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REGULAMENTUL (CE) NR. 213/2001 AL COMISIEI
din 9 januarie 2001
de stabilire a normelor de aplicare a Regulamentului (CE) nr. 1255/1999 al Consiliului privind metodele

de analizd si evaluare calitativd a laptelui si produselor lactate si de modificare a Regulamentelor (CE)
nr. 2771/1999 si (CE) nr. 2799/1999

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,

avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitatii Europene,

avand in vedere Regulamentul (CE) nr. 1255/1999 al Consiliului
din 17 mai 1999 privind organizarea comund a pietei in sectorul
laptelui si produselor lactate ('), in special articolele 10 si 15 si
articolul 26 alineatul (3), articolul 29 alineatul (1) si articolul 31
alineatul (14),

intrucat:

() Jo
() Jo

Regulamentele (CEE) nr. 1216/68 si (CEE) nr. 3942/92 si
(CE) nr. 86/94, (CE) nr. 2721/95, (CE) nr. 1080/96, (CE)
nr. 1081/96, (CE) 1082/96, (CE) nr. 1854/96, (CE)
nr. 880/98 si (CE) nr. 1459/98 ale Comisiei, la care se fac
trimiteri complete in anexa XXVI la prezentul regulament,
stabilesc metode de referintd si de rutind pentru analiza si
evaluarea calitativd a laptelui si a produselor lactate si
domeniul si regulile de aplicare ale acestor metode. In inte-
resul claritatii si pentru a pune la dispozitia celor din acest
sector un set unic de metode si reguli pentru punerea aces-
tora in aplicare, regulamentele mentionate anterior trebuie
reformulate si reunite intr-un singur text. Din acelasi motiv,
Regulamentele (CE) nr. 2771/1999 ale Comisiei din
16 decembrie 1999 de stabilire a normelor de aplicare a
Regulamentului (CE) nr. 1255/1999 al Consiliului privind
interventia pe piata untului i a smanténii (?) si (CE)
nr. 2799/1999 din 17 decembrie 1999 de stabilire a nor-
melor de aplicare a Regulamentului (CE) nr. 1255/1999
privind acordarea ajutorului pentru lapte degresat si lapte
praf degresat destinate folosirii ca furaje animale si
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(3)

C)

vanzarea acestui lapte praf degresat (3) ar trebui modificate
astfel incat anexele la regulamentele mentionate anterior
privind metodele de analizd sd poatd fi incluse in prezentul
regulament.

Cerintele privind compozitia si calitatea laptelui si
produselor din lapte prevdzute in aranjamentele mentio-
nate de Regulamentul (CE) nr. 1255/1999 trebuie verifi-
cate pentru a se asigura stricta lor respectare.

Metodele de referintd pentru asemenea verificri sunt ade-
sea metodele publicate de organizatii internationale cum
sunt CEN, FIL, ISO, AOAC International si sunt actualizate
cu regularitate de organizatiile mentionate anterior. In
anumite cazuri se stabileste o metodd de referintd comu-
nitard, in timp ce in alte cazuri nu se specificd nici o metodd
de referintd in regulile comunitare. Pentru a se asigura
aplicarea uniforma a metodelor de referintd, trebuie si se
redacteze in fiecare an o listd de metode de referint3, fiind
posibild numai aplicarea metodelor incluse in aceasta lista.

Folosirea metodelor de rutind nu trebuie eliminat. In acest
scop, ar trebui precizate conditiile de utilizare a acestora.

Ar trebui, de asemenea, stabilite metode comune pentru a
se asigura o practicd uniforma pentru evaluarea rezultate-
lor analizelor, pentru evaluarea senzoriald a produselor in
cauzd si pentru reexaminarea rezultatelor contestate.

Pentru anumite analize nu existd in prezent metode de
referintd acceptate la nivel international care si fie validate,
neexistand astfel informatii privind variatiile rezultatelor
analitice Intre laboratoare. De aceea ar trebui sd se stabi-
leascd metode comunitare validate conform normelor sta-
bilite la nivel international si aplicate ca metode de refe-
rintd.

JO L 340, 31.12.1999, p. 3.
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Regulamentul (CE) nr. 2571/97 al Comisiei din 15 decem-
brie 1997 privind vdnzarea untului la pret redus si
acordarea de ajutoare pentru smantdna, untul si untul
concentrat utilizate la fabricarea de produse de patiserie,
inghetatd si alte produse alimentare (*), astfel cum a fost
modificat ultima datd prin  Regulamentul (CE)
nr. 635/2000 (?), prevede marcarea smantanii, untului si
untului concentrat in anumite situatii pentru a se asigura o
utilizare finald corectd a acestor produse. Deoarece marca-
rea este importantd pentru buna functionare a programu-
lui si pentru a se asigura un tratament egal operatorilor din
cadrul acestuia ar trebui instituite metode comune pentru
determinarea unora dintre acesti marcatori.

In conformitate cu Regulamentul (CEE) nr. 3143/85 al
Comisiei din 11 noiembrie 1985 vanzarea cu pret redus a
untului de interventie destinat consumului direct sub forma
de unt concentrat (3), astfel cum a fost modificat ultima
datd prin Regulamentul (CE) nr. 101/1999 (*), Regulamen-
tului (CEE) nr. 429/90 al Comisiei din 20 februarie 1990
privind atribuirea prin achizitie publici a unui ajutor pen-
tru untul concentrat destinat consumului direct in cadrul
Comunitatii (°), astfel cum a fost modificat ultima datd prin
Regulamentul (CE) nr. 124/1999 (¢) si Regulamentului (CE)
nr. 2571/97, untul concentrat trebuie sd contind marcatori
addugati sub supraveghere. Conformarea la cerintele pri-
vind marcarea untului concentrat trebuie realizatd cu
strictete pentru a se asigura faptul cd produsele nu sunt
deturnate. Ar trebui prevdzutd o metodd comund pentru
detectarea acestor marcatori.

In temeiul articolului 9 din Regulamentul (CE)
nr. 1255/1999, se poate acorda un ajutor pentru depozi-
tarea privatd a branzeturilor din lapte de oaie. Pentru ace-
leasi produse se poate acorda o rambursare in temeiul
articolului 31 din regulamentul mentionat anterior.
Branzeturile obtinute din lapte de oaie, lapte de caprd, lapte
de bivolitd si din amestecuri de lapte de oaie, capra si bivo-
litd pot fi importate din anumite ¢ari terte in Comunitate in
cadrul unor aranjamente preferentiale. In temeiul dispozi-
tiilor mentionate anterior sunt necesare controale adecvate
pentru a se asigura faptul ¢d in produsele in cauzd nu a fost
incorporat lapte de vacd. Prin urmare, ar trebui previzutd
o metodd comund pentru detectarea laptelui de vaci fird a
se aduce atingere folosirii metodelor de ruting, cu conditia
ca acestea sd respecte anumite criterii.

In temeiul Regulamentului (CEE) nr. 2921/90 al Comisiei
din 10 octombrie 1990 acordare de ajutoare pentru laptele
degresat in vederea fabricarii cazeinei si cazeinatilor (7),
astfel cum a fost modificat ultima datd prin Regulamentul
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(CE) nr. 2654/1999 (8), trebuie detectatd absenta bateriilor
coliforme. Metoda de referintd acceptatd la nivel
international pentru detectarea bacteriilor coliforme in
lapte si produse lactate este standardul international FIL
73A:1985. Cu toate acestea, acest standard se poate aplica
numai intr-o formd modificatd pentru detectarea
bacteriilor coliforme intr-o cantitate oarecare de produs.
De aceea, a fost previzutd o metodd de referintd pentru
detectarea bacteriilor coliforme pe baza standardului men-
tionat anterior.

(11) Regulamentul (CEE) nr. 2658/87 al Consiliului din 23 iulie
1987 privind Nomenclatura tarifard si statisticd si Tariful
Vamal Comun (?), astfel cum a fost modificat ultima data
prin Regulamentul (CE) nr. 254/2000 (1) prevede rate
diferite ale taxelor vamale pentru furajele combinate care
intrd sub incidenta pozitiei tarifare nr. 2309, in functie de
continutul lor de produse lactate. Pentru a asigura aplicarea
uniformd a regulilor in cauzi trebuie previzutd o metodd
general recunoscutd pentru analizarea continutului de lac-
tozd care sd fie folositd in mod obligatoriu in toate statele
membre.

(12) In temeiul Regulamentului (CE) nr. 12551999, untul si
laptele praf degresat destinate interventiei sau, in cazul lap-
telui praf degresat, utilizarii ca furaj pentru animale, trebuie
sd indeplineascd anumite cerinte din domeniul calitatii. Ar
trebui prevazute metode de referintd pentru verificarea
indeplinirii acestor cerinte.

(13) Punerea in aplicare a unora dintre metodele introduse pen-
tru prima datd prin prezentul regulament va necesita o
perioada de adaptare. Aplicarea acestor metode trebuie de
aceea amanatd.

(14) Comitetul de gestionare a laptelui si produselor lactate nu
a emis un aviz in termenul stabilit de presedintele acestuia,

ADOPTA PREZENTUL REGULAMENT:

CAPITOLUL I
DISPOZITII GENERALE

Articolul 1

Obiectul si domeniul de aplicare

Prezentul regulament stabileste normele de aplicare a metodelor
de analizd chimicd, fizic3, microbiologicd si de evaluare senzoriald
alaptelui si produselor lactate care urmeazd s fie folosite in cadrul
aranjamentelor previzute in organizarea comund a pietei in
sectorul laptelui si produselor lactate instituitd prin Regulamentul
(CE) nr. 1255/1999. De asemenea, stabileste unele dintre
metodele respective.

(8) JOL325,17.12.1999, p. 10.
(°) JOL256,7.9.1987, p. 1.
(*%) JO L 28, 3.2.2000, p. 16.
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Articolul 2

Lista metodelor

(1) Anexa I la prezentul regulament contine lista metodelor de
referintd aplicabile analizelor mentionate la articolul 1.

(2) Comisia actualizeazd lista cel putin o datd pe an in
conformitate cu procedura previzutd la articolul 42 din Regula-
mentul (CE) nr. 1255/1999.

Articolul 3

Metodele de rutina

Metodele de rutind pot fi folosite pentru analizele necesare in
conformitate cu normele comunitare, cu conditia s fie ajustate in
mod adecvat si verificate cu regularitate pe baza metodei de
referinta.

Pentru verificarea rezultatelor obtinute prin metodele de rutind
care sunt aproape de limitele descrise in regulamentele in cauza se
poate aplica procedura descrisd in anexa II.

In cazul unor contestatii, rezultatele obtinute prin metoda de
referintd sunt hotaratoare.

Articolul 4

Validarea metodelor de referinti

(1) Metodele de referintd sunt validate in cazul in care indeplinesc
criteriile de precizie prestabilite privind limita de repetabilitate si
reproductibilitate.

(2) In cazul in care o metodd de referintd previzuti in
regulamentele in cauzd nu a fost validatd, statele membre stabi-
lesc o limitd orientativd de reproductibilitate.

Limita mentionatd trebuie obtinutd conform procedurii descrise
in anexa III litera (b). Cu toate acestea, pe parcursul primelor 18
luni de la intrarea in vigoare a prezentului regulament, statele
membre pot folosi o procedurd echivalenta.

Respectarea limitei este verificatd cel putin o datd pe an.

(3) In cazul in care rezultatele obtinute in urma aplicarii metode-
lor de referintd validate sau a metodelor cu cifre orientative pri-
vind precizia aratd cd a fost depdsitd o limitd, rezultatele analitice
pot fi evaluate prin metoda descrisa in anexa IV pentru a se deter-
mina diferenta critici fatd de limita in cauzi.

Articolul 5

Admisibilitatea rezultatelor analizelor

(1) Analizele se realizeazd in laboratoare in care existd o proce-
durd internd de control al calititii conformd cu cea descrisi in
anexa V litera (a) sau o procedurd cu standard echivalent.

O descriere detaliatd a procedurii aplicate trebuie si fie disponi-
bild pentru consultare in laborator.

(2) Laboratoarele isi stabilesc precizia proprie pentru toate
metodele urmand:

(a) procedura descrisd in anexa V litera (b) sau

(b) o proceduri validatd publicatd cu repetabilitate stabilitd.

Conformarea la limita de reproductibilitate trebuie verificatd cel
putin o datd pe an folosindu-se procedura descrisd in anexa III
litera (a).

Al doilea paragraf nu se aplicd laboratoarelor care au participat la
un program de testare a competentei pe parcursul anului.

(3) Rapoartele de laborator privind rezultatele analizelor trebuie
sd contind suficiente informatii pentru a se putea realiza o eva-
luare a rezultatelor in conformitate cu anexa IV si anexa VIIL

(4) Rezultatele analizei se considerd admisibile in cazul in care au
fost obtinute in conformitate cu criteriile de admisibilitate descrise
in procedura de control intern al calitdtii mentionati la alinea-
tul (1) si cu precizia internd mentionatd la alineatul (2).

Articolul 6

Evaluarea senzorialid

(1) Pentru unt se aplicd procedurile descrise in anexa VI pentru
verificarea performantei evaluatorilor si a preciziei rezultatelor.
Procedura descrisd in anexa VII se aplicd ca metodd de referintd
pentru evaluarea senzorial.

(2) Pentru lapte si produse lactate altele decat untul, metoda de
referintd care trebuie folositd de citre statele membre pentru
evaluarea senzoriald este fie standardul FIL 99C[1997, fie alte
metode comparabile pe care acestea le notificd Comisiei.

Procedurile descrise in anexa VI pot fi folosite pentru verificarea
performantei evaluatorilor si a preciziei rezultatelor.

Articolul 7

Prelevarea de probe si contestarea rezultatelor analizelor

(1) Pentru analizele obligatorii conform regulilor comunitare se
preleveazd probe martor.

(2) Procedura descrisd in anexa VIII se foloseste in cazurile in care
rezultatele unei analize nu sunt acceptate de citre operator.
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CAPITOLUL II

METODE DE ANALIZA

Articolul 8

Continutul de apd/substante solide negrase/grasime al
untului

(1) Metoda de analizd descrisd in anexa IX se foloseste ca metodd
de referintd pentru determinarea continutului de apa al untului.

(2) Metoda de analizd descrisd in anexa X se foloseste ca metoda
de referintd pentru determinarea continutului de substante solide
negrase al untului.

(3) Metoda de analizd descrisd in anexa XI se foloseste ca metodd
de referintd pentru determinarea continutului de grisime al
untului.

Articolul 9

Marcatori

(1) Metoda de analizd descrisd in anexa XII se foloseste ca metodd
de referinti pentru determinarea vanilinei in untul concentrat, unt
si smantana.

(2) Metoda de analizd descrisd in anexa XIII se foloseste ca
metodd de referintd pentru determinarea continutului de etil ester
al acidului beta-apo-8’ carotenic in untul concentrat si in unt.

(3) Metoda de analizd descrisd in anexa XIV se foloseste ca
metodd de referintd pentru determinarea continutului de sitoste-
rol si stigmasterol in unt si in untul concentrat.

(4) Untul concentrat, untul si smantdna au fost marcate in
conformitate cu normele comunitare relevante in cazul in care
rezultatele obtinute sunt conforme cu specificatiile din alineatul
(8) din anexele mentionate la alineatele (1), (2) sau (3).

Articolul 10

Detectarea cazeinei din laptele de vacd

(1) Metoda de referintd pentru analiza descrisd in anexa XV se
foloseste pentru a se asigura faptul cd branza care trebuie produsd
numai din lapte de oaie, din lapte de capri sau din lapte de bivo-
litd sau dintr-un amestec de lapte de oaie, caprd si bivolitd nu con-
tine de fapt cazeind din lapte de vaci.

Se considerd cd este prezentd cazeina din lapte de vacd in cazurile
in care continutul evident de cazeind din lapte de vacd al probei
care trebuie analizatd este egal cu sau mai mare decat continutul
probei de referintd continind 1 % lapte de vacd in conformitate
cu anexa XV.

(2) Metodele de rutind pentru detectarea cazeinei din laptele de
vacd in branzeturi in conformitate cu alineatul (1) pot fi folosite

cu conditia:
(a) ca limita de detectare si fie de 0,5 % sau mai mic3,
(b) sd nu existe rezultate fals pozitive,

(c) cazeina din laptele de vacd si poatd fi detectatd cu
sensibilitatea necesard chiar si dupd perioade lungi de matu-
rare, cum este de obicei cazul in conditii de comercializare.

In cazul in care cerintele previzute la litera (b) nu sunt indepli-
nite, orice probd pentru care se obtin rezultate pozitive trebuie
analizatd prin metoda de referintd.

In cazul in care cerintele previzute la litera (c) nu sunt indeplinite
pentru unul dintre tipurile de branzd mentionate la alineatul (1),
branza respectiva trebuie analizatd prin metoda de referinta.

Articolul 11

Detectarea bacteriilor coliforme

(1) Metoda de referintd pentru analizd descrisd in anexa XVI se
foloseste pentru detectarea prezentei bacteriilor coliforme in unt,
lapte praf degresat, cazeind si cazeinati.

(2) Se pot folosi metodele de rutind pentru detectarea bacteriilor
coliforme cu conditia ca rezultatele obtinute si fie comparabile cu
cele obtinute prin metoda de referintd descrisa in anexa mentio-
natd anterior. Este foarte important ca metodele de referintd sd
aibd o limitd de detectie adecvatd. Nu trebuie sd apard rezultate
fals negative. In cazul in care nu se poate elimina aparitia rezul-
tatelor fals pozitive, orice rezultat pozitiv trebuie confirmat prin
metoda de referinta.

Articolul 12

Continutul de lactozi

Metoda de determinare a continutului de lactoza al produselor
care intrd sub incidenta codului CN 2309 este descrisd in
anexa XVIL

Articolul 13

Detectarea zerului inchegat

(1) Metoda de detectare a zerului inchegat in laptele praf degresat
destinat depozitdrii publice este descrisd in anexa XVIIL

(2) Metoda de detectare a zerului inchegat in laptele praf degresat
si in amestecurile destinate utilizdrii ca furaje pentru animale este
descrisa in anexa XIX.

Articolul 14

Detectarea zarei

Metoda de detectare a zarei in laptele praf degresat este descrisi in
anexa XX.
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Articolul 15
Reziduuri antimicrobiotice
Metoda de detectare a reziduurilor de antibiotice si

sulfamide/dapson in laptele praf degresat este descrisd in
anexa XXL

Atrticolul 16

Continutul de lapte praf degresat

Metoda de determinare a continutului de lapte praf degresat din
furajele combinate este descrisd in anexa XXII

Articolul 17

Detectarea amidonului

Metoda de detectare a amidonului in laptele praf degresat, in
laptele praf denaturat si in furajele combinate este descrisd in
anexa XXIIL

Articolul 18

Continutul umed al zarei praf acide
Metoda de determinare a continutului umed al zarei praf acide
destinate utilizdrii in furaje este descrisd in anexa XXIV.
Articolul 19

Detectarea grasimilor strdine

Metoda de detectare a grasimilor strdine din grasimile din lapte
este descrisd in anexa XXV.

CAPITOLUL III
DISPOZITII FINALE

Articolul 20
Modificiri ale Regulamentului (CE) nr. 2771/1999

Regulamentul (CE) nr. 2771/1999 se modificd dupd cum
urmeaza:

1. Prima tezd din articolul 4 alineatul (1) se inlocuieste cu urma-
torul text:

JAutoritdtile competente verificd calitatea untului folosind
metodele din anexa I si pe baza probelor prelevate conform
regulilor previdzute in anexa IV.”

2. In anexa I, nota de subsol 2 se inlocuieste cu urmdtorul text:
,A se vedea anexa I la Regulamentul (CE) nr. 213/2001".

3. Anexele II si Il se elimind.
4. In penultima tezd din anexa IV.2, cuvintele ,cu anexa III” se

inlocuiesc cu urmdtorul text:
,cu anexa VII la Regulamentul (CE) nr. 213/2001".

Articolul 21

Modificiri ale Regulamentului (CE) nr. 2799/1999

Regulamentul (CE) nr. 2799/1999 se modificd dupd cum
urmeaza:

1. Articolul 20 alineatele (1), (2), (3) si (4) se inlocuiesc cu urma-
torul text:

»(1) Continutul de lapte praf degresat din amestecuri si furaje
combinate se determind prin analiza fiecirei probe si a cel
putin unei probe martor prin metoda de analizd descrisd in
anexa XXII la Regulamentul (CE) nr. 213/2001, completati de
controalele previzute la articolul 17 alineatul (3) din prezentul
regulament. In cazul in care existi o neconcordanti intre
rezultatele acestor controale, rezultatul inspectiilor la fata
locului este determinant.

(2) Absenta zerului inchegat se dovedeste prin metoda des-
crisd in anexa XIX la Regulamentul (CE) nr. 213/2001.

(3) Continutul de amidon al furajelor combinate se determind
prin controalele previzute la articolul 17 alineatul (3) din
prezentul regulament, care trebuie completate de metoda de
analizd descrisd in anexa XXIII la Regulamentul (CE)
nr. 213/2001.

(4) Continutul umed al zarei praf acide se determind prin
metoda de analizd descrisd in anexa XXIV la Regulamentul
(CE) nr. 213/2001.”

2. Anexele III, IV, V si VI se elimind.
Articolul 22

Abrogiri

Regulamentele (CEE) nr. 1216/68, (CEE) nr. 3942/92, (CE)
nr. 86/94, (CE) 2721/95, (CE) nr. 1854/96, (CE) nr. 1080/96, (CE)
nr. 1081/96, (CE) nr. 1082/96, (CE) nr. 880/98 si (CE)
nr. 1495/98 se abroga.

Trimiterile la regulamentele abrogate se interpreteazd ca trimiteri
la prezentul regulament.

Articolul 23

Intrarea in vigoare

Prezentul regulament intrd in vigoare in a saptea zi de la data
publicdrii in Jurnalul Oficial al Comunitatilor Europene.

Cu toate acestea, metodele descrise in anexele III, IV.4, V, VI si VII
se aplicd timp de 18 luni de la data intrdrii in vigoare a prezentului
regulament.
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Prezentul regulament este obligatoriu in toate elementele sale si se aplicd direct in toate statele
membre.

Adoptat la Bruxelles, 9 ianuarie 2001.

Pentru Comisie
Franz FISCHLER

Membru al Comisiei
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ANEXA II

(Articolul 3)

VERIFICAREA REZULTATELOR OBTINUTE PRIN METODE DE RUTINA CARE SUNT APROAPE DE
LIMITELE SPECIFICATE IN REGULAMENTELE PRIVIND CERINTELE DE COMPOZITIE SI CALITATE

In cazul in care m, este limita pentru cerintele de compoxzitie si calitate specificate in unul dintre regulamente, limita
de decizie (L) este

dacd Rygy/Rier < 1

Rpoue Limita de reproductibilitate a metodei de rutind

Rpe¢ Limita de reproductibilitate a metodei de referintd

In cazul in care m, este o limitd superioard iar Ry, /Rger > 1, aceasti limitd de decizie se obtine cu ajutorul formulei
L = my = [(Ryy /Ryey) = 11CrDys

Dacd, in aceleasi conditii, m, este o limitd inferioard, limita de decizie se obtine cu ajutorul formulei
L= my + [(Rygy/Ryey) = 11CrDy

unde CrDy; este diferenta critici a metodei de referintd (a se vedea anexa IV).

In cazul in care m, este o limitd superioard, rezultatele finale care se situeazi deasupra limitei de decizie obtinute

printr-o metoda de rutind se inlocuiesc cu un rezultat final obtinut prin metoda de referinti. Acest rezultat final trebuie

sd se bazeze pe cel putin acelasi numdr de analize/probe ca si rezultatul final obtinut prin metoda de rutina.

In cazul in care m, este o limitd inferioard, se urmeazd aceeasi procedurd pentru rezultatele finale care se situeazd sub
limita de decizie obtinutd prin metoda de rutina.

Notd
Procedura descrisi mai sus poate fi urmatd in cazul in care nu existd efecte matriciale detectabile.

Efectele matriciale pot fi detectate in modul urmator: pentru fiecare proba folositd pentru calibrare se determini
diferenta (w;) dintre rezultatele obtinute prin metodele de referinta si de rutina.

Valoarea deviatiei standard calculati cu ajutorul formulei

_ 2

s = \/ (>wi)/2m

m: Numdrul probelor folosite pentru calibrare

se compard cu media aritmeticd a deviatiei standard a repetabilitdtii metodelor de referintd si de rutind

S, = \/(Srz(ref)+ Srz(rout))/2

Efectul matricial nu poate fi exclus dacd

mes?/s? > Chi

fil—a

unde
f =m (f: numarul de grade de libertate)
a = probabilitatea de eroare; a = 0,05.

In acest caz, sunt necesare investigatii ulterioare inainte de a se putea stabili o limitd de decizie.
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ANEXA III

(Articolele 4 si 5)

(a) Procedura de determinare a respectirii unei limite de reproductibilitate stabilite (Analiza chimici)

Respectarea limitei de reproductibilitate se verificd prin compararea rezultatele de laborator cu rezultatele obtinute
intr-un laborator cu experientd (), utilizdndu-se o probi identicd. In ambele laboratoare se realizeazd o dubld
determinare, iar rezultatele se evalueazd cu ajutorul formulei:

2

o , T
Cngs(l}’]*}’zl) - R )
unde:
CrDys: diferenta criticd (P = 0,95)
y;:  media aritmeticd a doud rezultate obtinute in laboratorul 1
y,,  media aritmetici a doud rezultate obfinute in laboratorul 2
limita de reproductibilitate: se determind prin interpolare,
I limita de repetabilitate: in cazul in care precizia variazd odatd cu nivelul.

In cazul in care diferenta critici este depasit3, se realizeazd un alt experiment in decursul urmitoarelor doui luni. in
cazul in care rezultatele celui de-al doilea experiment nu sunt conforme cu limita de reproductibilitate, autoritatile
competente iau masurile necesare.

(b) Procedura pentru obtinerea unei limite orientative de reproductibilitate (Analizd chimica)

Limita orientativd de reproductibilitate (R,,,,,) se obtine cu ajutorul urmdtoarei ecuatii:
2
_ _ .,
Rprov - (yl - y2) +E

unde:
y,: media a doud rezultate obtinute in laboratorul 1

)_12: media a doud rezultate obtinute in laboratorul 2 [a se vedea anexa III litera (a)]

r:  limita de repetabilitate sau limita orientativd de repetabilitate.

Observatii:
L. R0, poate fi folositd pentru calcularea diferentelor critice (a se vedea anexa VI).

2. R,y se stabileste la 2r in cazul in care valoarea calculatd pentru R, este mai mica decat 2r.

prov prov

3. In cazul in care valoarea calculatd este mai mare decat 3r sau cu mult mai mare decat dublul valorii R rezultati
din ecuatia Horwitz (°) , atunci R, este inacceptabil de mare si nu poate fi folositd pentru calcularea diferentei
critice.

prov

4. R, . se determind cel putin o datd pe an pe baza rezultatelor obtinute in doud laboratoare (a se vedea anexa IV).

prov

5. Valoarea medie a R ,,,,, se utilizeaz la calcularea diferentelor critice. Regulile enuntate la 2 si 3 se aplicd valorii
medii a lui R

prov*

() Ecuatia Horwitz:

-0,51 C
RSD, (%) = 2 o
unde:

RSDy: deviatie standard relativd a reproductibilitatii

c concentratia exprimatd ca fractie zecimald (de exemplu: 10 g/100 g = 0,1).

Referinte:

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

(") Laboratorul cu experientd este in general unul care a participat cu succes fie la validarea metodei de testare, fie la un test de
competentd.



03/vol. 36

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

59

Limita de reproductibilitate (valoarea lui R) se obtine din valoarea calculatd a RSDy dupd cum urmeazd
R =0.0283 xRSD,

x: media aritmetici a rezultatelor obtinute)

Cateva valori calculate ale RSDR (exemple)

Concentratie RSDy (%)
1g/100 g 4
0,01 ¢/100 ¢ 8
1 mg/1 000 g 16

Cu o concentratie a analitului de 1 g/100 g se obtine:

R =0.0283*1*4 = 0,11 g/100 g.
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ANEXA IV

(Articolul 4)

EVALUAREA REZULTATELOR ANALITICE OBTINUTE PRIN METODE VALIDATE

In cazul in care rezultatul analitic aratd ci a fost depdsitd o limitd, se calculeazd media aritmeticd a doud sau mai multe
rezultate. Se utilizeazd procedura urmatoare:

1.

in cazurile in care rezultatul analitic este constituit dintr-un singur rezultat, se efectueazd o a doua analizd in
conditii de repetabilitate. In cazul in care cele doud analize nu pot fi efectuate in conditii de repetabilitate, se
efectueazd incd o analizd in duplicat in conditii de repetabilitate si se folosesc acele rezultate pentru evaluarea
respectdrii diferentei critice.

Se determind valoarea absolutd a diferentei dintre media aritmeticd a rezultatelor obtinute in conditii de
repetabilitate si se determind limita. O valoare absolutd a diferentei mai mare decat diferenta criticd denota faptul
cd proba supusi analizei nu indeplineste conditiile.

Diferenta criticd se determind cu ajutorul urmatoarei formule:

_ 0.84 -1
CrD95(|y—m0|) :W Rz_rzn

unde:

y: media aritmetici a rezultatelor obtinute

my: limita

n: numdrul de analize/probe

fn cazul in care gradul de precizie variazd cu nivelul, este necesard determinarea lui r si R prin interpolare.
in mod normal, un rezultat final raportat pentru o proba trebuie s arate c3 a fost respectati o limita.
Rezultatele finale

— cuprinse in intervalul mgsi mg + Cngs( gl—mo ), in cazul in care limita este maximai;

— cuprinse in intervalul m,

osimg + CrD%(ly—mol), in cazul in care limita este minima

vor apdrea deci numai in mod exceptional.

Rezultatele finale cuprinse in intervalele mentionate se acceptd numai in cazul in care se intalnesc nu mai mult
de o dati la fiecare cinci probe supuse analizei per lot. in cazul in care se analizeazi mai putin de cinci probe per
lot, un rezultat din intervalul mentionat este acceptabil. Cu toate acestea, in cazul in care loturile sunt oferite in
mod repetat de citre un producitor, se respectd regula potrivit cireia din cinci probe analizate se obtine numai
un rezultat cuprins in intervalul mentionat.

fn cazul in care rezultatul final x se calculeazd utilizand o formuli de forma x = y, * y, (de exemplu:
apd + continutul de grasimi solide nealimentare din unt pentru a calcula continutul de grisime) unde y, si y, sunt
rezultatele finale ale unui singur tip de analizd, atunci limitele finale de repetabilitate si de reproductibilitate r, si
R, pentru rezultatele finale x se calculeazi ca:

—afi2 42
rx—\/r1+r2

= +lR2 1+ 2
R =R} +R2
unde 1, i r, sunt limitele de repetabilitate, iar R, si R, limitele de reproductibilitate ale y, si respectiv y,.

x se compard cu limita m, urmand regulile mentionate la 1 i 2. Diferenta criticd se determind folosind formula:

0.84 n-1
Cngs(lx —mol) = R? -2

Exxn

unde x este media aritmeticd a rezultatelor x; obtinute.

in cazul in care rezultatul final se calculeazi pe baza unei formule de forma

(de exemplu: grisimea din continutul de materie uscatd al branzei)
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unde y; iy, sunt rezultatele finale ale unui singur tip de analizd, atunci limitele totale de repetabilitate si de
reproductibilitate r, si R, se pot calcula ca:

r,.= px\/ r*z1 + rfz
R =pARE + R,
B =

H

py: valoare limitd sau tintd pentru y; (exemplu: grasime)

15t valoare limitd sau tintd pentru y, (exemplu: materie uscata)

T, .
r*l—}l—SOJS r*2=—250.15
1 1,
unde
ry: limita de repetabilitate, y,
r,: limita de repetabilitate, y,
R
=1 R
Ry= =013 R, =—2<0.15
1
H

unde
R;: limita de reproductibilitate, y,
R,: limita de reproductibilitate, y,

Procedurile pentru calculul lui r, si R, pot fi aplicate numai in cazul in care limitele relative de repetabilitate si de
reproductibilitate (r*y; r*,; R*;; R¥,) sunt mai mici sau egale cu 0,15.

x se compard cu limita 1, urmand regulile enuntate la 1 si 2. Diferenta critica se determind utilizand formula:

0.84 R1_ r2n -1

)=$ .

unde Xeste media aritmetici a rezultatelor x obtinute in ordine cronologici ().

