RO
ANEXA

Anexele la Regulamentul de punere in aplicare (UE) nr. 2016/1240 se modifica dupa cum

urmeaza:

(1) Anexa VIII se modifica dupd cum urmeaza:

(a) In partea I punctul 2, paragraful al doilea se inlocuieste cu urmatorul text:

,Fiecare proba este evaluatd individual. Nu este permisa repetarea prelevarii probelor sau
reevaluarea.”

(b) se introduce urmatoarea parte la:

,,Partea Ia

Metodele de analiza a untului nesarat pentru interventie publica

Parametru Metoda Tabel
de punctaj
Lipide' ISO 17189 sau ISO 3727 partea 3
Apa ISO 3727 partea 1
Substante  solide ISO 3727 part 2
fara lipide
Aciditatea ISO 1740
lipidelor
Indice de peroxid ISO 3976
Lipide care nu ISO 17678
provin din lapte
Caracteristici ISO 22935 partea 2 si 3 tabelul de
senzoriale punctaj de mai jos.
Aspect Consistenta Miros si aroma
Puncte Comentarii Puncte Comentarii Puncte Comentarii
5 Foarte bun 5 Foarte bun 5 Foarte bun
Tip ideal Tip ideal Tip ideal
Calitate maxima Calitate maxima Calitate maxima
(uscat uniform) (tartinabil uniform) (absolut cel mai fin
miros pur)

' Agentia de plati aproba metoda care trebuie aplicata.




Aspect Consistenta Miros si aroma
4 Bun 4 Bun 4 Bun
(fara defecte (fara defecte (fara defecte
evidente) evidente) evidente)
1,2sau3 Orice defect 1, 2 sau Orice defect 1, 2 sau Orice defect
3 3

(2) In anexa V se introduce urmitoarea parte Ia:

,,Partea la
Metode de analiza a laptelui praf degresat pentru interventie publica
Parametru Metoda
Proteine ISO 8968 partea 1
Lipide ISO 1736
Apa ISO 5537
Aciditate ISO 6091
Lactati ISO 8069
Testul fosfatazei ISO 11816 partea 1
Index de ISO 8156
insolubilitate
Particule arse’ ADPI
Microorganisme ISO 4833 partea 1
Lapte acidulat Apendicele |
Zer inchegat® Apendicele II si IIT
Zer acid* ISO 8069 sau inspectii la
fata locului
yeriﬁcéri senzoriale ISO 22935 partea 2 s1 3

? Analizele particulelor arse pot fi efectuate sistematic. Totusi, astfel de analize se efectueazi intotdeauna in
cazul in care nu se efectueaza niciun control senzorial.

? Agentia de plati aproba metoda care trebuie aplicati (una sau ambele metode).

4 Agentia de plati aproba metoda care trebuie aplicata.




> Verificarile senzoriale se efectueazi in cazul in care se considera necesar, dupa ce analiza bazati pe riscuri este
aprobata de agentia de plati.



Apendicele 1

LAPTE PRAF DEGRESAT: DETERMINAREA CANTITATIVA A
FOSFATIDILSERINEI SI A FOSFATIDILETANOLAMINEI

4.1.

4.2.

4.2.1.
4.2.2.
4.2.3.

4.3.

4.3.1.
4.3.2.

4.3.3.
4.3.4.

4.4,

4.4.1.
44.2.
4.43.

Metoda: HPLC in faza inversa
OBIECTIV SI DOMENIUL DE APLICARE

Metoda descrie o procedurd de determinare cantitativa a fosfatidilserinei (PS) si a
fosfatidiletanolaminei (PE) din laptele praf degresat (SMP) si este adecvata pentru
determinarea substantelor solide din zara in SMP.

DEFINITIE

Continut PS + PE: fractiunea masica a substantei determinata prin procedura
specificatd aici. Rezultatul se exprimd 1in miligrame de dipalmitoil
fosfatidiletanolamina (PEDP) per 100 g de praf.

PRINCIPIUL METODEI

Extractia aminofosfolipidelor cu metanol din lapte praf reconstituit. Determinarea
PS si a PE ca derivati ai o-ftaldialdehidei (OPA) prin HPLC in fazd inversa (RP)
si prin detectare cu fluorescentd. Cuantificarea continutului de PS si de PE din
proba de testat prin referire la o proba-standard continand o cantitate cunoscutd de
PEDP.

REACTIVI

Toti reactivii sunt de calitate analitica recunoscuta. Apa utilizata trebuie sa fie apa
distilatd sau apa de o puritate cel putin echivalenta, cu exceptia cazurilor in care se
specifica altfel.

Material-standard: PEDP cu o puritate de cel putin 99 %

Nota: Materialul-standard se depoziteaza la — 18 °C.

Reactivi pentru prepararea probei-standard si a probei de testat
Metanol de calitate HPLC

Cloroform de calitate HPLC

Monoclorhidrat de triptamina

Reactivi pentru derivarea o-ftaldialdehidei

Hidroxid de sodiu, solutie apoasa 12 M

Acid boric, solutie apoasa 0,4 M ajustata la pH de 10,0 cu hidroxid de sodiu
(4.3.1)

2-mercaptoetanol

o-ftaldialdehida (OPA)

Solventi de elutie HPLC

Solventii de elutie se prepara utilizand reactivi de calitate HPLC.
Apa de calitate HPLC

Metanol cu puritate fluorimetrica testata



444,
445,
4.4.6.
447,

5.1.

5.2.
5.3.
54.
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.

7.1.
7.1.1.

7.1.2.

Tetrahidrofuran
Fosfat diacid de sodiu
Acetat de sodiu

Acid acetic.
APARATURA

Cantar analitic, capabil sa cintireasca pana la cea mai apropiata valoare de
1 mg, cu lizibilitate de 0,1 mg

Pahare Berzelius, cu capacitate de 25 si 100 ml
Pipete, capabile sa dozeze 1 si 10 ml

Agitator magnetic

Pipete gradate, capabile sa dozeze 0,2, 0,5 si S ml
Flacoane gradate, cu capacitate de 10, 50 si 100 ml
Seringi, cu capacitate de 20 si 100 pl

Baie cu ultrasunete

Centrifuga, capabila sa functioneze la 27 000 x g
Fiole de sticla, cu capacitate de aproximativ S ml
Cilindru gradat, cu capacitate de 25 ml
pH-metru, cu precizie de 0,1 unititi de pH
Echipament HPLC

Sistem de pompare pe baza de gradient, capabil sa functioneze la 1,0 ml/min la
200 bari

Aparat de prelevare de probe automata cu posibilitate de derivare
Incalzitor cu coloand, capabil si mentind coloana la 30 °C + 1 °C

Detector cu fluorescenta, capabil sa functioneze la o lungime de unda de excitatie
de 330 nm si la o lungime de unda de emisie de 440 nm

Integrator sau software de procesare de date capabil sa masoare aria varfului

O coloana LiChrospher® — 100 (250 x 4,6 mm) sau o coloana echivalenta
umpluta cu octadecilsilan (C 18), particule de 5 um.

PRELEVAREA PROBELOR

Prelevarea probelor se realizeaza in conformitate cu standardul ISO 707.
PROCEDURA

Prepararea solutiei-standard interne

Se cantaresc 30,0 = 0,1 mg de monoclorhidrat de triptamina (4.2.3) intr-un flacon
gradat de 100 ml (5.6) si se completeaza pana la marcaj cu metanol (4.2.1).

Se pipeteaza 1 ml (5.3) din aceasta solutie intr-un flacon gradat de 10 ml (5.6) si
se completeaza pdana la marcaj cu metanol (4.2.1) pentru a se obtine o
concentratie de triptamina de 0,15 mM



7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.3.

7.3.1.

7.3.2.

7.4.

7.5.

7.5.1.

7.5.2.

Prepararea solutiei continind proba de testat

Se cantaresc 1,000 + 0,001 g de proba de SMP intr-un pahar Berzelius de 25 ml
(5.2). Se adauga 10 ml de apa distilata cu temperatura de 40 °C = 1 °C cu o
pipeta (5.3) si se amestecda cu un agitator magnetic (5.4) timp de 30 de minute
pentru a se dizolva orice concretiuni.

Se pipeteaza 0,2 ml (5.5) din laptele reconstituit intr-un flacon gradat de 10 ml
(5.6), se adauga 100 ul din solutia de triptamina de 0,15 mM (7.1) cu ajutorul
unei seringi (5.7) si se completeaza pana la volum cu metanol (4.2.1). Se
amestecd cu grijd prin rasturnare si se expune ultrasunetelor (5.8) timp de 15 min

Se centrifugheaza (5.9) la 27 000 x g timp de 10 minute si se colecteaza
supernatantul intr-o fiola de sticla (5.10)

Nota: Solutia continand proba de testat se depoziteaza la 4 °C pana la finalizarea
analizei HPLC.

Prepararea solutiei-standard externe

Se cantaresc 55,4 g de PEDP (4.1) intr-un flacon gradat de 50 ml (5.6) si se
adauga aproximativ 25 ml de cloroform (4.2.2) cu ajutorul unui cilindru gradat
(5.11). Se incalzeste flaconul astupat la 50 °C = 1 °C si se amesteca cu grija pand
cand PEDP se dizolva. Flaconul se raceste la 20 °C, se completeaza pana la
volum cu metanol (4.2.1) si se amesteca prin rasturnare

Se pipeteaza 1 ml (5.3) din aceasta solutie intr-un flacon gradat de 100 ml (5.6) si
se completeaza pana la volum cu metanol (4.2.1). Se pipeteaza 1 ml (5.3) din
aceasta solutie intr-un flacon gradat de 10 ml (5.6), se adauga 100 ul (5.7) de
solutie de triptamina de 0,15 mM (7.1) si se completeaza pdna la volum cu
metanol (4.2.1). Se amesteca prin rasturnare

Nota: Solutia continand proba de referintd se depoziteazd la 4 °C pand la
efectuarea analizei HPLC.

