.2.

Uzywal $§wiezo przygotowanych roztwordw, z powodu degradacji GMP w 8-procentowym $rodowisku
kwasu trichlorooctowego. Straty szacuje si¢ na 0,2 % na godzine w temperaturze 30 °C.

Przed chromatograficznym oznaczaniem probek nalezy przygotowac kolumny za pomoca wielokrotnych
iniekcji probki wzorcowej (ppkt 5.4.2) do roztworu (ppkt 8.5.1) az do momentu, gdy powierzchnia i czas
retencji piku odpowiadajacego GMP sg stale.

Oznaczy¢ wsp6lezynniki odpowiedzi R przez iniekcje takiej samej objetosci filtratéw (ppkt 8.5.1) jak
wykorzystywana do probek.

Sposéb prezentowania wynikow

9.1.
9.1.1.

Metoda obliczenia i wzory

Wyliczanie wspolczynnikéw odpowiedzi R:

Pik IT: R, = 100
Aul0]
Pik IV: Ry = 100
AIV [O}
gdzie:
R, iRy = wspolezynniki odpowiedzi odpowiednio piku I i IV;
A,[0]1 Ay[0] = powierzchnie odpowiednio pikéw II i IV prébki wzorcowej [0] otrzymane w ppkt
8.5.3.
Pik III: R, = — W
AIH[S]_ AHI [O}
gdzie:
Ry = wsp6lczynnik odpowiedzi piku III,
Ay [0] i Ay [5] = powierzchnie piku IIl w prébkach wzorcowych [0] i [5] odpowiednio otrzymane
w ppkt 8.5.3,

W = ilo§¢ serwatki w probce wzorcowej [5], tzn. 5.
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9.1.2.

9.1.4.

9.2.

9.3.

Obliczanie wzglednej powierzchni pikéw w probee [E]

S [E} = Rjx AII[E}
SulE]_ (1T, ATI[E]

Sw [E] = Ryx Ay [E]
gdzie:

SII [E], SII [E], SIV[E]

wzgledne powierzchnie pikéw 1L, IIl i IV odpowiednio w prébee [E],

All [E], AIII[E], AIV[E] = powierzchnie pikow II, IIl i IV odpowiednio w probee [E] otrzymane w ppkt
8.4.2,

RII, RIIL, RIV = wsp6lczynniki odpowiedzi obliczone w ppkt 9.1.1.

Obliczanie wzglednego czasu retencji piku IIl w prébee [E]:

l{TIII [E]

RRTyy [E] = RT [5]
m

gdzie:

RRTII [E] = wzgledny czas retencji piku III w prébee [E],

RTII [E] = czas retengji piku Il w probee [E] otrzymany w ppkt 8.4.2,

RTII [5] = czas retengji piku IIl w probee kontrolnej [5] otrzymany w ppkt 8.5.3.

Doswiadczenia wykazaly, ze istnieje liniowa zalezno$¢ migdzy wzglednym czasem retencji piku III, tzn.
RRT,,[E], i warto$cig procentowg serwatki uzupelnionej do 10 %.

— RRTy, [E] jest < 1,000, gdy warto$¢ procentowa serwatki wynosi > 5 %,

— RRT, [E] jest = 1,000, gdy warto$¢ procentowa serwatki wynosi < 5 %.
Dopuszczalna niepewno$¢ w odniesieniu do wartosci RRT,, wynosi + 0,002.

Zazwyczaj warto$¢ RRT,, [0] odchyla si¢ nieco od 1,034. W zaleznosci od stanu kolumn warto$¢ ta
moze zbliza¢ si¢ do 1,000, ale zawsze musi ja przewyzszac.

Wyliczanie wartosci procentowej serwatki podpuszczkowej w proszku w prébee:

W = Sm[E]_[lﬁ +(Sm[0]_ 019)]
gdzie:
W = warto$¢ procentowa m/m serwatki podpuszczkowej w prébee [E];
SIII [E] = = wzgledna powierzchnia piku III prébki badanej [E] otrzymana jak w ppkt 9.1.2;
1,3 = stanowi $rednig powierzchni¢ wzgledna piku III wyrazong w gramach serwatki
podpuszczkowej, na 100 g, oznaczong w niezafalszowanym odtluszczonym mleku

w proszku roznego pochodzenia. Wielko$¢ ta zostala uzyskana do$wiadczalnie;

SIII [0] = stanowi wzgledna powierzchnie piku III, ktéra jest réwna RIII x AIII[0]. Wartosci te
uzyskano w ppkt 9.1.1 i 8.5.3 odpowiednio;

(SII [0] — 0,9) = stanowi poprawke do wykonania w odniesieniu do $redniej powierzchni wzglednej
1,3, gdy SII [0] nie jest réwne 0,9. Do$wiadczalnie $rednia powierzchnia wzgledna
piku III prébki kontrolnej [0] wynosi 0,9.

Doktadnos¢ procedury

Powtarzalnos$¢

Roéznica migdzy wynikami dwoch oznaczent wykonanych réwnoczesnie lub w bezposrednim nastepstwie
przez tego samego analityka za pomoca tej samej aparatury na identycznym materiale badanym nie prze-
kracza 0,2 % m/m.

Odtwarzalnoé¢

Roéznica migdzy dwoma pojedynczymi i niezaleznymi wynikami, otrzymanymi na identycznym materiale
badanym, nie przekracza 0,4 % m/m.
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9.4. Interpretacja
9.4.1.  Przyja¢ nieobecnos¢ serwatki, jezeli wzgledna powierzchnia piku III, S, [E] wyrazona w gramach serwatki

9.4.2.

9.4.3.

9.43.1.

9.4.3.2.

podpuszczkowej na 100 g produktu, wynosi < 2,0 + (Sy[0]-0,9)

gdzie:

2,0 = jest maksymalng warto$scig dopuszczalna dla wzglednej powierzchni piku III przy
uwzglednieniu wzglednej powierzchni piku III, tzn. 1,3 niepewnosci wynikajacej ze
zmian skladu odtluszczonego mleka w proszku oraz odtwarzalno$ci metody (ppkt
9.3.2),

(SII [0] — 0,9) = stanowi poprawke do wykonania, jezeli powierzchnia SIII [0] jest rzna od 0,9 (patrz
ppkt 9.2)

Jezeli wzgledna powierzchnia piku III, Sy[Eljest > 2,0 + (S[0]- 0,9) , a wzgledna powierzchnia piku I,
Sy [E] < 160, oznaczy¢ zawarto$¢ serwatki podpuszczkowej w sposob wskazany w pkt 9.2.

Jezeli wzgledna powierzchnia piku III, Sy[Eljest > 2,0 + (Su[0]- 0,9) , a wzgledna powierzchnia piku I,
Sy [E] < 160, oznaczy¢ catkowita zawarto$¢ bialka (P %), nastepnie zbadaé wykresy 11 2.

Dane otrzymane po analizie probek niezafalszowanego odtluszczonego mleka w proszku, o wysokiej
catkowitej zawartosci biatka, zostaly zgromadzone na wykresach 1 i 2.

Linia ciagla ilustruje regresj¢ liniowa, ktorej wspotezynniki obliczane sa metoda najmniejszych kwad-
ratow.

Linia prosta przerywana wyznacza gérna granice wzglednej powierzchni piku III, z prawdopodobien-
stwem nieprzekroczenia jej w 90 % przypadkdw.

Réwnania w odniesieniu do prostych linii przerywanych na wykresach 1 i 2 s nastepujace:

Su= 0376 P%—0,7 (wykres 1),

Su = 0,0123 S,[E] + 0,93 (wykres 2),
gdzie:

SHI  jest wzgleedng powierzchnig piku III wyliczong albo wedlug calkowitej zawarto$ci biatka albo
wedlug wzglednej powierzchni piku SII [E],

P % jest to calkowita zawarto$¢ biatka wyrazona jako warto$¢ procentowa w masie,
(SI[E] jest to wzgledna powierzchnia prébki obliczona w ppkt 9.1.2.
Réwnania te odpowiadajg liczbie 1,3 wymienionej w ppkt 9.2.

Rozbieznos¢ (T, i T,) migdzy stwierdzong wzgledng powierzchnig S [E] a wzgledng powierzchnig Sy jest
podawana w sposob nastepujacy:

T, = SulE]-[(0,376 P%-10,7) 4 (Su[0]-0,9)]
T, = SIII[E]'[(O’0123 SII[E] + 0793) + (SIII[O]' 0:91)]

Jezeli T1 iflub T2 s3 réwne lub mniejsze od zera, nie mozna ustali¢ obecnosci serwatki podpusz-
czkowej.

Jezzeli T1 i/lub T2  sa wigksze od zera, wystepuje obecno$¢ serwatki podpuszczkowej.
Zawarto$¢ serwatki podpuszczkowej jest obliczana zgodnie ze wzorem:

W =T,+ 091

gdzie:
0,91 jest to odlegloé¢ na pionowej osi migdzy ciaglymi i przerywanymi liniami prostymi.
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ZALACZNIK XIX

(Art. 13)

OZNACZANIE SUCHE] MASY SERWATKI PODPUSZCZKOWE] W ODTLUSZCZONYM MLEKU W

1.

PROSZKU ORAZ W MIESZANKACH ZGODNIE Z ROZPORZADZENIEM (WE) NR 2799/1999

Cel: Wykrycie dodania suchej masy serwatki podpuszczkowej do:

a) odtluszczonego mleka w proszku okreslonego w art. 2 rozporzadzenia (WE) nr 2799/1999; oraz
b) mieszanek okreslonych w art. 4 rozporzadzenia (EW) nr 2799/1999.

Odniesienia: Miedzynarodowa norma ISO 707

Definicja

Zawarto$¢ suchej masy serwatki podpuszczkowej jest oznaczana jako warto$¢ procentowa w masie, ustalona w
ramach opisanej procedury.

Zasada

Zawarto$¢ glikomakropeptydu A jest oznaczana zgodnie z zalgcznikiem XVIIL Probki dajace pozytywne wyniki
poddaje si¢ badaniu na glikomakropeptyd A w drodze zastosowania procedury wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (procedura HPLC) z odwréconymi fazami. Ocena wynikéw jest otrzymywana przez odniesienie do
probek wzorcowych skladajacych si¢ z mleka odtluszczonego w proszku zawierajacego lub nie znang warto$é
procentowg serwatki w proszku. Wyniki wyzsze niz 1% (m/m) wskazuja na obecno$¢ suchej masy serwatki
podpuszczkowej.

Odczynniki

Wszystkie odczynniki muszg by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej. Woda wykorzystywana musi by¢
woda destylowang lub woda o co najmniej réwnorzednej czystosci. Acetonitryl powinien mie¢ jako$¢ spektro-
skopowg lub jakos¢ wymagang dla HPLC.

Odczynniki konieczne do przeprowadzenia procedury sg opisane w zalgczniku XVIII do niniejszego rozporzg-
dzenia.

Odczynniki do HPLC z odwrdconymi fazami.

5.1. Roztwdr kwasu trichlorooctowego

Rozpusci¢ 240 g kwasu trichlorooctowego (CCl,CCOOH) w wodzie i uzupemi¢ do 1000 ml.

5.2 Eluenty A oraz B

Eluent A: 150 ml acetonitrylu (CH,CN), 20 ml izopropanolu (CH,CHOHCH,) oraz 1,00 ml kwasu
trifluorooctowego (TFA, CF,COOH) umieszcza si¢ w 1000-ml kolbie pomiarowej. Uzupelni¢ do
1000 ml woda. Eluent B: 550 ml acetonitrylu, 20 ml izopropanolu oraz 1,00 ml TFA umieszcza si¢
kolbie pomiarowej. Uzupelni¢ do 1000 ml wodg. Przed zastosowaniem przefiltrowaé roztwér eluentu
przez filtr membranowy, o $rednicy poréw wynoszacej 0,45 pm.

5.3. Konserwacja kolumny
Po przeprowadzeniu analizy kolumne plucze si¢ eluentem B (poprzez gradient), a nastepnie splukuje
acetonitrylem (poprzez gradient przez 30 minut). Kolumng przechowuje si¢ w acetonitrylu.

5.4. Prébki wzorcowe

5.4.1.  Mleko odtluszczone w proszku spehniajace wymogi sktadowania w magazynach panistwowych (tzn. (0)).

5.4.2.  To samo mleko odtluszczone w proszku zafalszowane za pomocg 5 % (m/m) podpuszczkowego rodzaju
serwatki w proszku o wzorcowym skladzie (tzn. (5)).

5.4.3. To samo mleko odtluszczone w proszku zafalszowane za pomoca 50 % (m/m) podpuszczkowego
rodzaju serwatki w proszku o wzorcowym skladzie (to jest (50)) ().

Aparatura
Aparatura konieczna do opisanej procedury oméwiona jest w zatgczniku XVIII do niniejszego rozporzadzenia.

6.1.  Waga analityczna.

6.2. Wiréwka, mogaca osiggac sile odsrodkowa 2200 g, wyposazona w rurki wirbwkowe z zatyczkami, o
pojemnosci okoto 50 ml.

(") Podpuszczkowy rodzaj serwatki w proszku o skladzie wzorcowym, jak réwniez zafalszowane odtluszczone mleko w proszku sg
dostepne w NIZO, Kernhemseweg 2, PO Box 20 — NL-6710 BA Ede. Jednakze stosowane mogg by¢ réwniez proszki dajace wyniki
réwnowazne wynikom uzyskiwanym za pomocg proszkéw NIZO.
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6.3. Wstrzgsarka mechaniczna, umozliwiajaca wstrzasanie w temperaturze 50 °C.
6.4. Mieszadlo magnetyczne.
6.5. Lejki szklane, $rednica okoto 7 cm.
6.6. Bibuly filtracyjne, Sredni stopien filtrowania, Srednicy wynoszacej okoto 12,5 cm.
6.7. Szklany sprzet do filtrowania, z filtrem membranowym o $rednicy poréw 0,45 pm.
6.8. Kalibrowane pipety, umozliwiajace podawanie 10 ml (ISO 648, Klasa A lub ISO/R 835), badZ system
umozliwiajacy podawanie 10,0 ml w ciggu dwéch minut.
6.9. Laznia wodna termostatowana ustawiona na temperature 25 £ 0,5 °C.
6.10.  Zestaw do HPLC, skladajacy si¢ z:
6.10.1. Systemu pompujacego o podwdjnym gradiencie.

6.10.2.
6.10.3.

