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ROZPORZADZENIE WYKONAWCZE KOMISJI (UE) 2018/150
z dnia 30 stycznia 2018 r.

zmieniajgce rozporzadzenie wykonawcze (UE) 2016/1240 w odniesieniu do metod analizy oraz
oceny jakoSci mleka i przetworéw mlecznych kwalifikujagcych si¢ do interwencji publicznej
i doplat do prywatnego przechowywania

KOMISJA EUROPEJSKA,
uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgledniajagc rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr 1306/2013 z dnia 17 grudnia 2013 r.
w sprawie finansowania wspdlnej polityki rolnej, zarzadzania nig i monitorowania jej oraz uchylajace rozporzadzenia
Rady (EWG) nr 352/78, (WE) nr 16594, (WE) nr 2799/98, (WE) nr 814/2000, (WE) nr 1290/2005 i (WE)
nr 485/2008 ('), w szczegdlnosci jego art. 62 ust. 2 lit. i),

a takze majac na uwadze, co nastgpuje:

(1) W rozporzadzeniu delegowanym Komisji (UE) 2016/1238 (3 i rozporzadzeniu wykonawczym Komisji (UE)
2016/1240 () ustanowiono przepisy dotyczace interwencji publicznej i doplat do prywatnego przechowywania.
Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 273/2008 (*) okresla metody, ktére maja by¢ stosowane przy ocenie, czy mleko
i przetwory mleczne spelniajg wymogi kwalifikowalnosci okreslone w tych rozporzadzeniach w odniesieniu do
interwencji publicznej i doplat do prywatnego przechowywania.

(2) W swietle postgpu technicznego w metodach wykorzystywanych do analizy i oceny jako$ci mleka i przetwordw
mlecznych nalezy wprowadzi¢ znaczne zmiany w celu uproszczenia i aktualizacji odniesien do norm ISO.
W celu zapewnienia jasno$ci i skutecznosci oraz uwzgledniajac zakres oraz techniczny charakter zmian do
przepiséw rozporzadzenia (WE) nr 273/2008, odpowiednie przepisy tego rozporzadzenia nalezy wilaczy¢ do
rozporzadzenia wykonawczego (UE) 2016/1240.

(3) W celu zapewnienia jednolitego stosowania nowych norm i metod we wszystkich panstwach czlonkowskich
laboratoria powinny mie¢ wystarczajaco duzo czasu na dokonanie przegladu procedur i stosowanie zaktualizo-
wanych metod.

(4)  Nalezy zatem odpowiednio zmieni¢ rozporzadzenie wykonawcze (UE) 2016/1240.
(5) W celu zachowania pewnosci prawa nalezy uchyli¢ rozporzadzenie (WE) nr 273/2008.

(6)  Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sa zgodne z opinig Komitetu ds. Wspdlnej Organizacji
Rynkéw Rolnych,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

W rozporzadzeniu wykonawczym (UE) 2016/1240 wprowadza si¢ nastgpujgce zmiany:
1) w art. 4 wprowadza si¢ nastgpujgce zmiany:
a) wust. 1 wprowadza si¢ nastepujace zmiany:
(i) lit. d) otrzymuje brzmienie:
,d) w odniesieniu do masta: w czgsciach I i la zalgcznika IV do niniejszego rozporzadzenia.”;
(i) lit. e) otrzymuje brzmienie:

,e) W odniesieniu do odtluszczonego mleka w proszku: w czg$ciach I i Ia zalacznika V do niniejszego
rozporzadzenia.”;

(') Dz.U.L347220.12.2013,s. 549.

(*) Rozporzadzenie delegowane Komisji (UE) 2016/1238 z dnia 18 maja 2016 r. uzupelniajace rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego
i Rady (UE) nr 13082013 w odniesieniu do interwencji publicznej i doptat do prywatnego przechowywania (Dz.U. L 206 z 30.7.2016,
s. 15).

(*) Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2016/1240 z dnia 18 maja 2016 r. ustalajace zasady stosowania rozporzadzenia Parlamentu
Europejskiego i Rady (UE) nr 1308/2013 w odniesieniu do interwencji publicznej i doplat do prywatnego przechowywania (Dz.U. L 206
230.7.2016,s. 71).

(*) Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 273/2008 z dnia 5 marca 2008 r. ustanawiajace szczegblowe zasady stosowania rozporzadzenia Rady

(WE) nr 1255/1999 w odniesieniu do metod analizy oraz oceny jakosci mleka i przetworéw mlecznych (Dz.U. L 88 z 29.3.2008, s. 1).
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b) ust. 2 otrzymuje brzmienie:
,2.  Metodami stosowanymi do okreslania jakosci zbdz, masta i odtluszczonego mleka w proszku, ktore
kwalifikuja si¢ do interwencji publicznej i o ktérych mowa odpowiednio w zalacznikach I, IV i V, s3 metody
ustanowione w ramach najnowszych wersji odpowiednich norm europejskich lub migdzynarodowych, stosownie

do przypadku, ktére to normy obowiazuja co najmniej 6 miesigcy przed pierwszym dniem okresu interwencji
publicznej, jak okreslono w art. 12 rozporzadzenia (UE) nr 1308/2013.”;

2) dodaje si¢ art. 60a w brzmieniu:
LArtykut 60a

Przepisy szczegélowe dotyczace kontroli w ramach interwencji publicznej oraz doplat do prywatnego
przechowywania w odniesieniu do mleka i przetworé6w mlecznych

1. Kwalifikowalno$¢ masta, odttuszczonego mleka w proszku i sera do otrzymania doptat do prywatnego przecho-
wywania ustala si¢ zgodnie z metodami okre§lonymi odpowiednio w zalacznikach VI, VII i VIIL

Metody te ustanawia si¢ poprzez odestanie do najnowszych wersji odpowiednich norm europejskich lub miedzynaro-
dowych, stosownie do przypadku, ktére to normy obowijzuja co najmniej 6 miesigcy przed pierwszym dniem
okresu interwencji publicznej, jak okreSlono w art. 12 rozporzadzenia (UE) nr 1308/2013.

2. Wyniki kontroli przeprowadzonych z zastosowaniem metod okreSlonych w niniejszym rozporzadzeniu
podlegaja ocenie zgodnie z zalacznikiem IX.”;

3) w zalacznikach wprowadza si¢ zmiany zgodnie z zalacznikiem do niniejszego rozporzadzenia.

Artykut 2

Rozporzadzenie (WE) nr 273/2008 traci moc.

Artykut 3

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie siédmego dnia po jego opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Unii
Europejskiej.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w calodci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich
panstwach cztonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 30 stycznia 2018 r.

W imieniu Komisji
Jean-Claude JUNCKER
Przewodniczgcy
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ZAELACZNIK

W zalgcznikach do rozporzadzenia wykonawczego (UE) 2016/1240 wprowadza si¢ nastgpujgce zmiany:
1) w zalaczniku IV wprowadza si¢ nastepujace zmiany:
a) w czedci I pkt 2 akapit drugi otrzymuje brzmienie:

,Kazda prébke nalezy oceni¢ indywidualnie. Niedozwolone jest przeprowadzanie powtérnego pobierania prébek
oraz powtoérnej oceny.”;

b) dodaje si¢ cz¢$¢ la w brzmieniu:
LCZESC 1A

Metody analizy niesolonego maslta do celéw interwencji publiczne;j

Parametr Metoda
Thuszez (%) ISO 17189 lub ISO 3727 czes¢ 3
Woda ISO 3727 czgs¢ 1
Sucha masa beztluszczowa ISO 3727 czg$¢ 2
Kwasowos¢ tluszczu ISO 1740
Liczba nadtlenkowa ISO 3976
Thuszcz niemleczny ISO 17678
Charakterystyka sensoryczna ISO 22935 cz¢$¢ 2 i 3 oraz punktacja jak w tabeli ponize;j.

(") Stosuje si¢ metodg zatwierdzona przez agencj¢ platnicza.

Tabela punktacji
Wyglad Konsystencja Zapach i smak
Punkty Uwagi Punkty Uwagi Punkty Uwagi
5 Bardzo dobry 5 Bardzo dobra 5 Bardzo dobry
Idealny rodzaj Idealny rodzaj Idealny rodzaj
Najwyzsza jako$¢ Najwyzsza jako§¢ Najwyzsza jako§¢
(réwnomiernie suche) (mozliwe réwnomierne (absolutnie czysty, naj-
rozsmarowanie) lepszy zapach)
4 Dobry 4 Dobra 4 Dobry
(bez wyraznych wad) (bez wyraznych wad) (bez wyraznych wad)
1,2 Jakiekolwiek wady 1,2 Jakiekolwick wady 1,2 Jakiekolwiek wady”
lub 3 lub 3 lub 3
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2) w zalgczniku V dodaje si¢ cze$¢ Ia w brzmieniu:

Metody analizy odtluszczonego mleka w proszku do celéw interwencji publicznej

,CZESC 1A

Parametr Metoda
Biatko ISO 8968 czesé 1
Thuszez ISO 1736
Woda ISO 5537
Kwasowos$¢ ISO 6091
Mleczany ISO 8069

Test na fosfataze

ISO 11816 czgsc 1

Wskaznik nierozpuszczalnosci | ISO 8156
Czastki przypalone (') ADPI
Mikroorganizmy ISO 4833 czesé 1
Maslanka Dodatek I

Serwatka podpuszczkowa (?)

Dodatki IT i IIT

Serwatka kwasowa (%)

ISO 8069 lub kontrole na miejscu

Kontrole sensoryczne (¥)

ISO 22935 czes¢ 21 3

(') Analiza czastek przypalonych moze by¢ przeprowadzana systematycznie. Analiza taka musi by¢ jednak zawsze przeprowa-
dzona w przypadku braku kontroli sensoryczne;j.

Py
=

trole sensoryczne.

Stosuje si¢ metodg zatwierdzong przez agencj¢ platnicza (jedna lub wigcej metod).
Stosuje si¢ metode zatwierdzong przez agencje platnicza.
%) Jezeli okaze si¢ to konieczne po przeprowadzeniu analizy ryzyka zatwierdzonej przez agencje platnicza, przeprowadza sie kon-
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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.

4.4.6.

4.4.7.

