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ROZPORZADZENIA

ROZPORZADZENIE KOMISJI (WE) NR 273/2008

z dnia 5 marca 2008 r.

ustanawiajace szczegélowe zasady stosowania rozporzadzemia Rady (WE) nr 1255/1999
w odniesieniu do metod analizy oraz oceny jako$ci mleka i przetworéw mlecznych

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajgc Traktat ustanawiajacy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajgc rozporzadzenie Rady (WE) nr 1255/1999 z dnia
17 maja 1999 r. w sprawie wspélnej organizacji rynku mle-
ka i przetwor6w mlecznych (1), w szczegdlnosci jego art. 101 15
oraz art. 26 ust. 3, art. 29 ust. 1 i art. 31 ust. 4,

a takze majgc na uwadze, co nastepuje:

@

Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 213/2001 (?) ustanawia
szczegblowe zasady stosowania rozporzadzenia Ra-
dy (WE) nr 1255/1999 w odniesieniu do metod analizy
oraz oceny jakosci mleka i przetworéw mlecznych.
W $wietle postepu technicznego w dziedzinie metodyki
analitycznej niezbedne jest dokonanie dalszych istotnych
zmian. W interesie przejrzystosci i efektywnosci, jak row-
niez bioragc pod uwage liczbe oraz techniczny charakter
poprawek, rozporzadzenie (WE) nr 213/2001 powinno
zosta¢ uchylone i zastapione nowym rozporzadzeniem.

Sktad oraz wymogi jakosci w odniesieniu do mleka i prze-
tworéw mlecznych, ustanowione w ramach uzgodnien
przewidzianych w rozporzadzeniu (WE) nr 1255/1999,
muszg zostaé zweryfikowane w celu zapewnienia ich bez-
wzglednego przestrzegania.

Metodami referencyjnymi wykorzystywanymi do takich
weryfikacji sa czgsto metody publikowane przez organiza-
cje migdzynarodowe, takie jak Europejski Komitet Norma-
lizacyjny (CEN), Migdzynarodowa Federacja
Mleczarska (IDF), Miedzynarodowa Organizacja Normali-
zacyjna (ISO) oraz stowarzyszenie naukowe na rzecz
doskonatosci analitycznej (AOAC International), i regular-
nie przez te organizacje aktualizowane. W niektorych

(") Dz.U.L 160 z 26.6.1999, s. 48. Rozporzadzenie ostatnio zmienione

rozporzadzeniem (WE) nr 1152/2007 (Dz.U. L 258 z 4.10.2007, s. 3).
Rozporzadzenie (WE) nr 1255/1999 zastgpuje si¢ rozporzadze-
niem (WE) nr 1234/2007 (Dz.U. L 299 z 16.11.2007, s. 1) od dnia
1 lipca 2008 r.

() Dz.U.L 37 2 7.2.2001, s. 1.

(6)

przypadkach ustanowiona jest wspdlnotowa metoda refe-
rencyjna, podczas gdy w innych przypadkach taka metoda
referencyjna nie jest wymieniona w zasadach wspdlnoto-
wych. W celu zapewnienia jednolitego stosowania metod
referencyjnych nalezy opracowa¢ ich wykaz oraz umozli-
wi¢ Komisji dostosowanie tego wykazu w razie potrzeby.

Korzystanie z metod rutynowych nie powinno by¢ wyklu-
czone, dlatego tez nalezy okresli¢ warunki ich stosowania.

Nalezy réwniez ustanowi¢ wspolne procedury w celu za-
pewnienia jednolitej praktyki przy ocenie wynikéw analiz,
w ocenie sensorycznej danych produktéw oraz w ponow-
nym badaniu wynikéw spornych.

W odniesieniu do niektdérych analiz nie istniejg aktualnie
zaakceptowane na szczeblu miedzynarodowym, zatwier-
dzone metody referencyjne, zatem nie sa dostgpne infor-
macje o rdznicach wynikéw analitycznych miedzy
laboratoriami. Z tej przyczyny nalezy ustanowi¢ metody
wspolnotowe, zatwierdzone zgodnie z migdzynarodowy-
mi regutami i stosowa¢ jako metody referencyjne.

Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1898/2005 (3) ustanawia
szczegblowe zasady wprowadzenia w zycie rozporzadze-
nia Rady (WE) nr 1255/1999 w odniesieniu do $rodkéw
w zakresie zbytu $mietanki, masla i koncentratu ma-
sta i przewiduje w niektérych okoliczno$ciach znakowa-
nie $mietanki, masta i koncentratu masta w celu
zapewnienia poprawnego koficowego wykorzystywania
tych produktéw. Znaczniki s3 wazne z punktu widzenia
poprawnego dzialania systemu. Aby zapewnic, Ze podmio-
ty gospodarcze biorace w nim udzial s3 traktowane jedna-
kowo, nalezy ustali¢ wspdlne metody oznaczania
niektorych z tych znacznikéw.

(%) Dz.U.L 308 z 25.11.2005, s. 1. Rozporzadzenie ostatnio zmienione
rozporzadzeniem (WE) nr 1546/2007 (Dz.U. L 337 z 21.12.2007,
s. 68).
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(8)  Namocy art. 9 rozporzadzenia (WE) nr 1255/1999 moze
zostaé przyznana pomoc w odniesieniu do prywatnego
przechowywania seréw z mleka owczego. W odniesieniu
do tych samych produktéw moze zostaé przyznana spe-
cjalna refundacja na mocy art. 31 wspomnianego rozpo-
rzadzenia. Sery z mleka owczego, mleka koziego, mleka
bawolego oraz z mieszanin mleka owczego, koziego i ba-
wolego moga by¢ przywozone z niektérych krajow trze-
cich  do Wspdlnoty w ramach porozumien
preferencyjnych. W $wietle powyzszych przepiséw nie-
zbedne s3 wiasciwe kontrole w celu zapewnienia, ze po-
wyzsze produkty nie zawieraja mleka krowiego, dlatego
nalezy okresli¢ wspélnotows metodg referencyjng wykry-
wania mleka krowiego, bez uszczerbku dla stosowania me-
tod rutynowych, pod warunkiem ze sg one zgodne
z pewnymi kryteriami.

(99  Na mocy rozporzadzenia Komisji (EWG) nr 2921/90
z dnia 10 pazdziernika 1990 r. w sprawie pomocy do pro-
dukdji kazeiny i kazeinianéw z mleka odtluszczonego (1),
niezbedne jest wykrycie braku bakterii z grupy coli. Uzna-
ng na szczeblu migdzynarodowym metoda wykrywania
bakterii z grupy coli w mleku i przetworach mlecznych jest
norma ISO 4831. Wspdlnotowa metoda referencyjna wy-
krywania bakterii z grupy coli zostala ustanowiona w opar-
ciu 0 wyzej wymieniong norme.

(10)  Rozporzadzenie Rady (EWG) nr 2658/87 z dnia 23 lip-
ca 1987 r. w sprawie nomenklatury taryfowej i statystycz-
nej oraz w sprawie Wsp6lnej Taryfy Celnej (?) przewiduje
rézne stawki celne w odniesieniu do mieszanek paszowych
objetych pozycja taryfowa 2309, w zaleznosci od ilosci za-
wartych w nich przetworéw mlecznych. W celu zapewnie-
nia jednolitego stosowania omawianych zasad nalezy
ustanowi¢ og6lnie obowigzujaca metode analizy zawarto-
Sci laktozy do obowigzkowego stosowania we wszystkich
panstwach cztonkowskich.

(11)  Namocy rozporzadzenia (WE) nr 1255/1999 masto i mle-
ko odtluszczone w proszku przeznaczone do skupu inter-
wencyjnego lub, w przypadku mleka odttuszczonego
w proszku, na pasze¢ dla zwierzat, musza spelniaé pewne
wymogi jako$ci. Nalezy ustanowi¢ metody referencyjne
w celu sprawdzania, czy powyzsze wymogi sg spelniane.

(12)  Niektére metody sa wprowadzane po raz pierwszy w ni-
niejszym rozporzadzeniu. Nalezy zapewni¢ dostatecznie
dlugi okres od wejscia w Zycie niniejszego rozporzadzenia,
aby umozliwi¢ laboratoriom prawidlowe wprowadze-
nie i zastosowanie wspomnianych metod. Ilekro¢ metoda,
do ktérej poczyniono odniesienie w zatgczniku I, jest zmie-
niona, a nastgpnie w zmienionej formie opublikowana
przez organizacj¢ normalizacyjng, laboratoriom powinien
zosta przyznany okres szeSciu miesigcy na uaktualnienie
ich procedur analitycznych w celu dostosowania do nowej
normy.

(13) Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sa
zgodne z opinia Komitetu Zarzadzajacego ds. Mleka i Prze-
tworow Mlecznych,

(") Dz.U.L279211.10.1990, s. 22. Rozporzadzenie ostatnio zmienione
rozporzadzeniem (WE) nr 1487/2006 (Dz.U. L 278 z 10.10.2006,
s. 8).

(3 Dz.U.L25627.9.1987,s. 1. Rozporzadzenie ostatnio zmienione roz-
porzadzeniem Komisji (WE) nr 1352/2007 (Dz.U. L 303
z 21.11.2007, s. 3).

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

ROZDZIAL 1

PRZEPISY OGOLNE

Artykut 1

Przedmiot i zakres

1. Niniejsze rozporzadzenie ustanawia niektére metody refe-
rencyjne w odniesieniu do analizy chemicznej, fizycznej i mikro-
biologicznej oraz sensorycznej oceny mleka i przetworéw
mlecznych, ktére maja by¢ stosowane w ramach uzgodnien prze-
widzianych we wspoélnej organizacji rynku mleka i przetworéow
mlecznych, okreslonej rozporzadzeniem (WE) nr 1255/1999, jak
réwniez zasady stosowania tych metod.

2. Wykaz metod referencyjnych stosowanych w analizach
okreslonych w ust. 1 jest zapisany w zalagczniku I do niniejszego
rozporzadzenia.

3. Komisja dokonuje aktualizacji wykazu zgodnie z procedu-
ra ustanowiong w art. 42 rozporzadzenia (WE) nr 1255/1999.

Artykut 2

Metody rutynowe

Metody rutynowe moga by¢ wykorzystywane w celu wykonywa-
nia analiz wymaganych zgodnie z zasadami wspdlnotowymi,
pod warunkiem ze metody te s3 odpowiednio kalibrowane i
regularnie poréwnywane z metodg referencyjng. Wyniki
sa porownywane z uwzglednieniem stalego  bledy,
powtarzalnosci i odtwarzalnosci.

W przypadkach spornych wynik uzyskany przy uzyciu metody
referencyjnej jest ostateczny.

Panistwa czlonkowskie powiadamiaja Komisj¢ o stosowaniu me-
tod rutynowych w analizie okre$lonej w art. 1.

ROZDZIAL 1I

METODY ANALIZY

Artykut 3

Ocena zgodnosci partii towaru z dopuszczalng prawnie
warto$cig graniczng

Z wyjatkiem analizy znacznikow zalacznik II do niniejszego roz-
porzadzenia stosuje si¢ w celu okreslenia zgodnosci z wymaga-
niami prawnymi dotyczacymi skladu.
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Artykut 4

Ocena sensoryczna

1. W odniesieniu do mleka i przetwor6w mlecznych innych
niz masto przeznaczone do skladowania w magazynach pan-
stwowych metodg referencyjng, ktéra ma by¢ stosowana przez
panstwa czlonkowskie do oceny sensorycznej, jest norma
IDF 99C/1997 lub inne poréwnywalne metody, ktére sg zglasza-
ne Komisji.

Procedury opisane w zalaczniku III sg stosowane w celu spraw-
dzenia sprawnosci oséb oceniajacych oraz wiarygodnosci wyni-
kéw analiz sensorycznych.

2. W odniesieniu do masla przeznaczonego do skladowania
w magazynach panstwowych procedury opisane w zalaczniku III
sa stosowane w celu sprawdzenia sprawnosci oséb oceniajacych
oraz wiarygodnosci wynikéw analiz sensorycznych.

Procedura okreslona w zalgczniku IV ma zastosowanie jako me-
toda referencyjna dla oceny sensoryczne;.

Artykut 5

Znaczniki

1. Metoda analizy opisana w zalaczniku V jest stosowana jako
metoda referencyjna oznaczania zawartosci triglicerydéw kwasu
enantowego w masle, oleju mlecznym i $mietance.

2. Metoda analizy opisana w zalaczniku VI jest stosowana jako
metoda referencyjna oznaczania waniliny w koncentracie masta,
masle i $mietance.

3. Metoda analizy opisana w zalaczniku VII jest stosowana
jako metoda referencyjna oznaczania zawartosci estru etylowego
kwasu beta-apo-8’ karotenowego w masle i koncentracie masta.

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

5. Uznaje sig, ze do koncentratu masta, masta i $mietanki zo-
staly dodane znaczniki zgodnie z odpowiednimi zasadami wspdl-
notowymi, jezeli otrzymane wyniki sa zgodne ze specyfikacjami
okreslonymi w pkt 10 i 11 zalacznika V oraz pkt 8 zalgczni-
kow VI, VII i VIIL

Artykut 6
Wykrywanie kazeiny mleka krowiego

1. Metoda referencyjna analizy opisana w zalaczniku IX jest
stosowana w celu zapewnienia, ze ser wyprodukowany wylacz-
nie z mleka owczego, mleka koziego lub mleka bawolego, lub
z mieszanin mleka owczego, koziego i bawolego, nie zawiera ka-
zeiny mleka krowiego.

Uznaje sig¢, Ze kazeina mleka krowiego jest obecna w produkcie,
jezeli jej zawarto$¢ w analizowanej prébce jest réwna zawartosci
w prébcee odniesienia zawierajacej 1 % mleka krowiego lub od
niej wigksza, jak okreslono w zalgczniku IX.

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

a) granica wykrywalno$ci wynosi nie wigcej niz 0,5 %; oraz

b) nie wystepuja falszywie pozytywne wyniki; oraz

¢) kazeina mleka krowiego jest wykrywalna, z wymagana czu-
toscia, réwniez po uplywie dlugich okreséw dojrzewania,
ktére moga wystapi¢ w zwyklych warunkach handlowych.

Jezeli ktérekolwiek ze wspomnianych powyzej wymagan nie jest
spelnione,  stosuje si¢ metod¢ referencyjng  opisang
w zalgczniku IX.

Artykut 7
Wykrywanie bakterii z grupy coli
Bakterie z grupy coli w masle, odttuszczonym mleku w proszku,

kazeinie i kazeinianach wykrywa si¢ przy uzyciu metody referen-
cyjnej opisanej w zalgczniku X.

Artykut 8

Oznaczanie zawarto$ci laktozy

Zawarto$¢ laktozy w produktach objetych kodem CN 2309 ozna-
cza sig przy uzyciu metody referencyjnej opisanej
w zalgczniku XI.

Artykut 9
Wykrywanie serwatki podpuszczkowej

1. Serwatke podpuszczkowa w  odttuszczonym mleku
w proszku przeznaczonym do skladowania w magazynach pan-
stwowych wykrywa si¢ przy uzyciu metody referencyjnej opisa-
nej w zalgczniku XIL

2. Serwatke podpuszczkowa w odtluszczonym mleku
w proszku i mieszankach przeznaczonych na pasze dla zwierzat
wykrywa si¢ przy uzyciu metody referencyjnej opisanej w zalacz-
niku XII. W przypadku wykrycia serwatki podpuszczkowej nale-
zy zastosowac zalgcznik XIIL

Artykut 10
Wykrywanie maslanki

Maslanke w odtluszczonym mleku w proszku wykrywa sie przy
uzyciu metody referencyjnej opisanej w zalaczniku XIV.

Artykut 11
Wykrywanie pozostalosci antybiotykéw
Pozostalosci antybiotykéw w odtluszczonym mleku w proszku

wykrywa sie przy uzyciu metody referencyjnej opisanej
w zalgczniku XV.
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Artykut 12

Ustalanie zawarto$ci odtluszczonego mleka w proszku

Zawarto$¢ odtluszczonego mleka w proszku w mieszankach pa-
szowych ustala si¢ przy uzyciu metody referencyjnej opisanej
w zalgczniku XVIL

Artykut 13
Wykrywanie skrobi

Skrobi¢ w odtluszczonym mleku w proszku, zdenaturowanym
mleku w proszku oraz w mieszankach paszowych wykrywa si¢
przy uzyciu metody referencyjnej opisanej w zalaczniku XVIL

Artykut 14

Ustalanie zawarto$ci wilgoci w $mietance w proszku

Zawarto$¢ wilgoci w $mietance w proszku ustala si¢ przy uzyciu
metody referencyjnej opisanej w zatgczniku XVIIL

Artykut 15

Ustalanie zawarto$ci wilgoci w kwasowej maslance
w proszku

Zawarto$¢ wilgoci w kwasowej maslance w proszku przeznaczo-
nej do wykorzystania w paszach ustala si¢ przy uzyciu metody re-
ferencyjnej opisanej w zataczniku XIX.

Artykut 16

Ustalanie czystosci thuszczu mlekowego

Czystos¢ tluszczu mlekowego ustala si¢ przy uzyciu metody re-
ferencyjnej opisanej w zalaczniku XX.

ROZDZIAL Il

PRZEPISY OGOLNE 1 KONCOWE

Artykut 17

Zapewnianie jakoS$ci

Analizy sg prowadzone w laboratoriach, w kt6rych istnieje sys-
tem zapewniania jako$ci analitycznej wlacznie z wewnetrznymi
procedurami kontroli jakosci. Laboratoria nieakredytowane
uczestnicza w programach badania bieglosci co najmniej raz
w roku, a ich wyniki nie odbiegajg od wartosci zgodnej o wigcej
niz 20y (odchylenie standardowe odtwarzalno$ci metody referen-
cyjnej). Szczegbétowy opis stosowanych systeméw jest dostepny
w laboratorium w celach konsultacji.

Laboratoria, ktore s3 akredytowane zgodnie z normami okreslo-
nymi w art. 12 rozporzadzenia (WE) nr 882/2004 Parlamentu
Europejskiego i Rady z dnia 29 kwietnia 2004 r. w sprawie kon-
troli urzedowych przeprowadzanych w celu sprawdzenia zgod-
nosci z prawem paszowym i zywno$ciowym oraz regutami
dotyczacymi zdrowia zwierzat i dobrostanu zwierzat (1), s3 zwol-
nione z obowigzku uczestniczenia w badaniu bieglosci.

Artykut 18

Pobieranie probek oraz spory dotyczace wynikéw analiz

1. Pobieranie probek przeprowadzane jest zgodnie z odpo-
wiednimi przepisami dotyczacym rozpatrywanego produktu. Je-
zeli nie przedstawiono zadnych przepiséw w odniesieniu do
pobierania prébek, stosuje si¢ przepisy zamieszczone w normie
ISO 707 | IDF 50, Mleko i przetwory mleczne — Wytyczne do
pobierania prébek.

2. Laboratoryjne sprawozdania na temat wynikéw analiz mu-
szg zawiera¢ informacje wystarczajace dla oceny wynikéw prze-
prowadzanej zgodnie z zalgcznikiem II i zalacznikiem XXI.

3. W celu wykonania analiz wymaganych zgodnie z zasadami
wspolnotowymi nalezy pobieraé dwie prébki.

4. W przypadku gdy wyniki analiz nie zostang zaakceptowa-
ne przez podmiot, stosuje si¢ procedur¢ okreslong
w zalgczniku XXIL

5. Jezeli w ciggu pieciu dni roboczych od momentu pobrania
probek producent moze udowodnié, ze procedura pobierania
probek nie zostala przeprowadzona prawidlowo, pobranie
probek nalezy w miarg mozliwosci powtdrzy¢. Jezeli pobranie
probek nie moze by¢ powtdrzone, partie towaru nalezy dopuscié.

Artykut 19
Okres przejSciowy

Oceny zgodnosci zgodnie z zalgcznikiem II do niniejszego roz-
porzadzenia dokonuje si¢ w terminie 12 miesigcy od jego wejscia
w zycie. Pafistwa cztonkowskie niezwlocznie informuja Komisje,
w razie koniecznosci, o wszelkich napotkanych w trakcie tego
okresu powaznych problemach w zwiazku z procedura kontroli
statystycznej.

Artykut 20
Uchylenia

Rozporzadzenie (WE) nr 2132001 zostaje uchylone.

Odestania do uchylonego rozporzadzenia traktuje si¢ jako ode-
stania do niniejszego rozporzadzenia i odczytuje si¢ je zgodnie
z tabelg korelacji w zalgczniku XXIIL

() Dz.U. L 165 z 30.4.2004, s. 1.
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Artykut 21
Wejscie w zycie

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie trzeciego dnia po jego opublikowaniu w Dzienniku Urzedowym Unii
Europejskiej.

Niniejsze rozporzadzenie stosuje si¢ od dnia 31 marca 2008 r.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w catosci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich pan-
stwach czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 5 marca 2008 r.

W imieniu Komisji
Mariann FISCHER BOEL
Czlonek Komisji



Indeks

ZALACZNIK i

(Artykul 1)

WYKAZ METOD REFERENCYJNYCH

Min. = minimalnie, Maks. = maksymalnie, zalacznik = zalacznik do przytoczonego rozporzadzenia, SNF = sucha masa beztluszczowa, LN = liczba nadtlenkowa, A = wyglad, F = smak, C = konsystencja, OLD = ogélna liczba drobno-
ustrojéw, Bakt. Term. = liczba bakterii termofilnych, MS = panstwo czlonkowskie, IDF = Miedzynarodowa Federacja Mleczarska, ISO = Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna, IUPAC = Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej i Sto-
sowanej, ADPI = Amerykanski Instytut Produktéw Mleczarskich, SCM = mleko zageszczone stodzone, EMC = zageszczone mleko lub $mietanka.

CZESC A

Rozporzadzenie Komisji

Produkt

Parametr

Warto$¢ graniczna (')

Metoda referencyjna

Uwagi

Rozporzadzenie (WE) nr 2771/1999 | Masto niesolone Thuszez Min. 82 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003
— Skladowanie w magazynach
panstwowych
Woda Do 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
SNF Do 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001

Kwasowos¢ thuszczu

1,2 mmol/100g tluszczu

ISO 1740:2004|IDF 6:2004

LN (maks.) 0,3 meq tlenu/1 000 g ISO 3976:2006|IDF 74:2006 Uwaga 1
tluszczu
Bakterie z grupy coli Niewykrywalne w 1 g Zalgcznik X Uwaga 3

Thuszcz niepochodzacy
z mleka

Niewykrywalny poprzez
analize triglicerydow

Zalacznik XX

Znaczniki sterolowe Niewykrywalne, Zakacznik VIII
beta-sitosterol < 40 mg/kg

Pozostate znaczniki

— wanilina Niewykrywalna Zalgcznik VI

— ester etylowy kwasu | < 6 mg/kg Zalgcznik VII
karotenowego

— triglicerydy kwasu Niewykrywalny Zalgcznik V
enantowego

Charakterystyka sensorycz- | Co najmniej 4 na 5 punk- | Zalgcznik iV

na

towdla A, FiC
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Rozporzadzenie Komisji

Produkt

Parametr

Warto$¢ graniczna (')

Metoda referencyjna

Uwagi

Dyspersja w wodzie

Co najmniej 4 punkty

ISO 7586:1985|IDF 112A:1989

Rozporzadzenie (WE) nr 2771/1999 | Maslo niesolone Thuszcz Min. 82 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003
— Prywatne skladowanie
Woda Do 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
SNF Do 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Rozporzadzenie (WE) nr 2771/1999 | Maslo solone Thuszez Min. 80 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003
— Prywatne skladowanie
Woda Do 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
SNF (z wyjatkiem soli) Do 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Sél Do 2 % m/m ISO 15648:2004|IDF 179:2004
Rozporzadzenie (WE) Masto niesolone Thuszez Min. 82 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003

nr 1898/2005, rozdziat il

Thuszcz niepochodzacy
z mleka

Zalgcznik XX

Woda Do 16 % m/m ISO 3727-1 2001|IDF 80-1:2001
SNF Do 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Znaczniki:
—  sterole Zob. zalacznik VIII Zalacznik VIII
—  wanilina Zob. zatgcznik VI Zalgcznik VI
— ester etylowy kwasu | Zob. zalgcznik VII Zakacznik VII
karotenowego
— triglicerydy kwasu Zob. zalacznik V Zalacznik V
enantowego
Rozporzadzenie (WE) nr 1898/2005, | Masto solone Thuszcz Min. 80 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003

rozdziat il

Thuszcz niepochodzacy
z mleka

Zalacznik XX

Woda Do 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
SNF (z wyjatkiem soli) Do 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Sl Do 2 % m/m ISO 15648:2004|IDF 179:2004
Znaczniki:

—  sterole Zob. zalacznik VIII Zalacznik VIII

—  wanilina Zob. zalgcznik VI Zalacznik VI

800C°¢°6¢C
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Rozporzadzenie Komisji Produkt Parametr Warto$¢ graniczna (1) Metoda referencyjna Uwagi
— ester etylowy kwasu | Zob. zakgeznik VII Zalgcznik VII
karotenowego
—  triglicerydy kwasu Zob. zalacznik V ZALACZNIK V
enantowego
Rozporzadzenie (WE) nr 1898/2005, | Koncentrat masta Thuszcz Min. 99,8 % m/m IDF 24:1964
rozdziat il
Woda i SNF Do 0,2 % m/m ISO 5536:2002|IDF 23:2002 (wilgod)

IDF 24:1964 (SNF)

Kwasowos¢ thuszczu

1,2 mmol/100g ttuszczu

ISO 1740:2004|IDF 6:2004

LN (maks.) 0,5 meq tlenu/1 000 g ISO 3976:2006|IDF 74:2006 Uwaga 1
tluszezu
Thuszcz niepochodzacy Brak Zalacznik XX
z mleka
Smak Czysty
Zapach Brak obcych zapachow
Inne Brak $rodkéw zobojetnia-
jacych, przeciwutleniaczy
i $srodkéw konserwuja-
cych
Znaczniki:
—  sterole Zob. zalacznik VIII Zalacznik VIII
—  wanilina Zob. zalacznik VI Zalacznik VI
—  ester etylowy kwasu | Zob. zakgeznik VII Zalacznik VII
karotenowego
—  triglicerydy kwasu Zob. zalacznik V Zakacznik V
enantowego
Rozporzadzenie (WE) nr 1898/2005, | Smietana Thuszcz Min. 35 % m/m ISO 2450:1999|IDF 16 C:1987
rozdziat il
Thuszcz niepochodzacy Zalacznik XX
z mleka
Znaczniki:
—  sterole Zob. zalacznik VIII Uwaga 2
—  wanilina Zob. zalycznik VI Zakacznik VI
— ester etylowy kwasu | Zob. zalgcznik VII Uwaga 2
karotenowego
— triglicerydy kwasu Zob. zalacznik V Zalacznik V
enantowego
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Rozporzadzenie Komisji Produkt Parametr Warto$¢ graniczna (') Metoda referencyjna Uwagi
Rozporzadzenie (WE) Koncentrat masta Thuszcz Min. 96 % m/m Uwaga 2
nr 1898/2005, rozdziat ill

Thuszcz niepochodzacy Zalacznik XX
z mleka
SNF Do 2 % m/m Uwaga 2
Znaczniki:
—  stigmasterol (95 % 15 g/100 kg koncentratu | Zalacznik VIII
m/m) masta
—  stigmasterol (85 % 17 g/100 kg koncentratu | Zatgcznik VIII
m/m) masta
—  triglicerydy kwasu 10,34 kg/t koncentratu | Zalacznik V
enantowego masla
— ester etylowy kwasu — ester etylowy kwasu mastowego Uwaga 2
mastowego i stigmas- —  stigmasterol: zalgcznik VIII
terol
— ester etylowy kwasu — ester etylowy kwasu mastowego Uwaga 2
mastowego i triglice- — triglicerydy kwasu enantowego: zalgcznik V
rydy kwasu enantowe-
go
lecytyna (E 322) Do 0,5 % m/m Uwaga 2
NaCl Do 0,75 % m/m ISO 15648:2004|IDF 179:2004
Kwasowos¢ thuszezu 1,2 mmol/100g tluszczu | ISO 1740:2004|IDF 6:2004
LN (maks.) Do 0,5 meq tlenu/1 000 g | ISO 3976:2006|IDF 74:2006 Uwaga 1
tluszczu
Smak Czysty
Zapach Brak obcych zapachow
Inne Brak Srodkéw zobojetnia-
jacych, przeciwutleniaczy
i srodkéw konserwuja-
cych
Rozporzadzenie (WE) nr 1898/2005, | Maslo niesolone Thuszez Min. 82 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003
rozdzial iV
Woda Do 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
SNF Do 2 % m/m 1SO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Rozporzadzenie (WE) nr 1898/2005, | Masto solone Thuszcz Min. 80 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003

rozdziat iV
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Rozporzgdzenie Komisji Produkt Parametr Warto$¢ graniczna (1) Metoda referencyjna Uwagi
Woda Do 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
SNF (z wyjatkiem soli) Do 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Sél Do 2 % m/m ISO 15648:2004|IDF 179:2004
Artykut 9 i tytut il Ser wytworzony z mleka Mleko krowie <1% m/m Zalacznik iX
rozporzadzenia (WE) nr 1255/1999 | owczego i/lub koziego
Rozporzadzenie (EWG) nr 2921/90 | Zalacznik i — Kazeina kwasowa | Woda Do 12,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Thuszez Do 1,75 % m/m ISO 5543:2004|IDF127:2004
Kwasowos¢ wolna Do 0,30 ml 0,1 N ISO 5547:1978|IDF 91:1979
roztworu NaOH/g
Rozporzgdzenie (EWG) nr 2921/90 | Zalacznik i — Kazeina Woda Do 12,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
podpuszczkowa
Thuszez Do 1,00 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Popiot Min. 7,50 % m/m ISO 5545:1978|IDF 90:1979
Rozporzadzenie (EWG) nr 2921/90 | Zalacznik i — Kazeiniany Woda Do 6,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Biatka mleka Min. 88,00 % m/m ISO 5549:1978|IDF 92:1979
Thuszez i popidt Do 6,00 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Popidl zwigzany ISO 5544:1978|IDF 89:1979
Popidt ISO 5545:1978|IDF 90:1979
Rozporzgdzenie (EWG) nr 2921/90 | Zalacznik il — Kazeina Woda Do 10,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
kwasowa
Thuszez Do 1,50 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Kwasowos¢ wolna Do 0,20 ml 0,1 N ISO 5547:1978|IDF 91:1979
roztworu NaOH/g
OLD (maks.) 30 000/g I1SO 4833:2003 Uwaga 3
Bakterie z grupy coli Brak wO0,1g Zalacznik X Uwaga 3
Bakt. Term. (maks.) 5000/g ISO 4833:2003 Uwaga 3 i 4
Rozporzadzenie (EWG) nr 2921/90 | Zalgcznik il — Kazeina Woda Do 8,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
podpuszczkowa
Thuszez Do 1,00 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Popidt Min. 7,50 % m/m ISO 5545:1978|IDF 90:1979
OLD (maks.) 30 000/g ISO 4833:2003 Uwaga 3
Bakterie z grupy coli Brak w0,1 g Zalacznik X Uwaga 3
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Rozporzadzenie Komisji Produkt Parametr Warto$¢ graniczna (') Metoda referencyjna Uwagi
Bakt. Term. (maks.) 5000/g ISO 4833:2003 Uwaga 31 4
Rozporzadzenie (EWG) nr 2921/90 | Zalacznik il — Kazeiniany Woda Do 6,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Biatka mleka Min. 88,00 % m/m ISO 5549:1978|IDF 92:1979
Thuszcz i popidt Do 6,00 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004
ISO 5544:1978|IDF 89:1979 lub
ISO 5545:1978|IDF 90:1979
OLD (maks.) 30 000/g ISO 4833:2003 Uwaga 3
Bakterie z grupy coli Brak w 0,1 g Zalgcznik X Uwaga 3
Bakt. Term. (maks.) 5000/g ISO 4833:2003 Uwaga 3 i 4
Rozporzadzenie (EWG) nr 2921/90 | Zalacznik ill — Kazeiniany Woda Do 6,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Biatka mleka Min. 85,00 % m/m ISO 5549:1978|IDF 92:1979
Thuszez Do 1,50 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Laktoza Do 1,00 % m/m ISO 5548:2004|IDF 106:2004
Popiél Do 6,50 % m/m ISO 5544:1978|IDF 89:1979 lub
ISO 5545:1978|IDF 90:1979
OLD (maks.) 30 000/g ISO 4833:2003 Uwaga 3
Bakterie z grupy coli Brak w 0,1 g Zalacznik X Uwaga 3
Bakt. Term. (maks.) 5000/g ISO 4833:2003 Uwaga 314
Rozporzadzenie (WE) nr 2799/1999 | Mieszanki paszowe i odttuszczo- | Woda (kwasowa maslanka | Do 5 % m/m Zalgcznik XIX
ne mleko w proszku (OMP) (do | w proszku)
stosowania w paszach)
Biatko 31,4 % m/m (min.) suchej | ISO 8968-1|2|3:2001IDF 20-1|2|3:2001
substancji bezttuszczowej
Woda (OMP) Do 5 % m/m ISO 5537:2004|IDF 26:2004
Thuszcze (OMP) Do 11 % m/m ISO 1736:2000|IDF 9C:1987
Serwatka podpuszczko- Brak Zalacznik XIII Uwaga 6
wa (OMP)
Skrobia (OMP) Brak Zalgcznik XVII

Woda (mieszanki)

Do 5 % m/m substancji
beztluszczowej

ISO 5537:2004|IDF 26:2004

Tluszcz (mieszanki)

Dyrektywa Komisji 84/4/EWG (Dz.U. L 15

2 18.1.1984, s. 29)
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Rozporzadzenie Komisji

Produkt

Parametr

Wartos$¢ graniczna (')

Metoda referencyjna

Uwagi

Serwatka

podpuszczkowa (mieszaniny

Brak

Zalgcznik XIII

Zawarto$s¢ OMP (w
produkcie koficowym)

Min. 50 % m/m

Zakgcznik XVI

Thuszcz (w Min. 2,5 % m/m Dyrektywa Komisji 84/4/EWG (Dz.U. L 15 Uwaga 7
produkcie koficowym) lub 5 % m/m z 18.1.1984, s. 29)
Skrobia (w Min. 2 % m/m Zakacznik XVII Uwaga 8
produkcie koficowym)
MiedZ (w 25 ppm Dyrektywa Komisji 78/633/EWG (Dz.U. L 206
produkcie koficowym) 2 26.7.1987, s. 43)
Rozporzadzenie (WE) nr 214/2001 | OMP (suszone rozpryskowo) Tluszcz Do 1,0 % m/m ISO 1736:2000|IDF 9C:1987
Biatko 31,4 % ()m/m (min.) ISO 8968-1/2:2001|IDF 20-1/2:2001
suchej substancji
beztluszczowej
Woda Do 3,5 % m/m ISO 5537:2004|IDF 26:2004
Kwasowos¢ Do 19,5 ml 0,1 N NaOH, | ISO 6091:1980|IDF 86:1981
10 g suchej masy
bezttuszczowej
Mleczany Do 150 mg/100 g suchej | ISO 8069:2005|IDF 69:2005
masy beztluszczowej
Fosfataza Negatywny ISO 11816-1:2006|IDF 155-1:2006
Wskaznik Do 0,5 ml w temp. 24 °C | ISO 8156:2005|IDF 129:2005
nierozpuszczalnosci
Czastki przypalone Krazek A lub B (15,0 mg) | ADPI (1990)
OLD 40 000/g ISO 4833:2003 Uwaga 3
Bakterie z grupy coli Negatywny/ 0,1 g Zalacznik X Uwaga 3
Maslanka Negatywny Zalacznik XIV
Serwatka podpuszczkowa | Negatywny Zakacznik XII
Serwatka kwasowa Negatywny Uwaga 2
Antybiotyki Zalacznik XV

(") Bez uszczerbku dla wymogéw zamieszczonych w okreslonym rozporzadzeniu.
(%) Z dniem 1 wrze$nia 2009 r. minimalna zawartos¢ biatka wynositaby 34 %.
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CZESC B

Metody referencyjne wymienione w czg¢sci B moga by¢ stosowane do analizowania produktéw objetych kazdym z rozporzadzeri wymienionych w kolumnie 1.

Rozporzadzenie Komisji Produkt Kod CN Parametr Warto$¢ graniczna Metoda referencyjna Uwagi
Rozporzadzenie (EWG) Mleko i $mietana niezagesz- 0401 Tluszez (< 6 % m/m) | Obowigzuja wartosci graniczne okreslone ISO 1211:2001|IDF 1D:1996
nr 2658/87 czone ani niezawierajace do- w opisie do kodu CN dla okreslonego pro-

Rozporzadzenie (WE) datku cukru lub innego duktu, dodatkowo wymienionego, gdzie sto-
nr 2535/2001 $rodka stodzacego sowne, w rozporzadzeniu Komisji (EWG)
Rozporzadzenie (WE) nr 3846/87 (Dz.U. L 366 z 24.12.1987,s. 1)
ar 113 3 2/2%200 6 cze$¢ 9 nomenklatury wywozowej lub
w rozporzadzeniu (WE) nr 2535/2001
(Dz.U. L 341 z 22.12.2001, s. 29)
Thuszez (> 6 % m/m) 1SO 2450:1999|IDF
16C:1987
Mleko i §mietana zageszczone 0402 Tluszcze (w posta- 1SO 1737:1999|IDF
lub zawierajace dodatek cu- ci plynnej) 13C:1987
kru albo innego $rodka sto-
dzgcego
Thuszcze (w postaci sta- ISO 1736:2000|IDF 9C:1987
tej)
Biatko 1SO 8968-1|2|3:2001|IDF
20-1|2|3:2001
Sacharoza (zawar- ISO 2911:2004|IDF 35:2004
to$¢ normalna)
Sacharoza (zawar- Uwaga 2
to$¢ niska)
Substancje stale (SCM) ISO 6734:1989|IDF 15B-
11991
Substancje state (EMC) ISO 6731:1989|IDF 21B-
11987
Woda (mleko w prosz- ISO 5537:2004|IDF 26:2004
ku)
Woda ($mietana Zalgcznik XVIII
w proszku)
Maslanka, sfermentowane lub 0403 Thuszcz ISO 1211:2001|IDF 1D:1996

zakwaszone mleko i $mieta-
na, zageszczone lub nieza-
geszczone, zawierajace
dodatek cukru lub innego
$rodka stodzacego

ISO 1736:2000|IDF 9C:1987
ISO 2450:1999|IDF

16 C:1987

ISO 7208:1999|IDF
22B:1987

ISO 8262-3:2005|IDF
124-3:2005
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Rozporzadzenie Komisji Produkt Kod CN Parametr Warto$¢ graniczna Metoda referencyjna Uwagi
Biatko ISO 8968-1|2|3:2001|IDF
20-1]2|3:2001
Sacharoza ISO 2911:2004|IDF 35:2004
(zawarto$¢ normalna)
Sacharoza Uwaga 2
(zawarto$¢ niska)
Woda (kwasowa Zalgcznik XIX
maslanka w proszku)
Woda (stodka ISO 5537:2004|IDF 26:2004
maslanka w proszku)
Substancje stale Metody zatwierdzone przez
(inne produkty) whasciwe wladze
Serwatka, zageszczona lub 0404 Thuszcz ISO 1736:2000|IDF 9C:1987
niezaggszczona albo 1SO 2450:1999|IDF
zawierajaca lub 16C:1987
niezawierajaca dodatku cukru 1SO 7208:1999|IDF
lub innego $rodka 22B:1987
stodzacego; produkty ’
sktadajace si¢ ze skladnikow
naturalnego mleka
Biatko ISO 8968-1]2]3:2001|IDF
20-1]2[3:2001
Sacharoza (zawar- ISO 2911:2004|IDF 35:2004
to$¢ normalna)
Sacharoza (zawar- Uwaga 2
to$¢ niska)
0404 90 Biatko ISO 8968 1/2 2001|IDF
20-1/2:2001
Woda IDF 21B:1987
Substancje state ISO 6734:1989|IDF
15B:1991
(Produkty zageszczone) ISO 6731:1989|IDF
21B:1987
Masto i pozostate thuszcze 0405 Thuszez (jezeli < 85 % ISO 17189:2003|IDF
otrzymane z mleka; produkty m/m) 194:2003
mleczarskie do smarowania
Masto Woda ISO 3727-1:2001|IDF
80-1:2001
SNF ISO 3727-2:2001|IDF

80-2:2001
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Rozporzadzenie Komisji Produkt Kod CN Parametr Warto$¢ graniczna Metoda referencyjna Uwagi
NaCl ISO 15648:2004|IDF
179:2004
Tluszez (jezeli > 99 % IDF 24:1964
m/m)
Bezwodny tluszcz mleczny Woda (jezeli thuszcze ISO 5536:2002|IDF 23:2002
<99 % m/m)
Ser i twardg 0406 Thuszcz ISO 1735:2004|IDF 5:2004
Substancje stale ISO 5534:2004|IDF 4:2004
Substancje ISO 2920:2004|IDF 58:2004
state (Ricotta)
NaCl ISO 5943:2006|IDF 88:2006
Laktoza I1SO 5765-1/2:2002|IDF
79-1/2:2002
Rozporzadzenie (EWG) Mieszanki paszowe 2309 Laktoza Zalgcznik XI

nr 2658/87.

Uwagi do wykazu metod referencyjnych Unii Europejskiej

Uwaga 1: Oddzielenie tluszczu mlecznego zgodnie z opisem zawartym w iSO 1740:1991 (ochrona przed $wiatlem).

Uwaga 2: Nie okreslono metody referencyjnej. Metody zatwierdzone przez wiasciwe wladze.
Uwaga 3: Probke nalezy przygotowa¢ zgodnie z norma ISO 8261:2001|IDF 122:2001.
Uwaga 4: Inkubacja w ciagu 48 godzin w temp. 55 °C, nalezy podja¢ dzialania w celu zapobiezenia wysuszeniu podtoza hodowli.