CrD95(|)_(—}1x

() Notd: In cazul in care, de exemplu, se obtin rezultatele y,, 15, ¥,; §i ¥, trebuie calculatd media aritmetici a

lui yy1/y>; 81 yia/Yao
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ANEXA'V

CONTROLUL INTERN

(Articolul 5)

(a) Procedura de control intern al calititii (IQC) (analizd chimica)

Definitia materialului de control
Materialul folosit in scopul IQC este supus aceleiasi, sau unei parti a aceleiasi, proceduri ca si materialele analizate.

Materialul de control poate fi:

— material de referintd autorizat,

— material de referintd intern,

— material validat printr-un test inter-laboratoare,

— material intarit.

Procedura de stabilire a IQC

Laboratorul introduce IQC urmand procedura descrisd in documentul IUPAC ,Harmonized Guidelines for Internal
Quality Control in analytical laboratories” (Orientdri armonizate pentru controlul intern al calitdtii in laboratoarele
analitice) (1).

1QC presupune includerea materialelor de control in ciclul de analizd sau repetarea analizei probei analizate.
Materialele de control trebuie si aibd o compozitie chimica similard cu cea a probelor si sd aibd o stabilitate
corespunzdtoare pe parcursul perioadei respective. Trebuie sd se demonstreze ci ele pot fi impartite in mod
corespunzator in cantititi identice spre a fi analizate, si au o concentratie a analitului adecvatd intervalului in cauza.

Materialul de control este introdus cel putin o data in fiecare ciclu analitic iar valoarea obtinutd se reprezintd pe un
grafic de control in vederea misuririi erorilor pe termen lung. In plus, laboratorul trebuie si demonstreze periodic
respectarea conditiilor de repetabilitate in cadrul ciclului. Acest lucru se poate realiza prin analize ale probei martor
sifsau a materialelor de analizd in duplicat. Rezultatele acestor analize se compard cu orice limite de repetabilitate
publicate si cu orice date existente despre precizia internd.

In cazul in care se folosesc materiale de control, valorile obtinute pentru analiza dintre cicluri a materialelor de
control se reprezintd pe un grafic Shewhart [ISO 8258 (1991)] cu limite de control adecvate. Limitele de actiune se
stabilesc la

unde s, este deviatia standard totald,

limitele de avertizare la
X irZSt

Deviatie standard totald:

a2t 2
st—\/sb+sw/n

in care:
Sp: deviatia standard dintre cicluri
sw:  deviatia standard in interiorul ciclului

n: numirul de determiniri

In cazul in care nu se folosesc materiale de control (de exemplu, din cauza lipsei de stabilitate), cel putin unul dintre
materialele testate se analizeaza in duplicat in fiecare ciclu.

Diferenta absolutd obtinutd din analizele in duplicat dintr-un ciclu (a se vedea anexa I1I) se reprezinta grafic. Linia de
bazi este 1,128 s,,, limita inferioara este 0, limita superioara (limita de actiune) este 3,3686 s, unde s,, este deviatia
standard in interiorul ciclului.

Procedura de control include materiale de nivel inalt i scizut cand gama de concentratiilor este mare.

(") M. Thompson si R. Wood: ,Pure and Applied Chemistry” (Chimie purd si aplicatd) 67 (4), 649-666 (1995).
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In cazul in care materialele de analizd acopera o gami larga de concentratii ale analitului, laboratorul stabileste relatia
dintre precizie si nivel. In cazul in care precizia este proportionald cu nivelul, controlul ulterior se bazeaza pe precizie
relativa (respectiv diferenta absolutd ca procent din valoarea medie).

Aparitia unei situatii care nu poate fi controlatd in sistemul de analizd este semnalatd in urmditoarele cazuri:
A. valoarea reprezentatd in momentul respectiv iese din limitele de actiune,

B. valoarea din momentul respectiv si valoarea precedentd depasesc limitele de avertizare dar se mentin intre limitele
de actiune,

C. in cazul in care se folosesc materiale de control, noud valori succesive sunt situate de aceeasi parte a liniei medii.

Laboratorul actioneazd in cazul unei situatii care nu poate fi controlatd, prin:
A. oprirea analizelor in asteptarea testelor de diagnostic si a actiunilor de remediere si

B. respingerea ciclului de rezultate i reanalizarea materialelor de analiza.

(b) Procedurd pentru selectarea materialului intern de control si determinarea limitelor interne de precizie
(analizd chimici)

Date privind precizia laboratorului pot fi obtinute prin repetarea analizei materialelor de control sifsau prin repetarea
analizei probelor.

Laboratoarele folosesc urmdtoarea procedurd pentru a stabili parametri de precizie pentru variatia dintre cicluri si in
interiorul ciclului pentru uz ulterior in intocmirea graficelor de control. Laboratoarele pot adopta proceduri alternative
cu conditia sd poatd demonstra in mod adecvat ci datele rezultate sunt de o precizie corespunzitoare.

1. Selectia materialelor de control

Daci este cazul ca laboratorul sd foloseascd material de control, se colecteazd mai intai datele necesare pentru a se
stabili limite. in cazul in care este posibil, se folosesc materiale de referinti certificate (MRC). Materialele de control
propuse se analizeazd in conditii de repetabilitate in cadrul unui ciclu incluzand MRC potrivite, cu repetarea analizelor
si cu randomizare. In cazul in care aceastd abordare nu este posibild, laboratoarele cautd si sustini teste de competentd
si sd stabileascd mijloace asupra cdrora s-a ajuns la un consens (cu valori stabilite) care pot fi considerate un adevérat
mijloc conventional cdruia ii poate fi atribuitd o nesigurantd adecvati. Alte proceduri includ atribuirea valorii reale
prin formularea sau utilizarea materialelor de control dopate.

In plus, in cazul in care laboratorul desfdsoard in mod regulat astfel de analize si a instituit deja controlul statistic, orice
material nou de control (de exemplu, solicitat din cauza epuizdrii stocurilor) se obtine in raport cu analizele in
desfdsurare pentru care se folosesc materialele existente.

2. Atribuirea limitelor

Dupd selectarea materialului de control, laboratorul il foloseste pentru a stabili cifrele de precizie dintre cicluri i in
interiorul ciclului.

Ca cerintd minimd pentru stabilirea preciziei in interiorul ciclului, analiza materialului de control se realizeaza in
duplicat de 12 ori. Analiza in duplicat se efectueaza in conditii de repetabilitate, respectiv de citre acelasi operator,
cu aceiasi reactivi etc. Analiza materialului de control in duplicat se randomizeaza in cadrul unui ciclu de analiza.
Fiecare analizd in duplicat se realizeaza in zile diferite dintr-o perioada de timp pentru a se stabili variatia rezonabild
de la un ciclu la altul, ludnd in considerare variatiile normale, de exemplu reactivii, recalibrarea instrumentelor si, dupa
caz, operatorii diferiti.

Nota: Utilizarea datelor care nu sunt total reprezentative pentru variatia dintre cicluri pot duce la repetarea inutild
a analizei din cauza limitelor foarte stricte care au fost stabilite. Dimpotrivd, este de asteptat ca un laborator
in care datele de precizie care sunt prea imprecise sd nu poatd face fatd limitelor previzute in metodele de
referintd, performanta sa fiind slabd in comparatie cu cea a laboratoarelor de acelasi tip, iar datele rezultate
nefiind adecvate scopului cdruia ii sunt destinate.

2.1. Determinarea preciziei in interiorul ciclului

2.1.1. Precizia in interiorul ciclului in cazul in care este disponibil un material de control

Datele in duplicat (minim 12 duplicate) trebuie mai intai supuse la testului Cochran pentru gradul maxim de libertate.
Aceasta implicd compararea pdtratului seriei maxime de duplicate cu suma pitratelor seriilor.

2
d"max
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unde

d; = diferenta dintre duplicate

Valoarea criteriului lui Cochran, C, este comparati cu valorile tabelare [ISO 5725 (1994)]. in cazul in care o valoare
poate fi clasificatd ca fiind o valoare minimd sau maximi exceptionald, rezultatul trebuie investigat pentru a se gasi
o explicatie, de exemplu, o eroare tehnicd, o greseald de calcul, o scdpare in realizarea testului, analiza unei alte probe.
In cazul in care explicatia erorii tehnice dovedeste ci inlocuirea rezultatului suspect este imposibild, acesta este
inliturat, fiind considerat o valoare maxima exceptionald reald. In cazul in care riman cazuri neexplicate, de valori
minime sau maxime exceptionale, valorile minime exceptionale sunt retinute ca fiind corecte, iar valorile statistice
maxime exceptionale sunt inliturate. Laboratorul trebuie sd incerce s obtind valori care si le inlocuiasci pe acestea.

De indati ce laboratorul s-a asigurat ci datele nu cuprind valori maxime exceptionale, deviatia standard in interiorul
ciclului s, se obtine dupd cum urmeaza:

pentru fiecare pereche x;,, x;, a datelor duplicat p, suma duplicatelor,

si diferenta duplicatelor,

sunt calculate si insumate ca

p
C=)s?
i=1
Evaluarea deviatiei standard in interiorul ciclului este
B
s, = _
2p

Limita de precizie internd este 2.8. s,

In cazul in care se utilizeazd o metodi de referintd, limita de precizie internd se compara cu limita de repetabilitate
publicatd. Laboratorul trebuie sd indeplineascd cerinta metodei de referintd. Neconformarea la aceastd cerintd trebuie
investigatd.

Limitele stabilite sunt considerate provizorii si sunt revizuite.

2.1.2. Precizia in interiorul ciclului in cazul in care nu este disponibil un material de control

Laboratorul poate alege s stabileasca precizia in interiorul ciclului prin analize ale probelor reprezentative in duplicat
(minim 12 analize in duplicat). In cazurile in care utilizarea de materiale de control este imposibild, de exemplu din
cauza instabilitdtii, se foloseste aceastd metodd pentru acumularea de date in duplicat.

Notd: Se presupune cd analizele acoperd o gamd relativ restransi de valori si deci se va aplica o singurd valoare
tuturor probelor. In cazul unei game mai largi de rezultate, de exemplu deasupra unui ordin de marime, iar
precizia depinde de nivel, laboratoarele trebuie si studieze utilizarea deviatiilor standard relative.

Datele trebuie supuse testului Cochran, cala 2.1.1. Imediat ce laboratorul se asigurd ci datele nu contin valori maxime
exceptionale, se pot obtine deviatia standard si limita de precizie internd in interiorul ciclului ca la punctul 2.1.1.

Deviatia standard in interiorul ciclului s, poate fi folositd pentru a realizarea de grafice de control (a se vedea anexa II).
Limitele stabilite sunt considerate provizorii si sunt revizuite.



03/vol. 36

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

65

2.2. Determinarea preciziei intre cicluri

Valoarea medie (s,/2) se calculeazi pentru fiecare pereche si se supune la testul Grubbs [ISO 5725 (1994)]. Criteriile
de respingere/acceptare a valorilor exceptionale maxime si minime sunt descrise la 2.1.1. Laboratorul trebuie si
incerce s obtind o valoare de inlocuire pentru orice rezultat care a fost inldturat. Dupi ce laboratorul se asigurd ci
datele nu contin valori exceptionale minime si maxime, se calculeazd deviatia standard in interiorul ciclului s,

1 p-1 A’
sb = —|C _
4p-1) p P
sau 0 in cazul in care expresia de sub semnul radical este negativa.

Deviatia standard totala s, se foloseste pentru realizarea de grafice de control pentru media de n determindri (a se vedea
anexa lI). Limitele stabilite sunt considerate provizorii si sunt revizuite.

3. Revizuirea limitelor initiale
Limitelor de control stabilite dupd cum s-a ardtat mai sus sunt considerate estimari initiale.

Pentru actualizarea limitele stabilite pe baza preciziei acceptabile in interiorul ciclului (punctul 2.1.2), se colecteaza
date suplimentare in duplicat asupra probelor. Intervalul de timp dinaintea revizuirii depinde de frecventa analizelor.
Ca orientare, datele se revizuiesc dupd obtinerea a alte 10 duplicate. Apoi toate datele se supun testului Cochran, iar
limitele se restabilesc pe baza noii valori a deviatiei standard. in baza noilor date se iau decizii asupra validitatii limitelor
de control.

Si revizuirea datelor initiale obtinute pentru precizia dintre cicluri depinde de frecventa analizelor. Ca orientare, dupa
obtinerea prin analiza materialului de control a zece puncte de date, la o frecventd de o analiza per lot, presupunerile
initiale privind deviatia standard si medie se revizuiesc.

Tuturor datelor li se aplicd testul Grubbs pentru valorile maxime exceptionale. Deviatia medie si standard se
recalculeazd pe baza noilor date.

In plus, in aceastd fazd, laboratorul trebuie s foloseascd un grafic Cusum [BS $700: (1984) si amendamentul 5480
(1987)] pentru a investiga orice probleme care pot apdrea, de exemplu imbdtranirea reactivilor. Orice rezultat
individual care nu se incadreazd in limitele Cusum ,V-mask” trebuie investigat.

Noile limite (deviatia medie si standard) trebuie supuse controalelor periodice utilizdndu-se tehnica Cusum. Orice
indiciu cd validitatea materialului de control este nesigurd se investigheazd temeinic.

4. Raportarea datelor cu precizie

Laboratoarele trimit autorititii nationale competente urmdtoarele informatii:
— metoda utilizata,

— deviatia standard in interiorul ciclului s, si limita de precizie internd,
— deviatia standard dintre cicluri s,

— deviatia totald standard s,

— numdrul total de analize implicat in obtinerea datelor de precizie.
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ANEXA VI

(Articolul 6)

EVALUAREA EVALUATORILOR $I FIABILITATEA REZULTATELOR N ANALIZELE SENZORIALE

In cazul in care se folosesc metode de punctare se aplici urmitoarele proceduri (Standardul FIL 99C/1997).

(a) Determinarea ,indicelui de repetabilitate”

Cel putin 10 probe sunt analizate de un evaluator ca duplicat probd martor intr-o perioadd de 12 luni. Aceastd
procedurd se realizeazd de obicei in cateva sedinte. Rezultatele pentru caracteristicile produsului individual sunt
evaluate utilizindu-se formula:

w =1+ ;
unde:
Wy indice de repetabilitate
Xy punctajul pentru prima evaluare a probei x;
Xipt punctajul pentru a doua evaluare a probei x;
n: numdrul de probe

Probele care urmeazd a fi evaluate trebuie si reflecte o gama largd de calitate. w; nu trebuie sd depaseascd 1,5 (pe
o scard de 5 puncte).

Determinarea indicelui de deviatie”

Acest indice trebuie utilizat pentru a se verifica in cazul in care un evaluator utilizeaza aceeasi scald pentru
evaluarea calitativd ca si un grup de evaluatori experimentati. Punctajul obtinut de evaluator este comparat cu
media punctajelor obtinute de grupul de evaluatori.

Pentru evaluarea rezultatelor se foloseste urmdatoarea formula:

2 - \2

z[(Xn _;(il) X

! 2n

unde:

X5 Xip:  a se vedea punctul (a)

v ;‘123 punctajul mediu al grupului de evaluatori pentru prima respectiv a doua evaluare a probei x;

<
n: numdrul de probe (cel putin zece per 12 luni).

Probele care urmeazd a fi evaluate trebuie si reflecte o gamd largd de calitate. D; nu trebuie sd depaseascd 1,5
(pe scale de 5 puncte).

Statele membre notificd orice dificultiti intdmpinate in aplicarea prezentei proceduri.

Compararea rezultatelor obtinute in regiuni diferite ale statelor membre si in diferite state membre

Dupd caz, se organizeazd un test cel putin o datd pe an pentru a compara rezultatele obtinute de evaluatorii din
diferite regiuni. In cazul in care se constatd diferente semnificative, se iau masurile necesare pentru a se identifica
motivele si pentru a se obtine rezultate comparabile.

Statele membre pot organiza teste pentru a compara rezultatele obtinute de evaluatorii lor cu cele obtinute de cei
ai statelor membre invecinate. Diferentele semnificative duc la investigatii detaliate in scopul de a se obtine
rezultate comparabile.

Statele membre notificd Comisiei rezultatele acestor comparatii.
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ANEXA VII

(Articolul 6)

EVALUAREA SENZORIALA A UNTULUI

Domeniul de aplicare

Scopul acestei proceduri de evaluare senzoriald a untului este de a furniza o metodd uniforma aplicabild in toate statele
membre.

Definitii
Evaluare senzoriald inseamnd examinarea caracteristicilor unui produs cu ajutorul organelor de simt.

Panel inseamnd un grup de evaluatori selectati care, pe perioada evaludrii, lucreazd independent, fird a comunica intre ei
si fard a se influenta reciproc.

Punctare inseamnd evaluarea senzoriald realizatd de un panel folosindu-se o scald numerica. Trebuie sd se foloseascd un
nomenclator al defectelor.

Clasificare inseamnd o clasificare pe calititi realizatd pe baza punctdrii.

Documente de control: documentele folosite pentru inregistrarea punctajelor individuale pentru fiecare caracteristicd si a
clasificdrii finale a produsului. (Acest document poate fi folosit si pentru inregistrarea compozitiei chimice.)

Cameri de testare

3.1. Sunt necesare mdsuri de precautie pentru ca evaluatorii dintr-o camerd de testare sd nu fie influentati de factori
externi.

3.2. In camera de testare nu trebuie si existe mirosuri strdine si trebuie si fie usor de curdtat. Peretii trebuie si aibd o
culoare deschisa.

3.3.  Camera de testare i iluminarea acesteia trebuie si fie de asa naturd, incat si nu afecteze proprietitile produsului care
urmeazd si fie punctat. Camera trebuie dotatd cu un sistem adecvat de control al temperaturii.

Selectia evaluatorilor

Evaluatorii trebuie sd fie familiarizati cu produsele din unt si sd aibd competenta necesard pentru a realiza o gradare a
sensibilititii senzoriale. Competenta evaluatorului este evaluatd de citre autoritatea competentd in mod regulat (cel putin
o datd pe an).

Cerinte pentru panel

Numdrul evaluatorilor din panel trebuie sd fie impar, numarul minim fiind de trei. Majoritatea acestora trebuie si fie
angajati ai autoritdfii competente sau persoane autorizate care nu sunt angajate in industria de prelucrare a laptelui.

Inainte de evaluare trebuie avuti in vedere mai multi factori pentru obtinerea unor performante optime ale subiectilor:

— subiectii nu trebuie si sufere de boli care le-ar putea afecta performanta. Intr-un asemenea caz, evaluatorul in cauzi
trebuie inlocuit in panel cu un alt evaluator;

— subiectii trebuie sd se prezinte in mod punctual la evaluare si sd dispuna de suficient timp pentru realizarea evaludrii;

— subiectii nu trebuie si foloseascd substante cu miros puternic cum sunt parfumul, lotiunea dupi ras, deodorantul, etc.
si trebuie sd evite consumul de alimente cu arome puternice (de exemplu foarte condimentate) etc.;

— subiectii nu au voie s fumeze, si minance si sd bea altceva dect apd cu o jumitate de ord inainte de evaluare.

Evaluarea valorii fiecirei caracteristici

6.1. Evaluarea senzoriald se realizeazd pentru urmdtoarele caracteristici: aspect, consistentd si aroma.

Aspectul implicd urmdtoarele caracteristici: culoare, puritate vizibild, crestere a fungilor ciupercilor si dispersia apei.
Dispersia apei se testeazd in conformitate cu standardul FIL 112A/1989.

Consistenta implicd urmatoarele caracteristici: fermitate si tartinabilitate.
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Pentru evaluarea consistentei untului se pot aplica metode fizice. Comisia preconizeazd viitoarea armonizare a
acestor masuri.

Aroma implicd urmatoarele caracteristici: gustul si mirosul.

O deviatie semnificativd fatd de temperatura recomandatd impiedicd evaluarea sigurd a consistentei si aromei.
Temperatura este extrem de importantd.

6.2. Fiecare caracteristicd trebuie si facd obiectul unei evaludri senzoriale separate. Punctarea se realizeazd in
conformitate cu tabelul 1.
6.3. Uneori este adecvat ca evaluatorii sd puncteze impreund, inainte de evaluare, una sau mai multe probe de referintd
in privinta aspectului, consistentei si aromei, pentru a se obtine uniformitate.
6.4. Punctajul de acceptare este urmdtorul:
Maxim Necesar
Aspect 5 4
Consistentd 5 4
Aromd 5 4
In cazurile in care nu se obtine punctajul necesar trebuie si se facd o descriere a defectului. Punctajul acordat de
fiecare evaluator pentru fiecare caracteristica trebuie inregistrat in documentul de control. Produsul este acceptat sau
respins pe baza deciziei majoritdtii. Nu trebuie s se inregistreze in mod frecvent cazuri in care diferentele dintre
punctajele individuale acordate pentru fiecare caracteristicd sd fie mai mari de un punct (nu mai frecvent de un caz
la 20 de probe). In caz contrar competenta panelului trebuie verificatd de conducitorul panelului.
Supraveghere

Conducitorul panelului, care trebuie si fie angajat oficial al autoritatii competente si care poate fi membru al panelului
trebuie sd rdspundd in general pentru intreaga procedurd. El trebuie sd inregistreze punctajele individuale pentru fiecare
caracteristicd in documentul de control si sd certifice in cazul in care produsul este acceptat sau respins.

Prelevarea si prepararea probei

8.1.

8.2.

8.3.

— Este de dorit ca identitatea probelor si fie ascunsd in timpul evaludrii, astfel incat sd se evite orice posibilitate
de favorizare.

— Organizarea in acest sens este realizatd de conducdtorul panelului, inainte de evaluare si fird ca vreunul dintre
membrii panelului sd fie de fata.

Cand evaluarea senzoriald se realizeazd intr-un antrepozit frigorific, proba este prelevatd cu ajutorul unui prelevator
de unt. In cazul in care evaluarea senzoriald se realizeaza in alt loc decat in antrepozitul frigorific, se preleveaza o
probi de cel putin 500 g.

Pe parcursul evaludrii, untul trebuie si aibd o temperaturd de 10 pand la 12 °C. Deviatiile mari trebuie evitate cu orice
pret.

Nomenclator

Consultati tabelul 2 anexat.
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Tabelul 1: Punctajul pentru unt
Aspect Consistentd Aroma + aroma
Puncte Puncte
Puncte Nr. (1) Observatii d(eds:lii- Nr. (1) Observatii d(glcaji— Nr. (1) Observatii
tate) tate)
5 Foarte bine 5 Foarte bine 5 Foarte bine
tipul ideal tipul ideal tipul ideal
cea mai bund calitate cea mai bund calitate cea mai bund calitate
(substantd uscatd egald) (bine tartinabil) (cea mai find aromd absolut
purd)
4 Bine () 4 Bine (?) 4 Bine (2)
Nu existd defecte evidente Nu existd defecte evidente
17 tare
18 | moale
3 Acceptabil (mici defecte) 3 Acceptabil (mici defecte) 3 Acceptabil (mici defecte)
1 nelegat (necompact), umed 14 dezemulsionat, friabil, 21 neclari
sfdramicios
2 neuniform, in doud culori 15 pistos, de consistenta 22 arome strdine
aluatului, gras
3 | cu dungi 16 | lipicios 25 | acid
4 pestrif, marmorat 17 tare 27 aromi de copt, aromad de ars
5 | cu aspect granulat 18 | moale 33 | aromd de furaj
6 | separare a uleiurilor 34 | aspru, amar
7 | supracolorat 35 | suprasdrat
8 textura slaba,
deschisd
2 Slab (defecte evidente) 2 Slab (defecte evidente) 2 Slab (defecte evidente)
1 nelegat (necompact), umed 14 dezemulsionat, friabil, 21 impur
sfdramicios
3 | cu dungi 15 | pastos, de consistenta 22 | arome strdine
aluatului, gras
4 | pestrit, marmorat 16 | lipicios 23 | vechi
5 | cu aspect granulat 17 | tare 25 | acid
6 | separare a uleiurilor 18 | moale 32 | miros oxidat, miros metalic
10 | materii strdine 33 | aromd de furaj
11 mucegdit 34 aspru, amar
12 | sare nedizolvatd 35 | suprasdrat
36 | mucegdit,putred
38 | miros de substante chimice
1 Foarte slab (defecte mari) 1 Foarte slab (defecte mari) 1 Foarte slab (defecte mari)
1 | nelegat (necompact), umed 14 | dezemulsionat, friabil, 22 | miros strdin
sfardmicios
3 cu dungi 15 pistos, de consistenta 24 | branzos, miros de branzi lac-
aluatului, gras ticd
4 | pestrit, marmorat 16 | lipicios 25 | Acid
5 | cu aspect granulat 17 | tare 26 | Spumos
6 | separare a uleiurilor 18 | moale 28 | miros de mucegai
7 | supracolorat 29 | Ranced
9 | granulat 30 | uleios, cu gust de peste
10 | materii strdine 31 | cu aspect/gust de seu
11 cu fungi 32 miros oxidat, miros metalic
12 sare nedizolvatd 34 | aspru, amar
36 | mucegdit, putred
37 | cu aspect de malt
38 | miros de substante chimice

(1) Tabelul 2

(?) Defectele mentionate la ,bun” reprezintd numai deviatii foarte mici de la tipul ideal.
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9]

Tabelul 2: Tabelul defectelor untului

I.  Aspect
1. nelegat (necompact), umed
2. neuniform, in doud culori
3. cu dungi
4. pestrif, marmorat
5. cu aspect granulat
6. separare a uleiurilor
7. supracolorat
8. texturi slabd, deschisd
9. granulat
10. materii strdine
11. mucegdit
12. sare nedizolvatd

II.  Consistentd

14.
15.
16.
17.
18.

dezemulsionat, friabil, sfirdmicios

pistos, de consistenta aluatului, gras

lipicios
tare

moale

1.~ Miros si aromd

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

28.
29.
30.
31.
32.

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

Aceastd desemnare trebuie folositd cat mai rar posibil si numai atunci cand defectul nu poate fi descris mai exact.

fird miros
impur (%)
arome straine

vechi

branzos, miros de branzi lacticd

acid

Spumos

(a) aromd de copt

(b) aromad de ars
mucegait

ranced

uleios, cu gust de peste
cu aspect/gust de seu

(a) miros oxidat

(b) miros metalic
aromd de furaj
aspru, amar
suprasarat
mucegdit, putred

cu aspect de malt

miros de substante chimice
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ANEXA VIII
(Articolul 7)

PROCEDURA APLICABILA CAND REZULTATELE UNEI ANALIZE SUNT CONTESTATE (analizi chimici)

La cererea operatorului se poate realiza o analiza suplimentard in termen de sapte zile lucrdtoare de la notificarea rezultatelor
primei analize, cu conditia sd fie disponibile probe martor sigilate din produs care si fi fost depozitate corespunzitor de
autoritatea competentd.

Autoritatea competentd trimite aceste probe unui al doilea laborator, la cererea si pe cheltuiala operatorului. Acest laborator
trebuie s fie autorizat in vederea efectudrii de analize oficiale si trebuie sd aiba competente dovedite in realizarea analizelor
in cauzd. Aceastd competentd trebuie documentatd printr-o participare incununati de succes in studii de colaborare, teste
de eficientd sau comparatii intre laboratoare. Al doilea laborator trebuie si foloseascd metoda de referintd. Rezultatele
obtinute de cele doud laboratoare se compard dupd cum urmeaza:

(@) In cazul in care ambele laboratoare indeplinesc cerinta de repetabilitate si cerina de reproductibilitate

Media aritmetici a rezultatelor testelor obtinute de ambele laboratoare este raportatd ca rezultat final. Acest rezultat
final este evaluat ludndu-se in considerare diferenta criticd, cu ajutorul urmdtoarei formule:

084 [, 2( 1 1)

\2

CrD95(|)_'_ mol) =

y: media aritmeticd a tuturor rezultatelor obtinute de ambele laboratoare
mg: limitd

R:  reproductibilitate

r:  repetabilitate

n;: numdrul rezultatelor obtinute de laboratorul 1

n,: numdrul de rezultate obtinute de laboratorul 2.

Notd: In cazul in care rezultatul final se calculeazi cu formula

X =yty,saux = yl/y2

[a se vedea anexa IV punctul 3 si respectiv 4], R si r? se insereazd in formuli in loc de R? si r2.

(b) In cazul in care ambele laboratoare indeplinesc cerinta de repetabilitate dar nu si cerinta de reproductibilitate

In cazul in care a doua analizd o confirmd pe prima, cantitatea analizatd este respinsd ca neconformd. In caz contrar,
cantitatea este acceptata.

() In cazul in care numai un laborator indeplineste conditia de repetabilitate

Pentru a se stabili in cazul in care cantitatea analizatd este acceptatd sau nu se foloseste rezultatul final al laboratorului
care indeplineste cerinta de repetabilitate.

(d)  In cazul in care nici unul dintre laboratoare nu indeplineste cerinta de repetabilitate, dar este indeplinitd cerinta de reproductibilitate.
(a) se aplica.
(e) In cazul in care nici unul dintre laboratoare nu indeplineste nici cerinta de repetabilitate, nici cerinta de reproductibilitate

Cantitatea analizatd este acceptatd in cazul in care rezultatele obtinute de unul dintre laboratoare conduc la aceastd
concluzie.

(f)  In cazul in care rezultatele au fost obtinute prin folosirea de metode nevalidate

Cantitatea analizatd este acceptatd in cazul in care rezultatele obtinute de unul dintre laboratoare conduc la aceastd
concluzie.

Rezultatele celei de-a doua analize trebuie notificate de citre autoritatea competentd operatorului cit mai curdnd posibil.
Costurile celei de-a doua analize sunt suportate de operator in cazul in care cantitatea analizatd este respinsd.

In cazul in care operatorul poate dovedi, in termen de cinci zile lucritoare de la prelevarea probei, c procedura de prelevare
a probelor nu a fost realizatd corect, prelevarea probelor trebuie efectuatd din nou in cazul in care este posibil. In cazul in
care prelevarea probelor nu poate fi repetatd, cantitatea analizata trebuie acceptat.
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ANEXA IX

(Articolul 8)

DETERMINAREA CONTINUTULUI DE APA DIN UNT

Obiectul si domeniul de aplicare

Aceastd metodd de referintd precizeazd o metodi de determinare a continutului de apa din unt.

Referinta

Standardul FIL 50 C: 1995 — Lapte si produse lactate — Metode de prelevare a probelor

Definitie

Continutul de apa din unt: pierderea de masa dupa incheierea procesului de incilzire specificat in acest standard. Se exprim
in grame per 100 de grame.

Principiu

Evaporarea apei din cantitatea analizatd in prezenta unei pietre ponce la o temperaturd de 102 °C intr-un cuptor de uscare.