6.10.4.
6.10.5.

6.10.6.

Iniektora, recznego badZ automatycznego, o pojemnosci 100 pl.

Kolumny Dupont Protein Plus (dlugosci 25 cm, Srednica wewnetrzna 0,46 cm) badZ réwnowaznej jej
kolumny odwrdconej fazy opartej o krzemionke o szerokiej porowatosci.

Termostatycznego pieca kolumnowego, ustawionego na temperature 35 + 1 °C.

Detektora dla zmiennej dlugosci fal UV, umozliwiajacego pomiary przy 210 nm (w razie koniecznosci
mozna stosowa¢ dtugos¢ fal do 220 nm), o czulosci wynoszacej 0,02.

Integratora umozliwiajacego catkowanie powierzchni pikéw (dolina-dolina).

Uwaga

Dziatanie kolumny w temperaturze pokojowej jest mozliwe, pod warunkiem ze temperatura pokojowa
nie podlega wahaniom wigkszym niz 1 °C, w przeciwnym razie ma miejsce zbyt duze wahanie w retencji
czasu GMP.

Pobieranie probek

7.1. Probki musza by¢ pobierane zgodnie z procedura okre$lona w migdzynarodowej normie ISO 707.
Jednakze Panistwa Czlonkowskie mogg wykorzystywaé inng metode pobierania probek pod warunkiem,
ze jest ona zgodna z zasadami powyzszej normy.

7.2. Probke skladowaé w warunkach wykluczajacych pogorszenie lub zmiane skladu.

Procedura

8.1. Przygotowanie prébki badanej
Przenie$¢ mleko w proszku do onemnika o pojemnosci okoto dwukrotnie wigkszej niz objgto$¢ proszku,
wyposazonego w szczelng pokrywke. Natychmiast zamkngé pojemnik. Wymiesza¢ dobrze mleko w
proszku poprzez wiclokrotne odwracanie pojemnika.

8.2. Porcja badana
Odmierzy¢ wagowo 2,000 £ 0,001 g probki badanej i umiesci¢ w rurce wirdwkowej (ppkt 6.2) lub w
odpowiedniej kolbie z zatyczka (50 ml).

8.3. Usuwanie ttuszczu i biatek

8.3.1. Do pordji badanej dodac 20 g cieptej wody (50 °C). Rozpusci¢ proszek, potrzasajac przez pig¢ minut lub
30 minut w przypadku maslanki kwasowej, za pomoca wstrzasarki mechanicznej (ppkt 6.3). Umiesci¢
rurke w tazni wodnej i pozostawi¢ do wyréwnania si¢ temperatury do 25 °C.

8.3.2.  Przez dwie minuty dodawa¢ stopniowo 10,0 ml roztworu kwasu trichlorooctowego (ipkt 5.1), mieszajac
jednoczesnie energicznie mieszadlem magnetycznym (ppkt 6.4). Umiesci¢ probéwke w lazni wodnej
(ppkt 6.9) i pozostawi¢ na 60 minut.

8.3.3. Odwirowywaé (ppkt 6.2) 2,200 g przez 10 minut lub filtrowaé przez bibule (ppkt 6.6), odrzucajac
pierwsze 5 ml filtratu.

8.4. Oznaczanie chromatograficzne

8.4.1. Wykona¢ analize HPLC w sposéb opisany w zalgczniku XVIII. W przypadku otrzymania wyniku nega-

tywnego analizowana probka nie zawiera suchej masy serwatki podpuszczkowej w ilosciach wykrywal-
nych. Jezeli wynik jest pozytywny, musi zosta¢ zastosowana okreslona ponizej procedura HPLC z odwro-
conzmi fazami. Obecno§¢ maslanki kwasowej w proszku moze stanowi¢ podstawe falszywie pozytyw-
nych wynikéw. Metoda HPLC z odwréconymi fazami wyklucza takg mozliwosc.
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8.4.2.

8.4.3.

Przed przeprowadzeniem analizy HPLC z odwrdconymi fazami zoptymalizowane powinny zostaé
warunki gradientow. Czas retencji wynoszacy 26 = 2 minuty dla GMPA jest optymalny dla systeméw
gradientowych o objetosci martwej wynoszacej okoto 6 ml (objetos¢ od punktu, w ktérym rozpuszczal-
niki schodzg si¢ razem do objetosci iniektora wlacznie). Systemy gradientowe o mniejszej objetosci
martwej (np. 2 ml) powinny osiagaé optymalny czas retencji 22 minuty.

Wzigé roztwory prébek wzorcowych (ppkt 5.4) z dodatkiem oraz bez dodatku 50 % serwatki podpuszcz-
kowe;j.

Dokona¢ iniekcji 100 pl supernatantu lub filtratu (ppkt 8.3.3) do aparatury HPLC dzialajacej w warun-
kach gradientu prébnego podanych w tabeli 1.

Tabela 1

Warunki gradientu prébnego dla optymalizacji chromatografii

(m(i:rzlisty) (nlg/zr;};my) % A %B Krzywa
Pocz. 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

Poréwnanie dwéch chromatograméw powinno ujawni¢ polozenie (piku GMP,).

Wykorzystujac podany ponizej wzor, mozna obliczy¢ sktad poczatkowego rozpuszczalnika, ktéry ma
zosta¢ uzyty do normalnego gradientu (patrz ppkt 8.4.3)

%B = 10-2,5 + (13,5 + (RTgmpA — 26/6)) * 30/27

%B = 7,5 + (13,5 + (RTgmpA - 26/6)) 1,11
Gdzie:
RTgmpA:  czas retencji GMP, w gradiencie probnym
10: wstepny % B gradientu probnego
2,5 % B w punkcie $srodkowym minus % B w punkcie poczatkowym w gradiencie normalnym
13,5: czas w punkcie Srodkowym gradientu probnego
26: wymagany czas retencji GMP,,
6: stosunek nachylen gradientu prébnego i normalnego
30: % B na wstepie minus % B w 27. minucie gradientu probnego
27: czas dzialania gradientu probnego.

Wzigé roztwory prébek do badan

Dokona¢ iniekcji dokladnie odmierzonch 100 pl supernatantu lub filtratu (ppkt 8.3.3) do aparatury HPLC
dzialajacej przy przeplywie wynoszacym 1,0 roztworu eluentu (ppkt 5.2) na minute.

Sktad eluentu w chwili rozpoczecia analizy otrzymuje si¢ z ppkt 8.4.2. Normalnie jest on zblizony do
AB = 76:24 (ppkt 5.2). Natychmiast po dokonaniu iniekcji rozpoczyna si¢ gradient liniowy, ktéry
prowadzi do 5% zwigkszenia wartosci procentowej B po 27 minutach. Nastgpnie rozpoczety zostaje
gradient liniowy, ktéry doprowadza sk}a({) eluentu do 90 % B w ciggu pieciu minut. Sklad ten jest utrzy-
mywany przez pie¢ minut, po czym zostaje zmieniony, poprzez gradient liniowy w ciagu pigciu minut
do skladu wstepnego. W zaleznodci od wewngtrznej pojemnosci systemu pompujacego nastepna iniekcja
moze zosta¢ wykonana 15 minut po osiggnieciu warunf«')w poczatkowych.

Uwagi

1. Czas retencji glikomakropeptydu powinien wynosi¢ 26 + dwie minuty. Moze to zosta¢ osiagniete w
drodze rdznicowania wstgpnych oraz koficowych warunkow pierwszego gradientu. Jednakze réznica
w % B dla wstepnych oraz koncowych warunkéw pierwszego gradientu musi pozostawal na
poziomie 5 % B.

2. Eluenty powinny by¢ odgazowane w sposéb wystarczajacy i pozostawaé od%azowane. Jest to istotne
dla sprawnego funkcjonowania gradientowego systemu pompowania. Odchylenie standardowe dla
czasu retengji piku GMP powinno wynosi¢ mniej niz 0,1 minuty (n = 10).

3. Co pig¢ probek powinna by¢ sporzadzona przez iniekcje probka wzorcowa (5) w celu obliczenia
nowego wspolczynnika odpowiedzi R. (ppkt 9.1.1).
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8.4.4.  Wryniki chromatograficznej analizy prébki do badan (E) sa otrzymywane w postaci chromatogramu, w

8.5.

ktorym pik GMP identyfikowany jest za pomoca swojego czasu retencji wynoszacego okoto 26 minut.

Integrator (ppkt 6.40.6) automatycznie oblicza szczytowa wysoko$¢ H piku GMP. W kazdym chromato-
gramie powinno zosta¢ sprawdzone }po}oienie linii podstawowej. Analiza lub calkowanie powinny zosta¢
powtérzone w przypadku nieprawidtowego potozenia linii podstawowe;.

Istotne jest zbadanie wygladu kazdego chromatogramu przed dokonaniem interpretacji iloéciowef'(, w celu
wykrycia jakichkolwiek nieprawidlowosci bedacych skutkiem wadliwego dziatania aparatury lub kolumny
badz wynikajacych z pochodzenia i rodzaju analizowanej prébki. W razie watpliwosci analize powto-
rzy¢.

Kalibragja

Do prébek wzorcowych (ppkt 5.4.1-5.4.2) stosowaé dokladnie procedure opisang od ppkt 8.2 do ppkt
8.4.4. Uzywacl $wiezo przygotowanych roztworéw, z powodu degradacji GMP w $rodowisku 8-procento-
wego kwasu trichlorooctowego w temperaturze pokojowej. W temperaturze 4 °C roztwér pozostaje
stabilny przez 24 godziny. W przypadku dlugich serii analiz pozadane jest korzystanie ze schlodzonej
tacki na probki w iniektorze automatycznym.

Uwaga

Podpunkt 8.4.2 mozna opusci¢ w przypadku, gdy % B w warunkach poczatkowych znany jest z poprzed-
nich analiz.

Chromatogram prébki wzorcowej (5) powinien by¢ analogiczny do pokazanego na rysunku 1. Na tym
rysunku pik GMP, poprzedzony jest przez dwa male piki. Istotne jest uzyskanie podobnej separacji.

Przed oznaczeniem chromatograficznym probek dokonaé iniekeji 100 pl prébki wzorcowej bez serwatki
podpuszczkowej (0) (ppkt 5.4.1).

Chromatogram nie powinien wykazywa¢ piku w czasie retencji piku GMP,.

Oznaczy¢ wspolczynniki odpowiedzi R przez iniekcje takiej samej objetosci filtratow (ppkt 8.5.1) jak
wykorzystana do préobek.

Sposéb prezentowania wynikow

9.1.

9.2.

9.3.

Metoda obliczania oraz wzory
Wyliczanie wspdlczynnika odpowiedzi R:

Pik GMP: R = W/H

Gdzie:

R= wspolczynnik odpowiedzi piku GMP
H= wysokos¢ piku GMP

W= ilos¢ serwatki w probee wzorcowe;j (5).

Obliczanie wartosci procentowej serwatki podpuszczkowej w proszku, w prébee

R x H(E)

gdzie:

W(E)= warto$¢ procentowa (m/m) serwatki podpuszczkowej w probee (E).
R= wspolezynnik odpowiedzi piku GMP (ppkt 9.1.1)

H(E)= wysoko$¢ piku GMP dla probki (E).

W przypadku gdy warto$¢ W(E) jest wigksza niz 1 %, a réznica miedzy czasem retencji a czasem retencji
probki wzorcowej (5) jest mniejsza niz 0,2 minuty, stwierdzona jest obecno$¢ suchej masy serwatki
podpuszczkowe;j.

Doktadnosé procedury
Powtarzalnos¢
Réznica migdzy wynikami dwoch oznaczen przeprowadzanych réwnoczes$nie badz w bezposrednim

nastepstwie przez tego samego analityka za pomocg tej samej aparatury na identycznym materiale
badanym nie przekracza 0,2 % m/m.
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9.3.2.  Odtwarzalnosé

Dotychczas nieustalona.

9.3.3. Liniowo$¢

Przy 0-16 % serwatki podpuszczkowej powinna zosta¢ uzyskana zalezno$¢ liniowa, ze wspdlczynnikiem
korelacji > 0,99.

9.4. Interpretacja

9.4.1. Uwaza sig, Ze serwatka wystepuje, w przypadku gdy wymk otrzymany w ppkt 9.2. jest wyzszy niz 1%
m/m, a czas retencji piku GMP rézni si¢ o mniej niz 0,2 minuty od czasu dla prébki wzorcowej
(5).Warto$¢ graniczna wynoszaca 1 % jest ustalana zgodnie z przepisami ppkt 9.2 i 9.4.1 zalacznika V do
rozporzadzenia (EWG) nr 625/78.

Absorbancja (220 nm)

prepuels 9°p-IN — [ e[PqeL

A
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ZALACZNIK XX
(Art. 14)

ODTLUSZCZONE MLEKO W PROSZKU: ILOSCIOWE OZNACZANIE ZAWARTOSCI FOSFATYDYLOSE-
RYNY I FOSFATYDYLOETANOLAMINY

Metoda HPLC z odwréconymi fazami

1. Zakres i dziedzina stosowania
Metoda opisuje procedure ilosciowego oznaczania fosfatydyloseryny (PS) oraz fosfatydyloetanolaminy (PE) w
odtluszczonym mleku w proszku (SMP) i nadaje si¢ do wykrywania suchej masy maslanki w odtluszczonym
mleku w proszku.

2. Definicja
Zawarto$¢ PS + PE: ulamek masowy substancji oznaczony z wykorzystaniem procedury okreslonej niniejszym.
Wynik wyrazony jest w miligramach dipalmitoilu fosfatydyloetanoloaminy (PEDP) na 100 g proszku.

3. Zasada

Ekstrakcja aminofosfolipidéw z odtworzonego odtluszczonego mleka w proszku za pomocg metanolu. Ozna-
czanie PS i PE jako pochodnych o-ftalodialdehydu (OPA) metoda HPLC z odwréconymi fazami (RP) oraz wykry-
wanie fluoroscencyjne. Kwantyfikacja zawartosci PS i PE w badanej probce przez odniesienie do probki wzorcowej
zawierajgcej znang ilos¢ PEDP.

4. Odczynniki
Wszystkie odczynniki muszg by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej. Woda musi by¢ destylowana lub co
najmniej o réwnorzednej czystosci, chyba ze ustalono inacze;j.

4.1. Materiat wzorcowy:PEDP, czystos¢ co najmniej 99 %

Uwaga: Material wzorcowy musi by¢ przechowywany w temperaturze —18 °C.