Uwaga 5: % m/m SNF = % m/m substancji stalych — % m/m tluszczu.

Uwaga 6: Dyrektywa Komisji 84/4/EWG.
Uwaga 7: Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 2799/1999 (Dz.U. L 340 z 31.12.1999, s. 3-27).
Uwaga 8: Dyrektywa Komisji 78/633/EWG.
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1.

ZALACZNIK 11
(Artykul 3)

OCENA ZGODNOSCI PARTII TOWARU Z PRAWNIE OBOWIAZU]ACAWARTOSCIA GRANICZNA

ZASADA

W przypadkach gdy w odno$nym prawodawstwie podane sg szczegdtowe procedury dotyczace pobierania prébek, pro-
cedur tych nalezy przestrzegaé. We wszystkich pozostatych przypadkach wykorzystuje si¢ probke sposrdd co naj-
mniej 3 probek pobranych wyrywkowo z partii towaru przedtozonej do kontroli. Dopuszcza si¢ przygotowanie probki
ztozonej. Otrzymany wynik jest poréwnywany z prawnie obowigzujacymi warto$ciami granicznymi poprzez oblicze-
nie przedziatu ufnosci wynoszacego 95 % jako podwéjnego odchylenia standardowego, przy czym odno$ne odchylenie
standardowe zalezy od tego, czy 1) metoda jest zwalidowana w drodze wspétpracy migdzynarodowej z uwzglednie-
niem wartosci or i oy, lub 2) w przypadku walidacji wewngtrznej, czy obliczono odtwarzalno$¢ wewnetrzng. Wspo-
mniany przedzial ufnosci bedzie wéwczas réwny niepewnosci pomiaru danego wyniku.

. METODA JEST ZWALIDOWANA W DRODZE WSPOLPRACY MIEDZYNARODOWE]

W tym przypadku odchylenie standardowe powtarzalnosci or oraz odchylenie standardowe odtwarzalno$ci oy zostaly
okreslone, a laboratorium jest w stanie wykazac zgodno$¢ z cechami wydajnosci zwalidowanej metody.

Nalezy obliczy¢ $rednig arytmetyczng X liczby n powtdérzonych pomiaréw.

Nalezy obliczy¢ niepewno$¢ rozszerzong (k = 2) dla X ze wzoru

n-1
U= 2'\/0]2{——@2
n

Jezeli wynik koricowy x pomiaru jest obliczany przy uzyciu wzoru w postaci x =y, +y,, X =y; =¥, X =y;. ¥, lub x =
¥1 | y,, w takich przypadkach nalezy przestrzega¢ normalnych procedur faczenia odchylen standardowych.

Partia towaru jest uznana za niezgodng z gérng prawnie obowiazujaca wartoscia graniczng UL, jezeli
x-U > UL;

W przeciwnym razie jest ona uznana za zgodng z UL.

Partia towaru jest uznana za niezgodna z dolng prawnie obowigzujaca wartoscig graniczng LL, jezeli
x+U<LL

W przeciwnym razie jest ona uznana za zgodng z LL.

. WALIDACJA WEWNETRZNA UWZGLEDNIAJACA OBLICZENIE WEWNETRZNEGO ODCHYLENIA STANDARDO-

WEGO ODTWARZALNOSCI

W przypadkach gdy stosowane sa metody nieokreslone w niniejszym rozporzadzeniu, a miary precyzji nie zostaly usta-
nowione, nalezy przeprowadzi¢ walidacj¢ wewnetrzng. We wzorach na obliczenie niepewnosci rozszerzonej U niezbed-
ne jest zastosowanie wewnetrznego odchylenia standardowego powtarzalnosci s;, oraz wewngtrznego odchylenia
standardowego odtwarzalnosci sz zamiast, odpowiednio, o, i 0.

Zasady podejmowania decyzji okresla pkt 1. Jezeli jednak partia towaru zostanie uznana za niezgodng z prawnie obo-
wiazujgcg warto$cig graniczng, pomiary nalezy powtorzy¢ przy uzyciu metody okreslonej w niniejszym rozporzadze-
niu oraz w oparciu o decyzj¢ podjeta zgodnie z pkt 1.
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ZALACZNIK 1II

(Artykut 4)

OCENA 0SOB OCENIAJACYCH I WIARYGODNOSC WYNIKOW ANALIZ SENSORYCZNYCH

Jezeli wykorzystywane s3 metody oceny punktowej (norma IDF 99C:1997), stosuje si¢ ponizsze procedury.

A. OKRESLENIE ,WSKAZNIKA POWTARZALNOSCI”

Co najmniej dziesie¢ probek zostanie poddanych analizie jako $lepe duplikaty przez osobg oceniajacg w okresie 12 mie-
siecy. Zazwyczaj bedzie si¢ to odbywaé w czasie kilku sesji. Wyniki dla poszczeg6lnych cech produktu sg oceniane
Z zastosowaniem ponizszego wzoru:

gdzie:

wy wskaznik powtarzalnosci,

x;;: wynik (liczba punktéw) pierwszej oceny probki x;,
X;,: wynik (liczba punktéw) drugiej oceny prébki x;,
n:  liczba probek,

Oceniane prébki powinny odzwierciedlal szeroki zakres jakosci. Warto$¢ w; nie powinna przekroczy¢ 1,5 (w
skali pigciopunktowej).

B. OKRESLENIE ,WSKAZNIKA ODCHYLEN"

Wskaznik ten powinien by¢ wykorzystywany w celu sprawdzenia, czy osoba oceniajaca wykorzystuje dla oceny jakosci
te samg skalg, co doswiadczona grupa os6b oceniajacych. Punkty otrzymane przez osobg oceniajacg s3 poréwnywane
ze $rednig punktéw otrzymanych przez grupe oséb oceniajgcych.

Do oceny wynikéw ma zastosowanie ponizszy wzor:

gdzie:

X;1; Xt zob. czgS¢ A)

X, X, Sredni wynik grupy oséb oceniajacych, odpowiednio w pierwszej i drugiej ocenie probki x;,

n: liczba prébek (co najmniej dziesie¢ na 12 miesigcy).

Oceniane prébki powinny odzwierciedlaé szeroki zakres jako$ci. Warto$¢ D, nie powinna przekroczy¢ 1,5 (w
skali pieciopunktowe;j).

Pafistwa cztonkowskie sg zobowiazane do powiadamiania Komisji o wszelkich trudno$ciach napotkanych podczas sto-
sowania niniejszej procedury.

Jezeli stwierdzi sig, ze poszczegblne osoby oceniajace przekroczyly warto$¢ graniczng wynoszaca 1,5 dla wskaznikow
odchylen lub powtarzalnosci, ekspert (eksperci) ze strony wlasciwych wladz zobowigzany jest (zobowigzani sg) do prze-
prowadzenia przynajmniej jednej wyrywkowej ,ponownej kontroli” wydajnosci na probkach ocenionych przez te oso-
by w ciagu ostatnich kilku tygodni, lub do przeprowadzenia przynajmniej jednej ,potaczonej” kontroli z udzialem tych
0s6b oceniajgcych. Do podjecia decyzji co do dalszego korzystania z ustug tych oséb niezbedny jest $cisty monitoring.
Ustalenia nalezy dokumentowac¢ i zachowa¢ jako dowdd dziatan nastgpczych.
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(@] PORC’)WN{\NIE WYNIKOW OTRZYMANYCH W ROZNYCH REGIONACH PANSTWA CZLONKOWSKIE-
GO I' W ROZNYCH PANSTWACH CZLONKOWSKICH

Gdzie stosowne, badanie nalezy zorganizowac co najmniej raz w roku w celu poréwnania wynikéw otrzymanych przez
osoby oceniajace w roznych regionach. Jezeli stwierdza si¢ wystgpowanie znacznych réznic, powinny zostaé podjete
konieczne kroki w celu zidentyfikowania przyczyn oraz uzyskania poréwnywalnych wynikéw.

Pafistwa czlonkowskie moga organizowa¢ badania w celu poréwnania wynikéw otrzymanych przez ich wlasne osoby
oceniajgce oraz osoby oceniajace z sasiednich panstw cztonkowskich. Znaczace réznice powinny prowadzi¢ do pogle-
bionego badania w celu uzyskania poréwnywalnych wynikow.

Panistwa czlonkowskie powinny powiadomi¢ Komisje o wynikach tych poréwnan.
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4.1.

ZALACZNIK IV
(Artykul 4)

SENSORYCZNA OCENA MASLA

ZAKRES

Celem niniejszej procedury w zakresie sensorycznej oceny masta jest ustalenie jednolitej metody stosowanej we wszyst-
kich panstwach cztonkowskich.

W celu uzyskania dalszych szczegétéw zob. norma miedzynarodowa IDF dla mleka i przetworéw mlecznych, IDF 99
— czgdci 1, 2, 3, dotyczace oceny sensoryczne;.

DEFINICJE
,Ocena sensoryczna” oznacza badanie wlasciwosci produktu za pomocg narzadéw zmyshu.

,Zespol oceniajacy” oznacza grupe wybranych oséb oceniajacych, ktére podczas przeprowadzania oceny nie maja
mozliwosci komunikowania si¢ miedzy sobg oraz nie maja mozliwo$ci wywierania wplywu jedna na druga.

,Osoba oceniajaca” jest okreslona jako osoba wybrana z powodu jej predyspozycji do przeprowadzenia badania senso-
rycznego. Osoba oceniajaca tego rodzaju moze mie¢ ograniczone do§wiadczenie.

,Biegla osoba oceniajaca” jest okreslona jako osoba o wysokiej wrazliwosci sensorycznej oraz doswiadczeniu w za-
kresie metodologii sensorycznej, ktdra jest w stanie dokonac spéjnej i wiarygodnej oceny sensorycznej rozmaitych pro-

duktow. Osoba oceniajgca tego rodzaju musi by¢ obdarzona dobra dlugoterminowsa pamiecia sensoryczng.

,Ocena punktowa” oznacza sensoryczng ocene przeprowadzang przez zespot oceniajacy, przy uzyciu skali numerycz-
nej. Nalezy stosowaé nomenklature dotyczaca wad.

,Stopniowanie” oznacza klasyfikacje jakosciows, przeprowadzang w oparciu o oceng punktows.

,Dokumenty kontroli": dokumenty uzywane do rejestrowania indywidualnych punktacji dla kazdej cechy oraz kon-
cowej klasy produktu. (Dokument ten moze zosta¢ réwniez wykorzystany do rejestrowania sktadu chemicznego).

PRACOWNIA ANALIZY SENSORYCZNE]
W celu uzyskania dalszych szczegdléw zob. ISO 8589 i ISO/DIS 22935-2 | IDF 99-2 ust. 7.

Nalezy podja¢ srodki ostroznosci, aby osoby oceniajgce znajdujace si¢ w pracowni analizy sensorycznej nie byly pod-
dawane oddzialywaniu czynnikéw zewnetrznych.

Pracownia analizy sensorycznej musi by¢ wolna od obcych zapachéw i fatwa do utrzymania w czystosci. Sciany mu-
sza by¢ w jasnym kolorze i nie moga odbija Swiatla.

Pracownia analizy sensorycznej oraz jej o$wietlenie nie moga wywieral wplywu na wiasciwosci ocenianych
produktéw.

Pomieszczenie musi by¢ kontrolowane termostatycznie, aby umozliwi¢ utrzymywanie stalej temperatury masta. Ma-
sto w czasie stopniowania powinno mie¢ temp. 12 °C (£ 2 °C).

WYBOR OSOB OCENIAJACYCH

Osoba oceniajaca musi mie¢ dobra znajomos¢ produktéw z masta oraz posiadaé kwalifikacje do przeprowadzenia
stopniowania sensorycznego. Jej kwalifikacje powinny by¢ regularnie kontrolowane (co najmniej raz w roku) przez
wlasciwe wladze.

Aby zapozna¢ si¢ ze szczegdtami dotyczacymi ogdlnych wymogdw i badan przesiewowych, ktére mozna stosowac
przed oficjalnym korzystaniem z ustug nowej osoby oceniajacej, nalezy zapozna¢ si¢ z normg ISO/DIS 22935-1 |
IDF 99-1 ust. 4 (rekrutacja) i ust. 5.1

Niezbedne jest, aby szkolenie bylo ciagle, a sesje ogélne odbywaly si¢ regularnie. W sprawie informacji dotyczacych
szkolenia zespolu oceniajacego, zob. ISO 8586-1.

4.2. Szkolenie wstgpne powinno obejmowaé nastepujace zagadnienia:

— ogdlna teoria oraz praktyczne znaczenie oceny sensorycznej,
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— metody, skale i opis wrazen sensorycznych,
—  wykrywanie i rozpoznawanie cech sensorycznych oraz okre$lona terminologia sensoryczna,
— podstawowe szkolenie w zakresie produkcji masta,

— zwalidowane materialy referencyjne i probki, majace za zadanie pomodc osobie oceniajacej zidentyfikowanie okre-
Slonych smakéw i intensywnosci smaku danego produktu.

WYMOGI DOTYCZACE ZESPOLU OCENIAJACEGO

Liczba 0s6b oceniajacych w zespole powinna by¢ nieparzysta i wynosic co najmniej trzy osoby. Wigkszo$¢ z nich mu-
sza stanowi¢ pracownicy zatrudnieni przez wlasciwe wladze badZ upowaznione osoby niezatrudnione w branzy
mleczarskiej.

Kierownik zespotu oceniajacego jest odpowiedzialny za cala procedure i moze bra¢ udzial w pracach zespotu.

Aby zapewnic jak najlepsze wykonanie zadania przez uczestnikéw oceny, przed jej podjeciem nalezy uwzglednic sze-
reg czynnikow:

—  uczestnicy nie mogg cierpie¢ na zadng chorobe, ktéra moglaby wplyna¢ na ich sprawnos$¢. W razie wystapienia
takiego przypadku dana osoba oceniajaca powinna zosta¢ zastapiona w zespole przez inng osobe,

— uczestnicy musza punktualnie przystapi¢ do oceny i upewnic si¢, ze majg wystarczajaco duzo czasu na jej
wykonanie,

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

— uczestnicy nie mogg pali¢ ani je$¢, nie moga rowniez pi¢ niczego poza wodg na p6t godziny przed rozpoczeciem
oceny.

PRZEPROWADZENIE OCENY

Wszystkie osoby oceniajace powinny uczestniczy¢ w regularnych pracach zespolu oceniajacego w celu utrzymania
kwalifikacji. Czgstotliwo$¢ bedzie uzalezniona od ilosci masta oraz wydajnosci; tam gdzie jest to mozliwe, w miesiacu
powinna odbywac si¢ co najmniej jedna sesja zespolu oceniajacego.

Wysokie rangg osoby oceniajgce powinny bra¢ udzial w kilku sesjach zespoléw oceniajacych w ciggu roku i, jezeli
istnieje taka mozliwo$¢, co najmniej raz na kwartal.

POBIERANIE PROBEK ORAZ PRZYGOTOWANIE PROBKI

Niezbedne jest, aby tozsamo$¢ prébek byla ukryta podczas przeprowadzania oceny, aby unikna¢ wszelkiego poten-
cjalnego wplywu na wyniki badania. Probki powinny by¢ kodowane.

Nalezy to zorganizowal przed przystapieniem do oceny. Wymagane jest aby temperatura masta podczas transportu
do pracowni analizy sensorycznej byla stabilna (6 °C * 2 °C).

W przypadku gdy ocena sensoryczna przeprowadzana jest w chlodni skladowej, probke pobiera si¢ za pomocg prob-
nika do masta. Jezeli ocena sensoryczna przeprowadzana jest w miejscu innym niz chtodnia sktadowa, nalezy pobra¢
probke o masie co najmniej 500 g. W trakcie oceny masto powinno mie¢ temp. 12 °C (¢ 2 °C) (uwaga: w normie
ISO/DIS 22935-2 | IDF 99-2 temperatura wymagana do oceny masla wynosi 14 °C * 2 °C). Za wszelka cen¢ nalezy
unika¢ duzych odchyleri od tych wartosci temperatury.

OCENA WARTOSCI DLA KAZDEJ CECHY
Przy ocenie sensorycznej nalezy uwzglednic trzy cechy: wyglad, konsystencj¢ oraz smak.

,Wyglad” wiaze si¢ z nastgpujacymi cechami: kolor, widoczna czystos¢, brak zanieczyszczen fizycznych, brak porostu
plesni oraz jednolita dyspersja w wodzie. Dyspersj¢ w wodzie bada si¢ zgodnie z norma IDF 112A/1989.

,Konsystencja” wiaze si¢ z nastgpujacymi cechami: zwarto$¢, struktura oraz twardo$¢. Smarownos$¢ moze by¢ moni-
torowana przy uzyciu Srodkéw fizycznych, gdyby takie byto Zyczenie ktoregokolwick z panistw cztonkowskich w ce-
lu zaspokojenia wymagan klientéw. Komisja moze podjaé w przysztosci decyzj¢ w sprawie ujednolicenia metodologii.
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8.2.

8.3.

8.4.

10.

11.

»Zwarto$¢” to termin odnoszacy si¢ do spoistosci produktu w czasie jego spozywania. Ma ona zazwyczaj zwigzek
z twardoScig i smarownoscia, powinna tez by¢ jednolita w obrebie calej porcji produktu. Cecha ta ma Scisty zwiazek
ze strukturg i stanowi zdolno$¢ produktu do utrzymania si¢ pod wlasnym cigzarem. Zwarto$¢ wykazywana jest jako
op6r stawiany podczas krojenia produktu i moze by¢ zmierzona mechanicznie, jak rowniez za posrednictwem
ust i palcow.

,Smak” jest cechg charakterystyczna odczuwang w ustach, przede wszystkim za posrednictwem kubkéw smakowych
jezyka.

~Aromat” jest cechg charakterystyczng odczuwang za posrednictwem nosa i zmystu wechu.

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

Jezeli temperatura jest poza zalecanym zakresem, stopniowanie masta nalezy przelozy¢ na inny termin.

Sensoryczna ocena kazdej cechy musi by¢ przeprowadzona oddzielnie. Ocena punktowa musi by¢ dokonana zgodnie
z tabelg 1.

Dla celu osiagnigcia jednolito$ci w ocenie punktowej moze by¢ wskazane, aby osoby oceniajace, przed rozpoczeciem
przeprowadzania oceny, wspélnie przyznaly punkty dla jednej lub wigkszej ilosci probek odniesienia za ich wyglad,
konsystencje i smak.

Ocena punktowa dopuszczalnosci przedstawia sieg, jak nastepuje:

Zob. czgs¢ 7 — Nomenklatura oraz opis kryteriow odnoszacych si¢ do punktéw w czasie dokonywania oceny
punktowej.

Ocena maksymalna Ocena wymagana
Wyglad 5 4
Konsystencja 5 4
Smak/aromat 5 4

— W przypadku gdy nie zostaje uzyskana wymagana liczba punktéw, nalezy koniecznie poda¢ opis wady.

— Liczba punktéw przyznanych przez kazda z oséb oceniajacych dla kazdej cechy musi zostaé zarejestrowana
w dokumencie kontroli.

—  Produkt zostaje dopuszczony badZ odrzucony w oparciu o decyzje wigkszosci.
—  Przypadki, w ktérych réznice migdzy indywidualna oceng punktowa dla kazdej cechy sa wigksze niz wartosci

mieszczace si¢ migdzy sasiednimi punktami, nie powinny wystepowac czgsto (nie czgéciej niz raz na 20 probek).
W przeciwnym przypadku kierownik zespolu oceniajacego powinien sprawdzi¢ kompetencje danego zespotu.

NADZOR

Kierownik zespotu oceniajgcego, ktéry musi by¢ pracownikiem wiasciwych whadz i moze by¢ czlonkiem zespotu, jest
zobowigzany do ponoszenia ogélnej odpowiedzialnosci za calg procedure. Musi on rejestrowaé indywidualnie przy-
znane wyniki dla kazdej cechy w dokumencie kontrolnym oraz uwierzytelnia dopuszczenie badz odrzucenie
produktu.

NOMENKLATURA

Zob. dotaczona tabela 2.

ODNIESIENIE

FIL-IDF 99C:1997 Sensoryczna ocena produktow mleczarskich w drodze oceny punktowej — Metoda referencyjna

ISO/DIS 22935 | IDF 99 Miedzynarodowa norma dla mleka i przetworéw mlecznych — Analiza sensoryczna —
Czedci 1-3

ISO 8586-1 Analiza sensoryczna — Ogélne wytyczne wyboru, szkolenia i monitorowania oceniajacych — Czgs$¢ 1
ISO 8589 Analiza sensoryczna — Ogélne wytyczne dotyczace projektowania pracowni analizy sensorycznej

FIL-IDF 112A:1989 Masto — Oznaczanie wartosci dyspersji w wodzie
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Tabela 1
Punktowa ocena masta
Wyglad Konsystencja Smak i aromat
Punkty Punkty
Punkty Nr (1) Uwagi (klasa Nr (1) Uwagi (klasa Nr (1) Uwagi
jakosci) jakosci)
5 Bardzo dobry 5 Bardzo dobra 5 Bardzo dobry
idealny rodzaj idealny rodzaj idealny rodzaj
najwyzsza jako$¢ najwyzsza jakos¢ najwyzsza jako$¢
(rbwnomiernie suche) (dobrze smarowne) (absolutnie czysty, najlep-
szy aromat)
4 Dobry (2) 4 Dobra (?) 4 Dobry (2)
bez wyraznych wad 17 twarde bez wyraznych wad
18 migkkie
3 Odpowiedni (niewielkie wa- 3 Odpowiednia (niewielkie wa- 3 Odpowiedni (niewielkie wady)
dy) dy) 21 nieczysty
1 luzne (niezwigzane), wil- 14 kruch.e, famliwe, rozpada- 22 obcy smak
gotne jace sie 25 kwadny
2 niejednorodne, dwukolo- 15 clastowate, ciggngce si, 27 smak gotowania, smak spa-
rowe maziste lenizny
3 smugowate 16 lepkie 33 smak paszy
4 nakrapiane, marmurkowe 17 twarde 34 niedelikatny, gorzki
5 plamiste 18 migkkie 35 nadmiernie stony
6 oddzielony olej
7 przebarwione
8 staba, luzna struktura
2 Zly (wyrazne wady) 2 Zta (wyrazne wady) 2 Zly (wyrazne wady)
1 luzne (niezwigzane), wil- 14 kruche, famliwe, rozpada- 21 nieczysty
gotne jace si¢ 22 obcy smak
3 smugowate 15 ciastgwate, ciggnace sie, 23 zatgchly
4 nakrapiane, marmurkowe maziste 25 | kwasny
5 plamiste 16 Klejace sie 32 posmak utlenienia, smak
6 oddzielony olej 17 twarde metaliczny
10 zanieczyszczenia 18 migkkie 33 smak paszy
11 zaple$niate 34 niedelikatny, gorzki
12 nierozpuszczona sol 35 nadmiernie stony
36 zatechly, zgnily
38 smak chemikaliéw
1 Bardzo zby (mocne wady) 1 Bardzo zta (mocne wady) 1 Bardzo zby (mocne wady)
1 luzne (niezwiazane), wil- 14 kruche, famliwe, rozpada- 22 obcy smak
gotne jace sig 24 smak serowy, sera twarogo-
3 smugowate 15 ciastowate, ciggnace sie, wego
4 nakrapiane, marmurkowe 16 maziste 25 kwasny
5 plamiste lepkie 26 drozdzowy
6 oddzielony olej 17 twarde 28 smak plesni
7 przebarwione 18 mickkie 29 zjelczaly
9 granulowate 30 oleisty, rybi
10 zanieczyszczenia 31 tojowaty
11 zaplesniale 32 posmak utlenienia, smak
12 nierozpuszczona sol metaliczny
34 niedelikatny, gorzki
35 nadmiernie stony
36 zatgchly, zgnily
37 stodowy
38 smak chemikaliéw

(') Tabela 2.

() Wady wymienione pod oceng ,dobra” stanowig jedynie bardzo drobne odchylenia od idealnego rodzaju.
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Tabela 2

Wykaz wad masta

I. Wyglad
1. luZne (niezwiazane), wilgotne
2. niejednorodne, dwukolorowe
3. smugowate
4. nakrapiane, marmurkowe
5. plamiste
6. oddzielony olej
7. przebarwione
8. shabe (luzna struktura)
9. granulowane
10. zanieczyszczenia
11. zaple$niate
12. nierozpuszczona sol
II. Konsystencja
14. kruche, famliwe, rozpadajace si¢
15. ciastowate, ciggngce si¢, maziste
16. lepkie
17. twarde
18. miekkie
[II. Smak i aromat
20. bez smaku
21. nieczysty (1)
22. obcy smak
23. zatechly
24. smak serowy, sera twarogowego
25. kwasny
26. drozdzowy
27. a) smak gotowania

b) smak spalenizny

28.

smak plesni

29.

zjelczaly

30.

oleisty, rybi

31.

lojowaty

32.

a) posmak utlenienia

b) smak metaliczny

33.

smak paszy

34.

niedelikatny, gorzki

35.

nadmiernie stony

36.

zatechly, zgnily

37.

stodowy

38.

smak chemikaliow

Okreslenie to powinno by¢ wykorzystywane jak najrzadziej i wylacznie wowczas, gdy wada nie moze by¢ do-

kladniej opisana.
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ZALACZNIK V

(Artykul 5)

OZNACZANIE ZAWARTOSCI TRIGLICERYDOW KWASU ENANTOWEGO W MASLE, BEZWODNYM

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

TLUSZCZU MLECZNYM I SMIETANIE W DRODZE GAZOWO-CHROMATOGRAFICZNE] ANALIZY

TRIGLICERYDOW

ZAKRES

Niniejsza metoda okresla metode oznaczania zawartosci triglicerydéw kwasu enantowego w bezwodnym thusz-
czu mlecznym, masle i Smietanie.

POJECIA I DEFINICJA

Zawarto$¢ kwasu enantowego: zawarto$¢ triglicerydéw kwasu enantowego okreslona w drodze procedury
wyszczeg6lnionej w niniejszej metodzie.

Uwaga: Zawarto$¢ kwasu enantowego wyrazona jest w kg na tone produktu w przypadku bezwodnego tluszczu
mlecznego i masta, natomiast w przypadku $mietany wyrazona jest w kg na tong thuszczu mlecznego.

ZASADA

Thuszez mleczny ekstrahuje si¢ z réznych produktéw zgodnie z norma ISO 14156 | IDF 172:2001. Oznaczanie
iloSciowe zawartosci triglicerydéw kwasu enantowego w wyekstrahowanym tluszczu przeprowadza si¢ w drodze
chromatografii gazowej (GC) na kolumnach kapilarnych. Wynik otrzymany dla danej probki jest poddawany oce-
nie poprzez odniesienie do triglicerydéw kwasu kapronowego jako wzorca wewngtrznego.

Uwaga: Stwierdzono, Ze tributyryna réwniez stanowi zadowalajacy wzorzec wewnetrzny.
ODCZYNNIKI

Nalezy uzywac wylgcznie odczynnikow o uznanej klasie analitycznej.

n-heksan

Wzorcowe triglicerydy kwasu kapronowego o czystosci co najmniej 99 %

Wzorcowe triglicerydy kwasu enantowego o czystosci co najmniej 99 %

Bezwodny siarczan sodu (Na,SO,).

APARATURA

Typowe wyposazenie laboratoryjne, w szczegdlnoci:

Waga analityczna o dokladnosci do 1 mg

Kolby miarowe poj. 10 ml i 20 ml

Probowki wiréwkowe poj. 30 ml

Wyparka obrotowa

Piec umozliwiajacy utrzymanie temp. 50 °C £ 5 °C

Saczki papierowe o Sredniej porowatosci, o $rednicy ok. 15 cm
Sprzet do chromatografii gazowej

Chromatograf gazowy wyposazony w dozownik z podzialem/bez podziatu strumienia (ang. split/splitless) lub nako-
lumnowy (ang. on-column) oraz detektor plomieniowo-jonizacyjny (FID)
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5.7.2.

5.7.2.1.

5.7.2.2.

5.8.

7.1.

Kolumna do GC z fazg stacjonarna, ktérg z powodzeniem uzyto do rozdzielenia triglicerydéw (100 % dimetylo-
polisiloksanu lub 5 % fenylu-95 % metylopolisiloksanu). Wybra¢ faze stacjonarng, dtugo$¢ kolumny (4-15 m),
$rednicg wewnetrzng (0,22-0,50 mm) oraz grubo$¢ warstwy (0,12 pm lub grubsza), biorac pod uwage doswiad-
czenie w pracy laboratoryjnej oraz zastosowany system wprowadzania. W kazdym przypadku wybrana kolumna
powinna prowadzi¢ zaréwno do uzyskania calkowitego oddzielenia piku rozpuszczalnika od piku triglicerydow
kwasu kapronowego, jak i umozliwi¢ rozréznienie na linii podstawowej pikow triglicerydow kwasu kapronowe-
go i enantowego. Przyklady stosownych warunkéw zamieszczono ponize;j.

Przyktad stosownych warunkéw z wykorzystaniem dozownika z podziatem strumienia:
— gaz nosny: hel
—  ci$nienie w glowicy kolumny: 100 KPa

—  kolumna: kolumna ze stopionej krzemionki o dlugosci 12 m, Srednicy wewnetrznej 0,5 mm i grubosci
warstwy 0,1 pm

—  faza stacjonarna: 100 % dimetylopolisiloksanu lub 5 % fenylu-95 % dimetylopolisiloksanu (np. HT5)

— temperatura kolumny: temperatura poczgtkowa 130 °C, utrzymana przez 1 minutg, podwyzszana stopnio-
wo 0 20 °C/min. do 260 °C, a nastgpnie podwyzszana stopniowo o 30 °C/min. do 360 °C; utrzyma¢
przez 10 minut w temp. 360 °C

— temperatura detektora: 370 °C

— temperatura dozownika: 350 °C

— stosunek podzialu 1:30

— ilo$¢ wprowadzonej probki: 1 pl.

Przyktad stosownych warunkéw z wykorzystaniem dozownika nakolumnowego:
— gaz noény: wodér (system utrzymujacy staly przeplyw gazu)

—  ci$nienie w glowicy kolumny: 89 kPa

—  kolumna: kolumna ze stopionej krzemionki o dlugosci 4 m, $rednicy wewnetrznej 0,32 mm i grubosci
warstwy 0,25 pm

— faza stacjonarna: 5 % fenylu, 95 % dimetylopolisiloksanu

— temperatura kolumny: temperatura poczatkowa 60 °C, utrzymana przez 2 minuty, podwyzszana stopniowo
0 35 °C/min. do 340 °C, utrzymana w tej temperaturze przez 5 minut

— temperatura detektora: 350 °C
— ilo§¢ wprowadzonej prébki: 1 ul

Strzykawka wprowadzajaca poj. 5 pl.

POBIERANIE PROBEK

Istotne jest, aby laboratorium otrzymalo probke, ktéra jest rzeczywiscie reprezentatywna i nie ulegta uszkodzeniu
ani nie zmienila wlasciwosci w czasie transportu lub przechowywania.

Pobieranie prébek nie jest czescig metody okreslonej w niniejszej normie miedzynarodowej. Zalecana metoda po-
bierania prébek przedstawiona jest w IDF: norma 50C:1995 lub ISO 707-1997 — Mleko i przetwory mleczne —
Metody pobierania probek.

PROCEDURA
Przygotowanie prébki do badan i porcji do badan

Postepowac zgodnie z normg ISO 14156 | IDF 172:2001
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7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

7.2.5.

7.3.

Bezwodny thuszcz mleczny, masto
Roztopi¢ 50 g — 100 g probki badanej w piecu (ppkt 5.5)
Umiesci¢ 0,5 ¢ — 1,0 g bezwodnego siarczanu sodu (ppkt 5.4) w zlozonym sgczku papierowym

Przesgczy¢ thuszez przez saczek papierowy z umieszczonym w nim bezwodnym siarczanem sodu, zbierajgc prze-
sacz w zlewce przetrzymywanej w piecu (ppkt 5.5). W czasie dekantacji roztopionego masta na saczek papierowy
nalezy uwaza¢, aby nie przenie$¢ serwatki

Smietana
Prébke badang doprowadzi¢ do temp. 20 °C £ 2 °C.
Dokladnie wymiesza¢ lub zmiksowac prébke

Rozcienczy¢ odpowiednig ilo$¢ probki badanej, tak aby otrzymaé 100 ml porcji badanej zawierajacej utamek ma-
sowy tluszczu wynoszacy ok. 4 %

Postepowac jak w przypadku mleka surowego i mleka homogenizowanego (zob. ISO 14156 | IDF 172:2001,
§ 8.3) w celu wyekstrahowania tluszczu ze $mietany

Odmierzy¢ wagowo do kolby miarowej poj. 10 ml (ppkt 5.2), z dokladnoscia do 1 mg, 1 g wyekstrahowanego
tluszczu. Doda¢ 1 ml roztworu (ppkt 7.2.2). Dopelni¢ n-heksanem (ppkt 5.1) do objetosci 10 ml i homogenizowaé

Przenie$¢ 1 ml roztworu (ppkt 7.1.1.2) do kolby miarowej poj. 10 ml (ppkt 5.2) i uzupelni¢ n-heksanem do ob-
jetodci 10 ml (ppkt. 4.1)

Przygotowanie wzorcéw kalibracji
Rozpusci¢ 100 mg triglicerydéw kwasu enantowego (ppkt 4.3) w 10 ml n-heksanu (ppkt 4.1)
Rozpusci¢ 100 mg triglicerydéw kwasu kapronowego (ppkt 4.2) w 10 ml n-heksanu (ppkt 4.1)

Przenies¢ 1 ml roztworu (ppkt 7.2.2) do kolby miarowej poj. 10 ml (ppkt 5.2). Dopelni¢ n-heksanem (ppkt 4.1)
do objetosci 10 ml

Przenie$¢ 1 ml roztworu (ppkt 7.2.1) oraz 1 ml roztworu (ppkt 7.2.2) do kolby miarowej poj. 10 ml (ppkt 5.2).
Dopehi¢ n-heksanem (ppkt 4.1) do objetosci 10 ml

Przenies¢ 1 ml roztworu (ppkt 7.2.4) do kolby miarowej poj. 10 ml (ppkt 5.2) i uzupelni¢ n-heksanem (ppkt 4.1)
do objetosci 10 ml

Oznaczenie chromatograficzne
Wprowadzi¢ dwukrotnie 1 pl roztworu wzorcowego (ppkt 7.2.5)

Wprowadzi¢ 1 pl roztworu kazdej probki

Uwaga: W razie przyjecia systemu z dozownikiem nakolumnowym nalezy zastosowaé wigksze rozcieficzenie za-
réwno w odniesieniu do roztworu wzorcowego, jak i roztworu prébki.

Powtarzaé operacje (ppkt 7.3.1) kazdorazowo po wprowadzeniu trzech kolejnych porcji roztworu probek w celu
oddzielenia prébek podwojnymi wprowadzeniami roztworu wzorcowego. Wyniki oparte s3 na $rednich arytme-
tycznych wspélczynnikach odpowiedzi wyliczonych z chromatograméw wzorcowych

OBLICZANIE WYNIKOW

Dla kazdego chromatogramu przeprowadzi¢ calkowanie powierzchni pikéw zwigzanych z triglicerydami kwasu
enantowego i kwasu kapronowego.

Postgpowac zgodnie z powyzszymi instrukcjami w przypadku kazdej oddzielonej sekwengji, tzn. dla kazdego zbio-
ru trzech oddzielonych probek wzorzec wprowadzony dwukrotnie bezposrednio przed nimi to STD,, a wzorzec
wprowadzony dwukrotnie bezposrednio po nich to STD,.
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8.1.

8.1.1.

8.2.

9.1.

9.2.

10.

10.1.

Kalibracja
Obliczy¢ wspdtezynnik odpowiedzi dla kazdego duplikatu STD,, Rf; (a) i Rf;(b).

Rf; (a) lub (b) = (Powierzchnia piku triglicerydéw kwasu kapronowego | Powierzchnia piku triglicerydéw kwa-
su enantowego) x 100

Obliczy¢ $redni arytmetyczny wspétczynnik odpowiedzi, Rf;
Rf, = (Rf,(a) + RE,(b)) [ 2
Podobnie obliczy¢ $redni arytmetyczny wspotczynnik odpowiedzi STD,, Rf,
Obliczy¢ $redni arytmetyczny wspétczynnik odpowiedzi, Rf
Rf = Rf; +Rf,) [ 2
Prébki badane

Dla chromatogramu kazdej probki, otrzymanego migdzy STD, i STD,, obliczy¢ zawarto$¢ kwasu
enantowego C (kg/t):

C = (Powierzchnia piku triglicerydéw kwasu enantowego x Rf x 100) | (Powierzchnia piku triglicerydéw kwasu
kapronowego x Wt x 1 000)

gdzie:
— Wt = masa pobranego tluszczu (g),
— 100 = objetos¢, do jakiej rozcieficzono prébke,

— 1000 = mnoznik przeliczeniowy (z pg/g na kg/t).

W przypadku probek masta uwzglednic zawartos¢ thuszezu w masle i obliczy¢ skorygowang warto$¢ stezenia C,, -

ta (kg/t masta)

C C x F

masta ~ “thuszezu

gdzie F stanowi zawarto$¢ thuszczu w masle.

PRECYZJA

Dane szczegdtowe dotyczace miedzylaboratoryjnego badania masta zgodnie z norma I1SO 5725-111SO 5725-2
w sprawie precyzji metod pomiarowych przedstawiono w ppkt 12.

Wartosci w odniesieniu do granicy powtarzalnosci i odtwarzalnosci sa wyrazone dla poziomu ufnosci wynosza-
cego 95 % i nie moga mie¢ zastosowania do zakreséw stezenia oraz matryc innych niz podane.

Powtarzalnosé

Bezwzgledna réznica pomigdzy wynikami dwoch pojedynczych badan, uzyskanymi przy uzyciu tej samej metody
na identycznym materiale badanym w tym samym laboratorium przez ten sam podmiot wykorzystujacy to samo
wyposazenie w krotkim odstepie czasu, nie bedzie wigksza niz 0,35 kgt dla wigcej niz 5 % przypadkéw.

Odtwarzalnoséé

Bezwzgledna réznica pomiedzy wynikami dwéch pojedynczych badan, uzyskanymi przy uzyciu tej samej metody
na identycznym materiale badanym w réznych laboratoriach przez rézne podmioty wykorzystujace rézne wypo-
sazenie, nie bedzie wigksza niz 0,66 kg/t dla wigcej niz 5 % przypadkow.

GRANICE TOLERANCJI: DOLNE WARTOSCI GRANICZNE (W PRZYPADKU NIEDOSTATECZNYCH ILOSCI)

Z produktu znakowanego nalezy pobra¢ trzy prébki w celu sprawdzenia prawidtowos$ci znakowania
produktu.
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11.2.1.

11.3.1.

12.

Masto i koncentrat masta

Stopien wlaczenia wynosi 11 kg triglicerydéw kwasu enantowego o czystosci co najmniej 95 % na tong masta,
tzn. 10,45 kg|t

Wyniki dla trzech probek, otrzymane z analizy produktu sa wykorzystywane do sprawdzenia szybkosci i réwno-
mierno$ci wlaczenia znacznika, a najnizszy z tych wynikoéw poréwnuje si¢ z ponizszymi wartociami granicznymi:

— 9,51kg/t (95 % minimalnego stopnia wlaczenia triglicerydéw kwasu enantowego o czystosci 95 %,
pojedyncze oznaczenie),

— 6,89 kgt (70 % minimalnego stopnia wiaczenia triglicerydéw kwasu enantowego o czystosci 95 %,
pojedyncze oznaczenie),

— stezenie znacznika w probcee, ktdra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powigzaniu z interpolacjg
miedzy, odpowiednio, 9,51 kg/t i 6,89 kg]t.

Smietana

Stopien wigczenia wynosi 10 kg triglicerydéw kwasu enantowego o czystosci co najmniej 95 % na tone tluszczu
mlecznego, tzn. 9,50 kg/t znakowanego tluszczu mlecznego.

Wyniki dla trzech prébek, otrzymane z analizy produktu, s3 wykorzystywane do sprawdzenia szybkosci i row-
nomierno$ci wlaczenia znacznika, a najnizszy z tych wynikéw poréwnuje si¢ z ponizszymi wartoSciami
granicznymi:

— 8,60kg/t (95 % minimalnego stopnia wiaczenia triglicerydéw kwasu enantowego o czystosci 95 %,
pojedyncze oznaczenie),

— 6,23 kgt (70 % minimalnego stopnia wiaczenia triglicerydéw kwasu enantowego o czystosci 95 %,
pojedyncze oznaczenie),

— stezenie znacznika w probcee, ktdra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powigzaniu z interpolacjg
miedzy, odpowiednio, 8,60 kgt i 6,23 kg]t.

GRANICE TOLERANCJl: GORNE WARTOSCI GRANICZNE (W PRZYPADKU ILOSCI PRZEKROCZONE]
O PONAD 20 %)

Z produktu znakowanego nalezy pobra¢ trzy prébki w celu sprawdzenia prawidtowos$ci znakowania
produktu.

Maslo i koncentrat masta

Wyniki dla trzech prébek, otrzymane z analizy produktu, sa wykorzystywane do sprawdzenia szybkosci i row-
nomierno$ci wlaczenia znacznika, a najnizszy z tych wynikéw poréwnuje si¢ z ponizszymi wartoSciami
granicznymi:

—  gbrna warto$¢ graniczna wynosi 12,96 kg/t.
Smietana

Wyniki dla trzech prébek, otrzymane z analizy produktu, sa wykorzystywane do sprawdzenia szybkosci i row-
nomierno$ci wlaczenia znacznika, a $rednig z tych wynikéw poréwnuje si¢ z ponizszymi warto$ciami granicznymi:

— gbrna warto$¢ graniczna wynosi 11,82 kgt.

