GUVERNUL REPUBLICII MOLDOVA

HOTARIRE nr.

din

Chiginiiu

Cu privire la aprobarea Metodologiei de analizii
si evaluare calitativd a laptelui §i a produselor lactate

in temeiul Legii nr.78-XV din 18 martie 2004 privind produsele
alimentare (Monitorul Oficial al Republicii Moldova, 2004, nr. 83-87, art. 431),
Guvernul HOTARASTE:

1. Se aprobid Metodologia de analizd si evaluare calitativd a laptelui §i a
produselor lactate (se anexeazi).

2. Prezenta hotérire intrd in vigoare la 24 de luni de la data publicérii in
Monitorul Oficial al Republicii Moldova.

3. Controlul asupra executirii prezentei hotériri se pune in sarcina
Agentiei Nationale pentru Siguranta Alimentelor.

Prim-ministru PAVEL FILIP



Aprobata
prin Hotarirea Guvernului nr.
din 2016

METODOLOGIE
de analiza si evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Metodologia de analiza si evaluare calitativa a laptelui si a produselor
lactate (in continuare — Metodologie) de analiza si evaluare calitativa a laptelui si
a produselor lactate transpune Regulamentul (CE) nr. 273/2008 al Comisiei din
5 martie 2008 de stabilire a normelor de aplicare a Regulamentului (CE)
nr. 1255/1999 al Consiliului privind metodele de analiza si evaluare calitativa a
laptelui si a produselor lactate, publicat in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene
(JO) nr. L 088 din 29 martie 2008.

I. DOMENIU DE APLICARE

1. Prezenta Metodologie stabileste metodele de referinta pentru efectuarea
de catre laboratoarcle nationale acreditate a analizelor chimice, fizice si
microbiologice si pentru evaluarea senzoriald a laptelui si a produselor lactate (in
continuare — produse) provenite din productia autohtona si din import.

2. Sub incidenta prezentei Metodologii cad grupele de produse cu pozitiile
tarifare 0401-0406 si 2309, conform Nomenclaturii combinate a marfurilor,
aprobate prin Legea nr. 172 din 25 iulie 2014.

1. DISPOZITII GENERALE

3. Metodele de referinta pentru analiza chimica, fizica si microbiologica si
pentru evaluarea senzoriald a laptelui si a produselor lactate, precum si normele
de aplicare a metodelor respective sint prevazute in anexa nr. 1.

4. Metodele de rutina pot fi folosite pentru analizele necesare, cu conditia
sa fie validate si verificate pe baza metodelor de referinta de catre un laborator
acreditat. Rezultatele sint comparate tinind cont de inegalitatile constante, de
repetabilitate si de reproductibilitate.

In cazul unor contestatii, rezultatul obtinut prin metoda de referinta este
hotaritor.

5. Evaluarea conformitétii unui lot cu limita legala, cu exceptia analizei
marcatorilor, se specifici in anexa nr. 2 si se aplicd in scopul definirii
conformitatii cu cerintele in ceea ce priveste compozitia.

6. Pentru evaluarea senzoriald a laptelui si a produselor lactate, altele decit
untul destinat depozitarii publice, ca metodd de referinta se foloseste fie
standardul SM ISO 22935-1:2015, SM ISO 22935-2:2015, SM ISO 22935-
3:2015, fie alte metode comparabile.

\\172.17.20.4\Operatori\Tatiana\Doc_2016\Hotariri\Aprob_Metod_lapte.docx



7. Procedura prevazutd in anexa nr. 3 se aplica ca metoda de referinta
pentru evaluarea senzoriala a untului.

8. Metoda de analiza prevazutd in anexa nr. 4 se foloseste ca metoda de
referintd pentru determinarea continutului de trigliceride ale acidului enantic in
unt, ulei de unt si smintina.

9. Metoda de analizd prevazuta in anexa nr. 5 se foloseste ca metoda de
referintd pentru determinarea continutului de vanilina in untul concentrat, unt si
smintina.

10. Metoda de analiza prevazuta in anexa nr. 6 se foloseste ca metoda de
referintd pentru determinarea continutului de etil ester al acidului beta-apo-8'-
carotenic 1n untul concentrat si in unt.

11. Metoda de analiza prevazuta in anexa nr. 7 se foloseste ca metoda de
referintd pentru determinarea confinutului de -sitosterol si stigmasterol in unt si
in untul concentrat.

12. Untul concentrat, untul si smintina se considera a fi marcate in cazul in
care rezultatele obtinute sint conforme cu specificatiile prevazute la punctele 12
si 13 din anexa nr. 4, punctul 8 din anexele nr. 5 si nr. 6 si punctul 12 din anexa
nr. 7.

13. Metoda de referintd prevazutd in anexa nr. 8 asigura faptul cad brinza
produsa numai din lapte de oaie, de capra sau de bivolita ori dintr-un amestec de
lapte de oaie, capra si bivolita nu contine cazeina din lapte de vaca.

14. Se considerd cd este prezenta cazeina din lapte de vaca in cazurile in
care continutul de cazeina din lapte de vaca al probei analizate este egal sau mai
mare decit continutul probei de referintd continind 1% lapte de vacd in
conformitate cu anexa nr. 8.

15. Metodele de rutind pentru detectarea cazeinei din laptele de vacad in
brinzeturi prevazute la punctele 13 si 14 pot fi folosite cu conditia ca:

a) limita de detectie sa fie de maximum 0,5 %;

b) sa nu existe rezultate fals pozitive;

C) cazeina din lapte de vaca sa poata fi detectata cu sensibilitatea necesara
chiar s1 dupa perioade lungi de maturare, precum in conditii obisnuite de
comercializare.

In cazul in care niciuna dintre cerintele mentionate la literele a)-c) din
prezentul punct nu este indeplinita, se foloseste metoda de referinta prevazuta in
anexa nr. 8.

16. Detectarea bacteriilor coliforme in unt, lapte praf degresat, cazeina si
cazeinati se efectueaza in conformitate cu metoda de referintd prevazuta in anexa
nr. 9.

17. Determinarea contfinutului de lactoza al produselor care intrd sub
incidenta codului tarifar 2309 al Nomenclaturii combinate a marfurilor se
efectueaza in conformitate cu metoda de referinta prevazuta in anexa nr. 10.

18. Detectarea zerului inchegat in laptele praf degresat se efectueaza in
conformitate cu metoda de referintd prevazuta in anexa nr. 11.
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19. Zerul inchegat in laptele praf degresat si in amestecurile destinate
utilizarii ca furaje pentru animale se detecteaza in conformitate cu metoda de
referintd previzuti in anexa nr. 11. In cazul detectirii zerului inchegat se aplica
anexa nr. 12.

20. Detectarea zarei in laptele praf degresat se efectueaza in conformitate
cu metoda de referinta prevazuta in anexa nr. 13.

21. Detectarea reziduurilor antimicrobiotice 1n laptele praf degresat se
efectueaza in conformitate cu metoda de referinta prevazuta in anexa nr. 14.

22. Determinarea continutului de lapte praf degresat in furajele combinate
se efectueaza in conformitate cu metoda de referinta prevazuta in anexa nr. 15.

23. Detectarea amidonului in laptele praf degresat, in laptele praf denaturat
si in furajele combinate se efectueaza in conformitate cu metoda de referinta
prevazuta in anexa nr. 16.

24. Determinarea continutului umed in smintina deshidratatd se efectueaza
in conformitate cu metoda de referintd prevazuta in anexa nr. 17.

25. Determinarea confinutului umed al zarei praf acide destinate utilizarii
in furaje se efectueaza in conformitate cu metoda de referinta prevazuta in anexa
nr. 18.

26. Determinarea puritagii grasimilor din lapte se efectueazd in
conformitate cu metoda de referintd prevazuta in anexa nr. 19.

27. Analizele se realizeaza in laboratoare acreditate conform SM SR EN
ISO/CEI 17025 Cerintele generale pentru competenta laboratoarelor de incercari si
etalondri, in care existd un sistem analitic de asigurare a calitdfii, inclusiv
proceduri interne de control al calitatii.

28. In laborator trebuie si fie disponibild pentru consultare o descriere
detaliata a sistemelor utilizate de asigurare a calitatii.

29. Laboratoarele acreditate in conformitate cu standardele internationale
de referinta adoptate ca standarde nationale asigura participarea la testele de
competenta dupa cum este stabilit in standardul de referinta.

30. Prelevarea de probe se realizeazd in conformitate cu prezenta
Metodologie pentru produsul in cauzi. In cazul in care nu exista dispozitii
privind prelevarea de probe, se foloseste standardul SM SR EN ISO 707:2012
Lapte si produse lactate. Ghid pentru esantionare.

31. Rapoartele de Incercari emise de laborator privind rezultatele analizei
trebuie sa contina suficiente informatii conform pct. 5.10 din standardul SM SR
EN ISO/CEI 17025 pentru a se putea efectua o evaluare a rezultatelor in
conformitate cu prevederile anexelor nr. 2 si nr.20.

32.In cazul in care rezultatele unei analize nu sint acceptate de citre
operator, se foloseste procedura descrisa in anexa nr. 20.

33. In cazul in care producitorul poate demonstra, in termen de cinci zile
lucratoare de la prelevarea probelor, ca procedura de prelevare a probelor nu a
fost realizata corect, laboratorul isi asuma responsabilitatea pentru repetarea
acesteia.
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Anexanr. 1

la Metodologia de analiza si evaluare
calitativa a laptelui si a produselor lactate

LISTA
metodelor de referinta
Partea |
Produsul Parametrul Limita(’) Metoda de Nota
referinta
Unt fara Grasime, min. 82 % m/m SM SR EN ISO
sare 17189:2012
Apd, max. 16 % m/m SM SR EN ISO
3727-1:2012
SNF, max. 2 % m/m SM SR EN ISO
3727-2:2012
Acizi grasi liberi 1,2 mmol/100 g SM 1SO 1740:2015
grasime
PV, max. 0,3 mechiv. SM ISO 3976:2015 | Nota 1
oxigen/1000 g
grasime
Bacterii coliforme Nedetectabilein 1 g Anexanr. 9 Nota 4
Grasime care nu Nedetectabild prin Anexanr. 19
provine din lapte analiza trigliceridelor
Marcatori de steroli Nedetectabili, - Anexanr. 7
sitosterol < 40 mg/kg
Alti marcatori:
- vanilina Nedetectabila Anexanr. 5
- etil esterul acidului | <6 mg/kg Anexanr. 6
carotenic
- trigliceride ale Nedetectabile Anexa nr. 4
acidului enantic
Caracteristici de Cel putin 4 din 5 Anexanr. 3
sensibilitate puncte pentru A, F si
C
Dispersia apei Cel putin 4 puncte Nota 2
Unt sarat Grasime, min. 80 % m/m SM SR EN ISO
17189:2012
Grasime care nu Anexanr. 19
provine din lapte
Apd, max. 16 % m/m SM SREN ISO
3727-1:2012
SNF (cu exceptia 2 % m/m SM SR EN ISO
sdrii), max. 3727-2:2012
Sare, max. 2 % m/m SM ISO
15648:2015
Marcatori:
- steroli A se vedeaanexanr.7 | Anexanr.7
- vanilina A se vedea anexanr.5 | Anexanr. 5
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- etil esterul acidului

carotenic A se vedea anexanr. 6 | Anexanr. 6

- trigliceride ale

acidului enantic A se vedea anexanr. 4 | Anexanr. 4
unt Grasime, min. 99,8 % m/m SM ISO 8851-
concentrat 3:2015
utilizat Apa si SNF, max. 0,2 % m/m SM ISO 8851-
pentru 1:2015 (apa)
fabricarea SM ISO 8851-
produselor 2:2015 (SNF)
de patiserie, | Acizi grasi liberi 1,2 mmol/100 g SM ISO 1740:2015

inghetatei si grasime
altor PV, max 0,5 mechiv. SM ISO 3976:2015 | Nota 1
produse oxigen/1000 g
alimentare grisime
Grasime care nu Absenta Anexanr. 19
provine din lapte
Aroma Proaspata
Miros Fara mirosuri straine
Altele Absenta agentilor de
neutralizare, a
antioxidantilor si a
conservantilor
Marcatori:
- steroli A se vedea anexanr. 7 | Anexanr.7
- vanilina A se vedeaanexanr.5 | Anexanr. 5
- etil esterul A se vedea anexa nr. 6 | Anexanr. 6
acidului carotenic
- trigliceride ale A se vedea anexanr.4 | Anexanr. 4
acidului enantic
unt Grasime, min. 96 % m/m SM ISO 8851-
concentrat 3:2015
destinat Grasime care nu Anexanr. 19
consumului | provine din lapte
direct SNF, max. 2 % m/m SM SR EN ISO
Marcatori: 3727-2:2012
- stigmasterol (95 % | 15 g/100 kg de unt
m/m) concentrat Anexanr. 7
- stigmasterol (85 % | 17 g/100 kg de unt Anexanr. 7
m/m) concentrat Anexa nr. 4
- trigliceride ale 10,34 g/100 t de unt Nota 2
acidului enantic concentrat - etil esterul
- etil ester al acidului acidului butiric Nota 2
butiric si stigmasterol - anexanr. 8
- etil esterul acidului (stigmasterol)
butiric si trigliceridele - etil esterul
acidului enantic acidului butiric
- anexanr.5

(trigliceride ale
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acidului enantic)

lecitina (E 322), max. | 0,5% m/m Nota 2
NaCl, max. 0,75 % m/m SM ISO
15648:2015
Acizi grasi liberi 1,2 mmol/100 g SM ISO 1740:2015
grasime
PV, max 0,5 mechiv. SM ISO 3976:2015 | Notal
oxigen/1000 g
grasime
Aroma Proaspata
Miros Fara mirosuri straine
Altele Absenta agentilor de
neutralizare, a
antioxidantilor si a
conservantilor
Smintina Grasime, min. 35 % m/m SM EN ISO
2450:2014
Grasime care nu Anexanr. 19
provine din lapte
Marcatori:
- steroli A se vedea anexa nr. 7 Nota 2
- vanilina A se vedeaanexanr.5 | Anexanr.5
- etil esterul A se vedea anexa nr. 6 Nota 2
acidului carotenic
- trigliceride ale A se vedea anexanr. 4 | Anexanr. 4
acidului enantic
Brinza Lapte de vaca <1% m/m Anexanr. 8
produsa din
lapte de
oaie si/sau
capra
Cazeina Apa, max. 12,00 % m/m SM ISO 5550:2015
acida Grasime, max. 1,75 % m/m SM 1SO 5543:2015
Aciditate libera, max. | 0,30 ml solutic 0,1 N | SM SR ISO
NaOH/g 5547:2012
TBC, max. 30000/g SM EN ISO 4833- | Nota 3
1:2014
SM EN ISO 4833-
2:2014
Bacterii coliforme Absente in 0,1 g Anexanr. 9 Nota 3
Therm., max. 5000/g SM EN ISO 4833- | Notele
1:2014 3sid
SM EN ISO 4833-
2:2014
Cazeina Apd, max. 12,00 % m/m SM ISO 5550:2015
cheag Grasime, max. 1,00 % m/m SM 1SO 5543:2015
Cenusa, min. 7,50 % m/m SM SR ISO
5545:2012
TBC, max. 30000/g SM EN ISO 4833- | Nota 3

1:2014
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SM EN ISO 4833-
2:2014

Bacterii coliforme Absente in 0,1 g Anexanr. 9 Nota 3
Therm., max. 5000/g SM EN ISO 4833- | Notele
1:2014 3si4
SM EN ISO 4833-
2:2014
Cazeinati Apa, max. 6,00 % m/m SM ISO 5550:2015
Proteine ale laptelui, | 88,00 % m/m SM SR ISO
min. 5549:2012
Grasime, max. 1,50 % m/m SM ISO 5543:2015
Cenusa, max. 6,50 % m/m SM ISO 5544:2015
SM SR ISO
5545:2012
Cenusa insolubila SM ISO 5544:2015
Lactoza, max. 1,00 % m/m SM ISO 5548:2015
TBC, max. 30000/g SM EN ISO 4833- | Nota 3
1:2014
SM EN ISO 4833-
2:2014
Bacterii coliforme Absentein 0,1 g Anexanr. 9 Nota 3
Therm., max. 5000/g SM EN ISO 4833- | Notele
1:2014 3si4d
SM EN ISO 4833-
2:2014
Furaje Apa (zara acida praf), | 5% m/m Anexanr. 18
combinate | max.
si lapte praf | Proteine, min. 31,4 % m/m din SM EN ISO 8968-
degresat materia uscata negrasa | 1:2014
(SMP) SM EN ISO 8968-
(folosite in 3:2014
furaje) Api (SMP), max. 5 % m/m SM EN ISO
5537:2014
Grasimi (SMP), max. | 11 % m/m SM SR EN ISO
1736:2012
Zer inchegat (SMP) Absent Anexanr. 12
Amidon (SMP) Absent Anexanr. 16
Apa (amestecuri), 5 % din materia SM EN ISO
max. negrasa 5537:2014
Grasime (amestecuri) SM SR ISO
6492:2012
Zer inchegat Absent Anexanr. 12
(amestecuri)
Continutul SMP (din | 50 % m/m Anexa nr. 15
produsul final), min.
Grasime (din produsul | 2,5 % m/m sau 5 % SM SR ISO
final), min. m/m 6492:2012
Amidon (din produsul | 2 % m/m Anexanr. 16
final), min.
Cupru (din produsul 25 ppm SM SR EN ISO
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final) 6869:2012
SPM Grasime, max. 1,0 % m/m SM SR EN ISO
(spray) 1736:2012
Proteine, min. 34 m/m din materia SM EN ISO 8968-
uscatd negrasa 1:2014
Apd, max. 3,5 % m/m SM EN ISO
5537:2014

Aciditate, max.