4.2. Odczynniki do przygotowania prébki wzorcowej i prébki do badar
4.2.1.  Metanol czystosci HPLC
4.2.2.  Chloroform czysto$ci HPLC

4.2.3.  Chlorowodorek tryptaminy

4.3 Odczynniki do derywatyzagji o-ftalodialdehydu

4.3.1.  Wodorotlenek sodu, roztwér wodny 12 M

4.3.2.  Kwas borny, roztwér wodny 0,4 M dostosowany do 10,0 pH za pomocg wodorotlenku sodu (ppkt 4.3.1)
4.3.3.  2-markaptoetanol

4.3.4.  o-ftalodialdehyd (OPA)

4.4. Rozpuszczalniki elucyjne do HPLC

Rozpuszczalniki elucyjne musza by¢ przygotowane przy uzyciu odczynnikéw czystosci HPLC.
4.4.1. Woda czystosci HPLC
4.42.  Metanol o czystosci sprawdzonej fluorymetrycznie.
4.43.  Tetrahydrofuran
4.4.4.  Diwodorofosforan sodu
4.4.5.  Octan sodu
4.4.6. Kwas octowy

5. Aparatura
5.1. Waga analityczna
5.2. Zlewki o pojemnosci 25 i 100 ml
5.3. Pipety, dozujace 1110 ml

5.4. Mieszadlo magnetyczne
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Kalibrowane pipety, dozujace 0,2, 0,51 5 ml
Kolby pomiarowe o pojemnosci 10, 50 i 100 ml
Strzykawki o pojemnosci 20 i 100 pl

Laznia ultradzwickowa

Wiréwka dzialajaca przy 27 000 x g

Fiolki szklane o pojemnosci okoto 5 ml
Cylinder pomiarowy o pojemnosci 25 ml
Pehametr

Sprzet do HPLC

System pompujgcy o podwéjnym gradiencie o mozliwosci dziatania 1,0 ml/min przy 200 barach
Automatyczny probnik do pobierania probek o zdolnosci rézniczkujacej.

Ogrzewacz kolumnowy ustawiony na 30 °C

Detektor fluorescencji ustawiony na dtugo$¢ fal wzbudzenia 330 nm i dlugo$¢ fal emisji 440 nm
Integrator lub oprogramowanie do przetwarzania danych zdolne do pomiaru powierzchni pikéw

Kolumna Lichrosphere — 100 (250 x 4,6 mm) lub réwnorzedna kolumna wypehiona oktadecylosilanem
(C18) o wielkosci czasteczek 5 pm

Pobieranie prébek

Pobieranie probek musi by¢ przeprowadzane zgodnie z normg IDF 50B: 1985.

Procedura

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

Przygotowanie wewngtrznego roztworu wzorcowego

Odmierzy¢ wagowo 30,0 = 0,1 mg chlorowodorku tryptaminy (ppkt 4.2.3) do 100 ml kolby pomia-
rowej (ppkt 5.6), uzupeli¢ do znaku metanolem (ppkt 4.2.1). Odmierzy¢ pipeta (ppkt 5.3) 1 ml tego
roztworu do kolby pomiarowej 10 ml (ppkt 5.6) i uzupetni¢ do znaku metanolem (ppkt 4.2.1), w celu
uzyskania stezenia 0,15 mM tryptaminy.

Przygotowanie roztworu prébki badanej

Odmierzy¢ wagowo 1,000 £ 0,001 g probki odttuszczonego mleka w proszku do 25 ml zlewki (ppkt
5.2). Doda¢ pipeta (ppkt 5.3) 10 ml wody destylowanej o temperaturze 40 °C i miesza¢ mieszadlem
magnetycznym (ppkt 5.4) przez 30 min do calkowitego rozpuszczenia grudek. Odmierzy¢ pipeta (ppkt
5.5) 0,2 ml odtworzonego mleka do 10 ml kolby pomiarowej (ppkt 5.6), za pomoca strzykawki (ppkt
5.7) doda¢ 100 pl roztworu 0,15 mM tryptaminy (ppkt 7.1) i uzupelni¢ objeto$¢ metanolem (ppkt
4.2.1). Wymiesza¢ dokladnie, odwracajac kolbe i poddajac dziataniu ultradzwickéw (ppkt 5.8) przez 15
minut. Odwirowywaé (ppkt 5.9) przy 27 000 x g przez 10 minut i zebra¢ supernatant do szklanej
probowki (ppkt 5.10).

Uwaga: Do chwili przeprowadzania analizy HPLC roztwér prébki do badan powinien by¢ przechowy-
wany w temperaturze 4 °C.

Przygotowanie zewngtrznego roztworu wzorcowego

Odmierzy¢ wagowo 55,4 mg PEDP (ppkt 4.1) do 50 ml kolby pomiarowej (ppkt 5.6) i dodaé okoto
25 ml chloroformu (ppkt 4.2.2), uzywajac kalibrowanego cylindra (ppkt 5.11). Ogrza¢ zakorkowana
kolbe do 50 °C i wymiesza¢ dokladnie, az do rozpuszczenia PEDP. Schiodzi¢ kolbe do 20 °C, uzupelni¢
objeto$¢ metanolem (ppkt 4.2.1) i wymieszal odwracajgc. Odmierzy¢ pipeta 1 ml (ppkt 5.3) tego
roztworu do 100 ml kolby pomiarowej (ppkt 5.6), uzupelni¢ objetos¢ metanolem (ppkt 4.2.1). Odmie-
rzy¢ pipeta 1 ml (ppkt 5.3) tego roztworu do 10 ml kolby pomiarowej (ppkt 5.6), dodaé 100 pl (ppkt
5.7) roztworu 0,15 mM tryptaminy (ppkt 7.1) i uzupehi¢ objeto$¢ metanolem (ppkt 4.2.1). Wymieszac,
odwracajac.

Uwaga: Do chwili przeprowadzania analizy HPLC roztwor prébki wzorcowej powinien by¢ przechowy-
wany w temperaturze 4 °C.

Przygotowanie odczynnika derywatyzacyjnego

Odmierzy¢ wagowo 25,0 + 0,1 mg OPA (ppkt 4.3.4) do 10 ml kolby pomiarowej (ppkt 5.6), dodaé
0,5 ml (ppkt 5.5) metanolu (ppkt 4.2.1) i wymiesza¢ dokladnie w celu rozpuszczenia OPA. Uzupehi¢
do znaku roztworem kwasu bornego (ppkt 4.3.2) i doda¢ 20 pl 2-markaptoetanolu (ppkt 4.3.3),
uzywajac strzykawki (ppkt 5.7).

Uwaga: Odczynnik derywatyzacyjny powinien by¢ przechowywany w temperaturze 4 °C w ciemnej
probéwee, kiedy to zachowuje stabilno$¢ przez okres jednego tygodnia.
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7.5. Oznaczanie za pomocg HPLC

7.5.1.  Rozpuszczalniki elucyjne (ppkt 4.4)

Rozpuszczalnik A:
Roztwér 0,3 mM diwodorofosforanu sodu i roztwér 3 mM octanu sodu (dostosowane do pH 6,5 za
pomocg kwasu octowego): metanol: tetrahydrofuran = 558:440:2 (v/v/[v)
Rozpuszczalnik B:
metanol
7.5.2.  Zalecany gradient elucji
Czas (min) Rozpuszczalnik A (%) Rozpuszczalnik B (%) Predkos¢ I;;ZHCE}}’WU (ml]
Poczatkowy 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
Uwaga: W celu uzyskania rozdzielenia pokazanego na rysunku 1 moze okaza¢ si¢ konieczna lekka
modyfikacja gradientu eluji.
Temperatura kolumny: 30 °C.

7.5.3.  Objetos¢ iniekgji: 50 pl odczynnika derywatyzacyjnego i 50 pl roztworu prébki.

7.5.4.  Réwnowazenie kolumny
Uruchamiajac uklad codziennie, sptukiwaé kolumny rozpuszczalnikiem B o 100-procentowym stezeniu
przez 15 minut, nastepnie ustali¢ rozpuszczalniki A i B w proporcji 40: 60 i wyréwna¢ do poziomu
1 ml/min dla 15 minut. Przeprowadzi¢ $lepa probe poprzez iniekcje metanolu (ppkt 4.2.1).

Uwaga: Przed dlugotrwalym przechowywaniem pluka¢ kolumne roztworem metanolu i chloroformu w
proporgji 80: 20 (v[v) przez 30 minut.

7.5.5.  Oznaczenie zawartosci PS + PE w badanej prébce.

7.5.6. Przeprowadzi¢ seri¢ analiz chromatograficznych, utrzymujac staly czas miedzy seriami w celu uzyskania
stalych okreséw retencji. Wprowadza¢ zewnetrzny roztwor wzorcowy (ppkt 7.3) co 5-10 roztworéw
badanych prébek w celu ustalenia wspélczynnika odpowiedzi.

Uwaga: Kolumna musi by¢ czyszczona przez plukanie 100-procentowym rozpuszczalnikiem B (ppkt
7.5.1) co najmniej przez 30 minut, co 20-25 serii.

7.6. Sposéb catkowania

7.6.1.  Pik PEDP
PEDP jest eluowany jak pojedynczy pik. Oznaczyé powierzchni¢ piku przez catkowanie powierzchni
pikéw (dolina-dolina).

7.6.2.  Pik tryptaminy

Tryptamina jest eluowana jak pojedynczy pik (rysunek 1). Oznaczy¢ powierzchni¢ piku poprzez calko-
wanie powierzchni pikéw (dolina-dolina).
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10.

7.6.3.  Grupy pikéw PS i PE

Na nizej opisanych warunkach (rysunek 1) PS jest eluowany w formie dwoéch czgsciowo nierozdzielonych
pikéw poprzedzonych mniejszym pikiem. PE jest wyplukiwany/eluowany w formie trzech czg$ciowo
nierozdzielonych pikéw. Oznaczy¢ calkowita powierzchnie kazdej grupy pikéw przez utworzenie linii
podstawowej zgodnie z rysunkiem 1.

Obliczanie i prezentacja wynikow

Zawarto$¢ PS i PE w probce badanej oblicza sie, jak nastepuje:
C =55,36 xﬁxL
A] 2

gdzie:
C = zawarto$¢ PS lub PE (mg/100 g proszku) w probce badanej

A, = powierzchnia piku PEDP roztworu probki wzorcowej (ppkt 7.3)

A, = powierzchnia piku PS lub PE roztworu prébki badanej (ppkt 7.2)

T, = powierzchnia piku tryptaminy w roztworze prébki wzorcowej (ppkt 7.3)
T, = powierzchnia piku tryptaminy w roztworze prébki badanej (ppkt 7.2)
Doktadno$¢

Uwaga: Wartosci dotyczace powtarzalnoici zostaly obliczone zgodnie z miedzynarodowa norma IDF ().
Tymczasowa warto$¢ graniczng odtwarzalnosci obliczono zgodnie z procedura okreslong w zataczniku
111 lit. b) do niniejszego rozporzadzenia.

9.1. Powtarzalnos¢

Wzgledne odchylenie standardowe powtarzalno$ci, wyrazajace zmienno$¢ niezaleznych wynikéw anali-
tycznych otrzymanych przez ten sam podmiot, wykorzystujacy t¢ sama aparaturg, w takich samych
warunkach, na takiej samej probce badanej oraz w krétkim odstepie czasu, nie powinno przekraczaé 2 %
wzgledne. Jezeli dwa oznaczenia sg otrzymane w tych warunkach, wzgledna réznica migdzy dwoma
wynikami nie powinna by¢ wigksza niz 6 % $redniej arytmetycznej wynikow.

9.2. Odtwarzalnosé

Jezeli dwa oznaczenia otrzymane sg przez podmioty w réznych laboratoriach wykorzystujace rézng
aparatur¢ w réznych warunkach, podczas analizy tej samej probki wzgledna réznica miedzy dwoma
wynikami nie powinna by¢ wigksza niz 11 % $redniej arytmetycznej wynikow.

Odniesienia:

10.1.  Resmini P., Pellegrino L., Hogenboom J.A., Sadini V., Ramilli M.: ,Detection of buttermilk solids in skim-
milk powder by HPLC quantification of aminophospholipids”. Sci. Tecn. Latt.-Cas. 39,395 (1988).

(') Miedzynarodowa norma IDF 135B/1991. Mleko i przetwory mleczne. Charakterystyka precyzji metod analitycznych. Zarys procedury
wspOtpracy badawczej.
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Rysunek 1: Wzdr HPLC dla pochodnych OPA fosfatydyloseryny (PS) i fosfatydyloetanoloaminy (PE) w wyciagu metanolowym odtworzonego odtluszczonego mleka w proszku. Podaje si¢ catkowanie dla pikéw PS, PE i
tryptaminy (wz6r wewnetrzny).

Rysunek 1: Wzér HPLC dla pochodnych OPA fosfatydyloseryny (PS) i fosfatydyloetanoloaminy (PE) w wyciagu metanolowym odtworzonego odtluszczonego mleka w proszku. Podaje si¢ catkowanie dla pikow
PS, PE i tryptaminy (wzor wewnetrzny).
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ZALACZNIK XXI

(Art. 15)

WYKRYWANIE POZOSTALOSCI ANTYBIOTYKOW I SULFONAMID()W/DAPSONU W ODTLUSZCZONYM
MLEKU W PROSZKU

Stosuje si¢ badanie przesiewowe na inhibicje mikrobiologiczng, przy uzyciu Bacillus stearothermophilus var. calidolactis
C953jako mikroorganizmu badanego, o czulosci odpowiedniej do wykrycia w mleku 4 pg benzylopenicyliny oraz 100
pg sulfadymidyny. W handlu sg dostepne zestawy do badan i mozna ich uzywad, o ile maja one wymagang czulo$¢ w
odniesieniu do benzylopenicyliny i sulfadymidyny ().