INFORMACJE. DODATKOWE: ANALIZA STATYSTYCZNA WNIKOW OZNACZANIA TRIENANTANU
W TLUSZCZU MASLANYM W DRODZE ANALIZY TRIGLICERYDOW

Przeprowadzono cztery badania migdzylaboratoryjne w celu oznaczenia zawarto$ci trienantanu w znakowanym
masle.

W pierwszej probie pierscieniowej wziglo udzial dziewigé laboratoriéw, przy czym nie udostgpniono zadnych
specyfikacji dotyczacych metod analitycznych, ktére mialy by¢ wykorzystane:
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W drugiej prébie pierscieniowej wziglo udziat dziesig¢ laboratoriéw i zastosowano 4 rézne metody:

— oznaczenie iloSciowe heptanianu metylu przy uzyciu n-nonanu lub nonanianu metylu jako wzorca
wewnetrznego

— oznaczenie iloSciowe trienantanu przy uzyciu trikaprylanu jako wzorca wewnetrznego
— oznaczenie iloSciowe heptanianu metylu przy uzyciu prébki kalibracyjnej/mieszaniny kalibracyjnej
— oznaczenie ilosciowe heptanianu metylu przy uzyciu mieszaniny kalibracyjnej.

Ponadto, jezeli przeprowadzono analize estréw metylowych kwaséw tluszczowych (FAME), zastosowano dwie
rézne procedury metylowania (De Francesco i Christopherson & Glass).

W oparciu o otrzymane wyniki wybrano dwie metody w celu przeprowadzenia trzeciej préby pierScieniowe;:

— oznaczenie iloSciowe heptanianu metylu przy uzyciu n-nonanu lub nonanianu metylu jako wzorca
wewnetrznego

— oznaczenie iloSciowe trienantanu przy uzyciu trikaprylanu jako wzorca wewngtrznego.

Wyniki z 7 laboratoriéw wykazaly, ze dzieki metodzie FAME uzyskano wyzszg zmienno$¢, i w rezultacie podjeto
decyzj¢ o wykorzystaniu jedynie oznaczenia trienantanu jako triglicerydu, zgodnie z procedurg oznaczania trie-
nantanu przy uzyciu trikaprylanu jako wzorca wewnetrznego. Ponadto analize triglicerydow nalezy przeprowa-
dzi¢ z wykorzystaniem kolumny kapilarnej.

W czwartej prébie pierScieniowej wprowadzono do obiegu cztery probki (A, B, C, D), a wyniki dostarczylo dzie-
wigl laboratoriéw (tabele 1 i 2).

Dwa laboratoria (DE i UE) przeprowadzily analizy préobek przy uzyciu metody FAME.

Z racji ograniczonej liczby laboratoriéw obliczenia statystyczne przeprowadzono zaréwno na pelnym zestawie
(ryc. 1 i 2) danych, wlacznie z wynikami analizy FAME, jak i na danych otrzymanych w wyniku analizy
triglicerydow.

Testy wykrywajgce wyniki odbiegajgce:

— probka A. Testy Dixona, Cochrana i Grubbsa na poziomie 1 i 5% wykazaly jeden laboratoryjny wynik
odbiegajacy.

— probka B. Test Grubbsa na poziomie 5 % wykazal jeden laboratoryjny wynik odbiegajacy.

— proébka C. Testy Dixona i Grubbsa na poziomie 1 i 5 % wykazaly jeden laboratoryjny wynik odbiegajacy.
— prébka D. Testy Dixona i Grubbsa na poziomie 1 i 5 % wykazaly jeden laboratoryjny wynik odbiegajacy.
Wynik odbiegajacy zostal wylaczony z obliczer.

Warto zwrdci¢ uwage na fakt, ze wyniki otrzymane przy uzyciu metody FAME nigdy nie byly uznawane za wy-
niki odbiegajace w ramach zastosowanych badan.

Parametry precyzji

W tabelach 1 i 2 przedstawiono wyniki ze wszystkich laboratoriéw oraz parametry precyzji obliczone w dopusz-
czalnej liczbie (8) laboratoriéw, ktére nie zostaly jednak niestety otrzymane przy zastosowaniu tej samej metody
analitycznej.

W tabelach 3 i 4 przedstawiono wyniki otrzymane wylacznie przy zastosowaniu metody oznaczania TG oraz sto-
sownych parametréw precyzji. Przyjecie wspomnianych parametréw jest uzaleznione od zaakceptowania niskiej
liczby laboratoriéw (6).

Naryc. 2 i 3 przedstawiono tendencje Sr i SR, obliczonych dla 4 prébek z 2 zestawéw danych opisanych powyze;j.

W tabeli 5 przedstawiono wartosci Sr i SR wraz ze stosownymi warto$ciami zbiorczymi i og6lnymi parametrami
riR.

Ponadto obliczono réznice krytyczna przy poziomie ufnoci wynoszacym 95 %.



L 88/30

Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej

29.3.2008

Tabela 1

Wyniki statystyczne metody oznaczania TG + analizy FAME*

Prébka A R, R, érednia L1czl?a,1aborat.or1qw pozostalych po odrzuceniu
wynikéw odbiegajacych 8
RENNES FR1 11,0 11,1 11,1 Liczba wynikéw odbiegajacych 1
RIKILT NL 11,2 11,2 11,2 Wyniki odbiegajace DK
ZPLA DE* 11,6 11,8 11,7 Warto$¢ $rednia 11,3
ADAS GB 11,4 11,2 11,3 Warto$¢ rzeczywista 11,0
CNEVA FR2 11,4 11,4 11,4 Odchylenie standardowe powtarzalnosci (Sr) 0,09
LODI IT 11,1 11,3 11,2 Wzgledne odchylenie standardowe powtarzal- 0,80
nosci (RSDr%)
EELA FI 11,3 11,2 11,3 Powtarzalno$¢ r (95 %) 0,26
ISPRA UE* 11,0 11,0 11,0 Wzgledna powtarzalno$é r % 2,24
D.V.EA. DK 13,3 11,8 12,6 Odchylenie standardowe odtwarzalnosci (SR) 0,23
Wzgledne odchylenie standardowe odtwarzal- | 2,04
nosci (RSDR%)
Odtwarzalno$¢ R (95 %) 0,84
Wzgledna odtwarzalno$¢ R % 5,71
Prébka B R, R, érednia L1cz‘t.>a/labora§0r19w pozostalych po odrzuceniu
wynikow odbiegajacych 8
RENNES FR1 12,7 12,8 12,8 Liczba wynikéw odbiegajacych 1
RIKILT NL 13,5 13,3 13,4 Wyniki odbiegajace DK
ZPLA DE* 14,0 13,8 13,9 Warto$¢ $rednia 13,4
ADAS GB 13,4 13,5 13,5 Warto$¢ rzeczywista 13,5
CNEVA FR2 13,3 13,4 13,4 Odchylenie standardowe powtarzalnosci (Sr) 0,14
LODI IT 13,9 13,5 13,7 Wzgledne odchylenie standardowe powtarzal- 1,04
nosci (RSDr%)
EELA FI 13,4 13,2 13,3 Powtarzalno$¢ r (95 %) 0,40
ISPRA UE* 13,2 13,3 13,3 Wzgledna powtarzalno$é r % 2,91
D.V.EA. DK 14,1 14,8 14,5 Odchylenie standardowe odtwarzalnosci (SR) 0,35
Wzgledne odchylenie standardowe odtwarzal- | 2,61
nosci (RSDR%)
Odtwarzalno$¢ R (95 %) 0,99
Wzgledna odtwarzalno$¢ R % 7,31
Tabela 2
Wyniki statystyczne metody oznaczania TG + analizy FAME*
Prébka C R, R, érednia L1czl?a,1aborat.or1qw pozostalych po odrzuceniu
wynikéw odbiegajacych 8
RENNES FR1 8,9 9,2 9,1 Liczba wynikéw odbiegajacych 1
RIKILT NL 9,2 9,3 9,3 Wyniki odbiegajace DK
ZPLA DE* 9,2 9,4 9,3 Wartoé¢ $rednia 9,3
ADAS GB 9,5 9,3 9,4 Warto$¢ rzeczywista 9,3
CNEVA FR2 9,4 9,4 9,4 Odchylenie standardowe powtarzalnosci (Sr) 0,14
LODI IT 9,2 9,5 9,4 Wzgledne odchylenie standardowe powtarzal- 1,50
nosci (RSDr%)
EELA FI 9,4 9,6 9,5 Powtarzalno$é r (95 %) 0,40
ISPRA UE* 9,4 9,3 9,4 Wzgledna powtarzalno$é r % 4,20
D.V.EA. DK 10,7 10,9 10,8 Odchylenie standardowe odtwarzalnosci (SR) 0,17
Wzgledne odchylenie standardowe odtwarzal- | 1,82
nosci (RSDR%)
Odtwarzalno$¢ R (95 %) 0,47
Wzgledna odtwarzalno$¢ R % 5,10
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Prébka D R, R, $rednia x;i?ﬁgjvbg(rjﬁzggzi }li-)COhZOStab,Ch po odrzuceniu | 8
RENNES R1 1,6 1,6 1,6 Liczba wynikow odbiegajacych 1
RIKILT NL 2,1 2,1 2,1 Wyniki odbiegajace DK
ZPLA DE* 2,3 2,3 2,3 Warto$¢ Srednia 2,1
ADAS GB 2,1 2,2 2,2 Warto$¢ rzeczywista 2,1
CNEVA FR2 2,1 2,1 2,1 Odchylenie standardowe powtarzalnosci (Sr) 0,08
LODI IT 2,2 1,9 2,1 Wzgledne odchylenie standardowe powtarzal- 3,81
nosci (RSDr%)
EELA FI 2,3 2,3 2,3 Powtarzalno$¢ r (95 %) 0,22
ISPRA UE* 2,3 2,3 2,3 Wzgledna powtarzalno$é r % 10,67
D.V.FA. DK 3,4 2,9 3,2 Odchylenie standardowe odtwarzalnosci (SR) 0,24
Wzgledne odchylenie standardowe odtwarzal- | 11,43
nosci (RSDR%)
Odtwarzalno$¢ R (95 %) 0,67
Wzgledna odtwarzalno$¢ R % 32,00
Tabela 3
Wyniki statystyczne metody oznaczania TG + analizy FAME*
Probka A R, R, $rednia g;i?ﬁéjvbg(gﬁzg:}:fc }I,)COhZOSta}YCh po odrzuceniu .
RENNES FR1 11,0 11,1 11,1 Liczba wynikow odbiegajacych 1
RIKILT NL 11,2 11,2 11,2 Wyniki odbiegajace DK
ADAS GB 11,4 11,2 11,3 Warto$¢ $rednia 11,2
CNEVA FR2 11,4 11,4 11,4 Warto$¢ rzeczywista 11,0
LODI IT 11,1 11,3 11,2 Odchylenie standardowe powtarzalnoci (Sr) 0,09
EELA FI 11,3 11,2 11,3 Wzgledne odchylenie standardowe powtarzal- 0,80
nosci (RSDr%)
D.V.FA. DK 13,3 11,8 12,6 Powtarzalno$¢ r (95 %) 0,25
Wzgledna powtarzalno$é r % 2,24
Odchylenie standardowe odtwarzalnosci (SR) 0,13
Wzgledne odchylenie standardowe odtwarzal- | 1,16
nosci (RSDR%)
Odtwarzalno$¢ R (95 %) 0,36
Wzgledna odtwarzalno$¢ R % 3,25
Prébka B R, R, érednia %?ﬁ;jvbgéﬁzgg; };’)Cohzosta}ych po odrzuceniu .
RENNES FR1 12,7 12,8 12,8 Liczba wynikéw odbiegajacych 1
RIKILT NL 13,5 13,3 13,4 Wyniki odbiegajace DK
ADAS GB 13,4 13,5 13,5 Warto$é¢ $rednia 13,3
CNEVA FR2 13,3 13,4 13,4 Warto$¢ rzeczywista 13,5
LODI IT 13,9 13,5 13,7 Odchylenie standardowe powtarzalnoci (Sr) 0,15
EELA FI 13,4 13,2 13,3 Wzgledne odchylenie standardowe powtarzal- 1,13
nosci (RSDr%)
D.V.FA. DK 14,1 14,8 14,5 Powtarzalnos$¢ r (95 %) 0,42
Wzgledna powtarzalno$é r % 3,16
Odchylenie standardowe odtwarzalnosci (SR) 0,33
Wzgledne odchylenie standardowe odtwarzal- | 2,48
nosci (RSDR%)
Odtwarzalno$¢ R (95 %) 0,93
Wzgledna odtwarzalno$é R % 6,94
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Tabela 4

Wiyniki statystyczne metody oznaczania TG

Prébka C R, R, érednia ‘L;;i?l?élj/bgéitizggz };,)é)hzostalych po odrzuceniu ]
RENNES FR1 8,9 9,2 9,1 Liczba wynikéw odbiegajacych 1
RIKILT NL 9,2 9,3 9,3 Wyniki odbiegajace DK
ADAS GB 9,5 9,3 9,4 Wartos¢ $rednia 9,3
CNEVA FR2 9,4 9,4 9,4 Warto$¢ rzeczywista 9,3
LODI IT 9,2 9,5 9,4 Odchylenie standardowe powtarzalnosci (Sr) 0,15
EELA FI 9,4 9,6 9,5 Wzgledne odchylenie standardowe powtarzal- | 1,61
nosci (RSDr%)
D.V.FA. DK 10,7 10,9 10,8 Powtarzalno$¢ r (95 %) 0,42
Wzgledna powtarzalno$é r % 4,51
Odchylenie standardowe odtwarzalnosci (SR) 0,19
Wzgledne odchylenie standardowe odtwarzal- | 2,04
nosci (RSDR%)
Odtwarzalno$¢ R (95 %) 0,53
Wzgledna odtwarzalno$¢ R % 5,71
Prébka D R, R, $rednia ‘L;}C,i?l?éljvbggitizggzz )I,)COhZOStab,Ch po odrzuceniu ]
RENNES FR1 1,6 1,6 1,6 Liczba wynikéw odbiegajacych 1
RIKILT NL 2,1 2,1 2,1 Wyniki odbiegajace DK
Wartos¢ $rednia 2,1
ADAS GB 2,1 2,2 2,2 Warto$¢ rzeczywista 2,1
CNEVA FR2 2,1 2,1 2,1 Odchylenie standardowe powtarzalnosci (Sr) 0,09
LODI IT 2,2 1,9 2,1 Wzgledne odchylenie standardowe powtarzal- 4,29
nosci (RSDr%)
EELA FI 2,3 2,3 2,3 Powtarzalno$¢ r (95 %) 0,26
D.V.FA. DK 3,4 2,9 3,2 Wzgledna powtarzalno$é r % 12,01
Odchylenie standardowe odtwarzalnosci (SR) 0,25
Wzgledne odchylenie standardowe odtwarzal- | 11,90
nosci (RSDR%)
Odtwarzalno$¢ R (95 %) 0,69
Wzgledna odtwarzalno$¢ R % 33,32
Tabela 5

Powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ (przy zastosowaniu analizy FAME¥)

] Liczba' ) Wynik odbiegajacy Powtarzalonoéé Odtwarzalonoéé
aboratoriéw Sr (95 %) SR (95 %)
Probka A 8 1 0,09 0.23
Probka B 8 1 0,14 0,35
Probka C 8 1 0,14 0,17
Probka D 8 1 0,08 0,24
Wartosé¢ zbiorcza 0,116 0,256

R R
Warto$¢ zbiorcza* 2.8 0,324 0,716

CrD95 = 0,40
Minimalna czysto§¢ okreslona dla trienantanu = 95 %

Minimalna warto$¢ graniczna okreslona dla trienantianu w thuszczu maslanym = 11 kgt
Przy uwzglednieniu réznicy krytycznej dla poziomu ufnosci wynoszacego 95 %, $rednia warto$¢ obu wynikoéw nie moze by¢ nizsza niz:
w przypadku wlgczenia trienantanu o czystosci 95 % 10,05 kg/t.




29.3.2008

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

L 88/33

Powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ (bez stosowania analizy FAME)

| Liczba. ) Wynik odbiegajacy Powtarzalonoéé Odtwarzalonoéc'
aboratoriéw St (95 %) SR (95 %)
Probka A 6 1 0,09 0,13
Prébka B 6 1 0,15 0,33
Prébka C 6 1 0,15 0,19
Probka D 6 1 0,09 0,25
Wartoé¢ zbiorcza 0,124 0,237

r R
Warto$¢ zbiorcza* 2,8 0,347 0,663

CrD95 = 0,36

Minimalna czysto$¢ okreslona dla trienantanu = 95 %

Minimalna warto$¢ graniczna okreslona dla trienantanu w tluszczu maslanym = 11 kg/t
Przy uwzglednieniu réznicy krytycznej dla poziomu ufnosci wynoszacego 95 %, $rednia warto$¢ obu wynikéw nie moze by¢ nizsza niz:

w przypadku wlaczenia trienantanu o czystosci 95 % 10,09 kg/t.
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Rysunek 2
Odchylenie standardowe powtarzalno$ci i odtwarzalno$ci na réznych poziomach (TG + FAME)
0,4
n
B
0,3 |
- u
0,2 & oSr
" =SR
L)
B
0,1 o
4 A
0 ,
2 4 6 8 10 12 14

Wartosci $rednie (kg/t)



29.3.2008

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

L 88/35

Rysunek 3

Odchylenie standardowe powtarzalno$ci i odtwarzalnosci na ré6znych poziomach (TG)
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Rysunek 4
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ZALACZNIK VI

(Artykul 5)

OZNACZANIE ZAWARTOSCI WANILINY W KONCENTRACIE MASLA, MASLE LUB SMIETANIE ZA

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

POMOCA WYSOKOSPRAWNE] CHROMATOGRAFI CIECZOWE] HPLC

ZAKRES I DZIEDZINA STOSOWANIA

Niniejsza metoda opisuje procedurg ilo§ciowego oznaczania waniliny w koncentracie masta, masle lub $mietanie.

ZASADA

Ekstrakcja znanej ilosci probki za pomoca mieszaniny izopropanolu/etanolu/acetonitrylu (1:1:2). Wytracenie wigk-
szosci thuszczu przez schlodzenie do temperatury w granicach miedzy — 15 °C a — 20 °C, a nastgpnie wirowanie.

Po rozcieficzeniu woda oznaczenie zawarto$ci waniliny za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej
chromatografii (HPLC).

APARATURA

Typowa aparatura laboratoryjna, w szczegdlnosci:

Zamrazarka, umozliwiajaca prace w zakresie temperatur od — 15 °C do — 20 °C
Strzykawki jednorazowe poj. 2 ml

Mikrosaczki membranowe o $rednicy poréw 0,45 pm, odporne na dziatanie roztworu zawierajacego 5 % roztwor
ekstrakeyjny (ppkt 4.4)

Zestaw do chromatografii cieczowej skladajacy si¢ z pompy (natgZenie przeplywu 1,0 ml/min.), dozownika (moz-
liwo$¢ wprowadzenia 20 pl, automatycznie lub recznie), detektora UV (obstugiwanego przy dlugosci fali 306 nm,
0,01 A pelna skala), rejestratora lub integratora oraz termostatu kolumny dzialajacego w temp. 25 °C

Kolumna analityczna (250 mm x 4,6 mm §r. wewn.) z wypehieniem LiChrospher RP 18 (Merck, 5 pm) lub
rownowaznym

Kolumna ochronna (ok. 20 mm x 3 mm §r. wewn.) z suchym wypehieniem LiChrospher RP 18 (5-10 pm) lub
réwnowaznym

Wiréwka o predkosci obrotowej 2 000 obr./min.

ODCZYNNIKI

Wiszystkie wykorzystywane odczynniki muszg by¢ odczynnikami o uznanej klasie analityczne;j.

Izopropanol

Etanol 96 % (v/v)

Acetonitryl

Roztwor ekstrakeyjny

Wymieszaé izopropanol (ppkt 4.1), etanol (ppkt 4.2) i acetonitryl (ppkt 4.3) w stosunku objetosciowym 1:1:2.

Wanilina (4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd) > 98 %;

. Roztwdr podstawowy waniliny (= 500 pg/ml)

Odmierzy¢ wagowo z dokladnoscig do 0,1 mg ok. 50 mg (CM mg) waniliny (ppkt 4.5) do kolby miarowej
poj. 100 ml, doda¢ 25 ml roztworu ekstrakcyjnego (ppkt 4.4) i uzupetni¢ woda.
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4.5.2. Roztwdr wzorcowy waniliny (= 10 pg/ml)

Odmierzy¢ pipeta 5 ml roztworu podstawowego waniliny (ppkt 4.5.1) do kolby miarowej poj. 250 ml i uzupelnié
woda.

4.5.3. Metanol o jakosci wymaganej dla HPLC
4.5.4. Kwas octowy lodowaty

4.5.5. Woda o jakosci wymaganej dla HPLC
4.5.6. Faza ruchoma HPLC

Zmiesza¢ 300 ml etanolu (ppkt 4.5.3) z ok. 500 ml wody (ppkt 4.5.5) i 20 ml kwasu octowego (ppkt 4.5.4) w kol-
bie miarowej poj. 1 000 ml, a nastepnie uzupelni¢ wodg (ppkt 4.5.5). Przesaczy¢ przez saczek 0,45 pm (ppkt 3.3).

5. PROCEDURA
5.1.  Przygotowanie badanej probki
5.1.1. Masto

Podgrzewa¢ prébke do momentu, gdy zacznie si¢ topi¢. Unika¢ lokalnego przegrzania powyzej 30 °C. Masto w zad-
nym razie nie moze rozdzieli¢ si¢ na dwie fazy. Gdy prébka stanie si¢ dostatecznie plastyczna, homogenizowac jg
przez wytrzasanie. Przed pobraniem probki miesza¢ masto przez 15 s. Odmierzy¢ wagowo z dokladnoscia do 1 mg
ok. 5 g (SM g) masta do kolby miarowej poj. 100 ml.

5.1.2. Koncentrat masta

Bezposrednio przed pobraniem prébki umiesci¢ pojemnik z koncentratem masta w piecu o temp. 40-50 °C, do-
poki nie ulegnie catkowitemu stopieniu. Przygotowa¢ prébke przez mieszanie ruchem okreznym lub mieszanie, uni-
kajac tworzenia pecherzykéw powietrza na skutek zbyt energicznego mieszania. Odmierzy¢ wagowo z doktadnoscia
do 1 mg ok. 4 g (SM g) koncentratu masta do kolby miarowej poj. 100 ml.

5.1.3. Smietana

Podgrza¢ probke w lazni wodnej lub w inkubatorze w temp. 35-40 °C. Rozprowadzi¢ thuszcz rownomiernie przez
mieszanie ruchem okre¢znym lub, w razie potrzeby, przez mieszanie. Schtodzi¢ szybko prébke do temp. 20 °C £ 2 °C.
Prébka powinna mie¢ jednorodny wyglad; w przeciwnym razie powtérzy¢ procedure. Odmierzy¢ wagowo, z do-
kladnoscig do 1 g, 10 g (SM g) $mietany do kolby miarowej poj. 100 ml.

5.2.  Przygotowanie roztworu badanego

Dodac ok. 75 ml roztworu ekstrakcyjnego (ppkt 4.4) do porcji badanej (ppkt 5.1.1, 5.1.2 lub 5.1.3), energicznie mie-
sza¢ lub wstrzasaé przez 15 minut i uzupelni¢ roztworem ekstrakcyjnym (ppkt 4.4). Przenie$¢ ok. 10 ml tego wy-
ciagu do probowki z korkiem. Umiesci¢ probowke w zamrazarce (ppkt 3.1) i pozostawi¢ na ok. 30 minut. Wirowaé
zimny wycigg przez 5 minut z predkoscia ok. 2 000 obr./min., a nast¢pnie niezwlocznie zdekantowad. Pozostawié
zdekantowany roztwor do czasu osiggnigcia temperatury pokojowej. Odmierzy¢ pipeta 5 ml zdekantowanego roz-
tworu do kolby miarowej poj. 100 ml i uzupehi¢ woda. Przesaczy¢ podwielokrotno$¢ przez mikrosaczek membra-
nowy (ppkt 3.3) za pomocg strzykawki (ppkt 3.2). Przesacz jest gotowy do oznaczania za pomoca HPLC.

5.3.  Kalibracja

Odmierzy¢ pipetg 5 ml roztworu wzorcowego waniliny (ppkt 4.5.2) do kolby miarowej poj. 100 ml. Doda¢ 5 ml
roztworu ekstrakcyjnego (ppkt 4.4) i uzupelni¢ woda do kreski. Otrzymany roztwér zawiera 0,5 pg/ml waniliny.

5.4.  Oznaczanie za pomocg HPLC

Pozostawi¢ ukfad chromatograficzny na 30 minut w celu ustabilizowania. Wprowadzi¢ roztwér wzorcowy
(ppkt 5.3). Powtarzal t¢ czynno$¢, dopdki réznica pomiedzy powierzchniami pikéw lub wysokoSciami pikéw
w dwéch kolejnych wprowadzeniach jest mniejsza niz 2 %. W opisanych warunkach czas retencji waniliny wynosi
ok. 9 minut. Podda¢ analizie roztwér wzorcowy (ppkt 5.3) w dwoch egzemplarzach przez wprowadzenie 20 pl.
Wprowadzi¢ 20 pl roztworéw badanych (ppkt 5.2). Okresli¢ powierzchnig lub wysokos¢ otrzymanego piku wani-
liny. Powtérzy¢ podwodjne wprowadzenie roztworu wzorcowego (ppkt 5.3) po 10 kolejnych wprowadzeniach
prébek badanych (ppkt 5.2).
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7.1.

7.2.

8.1.

8.2.

8.2.1.

8.2.2.

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ $rednig wielko$¢ powierzchni (lub wysokosé) (AC) pikéw waniliny powigzanych z granicznymi podwoj-
nymi wprowadzeniami dla kazdej partii roztworéw badanych (facznie cztery powierzchnie lub wysokosci).

Obliczy¢ wspélezynnik odpowiedzi (R):
R=AC/CM
gdzie CM jest masa waniliny w mg (ppkt 4.5.1).
Zawarto$¢ (w mg/kg) waniliny (C) w probce badanej okresla wzor:
C=|(ASx20%0,96) [ (SMxR)|

gdzie:

AS = powierzchnia lub wysoko$¢ piku waniliny w badanej prébee,

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

Uwaga: W przypadku gdy Smietana jest badana na obecno$¢ waniliny, stezenie znacznika musi by¢ wyrazone w mg
znacznika/kg tluszczu mlecznego. Jest to obliczane przez pomnozenie C przez 100/f. Warto$¢ f stanowi
procentowg zawarto$¢ thuszczu w $mietanie (m/m).

20 = wspdlezynnik uwzgledniajacy rozcienczenie probki wzorcowej i badanej
0,96 = wspolczynnik korygujacy dla zawartosci thuszczu w pierwszym rozcienczeniu badanej prébki

Uwaga: Zamiast powierzchni pikow mozna wykorzysta¢ wysokosci pikéw (zob. ppkt 8.3).

DOKEADNOSC METODY
Powtarzalno$¢ (r)

Réznica migdzy wynikami dwéch oznaczen przeprowadzonych w mozliwie najkrétszym odstepie czasu przez ten
sam podmiot z zastosowaniem tej samej aparatury na identycznym materiale badanym nie moze
przekracza¢ 16 mg/kg.

Odtwarzalno$¢ (R)

Réznica migdzy wynikami dwoch oznaczen przeprowadzonych przez podmioty w réznych laboratoriach z wyko-
rzystaniem roznej aparatury na identycznym materiale badanym nie moze przekracza¢ 27 mg/kg.

GRANICE TOLERANCJI
Z produktu znakowanego nalezy pobraé trzy probki w celu sprawdzenia jednorodnosci.
Znacznik otrzymany z wanilii albo z waniliny syntetycznej

Stopiefi wlaczenia 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu wynosi 250 g na tong masta lub koncentratu masta. Jezeli
znacznik dodawany jest do $mietany, stopieni wlaczenia wynosi 250 g na tong ttuszczu mlecznego.

Wyniki dla trzech prébek, otrzymane z analizy produktu, sg wykorzystywane do sprawdzenia szybkosci i réwno-
miernodci wlgczenia znacznika, a najnizszy z tych wynikéw poréwnuje si¢ z ponizszymi wartodciami granicznymi:

— 220,8 mg/kg (95 % minimalnego stopnia wigczenia),
— 158,3 mg/kg (70 % minimalnego stopnia wlaczenia).

Stezenie znacznika w prébee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powiazaniu z interpolacja
migdzy 220,8 mgfkg i 158,3 mg/kg.
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8.3.

9.1.

9.2.

9.3.

9.4.

Znacznik otrzymany wylacznie ze strakéw wanilii lub jej integralnych wyciagow:

. Stopient wlaczenia 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu wynosi 100 g na tong¢ koncentratu masta lub masta. Jezeli

znacznik dodawany jest do $mietany, stopiefl wiaczenia wynosi 100 g na tong tluszczu mlecznego.

. Wyniki dla trzech probek, otrzymane z analizy produktu, sa wykorzystywane do sprawdzenia szybkosci i rowno-

miernosci wlgczenia znacznika, a najnizszy z tych wynikéw poréwnuje si¢ z ponizszymi warto$ciami granicznymi:
— 78,3 mgfkg (95 % minimalnego stopnia wigczenia),
— 53,3 mg/kg (70 % minimalnego stopnia wlaczenia).

Stezenie znacznika w prébee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powigzaniu z interpolacja
miedzy 78,3 mg/kg i 53,3 mg/kg.

UWAGI

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

Roztwér wzorcowy zawiera 5 % roztworu ekstrakcyjnego w celu wyréwnania poszerzenia piku spowodowanego
obecnoscig 5 % roztworu ekstrakcyjnego w badanych prébkach. Umozliwia to oznaczenie iloSciowe wedtug wyso-
kosci pikow.

Analiza oparta jest na liniowej krzywej kalibracji przechodzacej przez poczatek ukladu wspétrzednych.

Przy uzyciu odpowiednich rozcienczen roztworu wzorcowego (ppkt 4.5.2) nalezy sprawdza¢ liniowo$¢ — po raz
pierwszy podczas dokonywania analizy, a nastgpnie w regularnych odstgpach czasu i po zmianach lub naprawach
sprzetu HPLC. Wanilina moze ulec rozkladowi do kwasu wanilinowego, diwaniliny i innych zwiazkéw pod wply-
wem dzialania enzymow obecnych w niepasteryzowanej $mietanie lub jej produktach.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

ZALACZNIK VII
(Artykut 5)
OZNACZANIE ZAWARTOSCI ESTRU ETYLOWEG’O KWASU BETA-APO-8-KAROTENOWEGO
W KONCENTRACIE MASEA ORAZ W MASLE METODA SPEKTROMETRYCZNA
ZAKRES I DZIEDZINA STOSOWANIA

W metodzie opisano procedure iloSciowego oznaczania zawartosci estru etylowego kwasu beta-apo-8'-
karotenowego (ester apokarotenowy) w koncentracie masta i w masle. Ester apokarotenowy stanowi sume wszyst-
kich substancji obecnych w wyciagu prébek otrzymanych zgodnie z warunkami okreslonymi w metodzie, ktére
absorbujg $wiatlo przy 440 nm.

ZASADA

Thuszcz maslany jest rozpuszczany w eterze naftowym i mierzy si¢ absorbancje przy 440 nm. Zawarto$¢ estru apo-
karotenowego jest ustalona poprzez odniesienie do normy zewngtrznej.

APARATURA
Pipety miarowe poj. 0,25 ml, 0,50 ml, 0,75 mli 1,0 ml.

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

Kolby miarowe poj. 20 mli 100 mlL

Waga analityczna o czulosci 0,1 mg, wazgca z dokladnoscig do 1 mg, o dokladnosci odczytu 0,1 mg.
Piec: 45°C +1°C.

Szybkosaczace bezpopiotowe saczki papierowe.

ODCZYNNIKI

Wszystkie odczynniki muszg by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej.

Zawiesina estru apokarotenowego (w przyblizeniu 20 %).

. Ustali¢ zawarto$¢ zawiesiny w nastgpujacy sposob:

Podgrzaé zawiesing w temp. 45 °C-50 °C i homogenizowa¢ w zamknigtym oryginalnym pojemniku. Odmierzy¢ wa-
gowo ok. 400 mg do kolby miarowej (100 ml); rozpusci¢ w 20 ml chloroformu (ppkt 4.4) i uzupehié¢ cykloheksa-
nem (ppkt 4.5). Uzupeni¢ cykloheksanem 5 ml tego roztworu do catkowitej objetosci 100 ml (roztwér A).
Uzupelni¢ cykloheksanem 5,0 ml roztworu A do calkowitej objetosci 100 ml. Zmierzy¢ absorbancje
przy 447-449 nm (zmierzy¢ maksimum w stosunku do cykloheksanu, uzywajac jako Slepej préby naczynek o dhu-
gosci drogi optycznej 1 cm).

Zawarto$¢ estru apokarotenowego P (%) = (Abs
(Absmaks/2 550) x (100/5) x (100/5) x (100/Mzaw)

maks X 40 000)/(M,,,, * 2550) lub przeksztalcié:

Abs, ., = absorbancja roztworu pomiarowego, warto$¢ maksymalna
M, = masa zawiesiny (g)

2550 = warto$¢ odniesienia Abs (1 %, 1 cm)

P = czysto$¢ (zawartos¢) zawiesiny (%)

Uwaga: Zawiesina estru apokarotenowego jest wrazliwa na oddzialywanie powietrza, ciepla i $wiatla. W zamknie-
tym oryginalnym pojemniku (w atmosferze azotu) i w chtodnym miejscu moze by¢ przechowywana przez
okres ok. 12 miesigcy. Po otwarciu zawarto$¢ powinna by¢ w krétkim czasie zuzyta.
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.1.1.

5.2

5.3.

6.1.

. Roztwdr wzorcowy estru apokarotenowego, w przyblizeniu 0,2 mg/ml

Odmierzy¢ wagowo z dokladnoscig do 1 mg ok. 0,100 g zawiesiny estru apokarotenowego (ppkt 4.1.1) (W), roz-
pusci¢ w eterze naftowym (ppkt 4.2), przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej poj. 100 ml i uzupehic¢ eterem naf-
towym do kreski.

Roztwoér ten zawiera (W x P)[10 mg/ml estru apokarotenowego.

Uwaga: Roztwér nalezy przechowywaé w chlodnym, ciemnym miejscu. Niewykorzystany roztwor nalezy wyrzu-
ci¢ po uplywie jednego miesiaca.

Eter naftowy (40-60 °C)
Siarczan sodu, bezwodny, granulowany, wcze$niej suszony przez dwie godziny w temp. 102 °C
Chloroform

Cykloheksan

PROCEDURA
Przygotowanie probki badanej
Koncentrat masta

Roztopi¢ probke w piecu w temp. ok. 45 °C.

. Masto

Roztopi¢ prébke w piecu w temp. ok. 45 °C i przesaczy¢ reprezentatywna porcje przez saczek zawierajacy
ok. 10 g bezwodnego siarczanu sodu (ppkt 4.3) w Srodowisku ostonigtym przed silnym $wiattem naturalnym lub
sztucznym i utrzymywanym w stalej temp. 45 °C. Zebra¢ odpowiednig ilo$¢ thuszczu maslanego.

Oznaczanie

Odmierzy¢ wagowo z dokladnoscig do 1 mg ok. 1 g koncentratu masla (lub ekstrahowanego ttuszczu maslanego
(ppkt 5.1.2)), (M). Przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej poj. 20 ml (V), wykorzystujac eter naftowy (ppkt 4.2), uzu-
pelni¢ do kreski i doktadnie wymieszac.

Przenie$¢ podwielokrotnosé¢ do 1 cm naczynka i zmierzy¢ absorbancje przy 440 nm w stosunku do $lepej proby
eteru naftowego. Obliczy¢ stezenie estru apokarotenowego w roztworze poprzez odniesienie do otrzymanej krzy-
wej wzorcowej (C p/ml).

Kalibracja

Odmierzy¢ pipeta 0, 0,25, 0,5, 0,75 i 1,0 ml roztworu wzorcowego estru apokarotenowego (ppkt 4.1.2) do pieciu
kolb miarowych poj. 100 ml. Uzupelni¢ eterem naftowym (ppkt 4.2) do pelnej objetosci i wymieszac.

Przyblizone zakresy stezen roztworéw wynosza 0-2 ug/ml i sa dokladnie obliczone przez odniesienie do stezenia
roztworu wzorcowego (ppkt 4.1.2) (W x P)[10 mg/ml. Zmierzy¢ absorbancj¢ przy 440 nm w stosunku do $lepej
préby eteru naftowego (ppkt 4.2).

Wykresli¢ warto$ci absorbancji na osi y, a st¢zenia estru apokarotenowego na osi x. Wyliczy¢ rownanie krzywej
WZOTrCowej.

OBLICZANIE WYNIKOW
Zawarto$¢ estru apokarotenowego, wyrazona w mg/kg produktu, jest podawana jako:
Koncentrat masta: (C x V)/M

Masto: 0,82 (C x V)M
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7.1.

7.1.1.

7.1.2.

7.2.

7.2.1.

7.3.

7.4.

8.1.

8.2.

8.2.1.

8.2.2.

gdzie:

C = zawarto$¢ estru apokarotenowego, ug/ml, odczytana z wykresu kalibracji (ppkt 5.3),
A% = objeto$¢ (ml) roztworu badanego (ppkt 5.2),

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

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

DOKLADNOSC METODY
Powtarzalno$é
Analiza masta

Réznica pomigdzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzonych w mozliwie najkrétszym odstepie czasu przez
jeden podmiot wykorzystujacy te¢ samg aparatur¢ na identycznym materiale badanym nie moze
przekraczaé 1,4 mg/kg.

Analiza koncentratu masta

Réznica pomiedzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzonych w mozliwie najkrétszym odstepie czasu przez
jeden podmiot wykorzystujacy t¢ samg aparatur¢ na identycznym materiale badanym nie moze
przekraczaé 1,6 mg/kg.

Odtwarzalno$é
Analiza masta

Réznica pomigdzy wynikami dwoch oznaczen przeprowadzonych przez podmioty w réznych laboratoriach, wy-
korzystujace rdzng aparature, na identycznym materiale badanym, nie moze przekracza¢ 4,7 mg/kg.

Analiza koncentratu masta

Réznica pomigdzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzonych przez podmioty w réznych laboratoriach, wy-
korzystujace rézng aparature, na identycznym materiale badanym, nie moze przekracza¢ 5,3 mg/kg.

Zrédto danych dotyczacych precyzji

Dane dotyczgce precyzji zostaly okre$lone na podstawie doswiadczenia przeprowadzonego w 1995 r. z udzia-
tem 11 laboratoriéw i przy uzyciu 12 znakowanych prébek masta (sze$¢ Slepych duplikatéw) masta oraz 12 zna-
kowanych prébek koncentratu masta (szes¢ $lepych duplikatow).

GRANICE TOLERANC]I

Z produktu znakowanego nalezy pobra¢ trzy probki w celu sprawdzenia prawidlowosci znakowania produktu.
Masto

Stopient wlaczenia w przypadku masta, przy uwzglednieniu absorbancji tla, wynosi 22 mg/kg.

Wyniki dla trzech probek, otrzymane z analizy produktu, sa wykorzystywane do sprawdzenia szybkosci i réwno-
miernosci wlaczenia znacznika, a najnizszy z wynikow poréwnuje si¢ z ponizszymi warto$ciami granicznymi:

— 17,7 mg/kg (95 % minimalnego stopnia wlaczenia),
— 12,2 mgfkg (70 % minimalnego stopnia wigczenia).

Stezenie znacznika w prébee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powigzaniu z interpolacja
miedzy 17,7 mgfkg i 12,2 mg/kg.
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8.3.  Koncentrat masta
8.3.1. Stopien wlaczenia w przypadku koncentratu masta, przy uwzglednieniu absorbangji tla, wynosi 24 mg/kg.

Wyniki dla trzech probek, otrzymane z analizy produktu, sa wykorzystywane do sprawdzenia szybkosci i rowno-
miernosci wlaczenia znacznika, a najnizszy z wynikéw poréwnuje si¢ z ponizszymi warto§ciami granicznymi:

— 19,2 mgfkg (95 % minimalnego stopnia wlgczenia),
— 13,2 mgfkg (70 % minimalnego stopnia wijczenia).

Stezenie znacznika w prébee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powigzaniu z interpolacja
miedzy 19,2 mg/kg i 13,2 mg/kg.
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ZALACZNIK VIII

(Artykut 5)

OZNACZANIE SITOSTEROLU I STIGMASTEROLU W MASLE LUB KONCENTRACIE MASEA METODA

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.8.4.

3.9.

CHROMATOGRAFHI GAZOWE] NA KOLUMNACH KAPILARNYCH

ZAKRES I DZIEDZINA STOSOWANIA

W metodzie opisano procedure ilo§ciowego oznaczania zawartosci sitosterolu lub stigmasterolu w masle i kon-
centracie masta. Przyjmuje sie, ze sitosterol stanowi sume beta-sitosterolu i 22-dihydro-beta-sitosterolu, przy czym
zaklada si¢, ze zawarto$¢ pozostalych sitosteroli jest nieznaczna.

ZASADA

Masto lub koncentrat masta jest zmydlane przy uzyciu wodorotlenku potasu w roztworze etanolu, a cz¢sci nieule-
gajace zmydleniu ekstrahuje si¢ eterem dietylowym.

Sterole sa przeksztalcane w etery trimetylosililowe i poddawane analizie metoda chromatografii gazowej na ko-
lumnach kapilarnych w odniesieniu do wzorca wewnetrznego/betuliny.