19,5 ml, 0,1 N NaOH,
10 g substante solide
negrase

SM IS0 6091:2014

Lactati, max. 150 mg/100 g SM EN ISO
substante solide 8069:2014
negrase
Fosfataza Negativ SM EN ISO
11816-1:2014
Indicele insolubilitatii, | 0,5 ml la 24°C SM STB ISO
max. 8156:2015
Particule arse Disc A sau B (15,0 Nota 2
mg)
TBC 40000/g SM EN ISO 4833- Nota 3
1:2014
SM EN ISO 4833-
2:2014
Bacterii coliforme Negativ/0,1 g Anexanr. 9 Nota 3
Zara Negativ Anexanr. 13
Zer inchegat Negativ Anexanr. 11
Zer acid Negativ Nota 2
Agenti antimicrobieni Anexanr. 14
(%) Fara a se aduce atingere cerintelor prezentei Metodologii.
Partea Il
Metodele de referintd enumerate in partea II pot fi folosite
pentru analiza laptelui si a produselor lactate
Produsul Codul Parametrul Limita Metoda de Nota
pozitiei referinta
tarifare
Lapte si smintina 0401 | Grasime (<6 % Limitele sint | SM EN ISO
din lapte, m/m) cele 1211:2015
neconcentrate, specificate
fara adaos de in descrierea
zahar sau alti codului NC
indulcitori pentru
produsul
respectiv
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Grasime (> 6 % SM EN ISO
m/m) 2450:2014
Lapte si smintina 0402 Grasime (forma SM EN ISO
din lapte, lichida) 1737:2015
concentrate sau Grasime (forma SM SR EN ISO
cu adaos de zahar solidd) 1736:2012
sau alti Proteine SM EN ISO
indulcitori 8968-1:2014
SM EN ISO
8968-3:2014
Sucroza (continut SM ISO
normal) 2911:2015
Sucroza (continut Nota 2
scazut)
Solide (SCM) SM ISO
6734:2015
Solide (EMC) SM ISO
6731:2014
Apa (lapte praf) SM EN ISO
5537:2014
Apa (smintina Anexanr. 17
praf)
Lapte acru, lapte 0403 | Grasime SM EN ISO
si smintina 1211:2015
covasite, iaurt, SM SR EN ISO
chefir si alte 1736:2012
sortimente de SM EN ISO
lapte si smintina 2450:2014
fermentate sau SM EN ISO
acrite, chiar 7208:2014
concentrate, sau SM SR ISO
cu adaos de zahar 8262-3:2012
sau alti Proteine SM EN ISO
indulcitori, sau 8968-1:2014
aromatizate, sau SM EN ISO
cu adaos de 8968-3:2014
fructe, nuci sau Sucroza (continut SM ISO
cacao normal) 2911:2015
Sucroza (continut Nota 2
scazut)
Apa (zard acida Anexanr. 18
praf)
Apa (zara dulce SM EN ISO
praf) 5537:2014
Solide (alte Nota 2
produse)
Zer, chiar 0404 | Grasime SM SR EN ISO
concentrat sau cu 1736:2012
adaos de zahar SM EN ISO
sau de alti 2450:2014
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indulcitori; SM EN ISO
produse obtinute 7208:2014
din compusi
naturali ai Proteine SM EN ISO
laptelui, chiar cu 8968-1:2014
adaos de zahar SM EN ISO
sau alti 8968-3:2014
indulcitori, Sucroza (continut SM ISO
nedenumite si normal) 2911:2015
necuprinse in alta Sucrozi (continut Nota 2
parte scazut)
0404 90 | Proteine SM EN ISO
8968-1:2014
Apa Nota 2
Solide SMISO
6734:2015
(Produse SM ISO
concentrate) 6731:2014
Unt si alte 0405 | Grasime (in cazul SM SR EN ISO
grasimi care in care <85 % 17189:2012
provin din lapte; m/m)
pasta din lapte Unt Apa SM SR EN ISO
pentru tartine 3727-1:2012
SNF SM SR EN ISO
3727-2:2012
NaCl SM ISO
15648:2015
Grasime (in cazul SM SR EN ISO
in care > 99 % 17189:2012
m/m)
Ulei de unt Apa (in cazul in SM EN ISO
care < 99 % m/m) 5536:2014
Brinza si cas 0406 Grasime SM EN ISO
1735:2014
Solide SM SR EN ISO
5534:2014
Solide (Urda) SM ISO
2920:2015
NaCl SM SR EN ISO
5943:2012
Lactoza SM ISO 5765-
1:2015
SM ISO 5765-
2:2015
Preparate de tipul 2309 | Lactoza Anexa 20
celor folosite
pentru hrana
animalelor

Observatii la lista metodelor de referinta:
Nota 1: Izolarea grasimii din lapte conform SM ISO 1740:2015 (la addpost de luminad).
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Nota 2: Nu s-a stabilit nici o metoda de referinta.
Nota 3: Proba este preparata conform SM SR EN ISO 6887-5:2014.
Nota 4: Incubate timp de 48 de ore la temperatura de 55°C, acordindu-se atentie prevenirii uscarii mediului de
cultura.
Nota 5: % m/m SNF = % m/m solide - % m/m grasime.
Abrevieri:
Min. = minimum
Max. = maximum
SNF = substante solide negrase
PV = valoarea peroxidului
A = aspect
F = miros
C = consistenta
TBC = numdr total de bacterii
Therm = numar de bacterii termofile
SMP = furaje combinate si lapte praf degresat
SCM = lapte condensat indulcit
EMC = lapte sau smintina evaporate
ISO = Organizatia Internationala de Standardizare
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Anexanr. 2
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Evaluarea conformitatii unui lot cu limita legala

1. In cazurile in care este stabiliti o norma de reglementare care prevede
proceduri detaliate de prelevare a probelor, aceste proceduri trebuie utilizate. In
toate celelalte cazuri, se utilizeaza o proba din cel putin 3 unitati de proba luate la
intimplare din lotul supus controlului. Se poate prepara o proba compozita.
Rezultatul obtinut este comparat cu limitele legale prin calcularea intervalului de
incredere de 95 % pe baza a 2 x deviatia standard, unde deviatia standard
relevanta depinde:

1) de validarea metodei in cadrul colaborarii internationale cu valorile
pentru o; si og; sau

2) in cazul validarii interne, de calcularea reproductibilitatii interne. Acest
interval de incredere este apoi comparat cu incertitudinea de madsurare a
rezultatului.

2. In cazul in care metoda este validatd in cadrul colaboririi internationale,
or au fost stabilite, laboratorul poate demonstra conformitatea cu caracteristicile
de performanta ale metodei validate.

A se calcula media aritmetica X din n masuratori repetate.

A se calcula incertitudinea extinsa (k = 2) din X pe baza

~1
U=2 \/ o — nT o2 .

In cazul in care rezultatul final x al masuratorii se calculeaza utilizind o
formuld de forma X = y;+Y,,X=Y1—-Y,,X=Y1'Y,5aUX=Y1/Y,, se respectd procedurile
obisnuite de combinare a deviatiilor standard 1n astfel de cazuri.

Se apreciaza cd lotul nu respecta limita legald superioarda UL in cazul in

care:

X—U>UL;

in caz contrar, se apreciaza ca lotul respecta UL.

Se apreciaza cd lotul nu respectd limita legala inferioard LL in cazul in
care:

X+ U<LL;
in caz contrar, se apreciaza ca lotul respecta LL.
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3. In cazurile in care se folosesc metode care nu sint specificate in prezenta
Metodologie si nu sint stabilite masuri de precizie, se realizeaza o validare
standard a reproductibilitatii interne sig in locul o, si og , respectiv, in formulele
de calcul al incertitudinii extinse U.

Regulile de luare a unei decizii sint aceleasi ca la punctul 1 din prezenta
anexa. Cu toate acestea, in cazul in care se considera ca lotul nu respectd limita
legala, masurdtorile se repetd folosind metoda specificatd 1n prezenta
Metodologie, decizia urmind sa fie luatd in conformitate cu punctul 1 din
prezenta anexa.
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Anexanr. 3
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Evaluarea senzoriala a untului

1. Scopul procedurii de evaluare senzoriald a untului este de a furniza o
metoda uniforma aplicabila pe teritoriul republicii.

2. In scopul aplicirii prezentei anexe, termenii folositi se definesc dupa
cum urmeaza:

1) evaluare senzoriala — examinare a caracteristicilor unui produs cu
ajutorul organelor de simt;

2) panel — grup de evaluatori selectati de catre conducatorul laboratorului
acreditat, care, pe perioada evaluarii, lucreaza independent, fara a comunica intre
el si fard a se influenta reciproc;

3) evaluator — persoana aleasa pentru capacitatea sa de a efectua un test
senzorial. Acest tip de evaluator poate avea experienta limitata;

4) evaluator expert — persoana cu un grad inalt de sensibilitate senzoriala
si cu experientd in metodologia senzoriald, care este capabila sa efectueze
evaluari coerente si sigure ale unor produse variate. Acest tip de evaluator
dispune pe termen lung de o bund memorie senzoriala,

5) punctare — evaluare senzoriald realizatd de un panel, folosindu-se o
scala numerica. Trebuie sa se foloseasca un nomenclator al defectelor;

6) clasificare — clasificare calitativa realizata pe baza punctarii,

7)documente de control — documente folosite pentru inregistrarea
punctajelor individuale pentru fiecare caracteristica si a clasificarii finale a
produsului (acest document poate fi folosit si pentru inregistrarea compozitiei
chimice).

3. Conditiile privind camera de testare sint:

1) Evaluatorii din camera de testare nu trebuie sa fie influentati de factori
externi.

2) In camera de testare nu trebuie si existe mirosuri striine si trebuie sa fie
usor de curatat. Peretii trebuie sa aiba o culoare deschisa si nereflectanta.

3) Camera de testare si iluminarea acesteia trebuie sa fie de asa natura incit
sd nu afecteze proprietatile produsului care urmeaza sa fie punctat.

4) Camera trebuie dotatd cu un sistem adecvat de control al temperaturii
care sd permitd pastrarea unei temperaturi constante a untului. Untul trebuie sa
aiba o temperatura de 12 °C (£2 °C) in momentul clasificarii.

4. Un evaluator trebuie sa fie familiarizat cu produsele din unt §i sa aiba
Competenta evaluatorului este controlatda de catre conducatorul panelului Tn mod
regulat (cel putin o data pe an).
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Cerintele generale si testele de selectie care trebuie aplicate inaintea
utilizarii oficiale a unui nou evaluator sint specificate in SM ISO 22935-1.

Formarea profesionala trebuie sa fie continua, iar conducatorul panelului
trebuie sd organizeze sedinte generale cel putin o datd pe trimestru. Formarea
profesionald a panelului se efectueaza conform SM EN ISO 8586.

Formarea initiala trebuie sa acopere urmatoarele:

1) teoria generald si importanta practica a evaluarii senzoriale;

2) metodele, scalele si descrierea perceptiilor senzoriale;

3) detectarea si recunoasterea caracteristicilor senzoriale si termenilor
senzoriali specifici;

4) pregatirea de baza in fabricarea untului;

5) referintele si probele valide care sa il ajute pe evaluator in identificarea
aromelor specifice si a intensitatii aromei produsului.

5. Numarul evaluatorilor din panel trebuie sa fie impar, numarul minim
fiind de trei. Majoritatea acestora trebuie sd fie angajati ai unui laborator
acreditat, dar sa nu fie angajati in industria de prelucrare a laptelui.

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

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

2) trebuie sa se prezinte in mod punctual la evaluare si sa dispuna de
suficient timp pentru realizarea evaluarii;

3) nu trebuie sa foloseasca substante cu miros puternic cum ar fi parfum,
lotiune dupd ras, deodorant etc. si trebuie sd evite consumul de alimente cu
arome puternice (de exemplu, foarte condimentate) etc.;

4)nu au voie sa fumeze, s manince si sa bea altceva decit apa cu o
jumatate de ora Tnainte de evaluare.

6. Toti evaluatorii trebuie sa participe in mod regulat la panelele de
evaluare senzoriala pentru a-si pastra competentele. Frecventa acestora depinde
de volumul si capacitatea de productie a untului si, in masura in care acest lucru
este posibil, trebuie sa se organizeze cel pufin un panel pe luna.

7. Este esential ca identitatea probelor sa fie ascunsa in timpul evaluarii,
astfel incit sd se evite orice posibilitate de favorizare. Probele trebuie sa fie
codate.

Aceastd etapd are loc finaintea evaludrii propriu-zise. Se stabileste
temperatura untului in timpul transportului cdtre camera de testare (6 °C + 2 °C).

Cind evaluarea senzoriala se realizeaza intr-un antrepozit frigorific, proba
este prelevatd cu ajutorul unui prelevator de unt. In cazul in care evaluarea
senzoriald se realizeaza in alt loc decit in antrepozitul frigorific, se preleveaza o
proba de cel putin 500 g. Pe parcursul evaludrii, untul trebuie sa aiba o
temperaturd de 12 °C (£2 °C). Deviatiile mari trebuie evitate.

8. Evaluarea senzoriala se realizeaza pentru urmatoarele trei caracteristici:
aspect, consistenta si aroma.
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Aspectul implica urmatoarele caracteristici: culoare, puritate vizibila,
absenta contaminarii fizice, absenta fungilor si uniformitatea de dispersie a apei.

Consistenta implica urmatoarele caracteristici: corp, texturd si fermitate.
Tartinabilitatea poate fi monitorizata prin utilizarea mijloacelor fizice, in cazul in
care agentul economic doreste acest lucru in vederea satisfacerii cerintelor
clientului.

Corpul reprezinta termenul care se refera la coeziunea produsului in timp
ce este consumat. In mod normal este asociat cu fermitatea si tartinabilitatea si
trebuie sa fie uniform in intregul produs. Se afla in strinsa legatura cu textura si
reprezintd abilitatea produsului de a-si menfine pozitia initiald. Este indicat de
rezistentd la tdiere, putind fi masurat mecanic si prin evaluare bucotactild si
tactila.

Aroma reprezintd caracteristica perceputa in cavitatea bucala, in principal
prin intermediul papilelor gustative de la nivelul limbii.

Mirosul reprezintd caracteristica perceputa prin intermediul nasului si al
simtului olfactiv.

O deviatie semnificativda fatd de temperatura recomandatd Tmpiedica
evaluarea sigurd a consistenfei si a aromei. Temperatura este extrem de
importanta.

Clasificarea untului trebuie aminata in cazul in care temperatura se afla in
afara intervalului recomandat.

Fiecare caracteristica trebuie sa faca obiectul unei evaludri senzoriale
separate. Punctarea se realizeaza in conformitate cu tabelul 1.

Tabelul 1
Punctajul pentru unt
Aspect Consistenta Aroma-+miros
Puncte | Nr. Observatii Puncte | Nr. Observatii Puncte | Nr. Observatii
@) (clasa | (Y (clasi | (M
de de
calitate) calitate)

5 Foarte bine 5 Foarte bine 5 Foarte bine
tipul ideal tipul ideal tipul ideal
cea mai buna cea mai buna cea mai buna
calitate calitate calitate
(substanta (bine (cea mai find
uscata egala) tartinabil) aroma absolut

purd)

4 Bine (%) 4 Bine (%) 4 Bine (%)
nu exista defecte 16 | tare nu exista
evidente 17 | moale defecte

evidente

3 Acceptabil (mici 3 Acceptabil 3 Acceptabil
defecte) (mici defecte) (mici defecte)

1 | nelegat 13 | dezemulsionat, 19 | impur,
(necompact), friabil, 20 | arome strdine,

2 | umed 14 | sfarimicios, 23 | acid,
neuniform, in pastos, de 25 | aroma de copt,

3 | doua culori, consistenta aroma de ars,
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4 | cu dungi, 15 | aluatului, gras 31 | aroma de furaj,

5 | pestrit, 16 | lipicios, 32 | aspru, amar,

6 | marmorat, 17 | tare, 33 | suprasarat

7 | cu aspect moale

8 | granulat,
separare a
uleiurilor,
supracolorat,
textura slaba,
deschisa

2 Slab (defecte Slab (defecte Slab (defecte
evidente) evidente) evidente)

1 | nelegat, 13 | dezemulsionat, 19 | impur,
(necompact), friabil, 20 | arome straine,

3 | umed, 14 | sfarimicios, 21 | vechi,

4 | cu dungi, pastos, de 23 | acid,

5 | pestrit, consistenta 30 | miros oxidat,

6 | marmorat, 15 | aluatului, gras, miros metalic,

7 | cu aspect 16 | lipicios, 31 | aroma de furaj

9 | granulat, 17 | tare, 32 | aspru, amatr,

10 | separare a moale 33 | suprasarat,

11 | uleiurilor, 34 | mucegait,

12 | supracolorat, 36 | putred,
granulat, miros de
materii strdine, substante
mucegdit, chimice
sare nedizolvata

1 Foarte slab Foarte slab Foarte slab
(defecte mari) (defecte mari) (defecte mari)

1 | nelegat 13 | dezemulsionat, 20 | arome striine,
(necompact), friabil, 22 | brinzos, miros

3 | umed, 14 | sfarimicios, de brinza

4 | cudungi pastos, de 23 | lactica,

5 | pestrit, consistenta 24 | acid,

6 | marmorat, 15 | aluatului, gras, 26 | spumos,

7 | cu aspect 16 | lipicios, 27 | miros de

9 | granulat, 17 | tare, 28 | mucegai,

10 | separare a moale rinced,

11 | uleiurilor, 29 | uleios, cu gust

12 | supracolorat, de peste,
granulat, 30 | cu aspect/gust
materii striine, de seu,
mucegdit, 32 | miros oxidat,
sare nedizolvata 33 | miros metalic,

34 | aspru, amar,
35 | suprasarat,
36 | mucegait,
putred,
Cu aspect de
malt,
miros de
substante
chimice

(1) Punctul 10.

(2) Defectele mentionate la “bun” reprezintd numai deviatii foarte mici de la tipul ideal.
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Pentru a se obtine uniformitate, uneori este de dorit ca, inainte de inceperea
evaluarii, evaluatorii sa puncteze Tmpreuna una sau mai multe probe de referinta,
in privinta aspectului, a consistentei si a aromei.

Punctajul de acceptare este urmatorul:

Maxim Necesar
Aspect 5 4
Consistenta 5 4
Aroma/miros 5 4

In cazurile in care nu se obtine punctajul necesar, trebuie si se prezinte o
descriere a defectului.

Punctajul acordat de fiecare evaluator pentru fiecare caracteristica trebuie
inregistrat in documentul de control.

Produsul este acceptat sau respins pe baza deciziei majoritatii
evaluatorilor.

Nu trebuie sa se inregistreze in mod frecvent cazuri in care diferentele
dintre punctajele individuale acordate pentru fiecare caracteristica sa fie mai mari
de un punct (nu mai frecvent de un caz la 20 de probe). In caz contrar,
competenta panelului trebuie verificatd de conducatorul panelului.

9. Conducédtorul panelului, care trebuie sd fie angajat al laboratorului
acreditat si care poate fi membru al panelului, trebuie sd raspunda in general
pentru intreaga procedura de evaluare. Acesta trebuie sa inregistreze, in
documentul de control punctajele, individuale pentru fiecare caracteristica si sa
confirme daca produsul este acceptat sau respins.

10. Defectele untului sint redate in tabelul 2.

Tabelul 2
Defectele untului

I. Aspect:

nelegat (necompact), umed

neuniform, in doua culori

cu dungi

pestrit, marmorat

cu aspect granulat

separare a uleiurilor

supracolorat

textura slaba, deschisa

©I0ND O W

granulat

|
©

materii straine

-
|_\

mucegait

|
N

sare nedizolvata
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I1. Consistenta:

13. | dezemulsionat, friabil, sfarimicios

14. | pastos, de consistenta aluatului, gras

15. | lipicios
16. |tare
17 moale

I1l.  Miros si aroma:

18. | fara miros

19. | impur (%)

20. | arome straine

21. | vechi

22. | brinzos, miros de brinza lactica
23. | acid

24. | spumos

25. | (a) aroma de copt

(b) aroma de ars

26. | miros de mucegai

27. |rinced

28. | uleios, cu gust de peste

29. | cu aspect/gust de seu

30. | (a) miros oxidat

(b) miros metalic

31. | aroma de furaj

32. |aspru, amar

33. | suprasdrat

34. | mucegait, putred

35. | cu aspect de mal

36. | miros de substante chimice

(%) Aceasti desemnare trebuie folositd cit mai rar posibil si numai atunci cind defectul nu poate fi descris mai exact.
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Anexa nr. 4
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Determinarea continutului de trigliceride ale acidului enantic in unt,
ulei de unt si smintina prin analiza cromatografica in faza gazoasa
a trigliceridelor

1. Prezenta metoda stabileste o0 metoda pentru determinarea continutului
de trigliceride ale acidului enantic in unt, ulei de unt si smintina.