Prepararea reactivului de derivare

Se cantaresc 25,0 = 0,1 mg de OPA (4.3.4) intr-un flacon gradat de 10 ml (5.6), se
adauga 0,5 ml (5.5) de metanol (4.2.1) si se amesteca cu grija pentru ca OPA sa
se dizolve. Se completeaza pana la marcaj cu solutie de acid boric (4.3.2) si se
adauga 20 ul de 2-mercaptoetanol (4.3.3) cu o seringa (5.7).

Nota: Reactivul de derivare se depoziteaza la 4 °C intr-o fiold de sticld maro si
este stabil timp de o saptadmana.

Determinarea prin HPLC
Solventi de elutie (4.4)

Solventul A: Solutie de fosfat diacid de sodiu 0,3 mM si solutie de acetat de sodiu
3 mM (ajustatd cu acid acetic pana la pH 6,5 £ 0,1): metanol: tetrahidrofuran =
558:440:2 (V/V/V)

Solventul B: metanol

Gradient de eluare recomandat:

Timp Solventul A Solventul B Debit




7.5.3.
7.5.4.

7.5.5.
7.5.6.

(min) (%) (%) (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 ca gradientul de elutie sa necesite o usoara modificare pentru a
se obtine rezolutia prezentatd in figura 1.

Temperatura coloanei: 30 °C.
Volumul de injectare: 50 ul reactiv de derivare si 50 ul solutie contindnd proba.
Echilibrarea coloanei

Se porneste sistemul 1n fiecare zi, se irigd coloana cu solvent B 100 % timp de 15
minute, apoi se regleaza la A:B = 40:60 si se echilibreazd la 1 ml/min timp de 15
minute. Se efectueaza o functionare de proba prin injectarea de metanol (4.2.1).

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

Determinarea continutului de PS + PE din proba de testat

Secventa de analize cromatografice se efectueaza pastrand constanta perioada
intre efectuari pentru a se obtine timpi de retinere constanti. Solutia-standard
externa (7.3) se injecteaza la fiecare 5 — 10 solutii continand proba de testat
pentru a se calcula factorul de raspuns



7.6.

7.6.1.

7.6.2.

7.6.3.

9.1.

9.2.

Nota: Coloana se curdta prin irigare cu solvent B 100 % (7.5.1) timp de cel putin
30 de minute la fiecare 20 — 25 de functionari.

Modul de integrare
Varful PEDP

PEDP este eluat ca un singur varf. Se determind aria varfului prin integrare
depresiune-la-depresiune.

Varful triptaminei

Triptamina este eluatd ca un singur varf (figura 1). Se determinad aria varfului prin
integrare depresiune-la-depresiune.

Grupurile de varfuri ale PS si PE

In conditiile descrise (figura 1), PS elueazi sub forma a doua varfuri principale
partial incomplete precedate de un varf minor. PE elueaza sub forma a trei varfuri
principale partial incomplete. Se determinad intreaga arie a fiecarui grup de varfuri
stabilindu-se linia de baza ca in figura 1.

CALCULAREA SI EXPRIMAREA REZULTATELOR

Continutul de PS si PE din proba de testat se calculeazd dupa cum urmeaza: C =
55,36 x [(A2)/(AD] x [(THAT2)]

unde:

C = continutul de PS sau PE (mg/100 g praf) din proba de testat

A | = aria varfului PEDP a solutiei contindnd proba-standard (7.3)

A » = aria varfului PS sau PE a solutiei continand proba de testat (7.2)

T | = aria varfului triptaminei a solutiei contindnd proba-standard (7.3)
T , = aria varfului triptaminei a solutiei continand proba de testat (7.2)
PRECIZIA METODEI

Nota: Valorile repetabilitatii au fost calculate conform Standardului International
IDF.°

Repetabilitatea

Derivatia standard relativa a repetabilitatii, care exprima variabilitatea rezultatelor
analitice independente obtinute de acelasi operator utilizind aceeasi aparatura in
aceleasi conditii pe aceeasi probe de testat si intr-un interval de timp scurt nu
trebuie sa depiseascd 2 % relativ. In cazul in care se obtin doud determiniri in
aceste conditii, diferenta relativd dintre cele doua rezultate nu trebuie sa fie mai
mare de 6 % din media aritmetica a rezultatelor.

Reproductibilitatea

In cazul in care se obtin doud determindri de catre operatori din laboratoare
diferite care utilizeaza aparatura diferitd in conditii diferite pentru analizarea

Standardul International IDF 135B/1999. Lapte si produse lactate. Caracteristicile preciziei metodelor de analiza. Prezentare generald a procedurii de studiu in
colaborare.



10.
10.1.

aceleiasi probe de testat, diferenta relativa dintre cele doud rezultate nu trebuie sa
fie mai mare de 11 % din media aritmetica a rezultatelor.

REFERINTE

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

Figura 1

Profilul HPLC al derivatilor OPA ai fosfatidilserinei (PS) si ai fosfatidiletanolaminei
(PE) in extractul de metanol al laptelui praf degresat reconstituit. Se raporteazd modul
de integrare a varfurilor PS, PE si al triptaminei (standard intern).
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Apendicele 11

DETECTAREA ZERULUI iNCHEGAT DIN LAPTELE PRAF DEGRESAT
DESTINAT DEPOZITARII PUBLICE PRIN DETERMINAREA
CAZEINMACROPEPTIDELOR PRIN CROMATOGRAFIE iN MEDIU LICHID
DE INALTA PERFORMANTA (HPLC)

5.1.

5.2.

OBIECT SI DOMENIU DE APLICARE

Aceastd metodd permite detectarea zerului inchegat din laptele praf degresat
destinat depozitarii publice prin determinarea cazeinmacropeptidelor.

REFERINTA

Standardul international ISO 707 — Lapte si produse lactate — Orientéri privind
prelevarea de probe.

DEFINITIE

Continutul de materii solide compuse din zer inchegat se defineste ca procent
masic, astfel cum este determinat de continutul de cazeinmacropeptide prin
procedura descrisa.

PRINCIPIU

— Reconstituirea laptelui praf degresat, indepartarea lipidelor si a
proteinelor cu acid tricloracetic, urmata de centrifugare sau de filtrare;

— Determinarea cantitatii de cazeinmacropeptide (CMP) din supernatant
prin cromatografie in mediu lichid de inaltd performantd (HPLC);

— Evaluarea rezultatelor obtinute pentru probe in raport cu probele-standard
constand din lapte praf degresat cu sau fara addugarea unui procent
cunoscut de pudra de zer.

REACTIVI

Toti reactivii sunt de calitate analiticd recunoscutd. Apa utilizata trebuie sa fie apa
distilata sau apa de o puritate cel putin echivalenta.

Solutie de acid tricloracetic

Se dizolva 240 g de acid tricloracetic (CCI3COOH) in apa si se completeaza pana
la 1 000 ml. Solutia trebuie sa fie limpede si incolora.

Solutia-eluent, pH 6,0

Se dizolva 1,74 g de fosfat acid de potasiu (K;HPO4), 12,37 g de fosfat diacid de
potasiu (KH,POy) si 21,41 g de sulfat de sodiu (Na,SO4) in aproximativ 700 ml de
apa. In cazul in care este necesar, se ajusteazd pand la pH 6,0 cu ajutorul unei
solutii de acid fosforic sau de hidroxid de potasiu.

Se completeaza pana la 1 000 ml cu apa si se omogenizeaza.

Nota: Compozitia eluentului poate fi actualizata pentru se conforma
certificatului standardelor sau recomandarilor producatorului materialului de
umplere a coloanei.

Solutia-eluent se filtreaza inainte de utilizare printr-o membrana filtrantd avand
pori cu diametrul de 0,45 um.

10



5.3.

5.4.
5.4.1.
5.4.2.

6.1.
6.2.

6.3.
6.4.
6.5.
6.6.
6.7.

6.8.

6.9.

6.10.
6.11.
6.11.1.
6.11.2.
6.11.3.

6.11.4.
6.11.5.

6.11.6.

Solvent de irigare

Se amestecd un volum de acetonitril (CH3CN) cu noud volume de apa. Amestecul
se filtreaza inainte de utilizare printr-o membrana filtranta avand pori cu diametrul
de 0,45 pm.

Nota: Se poate utiliza orice alt solvent de irigare cu efect bactericid care nu
scade eficienta rezolutiei coloanei.

Probele-standard
Lapte praf degresat care indeplineste cerintele prezentului regulament (adica [0])

Acelasi lapte praf degresat, modificat cu 5% (m/m) zer inchegat praf cu
comporzitie standard (adica [5]).