Dodatek I

ODTLUSZCZONE MLEKO W PROSZKU: ILOSCIOWE OZNACZANIE ZAWARTOSCI FOSFATYDY-
LOSERYNY I FOSFATYDYLOETANOLAMINY
Metoda: HPLC z odwréconymi fazami.
ZAKRES 1 DZIEDZINA STOSOWANIA
Metoda opisuje procedure iloSciowego oznaczania fosfatydyloseryny (PS) oraz fosfatydyloetanolaminy (PE)

w odtluszczonym mleku w proszku (OMP) i jest odpowiednia do wykrywania suchej masy maslanki w odttusz-
czonym mleku w proszku.

DEFINICJA

Zawarto$¢ PS + PE: ulamek masowy substancji oznaczony z wykorzystaniem procedury okreslonej w niniejszej
metodzie. 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) metodg HPLC z odwréconymi fazami i detekcja fluorescencyjna.

Oznaczenie ilo§ciowe zawarto$ci PS i PE w badanej prébce przez odniesienie do probki wzorcowej zawierajacej
znang ilo$¢ PEDP.

ODCZYNNIKI

Wszystkie odczynniki muszg by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej. Stosuje si¢ wode destylowang lub
wod¢ o rownowaznym stopniu czystosci, jezeli nie okreslono inaczej.

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

Uwaga: Material wzorcowy musi by¢ przechowywany w temperaturze — 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, roztwor wodny 12 M

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

Dialdehyd o-ftalowy (OPA)

Rozpuszczalniki eluujgce do HPLC

Rozpuszczalniki eluujgce sg przygotowywane przy uzyciu odczynnikéw o jakosci wymaganej dla HPLC.
Woda o jakosci wymaganej dla HPLC

Metanol o czystosci zbadanej fluorometrycznie

Tetrahydrofuran

Diwodorofosforan sodu

Octan sodu

Kwas octowy



31.1.2018 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej L 26/19

5. APARATURA

5.1.  Waga analityczna, umozliwiajaca wazenie z dokladnos$cig do 1 mg, o dokladnosci odczytu 0,1 mg
5.2.  Zlewki poj. 25 ml i 100 ml

5.3.  Pipety umozliwiajgce dozowanie 1 ml i 10 ml

5.4.  Mieszadlo magnetyczne

5.5.  Pipety miarowe umozliwiajace dozowanie 0,2 ml, 0,5 ml i 5 ml
5.6.  Kolby miarowe poj. 10 ml, 50 ml i 100 ml

5.7.  Strzykawki poj. 20 pl i 100 pl

5.8.  Laznia ultradZwigkowa

5.9.  Wiréwka umozliwiajaca osiagniecie 27 000 x g

5.10. Fiolki szklane poj. ok. 5 ml

5.11. Cylinder miarowy poj. 25 ml

5.12. Pehametr o dokladno$ci pomiaru do 0,1 jednostki pH

5.13. Sprzet do HPLC

5.13.1. Uklad pompowy do elucji gradientowej umozliwiajgcy prace przy natezeniu 1,0 mlfmin i ci$nieniu 200 baréw
5.13.2. Automatyczny podajnik do probek umozliwiajgcy derywatyzacje

5.13.3. Ogrzewacz kolumnowy, umozliwiajgcy utrzymanie kolumny w temp. 30 °C £ 1 °C

5.13.4. Detektor fluorescencji, umozliwiajgcy pracg przy dtugosci fali wzbudzenia 330 nm i dbugosci fali emisji 440 nm
5.13.5. Integrator lub oprogramowanie do przetwarzania danych umozliwiajgce pomiar powierzchni pikow

5.13.6. LiChrospher® — kolumna 100 (250 x 4,6 mm) lub réwnowazna kolumna wypekiona oktadecylosilanem (C 18)
o0 uziarnieniu 5 ym

6. POBIERANIE PROBEK

Pobieranie prébek przeprowadza si¢ zgodnie z norma ISO 707.

7. PROCEDURA
7.1.  Przygotowanie wewne¢trznego roZtworu wWZorcowego

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

7.1.2.  Odmierzy¢ pipetg 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.

7.2.  Przygotowanie roztworu prébki badanej

7.2.1.  Odmierzy¢ wagowo 1,000 + 0,001 g prébki OMP do zlewki poj. 25 ml (ppkt 5.2). Odmierzy¢ pipetg (ppkt 5.3) 10 ml
wody destylowanej o temp. 40 °C £ 1 °C i mieszal mieszadtem magnetycznym (ppkt 5.4) przez 30 minut do catkowitego
rozpuszczenia grudek.

7.2.2.  Odmierzy¢ pipetg (ppkt 5.5) 0,2 ml odtworzonego mleka do kolby miarowej poj. 10 ml (ppkt 5.6), za pomocy strzykawki
(ppkt 5.7) dodaé 100 pl roztworu 0,15 mM tryptaminy (ppkt 7.1) i uzupehni¢ do kreski metanolem (ppkt 4.2.1).
Wymieszaé doktadnie, odwracajgc kolbe i poddawaé sonikagji (ppkt 5.8) przez 15 minut.

7.2.3. Wirowaé (ppkt 5.9) przy 27 000 x g przez 10 minut i zebra nadsgcz do szklanej fiolki (ppkt 5.10).

Uwaga: Do chwili przeprowadzenia analizy HPLC roztwér probki badanej nalezy przechowywaé w temp. 4 °C.
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7.3.  Przygotowanie zewnetrznego roZtworu WZorcowego

7.3.1.  Odmierzy¢ wagowo 55,4 mg PEDP (ppkt 4.1) do kolby miarowej poj. 50 ml (ppkt 5.6) i dodaé ok. 25 ml chloroformu
(ppkt 4.2.2), uzywajgc oylindra miarowego (ppkt 5.11). Podgrzaé zakorkowang kolbg do 50 °C + 1 °C i wymieszaé
doktadnie az do rozpuszczenia PEDP. Schodzi¢ kolbg do 20 °C, uzupelni¢ do kreski metanolem (ppkt 4.2.1) i wymiesza¢
przez odwracanie.

7.3.2.  Odmierzy¢ pipetg 1 ml (ppkt 5.3) tego roztworu do kolby miarowej poj. 100 ml (ppkt 5.6), uzupemnié do kreski
metanolem (ppkt 4.2.1). Odmierzy¢ pipetg 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 uzupetni¢ do kreski metanolem (ppkt 4.2.1).
Wymieszac przez odwracanie.

Uwaga: Do chwili przeprowadzania analizy HPLC roztwér probki odniesienia nalezy przechowywal w temp.
4°C.
7.4.  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), dodac 0,5 ml (ppkt 5.5)
metanolu (ppkt 4.2.1) i wymiesza¢ dokladnie w celu rozpuszczenia OPA. Uzupelni do kreski roztworem kwasu bornego
(ppkt 4.3.2) i dodaé 20 pl 2-merkaptoetanolu (ppkt 4.3.3) za pomocy strzykawki (ppkt 5.7).

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

7.5.  Oznaczenie za pomocg HPLC
7.5.1.  Rozpuszczalniki eluujgce (ppkt 4.4)

Rozpuszczalnik A: roztwér 0,3 mM diwodorofosforanu sodu i roztwér 3 mM octanu sodu (dostosowane do
pH 6,5 £ 0,1 za pomoca kwasu octowego): metanol: tetrahydrofuran = 558:440:2 (v/v/v)

Rozpuszczalnik B: metanol

7.5.2.  Zalecany gradient elugji

Czas (minuty) Rozpuszczalnik A (%) Rozpuszczalnik B (%) Nat@ie(ﬁ&f/gl r;:):p%ywu

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 rys. 1 niezbedna moze si¢ okazaé drobna
modyfikacja gradientu elucji.

Temperatura kolumny: 30 °C.
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7.5.3.  Objetos¢ wprowadzona: 50 pl odczynnika do derywatyzacji i 50 pl roztworu prébki.

7.5.4.  Réwnowazenie kolumny
Uruchamiajagc uklad kazdego dnia, nalezy przeplukiwaé kolumny rozpuszczalnikiem B o stezeniu 100 %
przez 15 minut, nastepnie ustalié rozpuszczalniki A i B w proporcji 40:60 i rownowazy¢ przy 1 ml/min
przez 15 minut. Przeprowadzic §lepa probe poprzez wprowadzenie metanolu (ppkt 4.2.1).

Uwaga: Przed dlugotrwalym przechowywaniem pluka¢ kolumne roztworem metanolu i chloroformu
w proporcji 80:20 (v/v) przez 30 minut.

7.5.5.  Oznaczy¢ zawartos¢ PS + PE w badanej probce.
7.5.6.  Przeprowadzi¢ sekwencje analiz chromatograficznych, utrzymujgc niezmieniony czas pomiedzy pojedynczymi analizami
w celu uzyskania statych czasow retencji. Wprowadzaé zewngtrzny roztwor wzorcowy (ppkt 7.3) co 5-10 wprowadzen

roztworu badanej probki w celu obliczenia wspétczynnika odpowiedzi.

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

7.6. Metoda catkowania
7.6.1. Pik PEDP

PEDP jest eluowana w postaci pojedynczego piku. Okreslic powierzchni¢ piku przez calkowanie wykresu
miedzy kolejnymi dolinami.

7.6.2.  Pik tryptaminy

Tryptamina jest eluowana w postaci pojedynczego piku (rys. 1). Okresli¢ powierzchnie piku przez catkowanie
wykresu miedzy kolejnymi dolinami.

7.6.3.  Grupy pikéw PS i PE
W opisanych warunkach (rys. 1) PS jest eluowana w postaci dwoch gléwnych, czg$ciowo nierozdzielonych
pikéw, poprzedzonych mniejszym pikiem. PE jest eluowana w postaci trzech gtéwnych, cz¢sciowo nierozdzie-

lonych pikéw. Okresli¢ calkowita powierzchni¢ kazdego skupiska pikéw przez ustawienie linii podstawowej
zgodnie z rys. 1.

8. OBLICZANIE I PREZENTACJA WYNIKOW
Zawarto$¢ PS i PE w probce badanej oblicza sig, jak nastepuje:
C=5536 x ((A)[(A)) x (TY/(T,),

gdzie:

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

. = powierzchnia piku PEDP roztworu probki wzorcowej (ppkt 7.3)

A

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

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

5 powierzchnia piku tryptaminy w roztworze probki badanej (ppkt 7.2)

9. DOKLADNOSC METODY

Uwaga: Wartosci powtarzalnosci zostaly obliczone zgodnie z migdzynarodows norma IDF (¥).