Aparaturi §i materiale

Aparate obisnuite de laborator, in special:

5.1. Balantd analiticd, precizie 1 mg.

5.2. Desicator prevdzut cu un agent eficient de uscare (de exemplu, silicagel proaspat uscat cu indicator higroscopic).
5.3. Cuptor de uscare, ventilat, controlat prin termostat, functionand la 102 + 2 °C in intregul spatiu de lucru.

5.4. Vase de sticld, portelan sau din metale inoxidabile, cu indltimea de aproximativ 20 mm si diametru intre 60 si 80 mm.

5.5. Piatrd ponce granulatd, spdlatd cu diametru de 0,8 — 10 mm.

Prelevarea probelor

A se vedea FIL 50 C: 1995

Proceduri

7.1.  Prepararea probei

Se incilzeste proba de laborator intr-un recipient inchis de sticld sau dintr-un plastic adecvat, care trebuie sd fie
umplut de la jumdtate pand la doud treimi, la o temperaturd la care proba este suficient de moale pentru a facilita
amestecarea ei temeinici pani la o stare omogeni (cu ajutorul unui agitator mecanic sau manual). In mod normal
temperatura de amestecare nu trebuie sd depdseasca 35 °C. Proba se riceste pand la temperatura ambiantd. Cat mai
curdnd posibil dupd ricire, se deschide recipientul care contine proba si se amestecd rapid (nu mai mult de
10 secunde) cu un dispozitiv adecvat, de exemplu, o lingurd sau o spatuld, inainte de cantarire.

7.2.  Determinarea continutului de apd
7.2.1. Se pun in vas aproximativ 10 g de piatrd ponce (5.4).
7.2.2. Vasul cu piatra ponce se usucd in cuptor (5.3) la 102 + 2 °C timp de cel puti o ora.

Notd: perioadele de uscare mentionate la 7.2.2, 7.2.5 si 7.2.7 incep in momentul in care temperatura cuptorului
ajunge la 102 + 2 °C.

7.2.3. Vasul se lasd sd se riceascd in desicator (5.2) pand ajunge la temperatura silii de balante si se cantdreste cu o precizie
de 1 mg.
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7.2.4.
7.2.5.
7.2.6.

7.2.7.

Se cantdreste in vas, cu o precizie de 1 mg, o cantitate pentru analizd de aproximativ 5 g din proba.
Vasul se pune in cuptor, la 102 + 2 °C, timp de trei ore.

Vasul se lasa sd se riceascd in desicator pand ajunge la temperatura silii de balante si se cantdreste cu o precizie de
1 mg.

Se repetd procesul de uscare timp de aproximativ incd o ord, iar proba se riceste si se cantdreste de fiecare datd dupd
cum se aratd la 7.2.6 pand se obtine o masa constantd (modificarea masei mai mici de 1 mg).

In cazul in care masa creste, se foloseste pentru calcule cea mai micd masd inregistratd.

Exprimarea rezultatelor

8.1.

8.2.

8.3.

Metoda si formula de calcul

Continutul de apd, W, se calculeazd ca procent de masa folosindu-se urmatoarea formula:

m, —m

W =——2x100
m, —m,
unde
m, este masa vasului cu piatra ponce exprimatd in grame (7.2.3)
m, este masa cantitdtii analizate, a vasului si a pietrei ponce exprimatd in grame inainte de uscare (7.2.4)
m, este masa cantitdtii analizate, a vasului si a pietrei ponce exprimatd in grame dupd uscare (7.2.7)

Rezultatul se raporteazd cu o singurd zecimald.

Repetabilitate

Diferenta absolutd dintre rezultatele a doud determindri separate, realizate simultan sau in succesiune rapida de citre
acelasi operator, in aceleasi conditii si cu material de analizd identic nu trebuie sd depaseascd 0,2 %.

Reproductibilitate

Diferenta absolutd dintre doud rezultate separate si independente, obtinute de doi operatori care lucreaza in
laboratoare diferite cu acelasi material de analizd nu trebuie si depdseascd 0,3 %.

Raportul de analizi

In raportul de analizd se precizeazi metoda folositd si rezultatele obtinute. De asemenea, se mentioneazi toate detaliile
de functionare care nu sunt specificate in acest standard international sau sunt considerate optionale, alituri de detalii
asupra oricaror incidente care ar fi putut influenta rezultatele. Raportul de analizd include toate informatiile necesare pentru
identificarea completd a probei.
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ANEXA X

(Articolul 8)

UNT: DETERMINAREA CONTINUTULUI DE SUBSTANTE SOLIDE NEGRASE

Obiectul §i domeniul de aplicare

Acest standard descrie o metoda de determinare a continutului de substante solide negrase din unt.

Referinte

Standardul FIL 50 C: 1995 — Lapte si produse lactate — Metode de prelevare a probelor

Definitii

Continut de solide negrase al untului: procentul de masd al substantelor determinat prin procedura specificata. Se exprima
in grame per 100 grame.

Principiu

Evaporarea apei dintr-o cantitate cunoscutd de unt, extragerea grasimilor cu eter de petrol si cantdrirea reziduului.

Reactiv

Eter de petrol cu temperatura de fierbere in intervalul 30-60 °C. Reactivul nu trebuie sd formeze mai mult de 1 g de reziduu
dupid evaporarea a 100 ml.

Aparaturd si materiale

6.1. Balantd analiticd, precizie 1 mg.

6.2. Desicator prevazut cu un agent eficient de uscare (de exemplu, silicagel proaspit uscat cu indicator higroscopic).
6.3. Cuptor de uscare, ventilat, controlat prin termostat, functionand la 102 + 2 °C in intregul spatiu de lucru.

6.4. Vase de sticld, portelan sau din metale inoxidabile, cu inaltimea de aproximativ 20 mm si diametru intre 60 si 80 mm,
previzute cu agitator de sticla.

6.5. Creuzet de filtrare, sticld sinterizatd, diametrul porilor 16-40 pm, cu balon de aspiratie.

Prelevarea probelor

A se vedea standardul FIL 50 C: 1995.

Procedurd

8.1. Prepararea probei:

Se incdlzeste proba de laborator intr-un recipient inchis de sticld sau dintr-un plastic adecvat, care trebuie sd fie umplut
de la jumatate pand la doud treimi, la o temperaturd la care proba este suficient de moale pentru a facilita amestecarea
ei temeinicd pand la o stare omogeni (cu ajutorul unui agitator mecanic sau manual). fn mod normal, temperatura de
amestecare nu trebuie si depaseascd 35 °C. Proba se riceste pand la temperatura ambiantd. Cat mai curand posibil dupa
ricire, se deschide recipientul care contine proba si se amestecd rapid (nu mai mult de 10 secunde) cu un dispozitiv
adecvat, de exemplu o lingurd sau o spatuld, inainte de cantirire.

8.2. Determinarea

8.2.1. Vasul, agitatorul (6.4) si creuzetul (6.5) se usucd in cuptor (6.3) timp de o ord. Aceste obiecte se lasd se riceascd
in desicator §i se cantdresc impreund (respectiv vasul, agitatorul si creuzetul) pand la cel mai apropiat 1 mg (m,).

Note: — TIn general un timp de uscare de 45 de minute este suficient,
— Este important sd se foloseasca aceeasi combinatie vas, agitator, creuzet pentru fiecare cantitate analizatd
in cazul in care se analizeazd mai multe cantitdti in lot.

8.2.2.  Seindepdrteazd creuzetul, se inregistreazd greutatea vasului si a agitatorului impreund, cu o precizie de 1 gm (m,).

8.2.3.  Se cantdreste in vas, cu o precizie de 1 mg, o cantitate analizati de aproximativ 5 g din probd (8.1) (m,).
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9.

10.

8.2.4.  Se pune vasul (continind agitatorul si untul) in cuptor la 102 + 2 °C si se lasd peste noapte.
8.2.5.  Se lasd vasul (8.2.3.) si se rdceascd la temperatura camerei.

8.2.6. Seadaugd 15 ml de eter de petrol cald (aproximativ 25 °C) in vas si se desprinde cat mai mult posibil din sedimentul
lipit de vas cu ajutorul agitatorului. Solventul se transferd in creuzet si se lasi sa se filtreze in balonul de aspiratie.

8.2.7.  Se efectueazi operaia 8.2.6 de inci patru ori. In cazul in care nu existd urme de grisime pe suprafata vasului, se
transferd cantitativ in timpul celei de-a patra spalari cat mai mult sediment posibil in creuzet. In caz contrar, se repetd
operatia 8.2.6 pani la eliminarea completd a tuturor urmelor de grsime.

8.2.8.  Sedimentul din creuzet se spald cu 25 ml de eter de petrol cald.
8.2.9. Vasul, agitatorul si creuzetul se usucd impreund in cuptor la 102 + 2 °C timp de 30 minute.
8.2.10. Se lasd sd se rdceascd in desicator pand la temperatura camerei §i se cantiresc cu o precizie de 1 mg.

8.2.11. Operatiile 8.2.9 si 8.2.10 se repetd pand se obtine o masd comund constantd (modificdrile masei nu depasesc 1 mg)
a vasului, agitatorului si creuzetului (m;).

Exprimarea rezultatelor

9.1. Calcularea continutului de substante solide negrase

Continutul de substante solide negrase SNF, se calculeazd ca procent de masi folosindu-se urmitoarea formula:

m, —m,
SNF = — x 100
Ty

unde
m, este masa vasului gol cu agitator de sticld si creuzet (8.2.1)
m; este masa vasului gol cu agitator de sticld exprimatd in grame (8.2.2)
m, este masa cantitdii analizate si a vasului cu agitator de sticld exprimatd in grame (8.2.3)
mj; este masa finald a vasului cu agitator de sticld si creuzet continind sediment (8.2.11)

Rezultatul se raporteazd cu o singurd zecimala.

9.2. Repetabilitate

Diferenta absolutd dintre rezultatele a doud determindri separate, realizate simultan sau in succesiune rapida de citre
acelasi operator, in aceleasi conditii si cu material de analizd identic nu trebuie si depaseascd 0,1 %.

9.3. Reproductibilitate
Diferenta absolutd dintre doud rezultate separate si independente, obtinute de doi operatori care lucreazd in laboratoare
diferite cu acelasi material de analizd nu trebuie sd depdseascd 0,2 %.

Raportul de analizd

In raportul de analizd se precizeazi metoda folositd si rezultatele obtinute. De asemenea, se mentioneazi toate detaliile de
functionare care nu sunt specificate in acest standard international sau sunt considerate optionale, alaturi de detalii asupra
oricdror incidente care ar fi putut influenta rezultatele. Raportul de analizd include toate informatiile necesare pentru
identificarea completd a probei.

Notd:

In cazul in care se analizeazd unt sirat, sarea addugatd se determind ca substantd solidd negrasd. Pentru determinarea
continutului de substante solide negrase continute in lapte, continutul de sare addugati se scade din continutul de substante
solide negrase. Cifrele calculate privind precizia determindrii continutului de substante solide negrase continute in lapte sunt:
Repetabilitate: r=0104%

Reproductibilitate R =0,206 %.

Se poate concluziona ci aceste cifre privind precizia obtinute pentru determinarea substantelor solide negrase sunt valabile
pentru determinarea continutului de substante solide negrase continute in lapte.
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ANEXA XI

(Articolul 8)

DETERMINAREA CONTINUTULUI DE GRASIMI AL UNTULUI

Continutul in grisimi se obtine indirect prin determinarea continutului de apa si al continutului de substante solide negrase
conform anexei IX si respectiv anexei X. Procentul de masd de grasimi este egal cu

100 - (W + SNF)

unde
w: este procentul de masi al apei
SNE: este procentul de masd al substantelor solide negrase

Cifrele calculate privind precizia determindrii continutului de grdsimi sunt:
Repetabilitate: r=022%
Reproductibilitate R=0,36 %.
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ANEXA XII

(Articolul 9)

DETERMINAREA CONTINUTULUI DE VANILINA IN UNTUL CONCENTRAT, UNT SI SMANTANA PRIN
CROMATOGRAFIE LICHIDA DE INALTA PERFORMANTA

Obiectul si domeniul de aplicare

Metoda implicd o procedurd de determinare cantitativd a vanilinei din untul concentrat, unt si smantand.

Principiu

Extragerea unei cantititi cunoscute din proba cu autorul unui amestec de izopropanol/etanol/acetonitril (1:1:2). Precipitarea

majoritatii grasimii prin racire intre — 15 °C si — 20 °C, urmatd de centrifugare.

Dupd diluarea cu apd, determinarea continutului de vanilind prin cromatografie lichidd de inaltd performantd (HPLC).

Aparatura

Aparaturd obisnuitd de laborator i, in special, urmdtoarele:

3.1. refrigerator cu functionare in intervalul de temperaturd — 15 °C la — 20 °G;
3.2. seringi de unici folosintd cu capacitate de 2 ml;

3.3. membrani filtrantd cu pori de 0,45 pm, rezistentd la o solutie continand 5 % solutie de extragere (4.4);

3.4. sistem de cromatografie lichidd continand o pompd (cu debit de 1,0 ml/min), un injector (injectare automati sau
manuald a 20 pl), un detector UV (actionat la 306 nm, 0,01 AU scald completd), un inregistrator sau integrator si o

coloand termostat care functioneazi la 25 °C;

3.5. coloand analiticd (aprox. 20 mm x 4,6 mm diametru interior) acoperitd cu LiChrospher RP 18 (Merck, 5 pm) sau o

coloand echivalenti;

3.6. coloand de control (aprox. 20 mm x 3 mm diametru interior) acoperitd cu Perisorb RP 18 (30-40 um) sau o coloand

echivalenta.

Reactivi
Toti reactivii utilizati trebuie s fie de calitate analiticd recunoscuta.
4.1. Izopropanol
4.2. Etanol 96 % (v|v)
4.3. Acetonitril
4.4. Solutie de extragere
Se amestecd izopropanol (4.1), etanol (4.2) si acetonitril (4.3) in proportie de 1:1:2 (v[v).
4.5. Vanilind (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehidd)

4.5.1 Solutie ,stock” de vanilind (= 500 pg/ml)

Se cantdresc, cu o precizie de 0,1 mg, aproximativ 50 mg (CM mg) de vanilind (4.5) intr-un balon cotat de 100 ml,

se adaugd 25 ml de solutie de extragere (4.4) si se completeaza cu apa.

4.5.2. Solutie standard de vanilind (= 10 pg/ml)

Se pipeteazd 5 ml de solutie ,stock” de vanilind (4.5.1) intr-un balon cotat de 250 ml si se completeazd cu apa.

4.6.  Metanol, calitate HPLC
4.7.  Acid acetic, glacial

4.8.  Apd, calitate HPLC
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5.

4.9. Faza mobild HPLC
Se amestecd 300 ml de metanol (4.6) cu aproximativ 500 ml apa (4.8) si 20 ml de acid acetic (4.7) intr-un balon cotat
de 1 000 ml si se completeaza cu apd (4.8). Se filtreaza printr-un filtru de 0,45 pm (3.3).

Proceduri

5.1.  Prepararea probei

5.1.1. Unt
Se incilzeste proba pand cand incepe si se topeascd. Se evitd supraincdlzirea unor portiuni din probd la peste 40 °C.
Cand proba devine suficient de maleabild se omogenizeazd prin scuturare. Se cintiresc, cu o precizie de 1 mg,
aproximativ 5 g de unt intr-un balon cotat de 100 ml.

5.1.2. Unt concentrat
Imediat dupd prelevarea probei, recipientul continand un concentrat se introduce in cuptor la 40-50 °C pand cand
se topeste complet. Proba se amestecd prin turbionare sau agitare, evitindu-se formarea de bule de aer din cauza
amestecdrii prea puternice. Se cantiresc cu o precizie de 1 mg aproximativ 4 g de unt concentrat intr-un balon cotat
de 100 ml.

5.1.3. Smantand
Proba se incdlzeste in baie de apd sau intr-un incubator la o temperaturd de 35-40 °C. Grasimea se distribuie omogen
prin turbionare si, dupd caz, prin amestecare. Proba se raceste rapid la 20 + 2 °C. Proba trebuie sa aibd un aspect
omogen; in caz contrar procedura trebuie repetatd. Se cantdresc, cu o precizie de 1 mg, aproximativ 10 g de smantana
intr-un balon cotat de 100 ml.

5.2.  Prepararea solutiei de analizd
Se adaugd aproximativ 75 ml de solutie de extragere (4.4) la proba prelevata (5.1.1, 5.1.2 sau 5.1.3), se agitd sau se
scuturd cu putere timp de aproximativ 15 minute si se completeazd cu solutie de extragere (4.4). Se transferd
aproximativ 10 ml din acest extract intr-o eprubetd prevdzutd cu dop. Eprubeta se introduce in refrigerator (3.1) timp
de aproximativ 30 minute. Extractul rece se centrifugheazd timp de 5 minute la aproximativ 2 000 rpm si se
decanteazd imediat. Solutia decantatd se lasd sa se riceascd la temperatura camerei. Se pipeteazd 5 ml din solutia
decantatd intr-un balon cotat de 100 ml si se completeazd cu apa. Se filtreazd o parte alicotd printr-o membrand
microfiltrantd (3.3). Filtratul este gata pentru determinarea HPLC.

5.3.  Calibrare
Se pipeteazd 5 ml de solutie standard de vanilina (4.5.2) intr-un balon cotat de 100 ml. Se adaugd 5 ml de solutie
de extragere (4.4) si se completeazd cu apd pana la marcaj. Aceastd solutie contine 0,5 pg/ml de vanilina.

5.4.  Determinarea HPLC

Se lasd sistemul cromatografic si se stabilizeze timp de aproximativ 30 minute. Se injecteaza solutia standard (5.3).
Procedura se repetd pand cand diferenta dintre suprafetele varfurilor sau dintre indltimile varfurilor a doud injectari
succesive este sub 2 %. in conditiile descrise timpul de retentie al vanilinei este de aproximativ 9 minute. Solutia
standard (5.3) se analizeazd in duplicat prin injectarea a 20 pl. Se injecteazd 20 pl din solutia de analizd (5.2). Se
determind suprafata sau indltimea varfului obtinut pentru vanilind. Se repetd injectarea solutiei standard (5.3) in
duplicat, modificandu-se 10 injectdri ale probei (5.2).

Calcularea rezultatelor

Se calculeazd suprafata (sau iniltimea) medie a varfurilor (AC) pentru varfurile vanilinei asociate injectarii duplicatelor la
inceputul si la sfarsitul fiecdrui lot de solutie de analizd (in total patru suprafete sau indlfimi).

Se calculeazd coeficientul de rispuns (R):

R = AC/CM

unde CM este masa vanilinei in mg (4.5.1).
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Continutul (mg/kg) de vanilind (C) din probi se calculeazd cu ajutorul formulei:

AS x20x%0,96
SM xR

unde:

AS = suprafata varfului pentru varful vanilinei din proba

SM = masa probei exprimatd in g (5.1.1, 5.1.2 sau 5.1.3).

La analiza vanilinei din smantand concentratia marcatorului se exprima ca mg marcator kg grasime din lapte. Pentru aceasta

se inmulteste C cu 100/f. f este continutul de grasime al smantanii in procente (m/m).

20 = coeficientul de diluare a probei standard si a probei

0,96 = factorul de corectie pentru continutul de grasime la prima diluare a probei

Notd: In locul suprafetei varfului se poate folosi iniltimea varfului (a se vedea 8.3)

7. Precizia metodei

7.1.  Repetabilitate (r)

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri realizate in cel mai scurt interval de timp posibil de citre un operator
care utilizeazd aceleasi instrumente si un material de analiza identic nu trebuie si fie mai mare de 16 mg/kg.

7.2. Reproductibilitate (R)

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri realizate in cel mai scurt interval de timp posibil de operatori din
laboratoare diferite, care utilizeaza instrumente diferite i un material de analiza identic nu trebuie sd fie mai mare
de 27 mg/kg.

8. Limitele de tolerangi

8.1. Trebuie si se preleveze trei probe din produsul urmdrit pentru a se verifica omogenitatea.

8.2.  Marcator obtinut fie din vanilie, fie din vanilind sintetica:

8.2.1. Rata de incorporare pentru 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehida est de 250 g pe tond de unt concentrat sau de unt. Pentru
smantana marcatd, rata de incorporare este de 250 g pe tond de grisime din lapte.

8.2.2. Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului se folosesc pentru verificarea ratei si
omogenititii de incorporare a marcatorului, iar cel mai slab rezultat se compard cu urmatoarele limite [avandu-se in
vedere o diferentd criticd pentru un nivel de probabilitate de 95 % (DCrys)]:

— 221,0 mgfkg (95 % din rata minima de incorporare);

— 159,0 mg/kg (70 % din rata minimd de incorporare).

Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizatd prin interpolare intre 221,0 mg/kg si
159,0 mg/kg.

8.3.  Marcator obtinut numai din pastdi de vanilie sau extracte integrale ale acesteia:

8.3.1. Rata de incorporare pentru 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehidi est de 100 g pe tond de unt concentrat sau de unt. Pentru
smantana marcatd, rata de incorporare este de 100 g pe tond de grisime din lapte.

8.3.2. Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului se folosesc pentru verificarea ratei si
omogenitatii de Incorporare a marcatorului, iar cel mai slab rezultat se compari cu urmdtoarele limite [avandu-se in
vedere o diferentd criticd pentru un nivel de probabilitate de 95 % (DCrys)]:

— 79,0 mg/kg (95 % din rata minimd de incorporare);
— 54,0 mg/kg (70 % din rata minimd de incorporare).
Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizatd prin interpolare intre 79,0 mg/kg si
54,0 mg/kg
9. Note
9.1. Repetabilitatea r este valoarea sub care se considerd ci existd o probabilitate specifici de producere a diferentei unei

absolute dintre doud rezultate de analizd distincte obtinute prin aceeasi metodd cu material de analiza identic, in
aceleasi conditii (aceleasi instrumente, acelasi laborator si intr-un interval de timp scurt); in absenta altor indicatii,
probabilitatea este de 95 %.



80

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

03/vol. 36

9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

Reproductibilitatea R este valoarea sub care se considerd ci existd o probabilitate specificd de producere a unei
diferentei absolute dintre doud rezultate de analizd distincte obtinute prin aceeasi metodd cu material de analizad
identic, in conditii diferite (operatori diferiti, instrumente diferite si/sau momente diferite); in absenta altor indicatii,
probabilitatea este de 95 %.

Recuperarea vanilinei addugate la un nivel de 250 mg/kg ulei de unt variazi de la 97,0 la 103,8. Continutul mediu
identificat a fost de 99,9 %, cu o deviatie standard de 2,7 %.

Solutia standard contine 5 % solutie de extragere pentru a compensa cresterea suprafetei varfului provocatd de
prezenta a 5 % solutie de extragere in proba. Astfel se poate opera o clasificare in functie de indltimea varfului.

Analiza se bazeazd pe o curbi liniard de etalonare, cu intersectie cu punctul zero.

Folosindu-se solutii diluate adecvate de solutie standard (4.5.2) se verificd liniaritatea in momentul realizarii primei
analize, iar apoi la intervale regulate si dupd modificari sau reparatii la echipamentul HPLC.
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ANEXA XIII

(Articolul 9)

DETECTAREA PRIN SPECTROMETRIE A ETIL ESTERULUI ACIDULUI BETA-APO-8'-CAROTENIC IN UNTUL

CONCENTRAT $I iN UNT

1. Obiectul si domeniul de aplicare

Aceastd metodd descrie o procedurd de determinare cantitativd a etil esterului acidului beta-apo-8'-carotenic (ester
apo-carotenic) in untul concentrat si in unt. Esterul apo-carotenic este suma tuturor substantelor prezente intr-un extract
din probe prelevate in conditiile previzute pentru aceastd metodd, care absorb lumind la 440 nm.

2. Principiu

Grasimea din unt se dizolva in eter de petrol si se mdsoard absorbanta la 440 nm. Continutul de ester apo-carotenic se
determind prin raportare la un standard extern.

3. Aparatura
3.1. Pipete — gradate, cu capacitate de 0,25, 0,50, 0,75 si 1,0 ml
3.2, Spectrofotometru — adecvat utilizarii la 440 nm (si la 447-449 nm) si prevazut cu celule cu drum optic de 1 cm
3.3. Baloane cotate, de exemplu de 20 ml si de 100 ml
3.4. Balantd analiticd cu sensibilitate de 0,1 mg.
4. Reactivi

Toti reactivii trebuie sd aibd o puritate analiticd cunoscutd.

4.1.
4.1.1.

4.2.
4.3.
4.4.
4.5.

Suspensie de acid apo-carotenic (aproximativ 20 %)
Continutul suspensiei se determind astfel:

Se cantdresc aproximativ 400 mg intr-un balon cotat (100 ml), se dizolvd in cloroform (4.4) si se completeaza
volumul cu ciclohexan (4.5). Se dilueazd 5,0 ml din aceastd solutie cu 100 ml de ciclohexan (solutia A). Se
dilueazd 5,0 ml de solutie A cu ciclohexan pani la 100 ml. Se médsoari absorbanta la 447 - 449 nm (se masoard
valoarea maxima fatd de o probd de ciclohexan ca probd martor, folosindu-se celule cu drum optic de 1 cm).

A max - 40000
Continutul de ester apo - carotenic (%) = ———————
A - 2550
unde
A,,.. = absorbanta solutiei de masurare la maxim
A = greutatea probei (g)

2 550 = valoarea de referintd A (1 %, 1 cm).

Puritatea suspensiei este P (%).

Nota: Suspensia de ester apo-carotenic este sensibild la aer, cildur si lumind. Se poate pastra la loc rece timp
de aproximativ 12 luni, in recipientul original inchis (sigilat sub azot). Dupa deschiderea recipientului,
continutul trebuie utilizat cat de repede posibil.

Solutia standard de ester apo-carotenic, aproximativ 0,2 mg/ml

Se cantdresc, cu o precizie de 0,1 mg, aproximativ 0,100 g de suspensie de ester apo-carotenic (4.1.1.) (Wg), se
dizolva in ligroind (4.2), se transfera cantitativ intr-un balon cotat cu capacitate de 100 ml si se completeazd pand
la marcaj cu ligroina.

Aceastd solutie contine (W.P)/100 mg/ml de ester apo-carotenic.

Notd: Solutia trebuie pastratd la rece si la addpost de lumind. Solutia nefolositd se aruncd dupa o lund.
Ligroind (40-60 °C).

Sulfat de sodiu anhidru, granulat, uscat in prealabil la 102 °C timp de doud ore.

Cloroform.

Ciclohexan.
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6.

Proceduri

5.1.  Prepararea probei de analizd

5.1.1. Unt concentrat
Proba se topeste in cuptor la aproximativ 45 °C.

5.1.2. Unt
Proba se topeste in cuptor la aproximativ 45 °C si se filtreazd o parte reprezentativd printr-un filtru care contine
aproximativ 10 g de sulfat de sodiu anhidru (4.3) intr-un mediu protejat de lumina naturald sau artificiald
puternicd si se pastreazd la 45 °C. Se colecteazd o cantitate adecvatd de grasime din unt.

5.2. Determinare
Se céntdreste, cu o precizie de 1 mg, aproximativ 1 g de unt concentrat, [sau grisime extrasd din unt (5.1.2)],
(mg). Se transferd cantitativ intr-un balon cotat de 20 ml (Vml), folosindu-se ligroina (4.2), se completeaza pand
la marcaj si se amestecd bine.
Se transferd o parte alicotd intr-o celuld de 1 cm si se masoard absorbanta la 440 nm, fatd de o probd martor
de ligroind. Concentratia de ester apo-carotenic in solutie se determind conform curbei de etalonare (C pg/ml).

5.3. Curba de etalonare

Se pipeteazd 0, 0,25, 0,5, 0,75 si 1,0 ml de solutie standard de ester apo-carotenic (4.1.2) in cinci baloane cotate
de 100 ml. Se dilueazi la volum cu ligroina (4.2) si se amesteca.

Concentratiile aproximative ale solutiei variazd intre 0 si 2 pg/ml si se calculeazd cu precizie prin referire la
concentratia solutiei standard (4.1.2) (W.P)/100 mg/ml. Se mdsoard absorbanta la 440 nm fatd de o proba
martor de ligroind (4.2).

Valorile absorbantei se reprezintd pe axa y, iar pe axa x se reprezintd concentratia esterului apo-carotenic.

Calcularea rezultatelor

6.1.

Continutul de ester apo-carotenic, exprimat in mg/kg de produs, se calculeazd dupd cum urmeaza:
Unt concentrat: (C.V)/m

Unt: 0,82 (C.V)/m

unde

C = continutul de ester apo-carotenic, in pg/ml, citit de pe curba de etalonare (5.3),
V= volumul (ml) solutiei de analizd (5.2)

M =masa (g) cantitdtii analizate (5.2),

0,82 = factorul de corectie pentru continutul de grasime al untului.

Precizia metodei

7.1.

7.1.1.

7.2.

Repetabilitate

Analiza untului

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri realizate in cel mai scurt interval de timp posibil de citre un
operator care utilizeazd aceleasi instrumente si un material de analiza identic nu trebuie sd fie mai mare de
1,4 mgfkg.

Analiza untului concentrat

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri realizate in cel mai scurt interval de timp posibil de cdtre un
operator care utilizeazd aceleasi instrumente si un material de analiza identic nu trebuie sd fie mai mare de

1,6 mg/kg.
Reproductibilitate

Analiza untului

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri realizate de operatori din laboratoare diferite, care utilizeaza
instrumente diferite i un material de analiza identic nu trebuie si fie mai mare de 4,7 mg/kg.
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7.2.2.

7.3.

Analiza untului concentrat

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri realizate de operatori din laboratoare diferite, care utilizeaza
instrumente diferite si un material de analizd identic nu trebuie si fie mai mare de 5,3 mg/kg.

Sursa datelor de precizie

Datele de precizie au fost determinate printr-un experiment realizat in 1995, in cadrul cdruia au participat 11
laboratoare si s-au folosit 12 probe urmarite (sase duplicate probd martor) pentru unt si 12 probe urmdrite (sase
duplicate probd martor) pentru unt concentrat.

Limitele de tolerantd

8.1.

8.2.

8.2.1.

8.2.2.

8.3.

8.3.1.

Trebuie si se preleveze trei probe din produsul urmdrit pentru a se verifica omogenitatea.

Unt
Rata de incorporare pentru unt, avand in vedere absorbanta de fond, este de 22 mg/kg.

Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului se folosesc pentru verificarea ratei si
omogenititii de incorporare a marcatorilor, iar cel mai slab rezultat se compara cu urmdtoarele limite [avandu-se
in vedere o diferentd criticd pentru un nivel de probabilitate de 95 % (DCrys)]:

— 18,0 mg/kg (95 % din rata minimd de incorporare);
— 13,0 mg/kg (70 % din rata minimd de incorporare).

Concentratia marcatorilor din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizatd prin interpolare intre 18,0 mg/kg
si 13,0 mg/kg

Unt concentrat
Rata de incorporare pentru untul concentrat, avand in vedere absorbanta de fond, este de 24 mg/kg

Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului se folosesc pentru verificarea ratei si
omogenititii de incorporare a marcatorilor, iar cel mai slab rezultat se compara cu urmatoarele limite [avandu-se
in vedere o diferentd criticd pentru un nivel de probabilitate de 95 % (DCrys)]:

— 20,0 mg/kg (95 % din rata minimd de incorporare);
— 14,0 mg/kg (70 % din rata minimd de incorporare).