2. Continutul de acid enantic reprezintd continutul de trigliceride ale
acidului enantic determinat prin procedura specificata in prezenta anexa.

Continutul de acid enantic este exprimat in kg/tond din produs pentru
uleiul de unt si unt, iar pentru smintina este exprimat n kg/tond din grasimea din
lapte.

3. Grasimea din lapte este extrasd din diferite produse in conformitate cu
SM ISO 14156. Determinarea cantitativd a continutului de trigliceride ale
acidului enantic in grasimea extrasd este realizatd prin cromatografie in faza
gazoasd 1n coloand capilara (GC). Rezultatul obtinut pentru proba este evaluat
prin aplicarea standardului privind trigliceridele acidului caproic.

4. Se folosesc reactivi de calitate analitica recunoscuta:

1) n-Hexan;

2) trigliceride etalon ale acidului caproic, cel putin 99 % puritate;

3) trigliceride etalon ale acidului enantic, cel putin 99 % puritate;

4) sulfat de sodiu, anhidru (Na,SQOy,).

5. Aparatura obignuitad de laborator:

1) balanta analitica echilibrata la 1 mg;

2) baloane cotate cu capacitate de 10 ml si 20 ml;

3) tuburi de centrifuga cu capacitate de 30 ml;

4) evaporator rotativ;

5) cuptor care sa poata fi mentinut la o temperatura de 50 °C £ 5 °C;

6) hirtie de filtru de porozitate medie cu diametrul de aproximativ 15 cm;

7) aparatura de cromatografie in faza gazoasa,

a) cromatograf in faza gazoasa dotat cu un injector cu sau fara divizare
sau ,,in coloana” si cu un detector cu ionizare in flacara,

b) coloana de cromatografie in faza gazoasa cu faza stationara care a fost
folosita cu succes in operatiunea de separare a trigliceridelor (100 %
dimetilpolisiloxan sau 5% fenil-95 % metilpolisiloxan). Se selecteaza faza
stationard, se ajusteaza lungimea coloanei (intre 4 m si 15 m), diametrul intern
(intre 0,22 mm si 0,50 mm) si grosimea stratului (0,12 um sau mai mult), tinind
cont de experienta laboratorului si de sistemul de injectare aplicat. In orice caz,
coloana selectata produce in acelasi timp o separare completa intre virful
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solventului si trigliceridele acidului caproic si o rezolutie a liniei de baza intre
virfurile trigliceridelor acidului caproic si ale acidului enantic;

8) seringa pentru injectare, cu capacitate de 5 pl.

6. Proba primita in laborator trebuie sa fie reprezentativa si care sa nu fi
fost deteriorata sau modificata in timpul transportului sau pe durata depozitarii.

Metoda recomandata de prelevare a probelor este prezentatd in SM SR EN
ISO 707:2012 Lapte si produse lactate. Ghid pentru esantionare.

7. Prepararea probei pentru analiza si a cantitatii analizate se realizeaza in
conformitate cu SM 1SO 14156.

1) Ulei de unt, unt

a) Se topeste intre 50 g si 100 g din proba pentru analiza in cuptor.

b) Se pun intre 0,5 g si 1 g de sulfat de sodiu anhidru intr-0 hirtie de filtru
pliata.

c) Se filtreaza grasimea prin hirtia de filtru care contine sulfat de sodiu
anhidru, colectind filtratul intr-un pahar de laborator care se pastreaza in cuptor.
In timpul decantirii, se acordd multd atentie untului topit in hirtia de filtru,
pentru a nu se transfera serul.

2) Smintina

a) Proba analizata se aduce la o temperatura de 20 °C + 2 °C.

b) Proba se amesteca sau se agita bine.

c) Se dilueaza o cantitate adecvata din proba analizata pentru a se obtine
100 ml de cantitate analizatd cu o fractiune de masd a grasimii de aproximativ
4 %.

d) Se procedeaza ca si in cazul laptelui crud si al laptelui omogenizat (SM
ISO 14156) pentru a extrage grasimea din smintina.

e) Se cintareste, cu o precizie de 1 mg, 1 g din grasimea extrasa, intr-un
balon cotat de 10 ml. Se adauga 1 ml din solutia indicata la punctul 8 subpunctul
1). Se completeaza pina la 10 ml cu n-hexan si se omogenizeaza.

f) Se introduce 1 ml din solutia indicata la subpunctul 1 litera b) din
prezentul punct, intr-un balon cotat de 10 ml si se dilueaza pina la 10 ml cu
n-hexan.

8. Prepararea etaloanelor de calibrare se efectueaza in felul urmator:

1) Se dizolva 100 mg de trigliceride ale acidului enantic in 10 ml de
n-hexan.

2) Se dizolva 100 mg de trigliceride ale acidului caproic in 10 ml de
n-hexan.

3) Se introduce 1 ml din solutia indicata la subpunctul 2) din prezentul
punct, intr-un balon cotat de 10 ml. Se completeaza pina la 10 ml cu n-hexan.

4) Se introduce 1 ml din solutia indicata la subpunctul 1) din prezentul
punct si 1 ml din solutia indicata la subpunctul 2) din prezentul punct punctul 2,
intr-un balon cotat de 10 ml. Se completeaza pina la 10 ml cu n-hexan.

5) Se introduce 1 ml din solutia indicata la subpunctul 4) din prezentul
punct intr-un balon cotat de 10 ml si se completeaza pina la 10 ml cu n-hexan.
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9. Determinarea cromatografica se efectueaza in felul urmator.

1) Se injecteaza de doua ori 1 ul din solutia etalon indicata la punctul 8
subpunctul 5).

2) Se injecteaza 1 pul din fiecare solutie de proba.

In cazul in care se adopta sistemul de injectare in coloani, se aplicd o
diluare mai mare atit solutiei etalon, cit si solutiei de proba.

3) Operatia indicata la subpunctul 1) din prezentul punct se repeta la
fiecare 3 probe, in vederea incadrarii probelor intre injectarile etalon martor.
Rezultatele se bazeazd pe media coeficientilor de rdspuns din cromatogramele
etalon.

10. Pentru fiecare cromatogramd, se integreaza suprafata virfurilor
asociate cu trigliceridele acidului enantic si ale acidului caproic.

Se urmeaza aceste instructiuni pentru fiecare ciclu delimitat, respectiv
pentru un set de probe delimitate, etalonul injectat de doud ori imediat dupa
acestea este STDy, iar etalonul injectat de doud ori imediat dupa acestea este
STD..

1) Calibrare

a) Se calculeaza coeficientul de raspuns pentru fiecare duplicat al STD;,
Rfy(a) si Rfy(b), unde:

Rfy (a) sau (b) = (Suprafata wvirfului pentru trigliceridele acidului
caproic/Suprafata virfului pentru trigliceridele acidului enantic) x 100,

Se calculeaza media coeficientului de raspuns, Rfy, unde:

Rf, = [Rfy(a) + Rfy(b)] / 2

b) In mod similar, se calculeaza media coeficientului de raspuns STD,,
Rf,.

c) Se calculeaza media coeficientului de raspuns, Rf:

Rf = (Rf, + Rf,) /2.

2) Probele analizate

Pentru fiecare cromatograma a probei obtinuta intre STD; si STD,, se
calculeaza continutul de acid enantic, C (kg/ton):

C = (Suprafata virfului pentru trigliceridele acidului enantic x Rf X
100)/(Suprafata virfului pentru trigliceridele acidului caproic x Wt x 1 000),

unde:

Wt = greutatea grasimii prelevate (g);

100 = volumul de diluare pentru proba;

1 000 = coeficientul de transformare (pentru pg/g in kg/t).

Pentru probele de unt, se tine cont de continutul de grasime al untului si se
calculeaza o valoare a concentratiei corectata, Cypn; (kg/t de unt):

Cunt = Cgrésime X Fa

unde F este continutul de grasime al untului.

11. Valorile pentru limita de repetabilitate si reproductibilitate sint
exprimate pentru nivelul de probabilitate de 95 %, fiind posibil ca acestea sa nu
fie aplicabile in cazul altor intervale si matrice de concentratie decit cele
prezentate.

\\172.17.20.4\Operatori\Tatiana\Doc_2016\Hotariri\Aprob_Metod_lapte.docx



25

1) Repetabilitate

Diferentele absolute dintre doua rezultate individuale ale unui singur test,
obtinute prin aceeasi metoda aplicatd asupra unor materiale de testare identice, in
acelasi laborator, de catre acelasi operator, utilizindu-se acelasi echipament, la un
interval scurt de timp nu vor fi mai mari de 0,35 kg/t, in nu mai mult de 5 % din
cazuri.

2) Reproductibilitate

Diferentele absolute dintre doua rezultate individuale ale unui singur test,
obtinute prin aceeasi metoda aplicata asupra unor materiale de testare identice, in
laboratoare diferite, de catre operatori diferiti, utilizindu-se echipamente diferite
nu vor fi mai mari de 0,66 kg/t, in nu mai mult de 5 % din cazuri.

12. Limitele de tolerantd: limite inferioare (in cazul -cantitatilor
insuficiente)

1) Pentru a verifica marcarea corecta a produsului, trebuie prelevate trei
probe din produsul studiat.

2) Unt si unt concentrat

a) Rata de incorporare este de 11 kg din trigliceridele acidului enantic cu
o puritate de cel putin 95 %, respectiv 10,45 kg/t.

b) Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului
se utilizeaza la verificarea ratei s1 a omogenitatii de incorporare a marcatorilor,
1ar cel mai slab rezultat se compard cu urmatoarele limite:

- 9,51 kg/t (rata de incorporare minima de 95 % pentru trigliceridele
acidului enantic cu o puritate de 95 %, determinare separata);

- 6,89 kg/t (ratd de incorporare minima de 70 % pentru trigliceridele
acidului enantic cu o puritate de 95 %, determinare separata);

- concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este
utilizata prin interpolare, respectiv intre 9,51 kg/t si 6,89 kg/t.

3) Smintina

a) Rata de incorporare este de 10 kg de trigliceride ale acidului enantic,
cu o puritate de cel putin 95 %, pe tona de grasimi din lapte, respectiv 9,5 kg/t
grasimi din lapte marcate.

b) Rezultatele pentru cele trei probe obtinute In urma analizei produsului
se folosesc pentru verificarea ratei omogenitatii de incorporare a marcatorilor, iar
cel mai slab rezultat se compara cu urmatoarele limite:

- 8,60 kg/t (ratda de incorporare minima de 95 % pentru trigliceridele
acidului enantic cu o puritate de 95 %, determinare separata);

- 6,23 kg/t (ratd de incorporare minima de 70 % pentru trigliceridele
acidului enantic cu o puritate de 95 %, determinare separata);

- concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este
utilizata prin interpolare, respectiv intre 8,60 kg/t si 6,23 kg/t.

13. Limitele de tolerantd: limitele superioare (in cazul depasirii cantitatii
cu peste 20 %)

1) Pentru a verifica marcarea corecta a produsului, trebuie prelevate trei
probe din produsul studiat.
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2) Unt si unt concentrat

Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului se
folosesc pentru verificarea ratei si omogenitatii de incorporare a marcatorilor, iar
media acestor rezultate se compara cu limita superioara de 12, 96 kg/t.

3) Smintina

Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului se
folosesc pentru verificarea ratei $i omogenitatii de Tncorporare a marcatorilor, iar
media acestor rezultate se compara cu limita superioara de 11,82 kg/t.

Anexa nr. 5
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la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Determinarea continutului de vanilina in untul concentrat,
unt si Smintina prin cromatografie lichida de inalta performanta

1. Metoda implica o procedura de determinare cantitativa a vanilinei din
untul concentrat, unt i smintina.

2. Extragerea unei cantitdfi cunoscute de proba cu ajutorul unui amestec de
izopropanol/etanol/acetonitril (1:1:2). Precipitarea majoritatii grasimii prin racire
intre —15 °C 1 —20 °C, urmata de centrifugare si decantare.

Solutia decantatd este diluatd cu apa si filtrata. Filtratul este gata pentru
determinarea continutului de vanilind prin cromatografie lichidd de inalta
performantd (HPLC).

3. Aparatura de laborator:

1) Refrigerator cu functionare in intervalul de temperatura —15 °C
la—20 °C

2) Seringi de unica folosinta cu capacitate de 2 ml

3) Membrana filtranta cu pori de 0,45 pum, rezistenta la o solutie continind
5 % solutie de extragere

4) Sistem de cromatografie lichida continind o pompa (cu debit de
1,0 ml/min), un injector (injectare automata sau manuald a 20 pl), un detector
UV (actionat la 306 nm, 0,01 A scald completd), un inregistrator sau integrator si
o coloana termostat care functioneaza la 25C

5) Coloana analitica (aproximativ 250 mm x 4,6 mm diametru interior)
umpluta cu LiChrospher RP 18 (Merck, 5 um) sau o coloana echivalenta

6) Coloana de control (aproximativ 20 mm x 3 mm diametru interior)
umplutd cu LiChrospher RP 18 (5-10 pm) sau o coloana echivalenta

7) Centrifuga care opereaza la 2 000 rpm.

4, Reactivii utilizati trebuie sa fie de calitate analiticd recunoscuta.

1) Izopropanol

2) Etanol 96 % (v/v)

3) Acetonitril

4) Solutie de extragere

Se amesteca izopropanol, etanol si acetonitril in proportie de 1:1:2 (v/v).

5) Vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehida) > 98 %

a) Solutie ,,stock” de vanilina (= 500 pg/ml)

Se cintaresc, cu o precizie de 0,1 mg, aproximativ 50 mg (CM mg) de
vanilina intr-un balon cotat de 100 ml, se adauga 25 ml de solutie de extragere si
se completeaza cu apa.

b) Solutie etalon de vanilind (= 10 pg/ml)

Se pipeteaza 5 ml de solutie ,,stock” de vanilina intr-un balon cotat de
250 ml si se completeaza cu apa.
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c) Metanol, calitate HPLC

d) Acid acetic, glacial

e) Apa, calitate HPLC

f) Faza mobila HPLC

Se amesteca 300 ml de metanol cu aproximativ 500 ml apa si 20 ml de
acid acetic intr-un balon cotat de 1 000 ml si se completeaza cu apa. Se filtreaza
printr-un filtru de 0,45 pum.

5. Procedura de determinare cantitativa a vanilinei din untul concentrat,
unt si smintina are loc in felul urmator:

1) Prepararea probei pentru analiza

a) Unt

Se 1incdlzeste proba pind cind incepe sd se topeasca. Se evita
supraincilzirea unor portiuni din proba la peste 30 °C. In orice caz, existd
posibilitatea ca untul sa nu se separe in doua faze. Cind proba devine suficient de
maleabila, se omogenizeazd prin scuturare. Untul se amestecd timp de 15
inainte de prelevarea unei probe. Se cintdresc, cu o precizie de 1 mg, aproximativ
5 g (SM g) de unt intr-un balon cotat de 100 ml.

b) Unt concentrat

Imediat dupa prelevarea probei, recipientul continind un concentrat se
introduce in cuptor la 40-50 °C pina cind se topeste complet. Proba se amesteca
prin turbionare sau agitare, evitindu-se formarea de bule de aer din cauza
amestecarii prea puternice. Se cintaresc, cu o precizie de 1 mg, aproximativ 4 ¢
(SM g) de unt concentrat intr-un balon cotat de 100 ml.

C) Smintina

Proba se incdlzeste in baie de apa sau intr-un incubator la o temperatura de
35-40 °C. Grasimea se distribuie omogen prin turbionare si, dupa caz, prin
amestecare. Proba se raceste rapid la 20 = 2 °C. Proba trebuie sa aiba un aspect
omogen; in caz contrar, procedura trebuie repetata. Se cintaresc, cu o precizie de
1 mg, aproximativ 10 g (SM g) de smintina intr-un balon cotat de 100 ml.

2) Prepararea solutiei de analiza

Se adaugd aproximativ 75 ml de solutie de extragere la proba prelevata
(punctul 5 subpunctul 1 litera a), b) sau c)), se agita sau se scutura cu putere timp
de aproximativ 15 minute si se completeaza cu solutie de extragere. Se transfera
aproximativ 10 ml din acest extract intr-o eprubeta prevazuta cu dop. Eprubeta se
introduce in refrigerator timp de aproximativ 30 minute. Extractul rece se
centrifugheaza timp de 5 minute la aproximativ 2 000 rpm si se decanteaza
imediat. Solutia decantatd se lasa sa se riceascd la temperatura camerei. Se
pipeteazd 5 ml din solutia decantatd intr-un balon cotat de 100 ml si se
completeaza cu apa. Se filtreaza o parte alicotad printr-o membrana microfiltranta
cu ajutorul unei seringi. Filtratul este gata pentru determinarea HPLC.

3) Calibrare

Se pipeteaza 5 ml de solutie etalon de vanilina intr-un balon cotat de
100 ml. Se adauga 5 ml de solutie de extragere si se completeaza cu apa pina la
marcaj. Aceasta solutie contine 0,5 ug/ml de vanilina.
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4) Determinarea prin HPLC

Se lasa sistemul cromatografic sd se stabilizeze timp de aproximativ
30 minute. Se injecteaza solutia etalon (subpunctul 3) din prezentul punct).
Procedura se repeta pina cind diferenta dintre suprafetele virfurilor sau dintre
inaltimile virfurilor a doud injectdri succesive este sub 2 %. In conditiile
descrise, timpul de retentie al vanilinei este de aproximativ 9 minute. Solutia
etalon (subpunctul 3) din prezentul punct) se analizeaza in duplicat prin
injectarea a 20 ul. Se injecteaza 20 ul din solutia de analiza (subpunctul 2) din
prezentul punct). Se determind suprafata sau indltimea virfului obtinut pentru
vanilind. Se repeta injectarea solutiei etalon (subpunctul 3) din prezentul punct)
in duplicat, dupa 10 injectari ale probelor analizate (subpunctul 2) din prezentul
punct).

6. Se calculeaza suprafata (sau inaltimea) medie a virfurilor (AC) pentru
virfurile vanilinei asociate injectarii duplicatelor la inceputul si la sfirsitul
fiecarui lot de solutie de analiza (in total patru suprafete sau Tnaltimi).

Se calculeaza coeficientul de raspuns (R):

R=AC/CM

unde:

CM este masa vanilinei in mg.