9.1. Powtarzalno$¢

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

Jezeli podczas analizy tej samej probki badanej dwa oznaczenia sg otrzymane przez podmioty w réznych
laboratoriach, w réznych warunkach i przy wykorzystaniu réznej aparatury, wzgledna réznica migdzy dwoma
wynikami nie powinna by¢ wigksza niz 11 % $redniej arytmetycznej wynikow.

10. ODNIESIENIA

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).

Rys. 1

Uzyskany przy uzyciu HPLC wzér pochodnych OPA fosfatydyloseryny (PS) i fosfatydyloetano-
laminy (PE) w wyciagu metanolowym odtworzonego odtluszczonego mleka w proszku. Podano
tryb calkowania dla pikéw PS, PE i tryptaminy (wzorzec wewnetrzny).
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Dodatek II

WYKRYWANIE OBECNOSCI SERWATKI PODPUSZCZKOWE] W ODTLUSZCZONYM MLEKU W PROSZKU
PRZEZNACZONYM DO PRZECHOWYWANIA PUBLICZNEGO ZA POMOCA OZNACZANIA MAKRO-
PEPTYDOW KAZEINOWYCH METODA WYSOKOSPRAWNE] CHROMATOGRAFII CIECZOWE] (HPLC)
1. ZAKRES I DZIEDZINA STOSOWANIA

Omawiana metoda umozliwia wykrywanie obecnosci serwatki podpuszczkowej w odtluszczonym mleku
w proszku przeznaczonym do przechowywania publicznego za pomocg oznaczania makropeptydow
kazeinowych.

2. ODNIESIENIE

Miedzynarodowa norma ISO 707 — Mleko i przetwory mleczne — Wytyczne do pobierania prébek.

3. DEFINICJA

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

4. ZASADA

— Odtworzenie odttuszczonego mleka w proszku, usuniecie tluszczu i biatka za pomoca kwasu trichlorooc-
towego, a nastepnie wirowanie lub saczenie,

— Oznaczenie ilosci makropeptydéw kazeinowych (CMP) w nadsaczu metodg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC),

— Ocena wyniku otrzymanego dla prébek poprzez odniesienie do probek wzorcowych skladajacych sie
z odtluszczonego mleka w proszku z dodatkiem znanego udziatu procentowego ilosci serwatki w proszku
lub bez takiego dodatku.

5. ODCZYNNIKI

Wszystkie odczynniki musza by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej. Stosuje si¢ wodg destylowang lub
wodg o réwnowaznym stopniu czystoSci.

5.1. Roztwor kwasu trichlorooctowego

Rozpusci¢ 240 g kwasu trichlorooctowego (CCL,COOH) w wodzie i uzupelni¢ do 1 000 ml. Roztwér powinien
by¢ klarowny i bezbarwny.

5.2. Roztwoér eluentu, pH 6,0

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

Uzupelni¢ wodg do 1 000 ml i homogenizowac.

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

Przed zastosowaniem przesaczy¢ roztwor eluentu przez saczek membranowy o $rednicy poréw 0,45 pm.

5.3. Rozpuszczalnik przeptukujacy

Zmiesza¢ jedng objeto$¢ acetonitrylu (CH,CN) z dziewigcioma objetosciami wody. Przed uzyciem przesaczy¢
mieszaning przez sgczek membranowy o $rednicy poréw 0,45 pm.

Uwaga: Mozna zastosowaé kazdy inny rozpuszczalnik przeplukujacy o dzialaniu bakteriobdjczym, ktoéry nie
wplywa niekorzystnie na zdolno$¢ rozdzielczg kolumn.

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

5.4.2.  To samo odttuszczone mleko w proszku zafalszowane 5 % (m/m) serwatkg typu podpuszczkowego w proszku o sktadzie
standardowym (tzn. [5]).
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6. APARATURA
6.1. Waga analityczna
6.2. Opcjonalnie wiréwka umozliwiajaca osiagniecie sily odsrodkowej 2 200 g, wyposazona w probowki

wirowkowe z korkiem lub zatyczka, poj. ok. 50 ml
6.3. Wstrzgsarka mechaniczna

6.4. Mieszadlo magnetyczne

6.5. Lejki szklane o $rednicy ok. 7 cm
6.6. Saczki papierowe, Srednia predko$¢ saczenia, o Srednicy ok. 12,5 cm
6.7. Szklany zestaw do sgczenia z sgczkiem membranowym o $rednicy poréw 0,45 pm

6.8. Pipety miarowe pozwalajace na dozowanie 10 ml (ISO 648, klasa A lub ISO/R 835) lub system
dozujacy umozliwiajacy dostarczenie 10,0 ml w ciaggu dwéch minut

6.9. System dozujacy umozliwiajacy dostarczenie 20 ml wody w temp. ok. 50 °C
6.10.  LaZnia wodna kontrolowana termostatycznie, ustawiona na 25 °C = 0,5 °C.

6.11.  Zestaw do HPLC, w sklad ktoérego wchodzi:
6.11.1. Pompa
6.11.2. Dozownik, reczny lub automatyczny, poj. 15-30 ul

6.11.3. Dwie kolumny TSK 2 000-SW polgczone szeregowo (dtugosé 30 cm, Srednica wewngtrzna 0,75 cm) lub kolumny
réwnowazne (np. jedna kolumna TSK 2 000-SWxl, jedna kolumna Agilent Technologies Zorbax GF 250), oraz
przedkolumna (3 cm x 0,3 cm) wypelnione I 125 lub materiatem o réwnowaznej efektywnosci

6.11.4. Piec do kolumn kontrolowany termostatycznie, ustawiony na temp. 35 °C + 1 °C
6.11.5. Detektor UV o zmiennej dhugosci fali, umozliwiajgcy pomiary przy 205 nm, o czutosci 0,008 A
6.11.6. Integrator umozliwiajgcy catkowanie wykresu migdzy kolejnymi dolinami

Uwaga: Praca z kolumnami utrzymywanymi w temperaturze pokojowej jest mozliwa, ale ich zdolnosé
rozdzielcza jest wtedy nieco nizsza. W takim wypadku temperatura nie powinna podlega¢ wahaniom wigkszym
niz * 5 °C w ramach zadnej z analiz.

7. POBIERANIE PROBEK
7.1. Prébki pobiera si¢ zgodnie z procedurg okreslong w miedzynarodowej normie ISO 707. Pafistwa czlonkowskie
moga jednak stosowaé inng metodg pobierania probek pod warunkiem, Ze jest ona zgodna z zasadami

powyzszej normy.

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

8. PROCEDURA
8.1. Przygotowanie prébki do badan
Przenie$¢ mleko w proszku do pojemnika o pojemnosci w przyblizeniu dwukrotnie wigkszej niz objetosé

proszku, wyposazonego w hermetyczng pokrywe. Natychmiast zamkna¢ pojemnik. Wymiesza¢ dobrze mleko
w proszku poprzez wielokrotne odwracanie pojemnika do géry dnem.

8.2. Porcja badana

Odmierzy¢ wagowo 2,000 + 0,001 g badanej prébki i umiescié w probéwce wiréwkowej (ppkt 6.2) badz
w odpowiedniej kolbie z zatyczka (50 ml).

8.3. Usuwanie tluszczu i bialek

8.3.1. Do porgji badanej doda¢ 20,0 ml cieptej wody (50 °C). Rozpusci¢ proszek, wstrzgsajgc przez 5 minut przy pomocy
wstrzgsarki mechanicznej (ppkt 6.3). Umiescié probowke w tazni wodnej (ppkt 6.10) i pozostawi¢ do wyréwnania sig
temperatury do 25 °C.
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8.3.2.

8.4.

8.4.1.

8.4.2.

8.5.

Dodawaé stopniowo w ciggu dwdch minut 10,0 ml roztworu kwasu trichlorooctowego (ppkt 5.1) o temp. ok. 25 °C,
mieszajgc  jednoczesnie energicznie mieszadtem magnetycznym  (ppkt  6.4). Umiescié  probéwke w taZni wodnej
(ppkt 6.10) i pozostawié¢ na 60 minut.

Wirowaé (ppkt 6.2) przez 10 minut przy 2 200 g lub przesgczy¢ przez sgczek papierowy (ppkt 6.6), odrzucajgc
pierwsze 5 ml przesgczu.

Oznaczenie chromatograficzne

Wprowadzi¢ 15-30 pl dokladnie odmierzonego nadsgczu lub przesgczu (ppkt 8.3.3) do aparatury HPLC (ppkt 6.11),
pracujgc przy natezeniu przeplywu wynoszgcym 1,0 ml roztworu eluentu (ppkt 5.2) na minute.

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

Uwaga 2. Podczas kazdej przerwy przeplukiwal kolumny woda. Nie nalezy nigdy pozostawial roztworu
eluentu (ppkt 5.2) w kolumnach.

Przed kazda przerwa dluzszg niz 24 godziny przepluka¢ kolumny woda, a nastepnie przemywac je roztworem
(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 ktdrym poszczegéine
piki okresla sig¢ za pomocg ich czasu retencji RT w nastgpujgcy sposéb:

Pik II: Drugi pik chromatogramu z RT wynoszgcym ok. 12,5 minuty.

Pik 1II: Trzeci pik chromatogramu, odpowiadajacy CMP, z RT wynoszacym 15,5 minuty.

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

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

Ay powierzchnia piku II

A

e powierzchnia piku III

Konieczne jest zbadanie wygladu kazdego chromatogramu przed dokonaniem interpretacji iloSciowej w celu
wykrycia ewentualnych nieprawidlowosci, bedacych skutkiem wadliwego dzialania aparatury lub kolumn albo
tez pochodzenia i rodzaju analizowanej probki.

W razie watpliwosci analize nalezy powtorzy¢.

Kalibracja
Do prébek wzorcowych (ppkt 5.4) zastosowaé doktadnie procedure opisang 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 godzine w temp. 30 °C.

Przed oznaczeniem chromatograficznym probek nalezy przygotowac kolumny, wprowadzajgc wielokrotnie probke wzorcowg
(ppkt 5.4.2) w roztworze (ppkt 8.5.1) do momentu, gdy powierzchnia i czas retencji piku odpowiadajgcego CMP sg stale.

Oznaczy¢ wspdlczynniki odpowiedzi R poprzez wprowadzenie takiej samej objetosci przesgczu (ppkt 8.5.1), jak objetosé
wykorzystana do probek.