Concentratia marcatorilor din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizatd prin interpolare intre 20,0 mg/kg
si 14,0 mg/kg.
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ANEXA XIV

(Articolul 9)

DETERMINAREA SITOSTEROLULUI SAU STIGMASTEROLULUI DIN UNT $I UNT CONCENTRAT PRIN
CROMATOGRAHA IN FAZA DE GAZ CU COLOANA CAPILARA

OBIECTUL SI DOMENIUL DE APLICARE

Metoda implicd o procedura care permite determinarea cantitativi a sitosterolului si a stigmasterolului din unt si din untul
concentrat. Continutul de sitosterol reprezintd suma cantititilor de B-sitosterol si de 22-dihidro-f-sitosterol, ceilalti
sitosteroli fiind considerati nesemnificativi.

PRINCIPIU

Untul sau untul concentrat este saponificat cu hidroxid de potasiu intr-o solutie de etanol, iar substantele nesaponificabile
sunt extrase cu ajutorul dietil eterului.

Sterolii se transformd in trimetil-silil-eteri si sunt analizati prin cromatografie in fazid de gaz cu coloand capilard prin
raportare la un etalon intern/betulina.

APARATURA

3.1. Balon de saponificare de 150 ml, dotat cu un refrigerator cu reflux cu capete rodate.

3.2. Conducte de decantare de 500 ml.

3.3. Baloane de 250 ml.

3.4. Conducte de egalizare a presiunii, de 250 ml sau cu o capacitate similard, pentru a colecta dietil eterul rezidual.

3.5. Coloani de sticld de 350 mm x 20 mm, previzutd cu un racord cu fritd.

3.6. Baie de apd sau izotermd.

3.7. Eprubete de reactie de 2 ml.

3.8. Cromatograf cu gaz care poate fi utilizat cu coloand capilard, previzut cu un dispozitiv de scindare format din
urmdtoarele:

3.8.1. etuvd cu termostat pentru coloane, care poate mentine temperatura doritd cu o precizie de * 1 °C;

3.8.2. injector termoreglabil;

3.8.3. detector cu ionizare in flacdrd si convertor-amplificator;

3.8.4. integrator-inregistrator care poate fi utilizat cu convertorul-amplificator (3.8.3).

3.9. Coloani capilara din sticld de siliciu acoperita in intregime de BP1 sau de o substantd echivalentd in strat uniform

cu grosimea de 0,25 pm; coloana trebuie s poatd reduce derivatii trimetil-silil ai lanosterolului si ai sitosterolului.
Este recomandabil sa se utilizeze o coloand BP1 cu lungimea de 12 m si diametrul intern de 0,2 mm.

3.10.  Microseringd cu ac din otel inoxidabil de 1 pl pentru cromatografie cu gaz.

REACTIVI

Toti reactivii utilizati trebuie si fie de calitate analiticd recunoscutd. Apa utilizatd trebuie si fie apd distilatd sau apa de o
puritate cel putin echivalentd.

4.1. Etanol, cu o puritate de cel putin 95 %.

4.2. Hidroxid de potasiu, solutie 60 %, prin dizolvarea a 600 g de hidroxid de potasiu (minimum 85 %) in ap4, la care
se adaugd apd pandla 11

4.3 Betulind cu o puritate de cel putin 99 %.
4.3.1.  Solutii de betulini in eter dietilic (4.4).

4.3.1.1. Concentratia solutiei de betulind utilizatd pentru determinarea sitosterolului trebuie si fie de 1,0 mg/ml.

4.3.1.2. Concentratia solutiei de betulina utilizatd pentru determinarea stigmasterolului trebuie si fie de 0,4 mg/ml.
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4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.9.

4.9.1.

4.10.

Eter dietilic de puritate analitica (fird peroxizi sau reziduuri).
Sulfat de sodiu anhidru, granulat, deshidratat in prealabil la 102 °C timp de 2 ore.

Reactiv de sililare, de exemplu, TRI-SIL (poate fi procurat de la Pierce Chemical Co., Categoria nr. 49001) sau un
reactiv echivalent. (Atentie: TRI-SIL este inflamabil si toxic, coroziv si are un posibil potential cancerigen.
Personalul de laborator trebuie sd cunoascd normele de sigurantd aplicabile in cazul utilizarii TRI-SIL si trebuie
sd ia toate masurile de precautie care se impun).

Lanosterol

Sitosterol, cu puritate cunoscutd, mai mare sau egalé cu 90 % (P).

Nota 1:  Puritatea materialelor etalon utilizate pentru calibrare trebuie determinatd prin metoda de normalizare.
Se presupune cd toti sterolii din probd sunt reprezentati in cromatogramd, ci suprafata totald a
varfurilor reprezintd 100 % din compusii sterolilor si cd sterolii dau aceeasi reactie la detector.
Liniaritatea sistemului trebuie validatd pentru nivelurile de concentratie luate in calcul.

Solutie etalon de sitosterol: se prepard o solutie cu o precizie de 0,001 mg/ml, continand aproximativ 0,5 mg/ml
(W) de sitosterol (4.8) in eter dietilic (4.4).

Stigmasterol, cu puritate cunoscutd, mai mare sau egald cu 90 % (P).

Solutie etalon de stigmasterol: se prepard o solutie cu o precizie de 0,001 mg/ml, contindnd aproximativ
0,2 mg/ml (W,) de stigmasterol (4.9) in eter dietilic (4.4).

Amestec pentru testul de rezolutie. Se prepard o solutie continand 0,05 mg/ml de lanosterol (4.7) si 0,5 mg/ml
de sitosterol (4.8) in eter dietilic (4.4).

METODA

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

Prepararea solutiilor etalon pentru cromatografie. Se adauga solutia etalon intern (4.3.1) la solutia etalon de sterol
adecvatd si, simultan, la proba saponificatd (a se vedea 5.2.2).

Solutia cromatograficd etalon de sitosterol: se transferd 1 ml de solutie etalon de sitosterol (4.8.1) in fiecare din
cele doud eprubete de reactie (3.7) si se elimind dietil eterul sub flux de azot. Se adauga 1 ml de solutie etalon intern
(4.3.1.1) si se elimind dietil eterul sub flux de azot.

Solutia cromatografici etalon de stigmasterol: se transferd 1 ml de solutie etalon de stigmasterol (4.9.1) in fiecare
din cele doud eprubete de reactie (3.7) si se elimind dietil eterul sub flux de azot. Se adaugi 1 ml de solutie etalon
intern (4.3.1.2) si se elimina dietil eterul sub flux de azot.

Prepararea substangelor nesaponificabile

Se topeste proba de unt la o temperaturd de maximum 35 °C; se amestecd cu grij.

Se cantireste, cu o precizie de 1 mg, aproximativ 1 g de unt (W,) sau de unt concentrat (W,) intr-un balon de
150 ml (3.1). Se adaugd 50 ml de etanol (4.1) si 10 ml de solutie de hidroxid de potasiu (4.2). Se adapteazd
refrigeratorul cu reflux si se aduce la aproximativ 75 °C timp de 30 de minute. Se deconecteazd refrigeratorul si
se lasd balonul sd se riceascd la temperatura camerei.

Se adaugd 1,0 ml de solutie etalon intern in balon (4.3.1.1) in cazul in care se determind sitosterolul sau (4.3.1.2)
in cazul in care se determind stigmasterolul. Se amestecd bine. Se transfera cantitativ continutul balonului intr-o
conductd de decantare de 500 ml (3.2), se spald balonul cu 50 ml de apd, apoi cu 250 ml de eter dietilic (4.4).
Se agitd puternic conducta de decantare timp de 2 minute si se lasd fazele sd se separe. Se elimind faza apoasd
inferioard si se spald faza etericd agitdndu-se 4 parti alicote succesive de 100 ml apa.

Nota 2:  Pentru a evita formarea unei emulsii, este neaparat necesar ca primele doud spalari cu apd si se efectueze
usor (10 rotatii). Pentru a treia spalare, se poate agita mai puternic timp de 30 de secunde. In cazul in
care se formeazd o emulsie, aceasta poate fi eliminatd prin adiugarea a 5 pand la 10 ml de etanol. in
cazul in care se adaugi etanol, este absolut necesar si se efectueze incd doud spaldri puternice cu apa.

Se trece faza etericd limpede si desaponificatd pe o coloand de sticld (3.5) care contine 30 g de sulfat de sodiu
anhidru (4.5). Se colecteazi eterul intr-un balon de 250 ml (3.3). Se adaugd bile antiproiectie i se evapord pand
la uscare aproape completd intr-o baie de apa sau intr-o izotermd, colectandu-se solventii care trebuie eliminati.

Nota 3: In cazul in care anumite pirti din proba se evapori in uscat la o temperatura prea ridicata, este posibil
sd se piardd cantitdti de sterol.
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5.3.2.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

Prepararea trimetil-silil-eterilor.

Se transferd solutia de eter rimasd in balon intr-o eprubetd de reactie de 2 ml (3.7) cu ajutorul a 2 ml de dietil
eter si se elimind eterul sub flux de azot. Se spald balonul cu doud parti alicote suplimentare de 2 ml de eter dietilic,
transferandu-se continutul in eprubetd si elimindndu-se eterul de fiecare datd sub flux de azot.

Se silileaza proba prin addugarea a 1 ml de TRI-SIL (4.6). Se astupd eprubeta si se agitd puternic pentru a produce
dizolvarea. In cazul in care proba nu s-a dizolvat complet, se aduce la temperatura de 65-70 °C. Se lasi s stea
cel putin 5 minute inainte de a se injecta in cromatograful cu gaz. Se silileaza etaloanele in acelasi mod ca si
probele. Se silileazd amestecul pentru testul de rezolutie (4.10) in acelasi mod ca si probele.

Nota 4:  Sililarea trebuie efectuatd intr-un mediu anhidru. Sililarea incompletd a betulinei se recunoaste prin
obtinerea unui al doilea varf apropiat de cel al betulinei.

Prezenta etanolului in timpul sililarii va interfera cu procesul de sililare. Acest fapt poate fi consecinta unei spalari
insuficiente in momentul extragerii. In cazul in care aceastd problemd persistd, in etapa de extragere se va include
o a cincea spdlare, cu agitare puternica timp de 30 de secunde.

Analiza prin cromatografie cu gaz

Alegerea conditiilor pentru procedurd

Se instaleazd cromatograful cu gaz conform instructiunilor producitorului.
Conditiile indicate pentru procedurd sunt urmadtoarele:

— temperatura coloanei: 265 °C

— temperatura injectorului: 265 °C

— temperatura detectorului: 300 °C

— debitul gazului vector: 0,6 ml/min

— presiunea hidrogenului: 84 kPa

— presiunea aerului: 155 kPa

— fractionarea probei: de la 10/1 la 50/1; raportul de fractionare trebuie optimizat in functie de instructiunile
producdtorului si de liniaritatea raspunsului detectorului, si validat ulterior in functie de intervalele de
concentratii luate in considerare.

Nota 5: Curdtarea regulati a camerei de vaporizare este deosebit de importanta.
— cantitatea de substantd injectatd: 1 pl de solutie TMSE.
Se lasa sistemul sd se echilibreze si se obtine un raspuns suficient de stabil inainte de a se efectua vreo analiza.

Aceste conditii pot fi modificate in functie de caracteristicile coloanei si ale cromatografului cu gaz, pentru a se
obtine cromatograme care sd indeplineascd conditiile urmatoare:

— varful sitosterolului trebuie si prezinte o rezolutie suficientd fatd de lanosterol. Figura 1 prezintd o
cromatogramd tipicd, cea care trebuie obtinutd pentru un amestec sililat prin testul de rezolutie (4.10)

— timpii relativi de retentie ai sterolilor de mai jos trebuie si fie de aproximativ:
colesterol: 1,0
stigmasterol: 1,3
sitosterol: 1,5
betulini: 2,5

— timpul de retentie al betulinei trebuie si fie de aproximativ 24 minute.

Protocolul de analizd

Se injecteazd 1 pl de solutie etalon sililat (stigmasterol sau sitosterol) si se ajusteazd parametrii de calibrare ai
integratorului.

Se injecteazd din nou 1 pl de solutie etalon sililatd pentru a se determina coeficientul de raspuns fatd de betulina.

Se injecteazd 1 pl de solutie de probi sililatd si se masoard suprafata varfurilor. Fiecare serie de probe trebuie
precedatd si urmatd de o injectare de solutie etalon.

In general, injectarea solutiei de probi se poate efectua dupa o serie de sase probe.
Nota 6: Integrarea varfului stigmasterolului trebuie sd prezinte curbele indicate la punctele 1, 2 si 3 din figura 2b.

Integrarea varfului sitosterolului trebuie sd inglobeze suprafata varfului 22-dihidro-f-sitosterolului (stigmastanol)
care apare imediat dupad sitosterol (a se vedea figura 3b) in momentul evaludrii sitosterolului total.
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6. CALCULAREA REZULTATELOR

6.1.

Se determind suprafata varfurilor sterolului si a varfurilor betulinei in cele doud etaloane, la inceputul si la finalul
fiecdrei serii, si se calculeazd Ry:

suprafata medie a varfului sterolului in etalon

1

suprafata medie a varfului betulinei in etalon

Se determind suprafata varfului de sterol (stigmasterol sau sitosterol) si a varfului betulinei in probd si se
calculeazd R,:

suprafata varfului sterolului in proba

2 suprafata varfului sterolului in probi

W, = continutul de sterol al etalonului (mg) din 1 ml de solutie etalon (4.8.1 sau 4.9.1)
W, = masa probei (g) (5.2.1)

P = puritatea sterolului etalon (4.8 sau 4.9)

R, W,
Continutul de sterol din probd (mg/kg) = W P x10

1 2

7. PRECIZIA METODEI

7.1.

7.1.1.

7.1.1.1.

7.1.1.2.

7.1.2.1.

7.1.2.2.

Unt

Repetabilitate

Stigmasterol

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate in cel mai scurt interval de timp posibil de un operator
care utilizeazd aceeasi aparaturd pe material de analizd identic nu trebuie sd depaseasca 19,3 mg/kg.

Sitosterol

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate in cel mai scurt interval de timp posibil de un operator
care utilizeazd aceeasi aparaturd pe material de analizd identic nu trebuie sd depaseascd 23,0mg/kg.

Reproductibilitate

Stigmasterol

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate de operatori din laboratoare diferite care utilizeaza
aparaturd diferitd pe material de analizd identic nu trebuie si depdseascd 31,9 mg/kg.

Sitosterol

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate de operatori din laboratoare diferite care utilizeaza
aparaturd diferitd pe material de analizd identic nu trebuie si depdseascd 8,7 % din valoarea medie a acestor
determinari.

Sursa datelor de precizie

Datele de precizie au fost determinate printr-un experiment realizat in 1992 in care au fost implicate opt
laboratoare si sase probe (trei duplicate probd martor) pentru stigmasterol si sase probe (trei duplicate proba
martor) pentru sitosterol.
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7.2. Unt concentrat

7.2.1.  Repetabilitate

7.2.1.1. Stigmasterol
Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate in cel mai scurt interval de timp posibil de un operator
care utilizeazd aceeasi aparaturd pe material de analizd identic nu trebuie sd depaseascd 10,2 mg/kg.

7.2.1.2. Sitosterol
Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate in cel mai scurt interval de timp posibil de un operator
care utilizeaza aceeasi aparaturd pe material de analizd identic nu trebuie sd depaseascd 3,6 % din valoarea medie
a acestor determindri.

7.2.2.  Reproductibilitate

7.2.2.1. Stigmasterol
Diferenta dintre rezultatele a doud determinari efectuate de operatori din laboratoare diferite care utilizeazd
aparaturd diferitd pe material de analizd identic nu trebuie si depaseascd 25,3 mg/kg.

7.2.2.2. Sitosterol
Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate de operatori din laboratoare diferite care utilizeazd
aparaturd diferitd pe material de analizd identic nu trebuie sd depaseascd 8,9 % din valoarea medie a acestor
determinari.

7.2.3.  Sursa datelor de precizie
Datele de precizie au fost determinate printr-un experiment realizat in 1991 in care au fost implicate opt
laboratoare si sase probe (trei duplicate probd martor) pentru stigmasterol si sase probe (trei duplicate probd
martor) pentru sitosterol.

LIMITE DE TOLERANTA

8.1. Pentru a verifica marcarea corectd a produsului, trebuie prelevate trei probe din produsul studiat.

8.2. Unt

8.2.1.  Stigmasterol

8.2.1.1. Rata de incorporare pentru stigmasterol este de 150 g de stigmasterol, cu o puritate de cel putin 95 %, pe o tond
de unt, respectiv 142,5 mg/kg, sau de 170 g de stigmasterol, cu o puritate de cel putin 85 %, pe o tond de unt,
respectiv 144,5 mg/kg.

8.2.1.2. Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului se folosesc pentru verificarea ratei i
omogenititii de incorporare a marcatorului, iar cel mai slab rezultat se compara cu urmdtoarele limite [avandu-se
in vedere o diferentd criticd pentru un nivel de probabilitate de 95 % (DCrys)]:
— 116,0 mg/kg (ratd de incorporare minima de 95 % pentru stigmasterol cu o puritate de 95 %);
— 118,0 mg/kg (ratd de incorporare minima de 95 % pentru stigmasterol cu o puritate de 85 %);
— 81,0 mgfkg (ratd de incorporare minima de 70 % pentru stigmasterol cu o puritate de 95 %);
— 82,0 mg/kg (ratd de incorporare minimd de 70 % pentru stigmasterol cu o puritate de 85 %);
Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizatd prin interpolare intre 116,0 mg/kg
si 81,0 mg/kg sau intre 118,0 mg/kg si 82,0 mg/kg

8.2.2.  Sitosterol

8.2.2.1. Rata de incorporare pentru sitosterol este de 600 g de sitosterol, cu o puritate de cel putin 90 %, pe o tond de

unt, respectiv 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.

Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului se folosesc pentru verificarea ratei si
omogenitatii de incorporare a marcatorului, iar cel mai slab rezultat se compard cu urmdtoarele limite [avandu-se
in vedere o diferentd criticd pentru un nivel de probabilitate de 95 % (DCrys)]:

— 486,0 mg/kg (ratd de incorporare minima de 95 % pentru sitosterol cu o puritate de 90 %);

— 358,0 mg/kg (ratd de incorporare minimd de 70 % pentru sitosterol cu o puritate de 90 %).

Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizatd prin interpolare intre 486,0 mg/kg
si 358,0 mg/kg.

Unt concentrat

Stigmasterol

Rata de incorporare pentru stigmasterol este de 150 g de stigmasterol, cu o puritate de cel putin 95 %, pe o tond
de unt concentrat, respectiv 142,5 mg/kg; sau de 170 g de stigmasterol, cu o puritate de cel putin 85 %, pe o tond
de unt concentrat, respectiv 144,5 mg/kg.

Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului se folosesc pentru verificarea ratei si
omogenitatii de incorporare a marcatorului, iar cel mai slab rezultat se compard cu urmdtoarele limite [avandu-se
in vedere o diferentd criticd pentru un nivel de probabilitate de 95 % (DCr,s)]:

— 120,0 mg/kg (ratd de incorporare minima de 95 % pentru stigmasterol cu o puritate de 95 %);
— 122,0 mg/kg (ratd de incorporare minima de 95 % pentru stigmasterol cu o puritate de 85 %);
— 84,0 mg/kg (ratd de incorporare minima de 70 % pentru stigmasterol cu o puritate de 95 %);
— 86,0 mg/kg (ratd de incorporare minimd de 70 % pentru stigmasterol cu o puritate de 85 %).

Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizatd prin interpolare intre 120,0 mg/kg
si 84,0 mg/kg sau intre 122,0 mg/kg si 86,0 mg/kg.

Sitosterol

Rata de incorporare pentru sitosterol este de 600 g de sitosterol, cu o puritate de cel putin 90 %, pe o tond de
unt concentrat, respectiv 540 mg/kg.

Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului se folosesc pentru verificarea ratei si
omogenitatii de incorporare a marcatorului, iar cel mai slab rezultat se compard cu urmdtoarele limite [avandu-se
in vedere o diferentd criticd pentru un nivel de probabilitate de 95 % (DCrys)]:

— 486,0 mg/kg (ratd de incorporare minimi de 95 % pentru sitosterol cu o puritate de 90 %);
— 358,0 mg/kg (ratd de incorporare minimd de 70 % pentru sitosterol cu o puritate de 90 %).

Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizatd prin interpolare intre 486,0 mg/kg
si 358,0 mg/kg.
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Figura 1
Cromatograma amestecului pentru testul de rezolutie

Este de preferat rezolutia completd, respectiv traseul vérfului lanosterolului trebuie si atingi linia de bazi inainte de iesirea din
vérf a sitosterolului, cu toate ¢ si o rezolutie incompleti este acceptabild.
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Rispunsul detectorului cu ionizare in flaciri

Figura 2a Figura 2b
Stigmasterol standard Probi de unt denaturat cu
stigmasterol
A

Betulini (etalon intern)

Colesterol
Stigmasterol

Betulin (etalon intern)

Stigmasterol

\ Rispunsul detectorului cu ionizare in flacird

‘ Lanosterol
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Notd: Integrarea varfului stigmasterolului trebuie s includi toate
traseele cuprinse intre punctele 1, 2, 5i 3.
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Rispunsul detectorului cu ionizare in flaciri

Figura 3a Figura 3b
Sitosterol etalon Probi de unt denaturat cu 8-
sitosterol
A

Betulind (etalon intern)

Betulini (etalon intern)
Colesterol
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ANEXA XV

(Articolul 10)

METODA DE REFERINTA PENTRU DETECTAREA LAPTELUI DE VACA SI A CAZEINEI N BRANZETURILE
PRODUSE DIN LAPTE DE OAIE, LAPTE DE CAPRA SAU LAPTE DE BIVOLITA SAU DIN AMESTECURI DE
LAPTE DE OAIE, CAPRA SI BIVOLITA

Domeniu de aplicare

Detectarea laptelui de vacd si a cazeinei in branzeturile produse din lapte de oaie, lapte de caprd, lapte de bivolitd sau din

amestecuri de lapte de oaie, capri si bivolitd prin focalizarea izoelectricd a y-cazeinelor dupd plasminoliza.

Domeniu de aplicare

Aceastd metodd poate fi folositd pentru detectarea sensibild si specificd a laptelui de vacd natural i tratat termic si a
cazeinatului in branzeturile proaspete si maturate produse din lapte de oaie, lapte de caprd, lapte de bivolitd sau din
amestecuri de lapte de oaie, caprd si bivolitd. Nu poate fi folositd pentru detectarea falsificarii laptelui si a branzei cu

concentrate de proteine de zer de bovine tratate termic.

Principiul metodei
3.1. Izolarea cazeinei din branzi si din probele de referintd.
3.2. Dizolvarea cazeinelor izolate si tratarea acestora prin clivare plasminicd (EC.3.4.21.7).

3.3. Focalizarea izoelectricd a cazeinelor tratate cu plasmind in prezenta ureii si colorarea proteinelor.

3.4. Evaluarea benzilor colorate de y,- si y;-cazeind (doa se vedea ale prezentei laptelui de vacd) prin compararea benzilor
obtinute din proba cu benzile obtinute pe acelasi gel din probele de referintd continand 0 % si 1 % lapte de vaca.

Reactivi

In afara cazurilor se precizeazd altceva, produsele chimice folosite trebuie s4 fie de puritate analitic. Apa folositd trebuie

sa fie dublu-distilatd sau de o puritate echivalentd.

Notd: Urmdtoarele detalii se aplici gelurilor de poliacrilamide cu continut de uree preparate in laborator, cu dimensiunile
de 265 x 125 x 0,25 mm. In cazul in care se folosesc geluri de alte dimensiuni sau tipuri, poate fi necesard

modificarea conditiilor de separare.

Focalizarea izoelectrici

4.1. Reactivi pentru producerea gelurilor de poliacrilamide cu confinut de uree

4.1.1.  Soluie stoc de gel

Se dizolva in apa:

4,85 g acrilamida

0,15 g N, N-metilen-bis-acrilamida (BIS)
48,05 g uree

15,00 g glicerol (87 % m/m),

si se completeazd cu apd pand la 100 ml, apoi se pdstreazd produsul obtinut in refrigerator, intr-un recipient de

sticld de culoare maro.

Nota: In locul cantititilor fixe de acrilamide neurotoxice mentionate mai sus se poate folosi o solutie de
acrilamidd/BIS prefabricati disponibild in comert. In cazul in care o asemenea solutie contine 30 % m/v
acrilamida si 0,8 % m/v BIS, cantitdtile de acrilamidd si BIS din preparatul de mai sus se inlocuiesc cu 16,2
ml de solutie. Termenul de valabilitate a solutiei stoc este de maxim 10 zile; in cazul in care
conductibilitatea acesteia este mai mare de 5 pS, se deionizeaza substanta prin agitare cu 2 g Amberlite

MB-3 timp de 30 minute, ulterior se filtreaza printr-o membrana de 0,45 pm.
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4.1.2.  Solutia de gel
Se prepard o solutie de gel amestecand aditivii si amfolitii cu solutia stoc de gel (a se vedea 4.1.1).
9,0 ml solutie stock
24 mg f-alanind
500 pl amfolit pH 3,5-9,5 (1)
250 pl amfolit pH 5-71 (%)
250 pl amfolit pH 6-81 ().
Se amestecd solutia de gel si se degazeificd timp de doud sau trei minute intr-o baie ultrasonicd sau sub vid.

Notd:  Solutia de gel se prepard imediat inainte de a o turna (a se vedea 6.2).

4.1.3.  Solutii catalizator
4.1.3.1. N, N, N’ N’ - tetrametiletilendiamina (Temed).
4.1.3.2. 40 % m/v persulfat de amoniu (PER):
Se dizolvd 800 mg PER in api si se completeazd cu apd pand la 2 ml.

Notd: A se folosi intotdeauna solutie PER proaspit preparatd.

4.2. Fluid de contact

Kerosen sau parafind lichidd
4.3. Solutie anodicd
Se dizolvd in apd 5,77 g acid fosforic (85 % m/m) si se dilueaza pand la 100 ml.
4.4, Solutie catodicd
Se dizolvd in apd 2,00 g hidroxid de sodiu si se dilueazd pana la 100 ml.
Prepararea probei
4.5. Reactivi pentru izolarea proteinelor
4.5.1.  Se dilueazd acid acetic (25,0 ml acid acetic cristalizabil completat cu apd pand la 100 ml)
4.5.2.  Diclorometan

4.5.3. Acetond

4.6. Solutie tampon de dizolvare a proteinei
Se dizolvd in apa
5,75 g glicerol (87 % m/m)
24,03 g uree
250 mg ditiotreitol

si se completeazd cu apd pana la 50 ml

Notd: Se pastreazd substanta in refrigerator, termen de valabilitate: maximum o sdptimana.
4.7. Reactivi pentru clivarea plasminicd a cazeinelor

4.7.1.  Solutie tampon de carbonat de amoniu

Se titreazd pand la pH 8 o solutie de hidrogencarbonat de amoniu 0,2 mol/l (1,58 g/100 ml apd) continand acid
etilendiaminotetraacetic 0,05 mol/l (EDTA, 1,46 g/100 ml) cu o solutie de carbonat de amoniu 0,2 mol/l
(1,92 g/100 ml apd) continand 0,05 mol/l EDTA.

4.7.2.  Plasmind bovind (EC 3.4.21.7), cu activitate de minim 5 U/ml.
4.7.3. Solutie de acid De-aminocaproic pentru inhibarea enzimelor

Se dizolvd 2,624 g acid e-aminocaproic (acid 6-amino-n-hexanoic) in 100 ml de etanol 40 % (v/v).

(") Produsele Ampholine® pH 3,5-9,5 (Pharmacia) si Resolyte® pH 5-7 si pH 6-8 (BDH, Merck) s-au dovedit deosebit de adecvate pentru
obtinerea gradului necesar de separare a y-cazeinelor.
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4.8.

Standarde

4.8.1.  Delalnstitutul pentru Materiale si Masuratori de Referintd al Comisiei, B-2440 Geel, Belgia pot fi obtinute probe
de referinta certificate obtinute din amestecuri de lapte inchegat de oaie si caprd continind 0 %, respectiv 1 %
lapte de vaca.

4.8.2.  Prepararea probelor de referintd provizorii de laborator din lapte de bivolitd inchegat continand 0 % si 1 % lapte
de vacd
Laptele degresat se prepard prin centrifugarea laptelui crud de bivolitd sau de vacd in vrac la 37 °C (2 500 g, timp
de 20 minute). Dupa ricirea rapidd a tubului si a continutului la 6-8 °C, stratul superior de grasime se indepdrteazd
in totalitate. Pentru prepararea probei standard 1 % se adaugd 5,00 ml de lapte de vacd degresat la 495 ml lapte
de bivolitd degresat intr-un vas de 1 1, se ajusteazd pH-ul la 6,4 prin addugarea de acid lactic diluat (10 % m/v).
Se ajusteazd temperatura la 35 °C si se adaugd 100 pl de cheag de vitel (activitatea reninicd 1:10 000, c.
3 000 U/ml), se amestecd timp de 1 minut, apoi se acoperd vasul cu o folie de aluminiu si se lasd la 35 °C timp
de 1 ord pentru a se putea forma coagulul. Dupd formarea acestuia, laptele inchegat este liofilizat in intregime
fird omogenizare prealabild si fird a se extrage zerul. Dupd liofilizare, produsul se zdrobeste pand se obtine o
pulbere find omogend. Pentru prepararea probei standard 0 %, se urmeazd aceeasi procedurd folosind lapte
degresat de bivolitd veritabil. Probele trebuie pastrate la — 20 °C.

Notd: Inaintea prepardrii probelor standard se recomandi verificarea purititii laptelui de bivolitd prin focalizarea
izoelectricd a cazeinelor tratate cu plasmina.
Reactivi pentru colorarea proteinelor

4.9. Fixativ
Se dizolvd in apd 150 g acid tricloroacetic si se completeaza cu apd pand la 1 000 ml.

4.10.  Solutie pentru decolorare
Se dilueaza in apd distilatd pana la 2 000 ml 500 ml metanol si 200 ml acid acetic cristalizabil.

Notd:  Se prepari zilnic o solutie proaspitd de decolorare; solutia poate fi preparatd prin amestecarea de volume
egale de solutii stoc metanol 50 % (v[v) si acid acetic cristalizabil 20 % (v/v).

4.11.  Soluii pentru colorare

4.11.1.  Solutie pentru colorare (solutie stoc 1)

Se dizolvd 3,0 g Albastru Briliant de Coomassie G-250 (C.I. 42655) in 1 000 ml metanol 90 % (v/v) folosind un
agitator magnetic (timp de aproximativ 45 minute), apoi se filtreaza prin doud filtre pliate de vitezd medie.

4.11.2.  Solutie pentru colorare (solutie stoc 2)

Se dizolva 5,0 g sulfat de cupru pentahidrat in 1 000 ml acid acetic 20 % (v/v).

4.11.3.  Solutie pentru colorare (solutie de lucru)

Se amestecd 125 ml din fiecare solutie stoc (4.11.1, 4.11.2) imediat inainte de colorare.
Nota: Se recomandd prepararea solutiei de colorare in ziua folosirii acesteia.

Aparaturd

5.1. Plici de sticld (265 x 125 x 4 mm); rold de cauciuc (litime 15 cm); masd reglabild

5.2 Foaie sustindtoare de gel (265 x 125 mm).

5.3. Foaie de acoperire (280 x 125 mm). Se lipeste o bucatd de banda adeziva (280 x 6 x 0,25 mm) pe fiecare laturd
lungd (a se vedea figura 1).

5.4. Cuvi de electrofocalizare cu placd de ricire (de exemplu 265 x 125 mm) cu unitate de alimentare electricd
adecvatd (> 2,5 kV) sau cu aparat automat de electroforeza.