APARATURA

Kolba do zmydlania poj. 150 ml polaczona z chlodnicg zwrotna (zlacza szlifowe)

Rozdzielacze poj. 500 ml

Kolby poj. 250 ml

Lejki wyréwnujace ci$nienie, poj. 250 ml lub podobne, do zbierania odpadéw eteru dietylowego
Kolumna szklana, 350 mm x 20 mm, wyposazona w korek ze spiekanego szkla

Laznia wodna lub plaszcz izolujacy

Probéwki reakcyjne poj. 2 ml

Chromatograf gazowy umozliwiajacy wykorzystanie kolumny kapilarnej i wyposazony w uklad rozdzielajacy,
w sklad ktérego wchodzg:

komora termostatyczna do kolumn, umozliwiajaca utrzymanie zZadanej temperatury z dokladnoscig do * 1 °G;
wyparka z regulowang temperatura;

detektor jonizacji plomieniowej oraz konwerter-wzmacniacz;

integrator-rejestrator odpowiedni do wykorzystania z konwerterem-wzmacniaczem (ppkt 3.8.3).

Kolumna kapilarna ze stopionej krzemionki catkowicie pokryta powtoka BP1 lub réwnowazng (albo dowolna inna
kolumna o co najmniej réwnej zdolnosci rozdzielczej), o jednolitej grubosci 0,25 pm; kolumna musi umozliwiaé
rozdzielenie trimetylosililowych pochodnych lanosterolu i sitosterolu. Odpowiednia jest BP1 o dlugosci 12 m i
$rednicy wewnetrznej 0,2 mm

Mikrostrzykawka do chromatografii gazowej poj. 1 pl z hartowana igla

ODCZYNNIKI

Wszystkie odczynniki muszg by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej. Nalezy uzywac wody destylowanej
lub wody o réwnowaznym stopniu czystosci.
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4.1. Etanol, o czystosci co najmniej 95 %

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

4.3. Betulina, o czystosci co najmniej 99 %

4.3.1.  Roztwory betuliny w eterze dietylowym (ppkt 4.4)

4.3.1.1. Stezenie roztworu betuliny uzywane do oznaczania sitosterolu powinno wynosi¢ 1,0 mg/ml
4.3.1.2. Stezenie roztworu betuliny uzywane do oznaczania stigmasterolu powinno wynosi¢ 0,4 mg/ml
4.4. Eter dietylowy, o czystosci analitycznej (bez nadtlenkéw lub pozostatosci)

4.5. Siarczan sodu, bezwodny, granulowany, wczesniej suszony przez dwie godziny w temp. 102 °C

4.6. Odczynnik sililujacy, np. TRI-SIL (produkowany przez Pierce Chemical Co, nr kat. 49001) lub réwnowazny. (Waz-
ne: TRI-SIL jest fatwopalny, toksyczny, zracy i prawdopodobnie rakotwérczy. Pracownicy laboratorium muszg by¢
zaznajomieni z parametrami bezpieczefistwa TRI-SIL i stosowac wlasciwe $rodki ostroznosci).

4.7. Lanosterol

4.8. Sitosterol o znanej czystoci nie mniejszej niz 90 % (P)

Uwaga 1:  Czysto§¢ materialéw wzorcowych wykorzystywanych do kalibracji musi by¢ ustalona metoda standa-
ryzacji. Nalezy zatozyc, ze wszystkie sterole wystepujace w probee zostaja wykazane na chromatogra-
mie, catkowita powierzchnia pikéw reprezentuje 100 % skladnikéw sterolowych, oraz ze sterole
wywoluja taka sama reakcje detektora. Liniowos¢ ukladu musi by¢ potwierdzona przy zakresach ste-
zen bedacych przedmiotem zainteresowania.

4.8.1. Roztwér wzorcowy sitosterolu — przygotowal roztwor zawierajacy, z dokladnoscia do 0,001 mg/ml,
w przyblizeniu 0,5 mg/ml (W) sitosterolu (ppkt 4.8) w eterze dietylowym (ppkt 4.4)

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

49.1. Roztwdér wzorcowy stigmasterolu — przygotowal roztwor zawierajacy, z dokladnoscia do 0,001 mg/ml,
w przyblizeniu 0,2 mg/ml (W) stigmasterolu (ppkt 4.9) w eterze dietylowym (ppkt 4.4)

4.10.  Mieszanina do badania zdolnosci rozdzielczej. Przygotowad roztwor zawierajacy 0,05 mg/ml lanosterolu
(ppkt 4.7) i 0,5 mg sitosterolu (ppkt 4.8) w eterze dietylowym (ppkt 4.4)

5. METODA
5.1. Przygotowanie roztworéw wzorcowych do chromatografii

Wewnetrzny roztwor wzorcowy (ppkt 4.3.1) musi by¢ dodany do odpowiedniego wzorcowego roztworu sterolu
jednoczesnie z dodaniem go do zmydlonej prébki (zob. ppkt 5.2.2).

5.1.1.  Chromatograficzny roztwor wzorcowy sitosterolu: przenie$¢ 1 ml roztworu wzorcowego sitosterolu (ppkt 4.8.1)
do kazdej z dwdch probéwek reakeyjnych (ppkt 3.7) i usung¢ eter dietylowy za pomocg strumienia azotu. Do-
da¢ 1 ml wewngtrznego roztworu wzorcowego (ppkt 4.3.1.1) i usuna¢ eter dietylowy za pomocg strumienia azotu

5.1.2.  Chromatograficzny wzorcowy roztwor stigmasterolu: przenie$¢ 1 ml roztworu wzorcowego stigmasterolu
(ppkt 4.9.1) do kazdej z dwoch probowek reakeyjnych (ppkt 3.7) i usungé eter dietylowy za pomocg strumienia
azotu. Doda¢ 1 ml wewnetrznego roztworu wzorcowego (ppkt 4.3.1.2) i usung¢ eter dietylowy za pomocg stru-
mienia azotu

5.2 Przygotowanie substancji niezmydlajacych sie
5.2.1.  Roztopi¢ probke masta w temperaturze nieprzekraczajacej 35 °C, po czym rozrobi¢, starannie mieszajac

Odmierzy¢ wagowo, z dokladnosciag do 1 mg, w przyblizeniu 1 g masta (W,) lub koncentratu masta (W) do kol-
by poj. 150 ml (ppkt 3.1). Doda¢ 50 ml etanolu (ppkt 4.1) i 10 ml roztworu wodorotlenku potasu (ppkt 4.2). Zain-
stalowa¢ chlodnicg zwrotng i podgrzewac przez 30 minut w temp. ok. 75 °C. Odlgczy¢ chtodnice i schtodzi¢ kolbe
do temperatury zblizonej do temperatury otoczenia.
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5.2.2.

5.2.3.

5.3.

5.4.

5.4.1.

Doda¢ do kolby poj. 1,0 ml wewnetrznego roztworu wzorcowego (ppkt 4.3.1.1) w przypadku oznaczania sito-
sterolu, lub wewnetrznego roztworu wzorcowego (ppkt 4.3.1.2) w przypadku oznaczania stigmasterolu. Doklad-
nie wymiesza¢. Przenie$¢ ilo§ciowo zawarto$¢ kolby do rozdzielacza poj. 500 ml (ppkt 3.2), przemywajac kolbe
kolejno 50 ml wody i 250 ml eteru dietylowego (ppkt 4.4). Wstrzgsac energicznie rozdzielaczem przez dwie mi-
nuty i pozostawi¢ do rozdzielenia si¢ faz. Usung¢ nizsza warstwe wodng i przemy¢ warstwe eteru, wstrzgsajac
z czterema kolejnymi podwielokrotno$ciami 100 ml wody.

Uwaga 2: W celu unikniecia utworzenia si¢ emulsji istotne jest, aby pierwsze dwa przemycia wodg przeprowa-
dzi¢ ostroznie (10 odwrdcen). Podczas trzeciego przemywania mozna wstrzasaé energicznie

przez 30 sekund. W przypadku utworzenia si¢ emulsji mozna ja rozbi¢, dodajac w tym celu 5-10 ml
etanolu. W razie dodania etanolu konieczne jest dwukrotne dodatkowe energiczne przemycie woda.

Przepusci¢ klarowng, oddzielona od mydla warstwe eteru przez szklang kolumne (ppkt 3.5) zawierajacg 30 g bez-
wodnego siarczanu sodu (ppkt 4.5). Zebraé eter do kolby poj. 250 ml (ppkt 3.3). Doda¢ jedng granulke zapobie-
gajaca wrzeniu burzliwemu i odparowaé prawie do sucha w tazni wodnej lub plaszczu izolujacym, zwracajac
uwage na zebranie odpadéw rozpuszczalnikow.

Uwaga 3: Jezeli wyciagi probki zostang catkowicie wysuszone w zbyt wysokiej temperaturze, moga wystapic stra-
ty sterolu.

Przygotowanie eteréw trimetylosililowych

Przenie$¢ pozostaly w kolbie roztwor eteru do probowki reakcyjnej poj. 2 ml (ppkt 3.7) wraz z 2 ml eteru diety-
lowego, po czym usuna¢ eter za pomocg strumienia azotu. Przemy¢ kolbe dwoma dodatkowymi podwielokrot-
no$ciami 2 ml eteru dietylowego, przenoszac je do probowki i usuwajac za kazdym razem eter za pomocg azotu.

Sililowaé prébke, dodajac 1 ml TRI-SIL (ppkt 4.6). Zamknaé probéwke i wstrzgsaé energicznie w celu rozpusz-
czenia. Jezeli catkowite rozpuszczenie nie nastapi, podgrza¢ do temp. 65—70 °C. Odstawi¢ na co najmniej pie¢ mi-
nut przed wprowadzeniem do chromatografu gazowego. Sililowac wzorce w taki sam spos6b jak prébki. Sililowaé
mieszaning do badania zdolnosci rozdzielczej (ppkt 4.10) w taki sam sposéb jak probki.

Uwaga 4:  Proces sililowania musi by¢ prowadzony w §rodowisku bezwodnym. Niepelne sililowanie betuliny uwi-
dacznia si¢ przez pojawienie si¢ drugiego piku usytuowanego w poblizu piku odpowiadajacego
betulinie.

Obecnosé etanolu na ctapie sililowania bedzie kolidowaé z procesem sililowania. Moze to by¢ wyni-
kiem niedostatecznego przemycia na etapie ekstrakeji. Jezeli problem utrzymuje sig, na etapie ekstrak-
¢ji mozna przeprowadzi¢ pigte przemycie przy energicznym wstrzasaniu przez 30 sekund.

Analiza metodg chromatografii gazowej

Dobér warunkdéw roboczych

Ustawi¢ chromatograf gazowy zgodnie z instrukcjami producenta.
Wskazowki dla warunkéw roboczych sa nastepujace:

— temperatura kolumny: 265 °C,

— temperatura dozownika: 265 °C,

— temperatura detektora: 300 °C,

— natgzenie przeplywu strumienia gazu no$nego: 0,6 ml/min.,
— ci$nienie wodoru: 84 kPa,

— ci$nienie powietrza: 155 kPa,

— rozdzial prébki od 10:1 do 50:1; stosunek rozdzialu musi by¢ dobrany optymalnie zgodnie z instrukcjg pro-
ducenta i liniowoscig odpowiedzi detektora, a nastgpnie potwierdzony przy zakresie stezenia bedacym przed-
miotem zainteresowania.

Uwaga 5: Szczeg6lnie wazne jest regularne czyszczenie wkladki w dozowniku.
— ilo§¢ wprowadzonej substancji: 1 pl roztworu TMSE.

Przed rozpoczgciem jakiejkolwick analizy nalezy poczekaé na osiagnigcie przez system stanu rownowagi i uzys-
kanie jego dostatecznie stabilnej reakcji.
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5.4.2.

6.1.

7.1.1.1.

Powyzsze warunki muszg by¢ zréznicowane w zaleznosci od parametréw technicznych kolumny i chromatogra-
fu gazowego, tak aby otrzyma¢ chromatogramy spelniajace ponizsze wymagania:

—  pikssitosterolu musi by¢ odpowiednio oddzielony od piku lanosterolu. Na ryc. 1 przedstawiono typowy chro-
matogram, jaki powinna dawac sililowana mieszanina do badania zdolnosci rozdzielczej (ppkt 4.10),

— wzgledne czasy retencji ponizszych steroli powinny wynosi¢ w przyblizeniu:
cholesterol: 1,0
stigmasterol: 1,3
sitosterol: 1,5
betulina: 2,5

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

Wprowadzi¢ 1 pl sililowanego roztworu wzorcowego (stigmasterolu lub sitosterolu) i dostosowa¢ parametry kali-
bracyjne integratora.

Wprowadzi¢ kolejng porcje 1 pl sililowanego roztworu wzorcowego w celu okreslenia wspétczynnikéw odpo-
wiedzi w odniesieniu do betuliny.

Wprowadzi¢ 1 pl sililowanego roztworu probki i zmierzy¢ powierzchnie pikéw. Kazda seria chromatograficzna
musi by¢ oddzielona przez wprowadzenie wzorcéw.

Wskazéwka: poszczegdlne serie muszg zawiera sze$¢ wprowadzeft prébki.

Uwaga 6: Catkowanie piku stigmasterolu powinno obejmowa¢ kazdy przypadek ogonowania zgodnie z pkt 1,
213 naryc. 2b.

Przy dokonywaniu oceny calkowitego sitosterolu catkowanie piku sitosterolu powinno obejmowac po-
wierzchnie piku 22 dihydro-beta-sitosterolu (stigmastanolu), ktory jest eluowany bezposrednio po sito-
sterolu (zob. ryc. 3b).

OBLICZANIE WYNIKOW

Okresli¢ powierzchnie pikéw sterolu i pikéw betuliny w obu wzorcach oddzielajacych poszczegélne serie i obli-
czyé R;:

R, = (Srednia powierzchnia piku sterolu we wzorcu)/(rednia powierzchnia piku betuliny we wzorcu)
Okresli¢ powierzchnig piku sterolu (stigmasterolu i sitosterolu) i piku betuliny w prébce i obliczy¢ R,:
R, = (powierzchnia piku sterolu w prébee)/(powierzchnia piku betuliny w probee)

= zawarto$¢ sterolu we wzorcu (mg) zawarta w 1 ml roztworu wzorcowego (ppkt 4.8.1 lub 4.9.1)

—

masa probki (g) (ppkt 5.2.1)

czysto$¢ sterolu wzorcowego (ppkt 4.8 lub 4.9)

Zawarto$¢ sterolu w prébee (mgfkg) = ((R,)/(Ry)) * (W,)[(W5)) x P x 10.
DOKLADNOSC METODY

Masto

Powtarzalno$¢

Stigmasterol

Réznica pomigdzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzonych w mozliwie najkrétszym odstepie czasu przez
ten sam podmiot wykorzystujacy t¢ samag aparatur¢ na identycznym materiale badanym nie moze
przekracza¢ 19,3 mg/kg.
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7.1.1.2.

7.1.2.

7.1.2.1.

7.1.2.2.

7.2.

7.2.1.

7.2.1.1.

7.2.1.2.

7.2.2.

7.2.2.1.

7.2.2.2.

7.2.3.

8.1.

Sitosterol

Réznica pomigdzy wynikami dwoch oznaczen przeprowadzonych w mozliwie najkrotszym odstepie czasu przez
ten sam podmiot wykorzystujacy te¢ samg aparatur¢ na identycznym materiale badanym nie moze
przekraczac 23,0 mg/kg.

Odtwarzalnosé
Stigmasterol

Réznica pomigdzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzonych przez podmioty w réznych laboratoriach, przy
uzyciu réznej aparatury, na identycznym materiale badanym, nie moze przekracza¢ 31,9 mg/kg.

Sitosterol

Réznica pomigdzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzonych przez podmioty w réznych laboratoriach, przy
uzyciu roznej aparatury, na identycznym materiale badanym, nie moze przekraczac 8,7 % wzgledem Sredniej war-
tosci oznaczenia.

Zrédto danych dotyczgcych precyzji

Dane dotyczace precyzji zostaly okreslone na podstawie doswiadczenia przeprowadzonego w 1992 r. z udzialem
o$miu laboratoriéw i przy uzyciu szeSciu probek stigmasterolu (trzy Slepe duplikaty) oraz szesciu prébek sitoste-
rolu (trzy Slepe duplikaty).

Koncentrat masla
Powtarzalnosé
Stigmasterol

Réznica pomiedzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzonych w mozliwie najkrétszym odstepie czasu przez
ten sam podmiot wykorzystujacy te sama aparatur¢ na identycznym materiale badanym nie moze
przekracza¢ 10,2 mg/kg.

Sitosterol

Réznica pomigdzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzonych w mozliwie najkrétszym odstepie czasu przez
ten sam podmiot wykorzystujacy te¢ sama aparatur¢ na identycznym materiale badanym nie moze
przekraczaé 3,6 mg/kg wzgledem Sredniej warto$ci oznaczen.

Odtwarzalnos¢
Stigmasterol

Réznica pomigdzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzonych przez podmioty w réznych laboratoriach, przy
uzyciu réznej aparatury, na identycznym materiale badanym, nie moze przekraczaé 25,3 mg/kg.

Sitosterol

Réznica pomigdzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzonych przez podmioty w réznych laboratoriach, przy
uzyciu réznej aparatury, na identycznym materiale badanym, nie moze przekraczac 8,9 % wzgledem $redniej war-
tosci oznaczen.

Zrédto danych dotyczgeych precyzji

Dane dotyczace precyzji zostaly okreslone na podstawie do$wiadczenia przeprowadzonego w 1991 r. z udzialem
dziewig¢ laboratoridéw i przy uzyciu szesciu prébek stigmasterolu (trzy Slepe duplikaty) oraz szesciu prébek sito-
sterolu (trzy $lepe duplikaty).

GRANICE TOLERANCJI

Z produktu znakowanego nalezy pobra¢ trzy prébki w celu sprawdzenia prawidlowosci znakowania produktu.
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8.2.

8.2.1.

8.2.1.1.

8.2.1.2.

8.2.2.

8.2.2.1.

8.2.2.2.

8.3.

8.3.1.

8.3.1.1.

8.3.1.2.

Masto

Stigmasterol

Stopient wlaczenia stigmasterolu wynosi 150 g stigmasterolu o czystosci co najmniej 95 % na tong¢ masta,
tzn. 142,5 mgfkg, lub 170 g stigmasterolu o czystoSci co najmniej 85 % na ton¢ masta, tzn. 144,5 mg/kg.

Wyniki dla trzech probek, otrzymane z analizy produktu, sa wykorzystywane do sprawdzenia szybkosci i row-
nomiernosci wlaczenia znacznika, a najnizszy z wynikéw poréwnuje si¢ z ponizszymi warto$ciami granicznymi:

— 115,8 mg/kg (95 % minimalnego stopnia wlaczenia w przypadku stigmasterolu o czystosci 95 %),

— 117,7 mg/kg (95 % minimalnego stopnia wlaczenia w przypadku stigmasterolu o czystosci 85 %),

— 80,1 mg/kg (70 % minimalnego stopnia wlaczenia w przypadku stigmasterolu o czystosci 95 %),

— 81,5 mg/kg (70 % minimalnego stopnia wlaczenia w przypadku stigmasterolu o czystosci 85 %).

Stezenie znacznika w probee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powiazaniu z interpolacjg po-
miedzy, odpowiednio, 115,8 mg/kg i 80,1 mg/kg lub 117,7 mg/kg i 81,5 mg/kg.

Sitosterol

Stopien wigczenia sitosterolu wynosi 600 g sitosterolu o czystosci co najmniej 90 % na tong masta, tzn. 540 mg/kg

Wyniki dla trzech probek, otrzymane z analizy produktu, sa wykorzystywane do sprawdzenia szybkosci i row-
nomiernosci wlaczenia znacznika, a najnizszy z wynikéw poréwnuije si¢ z ponizszymi warto$ciami granicznymi:

—  482,6 mg[kg (95 % minimalnego stopnia wlaczenia w przypadku sitosterolu o czystosci 90 %),

— 347,6 mg[kg (70 % minimalnego stopnia wlaczenia w przypadku sitosterolu o czystosci 90 %).

Stezenie znacznika w prébcee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powiazaniu z interpolacja
miedzy 482,6 mg/kg i 347,6 mg/kg.

Koncentrat masta

Stigmasterol

Stopient wlaczenia stigmasterolu wynosi 150 g stigmasterolu o czystosci co najmniej 95 % na tong koncentratu
masta, tzn. 142,5 mg/kg, lub 170 g stigmasterolu o czystosci co najmniej 85 % na ton¢ koncentratu masta,
tzn. 144,5 mg/kg.

Wyniki dla trzech probek, otrzymane z analizy produktu, sa wykorzystywane do sprawdzenia szybkosci i row-
nomiernosci wlaczenia znacznika, a najnizszy z wynikéw poréwnuje si¢ z ponizszymi warto$ciami granicznymi:

— 118,5 mg/kg (95 % minimalnego stopnia wigczenia w przypadku stigmasterolu o czystosci 95 %),

— 120,4 mg/kg (95 % minimalnego stopnia wlaczenia w przypadku stigmasterolu o czystosci 85 %),

— 82,9 mgfkg (70 % minimalnego stopnia wlgczenia w przypadku stigmasterolu o czystoéci 95 %),

— 84,3 mg/kg (70 % minimalnego stopnia wlaczenia w przypadku stigmasterolu o czystosci 85 %).

Stezenie znacznika w probee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powiazaniu z interpolacjg po-
miedzy, odpowiednio, 118,5 mg/kg i 82,9 mg/kg lub 120,4 mg/kg i 84,3 mg/kg.
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8.3.2.  Sitosterol

8.3.2.1. Stopien wlaczenia sitosterolu wynosi 600 g sitosterolu o czystosci co najmniej 90 % na tone koncentratu masta,
tzn. 540 mg/kg.

8.3.2.2. Wyniki dla trzech probek, otrzymane z analizy produktu, sa wykorzystywane do sprawdzenia szybkosci i réw-
nomiernosci wlaczenia znacznika, a najnizszy z wynikéw pordwnuje si¢ z ponizszymi warto$ciami granicznymi:

— 480,9 mg/kg (95 % minimalnego stopnia wlaczenia w przypadku sitosterolu o czystosci 90 %),
—  345,9 mgfkg (70 % minimalnego stopnia wigczenia w przypadku sitosterolu o czystosci 90 %).

Stezenie znacznika w prdbee, ktéra daje najnizszy wynik, jest wykorzystywane w powigzaniu z interpolacja
miedzy 480,9 mg/kg i 345,9 mg/kg.

Ryc. 1

Chromatogram mieszaniny do badania zdolnosci rozdzielczej

Najbardziej odpowiednie jest calkowite rozdzielenie, tzn. linia tworzaca zarys piku lanosterolu powinna wréci¢ do linii pod-
stawowej przed przeksztalceniem sie w pik sitosterolu, jednak niepelne rozdzielenie jest dopuszczalne.
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Ryc. 2a Ryc. 2b

Wzorzec stigmasterolu Probka masta skazona stigmasterolem

Cholesterol

Stigmasterol

Betulina (wzorzec wewnetrzny)

Stigmasterol
Betulina (wzorzec wewnetrzny)

Odpowiedz detektora FID
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Uwaga: Catkowanie piku stigmasterolu powinno uwzgledni¢ kazde ogonowanie
zgodnie z definicja podang w pkt 1, 21 3.
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Ryc. 3a Ryc. 3b
Wzorzec sitosterolu Préobka masta skazona beta-sitosterolem
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Uwaga: Beta-sitosterol czesto zawiera zanieczyszczenie (wykrywane jako stigmasterol), ktére jest eluowane bezposrednio po beta-sitosterolu. Przy doko-
nywaniu oceny catkowitego obecnego beta-sitosterolu powierzchnie obu tych pikéw nalezy zsumowaé.
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ZALACZNIK IX

(Artykut 6)

REFERENCYJNA METODA WYKRYWANIA OBECNOSCI MLEKA KROWIEGO 1 KAZEINIANOW W SERACH
Z MLEKA OWCZEGO, MLEKA KOZIEGO, MLEKA BAWOLEGO LUB MIESZANEK MLEKA OWCZEGO,

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

4.1.

KOZIEGO I BAWOLEGO

ZAKRES

Wykrywanie obecnosci mleka krowiego i kazeinianow w serach wyprodukowanych z mleka owczego, mleka ko-
ziego, mleka bawolego lub mieszanek mleka owczego, koziego i bawolego przez wyznaczanie punktu izoelek-
trycznego gamma-kazeiny po plazminolizie.

DZIEDZINA STOSOWANIA

Metoda jest odpowiednia dla czulego i specyficznego wykrywania naturalnego oraz poddanego obrébce cieplnej
mleka krowiego i kazeinianéw w $wiezych i dojrzatych serach wyprodukowanych z mleka owczego, mleka ko-
ziego, mleka bawolego lub mieszanin mleka owczego, koziego i bawolego. Metoda nie jest odpowiednia do wy-
krywania przypadkow falszowania mleka i sera przy uzyciu poddanych obrébcee cieplnej koncentratéw
biatkowych serwatki pochodzacej od kréw.

ZASADA METODY
Oddzielenie kazeiny z sera i wzorcéw odniesienia
Rozpuszczenie oddzielonej kazeiny i poddanie jej rozszczepieniu za pomocg plazminy (EC.3.4.21.7)

Wyznaczenie punktu izoelektrycznego kazeiny poddanej dzialaniu plazminy w obecno$ci mocznika oraz barwie-
nie biatka

Ocena zabarwionych wzoréw gamma3-kazeiny i gamma2-kazeiny (dowdd na wystgpowanie mleka krowiego) po-
przez poréwnanie wzoru otrzymanego z probki z wzorami otrzymanymi w tym samym zelu ze wzorcoéw odnie-
sienia zawierajacych 0 % i 1 % mleka krowiego.

ODCZYNNIKI

Jezeli nie wskazano inaczej, nalezy stosowaé chemikalia klasy analitycznej. Woda musi by¢ redestylowana lub
o rébwnowaznym stopniu czystosci.

Uwaga: Ponizsze dane szczegdtowe odnosza si¢ do przygotowanych w laboratorium Zeli poliakryloamidowych
zawierajacych mocznik, o wymiarach 265 x 125 x 0,25 mm. W przypadku gdy stosuje si¢ inne rozmia-
ry i rodzaje zelu, niezbedne moze si¢ okaza¢ odpowiednie dostosowanie warunkéw rozdzielania.

Wyznaczenie punktu izoelektrycznego
Odczynniki do produkgji zeli poliakryloamidowych zawierajacych mocznik.
Roztwér podstawowy zelu

Rozpuscic:

4,85 g akryloamidu

0,15 g N, N-metyleno-bis-akryloamidu (BIS)
48,05 g mocznika

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

w wodzie, uzupehi¢ do 100 ml i przechowywa¢ w butelce z brazowego szkta w chlodziarce.

Uwaga: Mozna stosowac dostgpny w handlu wstepnie zestawiony roztwor akryloamid/BIS zamiast podanych mas
neurotoksycznych akryloamidow. W  przypadku gdy taki roztwor zawiera 30% wfv
akryloamidu i 0,8 % w/v BIS, nalezy uzy¢ do preparatu objetosci 16,2 ml zamiast podanych mas. Okres
przechowywania roztworu podstawowego wynosi maksymalnie 10 dni; jezeli przewodnictwo roztworu
jest wyzsze niz 5 pS, dejonizowacd poprzez mieszanie z 2 g¢ Amberlitu MB-3 przez 30 minut, a nastgpnie
przesaczy¢ przez saczek membranowy o $rednicy poréw 0,45 pm.
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4.1.3.1.

4.1.3.2.

4.2.

4.3.

4.4.

4.7.

Roztwdér zelu

Przygotowaé roztwér zelu przez wymieszanie dodatkéw i amfolitdw z podstawowym roztworem zelu (zob.

ppkt 4.1.1).

9,0 ml roztworu podstawowego
24 mg beta-alaniny

500 pl amfolitu o pH 3,5-9,5 (1)
250 pl amfolitu o pH 5-7 (%)
250 pl amfolitu o pH 6-8 (1)

Wymieszaé roztwor zelu i odgazowywaé przez dwie do trzech minut w fazni ultradzwigkowej lub w prézni.

Uwaga: Przygotowal roztwor zelu bezposrednio przed wlaniem (zob. ppkt 6.2).
Roztwory katalityczne
N, N, N' N’ — tetrametyloetylenodiamina (Temed)

nadsiarczan amonu (PER) 40 % w/v:

rozpusci¢ 800 mg PER w wodzie i uzupehi¢ do 2 ml.

Uwaga: Zawsze stosowac §wiezo przygotowany roztwor PER.
Plyn kontaktowy

Nafta lub parafina ciekla.

Roztwor anodowy

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

Roztwor katodowy

Rozpusci¢ 2,00 g wodorotlenku sodu w wodzie i uzupehni¢ woda do 100 ml.
Przygotowanie prébki
Odczynniki do oddzielenia biatka

Rozcieficzy¢ kwas octowy (objetos¢ 25,0 ml kwasu octowego lodowatowego uzupetniona wodg do objetosci 100 ml)
Dichlorometan

Aceton
Bufor do rozpuszczania biatka
Rozpuscic:

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

w wodzie i uzupetni¢ do 50 ml.

Uwaga: Przechowywaé w chlodziarce; maksymalny okres przechowywania wynosi jeden tydzien.
Odczynniki do rozszczepienia kazeiny za pomocg plazminy

Bufor z weglanem amonu

Miareczkowacé roztwoér wodoroweglanu amonu o stezeniu 0,2 mol/l (1,58 g/100 ml wody) zawierajacy 0,05 mol/l
kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA, 1,46 g/100 ml) roztworem weglanu amonu o stezeniu 0,2 mol/l
(1,92 g/100 ml wody) zawierajacym 0,05 mol/l EDTA do osiagnigcia ph 8.

() Produkty Ampholine® pH 3,5-9,5 (Pharmacia) i Resolyte® pH 5-7 oraz pH 6-8 (BDH, Merck) okazaly si¢ szczegélnie odpowiednie do
uzyskania wymaganego rozdzielenia gamma-kazein.
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4.7.2.

4.7.3.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.11.1.

4.11.2.

4.11.3.

5.1.

5.2.

5.3.

Plazmina bydlgca (EC. 3.4.21.7) o aktywnosci co najmniej 5 Ufml
Roztwdr kwasu e-aminokapronowego do inhibicji enzymow

Rozpusci¢ 2,624 g kwasu e-aminokapronowego (kwas 6-aminoheksanowy) w 100 ml etanolu o stezeniu 40 %

(v[v).
Wzorce

Certyfikowane wzorce odniesienia mieszanki odthuszczonego mleka owczego i koziego z dodatkiem podpuszczki, zawierajg-
ce 0% i 1% mleka krowiego, dostgpne s¢ w Instytucie Materiatéw Referencyjnych i Pomiaréw przy Komisji, B-2440 Geel,
Belgia

Przygotowanie laboratoryjnych wzorcow posrednich mleka bawolego z dodatkiem podpuszczki, zawierajgcych 0 % i 1 % mle-
ka krowiego

Mleko odttuszczone przygotowuje si¢ przez odwirowanie surowego mleka bawolego lub krowiego w temp. 37 °C
przy 2 500 g przez 20 minut. Po szybkim schlodzeniu probowki wraz z jej zawartoscia do 6-8 °C, gérna warstwa
tluszczu usuwana jest w catosci. Aby przygotowad wzorzec 1 % nalezy doda¢ 5,00 ml odtluszczonego mleka kro-
wiego do 495 ml odtluszczonego mleka bawolego w jednolitrowej zlewce, doprowadzi¢ pH do wartosci 6,4 przez
dodanie rozcieficzonego kwasu mlekowego (10 % w/v). Doprowadzi¢ temperature do 35 °C i doda¢ 100 pl pod-
puszczki cielecej (aktywnos¢ podpuszezki 1:10 000, ok. 3 000 U/ml), mieszaé przez 1 minute, po czym odstawic
zlewke przykryta folig aluminiows na jedna godzing w temp. 35 °C, aby uformowat si¢ twardg. Po uformowaniu
twarogu cate mleko z podpuszczkg jest suszone sublimacyjnie bez uprzedniej homogenizacji lub odsaczania ser-
watki. Po wysuszeniu sublimacyjnym mleko jest dokladnie rozdrabniane do uzyskania jednorodnego proszku. Aby
przygotowa¢ wzorzec 0 % nalezy przeprowadzi¢ taka sama procedure przy uzyciu prawdziwego odtluszczonego
mleka bawolego. Wzorce nalezy przechowywaé w temp. — 20 °C.

Uwaga: Przed przygotowaniem wzorcéw zaleca si¢ zbadanie mleka bawolego pod wzgledem jego czystosci po-
przez wyznaczenie punktu izoelektrycznego kazeiny poddanej dziataniu plazminy.

Odczynniki do barwienia biatka

Utrwalacz

Rozpusci¢ 150 mg kwasu trichlorooctowego w wodzie i uzupeic¢ do 1 000 ml.
Roztwor odbarwiajacy

Uzupetni¢ 500 ml metanolu i 200 ml kwasu octowego lodowatego woda destylowang do objetosci 2 000 ml.

Uwaga: Nalezy przygotowywaé $wiezy roztwor odbarwiajacy kazdego dnia; mozna go przygotowaé poprzez
zmieszanie jednakowych objetosci roztworéw podstawowych 50 % (v/v) metanolu i 20 % (v/v) kwasu oc-
towego lodowatego.

Roztwory barwigce

Roztwdr barwigcy (roztwdr podstawowy 1)

Rozpusci¢ 3,0 g barwnika Coomassie Brilliant Blue G-250 (C.I. 42655) w 1 000 ml metanolu o stezeniu 90 % (v/[v)

za pomocg mieszadla magnetycznego (ok. 45 minut), przesaczy¢ przez dwa ztozone sgczki o Sredniej predkosci

sgczenia.

Roztwér barwigey (roztwdr podstawowy 2)

Rozpusci¢ 5,0 g siarczanu miedzi pieciowodnego w 1 000 ml kwasu octowego o stezeniu 20 % (v[v).

Roztwér barwigey (roztwdr roboczy)

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

Uwaga: Roztwér barwiacy powinien by¢ przygotowany w dniu, w ktérym ma zosta¢ uzyty.

WYPOSAZENIE
Szklane plytki (265 x 125 x 4 mm); walek gumowy (szeroko§¢ 15 cm); st6t poziomujacy
Arkusz no$ny zelu (265 x 125 mm)

Arkusz przykrywajacy (280 x 125 mm). Przyklei¢ pasek tasmy klejacej (280 x 6 x 0,25 mm) wzdluz obu dluz-
szych krawedzi (zob. ryc. 1)
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Komora elektroogniskowania z plyta chlodzaca (na przyklad 265 x 125 mm) oraz odpowiednim ukladem zasi-
lania (> 2,5 kV) lub automatyczny system elektroforezy

Kriostat cyrkulacyjny, regulowany termostatem w temp. 12 + 0,5 °C

Wiréwka z regulacjg do 3 000 g

Elektrody paskowe (o dlugosci > 265 mm)

Plastikowe butelki z wkraplaczem do roztworu anodowego i katodowego

Aplikatory probek (10 x 5 mm, wiskoza lub sgczek papierowy o niskim wspélezynniku adsorpcji biatka)
Nozyczki, skalpele i szczypce ze stali nierdzewnej

Naczynia do barwienia i odbarwiania ze stali nierdzewnej lub ze szkla (na przyklad tace na narzedzia
o wymiarach 280 x 150 mm)

Nastawny homogenizator obrotowy (Srednica watu 10 mm), liczba obr./min. od 8 000 do 20 000
Mieszadlo magnetyczne

Laznia ultradZzwigkowa

Zgrzewarka do folii

Mikropipety poj. 25 pl

Koncentrator prézniowy lub suszarka sublimacyjna

Laznia wodna kontrolowana termostatycznie, nastawna do 35 °C i 40 £ 1 °C, z wytrzasarka

Aparatura densytometryczna umozliwiajaca odczyt przy N = 634 nm

PROCEDURA
Przygotowanie probki
Oddzielenie kazeiny

Odmierzy¢ wagowo réwnowarto$¢ 5,0 g suchej masy sera lub wzorcéw odniesienia do probéwki wirwkowej
poj. 100 ml, doda¢ 60 ml destylowanej wody i homogenizowa¢ za pomocg homogenizatora obrotowego
(8 000-10 000 obr./min.). Doprowadzi¢ pH do wartoci 4,6 za pomoca rozcieficzonego kwasu octowego
(ppkt 4.5.1) i odwirowad (5 minut, 3 000 g). Zdekantowa¢ tluszcz i serwatke, homogenizowa¢ pozostato$¢ przy
predkosci 20 000 obr./min. w 40 ml destylowanej wody o pH dostosowanym do wartosci 4,5 za pomocg rozciefi-
czonego kwasu octowego (ppkt 4.5.1), doda¢ 20 ml dichlorometanu (ppkt 4.5.2), ponownie homogenizowac i od-
wirowad (5 minut, 3 000 g). Usuna¢ warstwe kazeiny znajdujaca si¢ pomiedzy faza wodng i organiczng (zob.
ryc. 2) za pomocg szpatulki i zdekantowaé obydwie fazy. Ponownie homogenizowad kazeing w 40 ml destylo-
wanej wody (zob. wyzej) oraz 20 ml dichlorometanu (ppkt 4.5.2) i odwirowa¢. Powtarzac t¢ procedurg do czasu,
gdy obie fazy ekstrakcyjne stang si¢ bezbarwne (dwa do trzech razy). Homogenizowa¢ pozostatosci biatka wraz
z 50 ml acetonu (ppkt 4.5.3) i przesaczy¢ przez ztozony saczek papierowy o $redniej predkosci saczenia. Prze-
my¢ pozostatosci znajdujace si¢ na saczku, kazdorazowo za pomoca dwoch oddzielnych 25 ml porgji acetonu,
i pozostawi¢ do wysuszenia na powietrzu lub suszy¢ w strumieniu azotu, na koniec dokladnie sproszkowaé
w mozdzierzu.

Uwaga: Oddzielong suchg kazeing nalezy przechowywa¢ w temp. — 20 °C.
Hydrolizowanie beta-kazeiny za pomocg plazminy w celu zwigkszenia intensywnosci uwidocznienia gamma-kazeiny

Zdyspergowaé 25 mg oddzielonej kazeiny (ppkt 6.1.1) w 0,5 ml buforu z weglanem amonu (ppkt 4.7.1) i homo-
genizowa¢ przez 20 minut, stosujac, na przyklad, obrébke ultradZwigkowa. Podgrza¢ do 40 °C i doda¢ 10 pl plaz-
miny (ppkt 4.7.2), wymieszac i inkubowa¢ przez jedng godzing w temp. 40 °C, nieprzerwanie wstrzasajac. Aby
doprowadzi¢ do inhibicji enzymu, doda¢ 20 pl roztworu kwasu e-aminokapronowego (ppkt 4.7.3), nastepnie do-
dac 200 g mocznika w postaci stalej i 2 mg ditiotreitolu.

Uwaga: Aby otrzymac lepsza symetrie w skupionych pasmach kazeiny, zaleca si¢ suszenie sublimacyjne roztwo-
ru po dodaniu kwasu e-aminokapronowego, a nastgpnie rozpuszczenie pozostatosci w 0,5 ml buforu do
rozpuszczania biatka (ppkt 4.6).
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6.2.

6.3.

Przygotowanie zeli poliakryloamidowych zawierajacych mocznik

Dodajac kilka kropli wody, rozwatkowad arkusz nosny zelu (ppkt 5.2) na szklanej plytce (ppkt 5.1), usuwajac
resztki wody recznikiem papierowym lub bibula. W ten sam sposdb rozwatkowa¢ arkusz przykrywajacy (ppkt 5.3)
z przekladkami (0,25 mm) na drugiej plytce szklanej. Polozy¢ plytke poziomo na stole poziomujacym.

Doda¢ 10 pl Temedu (ppkt 4.1.3.1) do przygotowanego i odpowietrzonego roztworu zelu (ppkt 4.1.2), wymie-
sza¢ i doda¢ 10 pl roztworu PER (ppkt 4.1.3.2), starannie wymiesza¢ i natychmiast wyla¢ réwnomiernie na $ro-
dek arkusza przykrywajacego. Umiesci¢ jedna krawedZ plytki pokrytej arkuszem no$nym zelu (strong pokryta
do dotu) na arkuszu przykrywajacym i opuszczad ja powoli, tak aby migdzy arkuszami uformowala si¢ cienka po-
wloka zelu, rozprowadzona réwnomiernie i pozbawiona pecherzykéw (ryc. 3). Ostroznie opusci¢ plytke pokryta
arkuszem no$nym zelu, pomagajac sobie cienkg szpatutks, tak by przylegata do arkusza przykrywajacego, i umie-
$ci¢ na wierzchu trzy dodatkowe plytki szklane w charakterze obcigznikéw. Po zakoniczeniu polimeryzacji
(ok. 60 minut) zdjac spolimeryzowany zel na plytke pokryta arkuszem no$nym zelu razem z arkuszem przykry-
wajacym, obstukujac lekko plytki szklane. Ostroznie wyczysci¢ drugg strong plytki celem usunigcia pozostatosci
zelu oraz mocznika. Zgrzaé ,kanapke” zelu w tubie foliowej i przechowywaé w chlodziarce (maksymalnie przez
sze$¢ tygodni).
Uwaga: Arkusz przykrywajacy z przektadkami moze by¢ uzyty ponownie. Zel poliakryloamidowy moze by¢ po-
ciety na mniejsze fragmenty, co jest zalecane w przypadku, kiedy jest kilka probek, lub kiedy uzywa si¢
automatycznego systemu elektroforezy (dwa zele, rozmiar 4,5 x 5 cm).