PREZENTACJA WYNIKOW
Metoda obliczania i wzory

Obliczanie wspdtczynnikéw odpowiedzi R:

Pik I: | R, = 100/(A,[0])

gdzie:

R, = wspolczynniki odpowiedzi pikéw II,

>
E
|

= powierzchnie pikéw II probki wzorcowej [0] otrzymane w ppkt 8.5.3.
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9.1.3.

9.1.4.

9.2.

Pik I | Ry, = W/(A,[5] - A,[0])

gdzie:

Ry = wspolczynniki odpowiedzi piku III,

A, [0]1 A, [5] = powierzchnie piku III w prébkach 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 probee [E]
S,[E] = R, x A[E]
SulE] = Ry, x Ay[E]
SwlEl = Ry x Ay[E],
gdzie:

SII [E]’ SIIl [E]’ SIV [E]
AII [E]Y AIH [E]

wzgledne powierzchnie pikéw, odpowiednio, I, 11T i IV, w prébce [E],

powierzchnie pikéw, odpowiednio, II i Ill w prébcee [E], otrzymane w ppkt 8.4.2,

Ry, Ry wspotczynniki odpowiedzi obliczone w ppkt 9.1.1.

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

RRT,[E] = (RTIII[E])/ (RTy[5]),

gdzie:

RRT, [E] = wzgledny czas retencji piku IIl w prébee [E],

RT,, [E] = wzgledny czas retencji 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.

Doswiadczenia wykazaly, ze istnieje liniowa zaleznos¢ migdzy wzglednym czasem retencji piku III, tzn. RRT,, [E]
i zawartoScig procentowg serwatki w proszku w zakresie do 10 %.

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

Dopuszczalna niepewnos$¢ w odniesieniu do warto$ci RRT,; wynosi £0,002.

Zazwyczaj warto$¢ RRT,, [0] odbiega nieco od 1,034. W zaleznosci od stanu kolumn warto$¢ ta moze zblizaé
si¢ do 1,000, ale zawsze musi jg przewyzszaé.

Obliczanie zawarto$ci procentowej serwatki podpuszczkowej w proszku w prébce:

W = SII][E] - [L 3+ (Sm[o] -0, 9)],

gdzie:

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

S [E] = wzgledna powierzchnia piku III prébki badanej [E] otrzymana w ppkt 9.1.2;

1,3 = stanowi S$rednig powierzchni¢ wzgledng piku III wyrazong w gramach serwatki
podpuszczkowej na 100 g, oznaczona w niezafalszowanym odtluszczonym mleku
w proszku réznego pochodzenia. Wielko$¢ t¢ uzyskano doswiadczalnie;

S [0] = stanowi wzgledng powierzchni¢ piku III, ktéra jest réwna Ry x A, [0]. Wartosci te
uzyskano odpowiednio w ppkt 9.1.1 i pkt. 8.5.3;

(Sy [01-0,9) = stanowi poprawke, jaka nalezy wprowadzic w odniesieniu do $redniej powierzchni

wzglednej 1,3, gdy S, [0] nie jest réwne 0,9. Dodwiadczalnie okreslono, ze $rednia
powierzchnia piku III prébki kontrolnej [0] wynosi 0,9.
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9.3. Doktadnos¢ procedury
9.3.1.  Powtarzalnosé

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

9.3.2.  Odtwarzalnosé

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

9.4. Interpretacja

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

gdzie:

2,0 to maksymalna warto$¢ dopuszczalna dla wzglednej powierzchni piku III przy uwzglednieniu
wzglednej Sredniej powierzchni piku III, tzn. 1,3; niepewno$¢ wynika ze zmian skladu od-
thuszczonego mleka w proszku oraz odtwarzalnosci metody (ppkt 9.3.2),

(S [01 = 0,9) | to poprawka, jaka nalezy wprowadzi¢, jezeli powierzchnia S; [0] jest rézna od 0,9 (zob. ppkt
9.2)

9.4.2.  Jezeli wzgledna powierzchnia piku III, S, [E], jest > 2,0 + (S, [0] — 0,9), a wzgledna powierzchnia piku II,
Sy [E] < 160, nalezy oznaczy¢ zawartosc serwatki podpuszczkowej w sposéb wskazany w ppkt 9.2.

9.4.3.  Jezeli wzgledna powierzchnia piku III, S, [E], jest > 2,0 + (S, [0] — 0,9), a wzgledna powierzchnia piku II,
Sy [E] < 160, nalezy oznaczy¢ zawarto$C biatka (P %); nastepnie zbada wykresy 1 i 2.

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

Linia ciagla ilustruje regresje liniows, ktérej wspdlczynniki obliczane sg metodg najmniejszych kwadratow.

Linia prosta przerywana wyznacza gbrng granice wzglednej powierzchni piku III z prawdopodobienstwem
nieprzekroczenia jej w 90 % przypadkow.

Réwnania w odniesieniu do prostych linii przerywanych na wykresach 1 i 2 s3 nastepujace:

S, = 0,376 P %—-10,7 (wykres 1)

Sy =0,0123 S, [E] + 0,93 (wykres 2)

gdzie, odpowiednio:

Su to wzgledna powierzchnia piku II wyliczona albo wedlug calkowitej zawartosci biatka, albo wedtug
wzglednej powierzchni piku S; [E],

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

Sy [E] to wzgledna powierzchnia piku prébki obliczona w ppkt 9.1.2.

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

Rozbiezno$¢ (T, i T,) miedzy stwierdzong wzgledng powierzchnia S, [E] a wzgledna powierzchnig S, jest

podawana w sposdb nastepujacy: T, = S,,[E] - [(0,376 P% — 10,7) + (S;,[0] — 0,9)]T, = S,,[E] - [(0,0123 S,[E] +
0’93) + (Sm[o] - 019)]
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9.4.3.2. Jezeli T, lub T, sg réwne lub mniejsze od zera, nie mozna ustali¢ obecnosci serwatki
podpuszczkowe;j.
Jezeli T, lub 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 ciaglymi i przerywanymi liniami prostymi.

Odtluszczone mleko w proszku

Pik 111

0,3

32
34

3

45 L

m = 5 ] 1
L F -+
Calkowita zawarto$¢ biatka (%)

Odtluszczone mleko w proszku

Pik 11T

Pik II
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Dodatek 111

OZNACZANIE SUCHE] MASY SERWATKI PODPUSZCZKOWE] W ODTLUSZCZONYM MLEKU
W PROSZKU

1. CEL: WYKRYCIE DODATKU SUCHE] MASY SERWATKI PODPUSZCZKOWE] DO ODTLUSZCZONEGO MLEKA
W PROSZKU

2. ODNIESIENIA: MIEDZYNARODOWA NORMA ISO 707

3. DEFINICJA

Zawarto$¢ suchej masy serwatki podpuszczkowej zdefiniowana jest jako procent masowy, okreSlony na
podstawie zawartosci makropeptyddéw kazeinowych za pomocg opisanej procedury.

4. ZASADA

Prébki poddaje si¢ badaniu na makropeptyd kazeinowy A za pomocg procedury wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej (procedura HPLC) z odwréconymi fazami. Ocena wynikéw otrzymywana jest poprzez
odniesienie do probek wzorcowych skladajacych si¢ z odtluszczonego mleka w proszku zawierajgcego znany
udzial procentowy serwatki w proszku i odtluszczonego mleka w proszku niezawierajacego tego udziatu.
Wyniki wyzsze niz 1 % (m/m) wskazujg na obecno$¢ suchej masy serwatki podpuszczkowej.

5. ODCZYNNIKI
Wszystkie odczynniki musza by¢ odczynnikami o uznanej klasie analitycznej. Stosuje si¢ wode destylowang lub

wod¢ o réwnowaznym stopniu czystosci. Acetonitryl powinien mieé jakos$¢ spektroskopowa lub jakosé
wymagang dla HPLC.

5.1. Roztwor kwasu trichlorooctowego

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

5.2 Eluenty AiB

Eluent A: Eluent A: 150 ml acetonitrylu (CH,CN), 20 ml izopropanolu (CH,CHOHCH,) oraz 1,00 ml kwasu
trifluorooctowego (TFA, CF,COOH) umieszcza si¢ w kolbie miarowej o poj. 1 000 ml. Uzupelni¢ woda
do 1 000 ml

Eluent B: 550 ml acetonitrylu, 20 ml izopropanolu oraz 1,00 ml TFA umieszcza si¢ w kolbie miarowej
0 poj. 1 000 ml. Uzupetni¢ wodg do 1 000 ml. Przed zastosowaniem przesaczy¢ roztwor eluentu przez saczek
membranowy o $rednicy poréw 0,45 pm.

5.3. Konserwacja kolumny

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

5.4. Prébki wzorcowe
5.4.1.  Odtluszczone mleko w proszku spetniajgce wymogi przechowywania publicznego (tzn. [0]).

5.4.2.  To samo odthuszczone mleko w proszku zafalszowane 5 % (m/m) serwatkg typu podpuszczkowego w proszku o sktadzie
standardowym (tzn. [5]).

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

6. APARATURA
6.1. Waga analityczna
6.2. Opcjonalnie wir6wka umozliwiajgca osiggniecie sity odsrodkowej 2 200 g, wyposazona w probowki

wiréwkowe 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
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6.6. Saczki papierowe, $rednia predko$¢ saczenia, o Srednicy ok. 12,5 cm
6.7. Szklany zestaw do s3czenia 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 umozliwiajacy dostarczenie 10,0 ml w ciggu dwéch minut.

6.9. System dozujacy umozliwiajacy dostarczenie 20,0 ml wody w temp. ok. 50 °C
6.10.  Laznia 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, rgczny lub automatyczny, poj. 100 pl

6.11.3. Kolumna Agilent Technologies Zorbax 300 SB-C3 (dtugos¢ 25 cm, Srednica wewnetrzna 0,46 cm) bgdZ réwnowazna
kolumna do chromatografii z odwréconymi fazami z wypelnieniem 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 dhugosci fali, umozliwiajgcy pomiary przy 210 nm (w razie koniecznosci mozna stosowac dhugosé
fal do 220 nm), o czutosci 0,02 A

6.11.6. Integrator umozliwiajgcy catkowanie wzgledem wspdlnej linii podstawowej lub wykresu miedzy 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 pobiera si¢ zgodnie z procedura okreSlona w miedzynarodowej normie ISO 707. Paistwa

cztonkowskie moga jednak stosowaé inng metod¢ pobierania probek pod warunkiem, ze jest ona
zgodna z zasadami powyzszej normy.