APARATURA
Cantar analitic

Optional, centrifuga capabila sa atinga o fortd de centrifugare de 2 200 g,
prevazuta cu tuburi de centrifugare astupate, cu o capacitate de aproximativ
50 ml

Agitator mecanic

Agitator magnetic

Coloane de sticla, cu diametrul de aproximativ 7 cm

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

Echipament de filtrare din sticla prevazut cu membrana filtranta cu
diametrul porilor de 0,45 pm

Pipete gradate permitind dozarea a 10 ml (ISO 648, clasa A sau ISO/R 835)
sau un sistem de dispersare capabil sa furnizeze 10,0 ml in doud minute

Sistem de dispersare capabil sa furnizeze 20,0 ml de apa la o temperatura de
aproximativ 50 °C

Baie de apa termostatica, reglata la 25 + 0,5 °C
Echipament pentru HPLC, format din:

Pompa

Injector, manual sau automat, cu o capacitate de 15 — 30 ul

Douda coloane TSK 2000-SW in serie (lungime de 30 cm, diametru intern de 0,75
cm) sau coloane echivalente (de exemplu TSK 2000-SWxl singura, Agilent
Technologies Zorbax GF 250 singura) si o precoloand (3 cm x 0,3 cm) umplute cu
material I 125 sau cu un material cu eficienta echivalenta

Cuptor cu coloana termostatic, reglat la 35 = 1 °C

Detector UV cu lungime de unda variabila care permite masuratori la 205 nm cu
o sensibilitate de 0,008 A

Integrator capabil sa realizeze integrare depresiune-la-depresiune
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8.2.

8.3.

8.3.1.

8.3.2.

8.3.3.

8.4.

8.4.1.

8.4.2.

Nota: Se poate lucra cu coloane pastrate la temperatura camerei, dar puterea
lor de rezolutie este usor mai mica. In acest caz, temperatura nu trebuie sa varieze
cu mai putin de + 5 °C 1n nicio serie de analize.

PRELEVAREA PROBELOR

Prelevarea probelor se face in conformitate cu procedura previazuta in
standardul international ISO 707. Totusi, statele membre pot utiliza o alta
metoda de prelevare a probelor, cu conditia ca aceasta sa fie conforma cu
principiile standardului mentionat anterior

Probele se depoziteazd in conditii care impiedica orice deteriorare sau
modificare a compozitiei

PROCEDURA
Pregitirea probei de testat

Se transfera laptele praf intr-un recipient cu o capacitate aproximativ dubla fata de
volumul laptelui praf, prevazut cu un capac etans pentru aer. Recipientul se
inchide imediat. Laptele praf se amesteca bine prin rasturnari repetate ale
recipientului.

Portia de testat

Se cantaresc 2,000 + 0,001 g din proba de testat intr-un tub de centrifugare (6.2.)
sau intr-un flacon astupat in mod corespunzator (50 ml).

indepirtarea lipidelor si a proteinelor

Se adauga 20,0 ml de apa calda (50 °C) la portia de testat. Se dizolva pudra
agitandu-se timp de cinci minute cu ajutorul unui agitator mecanic (6.3). Tubul se
introduce in baia de apa (6.10) si se lasa sa se echilibreze la 25 °C

Se adauga 10,0 ml de solutie de acid tricloracetic (5.1.) la aproximativ 25 °C in
doua minute, amestecdndu-se puternic cu ajutorul agitatorului magnetic (6.4).
Tubul se introduce intr-o baie de apa (6.10) si se lasa timp de 60 de minute

Se centrifugheaza (6.2) timp de 10 minute la 2 200 g sau se filtreaza printr-o
hartie (6.6), elimindndu-se primii 5 ml de filtrat

Determinarea cromatografica

Se injecteaza 15 — 30 ul de supernatant sau filtrat (8.3.3) masurate cu precizie in
dispozitivul HPLC (6.11) functiondnd la un debit de 1,0 ml de solutie-eluent (5.2)
per minut

Nota 1. Se poate utiliza un alt debit, in functie de diametrul intern al coloanelor
utilizate sau de instructiunile producatorului coloanei.

Nota 2. Coloanele se clatesc cu apa in timpul fiecarei intreruperi. Solutia-eluent
nu se lasa niciodata in coloane (5.2).

Inainte de orice intrerupere care dureazi mai mult de 24 de ore, coloanele se
clatesc cu apa si apoi se spala cu solutie (5.3) timp de cel putin trei ore la un debit
de 0,2 ml per minut.

Rezultatele analizei cromatografice a probei de testat [E] se obtin sub forma unei
cromatograme in care fiecare varf se identifica dupa timpul sau de retentie RT,
dupa cum urmeaza.
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8.5.
8.5.1.

8.5.2.

8.5.3.

9.1.
9.1.1.

Varful II: | Al doilea varf al cromatogramei avand un RT de aproximativ 12,5
minute.

Varful Al treilea varf al cromatogramei, corespunzand CMP-urilor, avand

III: un RT de aproximativ 15,5 minute.

Alegerea coloanei (coloanelor) poate afecta in mod considerabil timpii de retentie
ai fiecarui varf.

Integratorul (6.11.6) calculeaza automat aria A a fiecarui varf:

Ar: aria varfului II,

Aqr: aria varfului 111,

Este esential sa se examineze aspectul fiecarei cromatograme inainte de
interpretarea cantitativa pentru a se detecta orice anomalii cauzate fie de
functionarea necorespunzatoare a aparaturii sau a coloanelor, fie de originea sau
natura probei analizate.

In cazul in care exista dubii, analiza se repeta.
Calibrarea

Probelor-standard (5.4) li se aplica cu exactitate procedura descrisa de la
punctul 8.2 la punctul 8.4.2.

Se utilizeaza solutii proaspat preparate, intrucat CMP se degradeaza intr-un mediu
tricloracetic de 8 %. Pierderea este estimata la 0,2 % per ora la 30 °C.

Inainte de determinarea cromatografica a probelor, coloanele se conditioneazd
prin injectarea repetata a probei-standard (5.4.2) in solutie (8.5.1) pana cand
aria varfului si timpul de retentie al acestuia pentru CMP sunt constante.

Factorul de raspuns R se determina prin injectarea aceluiasi volum de filtrati
(8.5.1) utilizat si pentru probe

EXPRIMAREA REZULTATELOR
Metoda de calcul si formule

Calcularea factorilor de raspuns R:

Varful II: Ry = 100/(Aq[0])

unde:
Rn = factorii de raspuns a varfurilor II,
Ay [0] = ariile varfurilor I pentru proba-standard [0] obtinute la

8.5.3.

Varful R = W/(A[5] -
II: Am[0])
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9.1.2.

9.1.3.

9.14.

unde:

Rm = factorul de raspuns al varfului III,

Aqr [0] s1 A [5] = ariile varfului III pentru probele-standard [0]
si respectiv [5] obtinute la 8.5.3.

w = cantitatea de zer din proba-standard [5], adica 5.

Calcularea ariei relative a varfurilor probei [E]:
Su[E] = Ru x An[E]

Swl[E] = Rm * Am[E]

Sv[E] = Riv x Av[E]

unde:

Su [E], Su [E], Siv [E]

ariile relative ale varfurilor II,
III si respectiv IV din proba [E],

An [E], A [E] ariile varfurilor II si respectiv 111

din proba [E] obtinute la 8.4.2,

Ry, R = factorii de raspuns calculati la
9.1.1.

Calcularea timpului relativ de retentie al varfului Il pentru proba [E]: RRTi;[E]
= (RTu[E]/(RTu[5])

unde:

RRTyy [E] = timpul relativ de retentie al varfului III pentru
proba [E]

RTiy [E] = timpul de retentie al varfului III pentru proba
[E] obtinut la 8.4.2,

RTm [5] = timpul de retentie al varfului III pentru proba

de control [5] obtinut la 8.5.3,

Experimentele au demonstrat ca exista o relatie liniara intre timpul relativ de
retentie al varfului Ill, adica RRTyy; [E] si procentul de zer praf adaugat pana la
10 %.

— RRTyy [E] este < 1,000 1n cazul in care continutul de zer este > 5 %;
— RRTyy [E] este > 1,000 in cazul in care continutul de zer este <5 %.
Incertitudinea permisa pentru valorile RRTyy este de  0,002.

in mod normal, valoarea RRTyy [0] deviaza putin de la 1,034. in functie de starea
coloanelor, valoarea se poate apropia de 1,000, dar intotdeauna trebuie sa fie mai
mare decat aceasta valoare.
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9.2. Calcularea procentului de zer inchegat praf din proba:
W =Sm[E]-[1, 3+ (Sm[0] -0, 9)]

9.3.

9.3.1.

9.3.2.

94.

9.4.1.

unde:
W

SIII [E]

1,3

SIII [O]

(Sur [0]—0,9)

procentul m/m de zer inchegat din proba (E);

aria relativa a varfului III a probei de testat [E] obtinut ca la
punctul 9.1.2;

reprezinta aria medie relativa a varfului 11l exprimata in
grame de zer inchegat per 100 g, determinata pentru lapte
praf degresat nemodificat provenit din diverse surse.
Aceasta cifrd a fost obtinuta experimental;

reprezinta aria relativa a varfului III care este egala cu
R < App [0]. Aceste valori sunt obtinute la 9.1.1 si,
respectiv, 8.5.3;

reprezinta corectia care trebui efectuata la aria medie
relativa 1,3 cand Sy [0] nu are valoarea 0,9. in mod
experimental, aria medie relativd a varfului III al probei de
control [0] este 0,9.

Precizia procedurii

Repetabilitatea

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate simultan sau in
succesiune rapida de cdtre acelasi analist utilizdnd aceeasi aparaturd pe material de
testare identic nu trebuie sa depaseasca 0,2 % m/m.

Reproductibilitatea

Diferenta dintre doud rezultate singulare si independente, obtinute in doua
laboratoare diferite cu material de testare identic nu trebuie sa depaseasca 0,4 %

m/m.

Interpretare

Se presupune ca zerul este absent in cazul in care aria relativa a varfului III, Sy
[E] exprimata in grame de zer inchegat per 100 g de produs este < 2,0 + (Sy[0] -

0,9)

unde

2,0

este valoarea maxima permisa pentru aria
relativa a varfului III tindnd cont de aria
medie relativa a varfului 111, adica 1,3, de
incertitudinea cauzatd de variatii ale
compozitiei laptelui praf degresat si de
reproductibilitatea metodei (9.3.2),

(Sm [0] —0,9)

este corectia de efectuat in cazul in care aria
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94.2.