5.5. Criostat de circulatie controlat termostatic la 12 + 0,5 °C.

5.6. Centrifugd ajustabild la 3 000 g.

5.7. Benzi de electrozi (lungime > 265 mm).
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5.8.

Sticle picurdtoare de plastic pentru solutiile anodice si catodice.

5.9. Aplicatoare de probe (10 x 5 mm, vascozd sau hartie de filtru cu absorbtie redusa a proteinelor).

5.10.  Foarfeci, scalpele si pensete din otel inoxidabil.

5.11. Cuve din otel inoxidabil pentru colorare si decolorare (de exemplu, tdvi de 280 x 150 mm).

5.12.  Omogenizator ajustabil cu tija (diametrul tijei 10 mm), vitezd de rotatie 8 000-20 000 rpm.

5.13.  Agitator magnetic.

5.14.  Baie ultrasonici.

5.15.  Aparat de suduri a foliilor.

5.16.  Micropipete de 25 pl.

5.17.  Concentrator sub vid sau liofilizator.

5.18.  Baie de apd cu agitator, controlatd termostatic si ajustabild la 35 si 40 + 1 °C.

5.19 Echipament de densitometrie cu citire la A = 634 nm.

Procedurid

6.1. Prepararea probei

6.1.1.  Izolarea cazeinelor
Se cantdreste intr-un tub de centrifugd de 100 ml echivalentul a 5 g materie uscatd de branzd sau probi de
referintd, se adaugd 60 ml ap distilatd §i se omogenizeazd cu un omogenizator cu tija (8 000-10 000 rpm). Se
ajusteazd la un pH de 4,6 cu o solutie de acid acetic diluat (4.5.1) si se pune in centrifugd (5 minute, 3 000 g).
Se decanteazd grasimea si zerul, se omogenizeaza reziduul la 20 000 rpm in 40 ml apd distilatd ajustatd la un
pH de 4,5 cu solutie de acid acetic diluat (4.5.1), se adaugd 20 ml diclorometan (4.5.2), se omogenizeazd din nou
si se pune in centrifugd (5 minute, 3 000 g). Se indepdrteaza cu o spatuld stratul de cazeind care se afld intre faza
apoasd si cea organicd (a se vedea figura 2) si se elimind ambele faze. Se reomogenizeaza cazeina in 40 ml apd
distilatd (a se vedea mai sus) siin 20 ml diclorometan (4.5.2), apoi se pune in centrifuga. Se repetd procedura pand
cand ambele faze extrase sunt incolore (de doud sau trei ori). Se omogenizeaza reziduul de proteind cu 50 ml
acetond (4.5.3) si se filtreazd printr-o hartie de filtru pliatd de vitezd medie. Se spald de fiecare datd reziduul de
pe filtru cu cate doud portii separate de 25 ml acetond si se lasd sd se usuce in aer sau sub jet de azot, apoi se
transformd in pulbere intr-un mojar.
Notd: Cazeina izolatd uscatd trebuie pastratd la — 20 °C.

6.1.2.  Clivarea plasminici al 8-cazeinelor pentru intensificarea y-cazeinelor
Se prepard o suspensie de 25 mg cazeine izolate (6.1.1) in 0,5 ml solutie tampon de carbonat de amoniu (4.7.1)
si se omogenizeaza timp de 20 minute folosind, de exemplu, tratamentul ultrasonic. Se incilzeste la 40 °C s se
adaugd 10 pl plasmind (4.7.2), apoi se amestecd si se incubeaza timp de o ord la 40 °C, agitind continuu. Pentru
a inhiba enzimele se adaugd 20 pl solutie de acid e-aminocaproic (4.7.3), apoi se adaugd 200 mg uree solida si
2 mg ditiotreitol.
Notd: Pentru a obtine o simetrie mai mare a benzilor cazeinice focalizate se recomanda liofilizarea solutiei dupa

addugarea acidului e-aminocaproic si dizolvarea reziduurilor in 0,5 ml solutie tampon pentru dizolvarea
proteinelor (4.6).
6.2. Prepararea gelurilor poliacrilamide care contin uree

Cu ajutorul ctorva picdturi de apd se intinde foaia sustinitoare de gel (5.2) pe o placd de sticld (5.1),
indepartandu-se surplusul de apd cu un servetel. Se intinde in mod similar foaia de acoperire (5.3) cu spatiatoare
(0,25 mm) pe o altd placd de sticld. Se aseazd placa orizontal pe masa reglabild.

Se adaugd 10 pl Temed (4.1.3.1) la solutia de gel degazeificatd pregatitd (4.1.2), se amestecd si se adaugd 10 pl
solutie PER (4.1.3.2), se amestecd bine si se toarnd imediat amestecul intr-un strat egal pe centrul foii de acoperire.
Se pune o margine a plicii sustindtoare de gel (cu fata foii indreptatd in jos) pe placa de acoperire si se coboard
incet, astfel incat intre foi s se formeze un strat subtire de gel care si se intindd uniform si fard bule (figura 3).
Se coboard cu grijd pand la capit placa sustindtoare de gel, folosind o spatuld subtire, apoi se aseazd incd trei placi
de sticld deasupra, pentru a actiona ca greutate. Dupd incheierea polimerizdrii (aproximativ 60 minute), se
transferd gelul polimerizat impreund cu foaia de acoperire pe foaia sustindtoare de gel, inclinind placile de sticla.
Se curdtd cu grija spatele foii sustindtoare de gel pentru a elimina reziduurile de gel si de uree. Se sudeaza marginile
Lsandvisului” de gel, astfel incat sd se obtind un tub si se pastreaza in refrigerator (timp de maxim sase siptdmani).

Notd: Foaia de acoperire si spatiatoarele pot fi refolosite. Gelul de poliacrilamida poate fi tdiat la dimensiuni mai
mici, actiune care este recomandatd in cazul in care existd putine probe sau in cazul in care se foloseste
un aparat automat de electroforezd (doud geluri format 4,5 x 5 cm).



03/vol. 36

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

97

6.3.

6.4.

6.4.1.

6.4.2.

Focalizarea izoelectricd

Se regleazd termostatul de ricire la 12 °C. Se sterge cu kerosen spatele foii sustindtoare de gel, apoi se picurd cateva
picaturi de kerosen (4.2) pe centrul blocului de ricire. Se ruleazd apoi pe el ,sandvisul” de gel, cu partea
sustindtoare de gel indreptatd in jos, avand griji si se evite formarea bulelor. Se sterge excesul de kerosen si se
indepdrteaza foaia de acoperire. Se imbibd benzile de electrozi in solutiile electrolitice (4.3, 4.4), se taie dupd
lungimea gelului si se plaseaza in pozitia previzutd (distanta dintre electrozi de 9,5 cm).

Conditii pentru focalizarea izoelectricd:

Dimensiunile gelului 265 x 125 x 0,25 mm

Pasul Timp Tensiune Intensitate Putere Volti ord
(min) V) (mA) (W) (Vh)
1. Pre-focalizare 30 maximum 2 500 | maximum 15 constant 4 c. 300
2. Focalizarea probei (') | 60 | maximum 2 500 | maximum 15 constant 4 c. 1000
3. Focalizarea finald 60 | maximum 2 500 | maximum 5 maximum 20 ¢. 3000
40 maximum 2 500 | maximum 6 maximum 20 c. 3000
30 maximum 2 500 | maximum 7 maximum 25 c. 3000

(') Aplicarea probei: Dupa prefocalizare (etapa 1), se picurd 18 pul din proba si din solutiile standard pe aplicatorii probei
(10 x 5 mm), se plaseazd aplicatorii pe gel la distantd de 1 mm unul de celalalt si la 5 mm longitudinal fat3 de anod si se
apasd usor. Procedura de focalizare se finalizeaza in conditiile specificate mai sus, indepartand cu grija aplicatorii probei dupd
60 minute de focalizare a probei.

Notd: In cazul in care se modifici grosimea sau litimea gelurilor, atunci intensitatea si puterea curentului trebuie
ajustate in consecintd (de exemplu, in cazul in care se foloseste un gel de 265 x 125 x 0,5 mm se dubleazi
valorile pentru intensitatea si puterea curentului electric).

Exemplu de program de tensiune pentru un aparat automat de electroforezd (2 geluri de 5,0 x 4,5 cm), cu electrozi
fara benzi si aplicati direct pe gel.

Etapd Tensiune Intensitate Putere Temp. Volti ord
1. Prefocalizare 1000V 10,0 mA 3,5W 8°C 85 Vh
2. Focalizarea probei 250V 5,0 mA 2,5W 8°C 30 Vh
3. Focalizare 1200V 10,0 mA 35W 8°C 80 Vh
4. Focalizare 1500V 5,0 mA 7,0 W 8°C 570 Vh

Se plaseazd aplicatorul probei la pasul 2 la 0 Vh.

Se indeparteaza aplicatorul probei la pasul 2 la 30 Vh.

Colorarea proteinelor

Fixarea proteinelor

Se indepirteazd benzile de electrozi imediat dupd stingerea aparatului si se plaseazd imediat gelul intr-o cuva de
colorare/decolorare umplutd cu 200 ml fixativ (4.9); se lasd acolo timp de 15 minute, agitind in continuu.

Spilarea si colorarea plicii de gel

Se scurge cu grija fixativul si se spald placa de gel de doud ori, timp de cate 30 de secunde, cu 100 ml solutie
decoloranta (4.10). Se decanteaza solutia decolorantd si se umple cuva cu 250 ml solutie coloranti (4.11.3); se
lasd 45 minute sd se coloreze, agitindu-se usor cuva.
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6.4.3.

Evaluare

Decolorarea plicii de gel

Se decanteazd solutia colorantd, se spald placa de gel de doud ori, cu cate 100 ml solutie decolorantd (4.10), apoi
se agitd timp de 15 minute cu 200 ml solutie decoloranti si se repetd pasul de decolorare de cel putin doud-trei
ori, pand cand fundul vasului este curitat si incolor. Se clateste apoi cu apd distilatd placa de gel (2 x 2 minute)
si se usucd la aer (2-3 ore) sau cu un uscitor de par (10-15 minute).

Nota 1: Fixarea, spdlarea, colorarea si decolorarea se efectueazd la 20 °C. A nu se folosi temperaturi ridicate.

Nota 2: In cazul in care se preferd colorarea mai sensibild cu argint (de exemplu, Silver Staining Kit, Protein,
Pharmacia Biotech, cod nr. 17-1150-01), probele de cazeind tratate cu plasmind trebuie diluate la
5 mg/ml.

Evaluarea este efectuatd prin compararea benzilor de proteine ale probei necunoscute cu probele de referintd efectuate pe
acelasi gel. Detectarea laptelui de vacd in branzeturile din lapte de oaie, lapte de caprd si lapte de bivolita si in amestecurile
de lapte de oaie, caprd si bivolita se face prin intermediul y;- si y,-cazeinelor, ale caror puncte izoelectrice se afla in intervalul
pH 6,5-pH 7,5 (figurile 4 a, b, figura 5). Limita de detectie este mai mica de 0,5 %.

7.1.

7.2.

Estimare vizuald

Pentru evaluarea vizuald a cantitdtii de lapte de vaca se recomanda ajustarea concentratiilor probelor sia probelor
standard pentru a obtine acelasi nivel de intensitate a y;- si y,-cazeinelor din laptele de ovine, caprine si/sau
bivolite (a se vedea ,y,-E, G, B” si ,y5-E, G, B” din figurile 4 a, b si din figura 5). Dupd aceasta, nivelul de lapte
de vacd (mai mic decat, egal cu sau mai mare de 1 %) din proba necunoscutd poate fi estimat direct, prin
compararea intensitdtii y;- si y,-cazeinelor din laptele de vaci (a se vedea ,y,-C” si ,y,-C” din figurile 4 a, b si din
figura 5) cu cea a probelor de referintd de 0 % si 1 % (oaie, caprd) sau cu standardele provizorii de laborator
(bivolitd).

Estimare densitometricd

In cazul in care este disponibils, se aplicd densitometria (5.19) pentru determinarea raportului dintre suprafata
varfurilor y;- i y,-cazeinelor din laptele de vacd, respectiv din laptele de oaie, capra sifsau bivolitd (a se vedea
figura 5). Aceastd valoare se compari cu raportul dintre suprafata varfurilor y- si y,-cazeinelor pentru proba de
referintd 1 % (oaie, caprd) sau pentru standardul provizoriu de laborator (bivolitd), analizate pe acelasi gel.

Notd: Metoda functioneazi corespunzitor in cazul in care se obtine un semnal pozitiv clar pentru ambele cazeine
bovine y;- §iy,- din proba de referintd 1 %, dar nu si din proba de referintd 0 %. Dacd nu, procedura trebuie
imbunitdtitd respectandu-se cu exactitate detaliile metodei.

O probd este consideratd pozitivd in cazul in care ambele cazeine bovine y5-siy,- sau raportul suprafetei varfurilor
corespunzitor sunt mai mari sau egale cu nivelul din proba de referintd 1 %.
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Bandi adezivi pentru spatiere

0,25 mm

Foaie de poliester

6 mm

t
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Figura 1: Schita foii de acoperire

FazaH,0

Cazeind

Faza CH,Cl,

Figura 2: Strat de cazeind plutind dupd centrifugare intre faza apoasa si faza organicd

== = ¢

Figura 3: Tehnicd de pliere pentru obtinerea straturilor foarte fine de geluri poliacrilamide

a = bandd adeziva pentru spatiere (0,25 mm); b = foaie de acoperire (5.3); ¢, e = placi de sticla (5.1); d = solutie de gel
(4.1.2); f = foaie sustindtoare de gel (5.2)
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Figura 4 a: Focalizare izoelectricd a cazeinelor tratate cu plasmind din branzi din lapte de oaie si de capri care contine diferite
cantititi de lapte de vacd

% CM = procentaj lapte de vacd, C = vacd, E = oaie, G = caprd

Este ilustratd jumdtatea de sus a gelului IEF.
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Figura 4 b: Focalizare izoelectricd a cazeinelor tratate cu plasmind din branzd din amestec de lapte de oaie, capri si bivolitd

care contine diferite cantitdti de lapte de vacd

% CM = procentaj lapte de vacd, 1+ = probd continind 1 % lapte de vacd si dopat cu cazeind purd de lapte de vacd
la mijlocul traiectului gelului. C = vaci, E = oaie, G = caprd, B = bivolitd

Este ilustratd distanta separatoare totald a gelului IEF.
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Figura 5: Suprapunerea densitogramelor probelor standard (STD) si a probelor de branza preparate din amestec de lapte de
oaie si de caprd dupa focalizarea izoelectricd

a, b = probe standard continind 0 respectiv 1 % lapte de vacd; c-g = probe de branzi continind 0, 1, 2, 3 si 7 % lapte
de vacd. C = vacd, E = oaie, G = caprd

Jumdtatea superioard a gelului IEF a fost scanatd la A = 634 nm.
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ANEXA XVI

(Articolul 11)

METODA DE REFERINTA PENTRU DETECTAREA BACTERIILOR COLIFORME DIN UNT, LAPTE PRAF
DEGRESAT, CAZEINA SI CAZEINATI

La analiza untului pentru detectarea prezentei bacteriilor coliforme se inoculeazd probe de 1 g de unt in mediul de cultura.

Pentru detectarea prezentei bacteriilor coliforme in lapte praf degresat sau cazeind/cazeinati, se inoculeazd probe de 0,1 g in
mediul de cultura.

Se foloseste standardul FIL 73A: 1985, metoda B cu urmdtoarele modificari:

1. Pregitirea probelor se face conform standardului FIL 122B:1992. Pentru cazeind acidd se poate folosi ca alternativa procedura
de preparare a probelor descrisa in standardul FIL 73A:1985.

2. Seincubeazd si se evalueazd numai eprubete in care s-au inoculat probe de 1 g (de unt) sau de 0,1 g (de lapte praf degresat
sau respectiv de cazeind/cazeinati). Nu se fac diludri zecimale.

Evaluarea rezultatelor

Trei rezultate negative: Cerinta este indeplinitd

Doud sau trei rezultate pozitive: Cerinta nu este indeplinitd

Doud rezultate negative: Se analizeazd incd doud probe cu masa de 1 g (unt) 5i 0,1 g (de lapte praf degresat,
cazeind/cazeinati)

In cazul in care ultimele doud rezultate sunt negative, cerinta este indeplinitd; in
caz contrar cerinta nu este indeplinita.

Nota

Continut de bacterii coliforme: 1/10 g pentru unt; 1/g in medie pentru lapte praf degresat, cazeind/cazeinati.
Rezultatele care indicd satisfacerea cerintei trebuie si aibd o probabilitate de 93 %.

Continut de bacterii coliforme: 1/g pentru unt; 1/0,1 g in medie pentru lapte praf degresat sau cazeind/cazeinati.
Rezultatele care indica faptul ¢ cerinta nu a fost satisficutd trebuie sd aibd o probabilitate de 91 %.

(Presupunere: distributia Poisson)
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ANEXA XVII

(Articolul 12)

METODA DE DETERMINARE A CONTINUTULUI DE LACTOZA AL PRODUSELOR CU COD
NC 2309 (1)

PARTEA 1

Domeniul de aplicare

Metoda se alicd in cazurile in care continutul de lactozd depdseste 0,5 %.

Principiu

Se dizolva zaharurile in ap. Se lasi drojdia (Saccharomyces cerevisiae) sd actioneze; lactoza va rimane intactd. Se determind
continutul de lactozi al solutiei prin metoda Luff-Schoorl, dupa decantare si filtrare.

Reactivi
Tiosulfat de sodiu 0,1 N.

Indicator: solutie de amidon. Se adaugd un amestec de 5 g de amidon solubil (ca agent de conservare se pot adduga 10 mg
de iodurd de mercur) si 30 ml de apd la un litru de apd care fierbe; amestecul se lasd sd fiarbd timp de trei minute; se lasd
sd se rdceasca.

Slutie AR de iodurd de potasiu la 30 % (m/v).

Solutie de acid sulfuric 6 N.

Reactiv Luff-Schoorl:

(a) Se dizolvd 25 g de sulfat de cupru pentahidrat II fira fier (CuSO,5H,0) in 100 ml de apd

(b) Se dizolva 50 g de monohidrat de acid citric (CgHgO,H,0) in 50 ml de apa

() Sedizolvd 143,8 g de carbonat de sodiu anhidru (Na,CO;) in aproximativ 300 ml de apa fierbinte si se lasd sa se rdceasca.
Se adaugd (b) la (c) si se agitd usor, apoi se adaugd (a). Se completeazd pand la 1 litru, se lasd sd stea peste noapte si apoi
se filtreazd. Se verificd normalitatea reactivului obtinut in acest mod (Cu 0.1 N, Na,CO; 2 N). pH-ul trebuie s fie de
aproximativ 9,4.

Solutie Carrez I: se dizolva 23,8 g Zn (C,H;0,), 2H,0 si 3 g de acid acetic glacial in apd si se completeazd pand la 100 ml.

Carrez II: se dizolvad 10,6 g de K,F,(CN)4. 3H,O in apd si se completeazd pand la 100 ml.

Granule de piatrd ponce, tratate in timpul fierberii cu acid clorhidric, cltite cu apd si uscate. Suspensie de Saccharomyces
cerevisiae: 25 g de drojdie proaspatd in 100 ml de api (a nu se pastra in refrigerator mai mult de o sdptimand).

Procedurd

Se cantdreste, cu o precizie de 1 mg, 1 g din proba de analizd; aceasta se introduce intr-un balon calibrat de 100 ml. Se adauga
25-30 ml de apd. Balonul se introduce intr-o baie de api care fierbe timp de 30 de minute, apoi se riceste la aproximativ
35 °C.

Se adaugd 5 ml de suspensie de drojdie (?) si se agitd. Balonul calibrat si continutul acestuia se lasd timp de doud ore intr-o
baie de apd la temperatura de 38-40 °C.

Dupd fermentare se riceste la aproximativ 20 °C. Se adauga 2,5 ml de solutie Carrez I si se agitd timp de 30 de secunde;
apoi se adaugd 2,5 ml de solutie Carrez II si se agitd din nou treizeci de secunde. Se completeazd cu apd pand la 100 ml,
se amestecd si se filtreazd. Se pipeteazd o cantitate de filtrat nu mai mare de 25 ml, care s contind de preferintd 40-80 mg
de lactozd; se completeazd pand la 25 ml cu apd si se determind continutul de lactozd anhidrd prin metoda Luff-Schoorl.

Se realizeazd un test complet cu probd martor numai pentru drojdie.

Regulamentul (CEE) nr. 222/88.
Pentru produsele care cotin peste 40 % zahir fermentabil, se adaugd o cantitate mai mare de suspensie.
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PARTEA II
Determinarea continutului de lactoza prin metoda Luff-Schoorl
Se pipeteazd 25 ml de reactiv Luff-Schoorl si se introduce intr-un balon Erlenmeyer de 300 ml; se adaugd 25 ml masurati
cu precizie din solutia decantatd.
Se adaugd doud granule de piatrd ponce, apoi se incilzeste, se agitd manual pe o flacdrd deschisa de inaltime medie si se aduce
lichidul la punctul de fierbere timp de aproximativ doud minute. Balonul Erlenmeyer se aseazd mediat pe o sitd metalicd cu
azbest sub care se aprinde in prealabil o flacird. Aceasta se regleazd astfel incat s fie incdlzit numai fundul paharului
Erlenmeyer; apoi se instaleazad un condensator cu reflux. Din acest moment se fierbe timp de exact zece minute. Se riceste
imediat in apd rece si dupd aproximativ cinci minute se analizeazd dupd cum urmeazd.
Se adaugd lichidului 10 ml de iodurd de potasiu si imediat, dar cu grijd (intrucat se poate produce o spumare importanta)
25 ml de acid sulfuric 6 N.
Se testeazd cu tiosulfat de sodiu pand la aparitia unei coloratii corespunzitoare in galben, iar spre sfarsit se adaugd indicatorul
de amidon.
Se efectueazd exact aceeasi analizd folosindu-se un amestec de format din exact 25 ml de reactiv Luff-Schoorl si 25 ml de
apd dupd addugarea a 10 ml de iodurd de potasiu si 25 ml de acid sulfuric 6 N fird a se aduce la punctul de fierbere.
Pe baza urmatorului tabel se stabileste cantitatea de lactoza exprimatd in mg care corespunde diferentei intre rezultatele a
doud analize (exprimate in ml de solutie de tiosulfat de sodiu 0,1 N).
TABEL
Tabel pentru 25 ml de reactiv Luff-Schoorl
(a se vedea conditiile din textul de mai sus)
Tiosulfat de sodiu 0,1 N
Lactoza C,,H,,0;4
1 2 1 2
ml mg Diferentd ml mg Diferentd
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 3,8
4 14,7 15 56,0
3,7 3,9
5 18.4 16 59,9 ‘o
37 17 63,8 ,
6 22,1 ’ 39
b 37 18 67,7
7 2 4,0
37 19 71,7
8 29,5 40
37 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 41
3,8 23 88,0
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ANEXA XVIII

(Articolul 13)

DETECTAREA ZERULUI PRAF DIN LAPTELE PRAF DEGRESAT DESTINAT DEPOZITARII PUBLICE PRIN
DETERMINAREA CROMATOGRAFIEI LICHIDE DE iNALTA PERFORMANTA A GLICOMACROPEPTIDELOR
(HPLC)

Obiectul si domeniul de aplicare

Aceastd metodd permite detectarea zerului inchegat din laptele praf degresat destinat depozitirii publice prin determinarea

glicomacropeptidelor.

Referinte

Standardul international ISO 707 — Lapte si produse lactate — Metode de prelevare a probelor conform indicatiilor din anexa

[ punctul 2 litera (c) ultimul paragraf.

Definitie

Continutul de glicomacropeptide al laptelui praf degresat: continutul de substante determinat prin metoda de mai jos,

exprimat ca procent de masi.

Principiu

— Reconstituirea laptelui praf degresat, indepartarea grasimilor si proteinelor cu acid tricloroacetic, urmatd de

centrifugare.

— Determinarea cantitdtii de glicomacropeptide (GMP) din supranatant prin cromatografie lichida de inaltd performanta

(HPLC).

— Evaluarea rezultatelor obtinute pentru probe fatd de probe etalon formate din lapte praf degresat cu sau fird adiugarea

unui procent cunoscut de zer praf.

Reactivi

Toti reactivii trebuie si aiba o puritate analiticd recunoscutd. Apa utilizatd trebuie si fie apa distilatd sau apa de o puritate

cel putin echivalents.

5.1. Solutie de acid tricloroacetic

Se dizolvd 240 g de acid tricloroacetic (C1;CCOOH) in apa si se completeaza pand la 1 000 ml.

5.2. Solutie eluantd, pH 6,0

Se dizolva 1,74 g de fosfat dipotasic (K,HPO,), 12,37 g de fosfat monopotasic (KH,PO,) si 21,41 g de sulfat de
sodiu (Na,SO,) in aproximativ 700 ml de apa. In cazul in care este necesar se ajusteazd cu ajutorul unei solutii

de acid fosforic sau hidroxid de potasiu pani la obtinerea unui pH de 6,0.

Se completeazd cu apd pand la 1 000 ml si se omogenizeaza.

Solutia eluantd se filtreaza inainte de folosire printr-o membrana filtrantd cu diametrul porilor de aproximativ

0,45 pm.

5.3. Solvent de spalare

Se amestecd un volum de acetonitril (CH;CN) cu noud volume de apid. Amestecul se filtreazd inainte de folosire

printr-o membrana filtrantd cu pori cu diametrul de 0,45.

Notd: Se poate folosi orice alt solvent de spalare cu efect bactericid care nu afecteazd eficienta rezolutiei

coloanelor.

5.4.  Probe etalon
5.4.1. Lapte praf degresat care indeplineste cerintele acestei Rezolutii (respectiv [0]).

5.4.2.  Acelasi lapte praf degresat modificat cu 5 % (m/m) zer inchegat praf cu compozitie standard (respectiv [5]).
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Aparaturd

6.1. Balantd analitica.

6.2. Centrifugd cu o fortd de centrifugare de 2 200, previzutd cu tuburi astupate pentru centrifugare u o capacitate de
aproximativ 25 ml.

6.3. Agitator mecanic.

6.4. Agitator magnetic.

6.5. Conducte de sticld cu diametrul de aproximativ 7 cm.

6.6. Filtre de hartie cu filtrare medie cu diametrul de aproximativ 12,5 cm.

6.7. Disporzitiv de sticld pentru filtrare prevzut cu membrana filtrantd cu diametrul porilor de aproximativ 0,45 pm.

6.8. Pipete gradate de 10 ml (ISO 648, clasa A sau ISO/R 835).

6.9. Baie termostat de apd, reglatd la 25 + 0,5 °C.

6.10. Echipament pentru HPLC format din:

6.10.1. Pompa.

6.10.2. Injector, manual sau automat, cu o capacitate de 15-30 pl.

6.10.3. Doud coloane TSK 2 000-SW in serie (lungime de 30 cm, diametru intern de 0,75 cm) sau coloane echivalente

si 0 precoloand (3 cm x 0,3 cm) acoperite cu material I 125 sau cu un material cu eficientd echivalentd.

6.10.4. Cuptor cu coloand termostat, reglat la 35 + 1 °C.

6.10.5. Detector UV cu lungime de undi variabild care permite realizarea de masurdtori la 205 nm cu o sensibilitate de

0,008 A.

6.10.6. Integrator cu ajutorul ciruia se poate realiza integrarea la linia de baza.

Notd:  Se poate lucra cu coloanele aflate la temperatura camerei, dar puterea lor de rezolutie este putin mai mica.
In acest caz, temperatura nu trebui s varieze cu mai mult de + 5 °C in nici o serie de analize.

Prelevarea probelor

7.1. Standardul international ISO 707 — ,Lapte si produse lactate — Metode de prelevare a probelor” conform indicatiilor
din anexa I punctul 2 litera (c) ultimul paragraf.

7.2. Probele etalon se depoziteazd in conditii in care nu poate surveni nici o deteriorare sau modificare a compozitiei.

Procedura

8.1. Prepararea probei de analizd
Se transferd laptele praf intr-un recipient cu o capacitate aproximativ dubli fatd de volumul laptelui praf, prevazut
cu un capac etans la aer. Recipientul se inchide imediat. Laptele praf se amestecd bine prin rasturnari repetate ale
recipientului.

8.2. Cantitatea analizatd
Se cantdresc 2,000 + 0,001 g din proba analizatd intr-un tub de centrifugare (6.2).

8.3. Indepirtarea grasimii si a proteinelor

8.3.1. Seadaugd 20 g de apd caldd (50 °C) la cantitatea analizatd. Se dizolvd laptele praf agitandu-se citeva minute
cu ajutorul unui agitator mecanic (6.3). Tubul se riceste la 25 °C.

8.3.2. Se adaugi constant 10,0 ml de solutie de acid tricloroacetic (5.1.) timp de doud minute, amestecindu-se
cu ajutorul unui agitator magnetic (6.4). Tubul se introduce intr-o baie de apd (6.9) si se lasd timp de 60 de minute.

8.3.3. Se centrifugheazi (6.2) timp de 10 minute la 2 200 g sau se filtreazd printr-o hartie (6.6), eliminindu-se
primii 5 ml de filtrat.
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8.4.

8.4.1.

8.4.2.

8.5.

8.5.2.

8.5.3.

Determinarea cromatograficd

Se injecteazd 15-30 pl de supernatant sau filtrat (8.3.3) masurat cu precizie in aparatul HPLC (6.10) functionand
la un debit de 1,0 ml de solutie eluantd (5.2) pe minut.

Note:

1. Solutia eluanti (5.2) se mentine la 85 °C pe parcursul intregii analize cromatorafice pentru ca eluantul s3 se
mentind degazat si pentru a impiedica dezvoltarea bacteriilor. Se poate recurge la orice masurd de precautie cu
efect similar.

2. Coloanele se clitesc cu apd la fiecare intrerupere. Solutia nu se lasd niciodatd in coloane (5.2).

Inainte de orice intrerupere care dureazd mai mult de 24 de ore, coloanele se clitesc cu api si se spald cu solutie
(5.3) timp de cel putin trei ore la un debit de 0,2 ml pe minut.

Rezultatele analizei cromatografice a probei etalon [E] se obtin sub forma unei cromatograme in care fiecare varf
se identificd dupd timpul de retentie RT dupd cum urmeaza.

Varful II: Al doilea varf al cromatogramei cu un RT de aproximativ 17,5 minute.
Varful 1II: Al treilea varf al cromatogramei, corespunzand GMP, cu un RT de 15,5 + 1,0 minute.

Varful IV: Al patrulea varf al cromatogramei cu un RT de aproximativ 17,5 minute.

Calitatea coloanei poate afecta timpii de retentie ai fiecirui varf.

Integratorul (6.10.6) calculeazd automat suprafata A a fiecarui varf.

Ay suprafata varfului II,
Ay suprafata varfului III,
A suprafata varfului IV.

Este esential sd se examineze aspectul fiecirei cromatograme inainte de realizarea interpretdrii cantitative pentru
a se detecta orice eventuale anomalii datorate fie functionirii necorespunzitoare a aparatului sau a coloanelor, fie
originii sau naturii probei analizate.

In caz de neclaritati, repetati analiza.

Calibrarea

. Probelor standard (5.4) li se aplicd exact procedura descrisd de la punctul 8.2 la punctul 8.4.2.

Se folosesc solutii proaspdt preparate, intrucit GMP se degradeazd intr-un mediu 8 % tricloroacetic. Pierderea este
estimatd la 0,2 % pe ord la 30 °C.

fnainte de determinarea cromatograficd a probelor coloanele trebuie conditionate prin injectarea repetata a probei
standard (5.4.2) in solutie (8.5.1), pand cand suprafata varfului si timpul de retentie al acestuia pentru GMP sunt
constante.