7.2. Probke przechowywaé w warunkach wykluczajacych spadek jakosci lub zmiane skladu.

8. PROCEDURA
8.1. Przygotowanie probki do badan
Przenie$¢ mleko w proszku do pojemnika o pojemnosci w przyblizeniu dwukrotnie wigkszej niz objeto$é

proszku, wyposazonego w hermetyczng pokrywe. Natychmiast zamkna¢ pojemnik. Wymiesza¢ dobrze mleko
w proszku poprzez wielokrotne odwracanie pojemnika do géry dnem.

8.2. Porcja badana

Odmierzy¢ wagowo 2,00 * 0,001 g badanej prébki i umiescié w probéwce wirdwkowej (ppkt 6.2) badz
w odpowiedniej kolbie z korkiem (50 ml).

Uwaga: W przypadku mieszanek odmierzy¢ wagowo takg ilos¢ badanej probki, aby odttuszczona porcja probki
odpowiadata 2,00 g.

8.3. Usuwanie tluszczu i biatek

8.3.1. Do porgji badanej doda¢ 20,0 ml cieptej wody (50 °C). Rozpusci¢ proszek, wstrzgsajgc przez 5 minut przy pomocy
wstrzgsarki mechanicznej (ppkt 6.3). Umiescié probowke w tazni wodnej (ppkt 6.10) i pozostawi¢ do wyréwnania sig
temperatury do 25 °C.

8.3.2.  Dodawaé stopniowo przez dwie minuty 10,0 ml roztworu kwasu trichlorooctowego (ppkt 5.1) o temp. ok. 25 °C,
mieszajgc jednoczesnie energicznie mieszadlem magnetycznym (ppkt 6.4). Umiescié  probowke w fazni wodnej
(ppkt 6.10) i pozostawié na 60 minut.

8.3.3.  Wirowal (ppkt 6.2) przez 10 minut przy 2 200 g lub przesgczyé przez sqczek papierowy (ppkt 6.6), odrzucajgc
pierwsze 5 ml przesgczu.
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8.4. Oznaczenie chromatograficzne

8.4.1.  Analiza HPLC z odwréconymi fazami wyklucza mozliwos¢ otrzymania wynikéw falszywie dodatnich ze wzgledu na
obecno$¢ maslanki kwasowej w proszku.

8.4.2.  Przed przeprowadzeniem analizy HPLC z odwrdconymi fazami nalezy zoptymalizowaé warunki gradientu. Czas retencji
wynoszgcy 26 + 2 minuty dla CMP, jest czasem optymalnym w systemach gradientowych z martwg objgtoscig wynoszgcg
ok. 6 ml (objetos¢ od punktu, w ktorym lgczg sig rozpuszczalniki, do petli dozownika whgcznie). W przypadku systeméw
gradientowych z nizszq martwg objetoscig (np. 2 ml) nalezy stosowal optymalny czas retencji wynoszgcy 22 minuty.

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

Wprowadzi¢ 100 ul 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

ity ks %4 %8 Kezywa
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 dwoch chromatograméw powinno ujawni¢ polozenie piku CMP,.

Wykorzystujgc podany nizej wzor, 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)*30 [ 27 % B = 7,5 +

(13,5 + (RT,,,, - 26) | 6)*1,11

gdzie:

RT,,,0  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

8.4.3.  Pobranie roztworéw badanych prébek:

Wprowadzi¢ 100 pl dokladnie odmierzonego nadsaczu lub przesaczu (ppkt 8.3.3) do aparatury HPCL, pracujac
przy natezeniu 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 procentowej B o 5 % po 27 minutach. Nastepnie uruchamia si¢ gradient liniowy, ktéry pozwala na
uzyskanie skladu eluentu w wysokosci 90 % B w ciggu pigciu minut. Sklad ten utrzymywany jest przez pie¢
minut, po czym zostaje zmieniony poprzez gradient liniowy w ciagu pieciu minut do skladu
poczatkowego. W zaleznosci od wewnetrznej pojemnosci ukladu pompujacego nastgpne wprowadzenie mozna
wykona¢ 15 minut po uzyskaniu warunkéw poczatkowych.

Uwaga 1. Czas retencji CMP, powinien wynosi¢ 26 * 2 minuty. Mozna to osiggnag¢ poprzez zmiang
poczatkowych i koficowych warunkéw pierwszego gradientu. Jednakze réznica w % B dla
poczatkowych i koficowych warunkéw pierwszego gradientu pozostaje na poziomie 5 % B.
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Uwaga 2. Eluenty powinny by¢ odgazowane w sposéb wystarczajacy i pozostawaé w takim stanie. Jest to
istotne dla wlasciwego funkcjonowania gradientowego uktadu pompowego. Odchylenie standardowe dla czasu
retencji piku CMP, powinno by¢ mniejsze niz 0,1 minuty (n = 10).

Uwaga 3. Po wprowadzeniu kazdej serii pieciu prébek nalezy wprowadzi¢ probke odniesienia [5] i wykorzystaé
ja do obliczenia nowego wspdlczynnika odpowiedzi R. (ppkt 9.1.1).

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

Integrator (ppkt 6.11.6) automatycznie oblicza wysoko$¢ H piku CMP,. W kazdym chromatogramie nalezy
sprawdzi¢ polozenie linii podstawowej. W przypadku nieprawidlowego polozenia linii podstawowej analize lub
catkowanie nalezy powtérzyc.

Uwaga: Jezeli pik CMP, jest wystarczajaco oddzielony od innych pikéw, nalezy zastosowad wyznaczenie linii
podstawowej na podstawie polozenia dolin miedzy pikami, w przeciwnym razie zastosowal spuszczenie
prostopadlych na wspdlna linie podstawows, ktdrej punkt wyjscia powinien by¢ polozony w poblizu piku
CMP, (co wyklucza t = 0 min!).W odniesieniu do wzorca i do prébek nalezy zastosowaé t¢ sama metode
catkowania, jak réowniez sprawdzié, w przypadku wspoélnej linii podstawowej, jej spéjnos¢ w odniesieniu do
probek i do wzorca.

Przed dokonaniem interpretacji ilosciowej niezbedne jest zbadanie wygladu kazdego chromatogramu w celu

wykrycia ewentualnych nieprawidlowosci, bedacych skutkiem wadliwego dzialania aparatury lub kolumny albo
tez pochodzenia i rodzaju analizowanej probki. W razie watpliwosci analize nalezy powtérzyc.

8.5. Kalibracja

8.5.1. Do prébek wzorcowych (ppkt 5.4.1-5.4.2) zastosowaé doktadnie procedure opisang od ppkt 8.2 do ppkt 8.4.4. Uzywal
Swiezo przygotowanych roztworéw, poniewaz w Srodowisku 8 % kwasu trichlorooctowego w temperaturze pokojowej
nastgpuje rozktad CMP. W temp. 4 °C roztwdr pozostaje stabilny przez 24 godziny. W przypadku diugich serii analiz
wskazane jest zastosowanie schfodzonego zasobnika na prébki w dozowniku automatycznym.

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

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

8.5.2.  Przed oznaczeniem chromatograficznym prébek wprowadzié 100 pl prébki wzorcowej bez serwatki podpuszczkowej [0]
(ppkt 5.4.1).

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

8.5.3.  Okreslic wspélczynniki odpowiedzi R poprzez wprowadzenie takiej samej objetosci przesgczu (ppkt 8.5.1), jak objetosé

wykorzystana do probek.
9. PREZENTACJA WYNIKOW
9.1. Metoda obliczania i wzory

9.1.1.  Obliczanie wspdtczynnika odpowiedzi R:

Pik CMP,: R = W/H,

gdzie:

R = wspdlczynnik odpowiedzi piku CMP,
H = wysoko$¢ piku CMP,

W = ilo§¢ serwatki w probce wzorcowej [5].
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9.2. Obliczanie zawarto$ci procentowej serwatki podpuszczkowej w proszku w prébee

W(E) = R x H(E),

gdzie:

W(E) = zawarto§ procentowa (m/m) serwatki podpuszczkowej w prébee (E)
R = wspolczynnik odpowiedzi piku CMP, (ppkt 9.1.1)

H(E) = wysokos¢ piku CMP, prébki (E)

W przypadku gdy wartos¢ 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, wowczas stwierdzona jest obecno$é
suchej masy serwatki podpuszczkowe;.

9.3. Doktadnos¢ procedury
9.3.1.  Powtarzalnos¢

Roéznica migdzy wynikami dwdch oznaczen wykonanych réwnoczesnie lub w bezposrednim nastepstwie przez

tego samego analityka przy uzyciu tej samej aparatury na identycznym materiale badanym nie moze
przekracza¢ 0,2 % m/m.

9.3.2.  Odtwarzalnos¢

Nieustalona.

9.3.3.  Liniowos¢

W zakresie 0-16 % serwatki podpuszczkowej nalezy otrzymac zalezno$¢ liniowa przy wspolczynniku korelagji
>0,99.

9.4. Interpretacja

Warto$¢ graniczna wynoszaca 1 % uwzglednia niepewno$¢ zwigzang z odtwarzalnoscig.

Rys. 1

Ni - wzorzec 4.6

Absorbancja (220 nm)

0 5 10 15 20 25 3o

Czas (minuty)

() Norma miedzynarodowa 135B/1991. Mleko i przetwory mleczne. Charakterystyka precyzji metod analitycznych.
Zarys procedury wsp6lpracy badawczej.”;
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3) dodaje si¢ zalgczniki w brzmieniu:

~ZALACZNIK VI

Metody analizy masta do celéw prywatnego przechowywania

Parametr

Metoda

Thuszcz ()

1SO 17189 lub ISO 3727 cze$é 3

Woda

ISO 3727 czgs¢ 1

Sucha masa beztluszczowa (z wyjatkiem soli)

I1SO 3727 czgs¢ 2

Sél

ISO 15648

(") Stosuje si¢ metodg zatwierdzona przez agencj¢ platnicza.

ZALACZNIK VII

Metody analizy odtluszczonego mleka w proszku do celéw prywatnego przechowywania

Parametr Metoda
Tluszcz ISO 1736
Biatko ISO 8968 czes¢ 1
Woda ISO 5537
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ZALACZNIK VIII

Metody analizy sera do celéw prywatnego przechowywania

1. Metoda analizy opisana w dodatku jest stosowana w celu zapewnienia, by ser wyprodukowany wylacznie z mleka
owczego, mleka koziego lub mleka bawolego, lub z mieszanin mleka owczego, koziego i bawolego, nie zawierat
kazeiny mleka krowiego.