Do badania uzywa si¢ odtworzonego odtluszczonego mleka w proszku (I g proszku + 9 ml wody destylowanej).
Badanie przeprowadza si¢ w sposéb opisany w biuletynie IDF — nr 258/1991, sekcja 1, rozdziat 2, badz zgodnie z
instrukcjg producenta zestawu do badan.
Wyniki pozytywne nalezy interpretowaé w spos6b nastgpujacy:
1) Powtérzy¢ badanie, dodajac do systemu badawczego penicylinaze.
Wynik pozytywny: Za pomocg tej procedury nie mozna zidentyfikowa¢ substancji hamujacej.
Wynik negatywny: Substancja hamujaca jest antybiotyk beta-laktam.
2) Powté6rzy¢ badanie, dodajac do systemu badawczego kwas p-aminobenzoesowy:
Wynik pozytywny: Za pomocg tej procedury nie mozna zidentyfikowa¢ substancji hamujacej.
Wynik negatywny: Substancja hamujaca jest sulfonamid/dapson.
3) Powtérzy¢ badanie, dodajac do systemu badawczego penicylinaz¢ + kwas p-aminobenzoesowy:
Wynik pozytywny: Za pomocy tej procedury nie mozna zidentyfikowac substancji hamujacej.
Wynik negatywny: Substancjami hamujacymi sg antybiotyk beta-laktam oraz sulfonamid/dapson.

(') Wazne spostrzezenie: Przy analizie odtluszczonego mleka w proszku mozna uzyskaé wyniki falszywie pozytywne. Dlatego wazne jest
sprawdzenie, czy wykorzystywany system badawczy nie daje wynikow falszywie pozytywnych.
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ZALACZNIK XXII
(Art. 16)

ILOSCIOWE OZNACZANIE ZAWARTOSCI MLEKA ODTLUSZCZONEGO W PROSZKU W MIESZANKACH

PASZOWYCH, METODA ENZYMATYCZNE] KOAGULACJI PARAKAZEINY

Cel

Ilo$ciowe oznaczenie zawartosci mleka odtluszczonego w proszku w mieszankach paszowych metodg enzyma-
tycznej koagulacji parakazeiny.

Zakres

Metoda ma zastosowanie w odniesieniu do mieszanek paszowych zawierajacych co najmniej 10 % odtluszczonego
mleka w proszku; duze iloSci maslanki iflub niektérych biatek niepochodzacych z mleka moga prowadzi¢ do
powstania zakl6cen.

Zasada metody

3.1.  Rozpuszczenie kazeiny zawartej w mieszance paszowej poprzez eckstrahowanie za pomocg roztworu
cytrynianu sodu.

3.2.  Dostosowanie st¢zenia jonéw wapnia do wymaganego poziomu w celu oddzielenia parakazeiny; paraka-
zeina uzyskiwana jest z kazeiny poprzez dodanie podpuszczki.

3.3, Zawarto$¢ azotu w osadzie parakazeiny okreSlana jest metodg Kjeldahla, zgodnie z opisem w normie 20A
1986; ilos¢ odtluszczonego mleka w proszku jest obliczana na podstawie minimalnej zawartosci kazeiny
wynoszacej 27,5 % (patrz ppkt 9.1).

Odczynniki

Wszystkie odczynniki musza by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej. Woda wykorzystywana musi by¢
wodg destylowana lub woda co najmniej o rownorzednej czystosci. Z wyjatkiem podpuszczki (ppkt 4.5) wszystkie
odczynniki i roztwory musza by¢ wolne od substancji azotowych.

4.1.  Cytrynian (tri) sodu, dihydrat (1 % roztwor).

4.2.  Chlorek wapnia (roztwér 2M). Odmierzy¢ wagowo 20,018 g CaCO, (jakos¢ analityczna) w naczyniu
porcelanowym o odpowiedniej wielkosci (od 150 do 200 ml) lub w zlewce. Zala¢ woda destylowang i
przenies¢ do lazni o wrzacej wodzie. Dodawaé powoli 50-60 ml roztworu HCl (koncentrat HCl: woda
= 1:1) w celu catkowitego rozpuszczenia weglanu. Utrzymywaé w fazni o wrzacej wodzie do chwili uzys-
kania suchego CaCl,, w celu wyeliminowania HCl, ktéry nie wszedt w reakcje. Przenie$¢ za pomoca wody
destylowanej do 100 ml kolby pomiarowej i rozcieiczy¢ do znaku. Zmierzy¢ warto$¢ pH, ktéra nie moze
by¢ mniejsza niz 4,0. Przechowywal roztwér w chlodziarce.

4.3.  Wodorotlenek sodu 0,1 N.
4.4, Kwas chlorowodorowy 0,1 N.

4.5.  Plynna podpuszczka cieleca (wzorcowe stezenie 1:10 000). Przechowywac w chlodziarce w temperaturze

od 4 do 6 °C.

4.6.  Odczynniki do iloSciowego oznaczania azotu wedlug metody Kjeldahla, zgodnie z opisem w normie IDF
20A 1986.

Aparatura

Typowa aparatura laboratoryjna, skladajaca si¢ z:

5.1.  Mozdzierza lub homogenizatora

5.2, Wagi analitycznej

5.3.  Wirdwki przenosnej (2000-3000 obr./min) z rurkami o pojemnosci 50 ml

5.4.  Mieszadla magnetycznego z adherentami (10-15 mm)

5.5.  Zlewek 150-200 ml

5.6.  Kolby 250 oraz 500 ml

5.7.  Lejkéw szklanych o $rednicy 60-80 mm

5.8.  Szybko filtrujacej bezpopiolowej bibuly, o srednicy 150 mm (S.S. 589, S.S. 595 1/2)

5.9.  Pipet o réznych pojemno$ciach nominalnych
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5.10. taZzni wodnej termostatowanej w temperaturze 37 °C

5.11. Pehametru

5.12. Zestawu do wytrawiania i destylacji metoda Kjeldahla wraz z osprz¢tem

5.13. 25 ml kalibrowanych biuretéw

5.14. Plastykowej tryskawki do wody destylowanej

5.15. Lopatki ze stali nierdzewnej

5.16. Termometréw

5.17. Pieca suszarniczego, regulowanego termostatycznie.

6.  Procedura

6.1.  Przygotowanie prébki.

Zetrze¢ w moZdzierzu lub zhomogenizowaé w miynku 10-20 g probki w celu uzyskania jednorodnej
mieszanki.

6.2.  Rozpuszczenie mleka w proszku oraz oddzielenie nierozpuszczalnych pozostatosci.

6.2.1. Odmierzy¢ wagowo 1,000 +/- 0,002 g dobrze zhomogenizowanej mieszanki paszowej (ppkt 6.1) bezpo-
$rednio do rurki wiréwkowej o pojemnosci 50 ml. Doda¢ 30 ml roztworu cytrynianu (tri) sodu (ppkt
4.1) podgrzanego uprzednio do temperatury 45 °C. Miesza¢ za pomocy mieszadla magnetycznego co
najmniej przez pig¢ minut.

6.2.2. Wirowa¢ przy 500 g (2000-3000 obr./min) przez 10 minut, a nastgpnie dekantowaé czysty wodny
supernatant do zlewki o pojemnosci od 150 do 200 ml, dbajgc o to, aby nie przela¢ zadnej czesci luznego
materiatu pozostajacego na dnie.

6.2.3. Przeprowadzi¢ dwie kolejne ekstrakcje pozostatosci, wedlug tej samej procedury, dodajac uzyskane
ekstrakty do pierwszego.

6.2.4. Jezeli na powierzchni utworzy si¢ warstwa oleju, schtodzi¢ ekstrakt w chlodziarce do chwili zestalenia sig
tluszczu i usunad zestalong warstwe za pomocg topatki.

6.3.  Koagulacja kazeiny za pomoca enzyméw podpuszczki.

6.3.1. Nie przerywajac mieszania, dodawac po kropli 3,4 ml nasyconego roztworu chlorku wapnia (ppkt 4.2) do
catosci ekstraktu wodnego (okoto 100 ml). Dostosowal pH do 6,4-6,5 przy uzyciu roztworéw NaOH
(ppkt 4.3) lub HCl (ppkt 4.4). Umiesci¢ w regulowanej termostatycznie fazni wodnej w temperaturze 37
°C na 15-20 minut w celu uzyskania rownowagi solnej. Stanie si¢ to bardzo wyrazne poprzez uformo-
wanie si¢ lekkiego zmetnienia.

6.3.2. Przenies$¢ plyn do jednej (lub dwdch) rurek wirdwkowych i odwirowywaé przy 2000 g przez 10 minut w
celu usunigcia wytraconego materialu. Przenie$¢ supernatant, nie sptukujac osadu, do jednej (lub dwdch)
rurek wiréwkowych.

6.3.3. Doprowadzi¢ temperature supernatantu z powrotem do 37 °C. Mieszajac ekstrakt, dodawaé po kropli,
0,5 ml plynnej podpuszczki (ppkt 4.5). Koagulacja zachodzi w ciggu jednej lub dwéch minut.

6.3.4. Wlozy¢ z powrotem prébke do lazni wodnej i pozostawi¢ w temperaturze 37 °C na 15 minut. Wyjaé
prébke z lazni i rozbi¢ koagulat poprzez mieszanie. Wirowaé przy 2000 g przez 10 minut. Filtrowaé
supernatant przez odpowiednig bibule filtracyjng (') (Whatman nr 541 lub réwnorzedng) i zachowad
bibule filtracyjng. Przemy¢ osad,mieszajac go w rurce wiréwkowej z 50 ml wody o przyblizonej tempera-
turze 35 °C.

Wirowaé ponownie przy 2000 g przez 10 minut. Przefiltrowaé supernatant przez zachowang poprzednio
bibule filtracyjna.

6.4.  Oznaczanie zawartosci azotu w kazeinie

6.4.1. Po przemyciu przenie$¢ iloSciowo osad na zachowana poprzednio bibule filtracyjna (ppkt 6.3.4), uzywajac

wody destylowanej. Przenie$¢ bibule filtracyjna do kolby Kjeldahla. Oznaczy¢ zawarto$¢ azotu metoda
Kjeldahla, zgodnie z jej opisem w IDF normie 20A 1986.

7. Slepa préba

7.1.

7.2.

Slepa préba jestprzeprowadzana regularnie z wykorzystaniem bezpopiolowej bibuly filtracyjnej (ppkt 5.8)
zwilzonej mieszaning skladajaca si¢ z 90 ml roztworu cytrynianu sodu (ppkt 4.1), 1 ml nasyconego
roztworu chlorku wapnia (ppkt 4.2), 0,5 ml podpuszczki plynnej (ppkt 4.5) i przemytej z uzyciem 3 x
15 ml wody destylowanej przed mineralizacja za pomoca metody Kjeldahla, zgodnie z jej opisem w IDF
normie 20A 1986.

Objetos¢ kwasu uzytego do przeprowadzenia Slepej proby musi zostaé odjeta od objetosci kwasu (ppkt
4.4) uzytego do miareczkowania probki.

(") Poniewaz powinna by¢ zastosowana bezpopiotowa bibuta do szybkiego filtrowania.
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10.

11.

12.

Préba kontrolna

8.1. W celu zbadania wspomnianej powyzej procedury oraz odczynnikéw wykonaé oznaczenie na wzorcowej
mieszance paszowej o znanej zawartoéci odtluszczonego mleka w proszku ustalonej w trakcie badan
miedzylaboratoryjnych. Przecigtny wynik podwdjnego oznaczenia nie powinien réznic si¢ wigcej niz 1 %
od wyniku badania migdzylaboratoryjnego.

Sposob prezentowania wynikéw

9.1. Warto§¢ procentowa mleka odtluszczonego w proszku w mieszankach paszowych jest obliczana za
pomocg ponizszego Wzoru:

(N X 6,38

X 100)— 2,81
27,5

% MMP =

0,908

gdzie N jest warto$cig procentow azotu parakazeiny; 27,5 stanowi wspolczynnik stuzacy konwersji ozna-
czonej kazeiny na warto$¢ procentowa mleka odtluszczonego w proszku; 2,81 oraz 0,908 sa wspdlczyn-
nikami korygujacymi otrzymanymi z analizy regresji.

Dok}adno$é metody

10.1. Powtarzalnos¢

Co najmniej w 95 % przebadanych przypadkéw podwdjna analiza tej samej probki przez ten sam podmiot
w tym samym laboratorium musi dawaé réznice wynikow réwnowazne wielkosci nie wigkszej niz 2,3 g
odtluszczonego mleka w proszku, w 100 g mieszanki paszowe;.

10.2. Odtwarzalnosé

Co najmniej w 95 % przebadanych przypadkéw ta sama probka analizowana przez dwa laboratoria musi
dawa¢ réznice wynikéw nie wigksze niz 6,5 g odtluszczonego mleka w proszku, w 100 g mieszanki
paszowej.

Granica tolerancji

Warto$¢ CrDy; (réznica krytyczna; 95 % poziom ufnoéci) jest obliczana z wykorzystaniem wzoru (ISO 5725):
1 n-1
CrDys = —= /R?>- 1| —
e (3)

Odtwarzalnos¢; r: powtarzalnosé)
Podwdjne oznaczenie: CtD,s = 4,5 g

W przypadku gdy wynik analizy chemicznej rézni si¢ od deklarowanej zawartosci mleka odttuszczonego w
proszku o nie wigcej niz 4,5 g (podwdjne oznaczenie), przesytke mieszanki paszowej uwaza si¢ za zgodna z
niniejszym przepisem rozporzadzenia.

Uwagi

12.1. Dodanie duzych wartodci procentowych niektérych bialek niepochodzacych z mleka, w szczeg6lnosci
bialek soi, podczas podgrzewania z mlekiem odtluszczonym w proszku, moze prowadzi¢ do uzyskania
zbyt wysokich wynikéw z powodu wspétwydzielania z parakazeing mleka.

12.2. Dodanie maslanki moze prowadzi¢ do uzyskania nieco zanizonych wartosci liczbowych, z tego powodu,
ze oznaczona jest wylacznie cze$¢ beztluszczowa. Dodanie niektdrych maslanek kwasowych moze dawaé
znacznie nizsze wartosci liczbowe, z powodu niepelnej rozpuszczalnosci w roztworze cytrynianu.

12.3. Dodatki lecytyny wielkosci 0,5 % lub wigksze moga réwniez prowadzi¢ do niskich wynikow.

12.4. Dodanie mocno podgrzanego mleka odtluszczonego w proszku moze prowadzi¢ do uzyskania zbyt wyso-
kich wartosci liczbowych z powodu wspét-wydzielania niektorych bialek serwatki z parakazeing mleka.
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ZALACZNIK XXIII

(Art. 17)

]AKOSCIOWE OZNACZANIE SKROBI W MLEKU ODTLUSZCZONYM W PROSZKU, W ZDENATURO-
WANYM MLEKU W PROSZKU ORAZ W MIESZANKACH PASZOWYCH
1. Zakres

Metoda stuzy do wykrywania skrobi, ktéra jest wydzielana w ilosciach $ladowych w zdenaturowanych mlekach w
proszku.