Se determind coeficientul de rispuns R prin injectarea aceluiasi volum de filtrati (8.5.1) folosit si in probe.

Exprimarea rezultatelor

9.1.

9.1.1.

Metoda de calcul si formula

Calcularea factorilor de raspuns R:

Varful II: R, = ﬂ

A,l0]

100

Varful IV: R,=——

Ayl0]
unde:
Ry siRy = factorii de raspuns pentru varfurile II si respectiv IV,
Ay [0] si A [0] = suprafetele varfurilor II si respectiv IV pentru proba etalon [0] obtinute la 8.5.3.
Varful III: oo

11l

Am[5 ]'AIH[O]
unde:
Ry = coeficientul de raspuns al varfului III,

Ay [0] si Ay [5] = suprafetele varfurilor III pentru probele etalon [0] si respectiv [5] obtinute la 8.5.3.

w = cantitatea de zer din proba etalon [5], respectiv 5.



108

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

03/vol. 36

9.1.2.

9.2.

9.3.

Calcularea suprafetei relative a varfurilor probei [E]:
SulE] = Ry > Ay [E]
SlE] = Ry Ay [E]

SwlEl = Ry, x A [E]

wl
unde:

Su [E], Sy [E], Siv [E] = suprafetele relative ale varfurilor I, III si respectiv IV din proba [E]
Ay [E], Ay [E], Ay [E] = suprafetele varfurilor II, IIT si respectiv IV din probd [E] obtinute la 8.4.2,

Ry Ry Ry = coeficientul de raspuns calculat la 9.1.1.

. Calcularea timpului relativ de retentie al varfului I pentru proba [E]:

RRT [E] = ——
unde:
RRTy, [E] = timpul relativ de retentie al varfului Il din proba [E],
RTy; [E] = timpul relativ de retentie al varfului Il din proba [E] obtinut la 8.4.2,

RTy; [5] = timpul relativ de retentie al varfului IIl din proba de control [5] obtinut la 8.5.3.

. Experimentele au demonstrat ci existd o relatie liniard intre timpul relativ de retentie al varfului III, respectiv

RRTy; [E] si procentul de zer praf de pand la 10 % adaugat.
— RRTy; [E] este < 1,000 in cazul in care continutul de zer este > 5 %;

— RRTy, [E] este > 1,000 in cazul in care continutul de zer este < 5 %.
Nesiguranta permisd pentru valorile RRTy; este de + 0,002.

In mod normal, valoarea RRTy; [0] deviazd putin de la 1,034. In functie de starea coloanelor, valoarea se poate
apropia de 1,000, dar este intotdeauna mai mare de aceastd valoare.

Calcularea procentului de zer inchegat praf din probd:

W =S, [E] ~[1,3 + (S,,[0] - 0,9)]

unde:

W= procentul m/m de zer inchegat in proba [E];

S [E] = suprafata relativd a varfului IIl al probei analizate [E] obtinutd ca la 9.1.2;

1,3 reprezintd suprafata medie relativa a varfului Il exprimatd in grame de zer inchegat pe 100 g
determinatd pentru lapte praf degresat nemodificat cu diferite origini. Aceasta valoare a fost
obtinutd experimental;

S [0] reprezintd suprafata relativd a varfului IIl egald cu Ry; x Ay, [0]. Aceste valori au fost obti-
nute la 9.1.1 si, respectiv, 8.5.3;

Sy [0] - 0,9) reprezintd corectia care trebui adusa suprafete relative 1,3 cand Sy, [0] nu are valoarea 0,9.

fn mod experimental, suprafata medie relativi a varfului IIl al probei martor [0] este de 0,9.

Precizia procedurii

. Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri realizate simultan sau in succesiune rapidd de citre acelasi operator,
folosind aceeasi aparaturd si material de analizd identic nu trebuie sd depaseasca 0,2 % m/m.

. Reproductibilitate

Diferenta dintre doud rezultate separate si independente, obtinute de doi operatori care lucreazd in laboratoare
diferite cu material de analizd identic nu trebuie si depdseascd 0.4 % m/m.
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9.4.
9.4.1.

9.4.2.

9.4.3.

9.4.3.1.

9.4.3.2

Interpretare

Se presupune ci zerul este absent in cazul in care suprafata relativd a varfului Ill, S,;[E] exprimati in grame de
zer inchegat pe o sutd de grame de produs este < 2,0 + (Sm[o] - 0,9)

unde:

2,0 este valoarea maxima permisd a suprafetei relative a varfului Il avindu-se in vedere suprafata
relativd a varfului III, respectiv 1,3, nesiguranta datoratd variatiilor compozitiei laptelui praf
degresat si reproductibilitatea metodei (9.3.2),

(Syu[0] - 0,9) este corectia care trebuie adusd cind suprafata S;;[0] nu este 0,9 (a se vedea punctul 9.2)

In cazul in care suprafata relativd a varfului III, S;,[E] este > 2,0 + SSHI[O] - 0,9) si suprafata relativd a varfului II,
SulE] < 160, se determind continutul de zer inchegat conform indicatiilor de la punctul 9.2.

In cazul in care suprafata relativi a varfului III, S,[E] este > 2,0 + (Sy;[01 — 0,9)si suprafata relativd a varfului II,
SulE] < 160, se determind continutul total de proteine (P%); apoi se examineaza graficele 1 si 2.

Datele obtinute in urma analizei probelor de lapte praf degresat nemodificat cu un continut total de proteine ridicat
sunt reprezentate in graficele 1 si 2.

Linia continud reprezintd regresia liniard, ai cdrei coeficienti se calculeaza prin metoda patratului celui mai mic.

Linia dreaptd punctatd marcheaza limita superioara a suprafetei relative a varfului III, cu probabilitatea ca aceasta
sd nu fie depasitd in 90 % din cazuri.

Ecuatiile liniilor drepte punctate de pe graficele 1 si 2 sunt:

Siu=0376P%-10,7 (graficul 1),
Sm = 0,0123 S]I [E] + 0,93 (graficul 2),

si respectiv unde:

St este suprafata relativd a varfului III calculatd fie pe baza continutului total de proteine, fie
pe baza suprafetei relative a varfului Sy[E],

P% este continutul total de proteine exprimat ca procent de masd,

(Sy[E] este suprafata relativd pentru probd calculatd la punctul 9.1.2.

Pe baza acestor ecuatii rezulta graficele din figura 1.3, mentionate la 9.2.

Diferenta (T, si T,) dintre suprafata relativd S;;[E] determinata si suprafata relativd Sy se calculeazd dupd cum
urmeaza:

T, = S,[E1 - [(0.376 P% —10,7) + (S,[0] - 0,9)]

T, = S,,[E] - [(0.0123S,[E] + 0,93) + (S,[0] -~ 0,9)]
In cazul in care T, sifsau T, au valoarea zero sau mai micd, nu se poate determina prezenta zerului
inchegat.
In cazul in care T, sau T, au o valoare mai mare de zero, zerul inchegat este prezent.

Continutul de zer inchegat se calculeaza cu ajutorul formulei:

W =T, +091
unde:

0,91 este distanta pe axa verticald intre linia dreaptd continud si linia dreaptd punctatd.



110

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

03/vol. 36

Varful 11T

Varful 111

5.8

4.8

3.8

2.8

1.8

5.8

4.8

3.8

2.8

1.8

LAPTE PRAF DEGRESAT

-
.
-
- .
. :
A e A A b ) b3
o~ < =) o0 (=3 o~ <+ 0
[2a) 32 o o <+ <+ < <t

continut total de proteine (%)

LAPTE PRAF DEGRESAT s

o

250 T
350
450

Varful I



03/vol. 36 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene 111

ANEXA XIX

(Articolul 13)

DETERMINAREA SUBSTANTELOR SOLIDE DIN ZER INCHEGAT IN LAPTELE PRAF DEGRESAT SI iN
AMESTECURILE MENTIONATE IN REGULAMENTUL (CE) NR. 2799/1999

1. Scop: Detectarea substantelor solide din zer inchegat adiugate in:
(a) laptele praf degresat, dupd cum este definit la articolul 2 din Regulamentul (CE) nr. 2799/1999 si

(b) amestecuri, dupd cum sunt definite la articolul 4 din Regulamentul (CE) nr. 2799/1999.
2. Referinte: Standardul international ISO 707

3. Definitie

Continutul de substante solide din zer inchegat se defineste ca procent de masa determinat prin procedura descrisa.

4. Principiu

Continutul de glicomacropeptide A se determind conform anexei XVIIL Probele pentru care se obtin rezultate pozitive
se analizeazd pentru detectarea glicomacropeptidelor A prin procedura de cromatografie lichidd de inaltd performanta
in fazd inversatd (procedura HPLC). Evaluarea rezultatelor se face prin referire la probe etalon formate din lapte praf
degresat care contin sau nu contin un procent cunoscut de zer praf. Rezultatele mai mari de 1 % (m/m) indica prezenta
substantelor solide din zer inchegat.

5. Reactivi

Toti reactivii utilizati trebuie si fie de calitate analiticd recunoscutd. Apa utilizatd trebuie si fie apd distilatd sau apa de
o puritate cel putin echivalentd. Acetonitrilul trebuie si fie de calitate spectroscopicd sau de calitate HPLC.

Reactivii necesari pentru aceastd procedurd sunt descrisi in anexa XVIII la prezentul regulament.

Reactivi pentru HPLC in fazd inversatd.

5.1.  Solutie de acid tricloroacetic

Se dizolvid in apd 240 g acid tricloroacetic (CCl;CCOOH) si se completeazd cu apd pand la 1 000 ml.

5.2.  Eluantii Asi B

Eluantul A: Se introduc intr-un balon cotat de 1 000 ml 150 ml acetonitril (CH;CN), 20 ml izopropanol
(CH;CHOHCHj) si 1,00 ml de acid trifloroacetic (TFA, CF;COOH). Se completeaza cu apd pand la 1 000 ml.
Eluantul B: Se introduc intr-un balon cotat de 1 000 ml 550 ml acetonitril, 20 ml izopropanol si 1,00 ml TFA.
Se completeazd cu apd pand la 1 000 ml. Solutia eluanta se filtreazd inainte de folosire printr-o membrand
filtrantd cu pori cu diametrul de 0,45 pm.

5.3. Conservarea coloanei
Dupd analize, coloana se cliteste cu eluantul B (cu un gradient) iar apoi se cliteste cu acetonitril (cu un gradient
timp de 30 de minute). Coloana se pastreazd in acetonitril.

5.4.  Probele etalon

5.4.1. Lapte praf degresat care indeplineste cerintele pentru depozitare publici [respectiv (0)].

5.4.2.  Acelasi lapte praf degresat, modificat cu 5 % (m/m) zer inchegat praf cu compozitie standard [respectiv (5)].

5.4.3. Acclasi lapte praf degresat, modificat cu 50 % (m/m) zer inchegat praf cu compozitie standard
[respectiv (50)] (*).

6. Aparaturad
Aparatura necesard pentru procedura descrisi este cea descrisd in anexa XVIII la prezentul regulament.
6.1.1. Balantd analitici.

6.2.  Centrifugd cu o fortd de centrifugare de 2 200 g, prevdzutd cu tuburi astupate pentru centrifugare cu o capacitate
de aproximativ 50 ml.

(") Zerul inchegat praf cu compozitie standard, precum si laptele praf degresat modificat pot fi procurate de la NIZO, Kernhemseweg 2, PO Box
20 - NL-6710 BA Ede. Cu toate acestea, se pot folosi si prafuri care produc rezultate echivalente celor obtinute pentru produsele NIZO.
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6.3.
6.4.
6.5.
6.6.
6.7.
6.8.

6.9.
6.10.

Agitator mecanic cu care se pot agita preparate la 50 °C.

Agitator magnetic.

Coloane de sticld cu diametrul de aproximativ 7 cm.

Filtre de hartie cu filtrare medie cu diametrul de aproximativ 12,5 cm.

Dispozitiv de sticld pentru filtrare prevdzut cu membrand filtrantd cu diametrul porilor de aproximativ 0,45 pm.

Pipete gradate de 10 ml (ISO 6438, clasa A sau ISO/R 835), sau un sistem prin care pot trece 10,0 ml in doud
minute.

Baie termostat de apd, reglatd la 25 + 0,5 °C.

Echipament pentru HPLC format din:

6.10.1. Sistem binar de pompare reglabil.

6.10.2. Injector, manual sau automat, cu o capacitate de 100 pl.

6.10.3. Coloana Dupont Protein Plus (lungime 25 cm, diametru intern 0,46 cm) sau o coloand in fazd inversatd cu pori

mari pe bazd de silice echivalentd.

6.10.4. Cuptor cu coloand termostat, reglat la 35 + 1 °C.

6.10.5. Detector UV cu lungime de unda variabili care permite realizarea de masurdtori la 210 nm (in cazul in care este

necesar se poate folosi o lungime de undd mai mare, de pand la 220 nm) cu o sensibilitate de 0,02 A.

6.10.6. Integrator cu ajutorul ciruia se poate realiza integrarea la linia de baza.

Notd

Se poate lucra cu coloana la temperatura camerei, cu conditia ca temperatura si nu varieze cu mai mult de 1 °C;
in caz contrar, se inregistreazd o variatie mult prea mare a timpului de retentie al GMPy.

Prelevarea probelor

7.1.  Probele se preleveazd conform procedurii descrise de Standardul international ISO 707. Cu toate acestea, statele
membre pot folosi si altd metoda de prelevare a probelor, cu conditia ca aceasta si respecte principiile standardului
mentionat anterior.

7.2. Probele se depoziteazd in conditii in care nu poate surveni nici o deteriorare sau modificare a compozitiei.

Proceduri

8.1.  Prepararea probei de analizd
Se transferd laptele praf intr-un recipient cu o capacitate aproximativ tripld fatd de volumul laptelui praf,
prevazut cu un capac etans la aer. Recipientul se inchide imediat. Laptele praf se amesteca bine prin rasturnari
repetate ale recipientului.

8.2.  Cantitatea analizatd
Se cantiresc 2,000 + 0,001 g din proba analizati intr-un tub de centrifugare (6.2.) sau intr-un balon astupat
adecvat (50 ml).

8.3.  Indepdrtarea grasimii si a proteinelor

8.3.1. Seadaugd 20,0 g de apd caldd (50 °C) la cantitatea analizatd. Se dizolvd laptele praf agitindu-se cinci minute sau
30 de minute in cazul zarei acide cu ajutorul unui agitator mecanic (6.3). Tubul se introduce in baia de apd (6.9)
si se lasa sd se echilibreze la 25 °C.

8.3.2. Se adaugi constant 10,0 ml de solutie de acid tricloroacetic (5.1.) timp doud minute, amestecandu-se puternic
cu ajutorul unui agitator magnetic (6.4). Tubul se introduce intr-o baie de apd (6.9) si se lasa timp de 60 de
minute.

8.3.3. Se centrifugheazi (6.2) 2,200 g timp de 10 minute sau se filtreazd prin hartie (6.6), eliminandu-se primii 5 ml
de filtrat.

8.4. Determinarea cromatograficd

8.4.1. Se efectueazi analiza HPLC conform descrierii din anexa XVIIL in cazul in care se obtine un rezultat negativ,

proba analizati nu contine solide din zer inchegat in cantititi detectabile. In cazul in care rezultatul este pozitiv,
se alicd procedura HPLC in fazd inversatd descrisd mai jos. Prezenta zarei acide praf poate provoca aparitia unor
rezultate fals pozitive. Metoda HPLC in fazi inversi exclude aceastd posibilitate.
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8.4.2.

8.4.3.

Inainte de realizarea analizei HPLC in fazi inversd se optimizeazd conditiile de gradient. Pentru sistemele
reglabile cu un volum mort de aproximativ 6 ml (volum de la punctul in care solventii se intalnesc pan la bucla
injectorului, inclusiv) timpul de retentie de 26 + 2 minute pentru GMPA este optim. Pentru sistemele reglabile
cu un volum mort mai mic (de exemplu, 2 ml) timpul optim de retentie este de 22 minute.

Se recolteazd solutii de probd etalon (5.4) cu si fird 50 °6 zer inchegat.

Se injecteazd 100 pl de supranatant sau de filtrat (8.3.3) in sistemul HPLC care functioneaza in conditiile de
gradient de explorare din tabelul 1.

Tabelul 1

Conditii de gradient de explorare pentru optimizarea cromatografiei

(nI;rr:lI:e) (ml/l;llﬁﬁute) %A %B Curbi
Initial 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

Compararea celor doud cromatograme trebuie sd indice pozitia varfului (varful GMP,).

Cu ajutorul formulei de mai jos se poate calcula compozitia initiald a solventului care se foloseste pentru
gradientul normal (a se vedea 8.4.3)

%B =10-25+ (13,5 + (RTgmpA —26)/6)*30/27

%B =7,5+ (13,5 + (RTgmpA —26)6)*1,11
Unde:

RTgmpA: timpul de retentie al GMP, la gradientul de explorare

10: % B initial al gradientului de explorare

2,5: % B in punctul de mijloc minus % B initial la gradientul normal
13,5: timpul corespunzitor punctului de mijloc

26: timpul necesar de retentie pentru GMP

6: raportul pantelor gradientilor de explorare si normal

30: % B initial minus % B la 27 minute la gradientul de explorare
27: timpul de rulare al gradientului de explorare.

Prelevarea solutiilor din probele analizate

Se injecteazd 100 pl de supernatant sau filtrat (8.3.3) mdsurat cu precizie in aparatul HPLC functionand la un
debit de 1,0 ml de solutie eluanti (5.2) pe minut.

Compozitia eluantului la inceputul analizei se obtine ca la punctul 8.4.2. In mod normal este de aproximativ
A:B = 76:24 (5.2). Imediat dupd injectare se porneste un gradient liniar, rezultatul fiind un procent al B cu 5 %
mai mare peste 27 minute. Apoi se porneste un gradient liniar, datoritd caruia, dupa cinci minute, compozitia
eluantului este de 90 % B. Compozitia se mentine timp de cinci minute, dupd care compozitia se modificd in
cinci minute, via un gradient liniar, ajungand la compozitia initiald. In functie de volumul intern al sistemului
de pompare, urmdtoare injectare se poate face la 15 minute dupd ce se ajunge la conditiile initiale.

Observatii

1. Timpul de retentie al glicomacropeptidelor trebuie si fie de 26 + doud minute. Acesta se poate obtine prin
modificarea conditiilor initiale si finale ale primului gradient. Cu toate acestea, diferenta la nivelul % B in
conditiile initiale si finale ale primului gradient trebuie si se mentind la 5 % B.

2. Eluantii trebuie degazati suficient si trebuie, de asemenea, sd se mentind degazati. Acest lucru este esential
pentru buna functionare a sistemului de pompare reglabil. Deviatia standard a timpului de retentie al varfului
GMP trebuie sd fie sub 0,1 minute (n = 10).

3. Dupi fiecare cinci probe se injecteazd proba de referintd (5) si se foloseste pentru calcularea noului coeficient
de raspuns R. (9.1.1).
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8.4.4. Rezultatele analizei cromatografice a probei analizate (E) se obtin sub forma unei cromatograme in care varful
GMP este identificat pe baza timpului sidu de retentie de aproximativ 26 minute.
Integratorul (6.40.6) calculeazd automat inaltimea varfului H pentru varful GMP. Se verifici pozitia liniei de baza
in fiecare cromatogramad. In cazul in care pozitia liniei de baza este incorectd, analiza sau integrarea se repeta.
Este extrem de important sd se examineze aspectul fiecirei cromatograme inainte de interpretarea cantitativa
pentru a se detecta orice eventuale anomalii datorate fie functiondrii necorespunzitoare a aparatului sau a
coloanelor, fie originii sau naturii probei analizate. In cazul in care existd dubii, analiza se repetd.

8.5.  Calibrarea

8.5.1.  Se aplici cu exactitate procedura descrisd de la punctul 8.2 la punctul 8.4.4 folosindu-se probele etalon (5.4.1 —
5.4.2). Se folosesc solutii proaspit preparate, intrucit GMP se degradeazd intr-un mediu 8 % tricloroacetic la
temperatura camerei. La 4 °C solutia este stabild timp de 24 ore. Pentru seriile lungi de analize este de preferabil
ca In injectorul automat si se foloseascd o tava racitd pentru probe.
Notd
8.4.2  se poate omite in cazul in care se cunoaste % B in conditiile initiale din analizele efectuate anterior.

Cromatograma probei de referintd (5) trebuie si fie similard cu cea din Figura 1. In aceastd figurd varful
GMP,, este precedat de doud varfuri mici. Este extrem de important sd se obtind o separare similara.

8.5.2. Inainte de determinarea cromatografici a probei se injecteazd 100 pl din proba etalon care nu contine zer
inchegat (0) (5.4.1).
Pe cromatogramd nu trebuie sd apard un varf pentru timpul de retentie al varfului GMP,.

8.5.3. Coeficientul de raspuns R se determind prin injectarea aceluiasi volum de filtrat (8.5.1) ca si cel folosit pentru
probe.

9. Exprimarea rezultatelor

9.1.  Metoda de calcul si formula

9.1.1. Calcularea coeficientului de raspuns R:
Varful GMP = W[H
Unde:
R = coeficientul de raspuns al varfului GMP
H =inaltimea varfului GMP
W = cantitatea de zer din proba etalon (5).

9.2.  Calcularea procentului de zer inchegat praf din proba
W(E) = R x H(E)
Unde:
WI(E) = procentul (m/m) de zer inchegat din probi (E).
R = coeficientul de rispuns al varfului GMP (9.1.1)
H(E) = indltimea varfului GMP al probei (E)
In cazul in care W(E) este mai mare de 1 % si diferenta dintre timpul de retentie si cel al probei standard (5) este
mai mic de 0,2 minute, atunci sunt prezente substante solide din zer inchegat.

9.3.  Precizia metodei

9.3.1. Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate simultan sau in cel mai scurt interval de timp posibil
de acelasi operator care utilizeazd aceeasi aparaturd pe material de analizd identic nu trebuie si depaseascd
0,2 % m/m.
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9.3.2.

9.4.

9.4.1.

(omnumu) dum
14 114 ST 01

0¢

Reproductibilitate

Nu s-a determinat inca.

Liniaritate

De la 0 la 16 % zer inchegat se obtine o relatie de liniaritate cu un coeficient de corelare > 0,99.

Interpretare

Se considerd ci zerul este prezent in cazul in care rezultatul obtinut la 9.2 este mai mare de 1 % m/m si timpul

de retentie al varfului GMP diferd cu mai mult de 0,2 minute de cel al probei etalon (5). Limita de 1 % se stabileste

in conformitate cu prevederile de la punctele 9.2 si 9.4.1 din anexa V la Regulamentul (CEE) nr. 625/78.
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ANEXA XX

(Articolul 14)
LAPTE PRAF DEGRESAT: DETERMINAREA CANTITATIVA A FOSFATIDILSERINEI SIA
FOSFATIDILETANOLAMINEI

Metodd: HPLC in fazi inversad

Obiectul si domeniul de aplicare

Aceastd metodd descrie o procedurd de determinare cantitativa a fosfatidilserinei (PS) si a fosfatidiletanolaminei (PE) din
laptele praf degresat (SMP) si este adecvatd pentru determinarea substantelor solide din zard din SMP.

Definitie

Continutul de PS + PE: fractiunea de masd a substantei determinate prin procedura descrisd in prezenta anexd. Rezultatul
se exprimd in miligrame de dipalmitoil fosfatidiletanolamina (PEDP) in 100 g praf.

Principiu

Extragerea aminofosfolipidelor cu metanol din lapte praf reconstituit. Determinare PS si PE ca derivati ai o-ftaldialdehidei
(OPA) prin HPLC in fazd inversa (RP) si prin detectare prin fluorescentd. Cuantificarea continutului de PS si PE din proba
analizatd prin referire la o probi etalon continand o cantitate cunoscutd de PEDP.

Reactivi
Toti reactivii utilizati trebuie si fie de calitate analiticd recunoscutd. Apa utilizatd trebuie si fie apa distilatd sau apd de

o puritate cel putin echivalentd, cu exceptia cazurilor in care se precizeaza altceva.

4.1.  Material etalon: PEDP cu o puritate de cel putin 99 %

Nota: Materialul etalon se depoziteazi la — 18 °C.

4.2.  Reactivi pentru prepararea probei etalon i a probei de analizd
4.2.1. Metanol de calitate HPLC
4.2.2. Cloroform de calitate HPLC

4.2.3.  Monoclorhidrat de triptamina

4.3, Reactivi pentru derivarea o-ftaldialdehidei

4.3.1. Hidroxid de sodiu, solutie de apd 12 M

4.3.2.  Acid boric, solutie de apd 0,4 M ajustatd cu hidroxid de sodiu pand la un pH de 10,0 (4.3.1)
4.3.3. 2-mercaptetanol

4.3.4. o-ftaldialdehidd (OPA)

4.4, Solventi de eluare HPLC
La prepararea solventilor de eluare se folosesc reactivi de calitate HPLC.

4.4.1. Apai de calitate HPLC

4.4.2. Metanol cu puritate fluorimetricd testatd
4.4.3. Tetrahidrofuran

4.4.4. Fosfat monosodic

4.4.5. Acetat de sodiu

4.4.6. Acid acetic

Aparaturd

5.1. Balantd analiticd

5.2. Pahare de laborator cu capacitate de 25 si 100 ml
5.3. Pipete de 1si 10 ml

5.4. Agitator magnetic
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5.5.
5.6.
5.7.
5.8.
5.9.
5.10.
5.11.
5.12.
5.13.
5.13.1.
5.13.2.
5.13.3.
5.13.4.

5.13.5.
5.13.6.

Pipete gradate de 0,2, 0,5 si 5 ml

Baloane cotate cu capacitate de 10, 50 si 100 ml

Seringi cu capacitate de 20 si 100 pl

Baie ultrasonica

Centrifugd care functioneazd la 27 000 x g

Fiole de sticld cu capacitate de aproximativ 5 ml

Cilindru gradat cu capacitate de 25 ml

Aparat de masurare a pH-ului

Echipament HPLC

Sistem de pompare reglabil care poate functiona la 1,0 ml/min la 200 bari
Aparat de prelevare de probe automata cu posibilitate de derivare
Incilzitor de coloani reglat la 30 °C

Detector de fluorescentd reglat la o lungime de undd de excitare de 330 nm si la o lungime de unda de emisie
440 nm

Integrator sau software de procesare de date care poate masura suprafata varfului

Licrosferd — 100 coloand (250 x 4,6 mm) sau o coloand echivalentd invelitd in octadecilsilan (C 18) cu particule
de 5 pm.

Prelevarea probelor

Prelevarea probelor se realizeaza conform standardului FIL 50B:1985.

Procedura

7.1.

7.2

7.3.

7.4.

Prepararea soluiei etalon intern

Se cantiresc 30,0 £ 0,1 mg de monoclorhidrat de triptamina (4.2.3) intr-un balon cotat de 100 ml (5.6) si se
completeazd cu metanol (4.2.1) pand la marcaj. Se pipeteazd 1ml (5.3) din aceastd solutie intr-un balon cotat
de 10 ml (5.6) si se completeazd cu metanol (4.2.1) pand la marcaj pentru a se obtine o concentratie de
triptamind de 0,15 mM.

Prepararea solutiei din proba de analizd

Se cantdresc 1,000 + 0,001 g din proba de SMP intr-un pahar de laborator de 25 ml (5.2). Se adauga cu o
pipetd (5.3) 10 ml de apa distilatd cu temperatura de 40 °C si se amestecd cu un agitator magnetic (5.4) timp
de 30 de minute pentru a se dizolva toate cocoloasele. Se pipeteaza 0,2 ml (5.5) din laptele reconstituit intr-un
balon cotat de 10 ml (5.6), se adaugd 100 pl din solutia de triptamina de 0,15 mM (7-1) cu ajutorul unei seringi
(5.7) si se completeazd la volum cu metanol (4.2.1). Se amestecd cu grijd prin rasturnare si se sonicheazd (5.8)
timp de 15 minute. Se centrifugheaza (5.9)1a 27 000 x g timp de 10 minute si se colecteazd supranatantul intr-o
fiola de sticld (5.10).

Nota:  Solutia probd se depoziteazi la 4 °C pand la finalizarea analizei HPLC.

Prepararea solutiei etalon extern

Se cantdresc 55,4 g de PEDP (4.1) intr-un balon cotat de 50 ml (5.6) si se adaugd aproximativ 25 ml de cloroform
(4.2.2) cu ajutorul unui cilindru gradat (5.11). Se incalzeste balonul astupat la 50 °C si se amestecd cu atentie
pand cand se dizolvd PEDP. Balonul se riceste la 20 °C si se completeaz la volum cu metanol (4.2.1) si amestecd
prin risturnare. Se pipeteazd 1 ml (5.3) din aceastd solutie intr-un balon cotat de 100 ml (5.6) si se completeazd
la volum cu metanol (4.2.1). Se pipeteazd 1 ml (5.3) din aceastd solutie intr-un balon cotat de 10 ml (5.6) si se
adaugd 100 pl (5.7) de solutie de triptamind de 0,15 mM (7.1) si se completeazd la volum cu metanol (4.2.1).
Se amestecd prin rdsturnare.

Notd: Solutia probd de referintd se depoziteazd la 4 °C pand la finalizarea analizei HPLC.

Prepararea reactivului de derivare

Se cantdresc 25,0 + 0,1 mg de OPA (4.3.4) intr-un balon cotat de 10 ml (5.6) si se adauga 0,5 ml (5.5) de metanol
(4.2.1) si se amestecd cu atentie pentru ca OPA si se dizolve. Se completeaza pand la marcaj cu solutie de acid
boric (4.3.2) si se adaugd 20 pl de 2-mercaptetanol (4.3.3) cu o seringd (5.7).

Nota: Reactivul de derivare se depoziteazd la 4 °C intr-o fiold de culoare inchisd, rimanand stabil timp de o
sdptdmana.
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7.6.

7.6.2.

Determinarea prin HPLC
Solventi de eluare (4.4)

Solventul A:

Solutie 0,3 mM de fosfat monosodic si 3 mM de solutie de acetat de sodiu (ajustatd cu acid acetic la un pH de
6,5): metanol: tetrahidrofuran = 558:440:2 (v/v/v)

Solventul B:

metanol

Gradient de eluare recomandat:

Timp (min) Solvent A (%) Solvent B (%) Debit (ml/min)
Initial 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

Nota: Este posibil sd fie nevoie de o usoard modificare a gradientului de eluare pentru a se obtine rezolutia din
figura 1.

Temperatura coloanei: 30 °C.
Volum injectat: 50 pl reactiv de derivare si 50 pl solutie proba.

Echilibrarea coloanei

Sistemul se porneste in fiecare zi, se cliteste coloana cu solvent B 100 % timp de 15 minute, apoi se regleazd
la A:B = 40: 60 si se echilibreaza la 1 ml/min timp de 15 minute. Se lucreazi cu o proba martor injectandu-se
metanol (4.2.1).

Notd: Inainte de o depozitare pe termen lung coloana se cliteste cu metanol: cloroform = 80: 20 (v/v) timp
de 30 de minute.

Determinarea continutului de PS + PE din proba analizatd

Se realizeazd secventa de analizd cromatograficd lisandu-se un timp constant intre seriile de analize pentru a se
obtine timpi de retinere constanti. Solutia etalon extern (7.3) se injecteazd la fiecare 5-10 solutii proba pentru
a se evalua coeficientul de raspuns.