Continutul (mg/kg) de vanilina (C) din proba se calculeaza cu ajutorul
formulei:

C=[(AS x 20 x 0,96)/(SM x R)],

unde:

AS — suprafata virfului sau inaltimea pentru virful vanilinei din proba
pentru analiza,

SM — masa probei pentru analiza exprimata in g (punctul 5 subpunctul 1
literele a), b) sau c¢));

La analiza vanilinei din smintina, concentratia marcatorului se exprima ca
mg marcator/kg grasime din lapte. Pentru aceasta se inmulteste C cu 100/f.;

f este continutul de grasime al smintinii in procente (m/m);

20 — coeficientul de diluare a probei etalon si a probei pentru analiza;

0,96 — factorul de corectie pentru continutul de grasime la prima diluare a
probei pentru analiza.

In locul suprafetei virfului se poate folosi indltimea virfului (a se vedea
punctul 8 subpunctul 3 din prezenta anexa).

7. Precizia metodeir rezultd din valorile pentru repetabilitate si
reproductibilitate:

1) Repetabilitate, (r)

Diferenta dintre rezultatele a doud determinari efectuate in cel mai scurt
interval de timp posibil de un operator care utilizeaza aceeasi aparaturd pe
material de analiza identic nu trebuie sa depaseasca 16 mg/kg.

2) Reproductibilitate
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Diferenta dintre rezultatele a doud determinari efectuate de operatori din
laboratoare diferite care utilizeaza aparaturd diferitd pe material de analiza
identic nu trebuie sa depaseasca 27 mg/kg.

8. Trebuie sa se preleveze trei probe din produsul urmarit pentru a se
verifica omogenitatea

1) Marcator obtinut fie din vanilie, fie din vanilina sintetica:

a) Rata de incorporare pentru 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehidd este de
250 g pe tona de unt concentrat sau de unt. Pentru smintina marcata, rata de
incorporare este de 250 g pe tona de grasime din lapte.

b) Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului
se utilizeaza la verificarea ratei si a omogenitatii de Incorporare a marcatorilor,
lar cel mai slab rezultat se compara cu urmatoarele limite:

- 220,8 mg/kg (95 % din rata minima de incorporare);

- 158,3 mg/kg (70 % din rata minima de incorporare).

Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizata
prin interpolare intre 220,8 mg/kg si 158,3 mg/kg.

2) Marcator obtinut numai din pastai de vanilie sau extracte integrale ale
acesteia:

a) Rata de incorporare pentru 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehida este de
100 g pe tona de unt concentrat sau de unt. Pentru smintina marcata, rata de
incorporare este de 100 g pe tond de grasime din lapte.

b) Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului
se folosesc pentru verificarea ratei s1 a omogenitatii de Incorporare a
marcatorilor, iar cel mai slab rezultat se compard cu urmatoarele limite:

- 78,3 mg/kg (95 % din rata minima de incorporare);

- 53,3 mg/kg (70 % din rata minima de incorporare).

Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizata
prin interpolare intre 78,3 mg/kg si 53,3 mg/kg.

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

Solutia etalon contine 5 % solutie de extragere pentru a compensa
cresterea suprafetei virfului provocata de prezenta a 5 % solutie de extragere in
proba. Astfel, se poate opera o clasificare in functie de inaltimea virfului.

Analiza se bazeazd pe o curba liniara de etalonare, cu intersectie cu
punctul zero.

Folosindu-se solutii diluate adecvate de solutie etalon, se verifica
liniaritatea iTn momentul realizarii primei analize, iar apoi la intervale regulate si
dupa modificari sau reparatii la echipamentul HPLC. Vanilina poate fi degradata
in acid vanilic, divanilina si alti compusi prin actiunea enzimelor intrinseci in
smintina nepasteurizata sau produsele obtinute din aceasta.
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Anexanr. 6
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Detectarea prin spectrometrie a etil esterului acidului
beta-apo-8'-carotenic in untul concentrat si in unt

1. Aceastd metoda descric o procedura de determinare cantitativa a etil
esterului acidului beta-apo-8'-carotenic (ester apo-carotenic) in untul concentrat
si in unt. Esterul apocarotenic este suma tuturor substantelor prezente intr-un
extract din probe prelevate in conditiile prevazute pentru aceasta metoda, care
absorb lumina la 440 nm.

2. Grasimea din unt se dizolva in eter de petrol si se masoara absorbanta la
440 nm. Continutul de ester apocarotenic se determind prin raportare la un
standard extern.

3. Aparatura de laborator:

1) Pipete gradate, cu capacitate de 0,25, 0,50, 0,75 si 1,0 ml

2) Spectrofotometru — adecvat utilizarii la 440 nm (si la 447-449 nm) si
prevazut cu celule cu drum optic de 1 cm

3) Baloane cotate, de 20 ml si de 100 ml

4) Balanta analitica cu sensibilitate de 0,1 mg, cu 0 capacitate de Cintarire
avind o precizie de 1 mg, cu o capacitate de citire de 0,1 mg

5) Cuptor, 45°C + 1 °C

6) Filtre fara cenusa cu filtrare rapida

4. Toti reactivii utilizati trebuie sa fie de calitate analitica recunoscuta.

1) Suspensie de acid apocarotenic (aproximativ 20 %)

a) Continutul suspensiei se determina astfel:

Suspensia se incdlzeste intre 45 °C s150 °C si se omogenizeaza in
recipientul original inchis. Se cintaresc aproximativ 400 mg intr-un balon cotat
(100 ml), se dizolva in 20 ml cloroform si se completeaza volumul cu
ciclohexan. Se dilueaza 5,0 ml din aceasta solutie cu 100 ml de ciclohexan
(solutia A). Se dilueaza 5,0 ml de solutie A cu ciclohexan pina la 100 ml. Se
masoara absorbanta la 447-449 nm (se masoara valoarea maxima fata de o proba
de ciclohexan ca proba martor, folosindu-se celule cu drum optic de 1 cm).

Continutul de ester apocarotenic P (%) = (Absma X 40 000)/(Msysp *
2 550) sau se dezvolta: (AbSmax /2 550) x (100/5) x (100/5) x (100/Mgysp):

ADbS,. = absorbanta solutiei de masurare la maximum;

Msusp = Masa suspensiei (g);

2 550 = valoarea de referinta Abs (1 %, 1 cm);

P = puritatea (continutul) suspensiei (%).

Suspensia de ester apocarotenic este sensibila la aer, caldura si lumina. Se
poate pastra la loc rece timp de aproximativ 12 luni, in recipientul original inchis
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(sigilat sub azot). Dupa deschiderea recipientului, continutul trebuie utilizat cit
de repede posibil.

b) Solutia etalon de ester apocarotenic, aproximativ 0,2 mg/ml.

Se cintaresc, cu o precizie de 1 mg, aproximativ 0,100 g de suspensie de
ester apocarotenic (W), se dizolva in ligroina, se transfera cantitativ intr-un balon
cotat cu capacitate de 100 ml si se completeaza pina la marcaj cu ligroina.

Aceasta solutie contine (W x P)/10 mg/ml de ester apocarotenic.

Solutia trebuie pastrata la rece si la adapost de lumina. Solutia nefolosita
se arunca dupa o luna.

2) Ligroina (40-60 °C)

3) Sulfat de sodiu anhidru, granulat, deshidratat in prealabil la 102 °C timp
de 2 ore

4) Cloroform

5) Ciclohexan

5. Procedura de determinare cantitativa a etil esterului acidului beta-apo-
8'-carotenic (ester apo-carotenic) in untul concentrat si in unt are loc in felul
urmator:

1) Prepararea probei pentru analiza

a) Unt concentrat

Proba se topeste in cuptor la aproximativ 45 °C

b) Unt

Proba se topeste in cuptor la aproximativ 45 °C si se filtreazd o parte
reprezentativa printr-un filtru care contine aproximativ 10 g de sulfat de sodiu
anhidru intr-un mediu protejat de lumina naturala sau artificiala puternica si se
pastreaza la 45 °C. Se colecteaza o cantitate adecvata de grasime din unt.

2) Determinare

Se cintareste, cu o precizie de 1 mg, aproximativ 1 g de unt concentrat [sau
grasime extrasa din unt (subpunctul 1 litera b) din prezentul punct), (M). Se
transfera cantitativ intr-un balon cotat de 20 ml (V), folosindu-se ligroina, se
completeaza pind la marcaj si se amesteca bine.

Se transfera o parte alicota intr-o celula de 1 cm si se madsoard absorbanta
la 440 nm, fata de o proba martor de ligroina. Concentratia de ester apocarotenic
in solutie se determind conform curbei de etalonare (C pg/ml).

3) Calibrare

Se pipeteaza 0, 0,25, 0,5, 0,75 si1,0ml de solutie etalon de ester
apocarotenic in cinci baloane cotate de 100 ml. Se dilueaza la volum cu ligroina
si se amesteca.

Concentratiile aproximative ale solutiei variazd intre 0 si 2 ug/ml si se
calculeaza cu precizie prin referire la concentratia solutiei etalon de ester
apocarotenic (W X P)/10 mg/ml. Se masoara absorbanta la 440 nm fatd de o
proba martor de ligroina.

Valorile absorbantei se reprezintd pe axa y, iar pe axa X se reprezintd
concentratia esterului apocarotenic. Se calculeaza ecuatia curbei de etalonare.
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6. Continutul de ester apocarotenic, exprimat in mg/kg de produs, se
calculeaza dupa cum urmeaza:

Unt concentrat: (C x V)/M

Unt: 0,82 (C x V)M,

unde:

C — continutul de ester apocarotenic, in ug/ml, citit de pe curba de
etalonare (punctul 5 subpunctul 3);

V — volumul (ml) solutiei de analiza (punctul 5 subpunctul 2);

M — masa (g) cantitatii analizate (punctul 5 subpunctul 2);

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

7. Precizia metodei rezulta din valorile pentru repetabilitate si reproducti-
bilitate:

1) Repetabilitate

a) Analiza untului

Diferenta dintre rezultatele a doud determinari efectuate in cel mai scurt
interval de timp posibil de un operator care utilizeaza aceeasi aparaturd pe
material de analiza identic nu trebuie sa depaseasca 1,4 mg/kg.

b) Analiza untului concentrat

Diferenta dintre rezultatele a doud determinari efectuate in cel mai scurt
interval de timp posibil de un operator care utilizeaza aceeasi aparatura pe
material de analiza identic nu trebuie sa depaseasca 1,6 mg/kg.

2) Reproductibilitate

a) Analiza untului

Diferenta dintre rezultatele a doud determinari efectuate de operatori din
laboratoare diferite care utilizeazd aparatura diferita pe material de analiza
identic nu trebuie sa depaseasca 4,7 mg/kg.

b) Analiza untului concentrat

Diferenta dintre rezultatele a doua determinari efectuate de operatori din
laboratoare diferite care utilizeazd aparatura diferitd pe material de analiza
identic nu trebuie sa depaseasca 5,3 mg/kg.

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

1) Unt

a) Rata de incorporare pentru unt, avind in vedere absorbanta de fond, este
de 22 mg/kg

b) Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului
se utilizeaza la verificarea ratei si a omogenitatii de incorporare a marcatorilor,
iar cel mai slab rezultat se compara cu urmatoarele limite:

- 17,7 mg/kg (95 % din rata minima de incorporare);

- 12,2 mg/kg (70 % din rata minima de incorporare).

Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizata
prin interpolare intre 17,7 mg/kg si 12,2 mg/kg.

2) Unt concentrat
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a) Rata de incorporare pentru untul concentrat, avind in vedere absorbanta
de fond, este de 24 mg/kg.

b) Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului
se utilizeaza la verificarea ratei si a omogenitatii de incorporare a marcatorilor,
iar cel mai slab rezultat se compara cu urmatoarele limite:

- 19,2 mg/kg (95 % din rata minima de incorporare);

- 13,2 mg/kg (70 % din rata minima de incorporare).

Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizata
prin interpolare intre 19,2 mg/kg si 13,2 mg/kg.

\\172.17.20.4\Operatori\Tatiana\Doc_2016\Hotariri\Aprob_Metod_lapte.docx



35

Anexanr. 7
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Determinarea sitosterolului sau a stigmasterolului in unt si in untul
concentrat prin cromatografia in faza gazoasa cu coloana capilara

1. Metoda implicd o procedurd care permite determinarea cantitativa a
sitosterolului si a stigmasterolului din unt si din untul concentrat. Continutul de
sitosterol reprezinta suma cantitatilor de -sitosterol si de 22-dihidro-B-sitosterol,
ceilalti sitosteroli fiind considerati nesemnificativi.

2. Untul sau untul concentrat este saponificat cu hidroxid de potasiu intr-0
solutie de etanol, iar substantele nesaponificabile sint extrase cu ajutorul dietil
eterului.

Sterolii se transformd 1in trimetil-silil-eteri si sint analizati prin
cromatografie in fazd de gaz cu coloand capilard prin raportare la un etalon
intern/betulina.

3. Aparatura de laborator:

1) Balon de saponificare de 150 ml, dotat cu un refrigerator cu reflux cu
capete rodate

2) Conducte de decantare de 500 ml

3) Baloane de 250 ml

4) Conducte de egalizare a presiunii, de 250 ml sau cu o capacitate
similara, pentru a colecta dietil eterul residual

5) Coloana de sticla de 350 mm x 20 mm, prevazuta cu un racord cu fritd

6) Baie de apa sau izoterma

7) Eprubete de reactie de 2 ml

8) Cromatograf cu gaz care poate fi utilizat cu coloana capilara, prevazut
cu un dispozitiv de scindare format din urmatoarele:

a) etuva cu termostat pentru coloane, care poate mentine temperatura
dorita cu o precizie de £1 °C;

b) injector termoreglabil;

C) detector cu ionizare in flacara si convertor-amplificator;

d) integrator-inregistrator care poate fi utilizat impreuna cu convertorul-
amplificator.

9) Coloana capilara din sticla de siliciu acoperita in intregime de BP1 sau
de o substanta echivalenta (sau orice alta coloana cu rezolutie cel putin egald) in
strat uniform cu grosimea de 0,25 um; coloana trebuie sa poata reduce derivatii
trimetil-silil ai lanosterolului si ai sitosterolului. Este recomandabil sa se utilizeze
o coloand cu lungimea de 12 m si diametrul intern de 0,2 mm.

10) Microseringa cu ac din otel inoxidabil de 1 ul pentru cromatografie cu
gaz.
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4. Toti reactivii utilizati trebuie sa fie de calitate analiticd recunoscuta.
Apa utilizatda trebuie sa fie apa distilatd sau apa de o puritate cel putin
echivalenta.

1) Etanol, cu o puritate de cel putin 95 %

2) Hidroxid de potasiu, solutie 60 %, prin dizolvarea a 600 g de hidroxid
de potasiu (minimum 85 %) in apa, la care se adauga apa pinalal 1

3) Betulina cu o puritate de cel putin 99 %

a) Solutii de betulina in eter dietilic

Concentratia solutiei de Dbetulind utilizata pentru determinarea
sitosterolului trebuie sa fie de 1,0 mg/ml.

Concentratia solutiei de betulind utilizata pentru determinarea
stigmasterolului trebuie sa fie de 0,4 mg/ml.

4) Eter dietilic de puritate analitica (fara peroxizi sau reziduuri).

5) Sulfat de sodiu anhidru, granulat, deshidratat in prealabil la 102 °C timp
de 2 ore.

6) Reactiv de sililare (TRI-SIL) sau un reactiv echivalent (Important: TRI-
SIL este inflamabil §i toxic, coroziv si are un posibil potential cancerigen.
Personalul de laborator trebuie sa cunoasca normele de sigurantd aplicabile in
cazul utilizarii TRI-SIL si trebuie sa ia toate masurile de precautie care se
impun).

7) Lanosterol.

8) Sitosterol, cu puritate cunoscuta, mai mare sau egala cu 90 % (P).

Solutia etalon de sitosterol: se prepard o solufie cu o precizie de
0,001 mg/ml, continind aproximativ 0,5 mg/ml (W) de sitosterol in eter dietilic.

9) Stigmasterol, cu puritate cunoscuta, mai mare sau egala cu 90 % (P).

Solutie etalon de stigmasterol: se prepara o solutie cu o precizie de
0,001 mg/ml, continind aproximativ 0,2 mg/ml (W;) de stigmasterol in eter
dietilic.

10) Amestec pentru testul de rezolutie.

Se prepara o solutie continind 0,05 mg/ml de lanosterol si 0,5 mg/ml de
sitosterol in eter dietilic.

5. Prepararea solutiilor etalon pentru cromatografie se efectueaza in felul
urmator:

Se adaugd solutia etalon intern la solutia etalon de sterol adecvata si,
simultan, la proba saponificata (punctul 6 subpunctul 2).

1) Solutia cromatografica etalon de sitosterol: se transfera 1 ml de solutie
etalon de sitosterol in fiecare dintre cele doua eprubete de reactie si se elimind
dietil eterul sub flux de azot. Se adaugd 1 ml de solutie etalon intern si se elimina
dietil eterul sub flux de azot

2) Solutia cromatografica etalon de stigmasterol: se transfera 1 ml de
solutie etalon de stigmasterol in fiecare dintre cele doua eprubete de reactie si se
elimina dietil eterul sub flux de azot. Se adaugd 1 ml de solutie etalon intern si se
elimina dietil eterul sub flux de azot.

6. Prepararea substantelor nesaponificabile se efectueaza in felul urmator:
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1) Se topeste proba de unt la o temperatura de maximum 35 °C; se
amesteca cu grija.

Se cintareste, cu o precizie de 1 mg, aproximativ 1 g de unt (W,) sau de
unt concentrat (W,) intr-un balon de 150 ml. Se adauga 50 ml de etanol si 10 ml
de solutie de hidroxid de potasiu. Se adapteaza refrigeratorul cu reflux si se
aduce la aproximativ 75 °C timp de 30 de minute. Se deconecteaza refrigeratorul
si se lasa balonul sa se raceasca la temperatura camerei.

2) Se adauga 1,0 ml de solutie etalon intern in balon in cazul in care se
determina sitosterolul sau in cazul in care se determina stigmasterolul. Se
amesteca bine. Se transfera cantitativ continutul balonului intr-o conducta de
decantare de 500 ml, se spalda balonul cu 50 ml de apa, apoi cu 250 ml de eter
dietilic. Se agitd puternic conducta de decantare timp de 2 minute si se lasa
fazele sd se separe. Se elimind faza apoasa inferioara si se spald faza eterica
agitindu-se 4 parti alicote succesive de 100 ml apa.

Pentru a evita formarea unei emulsii, este neaparat necesar ca primele
doua spaldri cu apd sa se efectueze usor (10 rotatii). Pentru a treia spalare, se
poate agita mai puternic timp de 30 de secunde. In cazul in care se formeazi o
emulsie, aceasta poate fi eliminati prin adiugarea a 5 pini la 10 ml de etanol. In
cazul in care se adaugd etanol, este absolut necesar sd se efectueze inca doua
spalari puternice cu apa.

3) Se trece faza eterica limpede si desaponificata pe o coloana de sticla
care contine 30 g de sulfat de sodiu anhidru. Se colecteaza eterul intr-un balon de
250 ml. Se adauga bile antiproiectie si se evapora pind la uscare aproape
completa intr-0 baie de apa sau intr-o izoterma, colectindu-se solventii care
trebuie eliminati.