9.4.3.

9.4.4.

9.4.3.2.

Sy [0] este diferita de 0,9 (a se vedea
punctul 9.2)

In cazul in care aria relativi a varfului ITI, Sy [E] este > 2,0 + (Su[0] - 0,9) si
aria relativa a varfului II, Sy [E] < 160, se determina continutul de zer inchegat
conform indicatiilor de la punctul 9.2.

In cazul in care aria relativa a varfului I1l, Sy [E] este > 2,0 + (Su/0] - 0,9) si
aria relativa a varfului II, Sy [E] < 160, se determina 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 mare sunt reprezentate in graficele 1 si 2.

Linia continud reprezintd regresia liniard, ai cdrei coeficienti se calculeaza prin
metoda celor mai mici patrate.

Linia dreapta punctatd marcheaza limita superioara a ariei relative a varfului III,
cu probabilitatea ca aceasta sd nu fie depdsita in 90 % dintre cazuri.

Ecuatiile liniilor drepte punctate din graficele 1 si 2 sunt:

S = 0,376 P % — 10,7 (graficul
D,
S]H = 0,0123 SH [E] + 0,93 (graﬁcul
2),
respectiv unde:
St este aria relativa a varfului III calculata fie pe baza

continutului total de proteine, fie pe baza ariei relative a
varfului SH [E],

P % este continutul total de proteine exprimat ca procent masic;
S [E] este aria relativa pentru proba calculata la punctul 9.1.2.

Aceste ecuatii sunt echivalente cu cifra 1,3 mentionate la punctul 9.2.

Diferenta (T, si T,) dintre aria relativa Sy [E] determinata si aria relativa Sy se
calculeaza dupd cum urmeaza: T = Si[E] - [(0,376 P% - 10,7) + (Sm[0] - 0,9)]T>
= Sm[E] - [(0,0123 Sy[E] + 0,93) + (Sm[0] - 0,9)]

Daca T si/sau T, sunt zero sau mai mici, prezenta
zerului inchegat nu poate fi
determinata.

Daca T; si T depasesc zero, zerul inchegat

este prezent.

Continutul de zer inchegat se calculeaza cu ajutorul formulei urmatoare: W = T, +
0,91
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varflll

varflll

unde:

0,91 este distanta pe axa verticald dintre linia dreaptd continud si linia dreapta
punctata.
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»Apendicele 111

DETERMINAREA MATERIILOR SOLIDE COMPUSE DIN ZER INCHEGAT iN
LAPTELE PRAF DEGRESAT

1.

5.1

5.2.

5.3.

5.4.
54.1.

SCOP: DETECTAREA ADAUGARII DE MATERI SOLIDE COMPUSE DIN
ZER INCHEGAT IN LAPTELE PRAF DEGRESAT

REFERINTE: STANDARDUL INTERNATIONAL ISO 707

DEFINITIE

Continutul de materii solide compuse din zer inchegat este definit ca procentul
masic astfel cum este determinat prin intermediul continutului de
cazeinmacropeptide prin procedura descrisa.

PRINCIPIU

Probele sunt analizate pentru a determina cazeinmacropeptida A printr-o
procedura care implica cromatografie in mediu lichid de naltd performantd cu
fazd inversata (procedurd HPLC). Evaluarea rezultatelor se face prin referire la
probe-standard formate din lapte praf degresat care contin sau nu un procent
cunoscut de zer praf. Rezultatele mai mari de 1 % (m/m) indicd prezenta
materiilor solide compuse din zer inchegat.

REACTIVI

Toti reactivii sunt de calitate analitica recunoscuta. Apa utilizata trebuie sa fie apa
distilata sau apa de o puritate cel putin echivalenta. Acetonitrilul trebuie sé fie de
calitate spectroscopica sau de calitate HPLC.

Solutie de acid tricloracetic

Se dizolva 240 g de acid tricloracetic (CCI3COOH) in apa si se completeaza pana
la 1 000 ml. Solutia trebuie sd fie limpede si incolora.
Eluentii A si B

Eluentul A: Intr-un flacon gradat de 1 000 ml se introduc 150 ml acetonitril
(CH3CN), 20 ml de izopropanol (CH;CHOHCH3) si 1,00 ml de acid trifluoracetic
(TFA, CF;COOH). Se completeaza cu apa pana la 1 000 ml.

Eluentul B: Intr-un flacon gradat de 1 000 ml se introduc 550 ml de acetonitril, 20
ml de izopropanol si 1,00 ml de TFA. Se completeaza cu apa pand la 1 000 ml.
Solutia-eluent se filtreazd inainte de utilizare printr-o membrana filtranta avand
pori cu diametrul de 0,45 pum.

Conservarea coloanei

Dupa analize, coloana se irigd cu eluentul B (prin intermediul unui gradient), iar
apoi se irigd cu acetonitril (prin intermediul unui gradient, timp de 30 de minute).
Coloana se pastreaza in acetonitril.

Probele-standard

Lapte praf degresat care indeplineste cerintele pentru depozitare publica [adica

0]
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5.4.2.

5.4.3.

6.1.
6.2.

6.3.
6.4.
6.5.
6.6.
6.7.

6.8.

6.9.

6.10.
6.11.
6.11.1.
6.11.2.
6.11.3.

6.11.4.
6.11.5.

6.11.6.

Acelasi lapte praf degresat modificat cu 5 % (m/m) zer inchegat praf cu
comporzitie standard (adica [5]).

Acelasi lapte praf degresat, modificat cu 50 % (m/m) zer inchegat praf cu
comporzitie standard (adica [50]).

APARATURA
Cantar analitic

Optional, centrifuga capabila sa atinga o fortd de centrifugare de 2 200 g,
prevazuta cu tuburi de centrifugare astupate, cu o capacitate de aproximativ
50 ml

Agitator mecanic

Agitator magnetic

Coloane de sticla, cu diametrul de aproximativ 7 cm

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

Echipament de filtrare din sticla prevazut cu membrana filtranta cu
diametrul porilor de 0,45 pm

Pipete gradate, permitind dozarea a 10 ml (ISO 648, clasa A sau ISO/R 835)
sau un sistem de dispersare capabil sa furnizeze 10,0 ml in doud minute

Sistem de dispersare capabil sa furnizeze 20,0 ml de apa la o temperatura de
aproximativ 50 °C

Baie de apa termostatica, reglata la 25 + 0,5 °C
Echipament pentru HPLC, format din:

Sistem binar de pompare pe baza de gradient

Injector, manual sau automat, cu o capacitate de 100 ul

Coloana Agilent Technologies Zorbax 300 SB-C3 (lungime 25 cm, diametru
intern 0,46 cm) sau o coloana echivalenta cu faza inversata pe baza de silice cu
pori largi

Cuptor cu coloana termostatic, reglat la 35 £ 1 °C

Detector UV cu lungime de unda variabila care permite masuratori la 210 nm (in

cazul in care este necesar, se poate utiliza o lungime de unda mai mare, de pana
la 220 nm) cu o sensibilitate de 0,02 A

Integrator capabil sa stabileasca integrarea la linia de baza comuna sau
depresiune-la-depresiune

Nota: Operarea coloanei la temperatura camerei este posibild cu conditia ca
temperatura camerei sa nu fluctueze cu mai mult de 1 °C, in caz contrar, exista
variatii prea mari ale timpului de retentie al CMP 4.

PRELEVAREA PROBELOR

Prelevarea probelor se face in conformitate cu procedura previazuta in
standardul international ISO 707. Totusi, statele membre pot utiliza o alta
metoda de prelevare a probelor, cu conditia ca aceasta sa fie conforma cu
principiile standardului mentionat anterior
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7.2.

8.2.

8.3.

8.3.1.

8.3.2.

8.3.3.

8.4.

8.4.1.

8.4.2.

Probele se depoziteazd in conditii care impiedica orice deteriorare sau
modificare a compozitiei.

PROCEDURA
Pregitirea probei de testat

Se transferd laptele praf intr-un recipient cu o capacitate aproximativ dubla fata de
volumul laptelui praf, prevazut cu un capac etans pentru aer. Recipientul se
inchide imediat. Laptele praf se amesteca bine prin rasturndri repetate ale
recipientului.

Portia de testat

Se cantaresc 2,00 £ 0,001 g din proba de testat intr-un tub de centrifugare (6.2.)
sau Intr-un flacon adecvat astupat (50 ml).

Noti: In cazul amestecurilor, se cantireste o astfel de probi de testat incat portia
continand proba degresatd sd corespunda la 2,00 g.

indepirtarea lipidelor si a proteinelor

Se adauga 20,0 ml de apa calda (50 °C) la portia de testat. Se dizolva pudra
agitandu-se timp de cinci minute cu ajutorul unui agitator mecanic (6.3). Tubul se
introduce in baia de apa (6.10) si se lasa sa se echilibreze la 25 °C

Se adauga 10,0 ml de solutie de acid tricloracetic la aproximativ 25 °C (5.1) in
mod constant pe parcursul a doua minute, in timp ce se amesteca energic cu
ajutorul unui agitator magnetic (6.4). Tubul se introduce intr-o baie de apa (6.10)
si se lasa timp de 60 de minute

Se centrifugheaza (6.2) 2 200 g timp de 10 minute sau se filtreaza prin hdrtie
(6.6), eliminandu-se primii 5 ml de filtrat.

Determinarea cromatografica

Metoda HPLC cu faza inversa exclude posibilitatea de a avea rezultate fals
porzitive din cauza prezentei zarei praf acidulate.