Uznaje sig, ze kazeina mleka krowiego jest obecna w produkcie, jezeli jej zawarto§¢ w analizowanej prébce jest
réwna zawartoSci w probce odniesienia zawierajacej 1 % mleka krowiego lub od niej wigksza, jak okreslono
w dodatku.

2. Metody wykrywania kazeiny mleka krowiego w serach, okreslone w ust. 1, moga by¢ stosowane, pod warunkiem ze:
a) granica wykrywalnosci wynosi nie wigcej niz 0,5 %; oraz
b) nie wystepuja falszywie pozytywne wyniki; oraz

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

Jezeli ktorekolwiek ze wspomnianych powyzej wymagan nie jest spetnione, stosuje si¢ metod¢ opisang w dodatku.
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Dodatek

METODA WYKRYWANIA OBECNOSCI MLEKA KROWIEGO I KAZEINIANOW W SERACH Z MLEKA
OWCZEGO, MLEKA KOZIEGO, MLEKA BAWOLEGO LUB MIESZANEK MLEKA OWCZEGO, KO-
ZIEGO I BAWOLEGO

1. ZAKRES

Wykrywanie obecnosci mleka krowiego i kazeinianéw w serach wyprodukowanych z mleka owczego, mleka
koziego, mleka bawolego lub mieszanek mleka owczego, koziego i bawolego przez wyznaczanie punktu
izoelektrycznego gamma-kazeiny po plazminolizie.

2. DZIEDZINA STOSOWANIA

Metoda jest odpowiednia dla czulego i specyficznego wykrywania naturalnego oraz poddanego obrdbce
cieplnej mleka krowiego i kazeinianéw w $wiezych i dojrzalych serach wyprodukowanych z mleka owczego,
mleka koziego, mleka bawolego lub mieszanin mleka owczego, koziego i bawolego. Metoda nie jest
odpowiednia do wykrywania przypadkéw falszowania mleka i sera przy uzyciu poddanych obrébce cieplnej
koncentratéw biatkowych serwatki pochodzacej od krow.

3. ZASADA METODY

3.1.  Oddzielenie kazeiny z sera i wzorcow odniesienia

3.2. Rozpuszczenie oddzielonej kazeiny i poddanie jej rozszczepieniu za pomocy plazminy (EC.3.4.21.7)
3.3.  Wyznaczenie punktu izoelektrycznego kazeiny poddanej dzialaniu plazminy w obecno$ci mocznika

oraz barwienie biatka

3.4. Ocena zabarwionych wzoréw gamma3-kazeiny i gamma2-kazeiny (dowdd na wystepowanie
mleka krowiego) poprzez poréwnanie wzoru otrzymanego z probki z wzorami otrzymanymi w tym
samym Zelu ze wzorco6w odniesienia zawierajacych 0 % i 1 % mleka krowiego

4. ODCZYNNIKI

Jezeli nie wskazano inaczej, stosuje si¢ chemikalia klasy analitycznej. Stosuje si¢ wode¢ redestylowang lub wode
o rOwnowaznym stopniu czystosci.

Uwaga: Ponizsze dane szczegdlowe 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
rozmiary i rodzaje Zelu, niezbedne moze si¢ okazaé odpowiednie dostosowanie warunkéw rozdzielania.

Wyznaczenie punktu izoelektrycznego
4.1. Odczynniki do produkdji zeli poliakryloamidowych zawierajacych mocznik.
4.1.1.  Roztwdr podstawowy Zelu

Rozpuscié:

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, uzupelni¢ do 100 ml i przechowywaé w butelce z brazowego szkla w chtodziarce.

Uwaga: Mozna stosowaé dostepny w handlu wstepnie zestawiony roztwor akryloamid/BIS zamiast podanych
mas neurotoksycznych akryloamidéw. W przypadku gdy taki roztwér zawiera 30 % w/v akryloamidui0,8 % 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, dejonizowaé
poprzez mieszanie z 2 ¢ Amberlitu MB-3 przez 30 minut, a nastepnie przesaczy¢ przez saczek membranowy
o $rednicy poréw 0,45 pm.
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4.1.2.  Roztwor zelu

Przygotowa¢ roztwor zelu przez wymieszanie dodatkéw i amfolitéw (¥) 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
250 pl amfolitu o pH 5-7

250 pl amfolitu o pH 6-8

Wymieszaé roztwor zelu i odgazowywac przez dwie do trzech minut w tazni ultradZzwickowej lub w prézni.

Uwaga: Przygotowaé roztwor zelu bezpo$rednio przed wlaniem (zob. ppkt 6.2).

4.1.3.  Roztwory katalityczne
4.1.3.1. N, N, N’ N’ — tetrametyloetylenodiamina (Temed)
4.1.3.2. nadsiarczan amonu (PER) 40 % w/v:

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

Uwaga: Zawsze stosowac $wiezo przygotowany roztwor PER.

4.2. Plyn kontaktowy

Nafta lub parafina ciekla.

4.3.  Roztwér anodowy

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

4.4. Roztwor katodowy

Rozpuscic¢ 2,00 g wodorotlenku sodu w wodzie i uzupetni¢ wodg do 100 ml.

Przygotowanie probki
4.5. Odczynniki do oddzielenia biatka
4.5.1.  Rozciericzy¢ kwas octowy (objetos¢ 25,0 ml kwasu octowego lodowatego uzupetniona wodg do objetosci 100 ml)

4.5.2.  Dichlorometan

4.5.3.  Aceton
4.6. Bufor do rozpuszczania biatka
Rozpuscic:

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

w wodzie i uzupelni¢ do 50 ml.

Uwaga: Przechowywaé w chlodziarce; maksymalny okres przechowywania wynosi jeden tydzien.
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4.7. Odczynniki do rozszczepienia kazeiny za pomoca plazminy
4.7.1.  Bufor z weglanem amonu

Miareczkowaé roztwér wodoroweglanu amonu o stezeniu 0,2 mol/l (1,58 ¢/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) zawierajagcym 0,05 mol/l EDTA do osiagniecia pH 8.

4.7.2.  Plazmina bydleca (EC. 3.4.21.7), o aktywnosci co najmniej 5 Ufml

4.7.3. Roztwdr kwasu e-aminokapronowego do inhibicji enzymdow

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

v[v).
4.8. Wzorce

4.8.1.  Certyfikowane wzorce odniesienia mieszanki odtluszczonego mleka owczego i koziego z dodatkiem podpuszczki,
zawierajgce 0 % i 1 % mleka krowiego, dostepne sq w Instytucie Materiatow Referencyjnych i Pomiaréw przy Komisji,
B-2440 Geel, Belgia

4.8.2.  Przygotowanie laboratoryjnych wzorcow posrednich mleka bawolego z dodatkiem podpuszczki, zawierajgcych 0 % i 1 %
mleka krowiego

Mleko odtluszczone przygotowuje si¢ przez odwirowanie surowego mleka bawolego lub krowiego
w temp. 37 °C przy 2 500 g przez 20 minut. Po szybkim schlodzeniu probéwki wraz z jej zawartoscia do
6-8 °C, gérna warstwa tluszczu usuwana jest w calosci. Aby przygotowaé wzorzec 1 % nalezy dodaé¢ 5,00 ml
odtluszczonego mleka krowiego do 495 ml odtluszczonego mleka bawolego w jednolitrowej zlewce,
doprowadzi¢ pH do wartoéci 6,4 przez dodanie rozcienczonego kwasu mlekowego (10 % w/v). Doprowadzi¢
temperature do 35 °C i doda¢ 100 pl podpuszczki cielecej (aktywnos$¢ podpuszezki 1:10 000, ok. 3 000 U/ml),
mieszac przez 1 minutg, po czym odstawic zlewke przykryta folig aluminiowg na jedng godzing w temp. 35 °C,
aby uformowat si¢ twardg. Po uformowaniu twarogu cale mleko z podpuszczky jest suszone sublimacyjnie bez
uprzedniej homogenizacji lub odsaczania serwatki. Po wysuszeniu sublimacyjnym mleko jest dokfadnie
rozdrabniane do uzyskania jednorodnego proszku. Aby przygotowal wzorzec 0 % nalezy przeprowadzi¢ taka
samg procedure przy uzyciu prawdziwego odtluszczonego mleka bawolego. Wzorce przechowuje sie
w temp. — 20 °C.

Uwaga: Przed przygotowaniem wzorcéw zaleca si¢ zbadanie mleka bawolego pod wzgledem jego czystosci
poprzez wyznaczenie punktu izoelektrycznego kazeiny poddanej dzialaniu plazminy.

Odczynniki do barwienia biatka
49.  Utrwalacz

Rozpusci¢ 150 g kwasu trichlorooctowego w wodzie i uzupelni¢ do 1 000 ml.

4.10. Roztwor odbarwiajgcy
Uzupelni¢ 500 ml metanolu i 200 ml kwasu octowego lodowatego woda destylowana do objetosci 2 000 ml.
Uwaga: Nalezy przygotowywal $§wiezy roztwér odbarwiajacy kazdego dnia; mozna go przygotowal poprzez

zmieszanie jednakowych objetosci roztworéw podstawowych 50 % (v/v) metanolu i 20 % (v/v) kwasu octowego
lodowatego.

4.11. Roztwory barwigce
4.11.1. Roztwdr barwigcy (roztwér 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 zlozone saczki o $redniej
predkosci saczenia.