Warto$¢ graniczna wykrywalnosci metody wynosi w przyblizeniu 0,05 g skrobi na 100 g probki.

2. Zasada

Reakcja oparta jest na reakcji wykorzystywanej w jodometrii:
— wigzanie za pomoca koloidéw wolnego jodu w roztworze wodnym,

— absorpcja za pomocg miceli skrobi oraz za pomocg zabarwienia.

3. Odczynniki

3.1. Roztwér jodu
—jod1 g
— jodek potasu 2 g,

— woda destylowana 100 ml.

4. Aparatura

4.1. Waga analityczna
4.2. taznia wodna
4.3. Rurki do badan, 25 mm x 200 mm.

5. Procedura
Odmierzy¢ wagowo 1 g probki i umiescic te ilo§¢ w rurce do badan (ppkt 4.3).
Doda¢ 20 ml wody destylowanej i wstrzasna¢ w celu rozprowadzenia probki.
Umiesci¢ w tazni wrzacej wody (ppkt 4.2) i pozostawi na pig¢ minut.
Wyjaé z fazni i schlodzi¢ do temperatury pokojowej.

Doda¢ 0,5 ml roztworu jodu (ppkt 3.1), wstrzasnac i zaobserwowal pojawiajacy si¢ kolor.

6. Sposob prezentowania wynikéw
Zabarwienie niebieskie wskazuje na obecnos¢ naturalnej skrobi w prébce.

W przypadku gdy probka zawiera skrobie modyfikowana, zabarwienie moze nie by¢ niebieskie.

7. Uwagi

Zabarwienie, intensywno$¢ zabarwienia oraz obecnos¢ skrobi widzianej pod mikroskopem beda si¢ rézni¢ w zalez-
noéci od pochodzenia skrobi naturalnej (np. kukurydza lub ziemniak) oraz od rodzaju skrobi modyfikowanej
obecnej w prébee.

W obecnosci skrobi zmodyfikowanych wytworzone zabarwienie zmieni si¢ na fioletowe, czerwone lub brazowe,
zgodnie ze stopniem modyfikacji struktury krystalicznej skrobi naturalnej.
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ZALACZNIK XXIV

(Art. 18)

OZNACZANIE ZAWARTOSCI WILGOCI W KWASOWEJ] MASLANCE W PROSZKU

1. Zakres

Oznaczy¢ zawarto$¢ wilgoci w kwasowej maslance w proszku przeznaczonej na pasze dla zwierzat.

2. Zasada

Prébka jest suszona w warunkach prézni. Ubytek masy oznaczany jest przez wazenie.

3. Aparatura

3.1. Waga analityczna

3.2. Suche pojemniki z niekorodujacego metalu lub ze szkla, zaopatrzone w pokrywki zapewniajace szczelne
zamknigcie; powierzchnia robocza umozliwiajaca rozprowadzenie badanej prébki do wartosci okoto 0,3 gfem?.

3.3. Regulowany, ogrzewany elektrycznie piec prézniowy, wyposazony w pompe olejowa oraz albo w mechanizm
stuzacy do wprowadzania goracego suchego powietrza, albo w Srodek suszacy (np. tlenek wapnia).

3.4. Eksykator zawierajacy skuteczny $rodek suszacy.

3.5. Piec suszarniczy, wentylowany, regulowany termostatycznie, w temperaturze 102 + 2 °C.

4. Procedura

Podgrzewa¢ pojemnik (ppkt 3.2) wraz z pokrywka w piecu (ppkt 3.5) co najmniej przez jedna godzing. Umiescié
pokrywke na pojemniku, natychmiast przenie$¢ go do eksykatora (ppkt 3.4) i schtodzi¢ do temperatury pokojowej
oraz zwazy¢ z dokladnoscia do 0,5 mg.

Zwazy¢ pojemnik (ppkt 3.2) wraz z jego pokrywka, z dokladnoscig do 0,5 mg. W zwazonym pojemniku odmierzy¢
wagowo, z dokladnoscia do 1 mg, okolo 5 g prébki i rozprowadzi¢ ja réwnomiernie. Umiesci¢ pojemnik bez
pokrywki, w piecu prézniowym (ppkt 3.3) podgrzanym wczesniej do temperatury 83 °C. Aby zapobiec nadmier-
nemu spadkowi temperatury, mozliwie jak najszybciej umiesci¢ pojemnik w piecu.

Doprowadzi¢ ci$nienie do 100 Torr (13,3 kPa) i pozostawi¢ do wyschniecia na cztery godziny w takim cisnieniu,
albo w strumieniu suchego, goracego powietrza, albo wysuszy¢ za pomocg Srodka suszacego (okolo 300 g na 20
probek). Nastepnie wylaczy¢ pompe prézniowas, gdy osiagniete zostanie zalecane cisnienie. Odlicza¢ czas suszenia od
chwili, kiedy temperatura pieca powrédci do wartosci 83 °C. Ostroznie doprowadzi¢ piec do cisnienia atmosferycz-
nego. Otworzy¢ piec i natychmiast umiesci¢ pokrywke na pojemniku, wyjaé pojemnik z pieca, pozostawi¢ do schlo-
dzenia na 30-45 minut w eksykatorze (ppkt 3.4) oraz zwazy¢ z doktadnoscia do 1 mg. Suszy¢ przez dodatkowe 30
minut w piecu prézniowym (ppkt 3.3) w temperaturze 83 °C oraz ponownie zwazy¢. Réznica migdzy wynikami
dwdch wazeni nie powinna przekracza¢ 0,1 % wilgoci.

5. Obliczenie

100

gdzie:
E

masa poczatkowa badanej probki w gramach,

m = masa suchej probki badanej w gramach.

6. Dokladnosé

6.1. Warto$C graniczna powtarzalnosci

Réznica migdzy wynikami dwoch oznaczen przeprowadzanych w mozliwie najkrétszym odstepie czasu przez
ten sam podmiot za pomocg tej samej aparatury na identycznym materiale badanym nie przekracza 0,4 g
wody[100 g kwasowej maslanki w proszku.
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6.2. Warto$¢ graniczna odtwarzalnosci

Réznica migdzy wynikami dwoch oznaczeni przeprowadzanych przez podmioty w réznych laboratoriach za
pomocg rdznej aparatury na identycznym materiale badanym nie przekracza 0,6 g wody/100 g kwasowej
maslanki w proszku.

6.3. Zrodho danych dotyczgcych doktadnosci

Dane dotyczace dokladnosci zostaly okreslone w czasie doswiadczen przeprowadzanych w 1995 r., ktdre obej-
mowaly osiem laboratoriéw i 12 probek (sze§¢ Slepych duplikatow).



03/t. 31

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

325

ZALACZNIK XXV

(Art. 19)

METODA REFERENCYJNA SLUZACA DO WYKRYWANIA OBCYCH TLUSZCZ()W W TLUSZCZU MLEKA
W DRODZE GAZOWO-CHROMATOGRAFICZNE]J ANALIZY TRIGLICERYDOW - REWIZJA 1

1. Zakres i dziedzina stosowania

Niniejsza norma ustanawia metode stuzaca do wykrywania obcych tluszczéw, zaréwno thuszczow roélinnych, jak
i thuszczéw zwierzecych, takich jak 16j wolowy oraz smalec, w tluszczu mleka lub przetworéw mlecznych, za
pomocg gazowo-chromatograficznej analizy triglicerydow.

Przgr uzyciu okreslonych wzordéw triglicerydowrch tluszcze roélinne i zwierzece sa jakoSciowo i ilosciowo wykry-
walne w czystym tluszczu mlekowym bez wzgledu na warunki zywienia oraz laktacji.

Uwagal: Jakkolwiek kwas mastowy (C4) wystepujgc facznie w tluszczach mleka umozliwia przeprowa-
¢ szenie szacunkow iloéci‘gywych odwynisli?c}:ng :‘r]gdnich iloci tluszczu mleka w tluszczach Iioéligmych,
bardzo trudno jest uzyska¢ informacj¢ o charakterze jako$ciowym oraz iloSciowym w zakresie
dodania, do co najmniej 20 % (% wagowo) obcego tluszczu do czystego tluszczu mleka z powodu

duzego zrznicowania C4 wahajacego si¢ przecigtnie migdzy 3,5 a 4,5 % (% wagowy).

Uwaga 2: Wyniki iloSciowe mozna praktycznie uzyskaé wylacznie w drodze analiz triglicerydéow, poniewaz
zawarto$¢ sterolu w tluszczach rolinnych rézni si¢, bedac funkcja warunkéw produkeji i obrobki.

2. Definicja

Thuszcze obce w tluszczu mleka: zgodnie z definicja podang w niniejszej normie tluszczami obcymi sg wszystkie
tluszcze rodlinne oraz zwierzgce z wyjatkiem tluszczu mleka.

3. Zasada metody

Po dokonaniu ekstrakeji thuszczu mleka jest przygotowywany roztwér podstawowy. W tym roztworze oznaczane
sa triglicerydy (catkowite liczby weglowe) w drodze gazowo-chromatograficznej w kolumnach z wypelnieniem.
Poprzez wprowadzanie procentu wagowego roznej wielkosci molekut tluszczowych (C24 — C54 — wylgcznie
liczby parzyste) do formuly triglicerydowej tluszcze obce sa albo wykrywane jakosciowo, albo oznaczane ilos-
ciowo.

Uwaga: Przestrzeganie oceny zgodnie z niniejszym opisem umozliwia zastosowanie kapilarnej chromatografii

gazowej, jezeli gwarantowane jest osiggnigcie poréwnywalnych wynikow (').

4. Odczynniki

Musza zostaé uzyte chemikalia klasy analitycznej.

4.1. Gaz nosny: azot, stopien czystosci > 99,996 %.

4.2, Triglicerydy wzorcowe (?), nasycone, jak réwniez cholesterol do standaryzacji wzorcowego tluszczu
mleka zgodnie z ppkt 6.5.4.

4.3. Metanol, bezwodny.

4.4, n-heksan

4.5. n-heptan

4.6. Toluen

4.7. Roztwor dimetylochlorosilanu: 50 ml dimetylochlorosilanu zostaje rozpuszczone w 283 ml toluenu.

4.8. Gaz palny: wodér i powietrze syntetyczne

4.9. Faza stacjonarna, 3- % OV-1 na 125/150 pm (siatka 100/120) Gas ChromQ ().

4.10. 10-procentowy roztwér masta kakaowego

5. Aparatura
Typowa aparatura laboratoryjna, w szczegdlnosci:

5.1. Wysokotemperaturowy chromatograf gazowy przystosowany do temperatur wynoszacych co najmniej
400-450 °C, wyposazony w detektor jonizacji plomieniowej (FID) oraz regulator przepgrwu masy stalej
dla gazu nosnego. Gaz palny: 30 ml/min H,, 270 ml/min powietrza syntetycznego.

(") Opisano juz stosowne metody, patrz D. Precht and J. Molkentin: Quantative triglyceride analysis using short capillary columns (Ilos-
ciowa analiza triglicerydéw przy zastosowaniu krotkich kolumn kapilarnych), Chrompack News 4 z 16-17 (1993).

() Odpowiednie produkty sg dostepne w handlu.

(*) Nazwy handlowe, takie jak np. Extrelut, Gas ChromQ, Chrompack, stanowia przyklady odpowiednich produktéw dostepnych w
wyspecjalizowanym han(flu‘ Informacja ta przedstawiona jest w celu umozliwienia tatwego postugiwania si¢ wzorcem przez uzytkow-
nika, a nie stanowi zgdania nabycia produktu. Wskazanie grubosci ziarna zostalo zamienione na pm bedgcy jednostka SI, zgodnie z
BS 410:1988 (,Wykaz brytyjskich norm dla Standardu dla sit testowych”).
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Przy danym wysokim przeplywie gazu noénego plomieri powinien by¢ szczegdlnie duzy.

Uwaga: Z powodu wysokich temperatur wystepujacych przy analizach triglicerydéw szklane wkladki w
FID oraz w systemie iniektora musza by¢ czesto czyszczone.

Chromatograf gazowy musi by¢ wyposazony w membrany, odporne na dzialanie wysokich temperatur,

ktére mogg by¢ czesto uzywane, oraz musi wykazywac ogdlnie bardzo maly stopien ,ociekania”.

Uwaga: Odpowiednie sa membrany Chromblue (tm) (Chrompack).

Membrany muszg by¢ wymieniane w regularnych odstepach czasu, np. $rednio po 100 iniekcjach lub

natychmiast, gdy pogarsza si¢ rozdzielczo$¢ (patrz rysunek 4).

5.2. Kolumna chromatograficzna

Szklana kolumna w ksztalcie litery U (o wewngtrznej Srednicy 2 mm i dlugoéci 500 mm), ktora jest

najpierw silanizowana zgodnie z ppkt 6.1 za pomocg dimetylochlorosilanu w celu dezaktywowania

powierzchni szklanej.

Uwaga: Odpowiednie sg réwniez nieco diuzsze (80-200 mm dhugosci) kolumny z wypehieniem. Za
ich pomocg moze zostaé osiggnigta nieco lepsza odtwarzalno$¢ wynikéw. Z drugiej strony faza
stacjonarna wykazuje okazjonalne peknigcia po eksploatagji, ktére moga z kolei doprowadzi¢
do uzyskania gorszych wynikéw ilosciowych. Ponadto plomien FID jest tatwy do zgaszenia w
wyniku wymaganego wyjatkowo duzego przeplywu gazu no$nego, wynoszacego od 75 do
85 ml/min.

5.3. Instalacja do wypelniania kolumny (patrz rysunek 1)

Wypelni¢ OV-1 do znaku

5.3.1.

5.3.3.
5.3.4.
5.4.

Rysunek 1
Wypelnianie kolumny

NzW

3

Nakretka z filtrem, do ktdrej dociska sig
wlékno szklane i fazg stacjonarng

Szklana kolumna do wypelniania

Plastikowa kolumna z nakretkami, wraz z oznaczeniem, do jakiej wysoko$ci mozna wypelniaé
wymagang iloScia fazy stacjonarnej.

Drobne sito (o wielkosci oczek wynoszacej w przyblizeniu 100 pm) z nakretka, odpowiednie do zamy-
kania kolumny szklanej zgodnie z rysunkiem 1.