In cazul in care anumite parti din probd se evapori in uscat la o
temperatura prea ridicata, este posibil sa se piarda cantitati de sterol.

7. Prepararea trimetil-silil-eterilor se efectueaza in felul urmator:

1) Se transfera solutia de eter ramasa in balon intr-o eprubeta de reactic de
2 ml cu ajutorul a 2 ml de dietil eter si se elimina eterul sub flux de azot. Se spala
balonul cu doua parti alicote suplimentare de 2 ml de eter dietilic, transferindu-se
continutul 1n eprubeta si eliminindu-se eterul de fiecare data sub flux de azot.

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

Sililarea trebuie efectuatd intr-un mediu anhidru. Sililarea incompleta a
betulinei se recunoaste prin obtinerea unui al doilea virf apropiat de cel al
betulinei.

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

8. Pentru analiza prin cromatografie cu gaz se instaleaza cromatograful cu
gaz conform instructiunilor producatorului.

Conditiile pentru procedura sint:

1) temperatura coloanei: 265 °C;

2) temperatura injectorului: 265 °C;

3) temperatura detectorului: 300 °C;

4) debitul gazului vector: 0,6 ml/min;

5) presiunea hidrogenului: 84 kPa;

6) presiunea aerului: 155 kPa;

7) fractionarea probei: de la 10:1 la 50:1; raportul de fractionare trebuie
optimizat n functie de instructiunile producatorului si de liniaritatea raspunsului
detectorului si validat ulterior in functie de intervalele de concentratii luate in
considerare.

Camera de vaporizare trebuie curatata dupa fiecare utilizare sau
saptaminal, in cazul in care nu a fost folosita;

8) cantitatea de substanta injectata: 1 ul de solutie TMSE.

Se lasa sistemul sa se echilibreze si se obtine un raspuns stabil inainte de a
se efectua vreo analiza.

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

a) virful sitosterolului trebuie sa prezinte o rezolutie suficienta fata de
lanosterol

b) timpii relativi de retentie ai sterolilor de mai jos trebuie sa fie de
aproximativ:

colesterol: 1,0;

stigmasterol: 1,3;

sitosterol: 1,5;

betulina: 2,5;

c) timpul de retentie al betulinei trebuie sa fie de aproximativ 24 de
minute.

9. Injectarea solutiei de proba se efectueaza in felul urmator:

Se injecteaza 1 ul de solutie etalon sililata (stigmasterol sau sitosterol) si
se ajusteaza parametrii de calibrare ai integratorului.

Se injecteaza din nou 1 pl de solutie etalon sililata pentru a se determina
coeficientul de raspuns fata de betulina.

Se injecteaza 1 ul de solutie de proba sililatd si se masoara suprafata
virfurilor. Fiecare serie de probe trebuie precedata si urmatda de o injectare de
solutie etalon.

In general, injectarea solutiei de probd se poate efectua dupa o serie de
sase probe.
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Integrarea virfului sitosterolului trebuie sa inglobeze suprafata virfului
22- dihidro-B-sitosterolului (stigmastanol) care apare imediat dupa sitosterol in
momentul evaluarii sitosterolului total.

10. Calcularea rezultatelor se efectucaza in felul urmator:

Se determina suprafata virfurilor sterolului si a virfurilor betulinei in cele
doua etaloane, la inceputul si la finalul fiecarei serii, si se calculeaza R;:

R; — (suprafata medie a virfului sterolului in etalon)/(suprafata medie a
virfului betulinei in etalon)

Se determina suprafata virfului de sterol (stigmasterol sau sitosterol) si a
virfului betulinei in proba si se calculeaza Ry:

R, — (suprafata virfului sterolului in proba)/(suprafata virfului betulinei in
probd)

W; — continutul de sterol al etalonului (mg) din 1 ml de solutie etalon;

W, _ masa probei (g);

P — puritatea sterolului etalon.

Continutul de sterol din proba (mg/kg) =[(R2) / (R 1)] X [(W 1) [ (W )]
P x 10.

11. Precizia metodei rezulta din valorile pentru repetabilitate si
reproductibilitate:

1) Unt

a) Repetabilitate

Stigmasterol

Diferenta dintre rezultatele a doud determinari efectuate in cel mai scurt
interval de timp posibil de un operator care utilizeaza aceeasi aparatura pe
material de analiza identic nu trebuie sa depaseasca 19,3 mg/kg.

Sitosterol

Diferenta dintre rezultatele a doud determinari efectuate in cel mai scurt
interval de timp posibil de un operator care utilizeaza aceeasi aparatura pe
material de analiza identic nu trebuie sa depaseasca 23,0 mg/kg.

b) Reproductibilitate

Stigmasterol

Diferenta dintre rezultatele a doua determinari efectuate de operatori din
laboratoare diferite care utilizeazd aparatura diferita pe material de analiza
identic nu trebuie sa depaseasca 31,9 mg/kg.

Sitosterol

Diferenta dintre rezultatele a doua determinari efectuate de operatori din
laboratoare diferite care utilizeazd aparatura diferita pe material de analiza
identic nu trebuie sa depaseascd 8,7 % din valoarea medie a acestor determinari.

2) Unt concentrat

a) Repetabilitate

Stigmasterol

Diferenta dintre rezultatele a doud determinari efectuate in cel mai scurt
interval de timp posibil de un operator care utilizeaza aceeasi aparatura pe
material de analiza identic nu trebuie sa depaseasca 10,2 mg/kg.

\\172.17.20.4\Operatori\Tatiana\Doc_2016\Hotariri\Aprob_Metod_lapte.docx



40

Sitosterol

Diferenta dintre rezultatele a doua determinari efectuate in cel mai scurt
interval de timp posibil de un operator care utilizeaza aceeasi aparatura pe
material de analiza identic nu trebuie sa depaseasca 3,6 % din valoarea medie a
acestor determinari.

b) Reproductibilitate

Stigmasterol

Diferenta dintre rezultatele a doua determinari efectuate de operatori din
laboratoare diferite care utilizeaza aparaturd diferitd pe material de analiza
identic nu trebuie sa depaseasca 25,3 mg/kg.

Sitosterol

Diferenta dintre rezultatele a doud determinari efectuate de operatori din
laboratoare diferite care utilizeaza aparaturd diferitd pe material de analiza
identic nu trebuie sa depaseasca 8,9 % din valoarea medie a acestor determinari.

12. Pentru a verifica marcarea corecta a produsului, trebuie prelevate trei
probe din produsul studiat.

1) Unt

a) Stigmasterol

Rata de incorporare pentru stigmasterol este de 150 g de stigmasterol, cu o
puritate de cel putin 95 %, pe o tona de unt, respectiv 142,5 mg/kg, sau de 170 g
de stigmasterol, cu o puritate de cel putin 85 %, pe o tond de unt, respectiv
1445 mg/kg.

Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului se
utilizeaza la verificarea ratei si a omogenitdtii de incorporare a marcatorilor, iar
cel mai slab rezultat se compara cu urmatoarele limite:

- 115,8 mg/kg (rata de incorporare minima de 95 % pentru stigmasterol
Ccu 0 puritate de 95 %);

- 117,7 mg/kg (rata de incorporare minima de 95 % pentru stigmasterol
Cu 0 puritate de 85 %);

- 80,1 mg/kg (rata de incorporare minima de 70 % pentru stigmasterol cu
0 puritate de 95 %);

- 81,5 mg/kg (ratd de Incorporare minima de 70 % pentru stigmasterol cu
0 puritate de 85 %).

Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizata
prin interpolare intre 115,8 mg/kg si 80,1 mg/kg sau intre 117,7 mg/kg
si 81,5 mg/kg.

b) Sitosterol

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

Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului se
folosesc pentru verificarea ratei si omogenitatii de Incorporare a marcatorilor, iar
cel mai slab rezultat se compara cu urmatoarele limite:

- 482,6 mg/kg (rata de incorporare minima de 95 % pentru sitosterol cu o
puritate de 90 %);
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- 347,6 mg/kg (rata de incorporare minima de 70 % pentru sitosterol cu o
puritate de 90 %).

Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizata
prin interpolare intre 482,6 mg/kg si 347,6 mg/Kkg.

2) Unt concentrat

a) Stigmasterol

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

Rezultatele pentru cele trei probe obtinute in urma analizei produsului se
utilizeaza la verificarea ratei si a omogenitatii de incorporare a marcatorilor, iar
cel mai slab rezultat se compara cu urmatoarele limite:

- 118,5 mg/kg (rata de incorporare minima de 95 % pentru stigmasterol
Cu 0 puritate de 95 %);

- 120,4 mg/kg (rata de incorporare minima de 95 % pentru stigmasterol
Cu 0 puritate de 85 %);

- 82,9 mg/kg (ratd de Incorporare minima de 70 % pentru stigmasterol cu
0 puritate de 95 %);

- 84,3 mg/kg (rata de incorporare minima de 70 % pentru stigmasterol cu
0 puritate de 85 %).

Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizata
prin interpolare intre 118,5 mg/kg si82,9 mg/kg sau intre 120,4 mg/kg
si 84,3 mg/kg.

b) Sitosterol

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

Rezultatele pentru cele trei probe obtinute Tn urma analizei produsului se
utilizeaza la verificarea ratei si a omogenitatii de incorporare a marcatorilor, iar
cel mai slab rezultat se compara cu urmatoarele limite:

- 480,9 mg/kg (rata de incorporare minima de 95 % pentru sitosterol cu o
puritate de 90 %);

- 345,9 mg/kg (rata de incorporare minima de 70 % pentru sitosterol cu o
puritate de 90 %).

Concentratia marcatorului din proba cu rezultatul cel mai slab este utilizata
prin interpolare intre 480,9 mg/kg si 345,9 mg/kg.
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Anexanr. 8
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Metoda de referintia pentru detectarea laptelui de vaca si a cazeinatului
in brinzeturile produse din lapte de oaie, lapte de capra sau lapte
de bivolita sau din amestecuri de lapte de oaie, capra si bivolita

1. Metoda implicad o procedura de detectare a laptelui de vaca si a cazeinei
in brinzeturile produse din lapte de oaie, lapte de capra, lapte de bivolita sau din
amestecuri de lapte de oaie, capra si bivolitd prin focalizarea izoelectrica
a y-cazeinelor dupa plasminoliza.

2. Aceasta metoda poate fi folosita pentru detectarea sensibild si specifica
a laptelui de vaca natural si tratat termic si a cazeinatului in brinzeturile
proaspete si maturate produse din lapte de oaie, lapte de caprd, lapte de bivolita
sau din amestecuri de lapte de oaie, capra si bivolitd. Nu poate fi folosita pentru
detectarea falsificarii laptelui si a brinzei cu concentrate de proteine de zer de
bovine tratate termic.

3. Principiul metodei consta in:

1) izolarea cazeinei din brinza si din probele de referinta;

2) dizolvarea cazeinelor izolate si tratarea acestora prin clivare plasminica;

3) focalizarea izoelectrica a cazeinelor tratate cu plasmind in prezenta ureii
si colorarea proteinelor;

4) evaluarea benzilor colorate de y,- si yz-cazeind (dovezi ale prezentei
laptelui de vacd) prin compararea benzilor obtinute din proba cu benzile obtinute
pe acelasi gel din probele de referinta continind 0 % si 1 % lapte de vaca.

4.1n afara cazurilor in care se precizeazi altceva, produsele chimice
utilizate trebuie sa fie de puritate analiticd. Apa folosita trebuie sa fie dublu-
distilata sau de o puritate echivalenta.

Urmatoarele detalii se aplicd gelurilor de poliacrilamide cu continut de
uree preparate in laborator, cu dimensiunile de 265 x 125 x 0,25 mm. In cazul in
care se folosesc geluri de alte dimensiuni sau tipuri, poate fi necesara
modificarea conditiilor de separare.

Focalizarea izoelectrica

1) Reactivi pentru producerea gelurilor de poliacrilamide cu continut de
uree

a) Solutie ,,stock” de gel

Se dizolva 1n apa:

4,85 g acrilamida,

0,15 g N, N'-metilen-bis-acrilamida (BIS);

48,05 g uree;

15,00 g glicerol (87 % m/m);
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si se completeaza cu apa pina la 100 ml, apoi se pastreaza produsul obtinut
in refrigerator, intr-un recipient de sticla de culoare maro.

In locul cantitatilor fixe de acrilamide neurotoxice mentionate mai sus se
poate folosi o solutie de acrilamida/BIS prefabricatd disponibild in comert. in
cazul 1n care o asemenea solutie contine 30 % m/v acrilamida si 0,8 % m/v BIS,
cantitatile de acrilamida si BIS din preparatul de mai sus se inlocuiesc cu 16,2 ml
de solutie. Termenul de valabilitate a solutiei ,,stock” este de maximum 10 zile;
in cazul 1n care conductibilitatea acesteia este mai mare de 5 uS, se deionizeaza
substanta prin agitare cu 2 g Amberlite MB-3 timp de 30 de minute, ulterior se
filtreaza printr-o membrana de 0,45 pm.

b) Solutia de gel

Se prepard o solutie de gel amestecind aditivii si amfolitii cu solutia
,»stock” de gel:

9,0 ml solutie ,,stock”;

24 mg B-alaning;

500 pl amfolit pH 3,5-9,5;

250 pl amfolit pH 5-7,

250 pl amfolit pH 6-8.

Se amesteca solutia de gel si se degazeifica timp de doud sau trei minute
intr-o baie ultrasonica sau sub vid.

Solutia de gel se prepard imediat inainte de a o turna (punctul 6
subpunctul 2)).

¢) Solutii catalizator

N, N, N' N' — tetrametiletilendiamina (Temed)

40 % m/v persulfat de amoniu (PER):

Se dizolva 800 mg PER 1in apa si se completeaza cu apa pina la 2 ml.

A se folosi intotdeauna solutie PER proaspat preparata.

2) Fluid de contact — kerosen sau parafina lichida

3) Solutie anodica

Se dizolva in apa 5,77 g acid fosforic (85 % m/m) si se dilueaza pina la
100 ml.

4) Solutie catodica

Se dizolva in apa 2,00 g hidroxid de sodiu si se dilueaza pina la 100 ml.

Prepararea probei

5) Reactivi pentru izolarea proteinelor

a) Se dilueaza acid acetic (25,0 ml acid acetic cristalizabil completat cu
apa pina la 100 ml)

b) Diclorometan

C) Acetona

6) Solutie tampon de dizolvare a proteinelor

Se dizolva 1n apa:

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

24,03 g uree;

250 mg ditiotreitol;
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si se completeaza cu apa pina la 50 ml.

Se pastreaza substanta in refrigerator, termen de valabilitate: maximum o
saptamina.

7) Reactivi pentru clivarea plasminica a cazeinelor

a) Solutie tampon de carbonat de amoniu

Se titreaza pina la pH 8 o solutie de hidrogencarbonat de amoniu 0,2 mol/Il
(1,58 9/100 ml apa) continind acid etilendiaminotetraacetic 0,05 mol/l (EDTA,
1,46 g/100 ml) cu o solutie de carbonat de amoniu 0,2 mol/l (1,92 g/100 ml apa)
continind 0,05 mol/l EDTA.

b) Plasmina bovina, cu activitate de minimum 5 U/ml

¢) Solutie de acid g-aminocaproic pentru inhibarea enzimelor

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

8) Standarde

a) Amestecuri de lapte inchegat de oaie si capra cu continutul de 0 %,
respectiv 1 % lapte de vaca.

b) Prepararea probelor de referintd provizorii de laborator din lapte de
bivolita inchegat continind 0 % si 1 % lapte de vaca.

Laptele degresat se prepard prin centrifugarea laptelui crud de bivolita sau
de vaca in vrac la 37 °C (2 500 g, timp de 20 de minute). Dupa racirea rapida a
tubului si a continutului la 6-8 °C, stratul superior de grasime se indeparteaza in
totalitate. Pentru prepararea probei etalon 1 % se adauga 5,00 ml de lapte de vaca
degresat la 495 ml lapte de bivolita degresat intr-un vas de 1 1, se ajusteaza pH-ul
la 6,4 prin adaugarea de acid lactic diluat (10 % m/v). Se ajusteaza temperatura
la 35 °C si se adauga 100 ul de cheag de vitel, se amesteca timp de 1 minut, apoi
se acoperd vasul cu o folie de aluminiu si se lasa la 35 °C timp de 1 ora pentru a
se putea forma coagulul. Dupa formarea acestuia, laptele inchegat este liofilizat
in intregime fara omogenizare prealabilda si1 fard a se extrage zerul. Dupa
liofilizare, produsul se zdrobeste pina se obtine o pulbere find omogena. Pentru
prepararea probei etalon 0%, se urmeaza aceeasi procedura folosind lapte
degresat de bivolita veritabil. Probele trebuie pastrate la —20 °C.

Inaintea prepardrii probelor etalon, se recomandi verificarea puritatii
laptelui de bivolitd prin focalizarea izoelectrica a cazeinelor tratate cu plasmina.

Reactivi pentru colorarea proteinelor

9) Fixativ

Se dizolva in apa 150 g acid tricloroacetic si se completeaza cu apa pina la
1 000 ml.

10) Solutie pentru decolorare

Se dilueaza in apa distilata pina la 2 000 ml 500 ml metanol si 200 ml acid
acetic cristalizabil.

Se preparda zilnic o solutie proaspatd de decolorare; solutia poate fi
preparatd prin amestecarea de volume egale de solutii ,,stock” metanol 50 %
(v/v) si acid acetic cristalizabil 20 % (v/v).

11) Solutii pentru colorare
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a) Solutie pentru colorare (solutie ,,stock” 1)

Se dizolva 3,0 g Albastru Briliant de Coomassie G-250 in 1000 ml
metanol 90 % (v/v) folosind un agitator magnetic (timp de aproximativ
45 minute), apoi se filtreaza prin doua filtre pliate de viteza medie.

b) Solutie pentru colorare (solutie ,,stock” 2)

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

¢) Solutie pentru colorare (solutie de lucru)

Se amesteca 125 ml din fiecare solutie ,,stock” imediat inainte de colorare.

Se recomanda prepararea solutiei de colorare 1n ziua folosirii acesteia.

5. Aparaturd de laborator:

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

2) Foaie sustinatoare de gel (265 x 125 mm)

3) Foaie de acoperire (280 x 125 mm). Se lipeste o bucatd de banda
adeziva (280 x 6 x0,25 mm) pe fiecare laturad lunga (figura 1).