4.11.2. Roztwdr barwigey (roztwor podstawowy 2)

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

4.11.3. Roztwdr barwigcy (roztwdr roboczy)

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

Uwaga: Roztwér barwigcy powinien by¢ przygotowany w dniu, w ktérym ma zostal uzyty.
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5. WYPOSAZENIE
5.1. Szklane plytki (265 x 125 x 4 mm); walek gumowy (szeroko$¢ 15 cm); st6l poziomujacy
5.2. Arkusz noény zelu (265 x 125 mm)

5.3.  Arkusz przykrywajacy (280 x 125 mm). Przyklei¢ pasek tasmy klejacej (280 x 6 x 0,25 mm) wzdluz
obu dluzszych krawedzi (zob. rys. 1)

5.4. Komora elektroogniskowania z plyta chlodzaca (na przyklad 265 x 125 mm) oraz odpowiednim
ukladem zasilania (> 2,5 kV) lub automatyczny system elektroforezy

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

5.6.  Wiréwka z regulacja do 3 000 g

5.7. Elektrody paskowe (o dlugosci > 265 mm)

5.8. Plastikowe butelki z wkraplaczem do roztworu anodowego i katodowego

59.  Aplikatory prébek (10 x 5 mm, wiskoza lub saczek papierowy o niskim wspétczynniku
adsorpcji bialka)

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

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

5.14.  Laznia ultradZwiekowa

5.15.  Zgrzewarka do folii

5.16.  Mikropipety poj. 25 ul

5.17.  Koncentrator prézniowy lub suszarka sublimacyjna

5.18. LaZnia wodna kontrolowana termostatycznie, nastawna do 35 °C i 40 = 1 °C, z wytrzasarka

5.19.  Aparatura densytometryczna umozliwiajaca odczyt przy A = 634 nm

6. PROCEDURA
6.1. Przygotowanie probki
6.1.1.  Oddzielenie kazeiny

Odmierzy¢ wagowo rownowarto$¢ 5 g suchej masy sera lub wzorcéw odniesienia do probéwki wiréwkowej
poj. 100 ml, doda¢ 60 ml destylowanej wody i homogenizowaé za pomocg homogenizatora obrotowego
(8 000-10 000 obr./min). Doprowadzi¢ pH do wartoSci 4,6 za pomocg rozcieficzonego kwasu octowego
(ppkt 4.5.1) i odwirowal (5 minut, 3 000 g). Zdekantowa¢ tluszcz i serwatke, homogenizowaé pozostalosé
przy predkosci 20 000 obr./min w 40 ml destylowanej wody o pH dostosowanym do wartosci 4,5 za pomoca
rozcienczonego kwasu octowego (ppkt 4.5.1), doda¢ 20 ml dichlorometanu (ppkt 4.5.2), ponownie homoge-
nizowa¢ i odwirowal (5 minut, 3 000 g). Usungé warstwe kazeiny znajdujgcg si¢ pomiedzy faza
wodng i organiczng (zob. rys. 2) za pomocg szpatutki i zdekantowaé obydwie fazy. Ponownie homogenizowa¢
kazeing w 40 ml destylowanej wody (zob. wyzej) oraz 20 ml dichlorometanu (ppkt 4.5.2) i odwirowac.
Powtarzaé t¢ procedure do czasu, gdy obie fazy ekstrakcyjne stang si¢ bezbarwne (dwa-trzy razy). Homoge-
nizowaé pozostatosci bialka wraz z 50 ml acetonu (ppkt 4.5.3) i przesaczy¢ przez zlozony saczek papierowy
o $redniej predkosci saczenia. Przemy¢ pozostalosci znajdujace si¢ na saczku, kazdorazowo za pomocg dwoéch
oddzielnych 25 ml porcji acetonu, i pozostawi¢ do wysuszenia na powietrzu lub suszy¢ w strumieniu azotu, na
koniec dokladnie sproszkowaé w mozdzierzu.

Uwaga: Oddzielong suchg kazeing nalezy przechowywaé w temp. — 20 °C.

6.1.2.  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 homogenizowaé przez 20 minut, stosujac, na przyklad, obrébke ultradZwickowsa. Podgrzaé
do 40 °C i doda¢ 10 pl plazminy (ppkt 4.7.2), wymiesza¢ i inkubowa¢ przez jedng godzing w temp. 40 °C,
nieprzerwanie wstrzgsajac. Aby doprowadzi¢ do inhibicji enzymu, doda¢ 20 pl roztworu kwasu e-aminokapro-
nowego (ppkt 4.7.3), nastepnie doda¢ 200 mg mocznika w postaci stalej i 2 mg ditiotreitolu.

Uwaga: Aby otrzyma¢ lepsza symetric w skupionych pasmach kazeiny, zaleca si¢ suszenie sublimacyjne
roztworu 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.  Przygotowanie zeli poliakryloamidowych zawierajacych mocznik

Dodajac kilka kropli wody, rozwalkowaé arkusz nosny zelu (ppkt 5.2) na szklanej plytce (ppkt 5.1), usuwajac
resztki wody recznikiem papierowym lub bibuls. W ten sam sposéb rozwalkowal arkusz przykrywajacy
(ppkt 5.3) z przekladkami (0,25 mm) na drugiej plytce szklanej. Polozyé plytke poziomo na stole
poziomujacym.

Doda¢ 10 pl Temedu (ppkt 4.1.3.1) do przygotowanego i odpowietrzonego roztworu zelu (ppkt 4.1.2),
wymiesza¢ i doda¢ 10 pl roztworu PER (ppkt 4.1.3.2), starannie wymiesza¢ i natychmiast wyla¢ réwnomiernie
na Srodek arkusza przykrywajacego. Umiesci¢ jedna krawedz plytki pokrytej arkuszem no$nym zelu (strona
pokryta do dotu) na arkuszu przykrywajacym i opuszczaé ja powoli, tak aby migdzy arkuszami uformowala si¢
cienka powloka zelu, rozprowadzona réwnomiernie i pozbawiona pecherzykdéw (rys. 3). Ostroznie opusci¢
plytke pokryta arkuszem no$nym zelu, pomagajac sobie cienka szpatulka, tak by przylegala do arkusza
przykrywajacego, i umieici¢ na wierzchu trzy dodatkowe plytki szklane w charakterze obciaznikéw. Po
zakoniczeniu polimeryzacji (ok. 60 minut) zdjaé spolimeryzowany Zel na plytke pokryta arkuszem nosnym zelu
razem z arkuszem przykrywajacym, obstukujac lekko plytki szklane. Ostroznie wyczy$ci¢ drugg strong plytki
celem usunigcia pozostalosci Zelu oraz mocznika. Zgrza¢ Jkanapke Zelu w tubie foliowej i przechowywac
w chlodziarce (maksymalnie przez szes¢ tygodni).

Uwaga: Arkusz przykrywajacy z przekladkami moze by¢ uzyty ponownie. Zel poliakryloamidowy moze by¢
pociety na mniejsze fragmenty, co jest zalecane w przypadku, kiedy jest kilka prébek, lub kiedy uzywa si¢
automatycznego systemu elektroforezy (dwa zele, rozmiar 4,5 x 5 cm).

6.3.  Wyznaczenie punktu izoelektrycznego
Nastawi¢ termostat chlodzgcy na 12 °C. Przetrze¢ drugg strong arkusza nosnego zelu nafts, po czym naniesé
kilka kropel nafty (ppkt 4.2) na Srodkowg czg$¢ bloku chtodzacego. Nastepnie rozwalkowad na nim ,kanapke®
zelu, strong pokryta arkuszem no$nym do dotu, nie dopuszczajac do powstawania pecherzykéw. Wytrzed
nadmiar nafty i usungé arkusz przykrywajacy. Nasgczy¢ elektrody paskowe roztworami elektrodowymi
(ppkt 4.3, 4.4), przycig¢ do dlugosci zelu i umieScié w okreSlonym polozeniu (odlegtos¢ miedzy
elektrodami 9,5 c¢m).
Warunki wyznaczenia punktu izoelektrycznego:
6.3.1.  Rozmiar zelu 265 x 125 x 0,25 mm
; Cras Napigcie elek- | Natezenie elek- Moc Woltogodziny
tap X tryczne tryczne
(minuty) V) (mA) W) (Vh)

1. Ogniskowanie wstepne 30 maksymalnie | maksymalnie stala 4 ok. 300

2 500 15
2. Ogniskowanie probki () 60 maksymalnie | maksymalnie stala 4 ok. 1 000

2 500 15
3. Ogniskowanie konicowe 60 maksymalnie | maksymalnie | maksymalnie | ok. 3 000

2 500 5 20

40 maksymalnie | maksymalnie | maksymalnie | ok. 3 000
2 500 6 20
30 maksymalnie | maksymalnie | maksymalnie | ok. 3 000
2 500 7 25

(') Zastosowanie prébki: Po ogniskowaniu wstepnym (etap 1) odmierzy¢ przy uzyciu pipety 18 pl prébki i roztworéw wzor-
cowych na aplikatory prébek (10 x 5 mm), rozmiesci¢ je w odleglosci 1 mm od siebie na Zelu i w odleglosci 5 mm w po-
zycji poziomej wzgledem anody, po czym lekko docisnaé. Kontynuowac ogniskowanie w przedstawionych powyzej wa-
runkach, ostroznie usuwajac aplikatory probek po 60 minutach ogniskowania probek.

Uwaga: Jezeli grubo$¢ lub szeroko$¢ zeli zostaly zmienione, wartosci natezenia elektrycznego i mocy nalezy
odpowiednio dostosowal (np. w przypadku stosowania zelu o rozmiarach 265 x 125 x 0,5 mm nalezy
podwoié wartosci natezenia elektrycznego i mocy).
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6.3.2.  Przykladowe programowanie napigcia elektrycznego dla  urzgdzenia do automatycznej elektroforezy (dwa  zele

5,0 x 4,5 cm), elektrody bez paskow przylozone bezposrednio do zelu.
Etap Napigcie elek- | Natgzenie clek- Moc Temperatura | Woltogodziny
tryczne tryczne

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

6.4. Barwienie biatka

6.4.1.  Utrwalanie biatka
Usung¢ paski elektrody niezwlocznie po wylaczeniu mocy i wlozy¢ zel bezposrednio do naczynia do barwie-
niajodbarwiania, wypelnionego 200 ml utrwalacza (ppkt 4.9.); pozostawi¢ na 15 minut, stale wstrzasajac.

6.4.2.  Przemywanie i barwienie plytki zelu
Starannie osaczy¢ utrwalacz i dwukrotnie przemywaé plytke zelu przez 30 sekund w 100 ml roztworu
odbarwiajacego (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.

6.4.3.  Odbarwianie plytki zelu
Wylaé roztwér barwigcy, przemy¢ dwukrotnie plytke zelu, uzywajac za kazdym razem 100 ml roztworu
odbarwiajacego (ppkt 4.10), nastgpnie wstrzasa¢ z 200 ml roztworu odbarwiajacego przez 15 minut i powtorzyé
etap odbarwiania co najmniej dwa lub trzy razy do czasu uzyskania przezroczystego i bezbarwnego tla.
Nastepnie plukaé plytke zelu woda destylowana (2 x 2 minuty) i suszyé na powietrzu (2-3 godziny) lub za
pomocg suszarki do wloséw (10-15 minut).
Uwaga 1: Czynnosci utrwalania, przemywania, barwienia i odbarwiania wykonywaé w temp. 20 °C. Unikaé
podwyzszonych temperatur.
Uwaga 2: Jezeli preferowane jest bardziej czule barwienie srebrem (na przyklad zestaw do barwienia srebrem
Silver Staining Kit, Protein, Pharmacia Biotech, kod nr 17-1150-01), prébki kazeiny poddanej dzialaniu
plazminy nalezy rozcienczy¢ do uzyskania stezenia 5 mg/ml.