Inainte de efectuarea analizei HPLC cu fazd inversd se optimizeazd conditiile de
gradient. Pentru sistemele pe baza de gradient care au un volum mort de
aproximativ 6 ml (volum de la punctul in care solventii se intdlnesc pana la
volumul buclei injectorului, inclusiv) timpul de retentie de 26 + 2 minute pentru
CMP A este optim. Sistemele pe baza de gradient care au un volum mort mai mic
(de ex. 2 ml) trebuie sa utilizeze valoarea de 22 de minute ca timp optim de
retentie

Se iau solutii din probele-standard (5.4) fara si cu zer inchegat 50 %.

Se injecteaza 100 pl de supernatant sau de filtrat (8.3.3) 1n dispozitivul HPLC care
functioneaza in conditiile de gradient de explorare din tabelul 1.

Tabelul 1

Conditiile gradientului de explorare pentru optimizarea cromatografiei
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8.4.3.

Timp Debit % % Curba
(min) (ml/min) A B

Initial 1,0 90 10 *

27 1,0 60 40 liniar

32 1,0 10 90 liniar

37 1,0 10 90 liniar

) 1,0 90 10 liniar

Comparatia celor doua cromatograme trebuie sa evidentieze localizarea varfului
CMP,.

Utilizdnd formula redatd mai jos, compozitia initiald a solventului de utilizat
pentru gradientul normal (a se vedea 8.4.3) poate fi calculatd % B = 10 - 2,5 +
(13,5 + (RTcwpa - 26) / 6)*30/27% B =17,5 + (13,5 + (RTcwea - 26) / 6)*1,11

Unde:

RTcmpA : timpul de retentie al CMP, pentru gradientul de explorare

10 : % B initial al gradientului de explorare

2,5 : % B in punctul de mijloc minus % B initial in gradientul
normal

13,5 : timpul de mijloc al gradientului de explorare

26 : timpul de retentie necesar al CMPA

6 : raportul pantelor gradientilor de explorare si normal

30 : % B initial minus % B la 27 de minute in gradientul de
explorare

27 : timpul de rulare al gradientului de explorare.

Se iau solutiile contindnd probele de testat

Se injecteaza 100 pl de supernatant sau de filtrat (punctul 8.3.3) masurat cu
exactitate in dispozitivul HPLC care functioneaza la un debit de 1,0 ml de solutie-
eluent (5.2) per minut.

Compozitia eluentului la inceputul analizei se obtine de la 8.4.2. In mod normal
este apropiatd de A:B = 76:24 (5.2). Imediat dupd injectare se porneste un
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8.4.4.

8.5.
8.5.1.

gradient liniar, rezultatul fiind un procent al B cu 5 % mai mare dupa 27 de
minute. Ulterior, se porneste un gradient liniar care aduce compozitia eluentului la
90 % B 1n cinci minute. Aceastd compozitie este mentinuta timp de cinci minute,
dupa care compozitia este modificata cu ajutorul unui gradient liniar in decurs de
cinci minute pani se ajunge la compozitia initiald. in functie de volumul intern al
sistemului de pompare, urmatoarea injectare se poate face la 15 minute dupa ce se
obtin conditiile initiale.

Nota 1. Timpul de retentie al CMPy4 trebuie sa fie de 26 + 2 minute. Acesta se
poate obtine prin modificarea conditiilor initiale si finale ale primului gradient.
Totusi, diferenta la nivelul % B pentru conditiile initiale si finale ale primului
gradient trebuie sd se mentina la valoare de 5 % B.

Nota 2. Eluentii trebuie degazati suficient si trebuie, de asemenea, sd ramana
degazati. Acest aspect este esential pentru buna functionare a sistemului de
pompare pe bazd de gradient. Deviatia standard a timpului de retentie al varfului
CMP, trebuie sa fie sub 0,1 minute (n = 10).

Nota 3. La fiecare cinci probe se injecteaza proba de referintd [5] si se utilizeaza
pentru calcularea unui nou factor de raspuns R. (9.1.1).

Rezultatele analizei cromatografice a probei de testat (E) se obtin sub forma unei
cromatograme in care varful CMP 4 este identificat prin timpul sau de retentie de
aproximativ 26 de minute

Integratorul (6.11.6) calculeaza automat indltimea varfului H a varfului CMP4. Se
verificd pozitia liniei de bazd in fiecare cromatograma. In cazul in care pozitia
liniei de baza este incorect localizata, analiza sau integrarea se repeta.

Notd: In cazul in care varful CMP, este suficient de separat de alte varfuri, se
utilizeaza alocarea liniei de baza depresiune-la-depresiune, altminteri se utilizeaza
perpendiculare verticale pana la o linie de bazd comund, care trebuie s aiba
punctul de plecare aproape de varful CMP, (deci, nu la t = 0 min!). Pentru
standard si pentru probe se utilizeaza acelasi tip de integrare, iar in cazul utilizarii
liniei de baza comune se verifica coerenta acesteia pentru probe si standard.

Este esential sa se examineze aspectul fiecdrei cromatograme Iinainte de
interpretarea cantitativd pentru a se detecta orice anomalii cauzate fie de
functionarea necorespunzatoare a aparaturii sau a coloanei, fie de originea sau
natura probei analizate. In cazul in care exista dubii, analiza se repeta.

Calibrarea

Se aplica cu exactitate procedura descrisa de la punctul 8.2 la punctul 8.4.4
utilizand probele-standard (5.4.1 — 5.4.2). Se utilizeaza solutii proaspat
preparate, deoarece CMP se degradeaza intr-un mediu de acid tricloracetic 8 %
la temperatura camerei. La 4 °C, solutia ramadne stabild timp de 24 ore. In cazul
seriilor lungi de analize este preferabil ca in injectorul automat sa se utilizeze o
tava cu probe rdcita.

Nota: 8.4.2. se poate omite in cazul in care % B 1n conditiile initiale este cunoscut
din analizele efectuate anterior.

Cromatograma probei de referintd [5] trebuie sa fie analoaga cu cea din Figura 1.
In aceasta figura, varful CMP,4 este precedat de doud varfuri mici. Este esential sa
se obtina o separare similara.
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8.5.2.

8.5.3.

9.1.

9.1.1.

9.2.

9.3.

9.3.1.

9.3.2.

9.3.3.

Inainte de determinarea cromatografica a probelor se injecteazd 100 ul din
proba-standard care nu contine zer inchegat [0] (5.4.1).

Pe cromatograma nu trebuie s apard un varf la timpul de retentie al varfului
CMPa,.

Factorul de raspuns R se determina prin injectarea aceluiasi volum de filtrat
(8.5.1) ca si cel utilizat pentru probe.

EXPRIMAREA REZULTATELOR
Metoda de calcul si formule
Calcularea factorului de raspuns R:

Varful CMP4: R=W/H

Unde:

R = factorul de raspuns al varfului CMP»

H = indaltimea varfului CMP,

W =  cantitatea de zer din proba-standard [5].

Calcularea procentului de zer inchegat praf din proba
W(E) =R x H(E)

Unde:

W(E) = procentul (m/m) de zer inchegat din proba (E).
R = factorul de raspuns al varfului CMP, (9.1.1)
H(E) = inaltimea varfului CMP, 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 mica de 0,2 minute, atunci sunt prezente
materii solide compuse din zer inchegat.

Precizia procedurii
Repetabilitatea

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri efectuate simultan sau 1n
succesiune rapida de cétre acelasi analist utilizdnd aceeasi aparaturd pe material de
testare identic nu trebuie sa depaseasca 0,2 % m/m.

Reproductibilitatea
Nu s-a determinat.
Liniaritate

De la 0 la 16 % zer inchegat trebuie sa se obtina o relatie liniara cu un coeficient
de corelare > 0,99.
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94.

Absorbanta (220 nm)

Interpretare

Limita de 1 % include incertitudinea cauzata de reproductibilitate.

Figura 1
Ni—A4.6 standard

CMP 4

| | | | ]

5 10 15 20 25

timp (minute)
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(3) Se adauga urmatoarele anexe:
»ANEXA VI

Metode de analiza ale untului in conditii de depozitare privata

Parametru Metoda

Lipide’ ISO 17189 sau ISO 3727
partea 3

Apa ISO 3727 partea 1

Materii  solide ISO 3727 partea 2
altele decat
lipidele (cu
exceptia sarii)

ANEXA VII Sare ISO 15648
Metode de analiza a laptelui praf degresat in conditii de depozitare privata
Parametru Metoda
Lipide ISO 1736
Proteine ISO 8968 partea 1
Apa ISO 5537
ANEXA VIII

Metode de analiza a brianzeturilor in conditii de depozitare privata

1. Metoda de analizd prevazutd in apendice se utilizeaza pentru a se asigura faptul ca
branza produsa exclusiv din lapte de oaie, de capra sau de bivolita sau dintr-un amestec de
lapte de oaie, de capra si de bivolitd nu contine cazeina din lapte de vaca.

Se considera ca este prezenta cazeina din lapte de vaca in cazurile in care continutul de
cazeina din lapte de vaca al probei analizate este egal cu sau mai mare decat continutul
probei de referinta care contine 1 % lapte de vacd astfel cum se mentioneaza in apendice.

2. Metodele pentru detectarea cazeinei din lapte de vacd in branzeturile mentionate la
punctul 1 pot fi utilizate daca:

(a) limita de detectie este de maxim 0,5 % si
(b) nu existe rezultate fals pozitive si

cazeina din lapte de vaca este detectabila cu sensibilitatea necesara chiar si dupa perioade
lungi de maturare, cum se poate intdmpla in conditii de comercializare uzuale.