Banda adeziva pentru spatiere

025mm y / | 7 ) —
,r ) S T A‘,‘ ,./
1 ; : / &£
Foaie de poliester &
N
6 mm
i —————— NOES—— : i, p
4 ————— — ¥
A E— 280 mm »~/

Figura 1. Schita foii de acoperire

4) Cuva de electrofocalizare cu placa de racire cu unitate de alimentare
electrica adecvata (> 2,5 kV) sau cu aparat automat de electroforeza

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

6) Centrifuga ajustabila la 3 000 g

7) Benzi de electrozi (lungime > 265 mm)

8) Sticle picuratoare de plastic pentru solutiile anodice si catodice

9) Aplicatoare de probe (10 x 5 mm, viscoza sau hirtie de filtru cu absorbtie
redusa a proteinelor)

10) Foarfeci, scalpele si pensete din otel inoxidabil

11) Cuve din otel inoxidabil pentru colorare si decolorare

12) Omogenizator ajustabil cu tija (diametrul tijei 10 mm), viteza de rotatie
8 000-20 000 rpm

13) Agitator magnetic

14) Baie ultrasonica

15) Aparat de sudura a foliilor
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16) Micropipete de 25 ul

17) Concentrator sub vid sau liofilizator

18) Baic de apa cu agitator, controlatd termostatic si ajustabild la
355140+£1°C

19) Echipament de densitometrie cu citire la A = 634 nm.

6. Procedura de detectare a laptelui de vaca si a cazeinei in brinzeturile
produse din lapte de oaie, lapte de capra, lapte de bivolita sau din amestecuri de
lapte de oaie, capra si bivolita are loc in felul urmator:

1) Prepararea probei

a) lzolarea cazeinelor

Se cintareste intr-un tub de centrifuga de 100 ml echivalentul a 5 g materie
uscata de brinza sau proba de referintd, se adauga 60 ml apa distilatd si se
omogenizeazad cu un omogenizator cu tija (8 000-10 000 rpm). Se ajusteaza la un
pH de 4,6 cu o solutie de acid acetic diluat si se pune in centrifugd (5 minute,
3000 g). Se decanteaza grasimea si zerul, se omogenizeazd reziduul la
20 000 rpm in 40 ml apa distilata ajustatd la un pH de 4,5 cu solutie de acid
acetic diluat, se adauga 20 ml diclorometan, se omogenizeaza din nou si se pune
in centrifuga (5 min., 3 000 g). Se indeparteaza cu o spatuld stratul de cazeina
care se afla intre faza apoasa si cea organica (figura 2) si se elimind ambele faze.
Se reomogenizeaza cazeina in 40 ml apa distilata si in 20 ml diclorometan, apoi
se pune in centrifugd. Se repetd procedura pina cind ambele faze extrase sint
incolore (de doua sau trei ori). Se omogenizeaza reziduul de proteina cu 50 ml
acetona si se filtreaza printr-0 hirtie de filtru pliata de viteza medie. Se spala de
fiecare data reziduul de pe filtru cu cite doud portii separate de 25 ml acetona si
se lasd sa se usuce n aer sau sub jet de azot, apoi se transforma in pulbere intr-un
mojar.

Faza Hz0

7 o
777/ Cazeina

Faza CH:Cl:

Figura 2. Strat de cazeind plutind dupd centrifugare intre faza apoasd si faza organicd

Cazeina izolata uscata trebuie pastrata la —20 °C.

b) Clivarea plasminica al 3-cazeinelor pentru intensificarea y-cazeinelor

Se prepara 0 suspensie de 25 mg cazeine izolate (subpunctul 1) din
prezentul punct) in 0,5 ml solutie tampon de carbonat de amoniu si se
omogenizeazd timp de 20 minute folosind, de exemplu, tratamentul ultrasonic.
Se incdlzeste la 40 °C si se adauga 10 pl plasmina, apoi se amestecd si se
incubeaza timp de o ora la 40 °C, agitind continuu. Pentru a inhiba enzimele se
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adauga 20 pl solutie de acid e-aminocaproic, apoi se adauga 200 mg uree solida
si 2 mg ditiotreitol.

Pentru a obtine o simetrie mai mare a benzilor cazeinice focalizate, se
recomandd liofilizarea solutiei dupa adaugarea acidului &-aminocaproic si
dizolvarea reziduurilor in 0,5 ml solutie tampon pentru dizolvarea proteinelor.

2) Prepararea gelurilor poliacrilamide care contin uree

Cu ajutorul citorva picaturi de apa se intinde foaia sustinatoare de gel pe o
placa de sticla, indepartindu-se surplusul de apa cu un servetel. Se intinde in mod
similar foaia de acoperire cu spatiatoare (0,25 mm) pe o alta placa de sticla. Se
aseaza placa orizontal pe masa reglabila.

Se adauga 10 ul Temed la solutia de gel degazeificata pregatita, se amesteca
si se adauga 10 ul solutie PER, se amestecad bine si se toarna imediat amestecul
intr-un strat egal pe centrul foii de acoperire. Se pune o margine a placii
sustinatoare de gel (cu fata foii indreptatd in jos) pe placa de acoperire si se
coboara Incet, astfel incit intre foi sd se formeze un strat subtire de gel care sa se
intinda uniform si fara bule (figura 3). Se coboara cu grija pina la capat placa
sustinatoare de gel, folosind o spatuld subtire, apoi se agseaza inca trei placi de
sticla deasupra, pentru a actiona ca greutate. Dupd incheierea polimerizarii
(aproximativ 60 minute), se transferd gelul polimerizat impreund cu foaia de
acoperire pe foaia sustinatoare de gel, inclinind placile de sticla. Se curata cu
grija spatele foii sustindtoare de gel pentru a elimina reziduurile de gel si de uree.
Se sudeaza marginile ,,sandvisului” de gel, astfel incit sa se obtind un tub si se
pastreaza in refrigerator (timp de maximum sase saptamini).

— N

i

J Ir’ —_ s
/ [} ~{

Figura 3. Tehnica de pliere pentru obtinerea straturilor foarte fine de geluri poliacrilamide

a — banda adeziva pentru spatiere (0,25 mm);

b — foaie de acoperire;

C, e —placi de sticla;

d — solutie de gel;

f — foaie sustinatoare de gel

Foaia de acoperire si spatiatoarele pot fi refolosite. Gelul de poliacrilamida
poate fi tdiat la dimensiuni mai mici, actiune care este recomandata in cazul in
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care exista putine probe sau in cazul in care se foloseste un aparat automat de
electroforeza (doua geluri format 4,5 x 5 cm).
3) Focalizarea izoelectrica

Se regleaza termostatul de racire la 12 °C. Se sterge cu kerosen spatele foii
sustinatoare de gel, apoi se picura citeva picaturi de kerosen pe centrul blocului
de racire. Se ruleaza apoi pe el ,,sandvisul” de gel, cu partea sustinatoare de gel
indreptata in jos, avind grija sa se evite formarea bulelor. Se sterge excesul de
kerosen si se indeparteaza foaia de acoperire. Se Tmbiba benzile de electrozi in
solutiile electrolitice, se taie dupd lungimea gelului si se plaseaza in pozitia
prevazuta (distanta dintre electrozi de 9,5 cm).

Conditii pentru focalizarea izoelectrica:

Dimensiunile gelului 265 x 125 x 0,25 mm

Etapa Timp Tensiune Intensitate Putere Volti
(min.) (V) (mA) (W) ori
(Vh)
1. Prefocalizare 30 maximum 2 500 | maximum 15 | constant 4 c. 300
2. Focalizarea 60 maximum 2 500 | maximum 15 | constant4 | c. 1000
probei ()
3. Focalizarea 60 maximum 2 500 | maximum5 | maximum 20 | ¢. 3 000
finala 40 | maximum 2500 | maximum 6 | maximum 20 | c. 3 000
30 maximum 2 500 | maximum 7 | maximum 25 | ¢. 3 000

() Aplicarea probei: Dupa prefocalizare (etapa 1) se picura 18 ul din proba si din
solutiile standard pe aplicatorii probei (10 X 5 mm), se plaseaza aplicatorii pe gel la
distanta de 1 mm unul de celalalt si la 5 mm longitudinal fata de anod si se apasa usor.
Procedura de focalizare se finalizeaza in conditiile specificate mai sus, indepartind cu

grija aplicatorii probei dupa 60 de minute de focalizare a probei.

In cazul in care se modifica grosimea sau latimea gelurilor, atunci
intensitatea si puterea curentului trebuie ajustate in consecinta.
4) Colorarea proteinelor
a) Fixarea proteinelor
Se indeparteazad benzile de electrozi imediat dupa stingerea aparatului si se
plaseaza imediat gelul intr-o cuva de colorare/decolorare umplutda cu 200 ml
fixativ; se lasd acolo timp de 15 minute, agitind incontinuu.
b) Spalarea si colorarea placii de gel
Se scurge cu grija fixativul si se spald placa de gel de doua ori, timp de cite
30 de secunde, cu 100 ml solutie decoloranta. Se decanteaza solutia decoloranta
si se umple cuva cu 250 ml solutie coloranta; se lasa 45 de minute sa se coloreze,
agitindu-se usor cuva.
c) Decolorarea placii de gel
Se decanteaza solutia coloranta, se spala placa de gel de doua ori, cu cite
100 ml solutie decoloranta, apoi se agitd timp de 15 minute cu 200 ml solutie
decoloranta si se repetad pasul de decolorare de cel putin doua-trei ori, pina cind
fundul vasului este curatat si incolor. Se clateste apoi cu apa distilata placa de gel
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(2x2 minute) si se usuca la aer (2-3 ore) sau cu un uscator de par
(10-15 minute).

Fixarea, spalarea, colorarea si decolorarea se efectueaza la 20 °C. A nu se
folosi temperaturi ridicate.

In cazul in care se preferd colorarea mai sensibild cu argint, probele de
cazeina tratate cu plasmina trebuie diluate la 5 mg/ml.

7. Evaluarea este efectuata prin compararea benzilor de proteine ale probei
necunoscute cu probele de referintd efectuate pe acelasi gel. Detectarea laptelui
de vaca n brinzeturile din lapte de oaie, lapte de capra si lapte de bivolita si in
amestecurile de lapte de oaie, capra si bivolitd se face prin intermediul y3- $i v,-
cazeinelor, ale caror puncte izoelectrice se afla in intervalul pH 6,5-pH 7,5
(figurile 4a, 4b si1 5). Limita de detectie este mai mica de 0,5 %.

“Bl

*~§ﬁﬂvv~rmﬁ

I

v ol 7z 2] a3 Lolnslo]nsl7 %CM

Figura 4a. Focalizare izoelectrica a cazeinelor tratate cu plasmind din brinzd din lapte
de oaie si de capra care contine diferite cantititi de lapte de vaca

% CM = procentaj lapte de vaca,

C =vaca;
E = oaie;
G = capra.

Este ilustrata jumatatea de sus a gelului IEF.
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Figura 4b. Focalizare izoelectrici a cazeinelor tratate cu plasmina din brinzd din amestec
de lapte de oaie, caprd si bivoliti care contine diferite cantitati de lapte de vacd

% CM = procentaj lapte de vaca;
1 + = proba continind 1 % lapte de vaca si dopat cu cazeina purd de lapte de
vaca la mijlocul traiectului gelului.

C =vaca;
E = oaie;
G = capra;

B = bivolita.
Este ilustrata distanta separatoare totala a gelului IEF.
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Figura 5. Suprapunerea densitogramelor probelor etalon (STD) si a probelor de brinzd
preparate din amestec de lapte de oaie si de capra dupd focalizarea izoelectricd
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a, b — probe etalon continind O, respectiv 1 % lapte de vaca;
C-g — probe de brinza continind 0, 1, 2, 3 si 7 % lapte de vaca.

C —vaca;
E — oaie;
G — capra.

Jumatatea superioara a gelului IEF a fost scanata la A = 634 nm.

1) Estimare vizuala

Pentru evaluarea vizuald a cantitatii de lapte de vaca se recomanda ajustarea
concentratiilor probelor si a probelor etalon pentru a obtine acelasi nivel de
intensitate a y,- si ys-cazeinelor din laptele de ovine, caprine si/sau bivolite (a se
vedea ,,v2 E, G, B” s1,,y3 E, G, B” din figurile 4 a 14 b si din figura 5). Dupa
aceasta, nivelul de lapte de vaca (mai mic decit, egal cu sau mai mare de 1 %)
din proba necunoscuta poate fi estimat direct, prin compararea intensitatii ys- i
v2-cazeinelor din laptele de vaca (a se vedea ,,y3 C” si ,,y» C” din figurile 4 a, 4 b
si 5) cu cea a probelor de referintd de 0 % si 1 % (oaie, caprd) sau cu standardele
provizorii de laborator (bivolita).

2) Estimare densitometrica

In cazul in care este disponibila, se aplicd densitometria pentru determinarea
raportului dintre suprafata virfurilor y,- si ys-cazeinelor din laptele de vaca,
respectiv din laptele de oaie, caprd si/sau bivolita (figura 5). Aceasta valoare se
compara cu raportul dintre suprafata virfurilor y,- si ys-cazeinelor pentru proba
de referintd 1% (oaie, caprd) sau pentru standardul provizoriu de laborator
(bivolita), analizate pe acelasi gel.

Metoda functioneaza corespunzdtor in cazul in care se obtine un semnal
pozitiv clar pentru ambele cazeine bovine y,- si y3- din proba de referinta 1 %,
dar nu si din proba de referinta 0 %. Daca nu, procedura trebuie Tmbunatatita
respectindu-se cu exactitate detaliile metodei.

O proba este considerata pozitiva in cazul in care ambele cazeine bovine y,-
si y3- sau raportul suprafetei virfurilor corespunzator sint mai mari sau egale cu
nivelul din proba de referinta 1 %.
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Anexanr. 9
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Metoda de referinta pentru detectarea bacteriilor coliforme
din unt, lapte praf degresat, cazeina si cazeinati

1. Prepararea probelor se realizeaza in conformitate cu standardul SM SR
EN ISO 6887-5.

2. Detectarea bacteriilor coliforme se efectueazd in conformitate cu
standardul SM 1SO 4831.

Se inoculeaza probe de 1 g de unt sau de 0,1 g de lapte praf degresat sau
cazeind/cazeinati in mediul de cultura.

Se inoculeaza trei tuburi pentru fiecare proba.

3. In cazul in care cele 3 tuburi produc 3 rezultate negative, rezultatul este
,,conform”.

in cazul in care cele 3 tuburi produc 2 sau 3 rezultate pozitive, rezultatul
este ,,neconform”.

in cazul in care cele 3 tuburi produc 2 rezultate negative, analiza se repeti
(cu doua tuburi).

1) In cazul in care cele 2 rezultate sint negative, rezultatul este ,,conform”.

2)In cazul in care cel putin 1 rezultat este pozitiv, rezultatul este
,,neconform”.
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Anexa nr. 10
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Determinarea lactozei in furajele combinate

1. Metoda implica o procedura de determinare a lactozei in furajele
combinate.

2. Continutul de lactoza se defineste ca procent de masa determinat prin
procedura descrisa.

Continutul de lactozad anhidra se exprima in g per 100 g.

3. Furajul compus se reconstituie cu apa. Se adauga solutie ,,Biggs” la o
parte alicota cintaritd diluatd pentru precipitarea grasimii si a fractiunilor
componente ale proteinei furajului combinat. Proba este filtrata (sau centrifugata)
st filtratul (sau supernatantul) este injectat printr-o coloand HPLC de schimb de
cationi in forma de plumb folosind apa de calitate HPLC ca faza mobila. Lactoza
eluata este detectatd cu un refractometru ' diferential.

4. Se folosesc numai reactivi de calitate analitica recunoscuta, cu exceptia
cazurilor in care se precizeaza altceva, si apa de calitate HPLC degazata.

1) Lactoza

Monohidratatul de D-Lactoza [(C1oH»,)O11. H,O] poate prelua umezeala
suplimentara. Inainte de folosire, se misoara cantitatea reala de apa cu titratorul
Karl-Fisher sau se elimina umezeala suplimentara plasind lactoza intr-un cuptor
la 105°C, timp de 8 ore.

2) Solutie concentrata Biggs/Szijarto

Se dizolva 9,10 g dihidrat de acetat de zinc [Zn(CH;COO),.2H,0]
si 5,46 g de acid fosfotungstic monohidrat (H3[P(W3014)4.XH,0]) in aproximativ
70 ml cu apa de calitate HPLC 1intr-un balon cotat de 100 ml.

Se adauga 5,81 ml acid acetic glacial (CH;COOH). Se dilueaza pina la
nivelul de 100 ml cu apa de calitate HPLC si se amesteca. Solutia poate fi
depozitata la temperatura camerei pentru o perioada de 1 an.

3) Solutie diluata Biggs/Szijarto

Se dilueaza 25 ml de solutie concentrata Biggs/Szijarto cu apa pina la
nivelul de 500 ml folosind un balon cotat. Solutia poate fi depozitata la
temperatura camerei pentru o perioada de 1 luna.

4) Prepararea apei de calitate HPLC

Se filtreaza apa ultra purd folosind sistemul de filtrare cu vid. Pentru a
imbunatati performanta pompei si pentru a obtine o linie de baza stabila, se
degazifica zilnic faza mobila optind pentru una dintre tehnicile disponibile, cum
ar fi spalarea cu heliu, dezintegrarea, sistemul de degazificare in vid sau in linie.

Pentru a prelungi viata coloanei este esential ca procentul de bioxid de
carbon al eluantului sa fie cit mai mic posibil si sa fie Tmpiedicata o reabsorbtie.
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5. Aparatura obisnuita de laborator si, in special, urmatoarele:

1) Coloana de plastic pentru schimb ioni HPLC

Umplerea coloanei: copolimer polistiren-divinilbenzen cu legatura intre
catene 8 %, functionalizat cu grupuri de schimb de cationi in forma de plumb.

Dimensiunile coloanei: lungimea 300 mm, diametrul interior aproximativ
8 mm.

Este posibila si utilizarea altor diametre, cu conditia ca debitul sa fie reglat
in mod corespunzator.

2) Coloana de control

Coloana de control este o combinatie intre un schimbator de cationi
separat (H") si un schimbétor de anioni (COj3-), fiecare introdus in coloane de
aproximativ 30 mm x 4,6 mm (L x ID) si conectat in serie sau sub forma unui
strat combinat constind din AG 50W-X4, — 400 ochiuri de sitd (H") si AG3-
X4A, 200-400 ochiuri de sitd (OH-) in raportul de 35:65 (m/m) umplute manual
intr-o coloana de aproximativ 20 x 9 mm (L x ID).

3) Cuptorul de coloana

Cuptor capabil sa mentina o temperatura constantd de 85 °C = 1 °C.

4) Pompa de HPLC

Pompa capabila sa genereze un debit constant (fluctuatii < 0,5 %) la 0,2-
1,0 m/min.

5) Dispozitiv de injectare a HPLC

Autosonda capabila sa injecteze 25 pL si avind o repetabilitate < 0,5 %.

Ca solutie alternativa poate fi folosit un dispozitiv manual.

6) Detector de HPLC

Detector de index refractant de mare sensibilitate avind un zgomot
< 5.10”° RI unitti.

7) Integrator

Software sau un integrator dedicat pentru a realiza stringerea datelor,
procesarea si generarea suprafetei virfurilor si a inaltimilor virfurilor, care pot fi
transformate in concentratii de lactoza.

8) Unitate de purificare a apei

Sistem capabil sa furnizeze apa foarte pura avind 0 rezistivitate
>14 MQ.cm.