Zdezaktywowana, silanizowana wata szklana.
Wibrator stuzacy do jednolitego rozprowadzenia fazy stacjonarnej podczas wypelniania

1-3-ml kolumna Extrelut (') z zelem krzemionkowym. Kolumna ta moze by¢ alternatywnie wykorzys-
tana do ekstrakcji majacej na celu uzyskanie thuszczu mleka.

(') Nazwy handlowe, takie (f‘ak np. Extrelut, Gas ChromQ, Chrompack, stanowia przyklady odpowiednich produktéw dostgpnych w
wyspecjalizowanym handlu. I

nformacja ta przedstawiona jest w celu umozliwienia fatwego postugiwania si¢ wzorcem przez uzytkow-

nika, a nie stanowi zgdania nabycia produktu. Wskazanie grubosci ziarna zostalo zamienione na pm bedacy jednostka SI, zgodnie z
BS 410:1988 (,Wykaz brytyjskich norm w odniesieniu do standardu dla sit testowych”).
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5.5. Plomba grafitowa o Srednicy 6,4 mm (1/4) z przewodem o $rednicy 6 mm.
5.6. Urzadzenia do silanizacji szklanej powierzchni kolumny, zgodnie z ppkt 6.1.
5.6.1.  Butelka Woulffa
5.6.2.  Wodna pompa ssaca
5.7. Laznia wodna, regulowana do (50 * 2) °C
5.8. Suszarka szafkowa, regulowana do (50 + 2) °C oraz (100 # 2) °C
5.9. Pipeta mikrolitrowa
5.10. 5 ml kalibrowana pipeta, do odmierzania 1,5 ml metanolu
5.11. 50-ml kolba okraglodenna
5.12. Kolba Erlenmeyera, o nominalnej objetosci 50 ml
513.  Lejek
5.14. Filtr o drobnych porach
5.15. Wyparka obrotowa
5.16. Amputki, 0 nominalnej objetosci 1 ml, zamykane korkiem aluminiowym, z wewngtrznag membrana.
5.17. Strzykawka do iniekcji, tlok uzywanej strzykawki nie moze dochodzi¢ do koncéwki igly.
Uwaga Takie strzykawki umozliwiaja lepsza odtwarzalno$¢ osiaganych wynikow.
W celu uniknigcia uszkodzenia membrany stan koncowki igly powinien by¢ sprawdzany w regularnych
odstepach czasu (np. za pomocg stereomikroskopu).
. Procedura
6.1. Przygotowanie kolumny (silanizacja)
Po podtaczeniu butelki Woulffa do wodnej pompy ssacej, tak jak przedstawiono to na rysunku 2, zanu-
rzy¢ rurke 2 w roztworze zgodnie z ppkt 4.7. Kolumna wypelniana jest poprzez zamkniecie zaworu
odcinajgcego; nastepnie nalezy usungé obydwie rurki.
Rysunek 2
Instalacja do silanizacji
Zawdr odcinajacy
Wodna pompa ssaca 0 Rurka 1

I

Rurka 2

Dimetyldi-
chlorosilan +
toluen

Szklana kolumna

Kolumna jest umocowana na statywie i jest catkowicie napetniona roztworem dimetylodichlorosilanu
za pomocy pipety.

Po 20-30 min butelka Woulffa zostaje zastgpiona kolba filtracyjng, natomiast kolumna zostaje oprdz-
niona poprzez polgczenie z wodng pompa ssaca (patrz rysunek 3).
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6.2. Wypetnianie kolumny
Po czynnosci tej nastepuje czynno$¢ plukania przy uzyciu 75 ml toluenu oraz 50 ml metanoly;
nastgpnie oprézniona kolumna jest suszona w suszarce szafkowej w temperaturze 100 °C przez okolo
30 minut.
Rysunek 3
Instalacja do ptukania
Rurka 1
7
Wodna pompa Rurka 2
ssgca .l 0
~
Srodek
myjacy
Kolba filtracyjna Szklana kolumna
Do napelniania kolumny stuzy instalacja przedstawiona na rysunku 1. Zgodnie z ppkt 4.9 faze stacjo-
narng wprowadza si¢ do kolumny plastikowej do wysokosci znaku. Nizszy koniec kolumny szklanej,
ktéry ma zosta wypelniony, jest zamﬁlkany za pomoca korka z waty szklanej o dtugosci okoto 1 cm,
uprzednio silanizowanego, ktory wciskany jest za pomoca stalowego preta. Nastgpnie koniec kolumny
jest zamykany za pomocg sita zgodnie z ppkt 5.3.2.
Kolumna zostaje wypelniona pod ci$nieniem (N,, 3 bar) faza stacjonarng. W celu uzyskania jednorod-
nego, nieprzerwanego oraz zwartego upakowania podczas wypelniania przesuwa si¢ wibrator w gore
oraz w dot kolumny szklanej.
Po wypelnieniu drugi koniec kolumny z wypehieniem jest zakorkowany twardym korkiem z silanizo-
wanej welny szklanej, wystajace koncéwki sa odcinane, a korek dociskany w kolumnie na glebokosé
kilku milimetréw, za pomocg fopatki.
6.3. Przygotowanie prébek
Do przygotowania probek wykorzystywana jest jedna z trzech ponizszych metod:
6.3.1.  Wyodrebnienie thuszczu mleka z masta
5-10 g masla jest stapiane w odpowiednim naczyniu w azni wodnej zgodnie z ppkt 5.7, w tempera-
turze 50 °C.
Kolba Erlenmeyera o pojemnosci 50 ml oraz lejek z filtrem zgodnie z ppkt 5.14 sa podgrzewane w
suszarce szafkowej do temperatury 50 °C. Warstwa tluszczu roztopionej probki masta jest filtrowana z
zastosowaniem podgrzanego wczesniej urzadzenia.
Taki tluszcz mleka jest prawie catkowicie wolny od fosfolipidow.
6.3.2.  Ekstrakgja frakji thuszczu wedlug metody Rose-Gottlieba.
Ekstrakcja jest przeprowadzana albo zgodnie z norma IDF 1 C: 1987, 16C: 1987, 116A: 1987 lub
22B: 1987.
Przy takim tluszczu mleka fosfolipidy umozliwiaja uzyskanie piku cholesterolowego, ktory jest powigk-
szony w przyblizeniu o 0,1 %.
Widmo triglicerydéw, znormalizowane do 100 za pomoca cholesterolu, ulega wigc wplywom tylko w
nieznacznym zakresie.
6.3.3.  Ekstrakcja z mleka przy uzyciu kolumn z zelem krzemionkowym

Prébka mleka o temperaturze 20 °C i objetosci 0,7 ml jest wprowadzona, za pomocg pipety mikroli-
trowej, do kolumny Extrelut o pojemnosci 1-3 ml zgodnie z pﬁ)kt 5.4 i pozostawiona na okoto pigé
minut w celu rtéwnomiernego rozprowadzenia na zelu krzemionkowym.

W celu denaturowania zespoléw biatkowo-lipidowych za pomocg pipety zostaje dodane 1,5 ml meta-
nolu. Nastepnie probka jest ekstrahowana za pomoca 20 ml n-heksanu. N-heksan jest dodawany
powoli w niewielkich ilociach, natomiast odprowadzony rozpuszczalnik jest zbierany do 50 ml kolby
okraglodennej, wysuszonej do stalej, znanej wagi.

Po dokonaniu ekstrahowania kolumna jest catkowicie oprézniana.
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6.4.

6.5.

6.5.1.1.

6.5.1.2.

6.5.1.3.

6.5.1.4.

Rozpuszczalniki zostaja wydestylowane z eluatu na wyparce obrotowej w fazni wodnej o temperaturze
40-50 °C.

Kolba jest osuszana, a uzysk tluszczu oznaczony poprzez wazenie.

Uwaga: Ekstrakcja tluszczu wedlug Gerbera, Weibulla-Berntropa, Schmida-Bondzynskiego-Ratzlaffa
oraz metoda oddzielania thuszczu mleka przy uzyciu detergentéw (metoda BDI) nie sg odpo-
wiednie dla analizy triglicerydow, poniewaz przy stosowaniu tych metod mniejsze lub wigksze
ilodci czastkowych gliceryny lub fosfolipidéw moga przenikna¢ do fazy tluszczowej.

Przygotowanie roztworu prébki

Do celéw chromatografii gazowej wykorzystywany jest 5-procentowy roztwér tluszczu w n-heptanie
otrzymany zgodnie z ppkt 6.3. W celu przygotowania takiego roztworu prébki odpowiednie ilosci
materiatu probki otrzymane zgodnie z ppkt 6.3.1 oraz 6.3.2 s3 odmierzane wagowo i rozpuszczane w
odpowiednich ilo$ciach n-heptanu.

Przy przygotowywaniu ];)rébki zgodnie z ppkt 6.3.3 ilo$¢ n-heptanu, ktéra ma by¢ dodana do materialu
probki w kolbie, jest obliczana na podstawie wagi, a pozostalo$¢ w niej rozpuszczona.

1 ml roztworu prébki w przyblizeniu jest wprowadzany do ampulki zgodnie z ppkt 5.1.6.

Chromatogna‘iczne oznaczanie triglicerydow

W wysokich temperaturach do 350 °C stosowanych przy elugji triglicerydéw o dlugim lancuchu C52-
(56 tatwo dochodzi do wznoszenia si¢ linii podstawowej, szczegdlnie w przypadku, gdy kolumny nie
byly nalezycie wstepnie kondycjonowane. Mozna catkowicie uniknaé¢ wymienionego wznoszenia si¢
linii podstawowej w wysokich temperaturach przez albo laczenie dwdch kolumn, albo odejmowanie
linii podstawowej.

Przy stosowaniu sposobu kompensacyjnego badZ dzialaniu za pomoca pojedynczych kolumn uzyte
musza by¢ szczelne plomby grafitowe, wymienione w ppkt 5.5, zaréwno do wkladéw szklanych w
iniektorze, jak i w detektorze.

Korekta linii podstawowej

Aby unikng¢ wznoszenia si¢ linii podstawowej stosuje si¢ jedna z ponizszych czterech metod:

Polgczenie kolumn

W sposobie kompensacyjnym stosowane sa dwie kolumny z wypelnieniem.

Korekta linii podstawowej za pomoca chromatografu gazowego

Wznoszenia si¢ linii podstawowej mozna unikngé poprzez zastosowanie przebiegu chromatografu
gazowego bez iniekcji roztworu tluszczu oraz nastgpujacego po tym odjecia zapisanej linii podsta-
wowej.

Korekta linii podstawowej za pomocg oprogramowania wykonujacego catkowanie.

Wznoszenia si¢ linii podstawowej mozna uniknaé poprzez zastosowanie przebiegu ukladu integratora
bez iniekgji roztworu thuszczu oraz nastgpujacego po tym odjecia zapisanej linii podstawowe;.

Korekta linii podstawowej za pomoca odpowiedniego kondycjonowania

Po odpowiednim wstgpnym kondycjonowaniu oraz $rednio 20 dokonanych iniekcjach roztwordéw
tluszczu mleka wznoszenie si¢ linii podstawowej w wysokich temperaturach jest czesto tak niewielkie,
ze korekgje linii podstawowej nie sa konieczne.

Technika iniekgji

Technika ,goracych iniekcji” jest stosowana w celu uniknigcia efektéw wykluczajacych oraz w celu
uzyskania lepszych wynikow ilosciowych za pomocg majacych wysoka temperature wrzenia sklad-
nikéw triglicerydéw. W tej technice roztwér tﬁlszczu wciaga si¢ do strzykawlgi, a przed dokonaniem
iniekcji zimna igla strzykawki jest ogrzewana przez okolo trzy sekundy w glowicy iniektora. Nastepnie
jest dokonywana szybka iniekcja zawartodci strzykawki.

Uwaga: W tej technice iniekcji zmniejszone jest niebezpieczenstwo powstania zjawiska frakcjonowania
wewnatrz strzykawki oraz powstania blokady iniekcyjnej. Nie s3 stosowane bezposrednie
iniekcje ,na kolumng”, w jej gornej bardziej ogrzanej czgsci, poniewaz gromadzace si¢ w tym
miejscu fragmenty membrany, jak réwniez zanieczyszczenia mogg zostaé latwo usunigte w
ls(tolsowanej technice przez regularne wymienianie wkladu iniektora bez rozmontowywania

olumny.

Nalezy bezwzglednie unika¢ zginania koficowki igly w wyniku dotykania dna zlewki (nawet gdy jest
ono trudno widzialne), aby nie doprowadzi¢ do uszkodzenia membrany.
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Rysunek 4
Chromatogram triglicerydu probki ttuszczu mleka

36 38

50
42 44 46 4

S,

a) nieprawidlowa rozdzielczo$¢ bedaca wynikiem uszkodzenia membrany

52
54

Chal.

b) prawidlowa rozdzielczosé

Kondycjonowanie kolumny z wypelnieniem.

Podczas wykonywania czynnosci lit. a)—c) gory kolumny nie podlacza si¢ do detektora w celu unik-
niecia zanieczyszczenia.

Kolumny wypelnione zgodnie z ppkt 6.2 s3 kondycjonowane w ponizszy sposéb:
a) 15 minut 40 ml/min N, — przeplyw w temperaturze 50 °C;

b) podgrzewanie przy 1 K/min do temperatury 355 °C przy 10 ml N,/min;

¢) przetrzymywanie przez 12-15 godzin w temperaturze 355 °C;
)

d) dokonanie dwdch iniekcji objetosci 1 pl roztworu masta kakaowego zgodnie z ppkt 4.10 oraz
wiadciwym programem temperatury;

¢) dokonanie 20 iniekgji objetosci 0,5 pm roztworu thuszczu mlekowego w czasie od dwéch do trzech
dni, zgodnie z ppkt 6.4.

Uwaga: Maslo kakaowe sklada si¢ niemal wylacznie z triglicerydéw od C50 do C56 o wysokiej tempe-
raturze wrzenia. Iniekcja masta kakaowego stuzy do celu specjalnego kondycjonowania w tym
zakresie o dlugim fancuchu. Przy triglicerydacz C50-C54 o wysokiej temperaturze wrzenia

moiq wystapi¢ wspolczynniki odpowiedzi srednio do okoto 1,20. Normalnie przy powtarzanej
iniekcji roztworu tluszczu mleka nalezy oczekiwa zmniejszenia poczatkowo wysoko wspol-
czynnikéw odpowiedzi dla C50-C54. W przypadku triglicerydow o niskiej liczbie acyl-c
wspoltczynniki sg zblizone do 1. Przygotowane zostaja, odpowiednio, trzy pary kolumn wypel-
nione zgodnie z ppkt 6.2. Kondycjonowane pary sa sprawdzane odpowiednio za pomoca
analizy tluszczu mleka w ramach badan rutynowych.