7. OCENA
Ocena dokonywana jest poprzez poréwnanie wzordéw bialek nieznanej probki z wzorcami odniesienia na tym
samym 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
gamma2-kazeiny i gamma3-kazeiny, ktorych punkty izoelektryczne mieszcza si¢ w zakresie od pH 6,5 do pH
7,5 (rys. 4 a, b, rys. 5). Granica wykrywalnosci jest nizsza niz 0,5 %.

7.1. Ocena wizualna

W odniesieniu do oceny wizualnej ilosci mleka krowiego zaleca si¢ dostosowanie stgzenn probek i wzorcow
celem uzyskania tego samego poziomu intensywno$ci uwidocznienia owczej, koziej lub bawolej gamma2-
kazeiny i gamma3-kazeiny (zob. ,y2 E, G, B“i,y3 E, G, B“ na rys. 4 a, b i na rys. 5). Po takim dostosowaniu
ilo§¢ mleka krowiego (mniejsza, réwna lub wicksza od 1 %) w nieznanej probce moze by¢ oceniona
bezposrednio poprzez poréwnanie intensywnosci uwidocznienia gamma?2-kazeiny i gamma3-kazeiny krowiej
(zob. ,y; C“i,y, C“ na rys. 4 a, b i na rys. 5) z intensywnoscia uwidocznienia gamma2-kazeiny i gamma3-
kazeiny wzorcéw odniesienia 0 % i 1 % (owczej, koziej) lub laboratoryjnych wzorcow posrednich (bawolej).
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7.2. Ocena densytometryczna

Jezeli istnieje taka mozliwo$¢, zastosowal densytometrig (ppkt 5.19) celem okreslenia stosunku powierzchni
pikéw gamma?2-kazeiny i gamma3-kazeiny krowiej do gamma2-kazeiny i gamma3-kazeiny owczej, koziej lub
bawolej (zob. rys. 5). Poréwnal te warto$¢ 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 sygnal zaréwno
w odniesieniu do krowiej gamma2-kazeiny, jak i krowiej gamma3-kazeiny w 1 % wzorca odniesienia, ale nie
w 0 % wzorca odniesienia. Jezeli sygnal nie wystepuje, nalezy optymalizowal procedure przestrzegajac
dokladnie szczeg6téw metody.

Prébka 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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Rys. 2

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

Faza H,O

Kazeina

Faza CHzclz

Rys. 3

Technika ,przykrywania klapa“, ktorej celem jest otrzymanie ultracienkich zeli poliakryloami-
dowych

a = taSma przekladkowa (0,25 mm); b = arkusz pokrywajacy (ppkt 5.3.); ¢, e = plytki szklane (ppkt 5.1.); d = roztwor
zelu (ppkt 4.1.2.); f = pojemnik transportowy arkusza zelu (ppkt 5.2.)



L 26/44

Dziennik Urz¢dowy Unii Europejskiej

31.1.2018

Rys. 4a

Wyznaczanie punktu izoelektrycznego kazeiny poddanej dzialaniu plazminy z sera z mleka

owczego i koziego, zawierajacego rdzne ilosci mleka krowiego
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% CM = udzial procentowy mleka krowiego, C = krowie, E = owcze, G = kozie

Przedstawiona jest gérna polowa zelu IEF.

Rys. 4b

Wyznaczanie punktu izoelektrycznego kazeiny poddanej dzialaniu plazminy z sera wyproduko-
wanego z mieszanek mleka owczego, koziego i bawolego, zawierajagcych 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 $ciezki. C = krowie, E = owcze, G = kozie, B = bawole.

Przedstawiona jest catkowita odleglo§¢ rozdzialu w zelu IEF.
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Rys. 5

Zestawienie nalozonych densytograméw wzorcéw (STD) oraz probek 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 i 7 % mleka
krowiego. C = krowie, E = owcze, G = kozie.

Gorna polowa zelu IEF zostala zeskanowana przy N = 634 nm.
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ZALACZNIK IX
Ocena analiz
1. Zapewnianie jakoSci

Analizy sg przeprowadzane przez laboratoria wyznaczone zgodnie z art. 12 rozporzadzenia (WE) nr 882/2004 (**)
lub wyznaczone przez wlaiciwe organy panstwa czlonkowskiego.

. Pobieranie probek oraz spory dotyczace wynikéw analiz

. Pobieranie prébek przeprowadzane jest zgodnie z odpowiednimi przepisami dotyczacym rozpatrywanego produktu.

Jezeli wyraznie nie przewidziano zadnych przepiséw w odniesieniu do pobierania probek, stosuje si¢ przepisy normy
ISO 707, Mleko i przetwory mleczne — Wytyczne do pobierania préobek.

. Laboratoryjne sprawozdania na temat wynikéw analiz zawieraja informacje wystarczajace dla oceny wynikéw

przeprowadzanej zgodnie z dodatkiem.

. W celu wykonania analiz wymaganych zgodnie z przepisami unijnymi pobiera si¢ dwie probki.

. W przypadku pojawienia si¢ sporu w odniesieniu do wynikéw agencja platnicza zleca ponowne przeprowadzenie

niezbednej analizy danego produktu, a koszty pokrywa strona przegrywajaca.

Wyzej wspomniana analiza jest przeprowadzana, pod warunkiem zZe zapieczg¢towane duplikaty probek produktu sa
dostepne i byly odpowiednio przechowywane przez wlaiciwe organy. Producent przesyla do agencji platniczej
wniosek o przeprowadzenie analizy w ciagu 7 dni roboczych od ogloszenia wynikéw pierwszej analizy. Agencja
platnicza wykonuje analiz¢ w ciagu 21 dni roboczych od otrzymania wniosku.

. Wynik uzyskany w procedurze odwolawczej jest ostatecznym wynikiem.

. Jezeli w ciggu pieciu dni roboczych od momentu pobrania prébek producent moze udowodnié, ze procedura

pobierania prébek nie zostala przeprowadzona prawidtowo, pobranie probek nalezy w miare mozliwosci powtérzyc.
Jezeli pobranie prébek nie moze by¢ powtérzone, partia towaru zostaje dopuszczona.
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Dodatek

Ocena zgodnosci partii towaru z prawnie obowigzujaca warto$cig graniczng

1. Zasada

W przypadku gdy w odniesieniu do interwencji publicznej i prywatnego przechowywania prawodawstwo przewiduje
szczegblowe procedury pobierania prébek, procedur tych nalezy przestrzegal. We wszystkich pozostatych
przypadkach wykorzystuje si¢ probke sposréd co najmniej 3 probek pobranych wyrywkowo z partii towaru
przedlozonej do kontroli. Dopuszcza si¢ przygotowanie prébki zlozonej. Otrzymany wynik jest poréwnywany
z prawnie obowigzujgcymi warto$ciami granicznymi poprzez obliczenie przedzialu ufnosci wynoszacego 95 % jako
podwdjnego odchylenia standardowego, przy czym odnosne odchylenie standardowe zalezy od tego, czy 1) metoda
jest zwalidowana w drodze wspélpracy migdzynarodowej z uwzglednieniem wartoci o, i o,, lub 2) w przypadku
walidacji wewnetrznej, czy obliczono odtwarzalno$¢ wewnetrzng. Wspomniany przedzial ufnosci bedzie wéwczas
réwny niepewnosci pomiaru danego wyniku.

2. Metoda jest zwalidowana w drodze wspélpracy miedzynarodowej

W tym przypadku odchylenie standardowe powtarzalnosci o, oraz odchylenie standardowe odtwarzalnosci o, zostaly
okreslone, a laboratorium jest w stanie wykaza¢ zgodno$¢ z cechami wydajnosci zwalidowanej metody.

Nalezy obliczy¢ $rednig arytmetyczng X liczby n powtdrzonych pomiardw.

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

Jezeli wynik konicowy x pomiaru jest obliczany przy uzyciu wzoru w postaci x =y, + ¥, X =y, =y, x =y, - y, lub
x = y,Jy, w takich przypadkach nalezy przestrzega¢ normalnych procedur taczenia odchylen standardowych.

Partia towaru jest uznana za niezgodna z gérna prawnie obowigzujaca wartoscig graniczng UL, jezeli
x-U> UL

W przeciwnym razie jest ona uznana za zgodna z UL.

Partia towaru jest uznana za niezgodna z dolng prawnie obowigzujacg warto$cig graniczng LL, jezeli
x+ U < LL;

W przeciwnym razie jest ona uznana za zgodng z LL.

3. Walidacja wewnetrzna uwzgledniajaca obliczenie wewnetrznego odchylenia standardowego odtwarzalno$ci

W przypadkach gdy stosowane s metody nieokre$lone w niniejszym rozporzadzeniu, a miary precyzji nie zostaly
ustanowione, przeprowadza si¢ walidacje wewnetrzng. We wzorach na obliczenie niepewnosci rozszerzonej U
niezbedne jest zastosowanie wewnetrznego odchylenia standardowego powtarzalnosci s, oraz wewnetrznego
odchylenia standardowego odtwarzalnosci s, zamiast, odpowiednio, o, i 0.

Zasady, ktorych nalezy przestrzegal w celu ustalenia zgodnosci z prawnie obowiazujaca wartoscig graniczng, sg
okreslone w pkt 1. Jezeli jednak partia towaru zostanie uznana za niezgodng z prawnie obowigzujacg wartoscig
graniczng, pomiary powtarza si¢ przy uzyciu metody okreslonej w niniejszym rozporzadzeniu oraz wyniki ocenione
zgodnie z pkt 1.

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

(**) Rozporzadzenie (WE) nr 882/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 29 kwietnia 2004 r. w sprawie
kontroli urzgdowych przeprowadzanych w celu sprawdzenia zgodnosci z prawem paszowym i zywno$ciowym oraz
regutami dotyczacymi zdrowia zwierzat i dobrostanu zwierzat, Dz.U. L 165 z 30.4.2004,s. 1.”
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