Wyznaczenie punktu izoelektrycznego

Nastawi¢ termostat chtodzacy na 12 °C. Przetrze¢ druga strong arkusza no$nego zelu nafta, po czym nanie$¢ kilka
kropel nafty (ppkt 4.2) na Srodkowa cz¢§¢ bloku chlodzacego. Nastepnie rozwatkowaé na nim ,kanapke” zelu,
strong pokryta arkuszem noénym do dotu, nie dopuszczajac do powstawania pecherzykéw. Wytrze¢ nadmiar naf-
ty i usuna¢ arkusz przykrywajacy. Nasaczy¢ elektrody paskowe roztworami elektrodowymi (ppkt 4.3, 4.4), przy-
cig¢ do dlugosci zelu i umiesci¢ w okreslonym potozeniu (odleglo$¢ miedzy elektrodami 9,5 cm).

Warunki wyznaczenia punktu izoelektrycznego:

Rozmiar zelu 265 x 125 x 0,25 mm

Etap Czas Na;;irc};lccizeneelek— Natg;}e]zlizeelek— Moc Woltogodziny
(minuty) W) {mA) (W) (Vh)
1. Ogniskowanie wstepne 30 maksymalnie | maksymal- stala 4 ok. 300
2500 nie 15
2. Ogniskowanie prébki (1) 60 maksymalnie | maksymal- stala 4 ok. 1000
2500 nie 15
3. Ogniskowanie koficowe 60 maksymalnie | maksymal- maksymal- ok. 3000
2500 nie 5 nie 20
40 maksymalnie | maksymal- maksymal- ok. 3000
2500 nie 6 nie 20
30 maksymalnie | maksymal- maksymal- ok. 3000
2500 nie 7 nie 25

Zastosowanie probki: Po ogniskowaniu wstepnym (etap 1) odmierzy¢ przy uzyciu pipety 18 pl probki i roztworéw wzorco-

wych na aplikatory prébek (10 x 5 mm), rozmiesci¢ je w odleglosci 1 mm od siebie na zelu i w odleglosci 5 mm w pozycji
poziomej wzgledem anody, po czym lekko docisna¢. Kontynuowaé ogniskowanie w przedstawionych powyzej warunkach,
ostroznie usuwajgc aplikatory probek po 60 minutach ogniskowania probek.

Uwaga: Jezeli grubo$c lub szeroko$¢ zeli zostaly zmienione, wartosci natezenia elektrycznego i mocy nalezy od-
powiednio dostosowa¢ (np. w przypadku stosowania zelu o rozmiarach 265 x 125 x 0,5 mm nalezy po-
dwoi¢ wartosci natezenia elektrycznego i mocy).

Przyktadowe programowanie napigcia elektrycznego dla urzgdzenia do automatycznej elektroforezy (dwa zele 5,0 x 4,5 cm),
elektrody bez paskéw przytozone bezposrednio do Zelu.

Etap Na};it};]ccizenzlek- Natg;}e]g;:lek- Moc Temperatura Woltogodziny
1. Ogniskowanie wstepne 1000V 10,0 mA 3,5W 8°C 85 Vh
2. Ogniskowanie probki 250V 5,0 mA 25W 8°C 30 Vh
3. Ogniskowanie 1200V 10,0 mA 3,5W 8°C 80 Vh
4. Ogniskowanie 1500V 5,0 mA 7,0 W 8°C 570 Vh

Umiesci¢ aplikator prébki w etapie 2 przy 0 Vh.

Usuna( aplikator probki w etapie 2 przy 30 Vh.
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6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

7.1.

7.2.

Barwienie biatka

Utrwalanie biatka

Usung¢ paski elektrod natychmiast po wylaczeniu zasilania i niezwlocznie wlozy¢ zel do naczynia do
barwienia/odbarwiania, wypelnionego 200 ml utrwalacza (ppkt 4.9); pozostawi¢ na 15 minut, nieprzerwanie
wstrzasajac.

Przemywanie i barwienie plytki zelu

Starannie osgczy¢ utrwalacz i dwukrotnie przemywac plytke zelu przez 30 sekund w 100 ml roztworu odbar-
wiajacego (ppkt 4.10). Wylaé roztwér odbarwiajacy i napelni¢ naczynie 250 ml roztworu barwigcego
(ppkt 4.11.3); pozostawi¢ do zabarwienia na 45 minut, lekko wstrzasajac.

Odbarwianie plytki Zelu

Wylaé roztwér barwiacy, przemy¢ dwukrotnie plytke zelu, uzywajac za kazdym razem 100 ml roztworu odbar-
wiajacego (ppkt 4.10), nastgpnie wstrzasa¢ z 200 ml roztworu odbarwiajacego przez 15 minut i powtérzy¢ etap
odbarwiania co najmniej dwa lub trzy razy do czasu uzyskania przezroczystego i bezbarwnego ta. Nastepnie ptu-
kaé plytke Zelu woda destylowana (dwa razy po 2 minuty) i suszy¢ na powietrzu (2-3 godziny) lub za pomoca
suszarki do wloséw (10-15 minut).

Uwaga 1: Czynnosci utrwalania, przemywania, barwienia i odbarwiania wykonywac¢ w temp. 20 °C. Unikac¢ pod-
wyzszonych temperatur.

Uwaga 2:  Jezeli preferowane jest bardziej czule barwienie srebrem (na przyklad zestaw do barwienia srebrem Si-
Iver Staining Kit, Protein, Pharmacia Biotech, kod nr 17-1150-01), prébki kazeiny poddanej dziataniu
plazminy nalezy rozcieficzy¢ do uzyskania stezenia 5 mg/ml.

OCENA

Ocena dokonywana jest poprzez poréwnanie wzordw biatek nieznanej probki z wzorcami odniesienia na tym sa-
mym zelu. Wykrywanie mleka krowiego w serach wyprodukowanych z mleka owczego, mleka koziego, mleka
bawolego lub mieszanek mleka owczego, koziego i bawolego dokonywane jest za posrednictwem gamma?2-ka-
zeiny i gamma3-kazeiny, ktorych punkty izoelektryczne mieszczg si¢ w zakresie od pH 6,5 do pH 7,5 (ryc. 4 a, b,
ryc. 5). Granica wykrywalnosci jest nizsza niz 0,5 %.

Ocena wizualna

W odniesieniu do oceny wizualnej ilosci mleka krowiego zaleca si¢ dostosowanie stezen probek i wzorcéw celem
uzyskania tego samego poziomu intensywnosci uwidocznienia owczej, koziej iflub bawolej gamma2-kaze-
iny i gamma3-kazeiny (zob. v, E, G, B”i,y; E, G, B"naryc. 4 a, b i naryc. 5). Po takim dostosowaniu ilo$¢ mleka
krowiego (mniejsza, rowna lub wigksza od 1 %) w nieznanej prébce moze by¢ oceniona bezposrednio poprzez
poréwnanie intensywnosci uwidocznienia gamma2-kazeiny i gamma3-kazeiny krowiej (zob. ,y, C"i,y; C" na ry-
c. 4 a, binaryc 5) z intensywnoscia uwidocznienia gamma2-kazeiny i gamma3-kazeiny wzorcow odniesie-
nia 0 % i 1 % (owczej, koziej) lub laboratoryjnych wzorcéw posrednich (bawolej).

Ocena densytometryczna

Jezeli istnieje taka mozliwo$¢, zastosowaé densytometrie (ppkt 5.19) celem okreslenia stosunku powierzchni pi-
kéw gamma2-kazeiny i gamma3-kazeiny krowiej do gamma?2-kazeiny i gamma3-kazeiny owczej, koziej iflub ba-
wolej (zob. ryc. 5). Poréwna¢ te warto$¢ do stosunku powierzchni pikéw gamma2-kazeiny i gamma3-kazeiny 1 %
wzorca odniesienia (owczej, koziej) lub laboratoryjnego wzorca posredniego (bawolej), poddanych analizie na tym
samym Zelu.

Uwaga: Metoda sprawdza si¢ nalezycie w przypadkach, gdy wystepuje wyrazny dodatni sygnat zaréwno w od-
niesieniu do krowiej gamma2-kazeiny, jak i krowiej gamma3-kazeiny w 1 % wzorcu odniesienia, ale nie
w 0 % wzorcu odniesienia. Jezeli sygnal nie wyst¢puje, nalezy optymalizowaé procedurg przestrzegajac
dokladnie szczegdtéw metody.
Probka jest oceniana jako pozytywna, jezeli krowia gamma2-kazeina oraz krowia gamma3-kazeina, lub
stosunek powierzchni odpowiednich pikéw, sa réwne lub wyzsze od poziomu 1 % wzorca odniesienia.
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Rycina 1
Schematyczny rysunek arkusza przykrywajacego

Tas’m:_a p_rzek’fad kowa

0,25 mm i AR e / 7

Arkusz poliestru S

/T - —— 280 mm ————ﬁ/

Rycina 2

Warstwa kazeiny utrzymujgca si¢ miedzy faza wodng i faza organiczng po odwirowaniu

Faza H20

: Kazeina

Phase — Faza CHzClz

Rycina 3

Technika ,,przykrywania klapg”, ktorej celem jest otrzymanie ultracienkich zeli poliakryloamidowych

a = taSma przekladkowa (0,25 mm); b = arkusz przykrywajacy (ppkt 5.3); ¢, e = plytki szklane (ppkt 5.1); d = roztwér zelu (ppkt 4.1.2); f = arkusz no$ny
zelu (ppkt 5.2)
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Rycina 4a

Wyznaczanie punktu izoelektrycznego kazeiny poddanej dzialaniu plazminy z sera z mleka owczego i koziego, zawierajacego rozne ilosci
mleka krowiego

‘:3';'2 EG

g G
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% CM = udzial procentowy mleka krowiego, C = krowie, E = owcze, G = kozie

Przedstawiona jest gérna potowa zelu IEF.

Rycina 4b

Wyznaczanie punktu izoelektrycznego kazeiny poddanej dzialaniu plazminy z sera wyprodukowanego z mieszanek mleka owczego,
koziego i bawolego, zawierajacych rézne ilosci mleka krowiego
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% CM = udzial procentowy mleka krowiego; 1 + = probka zawierajaca 1 % mleka krowiego z dodatkiem czystej kazeiny krowiej w §rodku Sciezki. C = kro-
wie, E = owcze, G = kozie, B = bawole.

Przedstawiona jest catkowita odleglo$¢ rozdzialu w Zelu IEF.
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Rycina 5

Zestawienie nalozonych densytograméw wzorcéw (STD) oraz prébek sera wyprodukowanego z mieszanki mleka owczego i koziego po
wyznaczeniu punktu izoelektrycznego.
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a, b = wzorce zawierajace 0 i 1 % mleka krowiego; c—g = prébki sera zawierajace 0, 1, 2, 3 1 7 % mleka krowiego. C = krowie, E = owcze, G = kozie.

Gérna potowa zelu IEF zostata zeskanowana przy \ = 634 nm.
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ZALACZNIK X
(Artykul 7)

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

. PRZYGOTOWANIE PROBEK

Norma ISO 8261

. PROCEDURA

Norma ISO 4831

Prébki odpowiadajace 1 g masta lub 0,1 g odtluszczonego mleka w proszku lub kazeiny/kazeinianéw sa posiewane na
podtozu hodowli.

Materiat z kazdej probki posiewany jest w trzech probéwkach.

. WYNIKI

Jezeli 3 probowki daja 3 wyniki negatywne, probka ,spetnia wymogi”.

Jezeli 3 probéwki daja 2 lub 3 wyniki pozytywne, probka ,nie spelnia wymogéw”.

Jezeli 3 probéwki daja 2 wyniki negatywne, analiz¢ nalezy powt6rzy¢ dwukrotnie (z uzyciem dwoch probowek).

—  Jezeli 2 wyniki s negatywne, probka ,spelnia wymogi”.

—  Jezeli co najmniej 1 wynik jest pozytywny, probka ,nie spelnia wymogéw”.
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

ZALACZNIK XI
(Artykul 8)

OZNACZANIE LAKTOZY W MIESZANKACH PASZOWYCH

ZAKRES I DZIEDZINA STOSOWANIA

Oznaczanie laktozy w mieszankach paszowych.

ODNIESIENIE

Zawarto$¢ laktozy okreslona jest jako procent masowy oznaczony w ramach opisanej procedury.

DEFINICJA

Zawarto$¢ bezwodnej laktozy jest wyrazona w g/100 g.

ZASADA

Mieszanke paszowa rozpuszcza si¢ w wodzie. Do rozcieficzonej odwazonej podwielokrotnosci dodaje si¢ roztwor
,Biggsa” w celu wytracenia z mieszanki paszowej czgSci sktadowych ttuszczu i biatka. Probka jest nastgpnie saczo-
na (lub wirowana), a przesacz (lub nadsacz) jest wprowadzany do kolumny kationowymiennej do HPLC wypel-
nionej jonowymienng zywica olowiowa przy zastosowaniu wody o jako$ci wymaganej dla HPLC jako fazy
ruchomej. Eluowana laktoza jest wykrywana za pomoca refraktometru réznicowego ().

ODCZYNNIKI
Uwagi ogdlne

Nalezy korzysta¢ wylacznie z odczynnikéw o uznanej klasie analitycznej, o ile nie ustalono inaczej, i odgazowanej
wody o jako$ci wymaganej dla HPLC.

Laktoza

Monohydrat D-laktozy ((C,,H,,)O,,. H,0) moze wchlona¢ dodatkowa wilgo¢. Przed uzyciem zmierzy¢ rzeczy-
wista ilo§¢ wody metodg Karla-Fishera lub usuna¢ dodatkowa wilgo¢, umieszczajac laktoze w piecu w temp. 105 °C
na 8 godzin (laktoza nie traci w takim procesie swojej wody krystaliczne;j).

Stezony roztwor Biggsa/Szijarto (1)

Rozpusci¢ 9,10 g dwuwodnego octanu cynku (Zn(CH;COOH),.2H,0) i 5,46 g monohydratu kwasu fosfowolfra-
mowego (H;[P(W50,,),.xH,0]) w ok. 70 ml wody o jakoci wymaganej dla HPLC (ppkt 6.8) w kolbie miarowej
poj. 100 ml.

Dodac¢ 5,81 ml kwasu octowego lodowatego (CH;COOH). Uzupelni¢ do kreski 100 ml woda o jako$ci wymaganej
dla HPLC (ppkt 6.8) i wymiesza¢. Roztwor mozna przechowywaé w temperaturze pokojowej przez okres 1 roku.

Rozcieficzony roztwor Biggsa/Szijarto

Uzupehic 25 ml stgzonego roztworu Biggsa/Szijarto (ppkt 5.3) woda do objetosci 500 ml, w kolbie miarowej. Roz-
twér mozna przechowywaé w temperaturze pokojowej przez okres 1 miesigca.

Przygotowanie wody o jakoSci wymaganej dla HPLC

Przesaczy¢ ultra czysta wodg (ppkt 6.8), korzystajac z zestawu do saczenia prézniowego (ppkt 6.9). Aby uspraw-
ni¢ funkcjonowanie pompy i otrzymac stabilna lini¢ podstawows, nalezy codziennie odgazowywac faz¢ ruchomg,
wybierajac jedna z dostgpnych technik, takich jak przeplukiwanie helem, ultrasonikacja, albo system odgazowy-
wania prozniowego lub bezposredniego (in-line).

Uwaga: W celu przedtuzenia zywotnosci kolumny istotne jest, aby zawarto$¢ dwutlenku wegla w eluencie byta
mozliwie najnizsza, nie nalezy réwniez dopusci¢ do wychwytu zwrotnego.
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6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

APARATURA
Typowe wyposazenie laboratoryjne, w szczegélnosci:
Kolumna do HPLC z zywicg jonowymienng

Wypehnienie kolumny: usieciowany kopolimer polistyren-diwinylobenzen (8 %), funkcjonalizowany grupami ka-
tionowymiennymi w postaci jonowymiennej zywicy olowiowej.

Wymiary kolumny: Dlugo$¢ 300 mm, $rednica wewnetrzna ok. 8 mm.

Mozliwe jest wykorzystanie kolumny o innej $rednicy pod warunkiem odpowiedniego dostosowania natg¢zenia

przeplywu.

Kolumna ochronna

Kolumna ochronna stanowi polaczenie odrgbnego wymieniacza kationowego (H') i wymieniacza anionowego
(CO;-), kazdy zapakowany w kolumny o wymiarach ok. 30 mm x 4,6 mm (d}. x $r. wewn.) (np. mikrokolumny
ochronne w mikrouchwycie ochronnym) i potaczone szeregowo lub w postaci ztoza mieszanego, sktadajacych si¢
z AG 50W—-X4, — 400 mesh (H") oraz AG3-X4A, 200-400 mesh (OH-) w stosunku 35:65 (m/m), recznie upa-
kowanych w kolumnie o wymiarach ok. 20 mm x 9 mm (d}. x $r. wewn.).

Piec do kolumn

Piec umozliwiajacy utrzymanie stalej temp. 85 °C + 1 °C.

Pompa HPLC

Pompa umozliwiajaca wytworzenie stalego natgzenia przeplywu (< 0,5 % wahan) w zakresie 0,2-1,0 m/min.
Urzadzenie wprowadzajace do HPLC

Automatyczny dozownik probek umozliwiajacy wprowadzenie 25 pl i o powtarzalnosci < 0,5 %.

Mozna ewentualnie zastosowac reczne urzadzenie wprowadzajgce (wymagania identyczne jak w stosunku do au-
tomatycznego dozownika probek).

Detektor HPLC
Wysokoczuly detektor refraktometryczny o poziomie szuméw < 5,107° jednostek R
Integrator

Oprogramowanie lub wyspecjalizowany integrator do akwizycji i przetwarzania danych oraz obliczania powierzch-
ni pikow i wysokosci pikéw, ktére mozna przeliczy¢ na stezenia laktozy.

Zespol oczyszczania wody
System umozliwiajacy uzyskanie ultra czystej wody (typu 1) o rezystywnosci > 14 MQ.cm.
Zesp6! saczenia rozpuszczalnika

Uktad umozliwiajacy przesaczenie wody przy zastosowaniu saczka membranowego o $rednicy poréw 0,45 pm.

Uwaga: Duza liczba zespoléw oczyszczania wody (ppkt 6.8) posiada wbudowane zespoly saczace o $rednicy po-
row 0,45 lub 0,2 pm. Dodatkowe sgczenie mozna pomingé, jezeli woda ta jest wykorzystywana
bezposrednio.

Waga analityczna
Waga o dokladnosci odczytu 0,1 mg.
Laznia wodna

Laznia wodna umozliwiajaca utrzymanie temp. 40 °C (£ 0,5 °C).
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6.12.

6.13.

6.14.

6.15.

8.1.

8.2.

9.1.

9.2.

Wiréwka

Umozliwiajaca wytworzenie co najmniej 3 000 g w przypadku zastosowania probéwek Eppendorfa lub réwno-
waznych albo wigkszych probowek.

Kolba miarowa poj. 50 ml

Pojemno$¢ 50 ml, klasa A.

Uwaga: Mozna wykorzysta¢ kolby o innej pojemnosci przy uwzglednieniu czynnika objetosci.
Kolba miarowa poj. 100 ml

Pojemnos¢ 100 ml, klasa A.

Pipeta miarowa

Pipeta miarowa poj. 10 ml

Uwaga: Mozna ewentualnie wykorzysta¢ pipet¢ automatyczna poj. 5 ml, dodajac dwukrotnie objeto$¢ 5 ml od-
czynnika (ppkt 5.3).

POBIERANIE PROBEK

Istotne jest, aby laboratorium otrzymato probke pobrang zgodnie z norma ISO 707/IDF 50 (i), ktdra jest rzeczy-
wiscie reprezentatywna i nie ulegla uszkodzeniu w czasie transportu lub przechowywania.

PRZYGOTOWANIE ROZTWORU WZORCOWEGO LAKTOZY
Wzorzec 1

Rozpusci¢ dokladnie odwazong (odczyt z doktadnoscig do 0,1 mg) ilo$¢ ok. 50 mg monohydratu laktozy (ppkt 5.2)
w kolbie miarowej poj. 100 ml (ppkt 6.14) i dopelni¢ wodg do kreski.

Wzorzec 2

Rozpusci¢ dokladnie odwazona (odczyt z dokladnoscia do 0,1 mg) ilos¢ ok. 100 mg monohydratu laktozy
(ppkt 5.2) w kolbie miarowej poj. 100 ml (ppkt 6.14) i dopeti¢ woda do kreski.

Uwaga: Roztwory wzorcowe mozna przechowywac maksymalnie przez okres 1 tygodnia w temp. ok. 5 °C.

PRZYGOTOWANIE PROBKI DO BADAN
Odtworzenie prébki

Odmierzy¢ wagowo ok. 5 g. proszku do kolby poj. 50 ml (ppkt 6.13) i zanotowaé masg z dokladnosciag do 1 mg
(W1, (ppkt 11)). Doda¢ 50 ml wody i zanotowaé przyrost masy (W,, (ppkt 11)) z dokladnoscig do 0,01 g. Umie-
$ci¢ zamknietg kolbe w tazni wodnej (ppkt 6.11) na 30 minut i w tym czasie kilkakrotnie ja odwrdci¢, po czym
pozostawi¢ kolbe do ostygnigcia do temperatury pokojowej.

Obrobka probki

Pobra¢ ok. 1 g powyzszego roztworu i umiesci¢ w kolbie miarowej poj. 50 ml (ppkt 6.13), zanotowaé mas¢ z do-
kladnoscia do 1 mg (W5 (ppkt 11)), doda¢ 20 ml wody, po czym doda¢ 10 ml rozcieficzonego odczynnika
Biggsa/Szijarto (ppkt 5.4) i dopei¢ woda do kreski. Ostroznie odwrdci¢ kolbg 5 razy w ciggu pierwszych 30 minut.

Po uplywie 1 godziny pobra¢ podwielokrotnos¢ i wirowaé (ppkt 6.12) przy 3 000 g przez 10 minut (mozna za-
stosowacé wyzsze g przy odpowiednio krétszym czasie wirowania). Wykorzysta¢ podwielokrotno$¢ nadsaczu do
wykonania analizy HPLC.
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10.1.

10.1.1.

10.1.2.

10.1.3.

10.1.4.

10.1.5.

10.2.

10.3.

11.

OZNACZANIE HPLC
Wstepne przygotowanie HPLC
Zainstalowanie kolumny i przedkolumny

Zainstalowaé przedkolumne (ppkt 6.2) na zewnatrz pieca do kolumn (ppkt 6.3), a kolumne (ppkt 6.1) wewnatrz
pieca.

Uwaga: W przypadku gdy piec nie zawiera rurek do podgrzania eluentu, niezbe¢dne jest przepuszczenie eluentu
przez rurke ze stali nierdzewnej o dlugosci ok. 15 cm w piecu przed podaniem na kolumng (jest bez-
wzglednie konieczne, aby eluent zostal podgrzany przed podaniem na kolumne, gdyz w innym wypadku
dojdzie do poszerzenia piku).

Detektor i przeplyw poczgtkowy

Aby uzyska¢ stabilng lini¢ podstawowa, nalezy wlaczy¢ detektor (ppkt 6.6) co najmniej 24 godziny przez rozpo-
czeciem analizy. Ustawi¢ temperatur¢ wewnetrzng detektora na 35 °C. Ustawi natgZenie przeplywu strumienia
gazu no$nego na 0,2 ml/min. (ppkt 6.4) na okres co najmniej 20 minut, natomiast piec do kolumn (ppkt 6.3) jest
ustawiony na temperaturg pokojowa.

Piec do kolumn i koficowe natezenie przeplywu strumienia gazu nosnego

Ustawi¢ temperaturg pieca do kolumn (ppkt 6.3) na 85 °C. Po osiagni¢ciu zalecanej temperatury zwigkszaé stop-
niowo po uplywie 30 minut nat¢zenie przepltywu strumienia gazu no$nego z 0,2 ml/min. do 0,6 ml/min. (ppkt 6.4).
Pozostawi¢ uklad do osiagnigcia stanu rownowagi przy podanym natgZeniu przeplywu strumienia gazu nosne-
go i w temp. 85 °C na 2 godziny lub do czasu uzyskania stabilnej linii podstawowe;j.

Catkowanie

Starannie dobra¢ parametry akwizycji i catkowania (ppkt 6.7), takie jak predkos¢ transmisji danych, czutos, stata
czasowa, szeroko$¢ piku i wartosci progowe.

Czas retengji laktozy wynosi ok. 11 min.

Uwaga: Wiele programéw komputerowych do akwizycji danych (ppkt 6.7) umozliwia dokonanie pomiaru liczby
polek teoretycznych. Nalezy mierzy¢ regularnie liczbg potek teoretycznych dla wzorca 1 (ppkt 8.1) i wy-
mieni¢ kolumne (ppkt 6.1), gdy liczba pélek jest o 25 % nizsza niz warto$¢ poczatkowa dla nowej
kolumny.

Sprawdzanie kolumny ochronnej

Sprawdzac regularnie (co najmniej raz w kazdej sekwencji) zdolno§¢ kolumny ochronnej (ppkt 6.2) do usuwania
soli z prébki, wprowadzajac 25 pl 0,05 % roztworu chlorku sodu. llekro¢ pojawiaja si¢ piki, nalezy wymieni¢ ko-
lumne ochronng.

Przepuszczenie wzorcow

Wprowadzi¢ na poczatku kazdej serii analiz 25 pL (ppkt 6.5) wzorca 1 (ppkt 8.1), a nastgpnie taka samo objetos¢
wzorca 2 (ppkt 8.2). Powtarzac operacje co 10-20 prébek, zastosowaé rowniez na koniec sekwencji.

Przepuszczenie probek

Wprowadzi¢ 25 pl nadsaczu (ppkt 9.2) probki.

OBLICZANIE I PREZENTACJA WYNIKOW
Kalibracja

Zazwyczaj do obliczania wynikow wykorzystuje si¢ wysokosci pikow, jezeli jednak sygnat zawiera zbyt wiele szu-
moéw, mozna wykorzysta¢ powierzchnie pikéw (piki sktadnikéw wystepujacych w niskich stezeniach, ktére sg cze-
$ciowo, ale niedostatecznie oddzielone od piku laktozy, wywieraja mniejszy wplyw na pomiar ilo$ciowy w oparciu
o wysokos$¢ piku).

Oprogramowanie (ppkt 6.7) powinno wyliczy¢ liniowa krzywa kalibracyjng przesunieta do poczatku ukladu
wspblrzednych. Sprawdzi¢ krzywa pod katem ewentualnej nieliniowosci (ewidentna nieliniowos¢ jest najprawdo-
podobniej spowodowana bledem przy przygotowywaniu wzorca 1 (ppkt 8.1) lub 2 (ppkt 8.2), nieprawidlowym
catkowaniem oraz, co mniej prawdopodobne, wadliwym dziataniem dozownika).
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12.

12.1.

12.2.

13.

Jako dane wejsciowe nalezy wykorzystal obliczone stezenia laktozy w mg/ml we wzorcu 1 (ppkt 8.1) oraz 2
(ppkt 8.2) jako bezwodnej laktozy.

Nachylenie (RF) linii kalibracyjnej jest okreslone stosunkiem powierzchni do stgzenia wyrazonego w mg/ml.
Probki

Otrzymany wynik analizy jest wyrazony w g/100 g i obliczony przy uzyciu oprogramowania (ppkt 6.7) lub po-
nizszego wzoru:

H x (W, + W) x 50
X
RE x W, x W,

0,1

Gdzie:

C: stezenie laktozy wyrazone w g/100 g proszku

H:  wysoko$¢ piku laktozy w probee

RF: wspolczynnik odpowiedzi (lub nachylenie) wykresu kalibracji, wyrazony w mV/mg/ml
W,: masa probki proszku wyrazona w gramach (ppkt 9.1)

W,: masa wody dodanej do probki proszku wyrazona w gramach (ppkt 9.1)

W,: masa probki odtworzonego roztworu proszku wyrazona w gramach (ppkt 9.2)

50: pojemno$¢ kolby miarowej zastosowanej w (ppkt 9.2)

0,1: wspotezynnik przeliczenia wyniku na g/100 g
PRECYZJA

Wartosci uzyskane w przedstawionym badaniu migdzylaboratoryjnym nie moga mie¢ zastosowania do zakresow
stezen i matryc innych niz podane. Wartosci powtarzalnosci i odtwarzalnosci zostang uzyskane w oparciu o wy-
nik badania migdzylaboratoryjnego przeprowadzonego zgodnie z norma ISO 5725 (V).

Powtarzalno$¢

Bezwzgledna réznica pomiedzy wynikami dwoch pojedynczych badan, uzyskanymi przy uzyciu tej samej metody
na identycznym materiale badanym w tym samym laboratorium przez ten sam podmiot wykorzystujacy to samo
wyposazenie w krotkim odstepie czasu nie bedzie dla wigcej niz 5 % przypadkow wigksza niz xxx (wartos¢ zosta-
nie okre$lona w oparciu o wspdlne badanie) ().

Odtwarzalnosé

Bezwzgledna réznica pomiedzy wynikami dwoch pojedynczych badan, uzyskanymi przy uzyciu tej samej metody
na identycznym materiale badanym w réznych laboratoriach przez rézne podmioty wykorzystujace rézne wypo-
sazenie nie bedzie dla wigeej niz 5 % przypadkéw wicksza niz 0,5 g/100 g (warto$¢ zostanie okre§lona w oparciu
o wspélne badanie).

PISMIENNICTWO

() J. Koops en C. Olieman, Netherlands Milk and Dairy Journal, 39 (1985) 89-106.
() D.A. Biggs en L. Szijarto, Journal of Dairy Science, 46 (1963) 1196.

() ISO 707 (IDF 50), Mleko i przetwory mleczne — Wytyczne do pobierania prébek.

(v) 1SO 5725-1, Dokladnos¢ (poprawnosc i precyzja) metod pomiarowych i wynikow pomiaréw. Czg$¢ 1: Ogél-
ne zasady i definicje.

(") 1SO 5725-2, Dokladnos¢ (poprawnos$c i precyzja) metod pomiarowych i wynikéw pomiaréw. Cze§¢ 2: Pod-
stawowa metoda okreslania powtarzalnoci i odtwarzalnosci standardowej metody pomiarowe;j.
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ZALACZNIK XII

(Artykul 9)

WYKRYWANIE OBECNOSCI SERWATKI PODPUSZCZKOWE] W ODTIUSZCZONYM MLEKU W PROSZKU

5.1.

5.2.

PRZEZNACZONYM DO SK}ADOWA’NIA W MAGAZYNACH PANSTWOWYCH ZA POMOCA
OZNACZANIA MAKROPEPTYDOW KAZEINOWYCH METODA WYSOKOSPRAWNE]
CHROMATOGRAHI CIECZOWE] (HPLC)

ZAKRES I DZIEDZINA STOSOWANIA

Omawiana metoda umozliwia wykrywanie obecnosci serwatki podpuszczkowej w odttuszczonym mleku w prosz-
ku przeznaczonym do skladowania w magazynach panstwowych za pomoca oznaczania makropeptydéw
kazeinowych.

ODNIESIENIE

Miedzynarodowa norma ISO 707 — Mleko i przetwory mleczne — Metody pobierania prébek, zgodnie z wy-
tycznymi zawartymi w zalaczniku I pkt 2 lit. ¢), ostatni akapit.

DEFINICJA

Zawarto$¢ suchej masy serwatki podpuszczkowej jest zdefiniowana jako procent masowy, okreslony w oparciu
o zawarto$¢ makropeptydéw kazeinowych w ramach opisanej procedury.

ZASADA

— Odtworzenie odtluszczonego mleka w proszku, usunigcie thuszczu i biatka za pomocg kwasu trichloroocto-
wego, a nastgpnie wirowanie lub saczenie.

—  Oznaczenie ilo$ci makropeptydéw kazeinowych (CMP) w nadsgczu metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC).

—  Ocena wyniku otrzymanego dla prébek poprzez odniesienie do prébek wzorcowych sktadajacych si¢ z od-
tluszczonego mleka w proszku z dodatkiem znanego udziatu procentowego ilosci serwatki w proszku lub
bez takiego dodatku.

ODCZYNNIKI

Wszystkie odczynniki muszg by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej. Nalezy uzywac wody destylowanej
lub wody o réwnowaznym stopniu czystosci.

Roztwor kwasu trichlorooctowego

Rozpusci¢ 240 g kwasu trichlorooctowego (CCl;COOH) w wodzie i uzupeni¢ do 1 000 ml. Roztwér powinien
by¢ klarowny i bezbarwny.

Roztwor eluentu, pH 6,0

Rozpusci¢ 1,74 g ortofosforanu dipotasu (K,HPO,), 12,37 g ortofosforanu potasu (KH,PO,) oraz 21,41 g siar-
czanu sodu (Na,SO,) w ok. 700 ml wody. W razie potrzeby doprowadzi¢ pH do wartosci 6,0, uzywajac roztworu
kwasu ortofosforowego lub wodorotlenku potasu.

Uzupehi¢ wodg do 1 000 ml i homogenizowacé.

Uwaga: Sklad eluentu mozna aktualizowaé w celu zachowania zgodnosci z certyfikatem norm lub zaleceniami
producenta materialu wypelniajacego kolumne.

Przed uzyciem przesaczy¢ roztwor eluentu przez saczek membranowy o Srednicy poréw 0,45 pm.
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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.

7.1.

7.2

Rozpuszczalnik przeplukujacy

Zmiesza¢ jedna objeto$¢ acetonitrylu (C;CN) z dziewigcioma objeto$ciami wody. Przed uzyciem przesaczy¢ mie-
szaning przez saczek membranowy o $rednicy poréw 0,45 pm.

Uwaga: Mozna zastosowaé kazdy inny rozpuszczalnik przeplukujacy o dzialaniu bakteriobdjczym, ktéry nie
wplywa niekorzystnie na zdolno§¢ rozdzielcza kolumn.

Prébki wzorcowe
Odtluszczone mleko w proszku spetniajgce wymogi niniejszego rozporzgdzenia (tzn. [0])

To samo odttuszczone mleko w proszku zafatszowane 5 % (m/m) serwatki typu podpuszczkowego w proszku o sktadzie stan-
dardowym (tzn. [5])

APARATURA
Waga analityczna

Opcjonalnie wiréwka umozliwiajaca osiggnigcie sily odsrodkowej 2 200 g, wyposazona w probéwki wirdwkowe
z korkiem lub zatyczka, poj. ok. 50 ml.

Wstrzgsarka mechaniczna

Mieszadlo magnetyczne

Lejki szklane o $rednicy ok. 7 cm

Saczki papierowe, $rednia predkos¢ saczenia, o $rednicy ok. 12,5 cm

Szklany zestaw do saczenia z saczkiem membranowym o $rednicy poréw 0,45 pm

Pipety miarowe pozwalajace na dozowanie 10 ml (ISO 648, klasa A lub ISO/R 835) lub system dozujacy umoz-
liwiajacy dostarczenie 10 ml w ciggu dwdch minut

System dozujacy umozliwiajacy dostarczenie 20 ml wody w temp. ok. 50 °C
taznia wodna kontrolowana termostatycznie, ustawiona na temp. 25 °C £ 0,5 °C
Zestaw do HPLC, w sklad ktérego wchodzi:

Pompa

Dozownik, reczny lub automatyczny, poj. 15-30 pl

Dwie kolumny TSK 2 000-SW polaczone szeregowo (dtugo$¢ 30 cm, $rednica wewnetrzna 0,75 cm) lub kolum-
ny réwnowazne (np. jedna kolumna TSK 2 000-SWx], jedna kolumna Agilent Technologies Zorbax GF 250), oraz
przedkolumna (3 cm x 0,3 cm) wypelnione I 125 lub materialem o réwnowaznej efektywnosci

Piec do kolumn kontrolowany termostatycznie, ustawiony na temp. 35 °C £ 1 °C
Detektor UV o zmiennej dtugosci fali, umozliwiajacy pomiary przy 205 nm, o czutosci 0,008 A

Integrator umozliwiajacy catkowanie wykresu migdzy kolejnymi dolinami
Uwaga: Praca z kolumnami utrzymywanymi w temperaturze pokojowej jest mozliwa, ale ich zdolnos¢ rozdziel-

cza jest wtedy nieco nizsza. W takim wypadku temperatura nie powinna podlega¢ wahaniom wigkszym
niz + 5 °C w ramach zadnej z analiz.

POBIERANIE PROBEK

Prébki nalezy pobiera¢ zgodnie z procedurg okreslong w miedzynarodowej normie ISO 707. Pafistwa czlonkow-
skie moga jednak stosowa¢ inng metode pobierania probek pod warunkiem, ze jest ona zgodna z zasadami po-
WyZszej normy.

Probke przechowywaé w warunkach wykluczajacych spadek jakosci lub zmiane sktadu.
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8.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.4.1.

8.4.2.

PROCEDURA
Przygotowanie prébki do badan

Przenie$¢ mleko w proszku do pojemnika o pojemnosci w przyblizeniu dwukrotnie wigkszej niz objeto$¢ prosz-
ku, wyposazonego w hermetyczng pokrywe. Natychmiast zamkna¢ pojemnik. Wymieszaé dobrze mleko w prosz-
ku poprzez wielokrotne odwracanie pojemnika do géry dnem.

Porcja badana

Odmierzy¢ wagowo 2 000 = 0,001 g badanej probki i umiesci¢ w probéwcee wiréwkowej (ppkt 6.2) badz w od-
powiedniej kolbie z zatyczka (50 ml).

Usuwanie tluszczu i biatek

Do porcji badanej doda¢ 20,0 ml cieplej wody (50 °C). Rozpusci¢ proszek, wstrzgsajac przez 5 minut przy po-
mocy wstrzasarki mechanicznej (ppkt 6.3). Umiesci¢ probéwke w tazni wodnej (ppkt 6.10) i pozostawi¢ do wy-
réwnania si¢ temperatury do 25 °C.

Dodawa¢ stopniowo w ciagu dwoch minut 10,0 ml roztworu kwasu trichlorooctowego (ppkt 5.1)
o temp. ok. 25 °C, mieszajac jednoczesnie energicznie mieszadlem magnetycznym (ppkt 6.4). Umiesci¢ probowke
w tazni wodnej (ppkt 6.10) i pozostawi¢ tam na 60 minut.

Wirowa¢ (ppkt 6.2) przez 10 minut przy 2 200 g lub przesaczy¢ przez saczek papierowy (ppkt 6.6), odrzucajac
pierwsze 5 ml przesaczu.

Oznaczenie chromatograficzne

Wprowadzi¢ 15-30 pl dokladnie odmierzonego nadsaczu lub przesaczu (ppkt 8.3.3) do aparatury HPLC
(ppkt 6.11), pracujac przy natgzeniu przeptywu wynoszacym 1,0 ml roztworu eluentu (ppkt 5.2) na minute.

Uwaga 1: Mozna zastosowa¢ inne nat¢zenie przeplywu w zaleznosci od $rednicy wewnetrznej wykorzystywanej
kolumny lub instrukcji producenta kolumny.

Uwaga 2:  Utrzymywac roztwor eluentu (ppkt 5.2) w temp. 85 °C przez caly czas trwania analizy chromatogra-
ficznej w celu utrzymania go w stanie odgazowanym i zapobiezenia rozwojowi bakterii. Mozna sto-
sowa¢ wszelkie inne $rodki ostroznosci o podobnym dziataniu.

Uwaga 3:  Podczas kazdej przerwy przeplukiwa¢ kolumny woda. Nie nalezy nigdy pozostawiaé roztworu eluentu
(ppkt 5.2) w kolumnach.

Przed kazda przerwa dtuzsza niz 24 godziny przeplukac kolumny woda, a nastepnie przemywac je roz-
tworem (ppkt 5.3) przez co najmniej trzy godziny przy natezeniu przeptywu réwnym 0,2 ml/min.

Wyniki chromatograficznej analizy badanej probki [E] otrzymuje si¢ w postaci chromatogramu, na ktérym po-
szczegdlne piki okresla si¢ za pomocy ich czasu retencji RT w nastgpujacy sposob:

Pik 1I: Drugi pik chromatogramu z RT wynoszacym ok. 12,5 minuty.

Pik III: Trzeci pik chromatogramu, odpowiadajacy CMP, z RT wynoszacym 15,5 minuty.

Dobér kolumny lub kolumn moze mie¢ znaczacy wplyw na czasy retencji poszczegdlnych pikow.

Integrator (ppkt 6.11.6) automatycznie oblicza powierzchni¢ A kazdego piku.

Ay powierzchnia piku II

Ay powierzchnia piku III

Konieczne jest zbadanie wygladu kazdego chromatogramu przed dokonaniem interpretacji ilosciowej w celu wy-
krycia ewentualnych nieprawidlowosci, bedacych skutkiem wadliwego dziatania aparatury lub kolumn albo tez po-
chodzenia i rodzaju analizowanej probki.

W razie watpliwosci analizg nalezy powtérzyc.
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Kalibracja
Do préobek wzorcowych (ppkt 5.4) zastosowaé dokladnie procedurg opisana w ppkt 8.2-8.4.2.

Uzywa¢ $wiezo przygotowanych roztworéw, poniewaz w Srodowisku 8 % kwasu trichlorooctowego nastepuje
rozpad CMP. Straty szacuje si¢ na 0,2 % na godzing w temp. 30 °C.

Przed oznaczeniem chromatograficznym prébek nalezy przygotowac kolumny, wprowadzajac wielokrotnie prob-
ke wzorcows (ppkt 5.4.2) w roztworze (ppkt 8.5.1) do momentu, gdy powierzchnia i czas retencji piku odpowia-
dajacego CMP s3 state.

Oznaczy¢ wspélczynniki odpowiedzi R poprzez wprowadzenie takiej samej objetosci przesaczu (ppkt 8.5.1), jak
objetos¢ wykorzystana do prébek.