Para o najlepszych wynikach ilo$ciowych (wspélezynniki odpowiedzi bliskie 1) wykorzystywana jest w
dalszej czesci. Nie jest wykorzystywana kolumna o wspélczynniku odpowiedzi > 1,20.

Kalibracja

W celu kalibracji oznaczone powinny zosta¢ wspélczynniki odpowiedzi odpowiednich triglicerydéw,
jak réwniez cholesterolu w tluszczu mleka (thuszcz znormalizowany), przy uzyciu znormalizowanych
triglicerydéw (przynajmniej nasyconych triglicerydéw C24, C30, C36, C42, C48 oraz C54, jak réwniez
cholesterolu; a najlepiej dodatkowo C50 oraz C52). Posrednie wsp6lczynniki odpowiedzi moga zostaé
stwierdzone metoda interpolacji matematyczne;j.

Przy uzyciu tluszczu znormalizowanego muszg zosta¢ przeprowadzone codziennie od dwoch do trzech
kalibracji. W przypadku gdy uzyskiwane sg prawie identyczne wyniki, osiaga si¢ dobrze odtwarzalne
wyniki iloSciowe przy analizie triglicerydowej probek.

Znormalizowany tluszcz mleka moze by¢ przechowywany przez kilka miesigcy w temperaturze
wynoszgcej maksymalnie minus 18 °C i moze by¢ on tym samym wykorzystywany jako wzor.

Uwaga: Wsp6lczynnik odpowiedzi kazdego skladnika moze by¢ oznaczony z wykorzystaniem ttuszczu
znormalizowanego o certyfikowanym skladzie triglicerydéw, takiego jak CRM 519 (bezwodny
tluszcz mleczny), ktéry mozna otrzymal w Instytucie Materialéw Referencyjnych i Pomiaréw,
Geel, Belgia.
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6.5.5.  Program temperatury, gaz no$ny oraz inne warunki dla analizy triglicerydow.

Program temperatury: wstepna temperatur¢ kolumny 210 °C utrzymywaé przez jedng minutg,
nastepnie zaprogramowac na 6 °C/min do 350 °C oraz utrzymywaé w koncowej temperaturze przez
pig¢ minut.

Temperatura detektora oraz iniektora: odpowiednio 370 °C.

Uwaga: Temperatury (temperatura wstepna) detektora, iniektora oraz pieca powinny by¢ utrzymywane
na stalym poziomie (réwniez w nocy, podczas weekendéw oraz $wiat).

Gaz nosny: azot, predkos¢ przeplywu 40 ml/min.

Uwaga: W przypadku wykorzystywania kolumn 80 cm 1przep%yw musi wynosi¢ co najmniej 75 ml/
min N,. Przeplyw gazu no$nego musi by¢ stale utrzymywany (réwniez w nocy, podczas
weekendow oraz $wigt). Dokladna wielkos¢ przeplywu gazu no$nego powinna by¢ dostoso-
wana w taki sposob, aby niezaleznie od dlugosci Il)<olumny C54 byl eluowany w temperaturze
341 °C.

Czas trwania analizy: 29,3 minuty.
Objetos¢ iniekcji: 0,5 pl.

Uwaga: Strzykawka musi by¢ kilkakrotnie ptukana czystym heptanem po kazdej iniekeji.

Warunki FID: zgodnie z ppkt 5.1.

Uwaga: Detektor jonizacji plomieniowej jest zapalany, odpowiednio, na poczatku kazdego dnia robo-
czego.

7. Catkowanie, ocena oraz kontrola warunkéw pomiarowych

Triglicerydy o nieparzystej liczbie acyl-c (2n + 1) sg laczone z poprzednimi triglicerydami o liczbie parzystej
(2n). Mniej odtwarzalne, o niskich zawartosciach C56 nie sa uwzgledniane. Pozostale triglicerydy (powierzchnia
pikéw) na chromatogramie wlgcznie z cholesterolem (pik bliski C24) s3 mnozone przez odpowiednie wspdlczyn-
niki odpowiedzi wzorcowego tluszczu (ostatnia kalibracja) oraz wspodlnie znormalizowane do 100. Obok
wolnego cholesterolu, tym samym, oceniane sg triglicerydy C24, C26, C28, C30, C32, C34, C36, €38, C40, C42,
C44, C46, C48, C50, C52 oraz C54. Wyniki podawane sa w % wagowych (g/100 g).

Ocena pikéw chromatogramu powinna zosta¢ sporzadzona przy uzyciu integratora, za pomocg ktérego wykres-
lona moze zostac linia podstawowa. Powinno by¢ mozliwe ponowne calkowanie przy zoptymalizowanych para-
metrach catkowania

Rysunki 5 i 6 przedstawiaja dwa przyklady chromatograméw triglicerydéw. Rysunek 5 przedstawia chromato-
gram, ktory moze zosta¢ dobrze oceniony, podczas gdy rysunek 6 przedstawia blad przypadkowy w zakresie od
C50 do C54 oraz lini¢ podstawowa przebiegajaca w sposob niepoprawny w poréwnaniu z linig podstawowa
przedstawiong na rysunku 5. Takie typowe bledy moga by¢ z duzym stopniem pewnosci wykryte i mozna ich
unikna¢ jedynie poprzez uzycie integratora, za pomoca ktérego wykreslona jest linia podstawowa.

Rysunek 5
Latwy do oceny chromatogram triglicerydéw ttuszczu mleka z zaznaczong linig podstawowg
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Rysunek 6

Chromatogram ttuszczu mleka przynieprawidlowym catkowaniu
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Nieprawidlowe catkowanie

Do celéw kontrolowania warunkéw pomiarowych mozna stosowal wzgledne odchylenia standardowe (RSD)
(RSD: wspoétczynnik zmiennosci x 100) podane w tabeli 1 dla réznych triglicerydow. Zostaly one obliczone na
podstawie 19 kolejnych analiz tego samego tluszczu mleka:

Tabela 1

Wzgledne odchylenia standardowe (RSD) zawartosci triglicerydow (n=19)

Trigliceryd RSD (%)
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

Przy RSD znacznie wyzszych niz wartosci podane w tabeli 1 chromatogramy sa niewlasciwe i musza zostaé
sprawdzone membrany oraz predko$¢ przeptywu gazu. Ponadto niewielkie czasteczki membrany mogly utworzy¢
osady na wacie szklanej przy wejsciu do ko?umny%ub kolumna nie nadaje si¢ juz do uzytku w wyniku zestarzenia
si¢, oddzialywania temperatury itd. (patrz rysunek 3).

Uwaga Wartosci podane w tabeli 1 nie sa obowiagzkowe, lecz jedynie orientacyjne do celéw kontroli jakosci.
Jednakze w przypadku, gdy wyzsze wartosci RSD sa dopuszczalne, wartoSci graniczne powtarzalnosci i
odtwarzalnosci wskazane w pkt 11 musza by¢ mimo wszystko przestrzegane.
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8. Jako$ciowe wykrywanie tluszczu obcego

Do celéw wykrywania tluszczéw obcych opracowane zostaly wzory triglicerydowe (tabela 2) z warto$ciami
granicznymi S (tabela 3), gdzie wartoéci S czystych tluszczow mleka moga ulegaé wahaniom. W przypadku gdy
te wartosci graniczne zostaja przekroczone, mozna przyjaé obecno$c ttuszczu obcego.

Najbardziej czulym wzorem stuzgcym do wykrywania dodatku smalcu jest np.:

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

Uwaga Przy wykorzystaniu 755 réznych prébek thuszczu mleka uzyskano 99-procentowy przedzial ufnosci S
= 97,96 - 102,04 w odniesieniu do prébek czystego tluszczu mleka przy odchyleniu standardowym
wszystkich wartosci S wynoszacym SD = 0,39897.

Rozpoczynajac od oznaczania skladu triglicerydéw probki nieznanego tluszczu, zastosowanie takiego wzoru
umozliwia, bez koniecznosci uzycia komputera, przeprowadzenie w prosty sposéb weryfikacji, czy suma zawar-
toéci triglicerydéw przedstawiona tutaj wraz z odpowiadajacymi wspélczynnikami miesci si¢ poza zakresem
97,96-102,04 i czy mamy najprawdopodobniej do czynienia z dodatkiem tluszczu obcego.

Do celéw wykrywania réznych tluszczow obcych w tabeli 2 przedstawione sa rézne wzory triglicerydowe.
Wspdlny wzor moze zostal odpowiednio wykorzystywany do celéw wykrywania tluszczoéw obcych, takich jak
olej sojowy, olej stonecznikowy, oliwa z oliwek, olej z nasion rzepaku, olej z siemienia Inianego, olej z kielkow
pszenicy, olej z kietkéw kukurydzy, olej z nasion bawelny oraz uwodorniony olej z ryb, dla tluszczéw roslinnych,
tluszczu kokosowego oraz tluszczu z ziaren palmowych, jak réwniez dla oleju palmowego oraz toju wolowego.

Z uwagi na to, ze sklad triglicerydéw tluszczéw obcych réwniez podlega wahaniom, wykorzystano dane tego
samego typu, zmierzone doswiadczalnie, odnoszace si¢ do czterech réznych triglicerydow tluszczu obcego (Przy
tych samych rodzajach tluszczu obcego uwzgledniono odpowiednio najmniej korzystng warto$¢ graniczng (patrz
tabela 4)).

Za pomoca nastgpujacego ,wzoru catkowitego” podobnie dobre wyniki moga zostaé uzyskane dla wszystkich
thuszczow obcych:

- 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

Obliczenia przeprowadzone w celu wykrycia jakiejkolwiek kombinacji tlhuszczéw obcych w thuszczu mleka
wykazaly, ze np. w odniesieniu do jakiegokolwiek wzoru dla smalcu, podanego w tabeli 2, warto$¢ graniczna dla
tego tluszczu obcego jest niska, a mianowicie 2,7 %, to inne tluszcze, takie jak tluszcz kokosowy, olej palmowy
badz tluszcz z ziaren palmowych, o warto$ciach granicznych wykrywalnosci wynoszacych odpowiednio 26,8 %,
12,5 % oraz 19,3 %, moga, za pomoca tego wzoru, zosta¢ wykryte wylacznie w przypadku, gdy do tluszczu
mlekt:)\ivego zostata dodana ich wyjatkowo duza ilos¢. Stosuje si¢ to réwniez do pozostalych wzoréw podanych
w tabeli 2.

Tabela 2

Wzory triglicerydowe stuzace do wzkrywania réznych tluszczé6w obcych w tluszczu mleka, wskazujg-
cych odchylenia standardowe SD dla S

Wzér dla oleju sojowego, stonecznikowego, z oliwek, z nasion rzepaku, siemienia Inianego, z kietkdw pszenicy, z kietkéw kukurydzy, z
nasion bawelny oraz oleju rybiego

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

Wzor dla thuszczu kokosowego oraz thuszczu z ziaren palmowych

3,7453 - (C32 + 1,1134 - C36 + 1,3648 - C38 + 2,1544 - C42 + 0,4273 - C44 + 0,5809 - C46 + 1,1226
C48 + 1,0306 - C50 + 0,9953 - C52 + 1,2396 - C54 =§;SD = 0,11323

Wzér dla oleju palmowego oraz dla toju wotowego

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

Wzor dla smalcu

6,5125 - C26 + 1,2052 - C32 + 1,7336 - (34 + 1,7557 - C36 + 2,2325 - C42 + 2,8006 - C46 + 2,5432
C52 + 0,9892-C54 =§; SD = 0,39897

Dlatego dla sprawdzenia nieznanej probki thuszczu uzyte musza zostal wszystkie wzory podane w tabeli 2 oraz
wzor ogdlny (2), w przypadku gdy prawdopodobne jest to, ze probka stanowi mieszanke tluszczu mleka oraz
jednego z 14 réznych tluszczow obeych lub polaczenie takich tluszczéw obcych. W przypadku gdy poprzez
wprowadzanie triglicerydu probki tluszczu, ktéra ma zosta¢ poddana analizie, otrzymuje si¢ taka wartos¢ S, ktéra
nie mieci si¢ w zakresach podanych w tabeli 3 wylacznie dla jednej z pigciu wzordw, wowczas prébka stanowi
najprawdopodobniej zmodyfikowany tluszcz mleka. Wykrycie obcego tluszczu w tluszczu mleka za pomoca
jednego z czterech wzoréw podanych w tabeli 2 nie pozwala na wyciagnigcie wnioskéw co do rodzaju domieszki
tluszczu obcego.
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Tabela 3

Warto$ci graniczne S dla thuszczéw mleka

Wzér stuzacy do wykrywania: Zakres S
Oleju sojowego, stonecznikowego, z oliwek, z nasion rzepaku, z siemienia Inia- 98,05-101,95
nego, z kietkow pszenicy, z kietkéw kukurydzy, bawelnianego, z ryb
Thuszczu kokosowego oraz tluszczu z ziaren palmowych 99,42-100, 58
Oleju palmowego oraz toju wolowego 95,90-104,10
Smalcu 97,96-102,04
Wzér ogéblny 95,68-104, 32

W tabeli 4 podane sa wartoSci graniczne wykrywalnosci réznych thuszczéw obcych przy ufnosci 99 %. W
kolumnie pierwszej przedstawione s minimalne wartosci graniczne wykrywalnosci dla najlepszego wzoru
tluszczu mleka w tabeli 2. W kolumnie drugiej przedstawione sg warto$ci graniczne wykrywalnosci dla wzoru
ogdlnego. Jakkolwiek te wartosci graniczne s3 nieco wyzsze, wylacznie ten wzoér konieczny jest do wykrycia
nieco wigkszych ilosci ttuszczoéw ogcych. Za pomoca wszystkich wzoréw réwniez polaczenia roznych thuszczéw
obcych mogg zostal wykryte. Zakresy wahan triglicerydéw réznych thuszczéw obeych jednego rodzaju nie maja
znaczacego wplywu na warto$ci graniczne wykrywalnosci.