7 Agentia de pliti aprobd metoda care trebuie aplicata.
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Daca niciuna dintre cerintele de mai sus nu este indeplinitd, se utilizeazd metodele
prezentate in apendice.

Apendice

METODA PENTRU DETECTAREA LAPTELUI DE VACA SI A
CAZEINATULUI iN BRANZETURILE PRODUSE DIN LAPTE DE OAIE, DE
CAPRA SAU DE BIVOLITA SAU DIN AMESTECURI DE LAPTE DE OAIE, DE
CAPRA SI DE BIVOLITA

3.1.
3.2.

3.3.

3.4.

4.1.

4.1.1.

DOMENIU DE APLICARE

Detectarea laptelui de vaca si a cazeinatului in branzeturile produse din lapte de
oaie, de caprd, de bivolita sau din amestecuri de lapte de oaie, de capra si de
bivolita prin focalizarea izoelectricd a y-cazeinelor dupa plasminoliza.

APLICAREA IN PRACTICA

Aceastd metoda poate fi utilizatad pentru detectarea sensibila si specifica a laptelui
de vaca natural si tratat termic si a cazeinatului in branzeturile proaspete si
maturate produse din lapte de oaie, de capra, de bivolitd sau din amestecuri de
lapte de oaie, de capra si de bivolita. Nu poate fi utilizatd pentru detectarea
modificarii laptelui si a branzei cu concentrate proteice din zer de bovine tratate
termic.

PRINCIPIUL METODEI
Izolarea cazeinelor din branza si din standardele de referinta

Dizolvarea cazeinelor izolate si supunerea lor la clivare cu plasmina
(EC.3.4.21.7).

Focalizarea izoelectrici a cazeinelor tratate cu plasmini in prezenta ureii si
colorarea proteinelor

Evaluarea profilelor colorate de cazeina v; si y, (dovada a prezentei laptelui
de vacd) prin compararea profilului obtinut din proba cu cele obtinute in
acelasi gel din standardele de referinta continind 0 % si 1 % lapte de vaca.

REACTIVI

In afara cazurilor in care se indici altfel, se utilizeazd produse chimice de calitate
analitica. Apa trebuie sa fie dublu distilatd sau de o puritate echivalenta.

Nota: Urmatoarele detalii se aplica gelurilor de poliacrilamide cu continut de uree
preparate in laborator, avand dimensiunile de 265 x 125 x 0,25 mm. In cazul in
care se utilizeaza geluri de alte dimensiuni sau tipuri, poate fi necesara ajustarea
conditiilor de separare.

Focalizarea izoelectrica

Reactivi pentru producerea gelurilor de poliacrilamide cu continut de uree
Solutie-stoc de gel

Se dizolva:

4,85 g acrilamida

0,15 g N, N'-metilen-bis-acrilamida (BIS)
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48,05 g uree
15,00 g glicerol (87 % m/m),

in apa si se completeaza pana la 100 ml, apoi se toarnd intr-un recipient de sticla
de culoare maro si se depoziteaza in frigider.

Notd: In locul cantititilor fixe de acrilamide neurotoxice mentionate se poate
utiliza o solutie de acrilamida/BIS preamestecati disponibili in comert. In cazul in
care o astfel de solutie contine 30 % m/V acrilamida si 0,8 % m/V BIS, pentru
preparare se utilizeaza un volum de 16,2 ml de solutie in locul cantitatilor fixate.
Termenul de valabilitate a solutiei-stoc este de maxim 10 zile; in cazul in care
conductivitatea sa este mai mare de 5 pS, se deionizeaza prin agitare cu 2 g
Amberlite MB-3 timp de 30 minute, apoi se filtreaza printr-o membrand cu pori
de 0,45 pm.

4.1.2. Solutia de gel

Se prepari o solutie de gel amestecand aditivi si amfoliti® cu solutia-stoc de gel (a
se vedea 4.1.1).

9,0 ml solutie-stoc

24 mg B-alanind

500 pl amfolit pH 3,5-9,5
250 pl amfolit pH 5 -7
250 pl amfolit pH 6 — 8

Se amestecd solutia sub forma de gel si se degazeaza timp de doud — trei minute
intr-o baie cu ultrasunete sau in vid.

Nota: Solutia sub forma de gel se prepard imediat inainte de a o turna (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 dizolva 800 mg de PER 1n apa si se completeaza pana la 2 ml.
Notd: Intotdeauna se utilizeaza solutie PER proaspit preparata.
4.2. Fluid de contact
Kerosen sau parafina lichida
4.3. Solutie anodica
Se dizolva in apa 5,77 g acid fosforic (85 % m/m) si se dilueaza pana la 100 ml.
4.4. Solutie catodica
Se dizolva in apa 2,00 g hidroxid de sodiu si se dilueaza pana la 100 ml.

Pregatirea probei

¥ 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 separdrii necesare a y-cazeinelor.
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4.5.

4.5.1.

4.5.2.
4.5.3.

4.6.

4.7.

4.7.1.

4.7.2.
4.7.3.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

Reactivi pentru izolarea proteinelor

Se dilueaza acid acetic (25,0 ml acid acetic glacial completat cu apa pana la 100

ml)

Diclormetan

Acetona

Solutie-tampon pentru dizolvarea proteinelor

Se dizolva

5,75 g glicerol (87 % m/m)

24,03 g uree

250 mg ditiotreitol

in apa si se completeazad pana la 50 ml

Nota: Se pastreaza in frigider, termenul de valabilitate maxim fiind de o
saptamana.

Reactivi pentru clivarea cu plasmina a cazeinelor
Solutie-tampon de carbonat de amoniu

Se titreazd pana la pH 8 o solutie de carbonat acid de amoniu 0,2 mol/l (1,58
g/100 ml apd) continind 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 apa)
continand 0,05 mol/l EDTA.

Plasmina de bovine (EC. 3.4.21.7), activitate de minim 5 U/ml
Solutie de acid e-aminocaproic pentru inhibarea enzimelor

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

Standarde

De la Institutul pentru Materiale si Masuratori de Referinta al Comisiei, B-2440
Geel, Belgia, pot fi obtinute standarde de referinta certificate compuse din
amestecuri de lapte inchegat de oaie §i de capra contindand 0 %, respectiv 1 %,
lapte de vaca.

Prepararea standardelor de referinta provizorii de laborator din lapte de bivolita
inchegat continand 0 % si 1 % lapte de vaca

Laptele degresat se prepara prin centrifugarea laptelui crud in vrac de bivolita sau
de vaca la 37 °C, la 2 500 g, timp de 20 minute. Dupa racirea rapida a tubului si a
continutului la 6 — 8 °C, stratul superior de lipide se indeparteaza complet. Pentru
prepararea standardului 1 % se adaugd 5,00 ml de lapte de bovine degresat la 495
ml lapte de bivolitd degresat intr-un vas de 1 1, se ajusteaza pH-ul la 6,4 prin
adaugarea de acid lactic diluat (10 % m/V). Se ajusteaza temperatura la 35 °C si
se adaugda 100 pl de cheag de vitel (activitatea cheagului 1: 10 000, c. 3 000
U/ml), se amesteca timp de 1 minut, apoi se lasa vasul, acoperit cu o folie de
aluminiu, la 35 °C timp de o ord pentru a permite formarea coagulului. Dupa
formarea acestuia, Intregul laptele inchegat este liofilizat fard omogenizare
prealabild si fard a se drena zerul. Dupa liofilizare, produsul se macind marunt
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pana se obtine o pulbere omogend. Pentru prepararea standardului 0 %, se
urmeaza aceeasi procedurd utilizdnd lapte degresat de bivolitd autentic.
Standardele se pastreaza la — 20 °C.

Nota: Inaintea prepardrii standardelor se recomanda verificarea puritatii laptelui
de bivolita prin focalizarea izoelectrica a cazeinelor tratate cu plasmina.

Reactivi pentru colorarea proteinelor
4.9. Fixativ

Se dizolva in apd 150 g de acid tricloracetic si se completeazd pana la 1 000 ml.
4.10.  Solutie pentru decolorare

Se dilueaza 500 ml de metanol si 200 ml de acid acetic glacial cu apa distilatd
pana la 2 000 ml.

Nota: Se prepara zilnic o solutie proaspatd de decolorare; ea poate fi preparata
prin amestecarea unor volume egale de solutii-stoc de metanol 50 % (V/V) si de
acid acetic glacial 20 % (V/V).

4.11.  Solutii pentru colorare
4.11.1. Solutie pentru colorare (solutie-stoc 1)

Se dizolva 3,0 g Albastru Coomassie Brilliant G-250 (C.I. 42655) in 1 000 ml
metanol 90 % (V/V) utilizdnd un agitator magnetic (timp de aproximativ 45
minute), apoi se filtreaza prin doua filtre pliate de viteza medie.

4.11.2. Solutie pentru colorare (solutie-stoc 2)

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

4.11.3. Solutie pentru colorare (solutie de lucru)

Se amesteca cate 125 ml din fiecare solutie-stoc (4.11.1, 4.11.2) imediat Tnainte de
colorare.

Nota: Solutia pentru colorare se prepard in ziua in care este utilizata.
5. ECHIPAMENTE

5.1. Placi de sticla (265 x 125 X 4 mm); rola de cauciuc (latime 15 cm); masa
reglabila

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

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

5.4. Cuva de electrofocalizare cu placa de racire (de exemplu 265 x 125 mm) cu
unitate de alimentare electrica adecvata (= 2,5 kV) sau cu dispozitiv automat
de electroforeza

5.5. Criostat de circulatie, controlat termostatic la 12 + 0,5 °C
5.6. Centrifuga ajustabila la 3 000 g
5.7. Benzi de electrozi (lungime > 265 mm)

5.8. Sticle picuratoare din plastic pentru solutiile anodice si catodice
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5.9.