Notd: Coloana se curdtd prin clitire cu solvent B 100 % (7.5.1) timp de cel putin 30 de minute la fiecare 20-25
de serii.

Modul de integrare

Varful PEDP

PEDP este eluat ca un singur varf. Se determind suprafata varfului prin integrare la linia de baza.

Varful triptaminei

Triptamina este eluatd ca un singur varf (figura 1). Se determina suprafata varfului prin integrare la linia de baza.
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7.6.3.  Grupurile de varfuri ale PS si PE

In conditiile descrise (figura 1), PS elueazd sub forma a doud varfuri principale partial fird rezolutie precedate
de un varf minor. PE elueazd sub forma a trei varfuri principale partial fird rezolutie. Se determind intreaga
suprafatd a fiecdrei aglomerari de varfuri stabilindu-se linia de bazi ca in figura 1.

Calcularea si exprimarea rezultatelor

Continutul de PS si PE din proba analizatd se calculeazd dupa cum urmeaza:
A T

C =5536x —x—

A T

1 2
unde:

C = continutul de PS sau PE (mg/100 g praf) din proba analizatd
A, = suprafata varfului PEDP din solutia etalon din proba (7.3)

A, = Suprafata varfului PS sau PE din solutia din proba (7.2)

T, = Suprafata varfului triptaminei din solutia etalon din probi (7.3)
T, = Suprafata varfului triptaminei din solutia din proba (7.2)

Precizie

Nota: Valorile repetabilititii au fost calculate conform Standardului International FIL (1). Limita orientativd de
reproductibilitate a fost calculatd conform procedurii definite in anexa IlI(b) la prezentul document.

9.1.  Repetabilitate

Derivatia standard relativd a repetabilitdtii, care exprimd variabilitatea rezultatelor independente de analiza
obtinute de acelasi operator care foloseste aceeasi aparaturd in aceleasi conditii si probe de analizd identice
intr-un interval scurt de timp nu trebuie sd depiseasci relativ 2 %. in cazul in care se obtin doud determinari
in aceste conditii, diferenta relativd dintre cele doud rezultate nu trebuie sd fie mai mare de 6 % din media
aritmeticd a rezultatelor.

9.2.  Reproductibilitate

In cazul in care se realizeazd doud determindri de citre operatori din laboratoare diferite care folosesc aparaturd
diferitd in conditii diferite si aceeasi proba de analizd, diferenta relativa dintre cele doud rezultate nu trebuie sa
fie mai mare de 11 % din media aritmeticd a rezultatelor.

10.  Referinge

10.1. Resmini P., Pellegrino L., Hogenboom J.A., Sadini V., Rampili M., ,Detection of buttermilk solids in
skimmilk powder by HPLC quantification of aminophospholipids.” Sci. tecn. Latt.-Cas., 39,395 (1988).

Standardul International FIL 135B/1999. Lapte si produse lactate. Caracterisicile de precizie ale metodei de analizd. Prezentare generald a
procedurii de studiu in colaborare.



03/vol. 36

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

RO

120

Jo[unyeA € drexgu 9p [npow gzeasoder og unnsuodar Jeid miaidef [e jourlow 9p [MOLNXD UL (JJ) IOUILIE[OUBII[IPIEISO] T8 1 (S4) IOULIIS[IPIE)SO] T8 VIO JO[IBALIOp [e DTdH [N[OPON : T vindL]

“(usour uopeld) purwedn Je 18 44 ‘Sd

ANUIN
14 0T <1 01 0
[ | [ U T S 0 I I O I | | ' I I W | L)1 a1y 0
o
I— 0C
—_—
Sd

fer!
f=y
1
3
—ov &
2
™
=
=8
B¢
— =
s | z 8
o
1 s 5
Z 5

Wx 09

[— 08

. 001



03/vol. 36 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene 121

ANEXA XXI

(Articolul 15)

DETECTAREA ANTIBIOTICELOR $I A REZIDUURILOR DE SULFAMIDE/DAPSON DIN LAPTELE PRAF
DEGRESAT

Se foloseste un test de selectie al unui inhibitor microbian in care se foloseste Bacillus stearothermophilus var. calidolactis C953 ca
micro-organism de test si care este suficient de sensibil pentru a detecta 4 pg Benzilpenicilind din lapte si 100 pg sulfamidind
din lapte. Sunt disponibile si se pot folosi kituri comerciale pentru analize in cazul in care acestea au sensibilitatea necesard la
Benzilpenicilind si sulfamidina (*).

Pentru analizd se foloseste lapte praf degresat reconstituit (1 g praf + 9 ml apa distilata). Testul se realizeazd in conformitate cu
Buletinul FIL 2581991 sectiunea 1 capitolul 2 sau in conformitate cu instructiunile producatorului kitului pentru analize.

Rezultatele pozitive se interpreteazd dupd cum urmeazd.

1. Se repetd analiza addugandu-se penicilind in sistemul de analiza:
Rezultat pozitiv: Substanta inhibitoare nu poate fi identificatd prin aceastd procedura.
Rezultat negativ: Substanta inhibitoare este un antibiotic f-lactam.

2. Se repetd analiza addugandu-se acid p-aminobenzoic in sistemul de analiza.
Rezultat pozitiv: Substanta inhibitoare nu poate fi identificatd prin aceastd procedura.
Rezultat negativ: Substanta inhibitoare este ofun sulfamidd/dapson.

3. Se repetd analiza addugandu-se penicilinazd + acid p-aminobenzoic in sistemul de analiza:
Rezultat pozitiv: Substanta inhibitoare nu poate fi identificatd prin aceastd procedura.

Rezultat negativ: Substantele inhibitoare sunt un antibiotic f-lactam si ofun sulfamidd/dapson.

(")  Observatie importantd: ~ La analiza laptelui praf degresat se pot obtine rezultate fals pozitive. De aceea, este important s se verifice dacd sistemul
nu genereazd rezultate fals pozitive.
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ANEXA XXII

(Articolul 16)

DETERMINAREA CANTITATIVA A LAPTELUI PRAF DEGRESAT iN FURAJE COMBINATE PRIN COAGULAREA

1. Scop

ENZIMATICA A PARA-CAZEINEI

Determinarea cantitativa a laptelui praf degresat in furajele combinate prin coagularea enzimaticd a para-cazeinei.

2. Domeniu de aplicare
Aceastd metoda se aplicd furajelor combinate continand cel putin 10 % lapte praf degresat; prezenta unor cantitatile mari
de zard sifsau de anumite proteine care nu provin din lapte pot duce la aparitia unor interferente.

3. Principiul metodei

3.1. Dizolvarea cazeinei continute in furajele combinate prin extragere cu solutie de citrat de sodiu.

3.2.  Ajustarea concentratiei de ioni de calciu la nivelul necesar pentru precipitarea para-cazeinei; se realizeazd prin
adiugarea de para-cazeind inchegatd obtinutd din cazeind.

3.3.  Continutul de azot al precipitatului de para-cazeind se determind prin metoda Kjeldahl, asa cum este descrisd in
standardul FIL 20A 1986; cantitatea de lapte praf degresat se calculeazd pe baza unui continut minim de cazeind
de 27,5 % (a se vedea 9.1).

4. Reactivi

Toti reactivii utilizati trebuie si fie de calitate analiticd recunoscutd. Apa utilizata trebuie si fie apa distilatd sau apa de

o puritate cel putin echivalentd. Cu exceptia cheagului (4.5), toti reactivii si toate solutiile trebuie sd nu contine substante

azotate.

4.1. Citrat trisodic (solutie 1 % m|/v).

4.2.  Clorurd de calciu (2M de solutie). Se cantdresc 20,018 g de CaCO; (puritate analiticd) intr-un vas de portelan de
dimensiuni adecvate (150 — 200 ml) sau intr-un pahar de laborator. Se acopera cu apd distilatd si se transferd intr-o
baie de api care fierbe. Se adaugd incet 50 — 60 ml de solutie de HCI (conc. HCl:apd = 1:1) pentru a dizolva complet
carbonatul. Se lasd in baia de apd pand CaCl, se usucd pentru a se elimina HCI care nu a reactionat. Se transferd
impreund cu apa distilatd intr-un vas de masurat de 100 ml si se dilueazd pand la marcaj. Se misoard valoarea
pH-ului, care nu trebuie s3 fie mai micd de 4,0. Solutia se pastreazd in refrigerator.

4.3. Hidroxid de sodiu 0,1 N.

4.4.  Acid clorhidric 0,1 N.

4.5.  Cheag lichid de vitel (tirie standard de 1:10 000). Se pastreazd in refrigerator la 4 — 6 °C.

4.6. Reactivii pentru determinarea cantitativd a azotului in conformitate cu metoda Kjeldahl descrisi in standardul FIL
20A 1986.

5. Aparaturd

Aparaturd obisnuitd de laborator, cuprinzind:

5.1.
5.2.
5.3.
5.4.
5.5.
5.6.
5.7.
5.8.
5.9.

Mojar sau omogenizator

Balanta analiticd

Centrifugd de masa (2 000-3 000 rpm) cu tuburi de 50 ml

Agitator magnetic (10-15 mm) cu minimagneti

Pahare de laborator de 250-500 ml

Baloane de 150 si 200 ml

Conducte de sticld cu diametru de 60-80 mm

Filtre fird cenusd cu filtrare rapidd cu diametrul de 150 mm (S.S. 5892, S.S. 595 1/2)

Pipete cu diverse volume nominale
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5.10. Baie de apd cu termostat la 37 °C

5.11. Aparat de masurare a pH-ului

5.12. Instalatie Kjeldahl de inmuiere si distilare cu fitinguri

5.13. Biuretd gradatd de 25 ml

5.14. Stropitor de plastic pentru apd distilata

5.15. Spatule din otel inoxidabil

5.16. Termometre

5.17. Cuptor de uscare cu regulator de temperaturd

6. Procedura

6.1. Prepararea probei
Se zdrobesc in mojar sau se omogenizeaza in rasnitd 10-20 g din probd pentru a se obtine amestec omogen.

6.2.  Dizolvarea laptele praf si separarea reziduului insolubil

6.2.1. Se cantdresc 1,000 £ 0,002 g de furaje combinate bine omogenizate (6.1) direct intr-un tub de centrifugarea de
50 ml. Se adaugd 30 ml de solutie de citrat trisodic (4.1) incilzit in prealabil la 45 °C. Se amesteca timp de cel
putin cinci minute cu ajutorul unui agitator magnetic.

6.2.2. Se centrifugheazd la 500 g (2 000-3 000 rpm) timp de 10 minute si se decanteazi cu atentie supranatantul apos
limpede intr-un pahar de laborator de 150-200 ml, pentru a nu se pierde material.

6.2.3. Se realizeazd incd doud extrageri de reziduu prin aceeasi procedurd si se adaugd extractele la primul.

6.2.4. Incazulin care se formeaz3 un strat de ulei la suprafatd, se riceste in refrigerator pani cand grasimile se solidifica
si se indepirteazd stratul solid cu o spatula.

6.3. Coagularea cazeinei cu enzime cheag.

6.3.1.  Se amestecd continuu si se adaugd prin picurare 3,4 ml de solutie saturatd de clorurd de calciu (4.2) la intregul
extract apos (aproximativ 100 ml). Se ajusteazd pH-ul la 6,4-6,5 cu solutii de NaOH (4.3) sau de HCI (4.4). Se
introduce in baia de apd controlati prin termostat la 37 °C timp de 15-20 minute pentru a se obtine un echilibru
salin. Acesta este indicat de o usoara tulburare.

6.3.2.  Lichidul se transferd in unul (sau in doud) tuburi de centrifugare si se centrifugheazila 2 000 g timp de 10 minute
pentru a se indepirta substantele precipitate. Se transferd supranatantul, fird a se spéla sedimentul, in unul (sau
in doud) tuburi de centrifugare.

6.3.3. Supranatantul se aduce din nou la temperatura de 37 °C. In timp ce se amesteci extractul se adaugd prin picurare
0,5 ml de cheag lichid (4.5). Coagularea se produce dupd unul sau doud minute.

6.3.4. Proba se introduce din nou in baia de api si se lasi la o temperaturd de 37 °C timp de 15 minute. Proba se scoate
din baie, iar coagul se sparge prin amestecare. Se centrifugheazd la 2 000 g timp de 10 minute. Se filtreaza
supranatantul printr-un filtru de hartie adecvat (') (Whatman nr. 541 sau echivalent) si se pastreaza filtrul de
hartie. Precipitatul se clateste in tubul de centrifugare cu 50 ml de apd la aproximativ 35 °C amestecindu-se
precipitatul.

Se centrifugheazd din noula 2 000 g timp de 10 minute. Supranatantul se filtreaza prin filtrul de hartie pastrat.

6.4.  Determinarea azotului din cazeind.

6.4.1. Dupi clatire, precipitatul se transferd cantitativ in filtrul de hartie rimas de la 6.3.4 cu ajutorul apei distilate.
Filtrul de hartie se transferd in balonul Kjeldhal. Se determind azotul prin metoda Kjeldahl in conformitate cu
standardul FIL 20A 1986.

7. Test cu probd martor

O]

7.1.

7.2.

fn mod regulat se efectueaz cate un test cu probd martor folosindu-se un filtru de hartie fird cenusi (5.8) umezit
cu un amestec de 90 ml (4.1) de solutie de citrat de sodiu, 1 ml solutie saturatd de cloruri de calciu (4.2), 0,5 ml
de cheag lichid (4.5) si spalat cu 3 x 15 ml de apd distilatd inainte de a se mineraliza prin metoda Kjeldhal in
conformitate cu standardul FIL 20A 1986.

Volumul de acid folosit pentru testul cu probd martor se ia din volumul de acid (4.4) folosit pentru titrarea probei.

Se foloseste o hartie fird cenusd cu filtrare rapida.
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10.

11.

12.

Test de control

8.1. Pentru testarea procedurii $i a reactivilor mentionati anterior se face o determinare pe un furaj combinat standard
cu un continut cunoscut de lapte praf degresat dupd cum s-a stabilit in urma studiului in colaborare. Media
rezultatelor determindrii pentru o probd martor nu trebuie difere cu mai mult de 1 % de cea rezultatd din studiul
in colaborare.

Exprimarea rezultatelor

9.1.  Procentul de lapte praf concentrat din furajul combinat se calculeazd cu ajutorul formulei de mai jos:
N x 6,38
———x100| - 2,81
27,5
% MMP =
0,908

unde N este procentul de azot din para-cazeind; 27,5 este coeficientul de transformare a cazeinei determinate
in procentul de lapte praf degresat; 2,81 si 0,908 sunt coeficientii de corectie obtinuti prin analiza regresiei.

Precizia metodei

10.1.  Repetabilitate

In cel putin 95 % din cazuri studiate, analiza probelor martor pentru aceeasi proba realizati de acelasi operator
in acelasi laborator trebuie sd dea rezultate echivalente cu cele pentru o cantitate nu mai mare de 2,3 g de lapte
praf degresat in 100 g de furaj combinat.

10.2.  Reproductibilitate

In cel putin 95 % din cazuri studiate, analiza probelor martor pentru aceeasi probi realizati de doua laboratoare
trebuie sd dea rezultate echivalente cu cele pentru o cantitate nu mai mare de 6,5 g de lapte praf degresat in 100 g
de furaj combinat.

Limita de toleranti

Valoarea CrDys (diferentd criticd; 95 % limitd de incredere) se calculeaza cu formula (ISO 5725):

,  ofn -1
-r

1
Cngs = @ n

(R: reproductibilitate; r repetabilitate)
Dubld determinare: CtDyg = 4,5 g

In cazul in care rezultatul analizei chimice diferd de continutul declarat de lapte praf degresat cu nu mai mult de 4,5 g
(dubla determinare) se considerd cd lotul de furaje combinate indeplineste dispozitiile prezentului regulament.

Observatii

12.1. Addugarea unor procente mari de proteine care nu provin din lapte si in special de proteine din soia care sunt
incilzite impreund cu laptele praf degresat poate genera rezultate prea mari din cauza co-precipitirii cu
para-cazeina din lapte.

12.2.  Addugarea de zard poate duce la obtinerea unor cifre mai mici din cauza faptului cd se determind numai cantitatea
fard grasime. Addugare de zard acidd poate genera rezultate considerabil mai mici din cauza dizolvarii incomplete
in solutia de citrat.

12.3. Adiugarea de 0,5 % sau mai multd lecitind poate de asemenea genera rezultate cu valori mici.

12.4. Incorporarea de lapte praf degresat tratat la temperaturi inalte poate genera obtinerea de valori prea mari din
cauza co-precipitirii anumitor proteine cu para-cazeina din lapte.
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ANEXA XXIII

(Articolul 17)

DETERMINAREA CALITATIVA A AMIDONULUI DIN LAPTELE PRAF DEGRESAT, LAPTE PRAF DENATURAT
$I FURAJE COMBINATE

1.  Domeniul de aplicare
Prin aceastd metodd se detecteazd amidonul utilizat ca marcator in lapte praf denaturat.
Limita de detectare a metodei este de aproximativ 0,05 g de amidon in 100 g de proba.
2. Principiu
Reactia se bazeazd pe cea folositd in iodometrie:
— fixarea iodului liber din solutie apoasi de citre coloizi,

— absorbtia de citre miceliile de amidon si prin colorare.

3. Reactivi

3.1.  Solutie de iod:
— jod: 1g,
— iodurd de potasiu: 2 g,

— apd distilatd: 100 ml.

4. Aparaturd
4.1. Balantd analiticd
4.2. Baie de apd
4.3. Eprubete, 25 mm x 200 mm

5. Procedura
Se cantdreste 1 g din proba si se transferd intr-o eprubetd (4.3).
Se adaugd 20 ml de apd distilatd si se amestecd pentru a se dispersa proba.
Se introduce in baia de apd (4.2) si se lasd timp de 5 minute.
Se scoate din baia de apd si se riceste la temperatura camerei.

Se adaugd 0,5 ml de solutie de iod (3.1) si se amestecd, observandu-se culoarea rezultata.

6.  Exprimarea rezultatelor
Culoarea albastrd indicd prezenta amidonului natural in proba.

In cazul in care proba contine amidon modificat, poate rezulta o alti culoare decat albastru.

7. Observatii

Culoarea, intensitatea culorii si aspectul observat la microscop al amidonului variaza in functie de originea amidonului
natural (de exemplu, porumb sau cartof) si de tipul de amidon modificat din proba.

in prezenta amidonului modificat culoarea rezultatd este violet, rosu sau maro, in functie de amploarea modificarii din
structura cristalind a amidonului natural.
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ANEXA XXIV

(Articolul 18)

DETERMINAREA UMIDITATII DIN ZARA PRAF ACIDA

Sfera de aplicare

Determinarea continutului de umiditate din zara praf acidd destinati furajelor combinate.

Principiu

Proba se usucd in vid. Pierderea de masd se determind prin cantdrire.

Aparaturad
3.1. Balantd analiticd

3.2. Recipiente uscate din metal care nu se corodeazd sau de sticld cu capace etange la aer; o suprafatd de lucru care sd
permitd intinderea probei la aproximativ 0,3 g/cm’.

3.3. Cuptor electric reglabil cu vid prevdzut cu pompa de ulei si fie cu un mecanism de introducere a aerului fierbinte,
fie cu un agent de uscare (de exemplu, oxid de calciu).

3.4. Desicator cu agent de uscare eficient.

3.5. Cuptor de uscare ventilat cu temperatura controlatd de un termostat la 102 + 2 °C.

Procedura

Se incilzesc un recipient (3.2) si capacul acestuia in cuptor (3.5) timp de cel putin o ord. Se aseazd capacul pe recipient
si se transferd imediat in desicator (3.4); se lasa sd se raceascd la temperatura camerei si se cantareste cu o precizie de 0,5 mg.

Se cantdresc un recipient (3.2) si capacul acestuia cu o precizie de 0,5 mg. In recipientul cantdrit se cantdresc, cu o precizie
de 1 mg, aproximativ 5 g din probd si se intind uniform. Recipientul fird capac se introduce in cuptorul cu vid (3.3)
preincilzit la 83 °C. Pentru a impiedica sciderea temperaturii din cuptor la o valoare inacceptabild, recipientul se introduce
in cuptor cit mai rapid posibil.

Se mdreste presiunea pand la 100 Tori (13,3 kPa) si se lasd sd se usuce timp de patru ore la aceastd presiune, fie intr-un
curent de aer fierbinte si uscat, fie cu ajutorul unui agent de uscare (aproximativ 300 g la 20 de probe). in al doilea caz,
dupd ce se obtine presiunea recomandati pompa de vid se deconecteazd. Timpul de uscare se calculeazd din momentul
in care temperatura cuptorului revine la 83 °C. Presiunea cuptorului se reduce cu grija pand la nivelul presiunii atmosferice.
Se deschide cuptorul, recipientul se acoperd mediat cu capacul, se scoate din cuptor si se lasa sd se rdceascd in desicator
(3.3) timp de 30-45 minute si se cantdreste cu o precizie de 1 mg. Se usucd timp de incd 30 de minute in cuptorul cu vid
(3.3) la 83 °C si se cantdreste din nou. Diferenta intre cele doud cantdriri nu trebuie s3 depaseascd 0,1 % umiditate.

Calcularea

. 100
(€ - m)—

unde
E =masa initiald a probei exprimatd in grame,

m = masa probei uscate exprimatd in grame.

Precizia

6.1.  Limita de repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri realizate in cel mai scurt interval de timp posibil de citre un
operator care utilizeazd aceleasi instrumente §i un material de analizd identic nu trebuie s3 fie mai mare de 0,4 g
apd/100 g zara praf acidd.
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6.2.

6.3.

Limita de reproductibilitate
Diferenta dintre rezultatele a doud determindri realizate in cel mai scurt interval de timp posibil de operatori din

laboratoare diferite, care utilizeazd instrumente diferite si un material de analizd identic nu trebuie s fie mai mare
de 0,6 g apd[100 g zara praf acida.

Sursa datelor de precizie

Datele de precizie au fost determinate printr-un experiment realizat in 1995, in cadrul ciruia au participat opt
laboratoare si s-au folosit 12 probe (sase duplicate probd martor).
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ANEXA XXV

(Articolul 19)

METODA DE REFERIN}“]\ PENTRU DETECTAREA GRASIMILOR STRAINE DIN GRASIMEA DIN LAPTE PRIN

ANALIZA PRIN CROMATOGRAHE CU GAZ A TRIGLICERIDELOR - REVIZIA 1

Obiectul si domeniul de aplicare

Acest standard descrie o metodd de detectare a grasimilor strdine, atat a grasimilor vegetale cat si a grasimilor animale
cum ar fi seul de vitd si untura din grasimile din lapte sau din produsele lactate prin analiza prin cromatografie cu gaz
a trigliceridelor.

Cu ajutorul anumitor formule de trigliceride se detecteazd calitativ si cantitativ grasimile vegetale si animale din
grdsimea purd din lapte indiferent de conditiile de hranire sau de lactatie.

Nota 1: Desi prezenta acidului butiric (C4) exclusiv in grasimile din lapte permite estimarea cantitativi a cantitatilor
mici pand la cele medii de grasimi din lapte in grasimile vegetale, informatiile calitative si cantitative sunt
foarte greu furnizate in cazul addugarii de pana la cel putin 20 % (% masd) grasimi strdine la grasimile pure
din lapte din cauza variatiilor mari ale C4 in intervalul 3,5-4,5 (% masa).

Nota 2:  Rezultatele cantitative se pot obtine practic numai prin analiza trigliceridelor, deoarece continutul de sterol
al grasimilor vegetale diferd in functie de modul de productie si de conditiile de tratare.

Definitie

Grasimi strdine in grasimile din lapte: conform acestui standard, grasimile strdine sunt grasimile vegetale si grasimile
animale, cu exceptia grasimilor din lapte.

Principiul metodei

Dupad extractia grasimii din lapte se prepard o solutie ,stock”. Din aceastd solutie se determina trigliceridele (numdr total
de atomi de carbon) prin cromatografie cu gaz cu coloane acoperite. Prin introducerea % de masa al moleculelor de
grasime de diferite dimensiuni (C24 — C54 — numai numere pare) in formula trigliceridelor, grasimile striine sunt fie
detectate calitativ, fie determinate cantitativ.

Nota: Pe baza evaludrii descrise in prezentul document se poate folosi cromatografia cu gaz cu coloand capilard in
cazul in care se poate garanta obtinerea de rezultate similare (1).

Reactivi
Se folosesc substante cu puritate analiticd.

4.1.  Gaz vector: azot, grad de puritate = 99,996 %.

4.2. Trigliceride standard (2) saturate, precum si colesterol pentru standardizarea unei grasimi standard din lapte in
conformitate cu sectiunea 6.5.4.

4.3, Metanol, fard apa.

4.4, n-Hexan
4.5. n-Heptan
4.6. Toluen

4.7.  Solutie de dimetilclorosilan: 50 ml de dimetilclorosilan se dizolvd in 283 ml de toluen.
4.8. Gaz combustibil: hidrogen si aer sintetic
4.9. Fazd stationard, 3-% OV-1 la 125/150 pm (100/120 ochiuri de sitd) Gas ChromQ. (%)

4.10. Solutie de unt de cocos 10 %

Instrumente

Aparaturd obisnuitd de laborator, in special urmatoarele:

5.1.  Cromatograf cu gaz cu temperaturd inaltd adecvat pentru temperaturi de cel putin 400-450 °C, previzut cu
detector cu ionizare in flacdrd si dispozitiv de control al fluxului de masa constant pentru gazul vector. Gaz
de ardere: 30 ml/min H,, 270 ml/min aer sintetic.

Metodele adecvate sunt deja descrise, a se vedea D. Precht si ]. Molkentin: Quantitative trygliceride analysis using short capillary columns,
Chrompack News 4, 16-17 (1993).

in comer sunt disponibile produse adecvate.

Denumiri comerciale cum sunt Extrelut, Gas ChromQ, Chrompack sunt exemple de produse adecvate disponibile in comertul specializat.
Aceastd informatie este destinatd usurdrii folosirii standardului de citre utilizator §i nu constituie o cerintd a produsului. Indicatiile privind
granulatia au fost transformate in unititi SI pm conform BS 410:1988 ,British Standard Specification for test sieves”.
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5.2.

5.3.

5.3.3.
5.3.4.

5.4.

Avand in vedere fluxul intens al gazului vector, jetul de flacdrd trebuie si fie extrem de mare.

Nota: Din cauza temperaturii inalte care se produce in timpul analizei trigliceridelor, racordurile de sticla ale
detectorului cu ionizare in flacird sau ale sistemului de injectare trebuie curitate frecvent.

Cromatograful cu gaz trebuie si fie previzut cu pereti despdrtitori, rezistenti la temperaturi inalte, care
sd poatd fi folositi frecvent si sd prezinte in general un grad foarte redus de ,curgere”.

Notd:  Sunt adecvati peretii despartitori Chromblue (tm) (Chrompack).
Peretii despdrtitori trebuie inlocuiti la intervale regulate, de exemplu dupd aproximativ 100 de injectari
sau imediat ce rezolutia este afectatd (a se vedea figura 4).

Coloana de cromatografie

Coloand de sticld in formd de U (diametru interior de 2 mm, lungime de 500 mm), silanizatd conform
sectiunii 6.1 cu dimetilclorosilan pentru dezactivarea suprafetei de sticla.

Notd:  Sunt adecvate si coloanele mai lungi (80-200 mm lungime) acoperite. Cu ajutorul acestora se poate
obtine o reproductibilitate a rezultatelor putin mai buna. Pe de altd parte, faza stationard prezintd
uneori rupturi dupd operatiune, care, la randul lor, ar putea determina rezultate cantitative de calitate
mai slab. In plus, flacira detectorului cu ionizare in flaciri se stinge cu usurintd din cauza fluxului
extrem de puternic de gaz purtitor care este necesar de 75-85 ml/min.

Modul de umplere a coloanei (a se vedea figura 1)

Figura 1

Umplerea coloanei

N, intrare \
Se umple cu OV-1 -
pénd la marcaj I

Se ingurubeazi capacul cu filtru pe care
B  se preseazd fibra de sticld §i faza
¢ stationard

Coloana de sticli care trebuie umplutd

Coloani de plastic cu capace terminale ingurubate, previzute cu un marcaj pand la care se poate umple cu fazi
stationard.

Site fine (dimensiunea ochiurilor aproximativ 100 pm) cu capac insurubat, adecvat pentru sigilarea coloanei
de sticld dupd cum se aratd in figura 1.

Vatd de sticld dezactivatd silanizata.
Vibrator pentru distribuirea uniforma a fazei stationare in timpul umplerii

Coloani Extrelut (') de 1-3 ml cu gel de silice. Aceastd coloani poate fi folositd alternativ pentru extractie in
vederea obtinerii de grasimi din lapte.

A se vedea nota de subsol 3 de la p. 86.
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5.5.  Garniturd de grafit de 6,4 mm (1/4”) cu diametru interior de 6 mm.
5.6.  Disporzitive pentru silanizarea suprafetei de sticld a coloanei conform sectiunii 6.1.
5.6.1. Vas Woulff
5.6.2. Pompa aspiratoare de apd
5.7.  Baie de ap4, reglabild la (50 + 2)°C
5.8.  Etuvi reglabild la (50 + 2)°C sila (100 £ 2)°C
5.9. Micropipeta
5.10. Pipetd gradatd de 5 ml pentru dozarea a 1,5 ml de metanol
5.11. Balon cu fund rotund de 50 ml
5.12.  Balon Erlenmeyer, cu volum nominal de 50 ml
5.13.  Conductd
5.14.  Filtru cu pori fini
5.15.  Evaporator rotativ
5.16.  Fiole cu volum nominal de 1 ml care pot fi sigilate cu capac de aluminiu si cu perete interior despartitor
5.17.  Seringd pentru injectare, sistemul de injectare seringii folosite nu trebuie sd ajung la varful acului
Nota: Aceste seringi favorizeazd o mai bund reproductibilitate a rezultatelor care se vor obtine.
Pentru a se evita deteriorarea peretelui interior, varful acului trebuie verificat la intervale regulate (de
exemplu cu un stereomicroscop).
Procedura
6.1. Prepararea coloanei (silanizare)

Dupi conectarea vasului Woulff dupd cum se aratd in figura 2 la pompa aspiratoare de apd, tubul 2 este
introdus in solutie conform sectiunii 4.7. Coloana se umple prin inchiderea robinetului; apoi cele doud tuburi
se indeparteazad.

Figura 2

Aranjamente pentru silanizare

Pompi aspiratoare de ap

Robinet
0 Tub 1

{1

Tub 2

Dimetildiclor
osilan +
toluen

Coloani cu gaz

Coloana se fixeazd pe un stativ si se umple complet cu dimetildiclorosilan cu ajutorul unei pipete.

Dupd 20-30 min vasul Woulff se inlocuieste cu un balon cu filtru iar coloana se goleste prin conectarea la
pompa aspiratoare de api (a se vedea figura 3).
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6.2.

6.3.

Umplerea coloanei

Se continud cu clatiri succesive cu 75 ml toluen si 50 ml metanol; apoi coloana golitd se usucd in etuvi la
100 °C timp de aproximativ 30 de minute.

Figura 3

Ansamblu de clitire

Tub 1

Tub 2
Pompi aspiratoare _s s
de api T |

Agent de

clitire

Balon cu filtru Coloani cu gaz

Pentru umplerea coloanei se foloseste ansamblul prezentat in figura 1. Coloana de plastic se umple pani la
marcaj cu faza stationard conform 4.9. Partea inferioard a coloanei de sticld care urmeaza sa fie umplutd se
sigileazd cu un dop de vatd de sticld de aproximativ 1 cm, silanizat in prealabil care este apisat cu o tijd de
otel. Apoi capdtul coloanei este inchis cu sita conform sectiunii 5.3.2.