Tabela 4

99 % wartoSci graniczne wykrywalno$ci poprzez dodanie thuszczu obcego do thuszczu mleka w %

Wzér indywidualny Wzér ogdlny
Olej sojowy 2,1 4.4
Olej stonecznikowy 2,3 4,8
Oliwa z oliwek 2,4 4,7
Thuszcz kokosowy 3,5 43
Olej palmowy 4,4 4,7
Olej z ziaren palmowych 4,6 5,9
Olej z nasion rzepaku 2,0 4,4
Olej z siemienia Inianego 2,0 4,0
Olej z kietkéw pszenicy 2,7 6,4
Olej z kietkéw kukurydzy 2,2 4,5
Olej z nasion bawelny 3,3 4.4
Smalec 2,7 4,7
L6j wotowy 52 5,4
Uwodorniony olej rybi 5,4 6,1

Uwaga Zakresy S oblicza si¢ w taki sposdb, ze przyjmuje si¢ jedynie wystgpowanie thuszczu obcego, jezeli
warto$ci graniczne wzoru indywidualnego s przekroczone (patrz tabela 4).

9. IloSciowe oznaczanie tluszcz6w obcych

W celu uzyskania informacji iloSciowej na temat stezenia tluszczu obcego w prébee tluszczu mleka stosuje sie
ponizszy wzor:

X(%) = (100 -)100 - S(100 — S;)|

gdzie X stanowi ilo§¢ nieznanego tluszczu obcego badZ mieszanki tluszczow obcych w nieznanym tluszczu
mleka. S wynika z dodania nieznanego tluszczu obcego poprzez wprowadzenie triglicerydow thuszczu obcegof
mieszanki tluszczu mleka do powyzszego ogdlnego wzoru triglicerydowego. W przypadku gdy nieznany tluszcz
obcy jest dodany do tluszczu mleka wartos¢ S dotyczaca roznych tluszczéw obeych dla wzoru ogdlnego jest
wybierana dla S ta Srednia warto$¢ S jest uzyskiwana przez wprowadzenie danych dotyczacych triglicerydéw
czystych tluszczow obcych do tego wzoru oraz przez obliczenie wartosci $redniej (S; = 7,46). Dobre wyniki ilos-
ciowe dotyczace wszelkich dodatkéw tluszczow obeych sa uzyskiwane rowniez przy wykorzystaniu wzoru dla
oleju palmowego/loju wolowego (tabela 2) oraz $redniej wartosci S, wynoszacej 10,57.

W przypadku znanych rodzajéow tluszczow obcych do powyzszego wzoru wprowadzone muszg zostaC naste-
pujace wartosci S; oraz wybrany musi zosta¢ odpowiedniwzor ttuszczu obcego z tabeli 2:
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Tabela 5

Wartoéci SF réznych tltuszczéw obcych

Thuszcz obcy SF
Olej sojowy 8,18
Olej stonecznikowy 9,43
Oliwa z oliwek 12,75
Thuszcz kokosowy 118,13
Olej palmowy 7,55
Olej z ziaren palmowych 112,32
Olej z nasion rzepaku 3,30
Olej z siemienia Inianego 4,44
Olej z kietkéw pszenicy 27,45
Olej z kietkéw kukurydzy 9,29
Olej z nasion bawelny 41,18
Smalec 177,55
Léj wolowy 17,56
Olej rybi 64,12

10. Zakres stosowania metody wykrywania

Omawiana metoda ma zastosowanie do mleka ze zbiornika i oparta jest na reprezentatywnosci prébek ttuszczu
mleka.

Wysoce precyzyjne wykrywanie byloby mozliwe, gdyby z uwagi na reprezentatywna liczbe tluszczéw mleka
omoéwione powyzej wzory zostaly wyprowadzone w odniesieniu do réznych paristw.

Szczegblnie dobrze dostosowane mozliwosci wykrywania moglyby zosta¢ uzyskane, gdyby w réznych panstwach
wzory, zgodne z przedstawionym opisem, zostaly utworzone z reprezentatywnej liczgy tluszczéw mlekowych.
W tym przypadku wykorzystywanie zlozonych programéw komputerowych nie jest wymagane, jezeli zastoso-
wane s3 pofaczenia triglicerydow uzyte w tabeli 2, a wspélczynniki zostaja ponownie oznaczone metoda
najmniejszych kwadratow.

Poprzez stosowanie zakresow S Erzedstawionych w tabeli 3 wzory staja si¢ ogdlnie stosowalne, w ramach szcze-
?() HECh warunkow zywienia, jak na przyklad, niedozywienia krow badZz zywienia kréw drozdzami paszowymi
ub kostkami wapiennymi. Wylacznie w przypadku ekstremalnych warunkéw zywienia (wysokiego wychwytu
czystych olejow paszowych, intensywne podawanie kostek wapiennych w polaczeniu z tluszczem paszowym
etc.) wzory wskazuja czgsciowo zmodyfikowany thuszcz mleka.

Uwaga: Frakcjonowane tluszcze mleka sa generalnie uznawane za niezmodyfikowane tluszcze mleka, jezeli
modyfikacja jest zakladana jedynie w przypadku, gdy wartosci graniczne sa przekroczone. Wylacznie w
przypadku f)rakcjonowanych tluszczow mleka o niezwyczajnym skladzie tluszczu mleka, jak to ma
miejsce w przypadku na przyklad frakcji twardej, uzyskiwanych przez frakcjonowanie za pomocg metod
fizycznych w wysokich temperaturach wynoszacych w przyblizeniu 30 °C, przy niskich wielkosciach
wynoszacych kilka procent lub przez frakcjonowanie o ponad krytyczng wielkos¢ CO,, wzory wskazuja
na modyfikacje.

Frakcjonowanie tluszczu mlekowego moze by¢ jednakze wykryte przy wykorzystaniu innych procedur,
np. kalorymetrii skaningowej réznicowej.

11. Dokladno$¢ metody

Oznaczona przy wykorzystaniu tluszczu mleka w oparciu o wzory przedstawione w tabeli 2 oraz zakresy S
przedstawione w tabeli 3.

11.1. Powtarzalnosé

Réznica migdzy wartoSciami S uzyskanymi w dwdch oznaczeniach przeprowadzonych w mozliwie
najkrotszym odstgpie czasu przez ten sam podmiot zgodnie z ta sama procedurg, na identycznym
materiale probki, w takich samych warunkacE (ta sama osoba, te same narzedzia/to samo urzadzenie,
to samo laboratorium):
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Tabela 6
Wartosci graniczne powtarzalnosci (r) dla ré6znych wzoréow
Wzér stuzacy do wykrywania: r
Oleju sojowego, stonecznikowego, z oliwek, z ziaren rzepaku, z 0,67
siemienia Inianego, z kielkéw pszenicy, z kietlkéw kukurydzy, z nasion
bawelny, z ryb.
Thuszczu kokosowego oraz z ziaren palmowych 0,12
Oleju palmowego oraz toju wolowego 1,20
Smalcu 0,58
Wzér ogélny 1,49
11.2. Odtwarzalnosé
Réznica migdzy warto$ciami S uzyskanymi w dwoch oznaczeniach przeprowadzonych przez podmioty
w réznych laboratoriach, zgodnie z t3 samg procedurg z wykorzystaniem identycznego materiatu
probki, w réznych warunkac% (inna osoba, inne przyrzady) w roznym czasie.
Tabela 7
Warto$ci graniczne odtwarzalnosci (R) dla réznych wzoréow
Wzér shuzgcy do wykrywania: R
Oleju sojowego, stonecznikowego, z oliwek, z ziaren rzepaku, z 1,08
siemienia Inianego, z kielkéw pszenicy, z kielkéw kukurydzy, z nasion
bawelny, z ryb
Thuszczu kokosowego oraz tluszczu z ziaren palmowych 0,40
Oleju palmowego oraz toju wolowego 1,81
Smalcu 0,60
Wzér ogblny 2,07
11.3. Réznica krytyczna

Przy znanych wartosciach granicznych powtarzalnosci (r) oraz odtwarzalnosci (R) réznice krytyczne
dla wszystkich zakreséw S z tabeli 3 moga zosta¢ obliczone (podwdjne analizy). Odpowiednie wartosci

sa przedstawione w tabeli 8.

Tabela 8

Réznice krytyczne dla wszystkich wzoréw triglicerydowych

Wzér stuzacy do wykrywania Zakres

Oleju sojowego, stonecznikowego, z oliwek, z ziaren rzepaku, z 97,43-102,57
siemienia Inianego, z kielkéw pszenicy, z kietlkéw kukurydzy, z nasion

bawelny, z ryb

Thuszczu kokosowego oraz z ziaren palmowych 99,14-100,86
Oleju palmowego oraz toju wolowego 94,91-105,09
Smalcu 97,65-102,35
Wzér ogélny 94,58-105,42
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11.4.  Dopuszczalnos¢ wynikdw

Wszystkie skalibrowane, o wartosci wyliczonej w zaoqu%llemu do dwoch miejsc po przecinku, zawar-
tosci triglicerydéw C24, C26, C28 do C54, jak rowniez cholesterolu, musza by¢ doktadnie znormalizo-
wane do 100.

Wyniki podwojnej analizy s3 wykorzystywane jako sprawdzenie powtarzalnosci. W przypadku gdy
réznica Eezwzglgdna miedzy dwoma wynikami S dla wszystkich pieciu wzoréw triglicerydowych nie
przekracza wartosci granicznych powtarzalnosci r przedstawionych w tabeli 6, wymog powtarzalnosci
jest spelniony.

Do celéw kontroli optymalnych warunkéw chromatografii gazowej oraz, szczegdlnie, jakosci kolumn
zagwarantowane powinno zostac to, ze przy 10 powtarzajacych si¢ seriach réznica migdzy maksymal-
nymi a minimalnymi wartosciami S we wszystkich pieciu wzorach triglicerydowych nie przekracza
zakresu x - 1, przy x = 1,58 (dla 10 serii, patrz bibliografia (16)), oraz wartosci granicznych powtarzal-
nosci r dla réznych WZOr6wW przedstawionych w tabeli 6.

12. Powolane normy

DIN 10 336: 1994 Nachweis oraz Bestimmung von Fremdfetten in Milchfett anhand einer gaschro-
matographischen Triglyceridanalyse

Norma IDF 1 C: 1987 Milk. Determination of Fat Content — Rose Gottlieb Gravimetric Method

Norma IDF 16C: 1987 Cream. Determination of Fat Content — Rose Gottlieb Gravimetric Method

Norma IDF 116A: 1987 Milk — Based Edible Ices and Ice Mixes. Determination of Fat Content — Rose

Gottlieb Gravimetric Method

Norma IDF 22B: 1987 Skimmed Milk, Whey & Buttermilk. Determination of Fat Content — Rose Gott-

lieb Gravimetric Method.
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ZALACZNIK XXVI

WYKAZ ROZPORZADZEN, DO KTORYCH NASTEPUJE ODNIESIENIE W PIERWSZYM USTEPIE
PREAMBULY

— rozporzadzenie Komisji (EWG) nr 1216/68 z dnia 9 sierpnia 1968 r. ustanawiajace metode oznaczania zawartosci
laktozy w zwierzecych mieszankach paszowych przywozonych z panstw trzecich ('), zmienione rozporzadzeniem
Komisji (EWG) nr 22288 z dnia 22 grudnia 1987 r. zmieniajace niektére Srodki w sprawie stosowania wspdlnej
organizacji rynku w sektorze mleka i przetworéw mlecznych w nastepstwie wprowadzenia Nomenklatury
Scalonej (%);

— rozporzadzenie Komisji (WE) nr 3942/92 z dnia 22 grudnia 1992 r. ustanawiajace metodg referencyjna oznaczania
sitosterolu i stigmasterolu w bezwodnym tluszczu mleka (°), ostatnio zmienione rozporzadzeniem Komisji (WE)
nr 175/1999 zmieniajgcym rozporzadzenia (EWG) nr 3942/92, (WE) nr 86/94, (WE) 1082/96 i (WE) nr 1459/98
ustanawiajace metodg referencyjng oznaczania niektérych znacznikéw w masle, bezwodnym tluszczu mlecznym i
$mietanie (*);

— rozporzadzenie Komisji (WE) nr 86/94 z dnia 19 stycznia 1994 r. ustanawiajace metode referencyjng oznaczania
sitisterolu i stigmasterolu w masle (°), zmienione rozporzadzeniem (WE) nr 175/1999;

— rozporzadzenie Komisji (WE) nr 2721/95 z dnia 24 listopada 1995 r. ustanawiajgce zasady stosowania metod refe-
rencyjnych i rutynowych analizy i oceny jakosci mleka oraz przetworéw mlecznych w ramach wspdlnej organizacji
rynku (°);

— rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1080/96 z dnia 14 czerwca 1996 r. ustanawiajace metodg referencyjng wykrywania
form bakterii coli w masle, odtluszczonym mleku w proszku i kazeinie/kazeinianach ());

— rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1081/96 z dnia 14 czerwca 1996 r. ustanawiajace metodg referencyjna wykrywania
mleka krowiego i kazeiny w serach wyprodukowanych z mleka owczego, mleka koziego lub mleka bawolego lub
mieszanki mleka owczego, koziego i bawolego i uchylajace rozporzadzenie (EWG) nr 690/92 ();

— rozporzadzenie Rady (WE) nr 1082/96 z dnia 14 czerwca 1996 r. ustanawiajace referencyjng metodg oznaczania
zawartosci estru etylowego kwasu beta-apo-8' karotenowego w koncentracie masta oraz w masle (°), zmienione
rozporzadzeniem (WE) nr 175/1999;

— rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1854/96 z dnia 26 wrzesnia 1996 r. ustanawiajace wykaz metod referencyjnych
stosowanych do celéw analizy i oceny jakosci mleka i przetworéw mlecznych w ramach organizacji wspdlnego
rynku ('), zmienione rozporzadzeniem (WE) nr 881/1999 ());

— rozporzadzenie Komisji (WE) nr 880/98 z dnia 24 kwietnia 1998 r. ustanawiajgce referencyjne metody oznaczania
zawartosci wody, suchej masy beztluszczowej i thuszczu w masle ('2);

— rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1459/98 z dnia 8 lipca 1998 r. ustanawiajace referencyjng metode oznaczania
waniliny w koncentracie masta, masle lub $mietanie (**) zmienione rozporzadzeniem (WE) nr 175/1999.
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