5.10.

5.12.

5.13.
5.14.
5.15.
5.16.
5.17.
5.18.
5.19.

6.1.
6.1.1.

6.1.2.

Aplicatoare de probe (10 X 5 mm, hartie de filtrare din viscoza sau cu
absorbtie mica a proteinelor).

Vase din otel inoxidabil sau din sticla pentru colorare si decolorare (de
exemplu, tiavi de instrumente de 280 x 150 mm)

Omogenizator ajustabil cu tija (diametrul tijei 10 mm), intervalul rpm 8 000
—20000

Agitator magnetic

Baie cu ultrasunete

Aparat de sudat folii

Micropipete de 25 pl

Concentrator sub vid sau liofilizator

Baie de apa controlata termostatic, ajustabila la 35 si 40 £ 1 °C, cu agitator
Echipament de densitometrie cu citire la A = 634 nm

PROCEDURA

Pregatirea probei

Izolarea cazeinelor

Se cantdreste intr-un tub de centrifuga de 100 ml echivalentul a 5 g materie uscata
de branza sau standarde de referintd, se adaugd 60 ml apa distilatd si se
omogenizeaza cu un omogenizator cu tija (8 000 — 10 000 rpm). Se ajusteaza la pH
de 4,6 cu o solutie de acid acetic diluat (4.5.1) si se centrifugheaza (5 minute, 3
000 g). Se decanteaza lipidele si zerul, se omogenizeaza reziduul la 20 000 rpm in
40 ml apa distilata ajustatd la pH de 4,5 cu acid acetic diluat (4.5.1), se adaugd 20
ml diclormetan (4.5.2), se omogenizeaza din nou si se centrifugheaza (5 minute, 3
000 g). Se indeparteaza cu o spatula stratul de cazeind care se afld intre faza
apoasd si cea organica (a se vedea figura 2) si se elimind ambele faze. Se
reomogenizeaza cazeina in 40 ml apa distilatd (a se vedea mai sus) si in 20 ml
diclormetan (4.5.2), apoi se centrifugheaza. Se repetd procedura pana cand ambele
faze de extractie sunt incolore (de doud sau de trei ori). Se omogenizeaza reziduul
proteic cu 50 ml acetona (4.5.3) si se filtreaza printr-o hartie de filtrare pliata de
vitezd medie. Se spala de fiecare datd reziduul de pe filtru cu cate doua portii
separate de 25 ml acetona si se lasd sa se usuce 1n aer sau sub jet de azot, apoi se
macina fin intr-un mojar.

Nota: Izolatele de cazeina uscata se pastreaza la — 20 °C.
Clivarea cu plasmina a f3-cazeinelor pentru intensificarea y-cazeinelor

Se disperseaza 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 utilizdnd, de exemplu,
tratament ultrasonic. Se incalzeste la 40 °C si se adaugd 10 pl plasmina (4.7.2),
apoi se amesteca si se incubeaza timp de o ord la 40 °C, agitind continuu. Pentru a
inhiba enzima se adaugad 20 pl solutie de acid e-aminocaproic (4.7.3), apoi se
adaugd 200 mg de uree solida si 2 mg de ditiotreitol.

Nota: Pentru a obtine o simetrie mai mare a benzilor de cazeind focalizate se
recomanda liofilizarea solutiei dupd adaugarea acidului e-aminocaproic si apoi

30



6.2.

6.3.

6.3.1.

dizolvarea reziduurilor in 0,5 ml solutie-tampon pentru dizolvarea proteinelor
(4.6).

Prepararea gelurilor poliacrilamidice care contin uree

Cu ajutorul catorva picdturi de apd se ruleaza foaia purtatoare de gel (5.2) pe o
placa de sticla (5.1), indepartandu-se surplusul de apa cu un servetel din hartie sau
textil. Se ruleaza in mod similar foaia de acoperire (5.3) cu distantiere (0,25 mm)
pe o alta placa de sticla. Se aseaza placa orizontal pe o masa reglabila.

Se adauga 10 pl Temed (4.1.3.1) la solutia de gel pregatita si dezaeratd (4.1.2), se
amesteca si se adauga 10 pl solutie PER (4.1.3.2), se amestecd minutios si se
toarnd imediat uniform 1n centrul foii de acoperire. Se pune o margine a placii
purtatoare de gel (cu latura foii indreptata in jos) pe placa de acoperire a foii si se
coboard incet astfel Incat intre foi sd se formeze un strat subtire de gel, care se
intinde uniform si fara bule (figura 3). Se coboara cu grija placa purtatoare de gel,
complet, utilizdnd o spatuld fina, apoi se aseaza inca trei placi de sticla deasupra ei
pentru a actiona ca greutdti. Dupad incheierea polimerizarii (aproximativ 60
minute), se transfera gelul polimerizat pe foaia purtdtoare de gel impreund cu foaia
de acoperire, inclinand placile de sticla. Se curatd cu grija reversul foii purtatoare
pentru a Indeparta reziduurile de gel si ureea. Sandvisul de gel se sudeaza astfel
incat sd se obtind un tub cu perete pelicular si se pastreaza in frigider (timp de
maxim sase saptdmani).

Nota: Foaia de acoperire si distantierele pot fi reutilizate. Gelul de poliacrilamida
poate fi taiat la dimensiuni mai mici, actiune recomandata in cazul in care exista
putine probe sau in care se utilizeaza un aparat automat de electroforeza (doua
geluri, dimensiuni 4,5 X 5 cm).

Focalizare izoelectrica

Se regleaza termostatul de ricire la 12 °C. Se sterge cu kerosen reversul foii
purtatoare de gel, apoi se picura cateva picaturi de kerosen (4.2) in centrul blocului
de racire. Apoi se ruleaza sandvisul de gel, cu partea purtatoare indreptata in jos,
pe el, avand grija sa se evite formarea bulelor. Se sterge excesul de kerosen si se
indeparteazd foaia de acoperire. Se imbiba benzile de electrozi in solutiile
electrodice (4.3, 4.4), se taie dupd lungimea gelului si se plaseaza in pozitiile
prevazute (distanta dintre electrozi de 9,5 cm).

Conditii pentru focalizarea izoelectrica:

Dimensiunile gelului 265 x 125 x 0,25 mm

Etapa Timp Tensiune Intensitate Putere Volti-ora

(min.)

V)

(mA)

W)

(Vh)

1. Prefocalizare

30

maxima

2500

maxima

15

constant 4

c. 300

60

maxima

maxima

constant 4

c. 1000

2. Focalizarea probei °’

Aplicarea probei: Dupa prefocalizare (etapa 1), se pipeteaza 18 ul de proba si de solutii-standard pe aplicatorii probei (10 x 5 mm), se plaseaza
aplicatorii pe gel la distante de 1 mm unul fata de celdlalt si la 5 mm longitudinal fata de anod si se apasd usor. Se efectueaza focalizarea utilizand
conditiile de mai sus, indepartand cu grija aplicatorii probei dupa 60 de minute de focalizare a probei.
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2 500 15
3. Focalizare finala 60 maxima maxima maxima c. 3000
2500 5 20
40 maxima maxima maxima c. 3000
2 500 6 20
30 maxima maxima maxima ¢. 3000
2 500 7 25
Nota: In cazul in care se modifici grosimea sau latimea gelurilor, atunci

intensitatea si puterea trebuie ajustate In consecintd (de exemplu, in cazul in care
se utilizeaza un gel de 265 x 125 x 0,5 mm valorile pentru intensitatea si puterea
curentului electric se dubleaza).

6.3.2.  Exemplu de program de tensiune pentru un dispozitiv automat de electroforeza (2
geluri de 5,0 x 4,5 cm), cu electrozi fara benzi, aplicati direct pe gel
Etapa Tensiune | Intensitat | Putere | Temp. | Volti-ora

e

1. Prefocalizare 1000V | 10,0mA |3,5W 8 °C 85 Vh
2. Focalizarea | 250 V 5,0 mA 25W 8°C 30 Vh
probei
3. Focalizare 1200V | 10,0mA |35W 8 °C 80 Vh
4. Focalizare 1500V |5,0mA 7,0 W 8°C 570 Vh
Se plaseaza aplicatorul probei in etapa 2 la 0 Vh.
Se indeparteaza aplicatorul probei in etapa 2 la 30 Vh.

6.4. Colorarea proteinelor

6.4.1.  Fixarea proteinelor
Se indeparteaza benzile de electrozi imediat dupa oprirea curentului electric si se
plaseazd imediat gelul intr-un vas de colorare/decolorare umplut cu 200 ml de
fixativ (4.9); se lasa timp de 15 minute, agitdnd in continuu.

6.4.2.  Spalarea si colorarea placii de gel
Se dreneaza cu grija fixativul si se spala placa de gel de doua ori, timp de cate 30
de secunde, cu 100 ml solutie decolorantd (4.10). Se scurge solutia decoloranta si
se umple vasul cu 250 ml de solutie coloranta (4.11.3); se lasd sa se coloreze timp
de 45 minute agitandu-se usor.

6.4.3.  Decolorarea placii de gel

Se scurge solutia coloranta, se spald placa de gel de doua ori cu cate 100 ml de
solutie decolorantd (4.10), apoi se agita timp de 15 minute cu 200 ml de solutie
decoloranta si se repetd etapa de decolorare de cel putin doud sau trei ori, pana
cand fundalul este limpede si necolorat. Se cliteste apoi placa de gel cu apa
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7.1.