9) Unitate de filtrare a solventului

Sistem care asigura filtrarea apei folosind un filtru cu membrana filtranta
cu diametrul porilor de 0,45 pm.

Multe unitati de purificare a apei au o unitate de filtrare integrata de 0,45
sau de 0,2 um. Se poate renunta la o filtrare suplimentarda daca aceastd apa este
folosita direct.

10) Balanta analitica

Balanta avind un afisaj de 0,1 mg.

11) Baie de apa

Baie de apa capabila sa mentind o temperatura de 40 °C (£0,5).
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12) Centrifuga

Avind o capacitate de generare de cel putin 3 000 g pentru eprubete
Eppendorf sau echivalente sau pentru tipuri mai mari de eprubete.

13) Balon cotat de 50 mL

Capacitate de 50 mL, clasa A.

Pot fi folosite si baloane de alta capacitate tinind cont de factorul volum.

14) Balon cotat de 100 mL

Capacitate de 100 mL, clasa A.

15) Pipeta gradata

Pipeta gradata de 10 mL.

Ca solutie alternativa se poate folosi un picurdtor manual cu o capacitate
de 5 mL, adaugind un volum dublu de 5 mL de reactiv (punctul 4 subpunctul 3).

6. Este important ca laboratorul sa primeasca o proba prelevata conform
SM SR EN 707 care sa fie cu adevarat reprezentativa si care sa nu fi fost
deteriorata in timpul transportului sau pe durata depozitarii.

7. Solutia etalon de lactoza se prepard in felul urmator:

1) Etalonl

Se dizolva o cantitate cintarita exact (cu indicatii de 0,1 mg) de
aproximativ 50 mg monohidrat de lactoza intr-un balon cotat de 100 mL si se
completeaza cu apa pind la marca;.

2) Etalon2

Se dizolva o cantitate cintaritd exact (cu indicatii de 0,1 mg) de
aproximativ 100 mg monohidrat de lactoza intr-un balon cotat de 100 mL si se
completeaza cu apa pind la marca;.

Solutiile etalon pot fi depozitate pentru maximum 1 saptdmind, la
aproximativ 5 °C.

8. Proba pentru analiza se prepara in felul urmator:

1) Reconstituirea probei

Se cintaresc aproximativ 5 g de lapte praf intr-un balon de 50 mL si se
noteaza greutatea cu o precizie de 1 mg [Wy, (11)]. Se adauga 50 mL de apa si se
noteaza cresterea de greutate [W,, (11)] cu o precizie de 0,01 g. Se asaza balonul
inchis 1n baia de apa timp de 30 min. si se rastoarnd de citeva ori in aceasta
perioada. Apoi se lasd sa se raceasca la temperatura camerei.

2) Tratarea probei

Se ia aproximativ 1 g din aceasta solutie si se pune intr-un balon cotat de
50 mL, se noteaza greutatea cu o precizie de 1 mg [W3 (11)], se adauga 20 mL
de apa, dupa care se adauga 10 mL de reactiv diluat Biggs/Szijarto, completati cu
apa pina la marcaj. Balonul se rastoarna usor de 5 ori in timpul primelor 30 de
minute.

Dupa 1 ora, se ia o parte alicotd si se centrifugheaza la 3 000 g timp de
10 min. Se foloseste o cota alicota de supernatant pentru analiza HPLC.
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9. Determinarea HPLC se efectueaza in felul urmator:

1) Prepararea preliminara a HPLC

a) Instalarea coloanei si a precoloanei

Se intaleaza precoloana (punctul 5 subpunctul 2) in afara cuptorului de
coloana (punctul 5 subpunctul 3) si coloana (punctul 5 subpunctul 1) in cuptor.

In cazul in care cuptorul nu contine tevi pentru preincilzirea eluantului,
este necesar ca cluantul sa treacd prin aproximativ 15 cm de teava de otel
inoxidabil 1n cuptor, inainte de a intra in coloana (este absolut necesar ca eluantul
sa se fi incalzit inainte de a intra in coloana, altfel va avea loc o crestere a
suprafetei virfului).

b) Detectorul si fluxul initial

Pentru a obtine o linie de baza stabild, detectorul de HPLC se pune in
functiune cu cel putin 24 de ore inainte de a incepe analiza. Se stabileste
temperatura interioara a detectorului la 35 °C. Se stabileste debitul 1la 0,2 ml/min.
(punctul 5 subpunctul 4) pentru cel putin 20 min., in timp ce cuptorul de coloana
este reglat la temperatura camerei.

c) Cuptorul de coloana si debitul final

Se regleaza cuptorul de coloana la 85 °C. Cind se atinge aceastd
temperatura, se creste, dupa 30 de minute, treptat, debitul de la 0,2 ml/min. la
0,6 ml/min. (punctul 5 subpunctul 4). Se lasa sistemul sa ajunga in echilibru cu
acest debit s1 la 85 °C, timp de 2 ore sau pina se obtine o linie de baza stabila.

d) Integrarea

Se aleg cu grija parametrii de colectare a datelor si integrare (punctul 5
subpunctul 7), cum ar fi estimarea datelor, sensibilitatea, constanta de timp,
latimea virfului si pragul.

Timpul de retentie al lactozei este de aproximativ 11 minute.

Multe programe software de stringere de date (punctul 5 subpunctul 7)
permit o masurare usoara a numarului de placa teoretic. Se masoara numarul de
placa teoretic al etalonului 1 in mod normal si se Inlocuieste coloana (punctul 5
subpunctul 1) cind numarul de placad este cu 25 % mai mic decit cel al valorii
initiale a unei noi coloane.

e) Testarea coloanei de control

Se verifica regulat (cel putin o data la fiecare ciclu de analizd) capacitatea
coloanei de control de a elimina sarurile din proba prin injectarea a 25 plL. de
solutie 0,05 % de clorurad de sodiu. De fiecare data cind apar virfuri, coloana de
control trebuie schimbata.

2) Prelucrarea etaloanelor

Se injecteaza, la inceputul fiecarei serii de analize, 25 pL. (punctul 5
subpunctul 5) din etalonul 1 si apoi din etalonul 2. Aceastd operatiune se repeta
la fiecare 10-20 de probe si, de asemenea, la sfirsitul ciclului.

3) Prelucrarea probelor

Se injecteaza 25 pL. de supernatant (punctul 8 subpunctul 2) din proba.
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10. Calcularea si exprimarea rezultatelor are loc in felul urmator:

1) Calibrare

In mod normal, iniltimile virfurilor sint folosite pentru a calcula
rezultatele, totusi, daca semnalul contine prea mult zgomot, se poate folosi
suprafata virfului (cuantificarea in cazul indlfimii virfului este mai putin
influentata de virfurile componentelor in concentratie mica si care sint separate
in parte, dar nu suficient, de virful lactozei).

Cu ajutorul software-ului (punctul 5 subpunctul 7) trebuie sa se calculeze
o curba liniara de etalonare ce trece fortat prin origine. Se verifica curba pentru a
identifica posibila neliniaritate (neliniaritatea poate fi provocata de o greseala in
pregatirea etaloanelor 1 sau 2, de o integrare gresita si, mai pufin probabil, de o
functionare necorespunzatoare a injectorului).

Se folosesc ca date de introducere concentratiile de lactoza calculate in
mg/mL ale etaloanelor 1 i 2, cum ar fi lactoza fara apa.

Inclinarea (RF) a liniei de calibrare este definiti de raportul
suprafata/concentratie Tn mg/mL.

2) Probe

Rezultatul analizei este obtinut in g/100 g si este calculat folosind
software-ul (punctul 6 subpunctul 7) sau folosind urmatoarea formula:

_ Hx (W1+W3)x 50
© RFxW;xWj3

C x0,1,

unde:

C — concentratia lactozei in g/100 g lapte praf;

H — indl{imea virfului de lactoza al probei;

RF — factorul de rdspuns (sau inclinarea) curbei de calibrare in
mV/mg/mL;

W, — greutatea probei de lapte praf in g (punctul 8 subpunctul 1);

W, — greutatea apei adaugat in g la proba de lapte praf (punctul 8
subpunctul 1);

W; — greutatea probei din solutia reconstituita de lapte praf in g (punctul 8
subpunctul 2);

50 — volumul balonului cotat folosit in (punctul 8 subpunctul 2);

0,1 — conversia rezultatului in g/100 g.

11. Se poate ca valorile obtinute prin aceastd proba interlaboratoare sa nu
fie aplicabile la valorile si matricele de concentratie altele decit cele date.
Valorile pentru repetabilitate si reproductibilitate vor fi derivate din rezultatul
unei probe interlaboratoare realizate conform cu SM SR SO 5725-1.

1) Repetabilitate

Diferenta absoluta dintre rezultatele a doud probe individuale, obtinute
prin folosirea aceleiasi metode pe material de proba identic in acelasi laborator,
cu acelasi operator, folosind aceeasi aparatura, intr-un interval scurt de timp, nu
va depasi, In peste 5 % din cazuri, xxx (care va fi determinatd printr-o proba
realizata in comun).
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2) Reproductibilitate

Diferenta absoluta intre doud rezultate de probe individuale, obtinute
folosind aceeasi metoda, pe material de proba identic, in laboratoare diferite, cu
diferiti operatori, folosind aparatura diferitad, nu va depasi, in peste 5 % din
cazuri, 0,5 g/100 g (care va fi determinata printr-o proba realizata in comun).
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Anexanr. 11
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Detectarea zerului praf din laptele praf degresat destinat depozitarii
publice prin determinarea cromatografiei lichide de tnalta performanta
a cazeinomacropeptidelor (HPLC)

1. Aceasta metoda permite detectarea zerului inchegat din laptele praf
degresat destinat depozitarii publice prin determinarea cazeinomacropeptidelor.

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

3. Principiul metodei de detectare a zerului inchegat din laptele praf
degresat destinat depozitarii publice prin determinarea cazeinomacropeptidelor
consta in:

1) reconstituirea laptelui praf degresat, indepartarea grasimilor si
proteinelor cu acid tricloroacetic, urmata de centrifugare sau filtrare;

2) determinarea cantitatii de cazeinomacropeptide (CMP) din supranatant
prin cromatografie lichida de inalta performanta (HPLC);

3) evaluarea rezultatelor obtinute pentru probe fata de probe etalon formate
din lapte praf degresat cu sau fara adaugarea unui procent cunoscut de zer praf.

4, Toti reactivii utilizati trebuie sa fie de calitate analiticd recunoscuta.
Apa utilizata trebuie sa fie apd distilatd sau apa de o puritate cel putin
echivalenta.

1) Solutie de acid tricloroacetic

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

2) Solutie eluanta, pH 6,0

Se dizolva 1,74 g de fosfat dipotasic (K,HPO,), 12,37 g de fosfat
monopotasic (KH,PO,) si 21,41 g de sulfat de sodiu (Na,SO,) in aproximativ
700 ml de apa. In cazul in care este necesar, se ajusteaza cu ajutorul unei solutii
de acid fosforic sau hidroxid de potasiu pina la obtinerea unui pH de 6,0.

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

Compozitia eluantului poate fi actualizatda pentru a respecta certificatul
standardelor sau recomandarile producatorului de pe ambalajul coloanei.

Solutia eluanta se filtreaza inainte de folosire printr-o membrana filtranta
cu diametrul porilor de aproximativ 0,45 um.

3) Solvent de spalare

Se amesteca un volum de acetonitril (CH3CN) cu noua volume de apa.
Amestecul se filtreaza Tnainte de folosire printr-o membrana filtranta cu pori cu
diametrul de 0,45 pm.
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Se poate folosi orice alt solvent de spalare cu efect bactericid care nu
afecteaza eficienta rezolutiei coloanelor.

4) Probele etalon:

a) lapte praf degresat care indeplineste cerintele prezentei rezolutii
(respectiv [0]);

b) acelasi lapte praf degresat modificat cu 5 % (m/m) zer inchegat praf cu
compozitie standard (respectiv [5]).

5. Aparaturd de laborator:

1) balanta analitica;

2) centrifuga optionald cu o fortd de centrifugare de 2 200 g, prevazuta cu
tuburi astupate sau acoperite pentru centrifugare cu o capacitate de aproximativ
50 ml;

3) agitator mecanic;

4) agitator magnetic;

5) coloane de sticla cu diametrul de aproximativ 7 cm;

6) filtre de hirtie cu filtrare medie cu diametrul de aproximativ 12,5 cm;

7) dispozitiv de sticla pentru filtrare prevazut cu membrana filtrantda cu
diametrul porilor de aproximativ 0,45 pm;

8) pipete gradate de 10 ml sau un sistem prin care pot trece 10,0 ml in doua
minute;

9) sistem prin care pot trece 20,0 ml de apa la aproximativ 50°C;

10) baie termostat de apa, reglata la 25 + 0,5°C;

11) echipament pentru HPLC format din:

a) pompa;

b) injector, manual sau automat, cu o capacitate de 15-30 pl;

c) doud coloane TSK 2 000-SW in serie (lungime de 30 cm, diametru
intern de 0,75 cm) sau coloane echivalente si o precoloana (3 cm x 0,3 cm)
umplute cu I 125 sau cu un material cu eficienta echivalenta;

d) cuptor cu coloana termostat, reglat la 35 + 1°C;

e) detector UV cu lungime de unda variabila care permite realizarea de
masuratori la 205 nm cu o sensibilitate de 0,008 A;

f) integrator cu ajutorul caruia se poate realiza integrarea la linia de baza.

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

6. Probele se preleveaza conform procedurii descrise de standardul SM SR
EN ISO 707.

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

7. Procedura de detectare a zerului inchegat din laptele praf degresat
destinat depozitarii publice prin determinarea cazeinomacropeptidelor are loc in
felul urmator:
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1) Prepararea probei pentru analiza

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

2) Cantitatea analizata

Se cintaresc 2,000 = 0,001 g din proba analizata intr-un tub de centrifugare
sau intr-un balon astupat adecvat (50 ml).

3) Indepartarea grasimii si a proteinelor

a) Se adauga 20,0 ml de apa calda (50 °C) la cantitatea analizata. Se
dizolva laptele praf agitindu-se citeva minute cu ajutorul unui agitator mecanic.
Tubul se introduce in baia de apa si se lasa sa se echilibreze la 25 °C.

b) Se adauga 10,0 ml de solutie de acid tricloroacetic la aproximativ 25 °C
timp de doud minute, amestecindu-se puternic cu ajutorul unui agitator magnetic.
Tubul se introduce intr-o baie de apa si se lasa timp de 60 de minute.

C) Se centrifugheaza timp de 10 minute la 2 200 g sau se filtreaza printr-0
hirtie, eliminindu-se primii 5 ml de filtrat.

4) Determinarea cromatografica

a) Se injecteaza 15-30 ul de supernatant sau filtrat masurat cu precizie in
aparatul HPLC functionind la un debit de 1,0 ml de solutie eluanta pe minut.

Se poate folosi un alt debit in functie de diametrul intern al coloanelor
utilizate sau de instructiunile producdtorului coloanei.

Solutia eluantd se mentine la 85°C pe parcursul intregii analize
cromatografice pentru ca eluantul sa se mentina degazat si pentru a impiedica
dezvoltarea bacteriilor. Se poate recurge la orice masurd de precautie cu efect
similar.

Coloanele se clatesc cu apa la fiecare intrerupere. Solutia nu se lasa
niciodatd in coloane.

Inainte de orice intrerupere care dureaza mai mult de 24 de ore, coloanele
se clatesc cu apa si se spala cu solutie timp de cel putin trei ore la un debit de
0,2 ml pe minut.

b) Rezultatele analizei cromatografice a probei etalon [E] se obtin sub
forma unei cromatograme in care fiecare virf se identifica dupa timpul de retentie
RT dupa cum urmeaza:

Virful Il | Al doilea virf al cromatogramei cu un RT de aproximativ 12,5
minute

Virful I1I | Al treilea virf al cromatogramei, corespunzind CMP, cu un RT de
15,5 minute

Alegerea coloanei (coloanelor) poate afecta timpii de retentie ai fiecarui
virf, in mod considerabil.
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Integratorul calculeaza automat suprafata A a fiecarui virf,

Ay. |suprafata virfului II
Ay: | suprafata virfului 111

Este esential sd se examineze aspectul fiecarei cromatograme inainte de
realizarea interpretarii cantitative pentru a se detecta orice eventuale anomalii
datorate fie functiondrii necorespunzatoare a aparatului sau a coloanelor, fie
originii sau naturii probei analizate.

In cazul in care existd dubii, analiza se repeta.

5) Calibrare

a) Probelor etalon li se aplica exact procedura descrisa in subpunctele 2)-4)
din prezentul punct.

Se folosesc solutii proaspat preparate, intrucit CMP se degradeaza intr-un
mediu 8 % tricloroacetic. Pierderea este estimata la 0,2 % pe ora la 30 °C.

b) Inainte de determinarea cromatograficd a probelor, coloanele trebuie
condifionate prin injectarea repetatd a probei etalon in solutie (litera a) din
prezentul subpunct), pina cind suprafata virfului si timpul de retentie al acestuia
pentru CMP sint constante.

C) Se determind coeficientul de raspuns R prin injectarea aceluiagi volum
de filtrati (litera a) din prezentul subpunct) folosit si in probe.

8. Experimentarea rezultatelor se efectueaza in felul urmaétor:

1) Metoda de calcul si formule

a) Calcularea factorilor de raspuns R:

Virful 1l: R, =
100/(A[0])

unde:

Ry — coeficientii de raspuns pentru virfurile 11,

A\ [0] — suprafetele virfurilor II pentru proba etalon [0] obtinute la punctul
7 subpunctul 5) litera c).

Virful I11; R = WI(AL[5] -
Aul0])

unde:

Ry — coeficientul de raspuns pentru virful Il1;

A [0] si Apy [5] — suprafetele virfului III pentru probele etalon [0] si,
respectiv, [5] obtinute la punctul 7 subpunctul 5) litera c);

W — cantitatea de zer din proba etalon [5], respectiv 5.

b) Calcularea suprafetei relative a virfurilor probei [E]

SulE] = Ry x Ay[E]

SmlEl = Rin < An[E]

SwlE] = Riv x Aw[E]
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unde:

Si[E]l, Sw[E]l, Siv[E] — suprafetele relative ale virfurilor II, III si,
respectiv, IV din proba [E];

Ay [E]l, A [E] — suprafetele virfurilor II si, respectiv, IV din proba [E]
obtinute la punctul 7 subpunctul 4) litera b);

Ry, Ry — coeficientii de raspuns calculati la litera a) din prezentul
subpunct.

c) Calcularea timpului relativ de retentie al virfului Il pentru proba [E]:
RRT[E] = (RT\[ED)/(RTw[5]),

unde:

RRT),, [E] — timpul relativ de retentie al virfului Il pentru proba [E];

RT, [E] — timpul relativ de retentie al virfului III din proba [E] obtinut la
punctul 7 subpunctul 4) litera b);

RTy [5] — timpul relativ de retentie al virfului 111 din proba de control [5]
obtinut la punctul 7 subpunctul 5) litera c).

d) Exista o relatie liniard intre timpul relativ de retentie al virfului IlI,
respectiv RRT); [E] si procentul de zer praf de pina la 10 % adaugat:

- RRT,; [E] este < 1,000 in cazul in care continutul de zer este > 5 %;

- RRT; [E] este > 1,000 in cazul in care continutul de zer este < 5 %.