PREZENTACJA WYNIKOW
Metoda obliczania i wzory

Obliczanie wspdtczynnikéw odpowiedzi R:

Pik I Ry = 100/(A4[0])
gdzie:
Ry = wspolczynniki odpowiedzi pikow II,
Ay [0] = powierzchnie pikow II probki wzorcowej [0] otrzymane w ppkt 8.5.3.
Pik IIT: Ry = W/(Ay[5] = Ayl0])
gdzie
Ry = wspélczynniki odpowiedzi piku 11,
Ay [0]1 Ay [5] = powierzchnie piku IIl w probkach wzorcowych, odpowiednio [0] i [5], otrzymane
w ppkt 8.5.3.
W = ilo§¢ serwatki w probce wzorcowej [5], tzn. 5.

Obliczanie wzglednej powierzchni pikéw w prdbee [E]
SulE] = Ry x Ay[E]
SilEl = Ry < Ay[E]

SwlE] = Ry x A[E]

gdzie:

Su [EL Su [EL Siv [E]l = wzgledne powierzchnie pikéw, odpowiednio, I, 11 i IV, w probee [E],

Ay [E], Ay [E] = powierzchnie pikéw, odpowiednio, 111 IIl w prébee [E], otrzymane w ppkt 8.4.2,
Ry, Ry = wspolczynniki odpowiedzi obliczone w ppkt 9.1.1.

Obliczanie wzglednego czasu retencji piku y; w prébee [E]: RRTy,[E] = (RT,,[E])/(RT ;[ 5])

gdzie:
RRT; [E] =  wzgledny czas retengji piku Il w probee [E],
RT;; [E] = wzgledny czas retengji piku IIl w prébee [E] otrzymany w ppkt 8.4.2,

RT;; [5] = czas retencji piku IIl w prébee kontrolnej [5] otrzymany w ppkt 8.5.3.
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9.2

9.3.

9.4.

9.4.1.

Dos$wiadczenia wykazaly, ze istnieje liniowa zalezno$¢ miedzy wzglednym czasem retencji piku III, tzn.
RRTy; [E] i zawartoscia procentows serwatki w proszku w zakresie do 10 %.

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

—  RRTy, [E] jest = 1,000 gdy zawarto$¢ serwatki wynosi < 5 %.

Dopuszczalna niepewnos$¢ w odniesieniu do wartosci RRTy; wynosi + 0,002.

Zazwyczaj warto§¢ RRTy; [0] odbiega nieco od 1,034. W zalezno$ci od stanu kolumn warto$¢ ta moze zblizac si¢
do 1,000, ale zawsze musi ja przewyzszac.

Obliczanie zawartosci procentowej serwatki podpuszczkowej w proszku w probee:

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

gdzie:

w = zawarto$¢ procentowa m/m serwatki podpuszczkowej w prébee [E];

Sur [E] = wzgledna powierzchnia piku III probki badanej [E] otrzymana w ppkt 9.1.2;

1,3 = stanowi $rednig powierzchni¢ wzgledng piku Il wyrazong w gramach serwatki pod-
puszczkowej na 100 g, oznaczong w niezafalszowanym odttuszczonym mleku w prosz-
ku réznego pochodzenia. Wielko$¢ t¢ uzyskano doswiadczalnie;

S [0] = stanowi wzgledng powierzchnig piku III, ktdra jest rowna Ry, x Ay, [0]. Wartosci te uzy-
skano odpowiednio w ppkt 9.1.1 i pkt. 8.5.3;

(Sy; [0] - 0,9) = stanowi poprawke, jaka nalezy wprowadzi¢ w odniesieniu do $redniej powierzchni
wzglednej 1,3, gdy Sy [0] nie jest rowne 0,9. Do$wiadczalnie okreslono, ze $rednia po-
wierzchnia piku III prébki kontrolnej [0] wynosi 0,9.

Dokladno$¢ procedury

Powtarzalno$¢

Réznica migdzy wynikami dwéch oznaczen wykonanych réwnoczesnie lub w bezposrednim nastepstwie przez
tego samego analityka przy uzyciu tej samej aparatury na identycznym materiale badanym nie
przekracza 0,2 % m/m.

Odtwarzalnos¢

Réznica migdzy dwoma pojedynczymi i niezaleznymi wynikami, otrzymanymi w dwéch réznych laboratoriach
na identycznym materiale badanym, nie przekracza 0,4 % m/m.

Interpretacja

Nalezy przyjaé, ze serwatka jest nieobecna, jezeli wzgledna powierzchnia piku III, Sy, [E], wyrazona w gramach
serwatki podpuszczkowej na 100 g produktu, wynosi < 2,0 + (S;,[0] - 0,9), gdzie

2,0 = maksymalna warto$¢ dopuszczalna dla wzglednej powierzchni piku Il przy uwzglednie-
niu wzglednej powierzchni piku III, tzn. 1,3; niepewno$¢ wynika ze zmian skladu od-
thuszczonego mleka w proszku oraz odtwarzalno$ci metody (ppkt 9.3.2),

(Sy; [0] - 0,9) poprawka, jaka nalezy wprowadzi¢, jezeli powierzchnia Sy, [0] jest r6zna od 0,9 (zob.

ppkt 9.2)
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9.4.2.

9.4.3.

9.4.3.1.

9.4.3.2.

Jezeli wzgledna powierzchnia piku III, S, [E], jest > 2,0 + (S;;[0] — 0,9), a wzgledna powierzchnia piku II,
Si [E] < 160, nalezy oznaczy¢ zawarto$¢ serwatki podpuszczkowej w sposob wskazany w ppkt 9.2.

Jezeli wzgledna powierzchnia piku III, Sy, [E], jest > 2,0 + (S;,[0] — 0,9), a wzgledna powierzchnia piku II,
Su [E] < 160, nalezy oznaczy¢ zawarto$¢ biatka (P %); nastgpnie zbadaé wykresy 11 2.

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

Linia ciagla ilustruje regresj¢ liniowa, ktorej wspétczynniki obliczane s3 metodg najmniejszych kwadratow.

Linia prosta przerywana wyznacza gorng granice wzglednej powierzchni piku Il z prawdopodobienistwem nie-
przekroczenia jej w 90 % przypadkéw.

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

Sy =0376P%—10,7 (wykres 1),
Sy =0,0123 S, [E] + 0,93 | (wykres 2),

gdzie, odpowiednio:

Sit = wzgledna powierzchnia piku III wyliczona albo wedtug catkowitej zawartosci biatka, albo we-
dlug wzglednej powierzchni piku Sy, [E],

P % = catkowita zawarto$¢ bialka wyrazona jako zawarto$¢ procentowa, masowo,

Su [E] = wzgledna powierzchnia piku prébki obliczona w ppkt 9.1.2.

Réwnania te odpowiadajg liczbie 1,3 wymienionej w ppkt 9.2.

Rozbieznos¢ (T, i T,) pomiedzy stwierdzong wzgledna powierzchnig Sy, [E] a wzgledng powierzchnia Sy, jest po-
dawana w sposob nastepujacy: T, = Sy, [E] = [(0,376 P% —10,7) + (S;;,[0] - 0,9)]T, = S;;,[E] = [(0,0123 S,,[E] + 0,93)
+ (Sw[0] —0,9)]

Jezeli T, iflub T, sa rowne lub mniejsze od zera, nie mozna ustali¢ obecnosci serwatki podpuszczkowej.

Jezeli T, i T, sa wigksze od zera, serwatka podpuszczkowa jest obecna.

Zawarto$¢ serwatki podpuszczkowej jest obliczana zgodnie ze wzorem: W = T, + 0,91

gdzie:

0,91 stanowi odleglo$¢ na osi pionowej pomiedzy cigglymi i przerywanymi liniami prostymi.
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.4.1.

ZALACZNIK XIII
(Artykul 9)

OZNACZANIE SUCHE] MASY SERWATKI PODPUSZCZKOWE] W ODTLUSZCZONYM MLEKU
W PROSZKU ORAZ W MIESZANKACH ZGODNIE Z ROZPORZADZENIEM (WE) NR 2799/1999

CEL: WYKRYCIE DODATKU SUCHE] MASY SERWATKI PODPUSZCZKOWE] DO:
a)  odtluszczonego mleka w proszku okreslonego w art. 2 rozporzadzenia (WE) nr 2799/1999; oraz

b) mieszanek okreslonych w art. 4 rozporzadzenia (WE) nr 2799/1999.

ODNIESIENIA: MIEDZYNARODOWA NORMA ISO 707

DEFINICJA

Zawarto$¢ suchej masy serwatki podpuszczkowej zdefiniowana jest jako procent masowy, okreslony na podstawie
zawartosci makropeptydéw kazeinowych za pomoca opisanej procedury.

ZASADA

Zawarto$¢ makropeptydow kazeinowych jest oznaczana zgodnie z zatacznikiem XII. Probki dajace pozytywne wy-
niki poddaje si¢ badaniu na makropeptyd kazeinowy A za pomoca procedury wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (procedura HPLC) z odwréconymi fazami. Probki mozna ewentualnie poddawaé bezposredniemu badaniu
za pomocg procedury HPLC z odwréconymi fazami. Ocena wynikow otrzymywana jest poprzez odniesienie do
probek wzorcowych skladajacych sig z odtluszczonego mleka w proszku zawierajgcego znany udzial procentowy
serwatki w proszku i odtluszczonego mleka w proszku niezawierajacego tego udzialu. Wyniki wyzsze
niz 1 % (m/m) wskazujg na obecnos¢ suchej masy serwatki podpuszczkowej.

ODCZYNNIKI

Wszystkie odczynniki musza by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej. Nalezy uzywaé wody destylowanej
lub wody o réwnowaznym stopniu czystosci. Acetonitryl powinien miec jakos¢ spektroskopows lub jakosé wy-
magang dla HPLC.

Odczynniki konieczne do przeprowadzenia procedury sg opisane w zataczniku XII do niniejszego rozporzadzenia.
Odczynniki do HPLC z odwrdconymi fazami.
Roztwor kwasu trichlorooctowego

Rozpusci¢ 240 g kwasu trichlorooctowego (CCl;COOH) w wodzie i uzupei¢ do 1 000 ml. Roztwér powinien
by¢ klarowny i bezbarwny.

Eluenty AiB

Eluent A: 150 ml acetonitrylu (CH;CN), 20 ml izopropanolu (CH;CHOHCHj) oraz 1,00 ml kwasu trifluoroocto-
wego (TFA, CF;COOH) umieszcza si¢ w kolbie miarowej poj. 1 000 ml. Uzupetni¢ woda do 1 000 ml.

Eluent B: 550 ml acetonitrylu, 20 ml izopropanolu oraz 1,00 ml TFA umieszcza si¢ w kolbie miarowej
poj. 1 000 ml. Uzupehi¢ woda do 1 000 ml. Przed zastosowaniem przesgczy¢ roztwor eluentu przez saczek mem-
branowy o $rednicy poréw 0,45 pm.

Konserwacja kolumny

Po przeprowadzeniu analiz kolumna przeplukiwana jest eluentem B (metoda gradientowa), a nastepnie przeptu-
kiwana acetonitrylem (metoda gradientowg przez 30 minut). Kolumna przechowywana jest w acetonitrylu.

Prébki wzorcowe

Odtluszczone mleko w proszku spelniajace wymogi sktadowania w magazynach panstwowych (tzn. [0]).
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5.4.2.  To samo odtluszczone mleko w proszku zafalszowane 5 % (m/m) serwatka typu podpuszczkowego w proszku
o skladzie standardowym (tzn. [5]).

5.4.3.  To samo odtluszczone mleko w proszku zafalszowane 50 % (m/m) serwatka typu podpuszczkowego w proszku
o skladzie standardowym (tzn. [50]) (})..

6. APARATURA

Aparatura wymagana do przeprowadzenia opisanej procedury okreslona jest w zalaczniku XII do niniejszego
rozporzadzenia.

6.1. Waga analityczna

6.2. Opcjonalnie wiréwka umozliwiajaca osiagnigcie sity od$rodkowej 2 200 g, wyposazona w probowki wirdwkowe
z korkiem lub zatyczka, poj. ok. 50 ml.

6.3. Wstrzgsarka mechaniczna

6.4. Mieszadlo magnetyczne

6.5. Lejki szklane o $rednicy ok. 7 cm

6.6. Saczki papierowe, Srednia predkos¢ saczenia, o $rednicy ok. 12,5 cm

6.7. Szklany zestaw do saczenia z saczkiem membranowym o $rednicy poréw 0,45 pm

6.8. Pipety miarowe pozwalajace na dozowanie 10 ml (ISO 648, klasa A lub ISO/R 835) albo system dozujacy umoz-
liwiajacy dostarczenie 10,0 ml w ciggu dwéch minut.

6.9. System dozujacy umozliwiajacy dostarczenie 20 ml wody w temp. ok. 50 °C
6.10.  taznia wodna kontrolowana termostatycznie, ustawiona na 25 °C + 0,5 °C.
6.11.  Zestaw do HPLC, w sklad ktorego wchodzi:

6.11.1. Uklad pompowy do dwuskladnikowej elucji gradientowej

6.11.2. Dozownik, reczny lub automatyczny, poj. 100 pl

6.11.3. Kolumna Agilent Technologies Zorbax 300 SB-C3 (dlugo$¢ 25 cm, $rednica wewnetrzna 0,46 cm) badZ réwno-
wazna kolumna do chromatografii z odwrdconymi fazami z wypelieniem na bazie krzemionki o szerokich
porach.

6.11.4. Piec do kolumn kontrolowany termostatycznie, ustawiony na temp. 35 °C + 1 °C

6.11.5. Detektor UV o zmiennej dtugosci fali, umozliwiajacy pomiary przy 210 nm (w razie koniecznosci mozna stoso-
waé dhugos¢ fal do 220 nm), o czutoéci 0,02 A.

6.11.6. Integrator umozliwiajacy catkowanie wzgledem wspdlnej linii podstawowej lub wykresu migedzy kolejnymi
dolinami

Uwaga: Dzialanie kolumny w temperaturze pokojowej jest mozliwe pod warunkiem, ze temperatura pokojowa
nie podlega wahaniom wigkszym niz 1 °C, w przeciwnym razie ma miejsce zbyt duze wahanie w czasie
retencji CMP,.

7. POBIERANIE PROBEK

7.1. Probki nalezy pobiera¢ zgodnie z procedurg okreslong w miedzynarodowej normie ISO 707. Pafistwa czlonkow-
skie moga jednak stosowac inng metodg¢ pobierania probek pod warunkiem, ze jest ona zgodna z zasadami po-
WyZszej normy.

7.2. Prébke przechowywaé w warunkach wykluczajacych spadek jakosci lub zmiane sktadu.

(1) Serwatka typu podpuszczkowego o sktadzie standardowym, jak rowniez zafatszowane odttuszczone mleko w proszku, sg dostepne w NI-

Z0, Kernhemseweg 2, skrzynka pocztowa 20 — NL-6710 BA Ede. Mozna jednak réwniez uzy¢ proszkéw dajacych wyniki réwnowazne
z proszkami NIZO.
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8. PROCEDURA
8.1. Przygotowanie prébki do badan

Przenie$¢ mleko w proszku do pojemnika o pojemnosci w przyblizeniu dwukrotnie wigkszej niz objgto$¢ prosz-
ku, wyposazonego w hermetyczng pokrywe. Natychmiast zamkna¢ pojemnik. Wymieszac dobrze mleko w prosz-
ku poprzez wielokrotne odwracanie pojemnika do gory dnem.

8.2. Porcja badana

Odmierzy¢ wagowo 2,00 + 0,001 g badanej prébki i umiesci¢ w probéwcee wiréwkowej (ppkt 6.2) badZ w odpo-
wiedniej kolbie z korkiem (50 ml).

Uwaga: W przypadku mieszanek odmierzy¢ wagowo takg ilo$¢ badanej probki, aby odtluszczona porcja probki
odpowiadata 2,00 g.

8.3. Usuwanie tluszczu i biatek

8.3.1. Do porcji badanej doda¢ 20,0 ml cieplej wody (50 °C). Rozpuscié proszek, wstrzasajac przez 5 minut lub
przez 30 minut w przypadku maslanki kwasowej, za pomoca wstrzasarki mechanicznej (ppkt 6.3). Umiesci¢ pro-
béwke w tazni wodnej (ppkt 6.10) i pozostawi¢ do wyréwnania si¢ temperatury do 25 °C.

8.3.2.  Dodawac stopniowo przez dwie minuty 10,0 ml roztworu kwasu trichlorooctowego (ppkt 5.1) o temp. ok. 25 °C,
mieszajac jednoczesnie energicznie mieszadlem magnetycznym (ppkt 6.4). Umiesci¢ probowke w tazni wodnej
(ppkt 6.10) i pozostawi¢ na 60 minut.

8.3.3.  Wirowa¢ (ppkt 6.2) przez 10 minut przy 2 200 g lub przesaczy¢ przez saczek papierowy (ppkt 6.6), odrzucajac
pierwsze 5 ml przesaczu.

8.4. Oznaczenie chromatograficzne

8.4.1.  Wykona¢ analiz¢ HPLC w sposéb opisany w zalaczniku XII Jezeli otrzymany wynik jest negatywny, analizowana
probka nie zawiera suchej masy serwatki podpuszczkowej w ilosciach wykrywalnych. Jezeli wynik jest pozytywny,
nalezy zastosowac procedur¢ HPLC z odwréconymi fazami, opisang ponizej. Mozna ewentualnie zastosowac bez-
posrednio metodg¢ HPLC z odwréconymi fazami Obecno$¢ maslanki kwasowej w proszku moze da¢ falszywie po-
zytywny wynik. Metoda HPLC z odwréconymi fazami wyklucza taka mozliwosé.

8.4.2.  Przed przeprowadzeniem analizy HPLC z odwréconymi fazami nalezy zoptymalizowaé warunki gradientu. Czas
retencji wynoszacy 26 + 2 minuty dla CMP,, jest czasem optymalnym w systemach gradientowych z martwa ob-
jetoScig wynoszacg ok. 6 ml (objeto$¢ od punktu, w ktérym laczg si¢ rozpuszczalniki, do petli dozownika wiacz-
nie). W przypadku systemdw gradientowych z nizszg martwa objetoscia (np. 2 ml) nalezy stosowa¢ optymalny czas
retencji wynoszacy 22 minuty.

Pobra¢ roztwory prébek wzorcowych (ppkt 5.4) z dodatkiem 50 % serwatki podpuszczkowej oraz bez takiego
dodatku.

Wprowadzi¢ 100 pl nadsaczu lub przesaczu (ppkt 8.3.3) do aparatury HPCL dzialajacej w warunkach gradientu
rozpoznawczego podanych w tabeli 1.

Tabela 1

Warunki gradientu rozpoznawczego dla optymalizacji chromatografii

S s _—
Poczatkowy 1,0 90 10 *

27 1,0 60 40 liniowa

32 1,0 10 90 liniowa

37 1,0 10 90 liniowa

42 1,0 90 10 liniowa

Poréwnanie dwdch chromatograméw powinno ujawni¢ potozenie piku CMP,.

Wykorzystujac podany nizej wzoér, mozna obliczy¢ poczatkowy sklad rozpuszczalnika, ktéry ma zostaé uzyty do
gradientu normalnego (zob. ppkt 8.4.3) % B =10-2,5 + (13,5 + (RT 26) [ 6)x30[27%B=7,5+ (135
+ (RTpon — 26) | 6) x 1,11

cmpA
cmpA
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8.4.3.

8.4.4.

8.5.

gdzie:

RT mpat  czas retencji CMP, w gradiencie rozpoznawczym

10: poczatkowy % B gradientu rozpoznawczego

2,5: % B w punkcie $srodkowym minus % B w poczatku gradientu normalnego
13,5: czas w punkcie srodkowym gradientu rozpoznawczego

26: wymagany czas retencji CMP,,

6: stosunek nachylenia gradientu rozpoznawczego i normalnego

30: % B na poczatku minus % B w 27 minucie gradientu rozpoznawczego
27: czas przebiegu gradientu rozpoznawczego

Pobranie roztworéw badanych prébek:

Wprowadzi¢ 100 pl dokladnie odmierzonego nadsaczu lub przesaczu (ppkt 8.3.3) do aparatury HPCL, pracujac
przy natgzeniu przepltywu roztworu eluentu (ppkt 5.2) wynoszacej 1,0 ml na minute.

Sklad eluentu w chwili rozpoczecia analizy otrzymuje si¢ z ppkt 8.4.2. Zazwyczaj jest on zblizony do A: B = 76: 24
(ppkt 5.2). Natychmiast po wprowadzeniu uruchamia si¢ gradient liniowy, ktéry daje zwigkszenie wartosci pro-
centowej B o 5 % po 27 minutach. Nastepnie uruchamia si¢ gradient liniowy, ktéry pozwala na uzyskanie skladu
eluentu w wysokosci 90 % B w ciagu pieciu minut. Sklad ten utrzymywany jest przez pie¢ minut, po czym zostaje
zmieniony poprzez gradient liniowy w ciggu pigciu minut do skfadu poczatkowego. W zaleznosci od wewnetrznej
pojemnosci ukladu pompujacego nastepne wprowadzenie mozna wykona¢ 15 minut po uzyskaniu warunkow
poczatkowych.

Uwaga 1: Czas retencji CMP, powinien wynosi¢ 26 + 2 minuty. Mozna to osiagna¢ poprzez zmiang poczatko-
wych i konicowych warunkéw pierwszego gradientu. Jednakze roznica w % B dla poczatkowych i kon-
cowych warunkéw pierwszego gradientu musi pozostaé na poziomie 5 % B.

Uwaga 2:  Eluenty powinny by¢ odgazowane w sposob wystarczajacy i pozostawac w takim stanie. Jest to istotne
dla wlasciwego funkcjonowania gradientowego uktadu pompowego. Odchylenie standardowe dla cza-
su retencji piku CMP,, powinno by¢ mniejsze niz 0,1 minuty (n = 10).

Uwaga 3: Po wprowadzeniu kazdej serii pieciu probek nalezy wprowadzi¢ probke odniesienia (5) i wykorzystaé
ja do obliczenia nowego wspélczynnika odpowiedzi R. (ppkt 9.1.1).

Wyniki analizy chromatograficznej badanej probki (E) otrzymuje si¢ w postaci chromatogramu, na ktérym
pik CMP, okresla si¢ na podstawie jego czasu retencji wynoszacego ok. 26 minut.

Integrator (ppkt 6.11.6) automatycznie oblicza wysoko$¢ H piku CMP,. W kazdym chromatogramie nalezy spraw-
dzi¢ potozenie linii podstawowej. W przypadku nieprawidtowego polozenia linii podstawowej analiz¢ lub catko-
wanie nalezy powt6rzyc.

Uwaga: Jezeli pik CMP, jest wystarczajaco oddzielony od innych pikéw, nalezy zastosowac wyznaczenie linii pod-
stawowej na podstawie polozenia dolin migdzy pikami, w przeciwnym razie zastosowac spuszczenie pro-
stopadlych na wspdlna lini¢ podstawowa, ktérej punkt wyjscia powinien by¢ potozony w poblizu piku
CMP, (co wyklucza t = 0 min.!). W odniesieniu do wzorca i do probek nalezy zastosowac t¢ sama metode
catkowania, jak rowniez sprawdzi¢, w przypadku wspélnej linii podstawowej, jej sp6jnos¢ w odniesieniu
do prébek i do wzorca.

Przed dokonaniem interpretacji iloSciowej niezbedne jest zbadanie wygladu kazdego chromatogramu w celu wy-
krycia ewentualnych nieprawidtowosci, bedgcych skutkiem wadliwego dzialania aparatury lub kolumny albo tez
pochodzenia i rodzaju analizowanej probki. W razie watpliwosci analiz¢ nalezy powtdrzyé.

Kalibracja

Do prébek wzorcowych (ppkt 5.4.1-5.4.2) zastosowaé dokladnie procedurg opisang od ppkt 8.2 do ppkt 8.4.4.
Uzywal $wiezo przygotowanych roztwordw, poniewaz w $rodowisku 8 % kwasu trichlorooctowego w tempera-
turze pokojowej nastgpuje rozktad CMP. W temp. 4 °C roztwor pozostaje stabilny przez 24 godziny. W przypad-
ku dlugich serii analiz wskazane jest zastosowanie schlodzonego zasobnika na prébki w dozowniku
automatycznym.

Uwaga: Podpunkt 8.4.2. mozna opusci¢ w przypadku, gdy % B w warunkach poczatkowych jest znany z poprzed-
nich analiz.
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9.2.

9.3.

9.3.2.

9.4.

Chromatogram prébki odniesienia [5] powinien by¢ analogiczny do pokazanego na ryc. 1. Na tym rysunku
pik CMP, poprzedzony jest przez dwa niewielkie piki. Istotne jest, aby uzyska¢ podobny rozdzial.

Przed oznaczeniem chromatograficznym prébek wprowadzi¢ 100 pl probki wzorcowej bez serwatki podpuszcz-
kowej [0] (ppkt 5.4.1).

Chromatogram nie powinien wykazywac piku w czasie retencji piku CMP,.

Okresli¢ wspolczynniki odpowiedzi R poprzez wprowadzenie takiej samej objetosci przesaczu (ppkt 8.5.1), jak ob-
jeto$¢ wykorzystana do prébek.

PREZENTACJA WYNIKOW
Metoda obliczania i wzory
Obliczanie wspdlczynnika odpowiedzi R:

Pik CMP,: R = W/H

Gdzie:

R = wspdlezynnik odpowiedzi piku CMP,,
H = wysokos$¢ piku CMP,

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

Obliczanie zawarto$ci procentowej serwatki podpuszczkowej w proszku w prébce
W(E) = R x H(E)

Gdzie:

=

zawarto$¢ procentowa (m/m) serwatki podpuszczkowej w probee (E).

=]
I

wspolczynnik odpowiedzi piku CMP, (ppkt 9.1.1)
H(E) = wysokos¢ piku CMP, probki (E)

W przypadku gdy warto$¢ W(E) jest wigksza niz 1 %, a réznica migdzy czasem retencji probki badanej a czasem
retencji probki wzorcowej [5] jest mniejsza niz 0,2 minuty, wéwczas stwierdzona jest obecnos¢ suchej masy ser-
watki podpuszczkowej.

Dokladno$¢ procedury
Powtarzalno$¢

Réznica migdzy wynikami dwoch oznaczen wykonanych réwnoczesnie lub w bezposrednim nastepstwie przez
tego samego analityka przy uZzyciu tej samej aparatury na identycznym materiale badanym nie moze
przekraczaé 0,2 % m/m.

Odtwarzalnos¢
Nieustalona.
Liniowos¢

W zakresie 0-16 % serwatki podpuszczkowej nalezy otrzyma¢ zalezno$¢ liniowa przy wspélczynniku korelacji
>0,99.

Interpretacja

Warto$¢ graniczna wynoszaca 1 % jest ustalona zgodnie z przepisami ppkt 9.2 i 9.4.1. w zalaczniku XXI do roz-
porzadzenia (EWG) nr 214/2001, ktére uwzglednia niepewno$¢ zwigzang z odtwarzalnoscia.



L 88/80 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej 29.3.2008

Tabela 1
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4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

4.4.5.

ZALACZNIK XIV

(Artykut 10)

ODTIUSZCZONE MLEKO W PROSZKU: ILOSCIOWE OZNACZANIE ZAWARTOSCI
FOSFATYDYLOSERYNY I FOSFATYDYLOETANOLAMINY

Metoda: HPLC z odwrdconymi fazami.

ZAKRES I DZIEDZINA STOSOWANIA

Metoda opisuje procedure ilosciowego oznaczania fosfatydyloseryny (PS) oraz fosfatydyloetanolaminy (PE) w od-
tluszczonym mleku w proszku (OMP) i jest odpowiednia do wykrywania suchej masy maslanki w odttuszczonym
mleku w proszku.

DEFINICJA

Zawarto$¢ PS + PE: utamek masowy substancji oznaczony z wykorzystaniem procedury okreslonej w niniejszej me-
todzie. Wynik wyrazony jest w miligramach dipalmitoilofosfatydyloetanolaminy (PEDP) na 100 g proszku.

ZASADA METODY

Ekstrakcja aminofosfolipidéw z odtworzonego mleka w proszku przy uzyciu metanolu. Oznaczenie PS i PE jako
pochodnych dialdehydu o-ftalowego (OPA) metoda HPLC z odwréconymi fazami i detekcja fluorescencyjna. Ozna-
czenie ilo$ciowe zawarto$ci PS i PE w badanej prébee przez odniesienie do probki wzorcowej zawierajacej znang
ilo$¢ PEDP.

ODCZYNNIKI

Wszystkie odczynniki musza by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej. Woda musi by¢ destylowana lub o co
najmniej réwnowaznym stopniu czystosci, jezeli nie okreslono inacze;j.

Material wzorcowy: PEDP, czysto$¢ co najmniej 99 %

Uwaga: Material wzorcowy nalezy przechowywaé w temp. — 18 °C.

Odczynniki do przygotowania prébki wzorcowej i probki badanej

Metanol o jakosci wymaganej dla HPLC

Chloroform o jakosci wymaganej dla HPLC

Monochlorowodorek tryptaminy

Odczynniki do derywatyzacji dialdehydu o-ftalowego

Wodorotlenek sodu, roztwér wodny 12 M

Kwas borny, roztwér wodny 0,4 M, o pH doprowadzonym do 10,0 przy uzyciu wodorotlenu sodu (ppkt 4.3.1)
2-merkaptoetanol

Dialdehyd o-ftalowy (OPA)

Rozpuszczalniki eluujgce do HPLC

Rozpuszczalniki eluujgce nalezy przygotowaé przy uzyciu odczynnikdw o jakosSci wymaganej dla HPLC.
Woda o jakosci wymaganej dla HPLC

Metanol o czystosci zbadanej fluorometrycznie

Tetrahydrofuran

Diwodorofosforan sodu
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4.4.6.

4.4.7.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

5.13.1.

5.13.2.

5.13.3.

5.13.4.

5.13.5.

5.13.6.

7.2.2.

Octan sodu

Kwas octowy

APARATURA

Waga analityczna umozliwiajaca wazenie z doktadnoscia do 1 mg, o dokladnosci odezytu 0,1 mg

Zlewki poj. 25 ml i 100 ml

Pipety umozliwiajace dozowanie 1 mli 10 ml

Mieszadlo magnetyczne

Pipety miarowe umozliwiajace dozowanie 0,2 ml, 0,5 mli 5 ml

Kolby miarowe poj. 10 ml, 50 ml i 100 ml

Strzykawki poj. 20 ul i 100 pl

Laznia ultradZwiekowa

Wiréwka umozliwiajaca osiggniecie 27 000 x g

Fiolki szklane poj. ok. 5 ml

Cylinder miarowy poj. 25 ml

Pehametr o dokladnosci pomiaru do

Sprzet do HPLC

Uktad pompowy do elucji gradientowej umozliwiajacy pracg przy natezeniu 1,0 ml/min. i ci$nieniu 200 baréw
Automatyczny podajnik do probek umozliwiajacy derywatyzacje

Ogrzewacz kolumnowy, umozliwiajacy utrzymanie kolumny w temp. 30 °C + 1 °C

Detektor fluorescencji, umozliwiajacy prace przy dhugosci fali wzbudzenia 330 nm i dtugosci fali emisji 440 nm
Integrator lub oprogramowanie do przetwarzania danych umozliwiajace pomiar powierzchni pikow

Kolumna Lichrosphere-100 (250 x 4,6 mm) lub réwnowazna kolumna wypeliona oktadecylosilanem (C 18)
0 uziarnieniu 5 pm

POBIERANIE PROBEK

Pobieranie probek nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z norma ISO 707.

PROCEDURA
Przygotowanie wewnetrznego roztworu Wzorcowego

Odmierzy¢ wagowo 30,0 £ 0,1 mg monochlorowodorku tryptaminy (ppkt 4.2.3) do kolby miarowej poj. 100 ml
(ppkt 5.6) i uzupelni¢ do kreski metanolem (ppkt 4.2.1).

Odmierzy¢ pipeta 1 ml (ppkt 5.3) tego roztworu do kolby miarowej poj. 10 ml (ppkt 5.6) i uzupelni¢ do kreski
metanolem (ppkt 4.2.1) w celu uzyskania stezenia 0,15 mM tryptaminy.

Przygotowanie roztworu prébki badanej

Odmierzy¢ wagowo 1,000 £ 0,001 g probki OMP do zlewki poj. 25 ml (ppkt 5.2). Odmierzy¢ pipeta
(ppkt 5.3) 10 ml wody destylowanej o temp. 40 °C i miesza¢ mieszadlem magnetycznym (ppkt 5.4) przez 30 mi-
nut do calkowitego rozpuszczenia grudek.

Odmierzy¢ pipeta (ppkt 5.5) 0,2 ml odtworzonego mleka do kolby miarowej poj. 10 ml (ppkt 5.6), za pomoca
strzykawki (ppkt 5.7) doda¢ 100 pl roztworu 0,15 mM tryptaminy (ppkt 7.1) i uzupehi¢ do kreski metanolem
(ppkt 4.2.1). Wymiesza¢ dokladnie, odwracajac kolbg i poddawac sonikacji (ppkt 5.8) przez 15 minut.
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7.2.3.

7.3.

7.4.

7.5.

7.5.1.

7.5.2.

Wirowac (ppkt 5.9) przy 27 000 x g przez 10 minut i zebra¢ nadsacz do szklanej fiolki (ppkt 5.10).

Uwaga: Do chwili przeprowadzenia analizy HPLC roztwor probki badanej nalezy przechowywaé w temp. 4 °C.
Przygotowanie Zewnetrznego roZtworu Wzorcowego

Odmierzy¢ wagowo 55,4 mg PEDP (ppkt 4.1) do kolby miarowej poj. 50 ml (ppkt 5.6) i doda¢ ok. 25 ml chloro-
formu (ppkt 4.2.2), uzywajac cylindra miarowego (ppkt 5.11). Podgrzac zakorkowana kolbe do 50 °C i wymieszaé
dokladnie az do rozpuszczenia PEDP. Schlodzi¢ kolb¢ do 20 °C, uzupelni¢ do kreski metanolem (ppkt 4.2.1) i wy-
mieszaé przez odwracanie.

Odmierzy¢ pipetg 1 ml (ppkt 5.3) tego roztworu do kolby miarowej poj. 100 ml (ppkt 5.6), uzupetic do kreski
metanolem (ppkt 4.2.1). Odmierzy¢ pipeta 1 ml (ppkt 5.3) tego roztworu do kolby miarowej poj. 10 ml (ppkt 5.6),
doda¢ 100 pl (ppkt 5.7) roztworu 0,15 mM tryptaminy (ppkt 7.1) i uzupemni¢ do kreski metanolem (ppkt 4.2.1).
Wymieszaé przez odwracanie.

Uwaga: Do chwili przeprowadzania analizy HPLC roztwér probki odniesienia nalezy przechowywaé w temp. 4 °C.
Przygotowanie odczynnika do derywatyzacji

Odmierzy¢ wagowo 25,0 + 0,1 mg OPA (ppkt 4.3.4) do kolby miarowej poj. 10 ml (ppkt 5.6), dodaé 0,5 ml
(ppkt 5.5) metanolu (ppkt 4.2.1) i wymiesza¢ dokladnie w celu rozpuszczenia OPA. Uzupehi¢ do kreski roztwo-
rem kwasu bornego (ppkt 4.3.2) i dodac 20 pl 2-merkaptoetanolu (ppkt 4.3.3) za pomocg strzykawki (ppkt 5.7).

Uwaga: Odczynnik do derywatyzacji nalezy przechowywaé w temp. 4 °C w fiolce z brazowego szkla; w takich wa-
runkach zachowuje on stabilno$¢ przez okres jednego tygodnia.

Oznaczenie za pomocg HPLC
Rozpuszczalniki eluujgce (ppkt 4.4)

Rozpuszczalnik A: Roztwér 0,3 mM diwodorofosforanu sodu i roztwér 3 mM octanu sodu (pH doprowadzone do
wartodci 6,5 za pomocg kwasu octowego):metanol:tetrahydrofuran = 558:440:2 (v/v/[v)

Rozpuszczalnik B: metanol

Zalecany gradient elucji

Czas Rozpuszczalnik A Rozpuszczalnik B Natezenie przeplywu
(minuty) (%) (%) (ml/min.)

Poczatkowy 40 60 0

0,1 40 60 0,1
5,0 40 60 0,1
6,0 40 60 1,0
6,5 40 60 1,0
9,0 36 64 1,0
10,0 20 80 1,0
11,5 16 84 1,0
12,0 16 84 1,0
16,0 10 90 1,0
19,0 0 100 1,0
20,0 0 100 1,0
21,0 40 60 1,0
29,0 40 60 1,0
30,0 40 60 0

Uwaga: W celu uzyskania rozdzielczo$ci przedstawionej na ryc. 1 niezbedna moze si¢ okaza¢ drobna modyfikacja
gradientu elugji.

Temperatura kolumny: 30 °C.
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7.6.

7.6.1.

7.6.2.

7.6.3.

9.1.

Objetos¢ wprowadzona: 50 pl odczynnika do derywatyzacji i 50 pl roztworu probki.
Réwnowazenie kolumny

Uruchamiajgc uklad kazdego dnia, nalezy przeptukiwaé kolumny rozpuszczalnikiem B o stezeniu 100 %
przez 15 minut, nastegpnie ustali¢ rozpuszczalniki A i B w proporcji 40:60 i rownowazy¢ przy 1 ml/min.
przez 15 minut. Przeprowadzic $lepa prébe poprzez wprowadzenie metanolu (ppkt 4.2.1).

Uwaga: Przed dlugotrwalym przechowywaniem przeplukiwaé kolumne mieszanka metanolu i chloroformu w pro-
porcji 80:20 (v[v) przez 30 minut.

Oznaczy¢ zawartos¢ PS + PE w badanej prébce.

Przeprowadzié sekwencjg analiz chromatograficznych, utrzymujgc niezmieniony czas pomigdzy pojedynczymi analizami w celu
uzyskania stalych czasow retencji. Wprowadzac zewngtrzny roztwdr wzorcowy (ppkt 7.3) co 5-10 wprowadzer roztworu ba-
danej probki w celu obliczenia wspélczynnika odpowiedzi.

Uwaga: Kolumna musi by¢ czyszczona przez przeptukiwanie 100 % rozpuszczalnikiem B (ppkt 7.5.1), przez co
najmniej 30 minut, co 20-25 pojedynczych analiz.

Metoda catkowania
Pik PEDP

PEDP jest eluowana w postaci pojedynczego piku. Okresli¢ powierzchni¢ piku przez catkowanie wykresu miedzy
kolejnymi dolinami.

Pik tryptaminy

Tryptamina jest eluowana w postaci pojedynczego piku (ryc. 1). Okresli¢ powierzchnie piku przez catkowanie wy-
kresu migdzy kolejnymi dolinami.

Grupy pikéw PS i PE

W opisanych warunkach (ryc. 1) PS jest eluowana w postaci dwoch gléwnych, czgsciowo nierozdzielonych pikow,
poprzedzonych mniejszym pikiem. PE jest eluowana w postaci trzech gtéwnych, cz¢Sciowo nierozdzielonych pi-
kéw. Okresli¢ calkowit powierzchnig kazdego skupiska pikdw przez ustawienie linii podstawowej zgodnie z ryc. 1.

OBLICZANIE I PREZENTACJA WYNIKOW
Zawarto$¢ PS i PE w badanej probcee oblicza sig, jak nastepuje: C = 55,36 x ((A,)[(A})) * (T))/(T,))
gdzie:

C = zawarto$¢ PS lub PE (mg/100 g proszku) w badanej prébcee

A, = powierzchnia piku PEDP roztworu prébki wzorcowej (ppkt 7.3)

A, = powierzchnia piku PS lub PE roztworu probki badanej (ppkt 7.2)

T, = powierzchnia piku tryptaminy w roztworze prébki wzorcowej (ppkt 7.3)

T, = powierzchnia piku tryptaminy w roztworze prébki badanej (ppkt 7.2)

DOKLADNOSC METODY

Uwaga: Warto$ci powtarzalnosci zostaly obliczone zgodnie z miedzynarodowa normg IDF (). Tymczasowa gra-
nica odtwarzalnodci zostata obliczona zgodnie z procedura okreslong w zalaczniku III lit. b) do wspo-
mnianej normy.

Powtarzalno$¢

Wzgledne odchylenie standardowe powtarzalnosci, wyrazajace zmienno$¢ niezaleznych wynikéw analitycznych
otrzymanych przez ten sam podmiot, wykorzystujacy te samg aparature, w takich samych warunkach, na takiej
samej probce badanej oraz w krétkim odstepie czasu, nie powinno przekraczaé 2 % wartosci wzglednej. Jezeli
w tych warunkach otrzymane sa dwa oznaczenia, wzgledna réznica migdzy dwoma wynikami nie powinna by¢
wigksza niz 6 % Sredniej arytmetycznej wynikow.

() Norma miedzynarodowa 135B/1991. Mleko i przetwory mleczne. Charakterystyka precyzji metod analitycznych. Zarys procedury wspot-

pracy badawczej.
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9.2. Odtwarzalnosé

Jezeli dwa oznaczenia otrzymane s3 przez podmioty w réznych laboratoriach, wykorzystujace rézng aparature
w réznych warunkach, podczas analizy tej samej probki badanej, wzgledna réznica migdzy dwoma wynikami nie

powinna by¢ wigksza niz 11 % $redniej arytmetycznej wynikow.

10. PISMIENNICTWO

10.1.  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).

Ryc. 1

Uzyskany przy uzyciu HPLC wzér pochodnych OPA fosfatydyloseryny (PS) i fosfatydyloetanolaminy (PE) w wyciaggu metanolowym
odtworzonego odtluszczonego mleka w proszku. Podano tryb calkowania dla pikéw PS, PE i tryptaminy (wzorzec wewnetrzny).
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ZALACZNIK XV

(Artykul 11)

WYKRYWANIE POZOSTALOSCI ANTYBIOTYKOW W ODTLUSZCZONYM MLEKU W PROSZKU

Stosuje si¢ badanie przesiewowe na obecnos§¢ antybiotykdw, przy uzyciu Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis
ATCC 10149 (identyczny ze szczepem C953) jako mikroorganizmu badanego, o wrazliwosci odpowiedniej do wykrycia
w mleku benzylopenicyliny w ilo$ci 4 pg/kg mleka oraz sulfadymidyny w ilosci 100 pg/kg mleka. W handlu dostgpne sg ze-
stawy do badan, ktére mozna wykorzystal, o ile maja wymagang wrazliwo$¢ w odniesieniu do
benzylopenicyliny i sulfadymidyny.