Coloana se umple sub presiune (3 bari cu N,) cu faza stagionard. Pentru a se obtine un ambalaj uniform,
continuu si ferm, in timpul umplerii un vibrator va fi deplasat in sus si in jos prin coloana de sticld.

Dupd umplere, in celdlalt capit al coloanei acoperite se introduce un dop solid de vata de sticld silanizatd, iar
capetele acestuia rimase in exterior se taie si dopul se impinge cativa milimetri in interiorul coloanei cu o
spatula.

Prepararea probelor

Pentru prepararea probei se foloseste una dintre urmdtoarele trei metode:

Izolarea grasimii din lapte din unt

Se topesc 5-10 g de unt intr-un vas adecvat plasat intr-o baie de apd cu temperatura de 50 °C conform
sectiunii 5.7.

Se incdlzesc in etuvd la 50 °C un pahar Erlenmeyer si o conductd cu filtru incorporat. Stratul de grisime din
proba de unt topit se filtreaza cu ajutorul dispozitivului preincilzit.

Grasimile din lapte de acest tip nu contin aproape deloc fosfolipide.

Extractia fractiunii de grisime conform metodei Rose-Gottlieb

Extractia se realizeazd conform unuia dintre urmdtoarele standarde FIL 1 C: 1987, 16C: 1987, 116A: 1987
sau 22B: 1987.

In cazul acestui tip de grisime din lapte, fosfolipidele permit obtinerea unui varf al colesterolului cu
aproximativ 0,1 % mai mare.

Influenta asupra spectrului de trigliceride standardizat la 100 cu colesterol este deci neglijabila.

Extractia din lapte cu coloani cu gel de siliciu

Se aduc 0,7 ml din proba de lapte la temperatura de 20 °C si se introduc intr-o coloand Extrelut de 1-3 ml
cu o micropipetd conform sectiunii 5.4 si se lasi sd se distribuie uniform pe gelul de silice timp de aproximativ
5 minute.

Cu ajutorul unei pipete se adaugd 1,5 ml de metanol.pentru a se denatura complecsii de proteine-lipide. In
continuare, proba este extrasd cu 20 ml n-hexan. n-hexanul se adaugd incet in cantitdti mici, iar solventul
drenat se colecteaza intr-un balon de 50 ml cu fundul rotund care a fost uscat pana la obtinerea unei mase
constante cunoscute.

Dupd extractie, coloana se scurge pand se goleste.
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6.4.

6.5.

6.5.1.1.

6.5.1.2.

6.5.1.3.

6.5.1.4.

Solventii din eluant se distileaza intr-un evaporator rotativ intr-o baie de apa cu temperatura intre 40 si 50 °C.

Se usucd balonul si se determind grasimea rezultatd prin cantarire.

Notd: Extractia grasimilor prin metodele Gerber, Weibull-Berntrop, Schmid-Bondzynski-Ratzlaff sau
izolarea grasimii din lapte cu ajutorul unor detergenti (metoda BDI) nu sunt adecvate pentru analiza
trigliceridelor, deoarece pot determina trecerea unor cantitdti mai mici sau mai mari de gliceride sau
fosfolipide partiale in fazd grasa.

Prepararea solutiei de probd

Pentru cromatografia cu gaz se foloseste o solutie 5 % de grdsime in n-heptan, obtinutd dupd cum se aratd
la 6.3. Pentru prepararea acestei solutii etalon se cantdresc cantitdti din materialul de analizd obtinut dupd cum
se aratd In sectiunile 6.3.1 si 6.3.2 si se dizolvd in cantitdti corespunzitoare de n-heptan.

Pentru prepararea probelor conform sectiunii 6.3.3, cantitatea de n-heptan care trebuie addugati la materialul
de analiza din balon se calculeazd pe bazi de cantdrire, iar cantitatea rimasa se dizolva.

Se umple o fiold cu aproximativ 1 ml din solutia de probd, dupa cum se aratd in sectiunea 5.1.6.

Determinarea cromatografic a trigliceridelor

La temperaturi inalte de 350 °C de eluare a trigliceridelor C52-C56 cu catene lungi se produc cresteri usoare
ale liniei de bazd, in special in cazurile in care coloanele nu au fost conditionate corespunzitor la inceput.
Aceastd crestere a liniei de bazd la temperaturi inalte poate fi complet evitatd fie prin combinarea a doud
coloane, fie prin sustragerea liniei de baza.

In modul compensare sau la folosirea unei singure coloane, precum si in cazul racordurilor de sticl ale
injectorului si detectorului, se folosesc garnituri de grafit, dupd cum se aratd in sectiunea 5.5.

Corectia liniei de bazd

Pentru evitarea cresterii liniei de baza se foloseste una dintre urmdtoarele patru metode:

Combinatii de coloane

Se folosesc doud coloane acoperite in modul compensare.

Corectia liniei de bazd cu ajutorul cromatografului cu gaz

Cresterea liniei de bazd se poate evita prin executarea unei serii cu ajutorul cromatografului cu gaz fird
injectarea unei solutii grase si fird sciderea ulterioard a liniei de bazd stocate.

Corectia liniei de bazd cu ajutorul unui software de integrare

Cresterea liniei de bazd se poate evita prin executarea unei serii cu ajutorul sistemului de integrare fird
injectarea unei solutii grase si fard scaderea ulterioard liniei de bazd stocate.

Corectia liniei de bazd prin conditionare adecvatd

In cazul in care conditionarea initiald a coloanei este adecvatd si se efectueazd 20 de injectdri cu solutii de
grasime din lapte cresterile liniei de bazd la temperaturi inalte sunt in mod frecvent atat de mici incat nu sunt
necesare corectiile liniei de baza.

Tehnica de injectare

Pentru evitarea efectului de discriminare se foloseste tehnica ,injectdrii fierbinti” in vederea obtinerii unor
rezultate cantitative mai bune cu ajutorul componentelor trigliceridice cu punct inalt de fierbere. Solutia grasd
se introduce intr-o seringd, iar acul rece al acesteia se incdlzeste in capul injectorului timp de aproximativ trei
secunde inainte de injectare. Apoi se injecteaza rapid continutul seringii.

Notd: Prin folosirea acestei tehnici de injectare se reduce riscul producerii fenomenului de fractionare in
seringd sau in blocul de injectare. Nu se practicd injectarea directd ,in coloand” in partea incdlzitd mai
mare a coloanei, deoarece fragmentele de perete despartitor acumulate aici precum si contamindrile
se pot evita cu usurintd prin tehnica de mai sus in cazul in care se inlocuieste in mod regulat racordul

injectorului fard a se dezasambla coloana.

Este absolut necesar si se evite indoirea varfului acului provocatd de atingerea fundului paharului continand
proba (chiar in cazul in care este greu de observat cu ochiul liber) pentru a nu se distruge peretele despartitor.
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Figura 4

Cromatograma trigliceridicd a unei probe de grasime din lapte

(a) rezolutie slabi din cauza distrugerii peretelui despirtitor
(b) rezolutie buni

Conditionarea coloanei acoperite

Pe parcursul etapelor (a)-(c) partea de sus a coloanei nu se conecteazd la detector pentru a se evita
contaminarea.

Coloanele umplute conform sectiunii 6.2. se conditioneazd dupd cum urmeaza:

(@) flux de N, 40 ml/min timp de 15 minute la 50 °C;

(b) incilzire cu 1 K/min pand la 355 °C la 10 ml N,/min;

(c) mentinere timp de 12-15 h la 355 °C;

(d) doud injectdri a cate 1 pl de solutie de unt de cocos conform sectiunii 4.10 si programului de temperaturd
respectiv;

(e) 20 de injectdri a cate 0,5 pl de solutie de grasime din lapte timp de doud-trei zile, conform sectiunii 6.4.

Nota:  Untul de cocos este format aproape in intregime din trigliceride C50-C56 cu punct ridicat de fierbere.
Injectarea untului de cocos se realizeazd in scopul conditiondrii speciale a gamei cu catene lungi. Pentru
trigliceridele C50-C54 cu punct ridicat de fierbere se pot inregistra coeficienti de rdspuns partial de
pani la aproximativ 1,20. In mod normal, in cazul injectirilor repetate de solutie de grasime din lapte,
se produce o scidere a coeficientului de rdspuns care este initial mare pentru C50-C54. Pentru
trigliceridele cu numar acil-c mic, coeficientul de raspuns este de aproximativ 1. Se pregitesc trei
perechi de coloane umplute conform sectiunii 6.2. Perechile conditionate se verificd prin analiza
grasimilor din lapte pentru analize de rutina.

In continuare se foloseste perechea pentru care se obtine cele mai bun rezultat cantitativ (coeficienti de rispuns
de aproximativ 1). Coloanele pentru care se obtin coeficienti de rdspuns > 1,20 nu se folosesc.

Calibrare

Pentru calibrare se determind coeficientii de raspuns ai trigliceridelor corespunzitoare, precum si cei ai
colesterolului din grasimea din lapte (grasime standardizatd) cu ajutorul trigliceridelor standardizate (cel putin
trigliceridele saturate C24, C30, C36, C42, C48 si C54 precum si colesterol; este bine si se adauge si C50 si
C52). Coeficientii de raspuns intermediar se obtin prin interpolare matematica.

In fiecare zi se realizeaza doud sau trei calibriri folosindu-se grasime standardizata. In cazul in care se obtin
rezultate aproape identice, se vor obtine rezultate cantitative cu grad mare de reproductibilitate si la analiza
trigliceridicd a probelor.

Grasimea din lapte standardizata are un termen de valabilitate de mai multe luni la o temperaturd de depozitare
de cel mult — 18 °C, putand astfel fi utilizati ca etalon.

Nota: Coeficientul de rdspuns al fiecdrui constituent se poate obtine si prin utilizarea unei grasimi
standardizate cu o compozitie de trigliceride atestatd, cum este MRC 519 (grdsime din lapte anhidra)
care se poate obtine de la Institutul pentru materiale de referintd si masurdtori, Geel, Belgia.
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6.5.5. Programul de temperaturd, gazul vector si alte conditii pentru analiza trigliceridelor

Program de temperaturd: temperaturd initiald a coloanei 210 °C, se mentine timp de 1 minut, apoi se
programeazd la 6 °C/min pand la 350 °C si se mentine timp de cinci minute la temperatura finala.

Temperatura detectorului si a injectorului: 370 °C.

Notd: Temperaturile (initiale) ale detectorului, injectorului si cuptorului se mentin la un nivel constant (si pe
timpul noptii, la sfarsit de sdptdmand si in perioada sdrbatorilor si concediilor).

Gaz vector: azot, debit de 40 ml/min.

Notd: In cazul in care se folosesc coloane de 80 cm, debitul trebuie s fie de cel putin 75 ml/min N,. Debitul
gazului vector se mentine constant (si pe timpul noptii, la sfarsit de siptimand si in perioada
sarbitorilor si concediilor). Debitul exact al gazului purtdtor se ajusteazd astfel incat, independent de
lungimea coloanei, C54 si fie eluatd la 341 °C.

Durata analizei: 29,3 minute.

Volumul injectat: 0,5 pl.

Notd: Inainte de fiecare injectare seringa se cliteste de mai multe ori cu heptan pur.

Conditii pentru detectorul cu ionizare in flacdrd: conform sectiunii 5.1.

Notd: Detectorul cu ionizare in flacdrd se aprinde la inceputul fiecdrei zile de lucru.

Integrarea, evaluarea si controlul conditiilor de misurare

Trigliceridele cu numar acil-c impar (2n + 1) se combina cu trigliceridele anterioare cu numdr par (2n). Continuturile
mici mai putin reproductibile de C56 nu se iau in considerare. Restul trigliceridelor (suprafata varfului) din
cromatogramd, inclusiv colesterolul (suprafata varfului apropiat de C24) se inmultesc cu coeficientii de raspuns
corespunzatori ai grasimii standard (de la ultima calibrare) si se normalizeazd global la 100. Astfel se evalueaza pe langa
colesterolul liber si trigliceridele C24, C26, C28, C30, C32, C34, C36, C38, C40, C42, C44, C46, C48, C50, C52 si
C54. Rezultatele se exprimd in % de masd (g/100 g).

Evaluarea varfurilor de pe cromatograma se realizeaz cu ajutorul unui integrator care permite reprezentarea liniei de
bazd. Trebuie sd se poatd realiza o reintegrare cu parametri de integrare optimizati.

In figurile 5 si 6 sunt prezentate doud exemple de cromatograme trigliceridice. In figura 5 este prezentati o
cromatograma care poate fi bine evaluatd, in timp ce in figura 6 existd o eroare sporadicd in gama C50-C54, linia de
bazi fiind incorectd in comparatie cu cea din figura 5. Astfel de erori tipice pot fi detectate cu un grad inalt de precizie
si evitate numai prin folosirea unui integrator cu ajutorul ciruia se reprezinta linia de baza.

Figura 5
Cromatogrami trigliceridici a grasimii din lapte cu linie de bazi trasatd care poate fi evaluatd usor
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Figura 6

Cromatogramad a grasimii din lapte integrata gresit
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Pentru controlarea conditiilor de masurare se pot folosi deviatiile standard relative (DSR: coeficient de variatie x 100)
din tabelul 1 pentru diferite trigliceride. Acestea au fost calculate in cadrul a 19 analize consecutive realizate pe aceeasi
grasime din lapte.

Tabelul 1

Deviatiile standard relative (DSR) pentru continuturi de trigliceride (n = 19)

Triglicerida DSR (%)
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

In cazul in care deviatiile standard relative sunt considerabil mai mari decat valorile din tabelul 1, conditiile de
cromatografie nu sunt adecvate si trebuie s se verifice peretele despirtitor si debitul gazului vector. in plus, este posibil
ca particule mici din peretele despirtitor sd se acumuleze sub forma de depuneri pe vata de sticld de la intrarea in
coloand sau este posibil ca aceasta sd nu mai fie adecvatd pentru utilizare din cauza imbdtranirii, a influentelor
temperaturii etc. (a se vedea figura 3).

Notd: Valorile din tabelul 1 nu sunt obligatorii, ci orientative in vederea controlului calititii. Cu toate acestea, in cazul
in care se acceptd valori mai mari ale DSR, trebuie s se respecte limitele de repetabilitate si de reproductibilitate
de la punctul 11.
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Detectarea calitativd a grisimilor striine

Pentru detectarea grasimilor strdine au fost elaborate formule trigliceridice (tabelul 2), in care valorile S ale grasimilor
pure din lapte pot fluctua. In cazul in care aceste limite sunt depdsite, se poate considera cd existd grasimi strdine.

Cea mai sensibild formuld pentru detectarea adaosurilor de grasimi animale este, de exemplu

6,5152- C26 + 1,2052-C32 + 1,7336- C34 + 1,7557-C36 + 2,2325-C42 + 2,8006- C46 + 2,5432-C52
+0,9892-C54=§

Notd: Prin analizarea a 755 de probe diferite de grisime din lapte s-a stabilit un interval de incredere de 99 % cu
S =97,96-102,04 pentru probele de grisime purd din lapte cu o deviatie standard pentru toate valorile S
DS = 0,39897.

Pornind de la compozitia de trigliceride a unei probe necunoscute de grasime, o asemenea formuld permite, fird a fi
necesar sd se foloseascd un computer, si se verifice intr-un mod simplu in cazul in care suma continuturilor de
trigliceride declarate si coeficientii corespunzatori nu se incadreazd in intervalul 97,96-102,04, caz in care este foarte
probabil sa existe adaosuri de grasimi strdine.

In tabelul 2 sunt prezentate diferite formule trigliceridice pentru detectarea diferitelor grisimi striine. Se poate folosi
o formuld comund pentru detectarea grasimilor striine reprezentate ulei de soia, ulei de floarea soarelui, ulei de misline,
ulei de rapitd, ulei de in, ulei din germeni de grau, ulei din germeni de porumb, ulei din seminte de bumbac si unturd
de peste hidrogenatd, a grasimilor vegetale reprezentate de uleiuri din miez de nucd de cocos si de palmier, precum
si a uleiului de palmier si respectiv a seului de vita.

Deoarece si compozitia trigliceridicd a grasimilor strdine este supusa unor fluctuatii, au fost folosite pana la patru seturi
diferite de date asupra trigliceridelor din grasimile strdine obtinute prin mdsurdtori experimentale. (Pentru aceleasi
tipuri de grasimi strdine s-a luat in considerare limita cea mai putin favorabild a se vedea tabelul 4).

Rezultate de aproximativ aceeasi calitate se pot obtine pentru toate grdsimile strdine si cu ajutorul urmdtoarei ,Formule
totale”™:

-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

Calculele pentru detectarea oricdrei combinatii de grasimi strdine in grisimea din lapte au aritat cd, de exemplu, desi
limita de detectare pentru aceste grdsimi este joasd, respectiv 2,7 %, in cazul in care se foloseste formula pentru unturd
din tabelul 2, alte grasimi cum sunt uleiul de cocos, uleiul de palmier sau grisimea din simburi de palmier ale ciror
limite de detectare sunt de 26,8, 12,5 si respectiv 19,3 %, pot fi detectat cu ajutorul acestei formule numai in cazul
in care aceste substante au fost addugate in cantitdti foarte mari la grasimea din lapte. Acest lucru este valabil si pentru
celelalte formule din tabelul 2.

Tabelul 2

Formula trigliceridicd pentru detectarea diverselor grisimi striine din grisimea din lapte, cu deviatiile
standard SD pentru S

Formula pentru ulei de soia, de floarea soarelui, de misline, de rapitd, de in, de germeni de grau, de germeni de porumb, din seminte
de bumbac si de peste

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 = 0,38157

Formula pentru grasime de palmier si grisime din simburi de palmier

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 = §; DS =0,11323

Formula pentru ulei de palmier si seu de vitd

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; DS =0,81094

Formula pentru unturd

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

Astfel, pentru verificarea unei probe necunoscute de grasime, trebuie si se foloseascd toate formulele din tabelul 2 si
Formula totald (2) in cazul in care este posibil ca proba si reprezinte o combinatie intre grisimea din lapte si una dintre
cele 14 tipuri diferite de grisimi striine sau o combinatie a acestor grasimi striine. In cazul in care, prin introducerea
trigliceridei unei probe de grisime care trebuie analizatd se obtine o valoare S care se situeazd in afara intervalelor din
tabelul 3 numai pentru una dintre formule, este cel mai probabil ca proba si fie o grisime modificatd din lapte.
Detectarea unei grasimi strdine in grasimea din lapte cu ajutorul unei dintre cele patru formule din tabelul 2 nu permite
formularea unor concluzii privind tipul adaosului de grisimi strdine.
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Tabelul 3

Limitele-S pentru grisimea din lapte

Formula de detectare a Gama S
Uleiului de soia, de floarea soarelui, de misline, de rapitd, de in, de germeni de 98,05-101,95
rau, de germeni de porumb, din seminte de bumbac si de peste
Uleiului de cocos si a grasimii din simburi de palmier 99,42-100,58
Uleiului de palmier si a seului de vitd 95,90-104,10
Unturii 97,96-102,04
Formula totald 95,68-104,32

In Tabelul 4 sunt prezentate limitele de detectare a diferitelor grasimi strdine cu o precizie de 99 %. in prima coloand
sunt enumerate limitele minime de detectie pentru cele mai bune formule de detectare a grasimii din lapte din Tabelul 2.
In a doua coloand sunt enumerate limitele de detectie pentru formula totald. Desi limitele sunt putin mai mari, aceasta
este singura formuld necesard pentru detectarea unor cantitdti putin mai mari de grasimi strdine. Cu ajutorul tuturor
formulelor pot fi de asemenea detectate combinatii ale diferitelor tipuri de grasimi straine. Intervalele in care variaza
trigliceridele diferitelor grasimi strdine de acelasi tip influenteazd in mod neglijabil limitele de detectare.

Tabelul 4

Limitele de detectare cu o precizie de 99 % prin adiugarea de grisime strdin in grisimea din lapte in %

Formula individuald Formula totald
Ulei de soia 2,1 4.4
Ulei de floarea soarelui 2,3 4,8
Ulei de misline 2,4 4,7
Ulei de cocos 3,5 43
Ulei de palmier 4,4 4,7
Grisime din sdmburi de palmier 4,6 5,9
Ulei de rapitd 2,0 4.4
Ulei de in 2,0 4,0
Ulei de germeni de grau 2,7 6,4
Ulei de germeni de porumb 2,2 4,5
Ulei din seminte de bumbac 3,3 4.4
Unturd 2,7 4,7
Seu de vitd 52 5,4
Ulei de peste hidrogenat 5,4 6,1

Nota: Intervalele S sunt calculate in modul respectiv, presupunandu-se numai existenta unei grasimi straine, in cazul
in care limitele formulei individuale sunt depasite (a se vedea tabelul 4).

Determinarea cantitativa a grasimii strdine

Pentru a obtine informatii cantitative asupra concentratiei de grasimi striine dintr-o proba de grisime din lapte, se
foloseste urmatoarea formula:

X(%) = 100-| (100 - $)/(100-5,)|

X reprezentand cantitatea de grasime strdind necunoscutd sau amestecul de grasimi straine din grdsimea necunoscutd
din lapte. Valoarea lui S este datd de addugarea unei grasimi strdine necunoscute prin introducerea de trigliceride ale
grasimii striine/amestecului de grasime din lapte in formula trigliceridica totald de mai sus. In cazul in care se adaugi
o grasime necunoscutd in grasimea din lapte, valoarea medie S a diferitelor grasimi strdine pentru Formula totald se
alege pentru S; aceastd valoare medie S se obtine prin introducerea datelor trigliceridice ale grasimilor striine pure in
aceastd formuld si prin calcularea unei valori medii (S = 7,46). Se pot obtine rezultate cantitative de bund calitate pentru
orice adaos de grasime strdind si prin folosirea formulei pentru ulei de palmier/seu de vitd (tabelul 2) si a valorii medii
S; de 10,57.

Pentru tipurile de grasimi strdine cunoscute se insereazd urmdtoarele valori Sy in formula de mai sus si se alege formula
corespunzdtoare pentru grasimi strdine din tabelul 2:
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Valorile SF pentru diferitele grisimi striine

Tabelul 5

Grisimea striind S,
Ulei de soia 8,18
Ulei de floarea soarelui 9,43
Ulei de misline 12,75
Ulei de cocos 118,13
Ulei de palmier 7,55
Ulei de samburi de palmier 112,32
Ulei de soia 3,30
Ulei de in 4,44
Ulei de germeni de grau 27,45
Ulei de germeni de porumb 9,29
Ulei din seminte de bumbac 41,18
Untura 177,55
Seu de vitd 17,56
Ulei de peste 64,12

Gama de aplicare a metodei de detectare
Metoda descrisd se aplicd laptelui in vrac si se bazeazd pe gradul de reprezentativitate al probelor de grisime din lapte.

Detectarea extrem de specificd ar putea fi posibild in cazul in care s-ar elabora formule ca cele descrise mai sus pentru
diferite tari pentru un numdr reprezentativ de grasimi din lapte.

S-ar putea obtine modalitdti de detectare extrem de adecvate in cazul in care in diferitele tdri s-ar stabili formule pentru
detectarea unui numdr reprezentativ de grasimi din lapte, asa cum au fost descrise in prezentul regulament. In acest
caz nu ar fi necesard utilizarea unor programe informatice complexe in cazul in care s-ar folosi combinatiile
trigliceridice utilizate in tabelul 2 si in cazul in care coeficientii ar fi recalculati prin metoda patratului celui mai mic.

Prin aplicarea intervalului S, dupd cum este prezentat in tabelul 3, formulele au o aplicabilitate generald in anumite
conditii de hranire cum sunt, de exemplu, hrinirea insuficientd sau in exces a vacilor cu drojdie furajerd sau cu sipun
de calciu. Formulele indicd in parte o grasime din lapte modificatd numai in cazuri de conditii extreme de hranire (de
exemplu, aport ridicat de ulei pur furajer, administrare masivd de sipun de calciu in combinatie cu grasime furajerd
etc.).

Notd: Grésimile din lapte fractionate sunt in general detectate ca grasime nemodificatd din lapte in cazul in care limitele
sunt depdsite in conditiile in care existenta modificdrii este numai presupusd. Formulele indicd o modificare
numai pentru grasimile din lapte fractionate cu o compozitie neobisnuitd de grasime din lapte aga cum este, de
exemplu, cazul fractiuni grele obtinute in urma fractiondrii prin metode fizice la temperaturd inaltd de
aproximativ 30 °C cu randament scdzut de citeva procente sau cu fractionare cu CO, supracritic.

Cu toate acestea, fractionarea grasimii din lapte poate fi detectatd cu ajutorul altor procedee, cum ar fi
Calorimetria diferentiald cu scanare.

Precizia metodei

Determinatd cu ajutorul grasimii din lapte pe baza formulelor din tabelul 2 si a intervalelor S din tabelul 3.

11.1.  Repetabilitate

Ca diferentd a valorilor S a doud determindri realizate in cel mai scurt interval de timp posibil de citre acelasi
operator, folosind aceeasi procedurd si probe identice in aceleasi conditii (aceeasi persoand, aceeasi
aparaturd/aceleasi dispozitive, acelasi laborator):
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Tabelul 6

Limitele de repetabilitate (r) pentru diferitele formule

Formula de detectare a T

Uleiului de soia, de floarea soarelui, de masline, de rapitd, de in, de germeni 0,67
de rau, de germeni de porumb, din seminte de bumbac si de peste

Grésimii de palmier i a grasimii din simburi de palmier 0,12
Uleiului de palmier si a seului de vitd 1,20
Unturii 0,58
Formula totald 1,49

11.2.  Reproductibilitate
Ca diferentd a valorilor S a doud determinari realizate de operatori din laboratoare diferite, folosind aceeasi
proceduri si probe identice in conditii diferite (persoane diferite, aparaturd diferitd) in momente diferite.

Tabelul 7

Limitele de reproductibilitate (R) pentru diferitele formule

Formula de detectare a R

Uleiului de soia, de floarea soarelui, de misline, de rapitd, de in, de germeni 1,08
de rdu, de germeni de porumb, din seminte de bumbac si de peste

Grasimii de palmier si a grdsimii din simburi de palmier 0,40
Uleiului de palmier si a seului de vitd 1,81
Unturii 0,60
Formula totald 2,07

11.3.  Diferenta criticd
Diferentele critice pentru toate intervalele S din tabelul 3 pot fi calculate (analize in duplicat) cu ajutorul
limitelor de repetabilitate (r) si de reproductibilitate (R). Valorile respective sunt prezentate in tabelul 8.

Tabelul 8

Diferentele critice pentru toate formulele trigliceridice

Formula de detectare a interval

Uleiului de soia, de floarea soarelui, de misline, de rapitd, de in, de germeni 97,43-102,57
de rdu, de germeni de porumb, din seminte de bumbac si de peste

Grésimii de palmier si a grasimii din simburi de palmier 99,14-100,86
Uleiului de palmier si a seului de vitd 94,91-105,09
Unturii 97,65-102,35

Formula totald 94,58-105,42
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11.4.  Acceptabilitatea rezultatelor

Toate rezultatele pentru care se opereazd o corectie a continuturilor de trigliceride C24, C26, C28-C54 cu doud
zecimale rotunjite precum si colesterolul trebuie normalizate exact la 100.

Rezultatele analizei in duplicat se folosesc pentru a controla repetabilitatea. In cazul in care diferenta absoluta
dintre douad rezultate S pentru toate cele 5 formule trigliceridice nu depaseste limitele de repetabilitate r din
tabelul 6, cerinta de repetabilitate este indeplinita.

Pentru controlul conditiilor optime de cromatografie cu gaz si in special pentru controlul calititii coloanei,
trebuie sd se garanteze cd pentru 10 serii repetate diferenta dintre valorile S maxime si minime ale tuturor celor
cinci formule trigliceridice nu depdseste intervalul x - r, unde x = 1,58 [pentru 10 serii, a se vedea literatura (16)]
si nici limitele de repetabilitate r pentru diferitele formule din tabelul 6.
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ANEXA XXVI

LISTA REGULAMENTELOR MENTIONATE iN PRIMUL MOTIV

— Regulamentul (CEE) nr. 1216/68 al Comisiei din 9 august 1968 de stabilire a metodei de determinare a continutului de lactoza
din furajele combinate importate din ¢ari terte (1), astfel cum a fost modificat prin Regulamentul (CEE) nr. 222/88 al Comisiei
din 22 decembrie 1987 de modificare a unor acte din sectorul laptelui si produselor lactate ca urmare a adoptdrii
Nomenclaturii Combinate (2);

— Regulamentul (CEE) nr. 3942/92 al Comisiei din 22 decembrie 1992 de stabilire a unei metode de referintd pentru
determinarea concentratiei de sitosterol si de stigmasterol din uleiul de unt (butter-oil) (), astfel cum a fost modificat ultima
datd prin Regulamentul (CE) nr. 175/1999 al Comisiei de modificare a Regulamentelor (CEE) nr. 3942/92, (CE) nr. 86/94,
(CE) nr. 1082/96 si (CE) nr. 1459/98 de instituire a metodelor de referintd pentru determinarea anumitor marcatori din unt,
ulei de unt si smintana (¥);

— Regulamentul (CE) nr. 86/94 al Comisiei din 19 ianuarie 1994 stabilire a unei metode de referintd pentru determinarea
sitosterolului si stigmasterolului din unt (%), astfel cum a fost modificat prin Regulamentul (CE) nr. 175/1999;

— Regulamentul (CE) nr. 2721/95 al Comisiei din 24 noiembrie 1995 de stabilire a normelor de aplicare a metodelor de referintd
si de rutind pentru analiza si evaluarea calitativd a laptelui si produselor lactate in cadrul organizarii comune a pietei (¢);

— Regulamentul (CE) nr. 1080/96 al Comisiei din 14 iunie 1996 de stabilire a metodei de referinta pentru depistarea bacteriilor
coliforme in unt, lapte praf degresat si cazeind/cazeinati (7);

— Regulamentul (CE) nr. 1081/96 al Comisiei din 14 iunie de stabilire a unei metodei de referintd pentru detectarea laptelui
de vaci si a cazeinei in branzeturile produse din lapte de oaie, lapte de capra sau lapte de bivolitd sau din amestecuri de lapte
de oaie, caprd si bivolitd si de abrogare a Regulamentului (CEE) nr. 690/92 (¥);

— Regulamentul (CEE) nr. 1082/96 al Comisiei din 14 iunie 1996 de stabilire a unei metodei de referintd pentru depistarea etil
esterului acidului beta-apo-8’ carotenic in untul concentrat si in unt (%), astfel cum a fost modificat prin Regulamentul (CE)
nr. 175/1999;

— Regulamentul (CEE) nr. 1854/96 al Comisiei din 26 septembrie 1996 de stabilire a unei liste de metode de referintd care
trebuie aplicate pentru analiza si evaluarea calitatii laptelui si a produselor lactate in cadrul organizdrii comune
a pietelor (19), astfel cum a fost modificat prin Regulamentul (CE) nr. 881/1991 ('');

— Regulamentul (CE) nr. 880/98 al Comisiei din 24 aprilie 1998 de stabilire a metodelor de referintd pentru determinarea
continutului de apd, de substante solide negrase si de grasime din unt (12);

— Regulamentul (CE) 1459/98 al Comisiei din 8 iulie 1998 de stabilire a unei metode de referintd pentru determinarea vanilinei
in untul concentrat, unt si smantand (13), astfel cum a fost modificat prin Regulamentul (CE) nr. 175/1999.
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