7.2.

distilatd (2 x 2 minute) si se usuca la aer (2 — 3 ore) sau cu un uscator de par (10 —
15 minute).

Nota 1:  Fixarea, spalarea, colorarea si decolorarea se efectueaza la 20 °C. Nu
utilizati temperaturi ridicate.

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

EVALUARE

Evaluarea este efectuatd prin compararea profilelor proteice ale probei
necunoscute cu standardele de referintd pe acelasi gel. Detectarea laptelui de vaca
in branzeturile din lapte de oaie, de capra si de bivolita si in amestecurile de lapte
de oaie, de capra si de bivolita se face prin intermediul cazeinelor ys si y,, ale céror
puncte izoelectrice se afld in intervalul de pH 6,5 — 7,5 (figurile 4 a, b, figura 5).
Limita de detectie este mai mica de 0,5 %.

Estimare vizuala

Pentru evaluarea vizuald a cantitdtii de lapte de bovine se recomanda ajustarea
concentratiilor probelor si a standardelor pentru a obtine acelasi nivel de intensitate
a cazeinelor vy, si y3 din lapte de ovine, de caprine si/sau de bivolite (a se vedea «y»
E.G,B» si «y; E,G,B» in figurile 4 a, b si In figura 5). Dupa aceasta, nivelul de
lapte de bovine (mai mic decat, egal cu sau mai mare de 1%) din proba
necunoscutd poate fi apreciat direct, prin compararea intensitatii cazeinelor yz $i y2
din laptele de bovine (a se vedea «y; C» si «y2 C» din figurile 4 a, b si din figura 5)
cu cele ale standardelor de referinta de 0 % si 1 % (oaie, capra) sau cu standardele
provizorii de laborator (bivolita).

Estimare densitometrica

In cazul in care este disponibil, se aplica densitometria (5.19) pentru determinarea
raportului dintre aria varfurilor pentru cazeinele y, si ys; din laptele de bovine,
caprine si/sau bivolitd (a se vedea figura 5). Aceastd valoare se compara cu
raportul dintre aria varfurilor cazeinelor y; si y; ale standardului de referinta 1 %
(oaie, caprd) sau ale standardului provizoriu de laborator (bivolitd), analizate pe
acelasi gel.

Nota: Metoda functioneaza satisfacator in cazul in care se obtine un semnal
pozitiv clar pentru ambele cazeine v, si y3 din laptele de bovine in standardul de
referinta 1 %, dar nu si in standardul de referinti 0 %. In caz contrar, procedura se
optimizeaza respectandu-se cu exactitate detaliile metodei.

O proba este consideratd pozitiva In cazul in care ambele cazeine y, si y3 din
laptele de bovine sau rapoartele ariei varfurilor corespunzatoare sunt egale cu sau
mai mari decat nivelul standardului de referintd 1 %.
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Figura 1

Desen schematic al foii de acoperire

Banda de distantiere
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A | /
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Figura 2

F
2,

Strat de cazeina suspendat intre fazele apoasd si organicd dupd centrifugare
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Faza HZO

Cazeina

Faza CH2C12

Figura 3

Tehnica de pliere pentru formarea straturilor ultrafine de geluri poliacrilamidice

a=banda de distantiere (0,25 mm); b = foaie de acoperire (5.3); c, e =placi de
sticla (5.1); d = solutie de gel (4.1.2); f = foaie purtatoare de gel (5.2)

Figura 4a

Focalizare izoelectricd a cazeinelor tratate cu plasmina din branza din lapte de oaie si
de capra contindnd diverse cantitati de lapte de vaca.

35



©p EG

@3“‘{2 G

1‘::‘73 EG

1 ol 7] 23] 1] o los| o o3| 7 | %cm

% CM = procent de lapte de vacd; C = vaca; E = oaie; G = capra

Jumatatea de sus a gelului IEF este ilustrata.

Figura 4b

Focalizare izoelectricd a cazeinelor tratate cu plasmind provenite din brdanza produsa
din amestecuri de lapte de oaie, de capra si de bivolitid contindnd diverse cantititi de
lapte de vaca.
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% CM = procent de lapte de vaca; 1 + = proba contindnd 1 % lapte de vaca si
modificat cu cazeind purd din lapte de bovine la mijlocul traiectului. C = vaca,
E = oaie, G = capra, B = bivolita.

Distanta de separare totala a felului IEF este ilustrata.

Figura 5

Suprapunerea densitogramelor standardelor (STD) si a probelor de branza produse
dintr-un amestec de lapte de oaie si de capra dupad focalizare izoelectrica.
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a,b = standarde continand 0 si 1 % lapte de vaca; ¢ — g = probe de branza contindnd 0, 1,
2,3 51 7 % lapte de vaca. C = vaca, E = oaie, G = capra.

Jumatatea de sus a gelului IEF a fost scanata la A = 634 nm.
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ANEXA IX
Evaluarea analizelor
1. Asigurarea calitatii

Analizele se efectueaza de laboratoare desemnate In conformitate cu articolul 12 din
Regulamentul (CE) nr. 882/2004'° sau desemnate de autorititile competente ale statului
membru.

2. Prelevarea probelor si litigiile referitoare la rezultatele analizelor

1. Prelevarea de probe se efectueaza in conformitate cu regulamentul relevant pentru
produsul in cauzi. In cazul in care nu existd dispozitii exprese privind prelevarea de
probe, se utilizeaza dispozitiile prevazute in ISO 707, Lapte si produse lactate — Orientari
privind prelevarea de probe.

2. Rapoartele de laborator cu rezultatele analizelor trebuie sd contind suficiente informatii
pentru a se putea efectua o evaluare a rezultatelor in conformitate cu apendicele.

3. Pentru analizele necesare in baza reglementarilor Uniunii se preleveaza probe duplicat.

4. In cazul in care apare un litigiu referitor la rezultate, agentia de plati efectueaza din nou
analizele necesare pe produsul in cauza, costurile fiind suportate de partea care pierde.

Analizele de mai sus se efectueaza daca exista probe duplicat sigilate prelevate din produs
si dacd acestea au fost depozitate corespunzator de autoritatea competenta. Producatorul
trimite o cerere la agentia de plati pentru a efectua analiza in termen de 7 de zile lucritoare
de la notificarea rezultatelor primei analize. Analiza se efectueaza de cétre agentia de plati
in termen de 21 de zile lucrdtoare de la primirea cererii.

5. Rezultatul obtinut in urma contestatiei este cel definitiv.

6. In cazul in care producitorul poate dovedi, in termen de cinci zile lucritoare de la
prelevarea probelor, ca procedura de prelevare a probelor nu a fost efectuata corect,
aceasta trebuie repetatd, daca este posibil. Dacd prelevarea de probe nu este posibila,
transportul se accepta.

Apendice
Evaluarea conformitatii unui transport in raport cu limitele stabilite in legislatie
1. Principiu

In cazul in care legislatia privind interventia publicd si depozitarea privati prevede
proceduri detaliate de prelevare a probelor, aceste proceduri trebuie sa fie respectate. in
toate celelalte cazuri se utilizeaza o proba compusa din cel putin 3 unitati de proba luate
aleator din transportul supus controlului. Se poate prepara o proba compusa. Rezultatul
obtinut este comparat cu limitele stabilite in legislatie prin calcularea unui interval de
incredere de 95 % ca 2 x deviatia standard, unde deviatia standard relevanta depinde (1)
de validarea metodei prin colaborare internationald cu valori pentru G, si or sau (2) in

10 Regulamentul (CE) nr . 882/2004 al Parlamentului European si al Consiliului din 29 aprilie 2004 privind controalele
oficiale efectuate pentru a asigura verificarea conformitatii cu legislatia privind hrana pentru animale si produsele

alimentare si cu normele de sanatate animala si de bundstare a animalelor, JO L 165, 30.4.2004
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va fi apoi comparat cu incertitudinea de masurare a rezultatului.
2. Metoda este validata prin colaborare internationala

In acest caz, deviatia standard o, a repetabilititii si deviatia standard or a

.....

caracteristicile de performanta a metodei validate.
Se calculeaza media aritmeticd X a seriei de n masuratori repetate.

Se calculeaza incertitudinea extinsd (k=2)a x ca

n-1
U=2 JZR- %
n

In cazul in care rezultatul final x al masuritorii este calculat utilizind o formula de forma
X=y+y,, X=y,—-y,, xX=y,-y, sau x=y,/y,, se respecta procedurile uzuale de

combinare a deviatiilor standard in astfel de cazuri.

Transportul este considerat ca nefiind in conformitate cu limita superioard UL stabilita in
legislatie daca

x-U>UL.

altminteri este considerat ca fiind in conformitate cu UL.

Transportul este considerat ca nefiind in conformitate cu limita inferioara LL stabilitd in
legislatie daca

)_c+U<LL;

altminteri este considerat ca fiind in conformitate cu LL.

3. VALIDARE INTERNA CU CALCULAREA DEVIATIEI STANDARD A
REPRODUCTIBILITATII INTERNE

In cazurile 1n care se utilizeaza metode care nu sunt specificate in prezentul regulament si
nu au fost stabilite masuri de precizie, se efectueaza o validare interna. Deviatia standard a

loc de o, respectiv G, in formulele de calculare a incertitudinii extinse U.

Regulile care trebuie urmate pentru a determina conformitatea cu limita stabilitd in
legislatie sunt cele prezentate la punctul 1. Totusi, iIn cazul in care transportul este
considerat neconform cu limita stabilita in legislatie, masuratorile se repeta cu metoda
specificatd in prezentul regulament, iar rezultatul se evalueaza in conformitate cu punctul
1.”
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