Do badania uzywa si¢ odtworzonego odttuszczonego mleka w proszku (I g proszku + 9 ml wody destylowanej). Badanie
przeprowadza si¢ w spos6b opisany w normie ISO/TS 26844:2006 — IDF Bulletin No 258/1991, sekcja 1, rozdzial 2, badz
zgodnie z instrukcjg producenta zestawu do badan (1).

Wyniki pozytywne nalezy interpretowa¢ w sposéb nastepujacy:

1. Obecnos¢ beta-laktaméw moze by¢ potwierdzona w drodze powtérzenia badania i dodania penicylinazy do uktadu
badawczego (%):

Wynik negatywny: Substancjg hamujacg jest antybiotyk beta-laktamowy.

Wynik pozytywny utrzymuje sie: Za pomoca tej procedury nie mozna zidentyfikowaé substancji hamujacej, postgpowac
zgodnie z pkt. 2.

2. Obecnos¢ sulfonamidéw moze by¢ potwierdzona w drodze powtérzenia badania i dodania kwasu p-aminobenzoesowy
do uktadu badawczego.

Wynik negatywny: Substancja hamujaca jest sulfonamid.

Wynik pozytywny utrzymuje sie: Za pomocg tej procedury nie mozna zidentyfikowaé substancji hamujacej, postgpowac
zgodnie z pkt 3.

3. Obecnos¢ polaczenia beta-laktamu i sulfonamidu moze by¢ potwierdzona w drodze powtérzenia badania i dodania
penicylinazy i kwasu p-aminobenzoesowy do ukladu badawczego.

Wynik negatywny: Substancjami hamujacymi sg antybiotyk beta-laktamowy i sulfonamid.

Wynik pozytywny: Za pomocy tej procedury nie mozna zidentyfikowac substancji hamujacej.

() Wazna uwaga: Przy analizie odtluszczonego mleka w proszku mozna uzyskac wyniki falszywie pozytywne. Z tej przyczyny wazne jest

sprawdzenie, czy wykorzystywany uklad badawczy nie daje wynikéw falszywie pozytywnych.
(?) Niektore beta-laktamy sa mniej wrazliwe na beta-laktamaze. W takich przypadkach zaleca si¢ dodatkowa wstepna obrébke probki
(1 ml prébki badanej plus 0,3 ml koncentratu beta-laktamaz Penase Concentrate w temperaturze 37 °C przez 2 godziny).
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ZALACZNIK XVI

(Artykul 12)

ILOSCIOWE OZNACZANIE ZAWARTOSCI ODTLUSZCZONEGO MLEKA W PROSZKU W MIESZANKACH

3.1.

3.2.

3.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

PASZOWYCH METODA ENZYMATYCZNE] KOAGULACJI PARAKAZEINY

CEL

Ilo$ciowe oznaczanie zawartosci odtluszczonego mleka w proszku w mieszankach paszowych metoda enzymatycz-
nej koagulacji parakazeiny.

ZAKRES

Metoda ma zastosowanie do mieszanek paszowych zawierajacych co najmniej 10 % odttuszczonego mleka w prosz-
ku; duze ilosci maslanki i/lub niektérych biatek niepochodzacych z mleka moga prowadzi¢ do powstania zaklécen.

ZASADA METODY

Rozpuszczenie kazeiny zawartej w mieszance paszowej poprzez ekstrahowanie za pomocg roztworu cytrynianu
sodu.

Dostosowanie stezenia jondw wapnia do wymaganego poziomu w celu stracenia parakazeiny poprzez dodanie
podpuszczki.

Zawarto$¢ azotu w osadzie parakazeiny jest okreSlana metoda Kjeldahla, zgodnie z opisem w normie
ISO 8968-2:2001/IDF 20-2:2001; ilo§¢ odttuszczonego mleka w proszku jest obliczana na podstawie minimalnej
zawartosci kazeiny wynoszacej 27,5 % (zob. ppkt 8.1).

ODCZYNNIKI

Wykorzystywane odczynniki musza by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej. Nalezy uzywa wody desty-
lowanej lub wody o réwnowaznym stopniu czystosci. Z wyjatkiem podpuszczki (ppkt 4.5), wszystkie odczynni-
ki i roztwory muszg by¢ wolne od substancji azotowych.

Cytrynian trisodu, dihydrat (roztwor 1 % w/v)
Chlorek wapnia (roztwoér ok. 5 M)

Rozpusci¢ 75 g CaCl, - 2 H,0 w 100 ml wody destylowanej poprzez wstrzgsanie (uwaga na reakcje egzotermicz-
ng). Pozostawi¢ do nastepnego dnia, a nastepnie przesaczy¢ roztwér. Przechowywad roztwér w chlodziarce.

Wodorotlenek sodu 0,1 N
Kwas chlorowodorowy 0,1 N

Plynna podpuszczka cielgca (o sile ok. 100 IMCU/ml zgodnie z norma ISO 11815/IDF 157). Przechowywac w chto-
dziarce w temperaturze od 4 °C do 6 °C.

Odczynniki do iloSciowego oznaczania azotu wedlug metody Kjeldahla, zgodnie z opisem w normie
ISO 8968-2:2001/IDF 20-2:2001.

APARATURA

Typowa aparatura laboratoryjna, w skfad ktérej wechodzi:

Mozdzierz lub homogenizator

Waga analityczna, umozliwiajaca wazenie z doktadnosciag do 1 mg, o dokladnosci odczytu 0,1 mg
Wiréwka przenosna (500 g lub 2 000-3 000 obr./min.) z probéwkami poj. 50 ml oraz 2 000 g

Mieszadlo magnetyczne z dipolami (10-15 mm)
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5.5.  Zlewki poj. 150-200 ml

5.6.  Kolby poj. 250 ml i 500 ml

5.7.  Lejki szklane o Srednicy 60-80 mm

5.8.  Saczki bezpopiolowe o duzej szybkosci saczenia, o $rednicy 150 mm (Whatman N° 41 lub réwnowazne)

5.9.  Pipety o réznych pojemnosciach nominalnych

5.10. taznia wodna kontrolowana termostatycznie w temp. 37 °C £ 1 °C

5.11. Pehametr o dokladnosci pomiaru do

5.12. Termometry umozliwiajace pomiar z doktadnoscig do 1 °C

6. PROCEDURA

6.1. Przygotowanie prébki

Rozetrze¢ w mozdzierzu lub zhomogenizowaé w miynku 10-20 g prébki w celu uzyskania jednorodnej mieszanki.

6.2. Rozpuszczenie mleka w proszku i oddzielenie nierozpuszczalnych pozostalosci

6.2.1. Odmierzy¢ wagowo 1,000 £ 0,002 g dobrze zhomogenizowanej mieszanki paszowej (ppkt 6.1) bezposrednio do
probéwki wiréwkowej poj. 50 ml. Doda¢ 30 ml roztworu cytrynianu trisodu (ppkt 4.1) podgrzanego uprzednio do
temp. 45 °C = 2 °C. Miesza¢ za pomocg mieszadla magnetycznego przez co najmniej pie¢ minut lub energicznie
Wwstrzgsajac recznie.

6.2.2. Wirowac przy 500 g (2 000-3 000 obr./min.) przez 10 minut, a nast¢pnie zdekantowac klarowny faz¢ wodna nad-
saczu do zlewki poj. 150-200 ml, uwazajac, aby nie przela¢ zadnej ilo$ci luZnego materiatu pozostajacego na dnie.

6.2.3. Przeprowadzi¢ dwie kolejne ekstrakcje pozostatosci, wedlug tej samej procedury, dodajac uzyskane wyciagi do
pierwszego.

6.2.4. Jezeli na powierzchni utworzy si¢ warstwa oleju, schfodzi¢ wyciag w chtodziarce do zestalenia si¢ thuszczu i usunaé
zestalong warstwe za pomocg szpatutki.

6.3. Koagulacja kazeiny za pomocg enzyméw podpuszczki

6.3.1. Nie przerywajac mieszania, dodawa¢ po kropli 2 ml chlorku wapnia (ppkt 4.2) do calo$ci wyciagu wodnego
(ok. 100 ml). Doprowadzi¢ pH do wartosci 6,4—6,5 przy uzyciu roztworu NaOH (ppkt 4.3) lub HCI (ppkt 4.4).
Umiesci¢ w kontrolowanej termostatycznie fazni wodnej w temp. 37 °C £ 1 °C na 15-20 minut w celu uzyskania
rownowagi w zakresie zasolenia. Stanie si¢ to bardziej wyrazne dzigki utworzeniu si¢ lekkiego zmetnienia.

6.3.2. Przenie$¢ plyn do jednej probéwki wiréwkowej i wirowaé przy 2 000 g przez 10 minut w celu usuniecia wytraco-
nego materiatu. Przenie$¢ nadsacz, nie splukujgc osadu, do nastgpnej probéwki wiréwkowej.

6.3.3. Doprowadzi¢ temperature nadsgczu ponownie do 37 °C + 1 °C. Mieszajac wyciag, dodawac po kropli 0,5 ml plyn-
nej podpuszczki (ppkt 4.5). Koagulacja zachodzi w ciggu dwéch minut.

6.3.4. Umiesci¢ z powrotem probke w tazni wodnej i pozostawic ja w temp. 37 °C £ 1 °C na 15 minut. Wyjaé prébke z az-
ni i rozbi¢ koagulat poprzez mieszanie. Wirowa¢ przy 2 000 g przez 10 minut. Przesgczy¢ nadsacz przez odpo-
wiedni sgczek papierowy (ppkt 5.8) i zachowaé saczek. Przemy¢ osad, mieszajac go w probdwce wirdwkowej
z 50 ml wody o temp. ok. 35 °C.

Wirowaé ponownie przy 2 000 g przez 10 minut. Przesaczy¢ nadsacz przez zachowany poprzednio saczek
papierowy.
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6.4.

6.4.1.

7.1.

7.2.

8.1.

9.1.

9.2

10.

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

Oznaczanie zawarto$ci azotu w kazeinie

Po przemyciu przenies¢ iloSciowo osad na zachowany poprzednio saczek papierowy (ppkt 6.3.4), uzywajac wody
destylowanej. Przenie$¢ wysuszony saczek papierowy do kolby Kjeldahla. Oznaczy¢ zawarto§¢ azotu metoda Kjel-
dahla, zgodnie z opisem w normie ISO 8968-2:2001/IDF 20-2:2001.

SLEPA PROBA

Slepa prébe przeprowadza sig regularnie przez poddanie mineralizacji metoda Kjeldahla zgodnie z opisem w nor-
mie ISO 8968-2:2001/IDF 20-2:2001. Bezpopiotowy saczek papierowy (ppkt 5.8) jest zwilzony mieszaning skla-
dajaca sie z 90 ml roztworu cytrynianu sodu (ppkt 4.1), 2 ml roztworu chlorku wapnia (ppkt 4.2), 0,5 ml plynnej
podpuszczki (ppkt 4.5) i przemyty przy uzyciu 3 x 15 ml wody destylowanej.

Objetos¢ kwasu uzytego do przeprowadzenia Slepej proby nalezy odjac od objetosci kwasu (ppkt 4.4) uzytego do
miareczkowania probki.

PREZENTACJA WYNIKOW

Zawarto$¢ procentowa odttuszczonego mleka w proszku w mieszankach paszowych jest obliczana za pomoca po-
nizszego wzoru:

(N>< 6,38

XlOO) -2,81
27,5

% OMP =

0,908
gdzie:
N stanowi zawarto$¢ procentowq azotu w parakazeinie,

27,5 stanowi wspolczynnik stuzacy przeliczeniu oznaczonej kazeiny na zawarto$¢ procentows odtluszczonego mle-
ka w proszku,

2,81 oraz 0,908 sa wspdlczynnikami korygujgcymi otrzymanymi z analizy regresji.

DOKELADNOSC METODY

Powtarzalno$¢

W co najmniej 95 % przebadanych przypadkéw analiza tej samej probki wykonana w dwéch powtdrzeniach przez
ten sam podmiot w tym samym laboratorium musi dawa¢ réznice wynikéw réwnowazne wielkoSci nie wigkszej
niz 2,3 g odtluszczonego mleka w proszku w 100 g mieszanki paszowe;.

Odtwarzalno$é

W co najmniej 95 % przebadanych przypadkéw ta sama probka analizowana przez dwa laboratoria musi dawaé r6z-
nice wynikow nie wigksze niz 6,5 g odtluszczonego mleka w proszku w 100 g mieszanki paszowej.

UWAGI

Dodanie duzych wartosci procentowych niektérych bialek niepochodzacych z mleka, w szczegdlnosci bialek soi,
podczas podgrzewania z odtluszczonym mlekiem w proszku, moze prowadzi¢ do uzyskania zbyt wysokich wyni-
kéw z powodu wspdtwytracania z parakazeing mleka.

Dodanie maslanki moze prowadzi¢ do uzyskania nieco zanizonych wartosci liczbowych z racji, ze oznaczona jest
wylacznie cze$¢ bezttuszczowa. Dodanie niektérych maslanek kwasowych moze dawaé znacznie nizsze wartosci

liczbowe z powodu niepelnego rozpuszczenia w roztworze cytrynianu.

Dodatki lecytyny rzedu 0,5 % lub wigksze moga réwniez prowadzi¢ do niskich wynikéw.

Dodanie mocno podgrzanego odtluszczonego mleka w proszku moze prowadzi¢ do uzyskania zbyt wysokich war-
tosci liczbowych z powodu wspotwytracania niekt6rych bialek serwatki z parakazeing mleka.
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ZALACZNIK XVII

(Artykul 13)

OZNACZANIE SKROBI W ODTLUSZCZONYM MLEKU W PROSZKU, ZDENATUROWANYM MLEKU
W PROSZKU ORAZ W MIESZANKACH PASZOWYCH

1. ZAKRES
Metoda stuzy do wykrywania skrobi, ktdra jest wydzielana jako wskaznik w zdenaturowanym mleku w proszku.

Granica wykrywalno$ci metody wynosi w przyblizeniu 0,05 g skrobi na 100 g prébki.

2. ZASADA
Reakcja oparta jest na reakcji wykorzystywanej w jodometrii:
— wigzanie przez koloidy wolnego jodu w roztworze wodnym,

— absorpcja na micelach skrobi i tworzenie zabarwienia.

3. ODCZYNNIKI
3.1. Roztwor jodu:
— jod:1,0g,
— jodek potasu: 2,0 g,
— woda destylowana: 100 ml,

— rozpusci¢ 1,0 g jodu i 2,0 g jodku potasu w wodzie w kolbie miarowej poj. 100 ml. Uzupehi¢ woda do
kreski 100 ml i wymieszac.

4. APARATURA
4.1. Waga analityczna
4.2. Wrzgca laznia wodna

4.3. Probéwki, 25 mm x 200 mm

5. PROCEDURA
Odmierzy¢ wagowo 1 g prébki z doktadnoscig do 0,1 g i przenie$¢ ja do probowki (ppkt 4.3).
Doda¢ 20 ml wody destylowanej i wstrzasa¢ w celu dyspersji probki.
Umiesci¢ we wrzacej fazni wodnej (ppkt 4.2) i pozostawi¢ na 5 minut.
Wyjaé z fazni i schlodzi¢ do temperatury pokojowej.
Doda¢ 0,5 ml roztworu jodu (ppkt 3.1), wstrzasna¢ i obserwowa¢ pojawiajace sie zabarwienie.
6. PREZENTACJA WYNIKOW

Zabarwienie niebieskie wskazuje na obecno$¢ naturalnej skrobi w probee.

W przypadku gdy prébka zawiera skrobi¢ modyfikowana, zabarwienie moze nie by¢ niebieskie.
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UWAGI

Zabarwienie, intensywno$¢ zabarwienia oraz obecno$¢ skrobi widziana pod mikroskopem beda si¢ réznié w zalez-
nosci od pochodzenia skrobi naturalnej (np. kukurydza lub ziemniak) oraz od rodzaju skrobi modyfikowanej obecnej
w prébce.

W obecnosci skrobi zmodyfikowanych wytworzone zabarwienie zmienia si¢ na fioletowe, czerwone lub brazowe, od-
powiednio do stopnia modyfikagji struktury krystalicznej skrobi naturalnej.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

ZALACZNIK XVIII
(Artykul 14)

OZNACZANIE ZAWARTOSCI WILGOCI W SMIETANIE W PROSZKU

ZAKRES

Niniejszy zalgcznik okresla metode oznaczania zawartosci wilgoci w $mietanie w proszku.

POJECIA I DEFINICJE
Do celéw niniejszego zatacznika stosuje si¢ nastepujace definicje:
Zawarto$¢ wilgoci: Ubytek masy oznaczony w drodze procedury okre$lonej w niniejszej normie migdzynarodowej.

Jest ona wyrazona jako procent masy.

ZASADA

Suszenie porcji badanej w temp. 102 °C + 2 °C do uzyskania stalej masy i wazenie w celu okreslenia ubytku masy.

APARATURA
Typowe wyposazenie laboratoryjne, a w szczeg6lnosci:
Waga analityczna, umozliwiajaca wazenie z dokladnoscig do 1 mg, o dokladnosci odczytu 0,1 mg.

Piec suszarniczy, dobrze wentylowany, umozliwiajacy termostatyczne utrzymanie temp. 102 °C + 2 °C w calej prze-
strzeni roboczej.

Eksykator, zawierajacy §wiezo wysuszony Zel krzemionkowy ze wskaznikiem wilgotnosci lub inny skuteczny $ro-
dek suszacy.

Plaskodenne naczynia o glebokosci ok. 25 mm i $rednicy ok. 50 mm, wykonane z odpowiedniego materialu (na
przyklad szklo, stal nierdzewna, nikiel lub aluminium), wraz z dopasowanymi, fatwymi do zdjecia przykrywkami.

Butelki, z dopasowanymi korkami, do mieszania prébek laboratoryjnych.

POBIERANIE PROBEK

Istotne jest, aby laboratorium otrzymato do badan prébke, ktdra jest rzeczywiscie reprezentatywna i nie ulegla
uszkodzeniu lub zmianie w czasie transportu lub przechowywania.

Sposéb pobierania probek nie jest okreslony w metodzie wyszczegdlnionej w niniejszej normie migdzynarodowej.
Zalecang metode pobierania probek podano w normie ISO 707|IDF 50.

Przechowywaé prébke w sposob uniemozliwiajacy obnizenie jakosci i zmiane skladu.

PRZYGOTOWANIE PROBKI DO BADAN

Dokladnie wymiesza¢ probke badana, wielokrotnie potrzasajac i odwracajac pojemnik (jezeli zajdzie taka potrzeba,
po przeniesieniu wszystkich probek badanych do hermetycznego pojemnika o dostatecznej pojemnosci, aby umoz-
liwi¢ przeprowadzenie tej operacji).

W razie nieuzyskania w drodze tej procedury catkowitej homogenicznosci, pobraé porcje badane (do dwoch poje-
dynczych oznaczen) z przygotowanej probki badanej, z dwéch mozliwie najbardziej oddalonych miejsc.
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7.2.

7.3.

7.3.2.

8.1.

9.1.

PROCEDURA

Przygotowanie naczynia

. Podgrzewa¢ odkryte naczynie oraz pokrywke (ppkt 4.4) w piecu (ppkt 4.2), ustawionym na temp. 102 °C £ 2 °C,

przez co najmniej 1 godzineg.

. Przykry¢ naczynie przykrywka, przenie$¢ przykryte naczynie do eksykatora (ppkt 4.3), pozostawi¢ do wystygniecia

do temperatury pokojowej i zwazy¢ z dokladnoscig do 1 mg, zapisujac mas¢ z doktadnoscia do 0,1 mg.
Porcja badana

Przenie$¢ ok. 1-3 g przygotowanej probki badanej (ppkt 6) do naczynia, przykry¢ pokrywka i zwazy¢ z doktadno-
Scig do 1 mg, zapisujac mase z dokladnoscig do 0,1 mg.

Oznaczenie

. Zdja¢ z naczynia przykrywke i umiescic je wraz z przykrywka w piecu (ppkt 4.2) ustawionym na temp. 102 °C + 2 °C

na 2 godziny.

Ponownie przykry¢ naczynie przykrywka, przenie$¢ przykryte naczynie do eksykatora, pozostawi¢ do wystygnigcia
do temperatury pomieszczenia i zwazy¢ z dokladnoscig do 1 mg, zapisujac masg z dokladnoscig do 0,1 mg.

. Zdja¢ z naczynia przykrywke i ponownie podgrzewaé wraz z przykrywka w piecu przez 1 godzing. Nastepnie po-

wtorzy¢ operacje opisang w ppkt 7.3.2.

. Powtarza¢ procedure podgrzewania i wazenia do czasu, gdy masa ulegnie zmniejszeniu o 1 mg lub mniej, lub gdy

ulegnie zwigkszeniu migdzy dwoma nastgpujacymi po sobie wazeniami.

Do obliczenia zastosowac najnizszg zapisang mase.

OBLICZANIE I PREZENTACJA WYNIKOW
Obliczanie
Zawarto$¢ wilgoci, wyrazona w g[/100 g, jest réwna:

m, —m,

x100
m,—m

1~ My
gdzie:
m, stanowi wyrazong w gramach mase naczynia i przykrywki (ppkt 7.1.2),
m; stanowi wyrazong w gramach mase naczynia, przykrywki i porcji badanej przed suszeniem (ppkt 7.2),

m, stanowi wyrazong w gramach mase naczynia, przykrywki i porcji badanej po suszeniu (ppkt 7.3.4).

Wynik nalezy przedstawi¢ z dokladnosciag do dwéch miejsc po przecinku.

PRECYZJA

Uwaga: WartoSci powtarzalnosci i odtwarzalnosci zostaly uzyskane z wynikéw badania migdzylaboratoryjnego (z-
ob. Steiger, G., Bulletin of IDF No 285/1993, s. 21-28), przeprowadzonego zgodnie z normg IDF 135B-
:1991. Mleko i przetwory mleczne — Charakterystyka precyzji metod analitycznych — Zarys procedury
wspOlpracy badawcze;j.

Powtarzalnosé

Bezwzgledna réznica pomigdzy wynikami dwoéch niezaleznych pojedynczych badan, uzyskanymi z wykorzysta-
niem tej samej metody na identycznym materiale badanym w tym samym laboratorium przez ten sam podmiot
wykorzystujacy to samo wyposazenie w krétkim odstepie czasu nie bedzie dla wigcej niz 5 % przypadkow wigksza
niz 0,20 g wilgoci na 100 g produktu.
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9.2.  Odtwarzalnos¢
Bezwzgledna réznica pomigdzy wynikami dwoéch niezaleznych pojedynczych badan, uzyskanymi z wykorzysta-
niem tej samej metody na identycznym materiale badanym w réznych laboratoriach przez rézne podmioty wyko-

rzystujace rézne wyposazenie nie bedzie dla wigcej niz 5% przypadkéw wigksza niz 0,40 g wilgoci
na 100 g produktu.

10. SPRAWOZDANIE Z BADAN
W sprawozdaniu z badan nalezy okresli¢:
— wszelkie informacje niezbedne do pelnej identyfikacji prébki,
— zastosowang metodg pobierania probek, o ile jest znana,
— metod¢ badawczg zastosowang w odniesieniu do niniejszej normy migdzynarodowe;j,

— wszelkie szczegblowe dane operacyjne niewyszczeg6lnione w niniejszej normie migdzynarodowej lub uznane
za opcjonalne, wraz z danymi szczegélowymi na temat wszelkich zdarzeni, ktore mogly wywrze¢ wplyw na
wynik(i) badania,

otrzymany wynik (wyniki) badania oraz w przypadku, gdy sprawdzono powtarzalno$¢, ostateczny przytoczony
otrzymany wynik.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

ZALACZNIK XIX
(Artykul 15)

OZNACZANIE ZAWARTOSCI WILGOCI W KWASOWE] MASLANCE W PROSZKU

ZAKRES

Oznaczy¢ zawarto$¢ wilgoci w kwasowej maslance w proszku przeznaczonej na pasze dla zwierzat.

ZASADA

Prébka jest suszona w prozni. Ubytek masy jest oznaczony w drodze wazenia.

APARATURA
Waga analityczna, umozliwiajaca wazenie z dokladnoscig do 1 mg, o dokladnosci odczytu 0,1 mg

Naczynia z niekorodujgcego metalu lub ze szkla, zaopatrzone w pokrywki zapewniajace hermetyczne zamkniecie; po-
wierzchnia robocza umozliwiajaca rozprowadzenie badanej probki w iloéci ok. 0,3 gfem?.

Regulowany, ogrzewany elektrycznie piec prozniowy, wyposazony w pompe olejowa oraz w mechanizm stuzacy do
wprowadzania goracego suchego powietrza przez kolumng zawierajacg na przyklad tlenek wapnia lub siarczan wap-
nia (zawierajacg wskaznik wilgoci).

Eksykator ze skutecznym $rodkiem suszacym.

Piec suszarniczy, wentylowany, regulowany termostatycznie, w temp. 102 + 2 °C.

PROCEDURA

Podgrzewaé naczynie (ppkt 3.2) oraz pokrywke w piecu (ppkt 3.5) przez co najmniej jedng godzing. Przykry¢ naczy-
nie pokrywka, natychmiast przenie$¢ je do eksykatora (ppkt 3.4) i pozostawi¢ do schlodzenia do temperatury poko-
jowej, nastepnie zwazy¢ z dokladnoscig do 1 mg, zapisujac mas¢ z dokladnoscia do 0,1 mg.

Zdja¢ pokrywke z naczynia, przenie$¢ do naczynia ok. 5 g probki i zwazy¢ z dokladnoscia do 1 mg, zapisujac mase
z doktadnoscia do 0,1 mg. Umiesci¢ naczynie oraz pokrywke w piecu prézniowym (ppkt 3.3) podgrzanym wczesniej
do temp. 83 °C. Aby zapobiec nadmiernemu spadkowi temperatury w piecu nalezy umie$ci¢ w nim naczynie mozli-
wie jak najszybciej.

Doprowadzi¢ ci$nienie do 100 Tr (13,3 kPa) i pozostawi¢ do wysuszenia do stalej masy (ok. 4 godzin) w takim ci$-
nieniu w strumieniu goracego, suchego powietrza.

Odlicza¢ czas suszenia od momentu, kiedy temperatura pieca powrdci do 83 °C. Ostroznie przywréci¢ w piecu cis-
nienie atmosferyczne. Otworzy¢ piec, natychmiast przykry¢ naczynie pokrywka, wyja¢ naczynie z pieca, pozostawi¢
do ostygnigcia na 30—45 minut w eksykatorze (ppkt 3.4) i zwazy¢ z dokladnoscig do 1 mg, zapisujac mase z doktad-
noscig do 0,1 mg. Suszy¢ przez kolejne 30 minut w piecu prozniowym (ppkt 3.3) w temp. 83 Powtarzaé procedure
podgrzewania i wazenia do czasu, az masa naczynia z pokrywka ulegnie zmniejszeniu o 1 mg lub mniej, lub ulegnie
zwigkszeniu, pomi¢dzy dwoma nastgpujacymi po sobie wazeniami. Do obliczenia wykorzysta¢ najnizsza zapisang
masg.

OBLICZANIE
% wilgoci = (m; —m,) | (m; —mg) x 100 %
Gdzie:

m, stanowi mas¢ naczynia oraz pokrywki,
m,;  stanowi mas¢ naczynia, pokrywki i porcji badanej przed suszeniem,

m,  stanowi mas¢ naczynia, pokrywki i porcji badanej po suszeniu.

Zapisa¢ wynik z doktadnoscia do 0,1 g [ 100 g.
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6.1.

6.2.

6.3.

PRECYZJA
Granica powtarzalno$ci

Bezwzgledna réznica pomiedzy wynikami dwéch niezaleznych pojedynczych badan, uzyskanymi przy wykorzysta-
niu tej samej metody na identycznym materiale badanym w tym samym laboratorium przez ten sam podmiot wyko-
rzystujacy to samo wyposazenie w krétkim odstepie czasu nie bedzie dla wiecej niz 5 % przypadkéw wicksza
niz 0,4 g wody[100 g kwasowej maslanki w proszku.

Granica odtwarzalno$ci

Bezwzgledna réznica pomiedzy wynikami dwéch niezaleznych pojedynczych badan, uzyskanymi przy wykorzysta-
niu tej samej metody na identycznym materiale badanym w réznych laboratoriach przez rézne podmioty wykorzy-
stujgce rézne wyposazenie nie bedzie dla wigcej niz 5 przypadkéw wieksza niz 0,6 ¢ wody/100 g kwasowej maslanki
w proszku.

Zrédto danych dotyczacych precyzji

Dane dotyczace precyzji zostaly okreslone w czasie doswiadczen przeprowadzonych w 1995 r., ktére obejmowaly
osiem laboratoriow i 12 prébek (6 Slepych duplikatéw).
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4.1.

ZALACZNIK XX

(Artykut 16)

METODA REFERENCYJNA OZNACZANIA CZYSTOSCI THUSZCZU MLECZNEGO W DRODZE

GAZOWO-CHROMATOGRAFICZNEJ ANALIZY TRIGLICERYDOW — WERSJA POPRAWIONA 2

ZAKRES I DZIEDZINA STOSOWANIA

Niniejsza norma ustanawia metodg referencyjng oznaczania czystosci thuszczu mlecznego w drodze gazowo-
chromatograficznej analizy triglicerydow. Umozliwia ona wykrycie zaréwno thuszczow roslinnych, jak i zwierze-
cych, np. toju woltowego i smalcu.

Przy uzyciu okre$lonych réwnan triglicerydowych okresla si¢ czysto$¢ thuszczu mlecznego. Zasadniczo metoda
ma zastosowanie do duzych ilosci mleka krowiego lub jego przetworéw, niezaleznie od warunkéw Zywienia, ho-
dowli lub laktacji. Jedynie wyjatkowo wysoka zawarto$¢ w paszy czystych olejow roélinnych, np. oleju rzepako-
wego, moze prowadzi¢ do uzyskania falszywie pozytywnego wyniku. Przetwory mleczne otrzymane od
poszczegdlnych krow réwniez moga spowodowaé uzyskanie falszywie pozytywnego wyniku.

W szczegdlno$ci metoda ma zastosowanie do thuszezu wyekstrahowanego z przetworéw mlecznych, rzekomo za-
wierajacych czysty tluszcz mleczny o niezmienionym skladzie, takich jak masto, $mietana, mleko oraz mleko
w proszku. Technologiczna obrdbka tluszczu mlecznego, np. usuwanie cholesterolu lub frakcjonowanie, moga
spowodowaé uzyskanie falszywie pozytywnego wyniku. Powyzsze odnosi si¢ rowniez do tluszczu mlecznego
uzyskanego z mleka odttuszczonego lub maslanki. Omawiana metoda nie zawsze ma zastosowanie do tluszczu
wyekstrahowanego z sera, poniewaz proces dojrzewania moze wywiera¢ tak silny wplyw na sklad tluszczu, ze

uzyskany wynik jest falszywie pozytywny.

Uwaga 1: Kwas mastowy (C,) wystepuje wylacznie w tluszczu mlecznym i umozliwia przeprowadzenie szacun-
kéw ilosciowych niskich oraz $rednich ilosci thuszezu mlecznego w thuszcezach roslinnych i zwierze-
cych. Z powodu duzego zréznicowania C, wahajacego si¢ przecigtnie w zakresie 3,1-3,8 %
(procent masowy), trudno jest jednak przekazad informacje o charakterze jakosciowym lub iloscio-
wym, dotyczace obcego thuszczu, w odniesieniu do ulamkéw masowych czystego thuszczu mlecznego
wynoszacych do 20 %[1].

Uwaga 2:  Praktycznie wynikow iloSciowych nie mozna uzyskac z zawartosci steroli w thuszczach rolinnych, po-
niewaz zalezy ona od warunkéw produkdji i przetwarzania. Co wigcej, oznaczenie jakosciowe thusz-
czu obcego z wykorzystaniem steroli jest niejednoznaczne.

DEFINICJA

Czystos¢ thuszczu mlecznego: brak obecnosci thuszezow roslinnych i zwierzecych, okreslony w drodze procedury
wyszczeg6lnionej w niniejszej normie.

Uwaga: Czysto$¢ okreslana jest za posrednictwem wartosci S, ktore wyliczane sa ze skladu triglicerydéw. Utamki
masowe triglicerydéw sa wyrazone w postaci wartosci procentowe;j.

ZASADA METODY

Thuszcz wyekstrahowany z mleka lub przetworéw mlecznych jest poddawany analizie metoda chromatografii ga-
zowej przy uzyciu kolumny z wypehieniem lub krotkiej kolumny kapilarnej w celu oznaczenia triglicerydéw (TG-
), podzielonych w zaleznosci od calkowitej ilosci atoméw wegla. Poprzez wprowadzenie utamka masowego,
wyrazonego jako warto$¢ procentowa, czasteczek tluszczu réznej wielkosci (C,, do Cs,, wykorzystujac jedynie
parzyste liczby atoméw wegla), do odpowiednich réwnan TG, obliczane sa wartosci S. Jezeli wartosci S przekra-
czajg wartoéci graniczne przyjete dla czystego thuszczu mlecznego, oznacza to wykrycie obecnosci tluszczu
obcego.

Uwaga 1: Przydatno$¢ i rownowazno$¢ zaréwno kolumny z wypelnieniem, jak i kolumny kapilarnej, zostaly wy-
kazane uprzednio [2-4].

Uwaga 2: Warto$¢ S stanowi sume ulamkéw masowych TG pomnozonych odpowiednio przez okreslone
wspotezynniki.

ODCZYNNIKI
Wszystkie odczynniki musza by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej.

Gaz nosny: azot lub, ewentualnie, hel albo wodér, kazdy o czystosci co najmniej 99,995 %.
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4.2. Wzorce tluszczéw, do normalizacji wzorca tluszczu mlecznego zgodnie z ppkt 7.3.3.
4.2.1.  Wzorce triglicerydéw, nasycone; odpowiednie produkty sa dostepne w handlu.

4.2.2.  Wzorzec cholesterolu.

4.3. Metanol (CH;OH), bezwodny.

4.4. n-heksan (CH5(CH,)4CH;).

4.5. n-heptan (CH;(CH,)5CHj).

4.6. Inne gazy: wodoér o czystosci co najmniej 99,995 %, wolny od zanieczyszczen organicznych (C H,, < 1 plfl);
syntetyczne powietrze, wolne od zanieczyszczen organicznych (C H,, < 1 pl/l).

4.7. Bezwodny siarczan sodu (Na,SO,).

5. APARATURA
Typowe wyposazenie laboratoryjne, w szczeg6lnosci:
5.1. Wysokotemperaturowy chromatograf gazowy

Wysokotemperaturowy chromatograf gazowy powinien by¢ przystosowany do temperatur co naj-
mniej 400 °C i wyposazony w detektor plomieniowo-jonizacyjny (FID). Membrana zastosowana w dozowniku
musi by¢ odporna na dzialanie wysokich temperatur i wykazywa¢ bardzo niski stopiet wymywania fazy nieru-
chomej. W przypadku chromatografii gazowej na kolumnach kapilarnych nalezy zastosowac dozownik nakolum-
nowy. Przy podlaczeniu kolumny nalezy zawsze uzywac uszczelek grafitowych, a takze (w stosownym przypadku)
wkladek do dozownika i/lub detektora.

5.2. Kolumna chromatograficzna
5.2.1.  Kolumna z wypelnieniem

Zastosowac kolumne szklang o $rednicy wewnetrznej 2 mm i dtugosci 500 mm, wypelniona fazg stacjonarna 3 %
OV-1 na 125 pm do 150 pm (mesh 100-120) Gas ChromQ (*). Przygotowanie, silanizacja, wypelnianie i kondy-
cjonowanie kolumny z wypehieniem zostaly opisane w zalaczniku A.

Mozna ewentualnie zastosowac kolumne kapilarng (ppkt 5.2.2).
5.2.2.  Kolumna kapilarna

Zastosowac krétka kolumne kapilarng, np. dlugosci 5 m, z niepolarng fazg stacjonarng odporna na dziatanie tem-
peratur do 400 °C lub wyzszych (?). Kondycjonowa¢ kolumng przeprowadzajac 20 analiz roztworu tluszczu
mlecznego (ppkt 7.2) w ciagu 2—-3 dni, stosujac ustawienia podane w ppkt 7.3.4.2. W nastepstwie powyzszej ope-
racji wspotczynniki odpowiedzi (ppkt 7.3.3) sg zblizone do 1 i nizsze niz 1,20.

Uwaga: Mozna zastosowa¢ kolumny o réznych wymiarach i zawierajace rézne niepolarne, odporne na dzialanie
wysokich temperatur fazy, o ile ich sprawno$¢ jest zgodna z niniejsza norma. Zob. rowniez: ppkt 7.3.4.2.

5.3. Kolumna Extrelut poj. 1-3 ml, wypelniona zelem krzemionkowym, niezb¢dna jedynie do ekstrakcji majacej na celu
uzyskanie tluszczu mlecznego zgodnie z ppkt 7.1.3.

5.4. Uszczelki grafitowe, odporne na dzialanie temperatur co najmniej 400 °C; stosowane przy podlaczeniu kolumny
chromatografu gazowego, jak réwniez do wkladek dozownika i/lub detektora.

5.5. Laznia wodna, umozliwiajaca utrzymanie temp. 50 °C £ 2 °C.
5.6. Piec, umozliwiajacy dziatanie w temp. 50 °C £ 2°Ci 100 °C + 2 °C.
5.7. Pipeta mikrolitrowa

(") Przyktad odpowiedniego produktu dostepnego w handlu. Niniejsza informacja jest przekazana dla wygody uzytkownikéw wspomnianej
normy mig¢dzynarodowej i nie ma na celu zatwierdzania wspomnianego produktu.

(3 CP-Ultimetal SimDist (5 m x 0,53 mm x 0,17 pm) stanowi przyktad odpowiedniego produktu dostepnego w handlu. Niniejsza informa-
¢ja jest przekazana dla wygody uzytkownikéw wspomnianej normy miedzynarodowej i nie ma na celu zatwierdzania wspomnianego pro-
duktu.
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5.8.

7.1.

Pipeta miarowa poj. 5 ml.

Kolba okragtodenna poj. 50 ml.

Kolba Erlenmeyera poj. nominalna 250 ml.
Lejek.

Saczki papierowe o niewielkiej Srednicy poréw.
Wyparka obrotowa.

Ampulki o pojemnosci nominalnej 1 ml, wyposazone w aluminiowe zatyczki zaciskowe lub nakretki pokryte war-
stwa politetrafluoroetylenu.

Strzykawka wprowadzajaca z tlokiem niedochodzacym do koncéwki igly (kolumna do chromatografii gazowej
z wypelnieniem).

Uwaga: Opisane powyzej strzykawki umozliwiaja lepsza powtarzalno§¢ wynikéw.

Waga analityczna, umozliwiajaca wazenie z dokladnoscig do 1 mg, o dokladnosci odczytu 0,1 mg

POBIERANIE PROBEK

Do laboratorium nalezy przesta¢ probke reprezentacyjng. W czasie transportu lub przechowywania nie powinna
ona ulec uszkodzeniu ani zmianom.

Sposdb pobierania probek nie zostal ujety w metodzie okreslonej w niniejszej normie miedzynarodowej. Zaleca-
na metode pobierania prébek przedstawiono w normie ISO 707IDF 50 [5].

PROCEDURA
Przygotowanie prébek do badan

Do przygotowania probek stosuje si¢ jedna z trzech przedstawionych ponizej metod ekstrahowania thuszczu
mlecznego.

Oddzielenie z masta lub bezwodnego thuszczu mlecznego

Roztopi¢ 50 g-100 g probki badanej w temp. 50 °C przy uzyciu tazni wodnej (ppkt 5.5) lub pieca (ppkt 5.6).
Umiesci¢ 0,5-1,0 g siarczanu sodu (ppkt 4.7) w ztozonym saczku papierowym (ppkt 5.12). Podgrzac kolbe Er-
lenmeyera poj. 250 ml (ppkt 5.10) oraz lejek (ppkt 5.11) z zalozonym saczkiem papierowym w piecu (ppkt 5.6)
w temp. 50 °C. Przesaczy¢, utrzymujac podgrzang kolbe, lejek i zalozony saczek w piecu, warstwe tluszczu roz-
topionej probki. Nie dopusci¢ do przeniesienia serwatki.

Jedynie w przypadkach gdy dostepna jest ograniczona ilo§¢ probki do badafi, mozna wykorzystaé mniejsza préb-
ke, przy czym nalezy wéwczas odpowiednio dostosowal procedurg. Postuzenie si¢ mniejsza porcja badang wiaze
si¢ jednak z ryzykiem otrzymania probki niereprezentatywne;.

Uwaga 1: Masto mozna uzyskac ze $mietany w drodze gwaltownego mieszania i dokladnego przemycia powsta-
tych grudek masta.

Uwaga 2:  Tluszcz mleczny otrzymany przy zastosowaniu procedury przedstawionej w ppkt 7.1.1 bedzie niemal
catkowicie wolny od fosfolipidow.

Ekstrakcja wedtug metody grawimetrycznej Rose—Gottlieba

Wyekstrahowad frakcje thuszczowa z probki badanej przy uzyciu metody grawimetrycznej opisanej w jednej
z norm ISO 1211IDF 001D, ISO 2450IDF 016C lub ISO 7328IDF 116A.

Uwaga: Jezeli w otrzymanym thuszczu mlecznym obecne sa fosfolipidy, uzyskany zostanie pik cholesterolu, po-
wigkszony w przyblizeniu o 0,1 %. Na sklad TG, znormalizowany do 100 % wlacznie z cholesterolem,
wplyw jest tym samym wywierany jedynie w znikomym stopniu.
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7.1.3.

7.2.

7.3.

7.3.2.1.

7.3.2.2.

Ekstrakcja z mleka przy uzyciu kolumn z Zelem krzemionkowym

Przenie$¢ za pomoca pipety mikrolitrowej (ppkt 5.7) 0,7 ml probki badanej podgrzanej do temp. 20 °C do ko-
lumny Extrelut poj. 1-3 ml (ppkt 5.3). Pozostawi¢ na ok. 5 minut, aby umozliwi¢ réwnomierne rozprowadzenie
na zelu krzemionkowym.

W celu zdenaturowania komplekséw biatkowo-lipidowych doda¢, za pomoca pipety miarowej (ppkt 5.8), 1,5 ml
metanolu (ppkt 4.3) do kolumny Extrelut. Nastepnie ekstrahowa¢ frakeje ttuszczowa z probki badanej za pomo-
cg 20 ml n-heksanu (ppkt 4.4). Dodawacd n-heksan powoli w niewielkich ilosciach. Zebra¢ odprowadzony rozpusz-
czalnik do okraglodennej kolby poj. 50 ml (ppkt 5.9), uprzednio wysuszonej do stalej, znanej masy zwazonej
z dokladnoscig do 1 mg i zapisanej z dokladnoscig do 0,1 mg.

Po dokonaniu ekstrakgji calkowicie oprézni¢ kolumne. Oddestylowac rozpuszczalniki z odcieku na wyparce ob-
rotowej (ppkt 5.13) przy uzyciu jej fazni wodnej ustawionej na temp. 40 °C=50 °C. Po oddestylowaniu rozpusz-
czalnikéw wysuszy¢, a nastgpnie zwazy¢ kolbe okragtodenng wraz z jej zawartoscia z dokladnoscig do 1 mg,
zapisujac mase z doktadnoscia do 0,1 mg. Oznaczy¢ uzysk masy tluszczu, odejmujac mase wysuszonej pustej kol-
by okraglodennej od otrzymanej masy.

Uwaga: Ekstrakcja tluszezu z uzyciem metod Gerbera, Weibulla-Berntropa lub Schmida-Bondzynskiego—Ratz-
laffa, jak réwniez metoda oddzielania thuszczu mlecznego przy uzyciu detergentéw (metoda BDI) nie sg
odpowiednie dla analizy triglicerydéw, poniewaz przy stosowaniu tych metod znaczace ilosci glicerydow
czastkowych lub fosfolipidéw moga przenikna¢ do fazy ttuszczowej. Tym samym stosowanie niniejszej
normy migdzynarodowej jest ograniczone w odniesieniu do niektorych produktdw, zwlaszcza sera.

Przygotowanie roztworu probki

Do celéw chromatografii gazowej z wypelniona kolumna przygotowac 5 % (stgzenie objetosciowe) roztwor thusz-
czu (uzyskanego zgodnie z ppkt 7.1) w n-heksanie (ppkt 4.4) lub n-heptanie (ppkt. 4.5). W zaleznosci od wymia-
réw kolumny zastosowac stezenie 1 % (0,53 mm Srednicy wewn.) lub mniejsze w przypadku bezposredniego
wprowadzania do kolumny (kolumna kapilarna).

W oparciu o zastosowang kolumne oraz mase tluszczu otrzymanego w ppkt 7.1.3 oznaczy¢ ilo§¢ rozpuszczalni-
ka (ppkt 4.4 lub 4.5), jaki nalezy doda¢ do materiatu probki badanej w kolbie na podstawie wazenia z dokladno-
$cig do 1 mg, ktérego wynik zostal zapisany z doktadnoscia do 0,1 mg. Rozpusci¢ catkowicie pozostalosé.

Przenie$¢ ok. 1 ml roztworu prébki do amputki (ppkt 5.14).
Chromatograficzne oznaczanie triglicerydéw
Dryf linii podstawowej

Aby zminimalizowaé podnoszenie si¢ linii podstawowej, kolumna jest kondycjonowana zgodnie z opisem
w ppkt 5.2.2 (kolumna kapilarna) lub w zalaczniku A.4 (kolumna z wypelieniem).

Uwaga: Z powodu wysokiej temperatury kolumny analiza TG ma szczeg6lna tendencj¢ do podnoszenia linii pod-
stawowej w zakresie TG o duzej liczbie atomow wegla.

Technika wprowadzania
Kolumna z wypelnieniem

Aby unikna¢ efektu niewrazliwosci nalezy zastosowac technike ,goracej igly” w celu udoskonalenia ilo$ciowego
oznaczania wysokowrzgcych skladnikéw TG. Napelni¢ igle powietrzem poprzez nabranie roztworu thuszczu do
strzykawki. Wsuna¢ igle do dozownika. Przed wprowadzeniem podgrzewac igle przez ok. 3 sekundy. Nastepnie
szybko wprowadzi¢ zawartoci strzykawki.

Kolumna kapilarna

W przypadku wprowadzenia na zimno bezposrednio do kolumny (ppkt 7.3.4.2), wsuna¢ igle strzykawki i na-
tychmiast wprowadzi¢. Czas przebywania igly w otworze wprowadzajacym powinien by¢ odpowiedni, aby unie-
mozliwi¢ szerokie ogonowanie piku rozpuszczalnika.

Uwaga: Optymalny czas przebywania igly wynosi zazwyczaj ok. 3 sekund.
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7.3.3.1.

7.3.3.2.

7.3.3.3.

7.3.4.1.

Kalibragja
Uwagi ogdlne

Do celéw kalibracji probek badanych nalezy wykonad dwie lub trzy analizy znormalizowanego ttuszczu mlecz-
nego na poczatku kazdego dnia. Wykorzysta¢ ostatnio wykonang analiz¢ znormalizowanego ttuszczu mlecznego
do okreslenia wspotczynnikéw odpowiedzi RF; (utamek masowy/utamek powierzchni) TG i cholesterolu, i zasto-
sowal je w odniesieniu do nastepnych prébek badanych (zob. ppkt 9.1):

WSiXZASi
RFg = SworA, (1)
Wsi™ s
gdzie:
Wi to ulamek masowy, wyrazony jako warto$¢ procentowa, kazdego TG lub cholesterolu w znormalizowa-
nym tluszczu mlecznym,
Ay to warto$¢ liczbowa powierzchni piku kazdego TG lub cholesterolu w znormalizowanym tluszczu mlecz-

nym.

Zastosowac ppkt 7.3.3.2 lub ppkt. 7.3.3.3, aby otrzymac¢ znormalizowany tluszcz mleczny o znanym skladzie TG.
Handlowy wzorzec ttuszczu mlecznego

Najlepszym sposobem na okreslenie wspétczynnika odpowiedzi kazdego skladnika probki badanej jest zastoso-
wanie znormalizowanego tluszczu mlecznego o potwierdzonym skladzie TG.

Uwaga: Odpowiednim wzorcem jest CRM 519 (bezwodny tluszcz mleczny), dostepny w Instytucie Materialow
Referencyjnych i Pomiaréw (IRMM), Geel, Belgia (*)).

Laboratoryjny wzorzec tluszczu mlecznego

Przygotowac ok. 1 g mieszaniny wzorcéw tluszczow (zob. ppkt 4.2), zawierajacej co najmniej TG nasycone, C,,,
Cs0, G54, Cun, Cug i Csy, jak réwniez cholesterol; dodatkowo, co wskazane, Cs, i Cs,), wazac z dokladnoscia
do 1 mg, zapisujac mase z dokladnoscia do 0,1 mg, tak aby uzyskaé wzgledny sktad TG zblizony do sktadu thusz-
czu mlecznego.

Podda¢ wielokrotnie analizie roztwér mieszaniny wzorcéw tluszczéw w n-heksanie (ppkt 4.4) lub n-heptanie
(ppkt 4.5) zgodnie z ppkt 7.3.4. W tej samej sekwencji podda¢ wielokrotnie analizie tluszcz mleczny o przeciet-
nym skladzie.

Okresli¢ wspétczynniki odpowiedzi TG z mieszaniny wzorcow tluszczow. Posrednie wspotezynniki odpowiedzi
TG nieobecnych w mieszaninie mozna wyliczy¢ przy uzyciu metody interpolacji matematycznej. Zastosowaé uzys-
kane wspotezynniki odpowiedzi w odniesieniu do tluszczu mlecznego w celu uzyskania znormalizowanego skla-
du. Otrzymany tym sposobem znormalizowany tluszcz mleczny moze by¢ przechowywany przez kilka lat
w atmosferze azotu w temperaturze nie wyzszej niz -18 °C.

Warunki chromatograficzne

Uwaga: Zastosowanie kolumn z wypelnieniem lub kolumn kapilarnych prowadzi na ogét do rozdzielczosci po-
dobnej do przedstawionej na ryc. 1. Nie obserwuje si¢ zazwyczaj rozszczepienia pikéw TG o parzystej
liczbie atoméw wegla i nalezy go unikad.

Kolumna z wypelnieniem

a)  Program temperaturowy: Ustawi¢ temperature poczatkowa pieca na 210 °C. Utrzymac piec w tej tempera-
turze przez 1 minute. Nastgpnie podnosi¢ temperature stopniowo o 6 °C/min. do 350 °C. Utrzyma¢ piec
w tej (koncowej) temperaturze przez 5 minut.

b)  Temperatura detektora i dozownika: Ustawi¢ detektor i dozownik na temp. 370 °C.

¢)  Gaz no$ny: Zastosowa¢ azot przy stalym natgzeniu przepltywu strumienia ok. 40 ml/min. Dostosowa¢ pre-
cyzyjne natgzenie przeplywu strumienia gazu no$nego w taki sposob, aby Cs, byt eluowany w temp. 341 °C.

d) Czas trwania analizy: 29,3 min.

e)  Objetos¢ wprowadzona: Wprowadzi¢ 0,5 pl 5 % (stezenie objetosciowe) roztworu prébki.

() Przyktad odpowiedniego produktu dostepnego w handlu. Niniejsza informacja jest przekazana dla wygody uzytkownikéw wspomnianej

normy miedzynarodowej i nie ma na celu zatwierdzania wspomnianego produktu.
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7.3.4.2.

Jezeli nie s3 wykonywane analizy triglicerydow, nalezy utrzymywac poczatkowsq temperature pieca stosownie do
lit. a), temperature detektora i dozownika stosownie do lit. b), a natgzenie przeptywu strumienia gazu no$nego sto-
sownie do lit. ¢), na stalym poziomie, rowniez w nocy oraz podczas weekendéw lub $wigt. Zapewnia to najwyz-
szg sprawno$¢ kolumn.

Kolumna kapilarna

Program temperaturowy: Ustawi¢ temperatur¢ poczatkowa pieca na 80 °C. Utrzymac piec w tej temperatu-
rze przez 0,5 min. Nastepnie podnosi¢ temperature stopniowo o 50 °C/min. do 190 °C, po czym stopniowo
0 6 °C/min. do 350 °C. Utrzyma¢ piec w tej (koficowej) temperaturze przez 5 min.

Temperatura detektora: Ustawi¢ na 370 °C.
Gaz noény: Zastosowac azot przy stalym natgzeniu przeptywu strumienia ok. 3 ml/min.
Czas trwania analizy: 34,4 min.

Objetos¢ wprowadzona: Wprowadzi¢ 0,5 pl 1 % (stgzenie objetosciowe) roztworu probki.

Utrzyma¢ powyzsze ustawienia w trybie czuwania w celu zapewnienia najwyzszej sprawnosci (zob. ppkt 7.3.4.1).

Ustawienia parametréw analizy zamieszczone w ppkt 7.3.4.2 sa odpowiednie do wykorzystania w kolumnie typu
~wide bore” (0,53 mm §r. wewn.) zgodnie z wyszczegSlnieniem podanym w ppkt 5.2.2. Inne warunki mozna za-
stosowa¢ w przypadku korzystania z kolumny o innych wymiarach lub wypekione inng faza.

CALKOWANIE, OCENA ORAZ KONTROLA SPRAWNOSCI ANALITYCZNE]

Oceng pikow chromatogramu nalezy przeprowadzi¢ za pomoca systemu catkujacego umozliwiajacego wykresle-
nie linii podstawowej i ponowne catkowanie. Na ryc. 1 przedstawiono poprawnie zintegrowany chromatogram,
podczas gdy na ryc. 2 przedstawiono pojawiajacy si¢ sporadycznie nieprawidlowy przebieg linii podstawowej,
koniczacy si¢ po Cs,, ktéry wplywa na zawarto$¢ procentowa wszystkich TG. Mimo wszystko nalezy wylaczy¢
z oceny piki eluowane po Cs,.

Polaczy¢ TG o nieparzystej liczbie atoméw wegla grup acylowych (2n + 1) z poprzedzajacymi je TG o liczbie pa-
rzystej atoméw wegla (2n). Nie nalezy uwzgledniac niskiej zawartosci TG o liczbie Cs¢. Pomnozy¢ warto$ci pro-
centowe powierzchni pikéw pozostalych TG wiacznie z cholesterolem przez odpowiednie wspétczynniki
odpowiedzi znormalizowanego tluszczu mlecznego (ostatnia kalibracja) i unormowac¢ catkowicie do 100 % zgod-
nie z ppkt 9.1.

Rycina 1

Przyktadowy chromatogram rozdziatu triglicerydéw tluszczu mlecznego z poprawnie
przeprowadzong linig podstawowa

C38

Chol.

Fl\,l/\ | { .
2,4 min 26,0 min

Rycina 2

Przykladowy chromatogram rozdzialu triglicerydéw tluszczu mlecznego z niepoprawnie
przeprowadzong linig podstawowa

C38

niepoprawna
linia podstawowa

c24
\ | cog C28

2,4 min 26,0 min
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Aby sprawdzi¢ warunki pomiaréw, nalezy je poréwnac ze wspotezynnikami zmiennosci (CV), wyrazonymi jako
warto$ci procentowe, roznych TG podanych w tabeli 1, uzyskanymi w oparciu o 19 sukcesywnych analiz tej sa-
mej probki thuszezu mlecznego.

W przypadku gdy wartosci CV sg znaczaco wyzsze od warto$ci podanych w tabeli 1, warunki chromatograficzne
nie s3 odpowiednie.

Uwaga: Wartosci podane w tabeli 1 nie s3 obowigzkowe, lecz jedynie orientacyjne do celéw kontroli jakosci.

Jednakze w przypadku gdy dopuszczalne sg wyzsze wartosci CV, nalezy mimo wszystko przestrzegac gra-
nic powtarzalnosci i odtwarzalno$ci podanych w pkt 10.

Tabela 1

Wspotczynniki zmienno$ci zawartosci triglicerydow (19 sukcesywnych analiz)

Trigliceryd V%
Cy4 10,00
Cre 2,69
Cre 3,03
Cso 1,76
Csy 1,03
Csy 0,79
Cse 0,25
Csg 0,42
Cao 0,20
Cyy 0,26
Cus 0,34
Cae 0,37
Cas 0,53
Cso 0,38
Cs, 0,54
Cs, 0,60

OBLICZANIE I PREZENTACJA WYNIKOW
Sklad triglicerydéw
Obliczanie

Obliczy¢ utamek masowy kazdego TG (dla i = C,,, Cy6, Cag, C30. C395 Csu Ci60 Cag0 Cagr Caas Cas Cagr Cus Cso,
Cs, 1 Cs,) oraz cholesterolu, w;, wyrazony jako warto§¢ procentowa, catkowitego skladu triglicerydéw w probee
badanej, korzystajac z ponizszego réwnania:

gdzie:

A.

; jest wartoscig liczbowa powierzchni piku kazdego TG w prébee badanej,

RF;  jest wspolczynnikiem odpowiedzi kazdego TG, okreslonym w wyniku kalibracji (ppkt 7.3.3).

si

Prezentacja wynikéw badari

Wyniki nalezy poda¢ z doktadnoscia do drugiego miejsca po przecinku.
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9.2.

9.2.1.

9.2.1.1.

9.2.1.2.

9.2.1.3.

9.2.1.4.

9.2.1.5.

9.2.1.6.

9.2.2.

9.3.

Wartosci S

Obliczanie

Obliczy¢ wartosci S, wyrazone jako warto$¢ procentowa, podstawiajac obliczong warto$¢ w; (ppkt 9.1.1) odpo-
wiednich warto$ci procentowych TG do réwnan (3)—(7) Nalezy zastosowaé wszystkie réwnania bez wzgledu na

podejrzenia co do rodzaju tluszczu obcego.

Olej sojowy, stonecznikowy, oliwa z oliwek, rzepakowy, Iniany, z kietkéw pszenicy, z kietkéw kukurydzy, z na-
sion bawelny oraz olej rybny

S=2,0983 Wz + 0,728 8 Wesy + 0,692 7 - Wegg + 0,635 3 Wegg + 3,745 2 Weyo—1,2929 - weyy + 1,354 4+
Weas + 1,701 3 weye + 2,528 3 - weso (3)

Thuszcz kokosowy i tluszcz z ziaren palmowych

S=3,7453 Wesy + 1,113 4 Wiy + 1,364 8 - Wegg + 2,154 4 weyy + 0,427 3 Weyy + 0,580 9 - weyg +1,292 6 -
Weag + 1,030 6 - wesg + 0,995 3 wesy + 1,239 6 wes, (4)

Olej palmowy i 16j wolowy

S =3,664 4 Wepg + 5,229 7 - Weso — 12,507 3 - Wegy + 4,428 5 - wegy — 0,201 0 - Wegg + 1,279 1+ Wegg +
6,743 3 Weyo— 4271 4 Wegs + 6,373 9 - Weyg (5)

Smalec

S=6,5125 Weoe + 1,205 2 gy + 1,733 6 - Wegy + 1,755 7 - Wesg + 2,232 5 - Wegy + 2,800 6 - Weyg + 2,543 2
Wesy + 0,989 2 - wes, (6)

Ogodtem.

S==2757 5 Weye + 6,407 7 - Weyg + 5,543 7 - Wezg — 15,324 7 - Wegy + 6,260 0 Wesy + 8,010 8 - Wy —
5,033 6 Wegy + 0,635 6 - Wegy + 6,017 1 weyg (7)

Prezentacja wynikéw badari
Wyniki nalezy poda¢ z dokladnoscia do drugiego miejsca po przecinku.
Wykrywanie tluszczu obcego

Poréwnaé pigé warto$ci S otrzymanych w ppkt 9.2.1 z odpowiednimi warto$ciami granicznymi S podanymi
w tabeli 2.

Nalezy przyjaé, ze probka badana jest czystym tluszczem mlecznym, gdy wszystkie pie¢ wartosci S mieszczg si¢
w zakresie wartosci granicznych podanych w tabeli 2. Jezeli jednak ktérakolwiek z wartosci S nie miesci si¢ w za-
kresie odpowiednich warto$ci granicznych, uznaje sie, ze probka zawiera tluszcz obcy.

Mimo, ze poszczegdlne réwnania (3)—(6) s bardziej wrazliwe na niektore thuszcze obce niz réwnanie ogdlne (7)
(zob. tabela B.1), wynik pozytywny otrzymany tylko z jednego réwnania sposréd (3)—(6) nie pozwala na wyciag-

nigcie wnioskéw co do rodzaju thuszczu obcego.

W zalgczniku B opisano procedurg obliczania zawartosci thuszczu roslinnego lub zwierzgcego w zafalszowanym
tluszczu mlecznym. Procedura ta nie jest zwalidowana i podano ja jedynie dla celéw informacyjnych.

Tabela 2

Wartosci S dla czystych ttuszczéw mlecznych

Thuszcz obey Réwnanie Wartosci S ()

Olej sojowy, stonecznikowy, oliwa z oliwek, rzepakowy, Iniany, (3) 98,05 do 101,95
z kietkoéw pszenicy, z kietkéw kukurydzy, z nasion bawelny, olej

rybny

Thuszcz kokosowy i ttuszez z ziaren palmowych (4) 99,42 do 100,58
Olej palmowy i 16j wolowy (5) 95,90 do 104,10
Smalec (6) 97,96 do 102,04
Ogodlem (7) 95,68 do 104,32

(%) Obliczono przy poziomie ufnosci wynoszacym 99 %, w zwigzku z czym dodatek thuszczu obcego jest wykazany jedynie
w przypadku, gdy przekroczone zostaly granice wykrywalnosci odpowiedniego réwnania (zob. tabela B.1).
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10.

10.1.

10.2.

10.3.

11.

PRECYZJA
Badanie miedzylaboratoryjne

Warto$ci powtarzalnosci i odtwarzalnosci zostaly okreslone na podstawie réwnan (3)-(7) przy uzyciu czystego
tluszczu mlecznego i nie moga mie¢ zastosowania do matryc innych niz podane.

Powtarzalno$é
Bezwzgledna réznica pomigdzy wynikami dwéch pojedynczych badan, uzyskanymi z wykorzystaniem tej samej
metody na identycznym materiale badanym w tym samym laboratorium przez ten sam podmiot wykorzystujacy

to samo wyposazenie w krotkim odstepie czasu nie bedzie przekraczaé wartosci granicznych wymienionych w ta-
beli 3 w wigcej niz 5 % przypadkow.

Tabela 3

Granice powtarzalnodci r dla réwnan (3)-(7)

Thuszcz obcy Réwnanie r%
Olej sojowy, stonecznikowy, oliwa z oliwek, rzepakowy, Iniany, z kietkow (3) 0,67
pszenicy, z kietkow kukurydzy, z nasion bawekny, olej rybny
Thuszcz kokosowy i ttuszcz z ziaren palmowych (4) 0,12
Olej palmowy i 16j wotowy (5) 1,20
Smalec (6) 0,58
Ogdlem (7) 1,49
Odtwarzalno$é

Bezwzgledna réznica pomigdzy wynikami dwéch pojedynczych badan, uzyskanymi z wykorzystaniem tej samej

metody na identycznym materiale badanym w réznych laboratoriach przez rézne podmioty wykorzystujace roz-

ne wyposazenie nie bedzie przekraczac wartosci granicznych wymienionych w tabeli 4 w wigcej niz 5 przypadkéw.
Tabela 4

Granice odtwarzalno$ci R dla réwnan (3)-(7)

Thuszcz obey Réwnanie R %
Olej sojowy, stonecznikowy, oliwa z oliwek, rzepakowy, Iniany, z kietkow (3) 1,08
pszenicy, z kietkow kukurydzy, z nasion bawekny, olej rybny
Thuszcz kokosowy i ttuszcz z ziaren palmowych (4) 0,40
Olej palmowy i 16j wolowy (5) 1,81
Smalec (6) 0,60
Ogdlem (7) 2,07

NIEPEWNOSC POMIARU

Majac do dyspozycji powtarzalno$¢ r i odtwarzalno$¢ R, mozna obliczy¢ niepewno$¢ rozszerzong dla danej
wartosci S.

Wiaczenie niepewnosci rozszerzonej (w oparciu o analize w dwdch powtérzeniach) do wartosci S zamieszczo-
nych w tabeli 2 prowadzi do poszerzenia zakresu wartosci granicznych S podanych w tabeli 5.

Tabela 5
Poszerzony zakres warto$ci S dla czystych ttuszczéw mlecznych wlacznie z niepewnoscia
rozszerzong
Thuszcz obcy Réwnanie Poszerzon}/ .zakres

wartosci S
Olej sojowy, stonecznikowy, oliwa z oliwek, rzepakowy, Iniany, (3) 97,36 do 102,64
z kietkéw pszenicy, z kietkéw kukurydzy, z nasion bawelny, olej
rybny
Thuszcz kokosowy i ttuszcz z ziaren palmowych (4) 99,14 do 100,86
Olej palmowy i 16j wolowy (5) 94,77 do 105,23
Smalec (6) 97,65 do 102,35
Ogdlem (7) 94,42 do 105,58
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12. SPRAWOZDANIE Z BADAN
W sprawozdaniu z badan nalezy okresli¢:
— wszelkie informacje niezbedne do pelnej identyfikacji prébki,
— zastosowang metod¢ pobierania prébek, o ile jest znana,
— metod¢ badawczg zastosowang w odniesieniu do niniejszej normy migdzynarodowej,

—  wszelkie szczegétowe dane operacyjne niewyszczegdlnione w niniejszej normie migdzynarodowej lub uzna-
ne za opcjonalne, wraz z danymi szczegdlowymi na temat wszelkich zdarzen, ktére mogly wywrze¢ wplyw
na wynik(i) badania,

— otrzymany wynik (wyniki) badania oraz w przypadku, gdy sprawdzono powtarzalnos¢, ostateczny przyto-
czony otrzymany wynik.
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Al

Al

A1.2

Al3

Al.4

A.l5

A.l1.6

A.1.6.1

A.1.6.2

A.1.6.3

A.1.6.4

A.1.6.5

A.1.6.6

A.1.6.7

A2

ZALACZNIK A
(normatywny)

PRZYGOTOWANIE KOLUMNY Z WYPELNIENIEM

ODCZYNNIKI I APARATURA

Toluen (C,H;CH;).

Roztwér dichlorodimetylosilanu [Si(CH;),CL,].

Rozpusci¢ 50 ml dichlorodimetylosilanu w 283 ml toluenu (ppkt A.1.1).

Roztwér masta kakaowego, o utamku masowym masta kakaowego wynoszacym 5 % w n-heksanie (ppkt 4.4) lub
n-heptanie (ppkt 4.5).

Faza stacjonarna, 3 % OV-1 na 125 pm do 150 pm (mesh 100-120) Gas ChromQ (*)).

Uwaga: Zalecany rozmiar ziaren przeliczono na mikrometry zgodnie z BS 410 (wszystkie czesci)[6].

Kolumna szklana o $rednicy wewnetrznej 2 mm i dfugosci 500 mm, w ksztalcie litery U.

Aparatura do wypelniania kolumny.

Kolumna zasilajgca, z nakretkami, wraz z oznaczeniem, do jakiej wysoko$ci mozna jg wypelnia¢ wymagang iloscig
fazy stacjonarnej.

Drobre sito, o wielko$ci oczek wynoszacej ok. 100 pm, z nakretka, odpowiednie do uszczelnienia kolumny szkla-
nej zgodnie z ryc. A.3.

Wata szklana silanizowana, zdezaktywowana.

Wibrator do jednolitego rozprowadzenia fazy stacjonarnej podczas wypelniania.

Urzgdzenia do silanizagji szklanej powierzchni kolumny.

Butelka Woulffa.

Wodna pompa ssgca

SILANIZACJA (DEZAKTYWACJA POWIERZCHNI SZKLANE])

Po podlgczeniu butelki Woulffa (ppkt A.1.6.6) do wodnej pompy ssacej (ppkt A.1.6.7) zanurzy¢ rurke 2 (zob. ry-
c. A.1) w roztworze dichlorodimetylosilanu (ppkt A.1.2). Wypei¢ kolumne¢ wspomnianym roztworem poprzez
zamknigcie zaworu odcinajgcego. Otworzy¢ ponownie zawor odcinajacy, a nastgpnie usuna¢ obie rurki. Umoco-
waé kolumne na statywie. Napelni¢ kolumne catkowicie roztworem dichlorodimetylosilanu (ppkt A.1.2) za po-
mocg pipety.

() Przyktad odpowiedniego produktu dostepnego w handlu. Niniejsza informacja jest przekazana dla wygody uzytkownikéw wspomnianej
normy miedzynarodowej i nie ma na celu zatwierdzania wspomnianego produktu przez ISO lub IDF.
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Rycina A.1

Zestaw do silanizacji

4 1

Lit 5 | ¢

Legenda

1
2
3
4
5
6

rurka 1

rurka 2

wodna pompa ssgca
zawér odcinajacy
kolumna szklana

dimetylodichlorosilan i toluen

Odstawi¢ kolumng na 20-30 minut. Nastgpnie zastgpic butelke Woulffa kolba filtracyjng. Oprézni¢ kolumne, pod-
laczajac ja do wodnej pompy ssacej (ppkt A.1.6.7) (zob. ryc. A.2). Przeplukaé oprézniong kolumne uzywajac ko-
lejno 75 ml toluenu (ppkt A.1.1) i 50 ml metanolu (ppkt 4.3), zanurzajac rurke 2 w rozpuszczalniku. Suszy¢
przeptukang kolumng w piecu (ppkt 5.6) ustawionym na temp. 100 °C przez ok. 30 minut.

Rycina A.2

Zestaw do przeptukiwania

1 2

4

Legenda

1 rurkal

2 rurka 2

3 wodna pompa ssaca
4 kolba filtracyjna

5  kolumna szklana

6  Srodek przeplukujacy
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A3

A4

WYPELNIANIE

Wypehi¢ kolumne przy uzyciu zestawu przedstawionego na ryc. A.3. Napehi¢ kolumne zasilajaca (ppkt A.1.6.1)
faza stacjonarng (ppkt A.1.4) do kreski. Uszczelni¢ nizszy koniec kolumny szklanej, ktéra ma zostaé wypelniona,
za pomocg korka o dtugosci ok. 1 cm, wykonanego z silanizowanej, sprasowanej waty szklanej (ppkt A.1.6.3). Za-
mkna¢ koniec kolumny przy uzyciu drobnego sita (ppkt A.1.6.2).

Rycina A.3

Wypelnianie kolumny szklanej
| E

2—

L

kolumna zasilajgca, ktdra zostanie wypetniona do kreski OV-1

Legenda

doplyw azotu

1
2
3 kolumna szklana, ktdra zostanie wypelniona
4

nakretka z sgczkiem, w ktorg wciska si¢ wiokno szklane, stanowigca barier¢ dla wprowadzanej fazy
stacjonarnej

Wypehi¢ kolumng pod ci$nieniem (300 kPa i przeplyw strumienia azotu) fazg stacjonarng. W celu uzyskania
jednorodnego, nieprzerwanego oraz zwartego upakowania, podczas wypehniania przesuwa¢ wibrator w gére oraz
w dét wzdhuz powierzchni kolumny szklanej. Po wypelnieniu zakorkowaé drugi koniec kolumny z wypelieniem
litym korkiem z silanizowanej welny szklanej (ppkt A.1.3.6). Obciaé wystajace koncowki. Wcisnaé korek do ko-
lumny na glebokos¢ kilku milimetréw za pomoca szpatulki.

KONDYCJONOWANIE

Podczas wykonywania czynno$ci a)—¢) nie nalezy podtaczac tylnego korica kolumny do detektora, aby unikna za-
nieczyszczen. Kondycjonowaé wypelniona kolumng (ppkt A.3) w nastgpujacy sposéb:

a)  przeptukiwal kolumng azotem przez 15 min. przy natgzeniu przeplywu strumienia ustawionym
na 40 ml/min. i temperaturze pieca chromatografu gazowego ustawionej na 50 °C;

b) podgrzewaé kolumng stopniowo o 1 °C/min. do temp. 355 °C przy nat¢zZeniu przeplywu strumienia azotu
ustawionym na 10 ml/min.;

¢) utrzymywac kolumng¢ w temp. 355 °C przez 12-15 godzin;
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wprowadzi¢ dwukrotnie objeto$¢ 1 pl roztworu masta kakaowego (ppkt A.1.3), stosujac program tempera-
turowy dla kolumny wypelnionej, podany w ppkt 7.3.4.1;

Uwaga: Masto kakaowe sklada si¢ niemal wylacznie z wysokowrzacych TG o liczbie atoméw wegla od Cs
do Cs,, dzigki czemu kondycjonowanie kolumny w odniesieniu do odpowiednich wspétczynnikéw
odpowiedzi staje si¢ zbedne.

wprowadzi¢ dwudziestokrotnie objeto$¢ 0,5 pm roztworu tluszczu mlecznego zgodnie z ppkt 7.2 w cza-
sie 2-3 dni, korzystajac z ustawienl dla wypelnionej kolumny podanych w ppkt 7.3.4.1.

— Do analizy probek badanych stosowac wylacznie kolumny o wspétczynnikach odpowiedzi zblizonych
do 1. Warto§¢ wspdlczynnikéw odpowiedzi nie powinna by¢ wyzsza niz 1,20.
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B.1

B.2

ZALACZNIK B

(informacyjny)

OZNACZANIE ILOSCIOWE ZAWARTOSCI TIUSZCZU OBCEGO

UWAGI OGOLNE

W tabeli B.1 przedstawiono granice wykrywalnosci dla réznych thuszczéw obeych, wyliczone przy poziomie ufnosci
wynoszacym 99 %. W $rodkowej kolumnie przedstawiono granice wykrywalnosci najbardziej odpowiednich poszcze-

g6lnych réwnan (3)—(6).

Granice wykrywalnosci réwnania ogélnego (7), przedstawione w prawej kolumnie, sa nieco wyzsze. W zasadzie do
ilosciowego oznaczenia zawartosci thuszczu obcego niezbedne jest jedynie réwnanie (7).

Majac do dyspozycji wszystkie réwnania mozna wykry¢ réwniez polaczenia réznych thuszczéw obceych. Réznice
w skladzie TG pomiedzy poszczegdlnymi probkami jednego rodzaju thuszczu obcego nie maja znaczacego wplywu na

granice wykrywalnosci.

Przy korzystaniu zaréwno z poszczeg6lnych réwnan, jak i z réwnania ogdlnego, zastosowanie majg granice wykry-
walnosci poszczeg6lnych réwnan. Wartos¢ S rownania ogélnego jest jednak w niektorych przypadkach niezbedna do

ilosciowego oznaczenia (ppkt B.2).

Tabela B.1
99 % granice wykrywalnosci thuszczu obcego dodanego do tluszczu mlecznego, wyrazone jako warto$ci
procentowe
Thiszez obey Poszczegél;)e réwnania RéwnanoiAr)e ogolne
Olej sojowy 2,1 4,4
Olej stonecznikowy 2,3 4,8
Oliwa z oliwek 2,4 4,7
Olej kokosowy 3,5 4,3
Olej palmowy 4,4 4,7
Thuszcz z ziaren palmowych 4,6 5,9
Olej rzepakowy 2,0 4.4
Olej Iniany 2,0 4,0
Olej z kietkoéw pszenicy 2,7 6,4
Olej z kietkoéw kukurydzy 2,2 4,5
Olej z nasion bawelny 3,3 4.4
Smalec 2,7 4,7
L6j wolowy 5.2 5,4
Uwodorniony olej rybny 5,4 6,1

OBLICZANIE

Oznaczenie ilo§ciowe zawartosci thuszczu obcego nalezy wykona¢ jedynie wowczas, gdy przekroczona jest co naj-
mniej jedna z warto$ci granicznych S (tabela 2 lub tabela 5). Aby uzyska¢ informacje ilosciowe, obliczy¢ ulamek ma-
sowy tluszczu obcego lub ulamek masowy mieszaniny tluszczéw obcych, wg, wyrazony jako warto$¢ procentowa,

w prébce badanej, przy uzyciu ponizszego réwnania:

w,=100-

gdzie:

S jest wynikiem uzyskanym po podstawieniu danych dotyczacych TG w tluszczu mlecznym, do ktérego dodano
tluszcz obcy lub mieszaning tluszczéw obcych, do jednego z réwnan (3)—(7),

(100-S)

(100-8)) | 51

S¢  jest wartoScia stala, ktéra zalezy od rodzaju dodanego ttuszczu obcego.
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B.3

W przypadku gdy nie jest znany rodzaj thuszczu obcego dodanego do ttuszczu mlecznego, nalezy zastosowaé ogdlna
warto$¢ S wynoszaca 7,46 (tabela B.2). Zawsze nalezy stosowaé warto$¢ S otrzymang z rOwnania (7), nawet jezeli do-
tyczace go wartosci graniczne S nie sg przekroczone, podczas gdy wartosci S dotyczace innego réwnania zostaly
przekroczone.

Majac do dyspozycji znane tluszcze obce, nalezy podstawi¢ ich poszczegdlne wartosci S¢ (tabela B.2) do réwnania
(B.1). Aby obliczy¢ S, nalezy wybra¢ odpowiednie réwnanie ttuszczu obcego sposrdd réwnan (3)—(6).

Tabela B.2

Wartosci S¢ réznych tluszczéw obcych

Tluszcz obcy S
Nieznany tluszcz 7,46
Olej sojowy 8,18
Olej stonecznikowy 9,43
Oliwa z oliwek 12,75
Olej kokosowy 118,13
Olej palmowy 7,55
Tluszcz z ziaren palmowych 112,32
Olej rzepakowy 3,30
Olej Iniany 4,44
Olej z kietkéw pszenicy 27,45
Olej z kietkéw kukurydzy 9,29
Olej z nasion bawelny 41,18
Smalec 177,55
L6j wolowy 17,56
Olej rybny 64,12

PREZENTACJA WYNIKOW BADAN
Wyniki badan nalezy poda¢ z dokladnoscig do drugiego miejsca po przecinku.
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ZALACZNIK XXI
(Artykut 18)
PROCEDURA STOSOWANA W PRZYPADKACH SPORNYCH WYNIKOW ANALIZ (ANALIZA CHEMICZNA)

1. Dalsza analiza jest przeprowadzana w innym laboratorium zatwierdzonym przez wlasciwe wladze przy uzyciu odpo-
wiedniej metody na wniosek producenta, pod warunkiem, ze zapiecz¢towane duplikaty prébek produktu sa dostep-
neibyly odpowiednio skladowane przez whasciwe wladze. Wniosek jest skladany w ciagu 7 dni roboczych od ogloszenia
wynikow pierwszej analizy. Analiza jest wykonywana w ciggu 21 dni roboczych od otrzymania wniosku. Wiasciwe wia-
dze prze$la wspomniane probki do drugiego laboratorium na wniosek i kosztu producenta. Laboratorium musi by¢
uprawnione do przeprowadzania analiz urzgdowych i musi posiada¢ potwierdzone kompetencje do wykonywania wnio-
skowanych analiz.

2. Niepewnosci rozszerzone (k = 2) éredniej y, liczby n| powtérzonych pomiaréw w laboratorium 1 oraz éredniej y, licz-
by n, powtérzonych pomiaréw w laboratorium 2 wynosza odpowiednio

1 1

3.0 = 2'\/0,21 - 03(1 ——|orazU = 2‘\/0§ - 03(1 — —|, gdzie o, stanowi odchylenie standardowe powtarzalnosci,
v, n s, n,

a o, stanowi odchylenie standardowe odtwarzalnosci stosownej metody. Jezeli wynik koficowy y pomiaru w laborato-

rium jest obliczony przy uzyciu wzoru w postaci y = X, + X,, y = X, = X,, ¥ = XX, lub y = x, [x,, nalezy przestrzegac
normalnych procedur taczenia odchylen standardowych w takich przypadkach w celu okreslenia niepewnosci.

4. Aby zbadac, czy wyniki z obu laboratoriéw sa zgodne z odchyleniem standardowym odtwarzalnosci 6, danej metody,
oblicza si¢ niepewnos¢ rozszerzong réznicy y, ~,.

— 1 1
- 2 2 - 2 2
5. nyyz = Uy] + Uy] = 2‘\/011—0r

2 — — — —| Jezeli bezwzgledna warto$¢ réznicy Srednich wartosci laboratoryj-
n, n
- 1 M
nych, |y, —,|, nie jest wyzsza niz jej niepewnosc Uy .
172
[y, =yl =V :
v,y

2

wyniki uzyskane w obu laboratoriach s3 zgodne z odchyleniem standardowym odtwarzalnosci o , a $rednia arytmetycz-
na dwoch srednich wartosci laboratoryjnych,

_:)_’1+§2
y ;

jest przedstawiany jako wynik koricowy. Niepewno$¢ rozszerzona tego wyniku wynosi

1 —— 1 1
U=—\/U2+U2: -2 -—-—|;
y o2 7y 7y R Cr n, n

1 2

Partia towaru jest odrzucona jako niezgodna z gérng prawnie obowiazujaca wartoscia graniczng UL, jezeli
y-U > UL

y y

w przeciwnym razie partia towaru jest dopuszczona jako zgodna z UL.

Partia towaru jest odrzucona jako niezgodna z dolng prawnie obowiazujaca warto$cig graniczna LL, jezeli
y-U <LL

y y

w przeciwnym razie partia towaru jest dopuszczona jako zgodna z LL.

Jezeli bezwzgledna wartos¢ roznicy $rednich wartosci laboratoryjnych, |y, =, |, jest wyzsza niz jej niepewnos¢ U,
N7,

|>_'1 _§z| > U71’7 ’
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wyniki uzyskane w obu laboratoriach sg niezgodne z odchyleniem standardowym odtwarzalnosci.

W takim przypadku partia towaru jest odrzucona jako niezgodna, jezeli druga analiza potwierdza wyniki pierwsze;j.

W przeciwnym razie partia towaru jest dopuszczona jako zgodna.

Wynik koficowy musi zosta przekazany przez wlasciwe wladze do wiadomosci producenta mozliwie jak najszybciej.

Koszty drugiej analizy ponosi producent, o ile partia towaru jest odrzucona.
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ZALACZNIK XXII

TABELA KORELA(]I

Rozporzadzenie (WE) nr 213/2001 Niniejsze rozporzadzenie
Artykul 1 Artykut 1
Artykut 2 Artykut 1
Artykut 3 Artykut 2
— Artykut 3
Artykut 4 —
Artykut 5 —
Artykut 6 Artykut 4
Artykut 7 Artykul 18
Artykut 8 —
Artykut 9 Artykut 5
Artykut 10 Artykut 6
Artykut 11 Artykut 7
Artykut 12 Artykul 8
Artykut 13 Artykut 9
Artykul 14 Artykut 10
Artykut 15 Artykut 11
Artykul 16 Artykut 12
Artykut 17 Artykut 13
— Artykut 14
Artykut 18 Artykut 15
Artykut 19 Artykut 16
Artykut 17
Artykut 19
Artykut 20 —
Artykut 21 —
Artykut 22 Artykut 20
Artykut 23 Artykut 21