Nesiguranta permisa pentru valorile RRT), este de + 0,002.

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

2) Calcularea procentului de zer inchegat praf din proba:

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

unde:

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

Sii [E] — suprafata relativa a virfului III al probei analizate [E] obtinuta ca
la subpunctul 1) litera b) din prezentul punct;

1,3 — reprezintd suprafata medie relativa a virfului III exprimata in grame
de zer inchegat pe 100 g determinata pentru lapte praf degresat nemodificat cu
diferite origini. Aceasta valoare a fost obtinutd experimental;

Sii [0] — reprezinta suprafata relativa a virfului III egala cu Ry, x Ay [0].
Aceste valori au fost obtinute la subpunctul 1 litera a) din prezentul punct si,
respectiv, punctul 7 subpunctul 5) litera c);

(S [0] — 0,9) — reprezinta corectia care trebui adusa suprafetei relative 1,3
cind Sy, [0] nu are valoarea 0,9. In mod experimental, suprafata medie relativi a
virfului 111 al probei martor [0] este de 0,9.

3) Precizia metodei

a) Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doua determinari efectuate simultan sau in
cel mai scurt interval de timp posibil de acelasi operator care utilizeaza aceeasi
aparatura pe material de analiza identic nu trebuie sa depaseasca 0,2 % m/m.

\\172.17.20.4\Operatori\Tatiana\Doc_2016\Hotariri\Aprob_Metod_lapte.docx



64

b) Reproductibilitate

Diferenta dintre doud rezultate separate si independente, obtinute de doi
operatori care lucreaza in laboratoare diferite cu material de analizd identic nu
trebuie sa depaseasca 0,4 % m/m.

9. Se presupune ca zerul este absent in cazul in care suprafata relativa a
virfului 111, S, [E] exprimata in grame de zer inchegat pe o suta de grame de
produs este < 2,0 + (S;;[0] — 0,9), unde:

2,0 — valoarea maxima permisa a suprafetei relative a virfului 111 avindu-se
in vedere suprafata relativa a virfului III, respectiv 1,3, nesiguranta datorata
variatiillor compozitiei laptelui praf degresat si reproductibilitatea metodei
(punctul 8 subpunctul 3) litera b));

(Sin [0] —0,9) — corectia care trebuie adusa cind suprafata Sy, [0] nu este
0,9 (punctul 8 subpunctul 2).

In cazul in care suprafata relativa a virfului 111, S,[E] este > 2,0 + (S;,[0]
— 0,9) si suprafata relativa a virfului Il, S;[E] < 160, se determina continutul de
zer inchegat conform indicatiilor de la punctul 8 subpunctul 2).

In cazul in care suprafata relativa a virfului 111, S,[E] este > 2,0 + (S;,[0]
— 0,9) si suprafata relativa a virfului Il, S[E] < 160, se determina continutul total
de proteine (P%); apoi se examineaza graficele 1 si 2.

58}

48F

Variul Il

28F

18 .7

Continut total de proteine (%)
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58}

48}

3.8

Variul Il

28

18k~

08l2s_"

150
5

350 }

450 }

Varful Il

1) Linia continud reprezinta regresia liniara, ai carei coeficienti se
calculeaza prin metoda patratului celui mai mic.

Linia dreapta punctatd marcheaza limita superioard a suprafetei relative a
virfului III, cu probabilitatea ca aceasta sa nu fie depasita in 90 % din cazuri.

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

Sin=0,376 P % — 10,7 (graficul 1);

Sin=0,0123 S, [E] + 0,93 (graficul 2);

si, respectiv, unde:

S\ — suprafata relativa a virfului III calculata fie pe baza continutului total
de proteine, fie pe baza suprafetei relative a virfului S,[E];

P % — continutul total de proteine exprimat ca procent de masa;

Si[E] - suprafata relativdi pentru proba calculatd la punctul 8
subpunctul 1) litera b).

Diferenta (T, si T,) dintre suprafata relativa S,;[E] determinata si suprafata
relativa Sy se calculeaza dupa cum urmeaza: T, = Sy [E] — [(0,376 P % — 10,7) +
(Sml0] - 0,9)]T, = S[E] - [(0,0123 S, [E] + 0,93) + (Siu[0] — 0,9)].

2) In cazul in care T; si/sau T, au valoarea zero sau mai mica, nu se poate
determina prezenta zerului inchegat.

In cazul in care T; si T, au o valoare mai mare de zero, zerul inchegat este
prezent.

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

unde 0,91 este distanta pe axa verticala intre linia dreapta continua si linia
dreapta punctata.
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Anexanr. 12
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Determinarea substantelor solide din zer inchegat in laptele praf degresat si
in amestecurile ce contin lapte praf degresat si, dupa caz, grasime, vitamine,
saruri minerale, zaharoza, agenti anticoagulanti si/sau agenti fluidizanti si
alti agenti fluidizanti, in special antioxidanti si emulsificatori

1. Continutul de substante solide din zer inchegat reprezinta procentul de
masa determinat de continutul de cazeinomacropeptide prin procedura descrisa.

2. Continutul de cazeinomacropeptide se determind conform anexei nr. 11.
Probele pentru care se obtin rezultate pozitive se analizeaza pentru detectarea
cazeinomacropeptidelor A prin procedura de cromatografie lichidda de inalta
performanta in faza inversata (procedura HPLC). Ca solutie alternativa, probele
sint analizate direct prin procedura HPLC in faza inversd. Evaluarea rezultatelor
se face prin referire la probe etalon formate din lapte praf degresat care confin
sau nu contin un procent cunoscut de zer praf. Rezultatele mai mari de 1 %
(m/m) indicd prezenta substantelor solide din zer inchegat.

3. Toti reactivii utilizati trebuie sa fie de calitate analiticad recunoscuta.
Apa utilizata trebuie sa fie apa distilatd sau apa de o puritate cel putin
echivalentd. Acetonitrilul trebuie sa fie de calitate spectroscopicad sau de calitate
HPLC.

Reactivii necesari pentru aceastd procedura sint descrisi in anexa nr. 11 la
prezenta Metodologie.

Reactivi pentru HPLC 1n faza inversata.

1) Solutie de acid tricloroacetic

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

2) Eluantii A si B

Eluantul A: Se introduc intr-un balon cotat de 1 000 ml 150 ml acetonitril
(CH3CN), 20 ml izopropanol (CH;CHOHCHs) si 1,00 ml de acid trifloroacetic
(TFA, CF;COOH). Se completeaza cu apa pina la 1 000 ml.

Eluantul B: Se introduc intr-un balon cotat de 1 000 ml 550 ml acetonitril,
20 ml izopropanol si 1,00 ml TFA. Se completeaza cu apa pina la 1 000 ml.
Solutia eluanta se filtreaza inainte de folosire printr-o membrana filtrantd cu pori
cu diametrul de 0,45 um.

3) Conservarea coloanei

Dupa analize, coloana se clateste cu eluantul B (cu un gradient), iar apoi se
clateste cu acetonitril (cu un gradient timp de 30 de minute). Coloana se
pastreaza in acetonitril.
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4) Probele etalon

a) Lapte praf degresat care indeplineste cerintele pentru depozitare publica
(respectiv, [0]).

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

Cc) Acelasi lapte praf degresat modificat cu 50 % (m/m) zer inchegat praf
cu compozitie standard (respectiv [50]).

4. Aparatura necesarda pentru procedura descrisda este cea descrisd in
anexa nr. 11 la prezenta Metodologie;

1) balanta analitica;

2) centrifuga optionald cu o fortd de centrifugare de 2 200 g, prevazuta cu
tuburi astupate sau acoperite pentru centrifugare cu o capacitate de aproximativ
50 ml;

3) agitator mecanic;

4) agitator magnetic;

5) coloane de sticla cu diametrul de aproximativ 7 cm;

6) filtre de hirtie cu filtrare medie cu diametrul de aproximativ 12,5 cm;

7) dispozitiv de sticla pentru filtrare prevazut cu membrana filtranta cu
diametrul porilor de aproximativ 0,45 pm;

8) pipete gradate de 10 ml, sau un sistem prin care pot trece 10,0 ml in
doua minute;

9) sistem prin care pot trece 20,0 ml de apa la aproximativ 50°C;

10) baie termostat de apa, reglata la 25 + 0,5°C;

11) echipament pentru HPLC format din:

a) sistem binar de pompare reglabil;

b) injector, manual sau automat, cu o capacitate de 100 pl;

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

d) cuptor cu coloana termostat, reglat la 35 + 1 °C;

e) detector UV cu lungime de unda variabild care permite realizarea de
masurdtori la 210 nm (in cazul in care este necesar se poate folosi o lungime de
undi mai mare, de pini la 220 nm) cu o sensibilitate de 0,02 A;

f) integrator cu ajutorul caruia se poate realiza integrarea la linia de baza
comuna sau la linia de baza.

Se poate lucra cu coloana la temperatura camerei, cu conditia ca
temperatura sa nu varieze cu mai mult de 1°C; in caz contrar, se nregistreaza o
variatie mult prea mare a timpului de retentie al CMP 4.

5. Probele se preleveaza conform procedurii descrise de standardul SM SR
EN ISO 707.

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

6. Procedura de determinare a substantelor solide din zer inchegat in
laptele praf degresat si in amestecurile ce contin lapte praf degresat si, dupa caz,
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grasime, vitamine, saruri minerale, zaharoza, agenti anticoagulanti si/sau agenti
fluidizanti si alti agenti fluidizanti, in special antioxidanti si emulsificatori se
realizeaza in felul urmator:

1) Prepararea probei pentru analiza

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

2) Cantitatea analizata

Se cintaresc 2,00 £ 0,001 g din proba analizata intr-un tub de centrifugare
sau intr-un balon astupat adecvat (50 ml).

In cazul amestecurilor, se cintireste o anumitd cantitate din proba
analizata, astfel incit sa rezulte o cantitate de proba degresata de 2,00 g.

3) Indepirtarea grasimii si a proteinelor

a) Se adauga 20,0 ml de apa calda (50 °C) la cantitatea analizatd. Se
dizolva laptele praf agitindu-se cinci minute sau 30 de minute in cazul zarei
acide cu ajutorul unui agitator mecanic. Tubul se introduce in baia de apa si se
lasd sa se echilibreze la 25 °C.

b) Se adauga constant 10,0 ml de solutie de acid tricloroacetic la
aproximativ 25 °C timp de peste doud minute, amestecindu-se puternic cu
ajutorul unui agitator magnetic. Tubul se introduce intr-o baie de apa si se lasa
timp de 60 de minute.

c) Se centrifugheaza 2 200 g timp de 10 minute sau se filtreaza prin hirtie,
eliminindu-se primii 5 ml de filtrat.

4) Determinarea cromatografica

a) Se efectueaza analiza HPLC conform descrierii din anexanr. 11. In
cazul in care se obtine un rezultat negativ, proba analizata nu contine solide din
zer inchegat in cantitati detectabile. In cazul in care rezultatul este pozitiv, se
aplica procedura HPLC in faza inversata descrisd mai jos. Ca solutie alternativa,
se poate aplica direct metoda HPLC in faza inversata. Prezenta zarei acide praf
poate provoca aparitia unor rezultate fals pozitive folosind metoda descrisd in
anexanr. 11. Metoda HPLC in faza inversa exclude aceasta posibilitate.

b) Inainte de realizarea analizei HPLC in fazi inversi se optimizeazi
conditiile de gradient. Pentru sistemele reglabile cu un volum mort de
aproximativ 6 ml (volum de la punctul in care solventii se intilnesc pina la bucla
injectorului inclusiv) timpul de retentie de 26 =2 minute pentru CMP4 este
optim. Pentru sistemele reglabile cu un volum mort mai mic (de exemplu, 2 ml)
timpul optim de retentie este de 22 de minute.

Se recolteaza solutii de proba etalon cu si fara 50 % zer inchegat.

Se injecteaza 100 pl de supranatant sau de filtrat in sistemul HPLC care
functioneaza in conditiile de gradient de explorare din tabelul 1.
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Tabelul 1
Conditii de gradient de explorare
pentru optimizarea cromatografiei
Timp (min.) | Flux (ml/min.) % A % B Curba
Initial 1,0 90 10 *
27 1,0 60 40 lin
32 1,0 10 90 lin
37 1,0 10 90 lin
42 1,0 90 10 lin

Compararea celor doud cromatograme trebuie sd indice pozitia virfului
CMPa.

Cu ajutorul formulei de mai jos se poate calcula compozitia initiala a
solventului care se foloseste pentru gradientul normal % B = 10 — 2,5 + [13,5 +
(RTempa—26) /6] x30/27 % B =7,5+ (13,5 + (RTcmpa — 26) / 6) x 1,11,

unde:

RTcmpa— timpul de retentie al CMP4 la gradientul de explorare;

10 — % B initial al gradientului de explorare;

2,5 — % B 1n punctul de mijloc minus % B initial la gradientul normal;

13,5 — timpul corespunzator punctului de mijloc;

26 — timpul necesar de retentie pentru CMPa;

6 — raportul pantelor gradientilor de explorare si normal,

30 — % B initial minus % B la 27 minute la gradientul de explorare;

27 — timpul de rulare al gradientului de explorare.

C) Prelevarea solutiilor din probele analizate

Se injecteaza 100 ul de supernatant sau filtrat (subpunctul 3) litera c¢) din
prezentul punct), masurat cu precizie in aparatul HPLC functionind la un debit
de 1,0 ml de solutie eluanta pe minut.

Compozitia eluantului la inceputul analizei se obtine ca la punctul 6
subpunctul 4) litera b) din prezenta anexi. In mod normal este de aproximativ
A:B =76:24. Imediat dupa injectare se porneste un gradient liniar, rezultatul
fiind un procent al B cu 5 % mai mare peste 27 minute. Apoi se porneste un
gradient liniar, datoritd caruia, dupa cinci minute, compozitia eluantului este de
90 % B. Compozitia se mentine timp de cinci minute, dupa care compozitia se
modifici in cinci minute, ia un gradient liniar, ajungind la compozitia initiala. In
functie de volumul intern al sistemului de pompare, urmatoarea injectare se poate
face la 15 minute dupa ce se ajunge la conditiile initiale.

Timpul de retentie al CMPy trebuie sa fie de 26 =2 minute. Acesta se
poate obtine prin modificarea conditiilor initiale si finale ale primului gradient.
Cu toate acestea, diferenta la nivelul % B in conditiile inifiale si finale ale
primului gradient trebuie sd se mentina la 5 % B.

Eluantii trebuie degazati suficient si trebuie, de asemenea, sa se mentina
degazati. Acest lucru este esential pentru buna functionare a sistemului de
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pompare reglabil. Deviatia standard a timpului de retentic al virfului
CMP4 trebuie sa fie sub 0,1 minute (n = 10).

Dupa fiecare cinci probe se injecteaza proba de referinta si se foloseste
pentru calcularea noului coeficient de raspuns R (punctul 8 subpunctul 1).

d) Rezultatele analizei cromatografice a probei analizate (E) se obtin sub
forma unei cromatograme in care virful CMP, este identificat pe baza timpului
sau de retentie de aproximativ 26 minute.

Integratorul calculeaza automat inaltimea virfului H pentru virful CMPA.
Se verifica pozitia liniei de bazi in fiecare cromatograma. In cazul in care pozitia
liniei de baza este incorectd, analiza sau integrarea se repeta.

In cazul in care virful CMP, este suficient de bine separat de alte virfuri,
se foloseste alocarea liniei de baza tip bazd la baza sau, daca nu, se folosesc
perpendiculare trase pe o linie de baza comuna, care sd aiba punctul de plecare
linga virful CMPa. Se foloseste pentru etalon si pentru probe acelasi tip de
integrare si, in cazul liniei de baza comune, se verifica consistenta pentru probe
si etalon.

Este extrem de important sd se examineze aspectul fiecarei cromatograme
inainte de interpretarea cantitativd pentru a se detecta orice eventuale anomalii
datorate fie functionarii necorespunzatoare a aparatului sau a coloanelor, fie
originii sau naturii probei analizate. In cazul in care existi dubii, analiza se
repeta.

5) Calibrare

a) se aplica cu exactitate procedura descrisa la punctul 6 subpunctele 2)-4)
folosindu-se probele etalon. Se folosesc solutii proaspat preparate, intrucit CMP
se degradeaza intr-un mediu 8 % tricloroacetic la temperatura camerei. La 4 °C
solutia este stabila timp de 24 de ore. Pentru seriile lungi de analize este de
preferabil ca in injectorul automat sa se foloseasca o tava racita pentru probe.

Punctul 7 subpunctul 4) litera b) se poate omite in cazul in care se
cunoaste % B 1n conditiile initiale din analizele efectuate anterior.

b) Inainte de determinarea cromatografica a probei se injecteaza 100 ul din
proba etalon care nu contine zer inchegat [0].

Pe cromatograma nu trebuie sd apara un virf pentru timpul de retentie al
virfului CMP.

) Se determina coeficientul de raspuns R prin injectarea aceluiasi volum
de filtrate (litera a) din prezentul subpunct) folosit si in probe.

7. Exprimarea rezultatelor se efectueaza in felul urmator:

1) Metoda de calcul si formula

Calcularea coeficientului de raspuns R:

Virful CMPA: R = W/H,

unde:

R — coeficientul de raspuns al virfului CMPy;

H — inaltimea virfului CMPAg;

W — cantitatea de zer din proba etalon.

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

unde:

W(E) — procentul (m/m) de zer inchegat in proba (E);

R — coeficientul de raspuns al virfului CMP, (subpunctul 1);

H(E) — naltimea virfului CMP4, al probei (E).

In cazul in care W(E) este mai mare de 1 % si diferenta dintre timpul de
retentie si cel al probei etalon este mai mic de 0,2 minute, atunci sint prezente
substante solide din zer inchegat.

3) Precizia metodei

a) Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doua determinari efectuate simultan sau in
cel mai scurt interval de timp posibil de acelasi operator care utilizeaza aceeasi
aparatura pe material de analiza identic nu trebuie sa depaseasca 0,2 % m/m.

b) Reproductibilitate

Nedeterminata.

c) Liniaritate

De la 0 la 16 % zer inchegat se obtine o relatie de liniaritate cu un
coeficient de corelare > 0,99.
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Anexanr. 13
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Lapte praf degresat: determinarea cantitativa
a fosfatidilserinei si a fosfatidiletanolaminei

Metoda: HPLC in faza inversa.

1. Aceastda metoda descriec o procedurd de determinare cantitativd a
fosfatidilserinei (PS) si a fosfatidiletanolaminei (PE) din laptele praf degresat
(SMP) si este adecvatd pentru determinarea substantelor solide din zard din
SMP.

2. Continutul de PS + PE reprezintd fractiunea de masda a substantei
determinate prin procedura descrisa in prezenta anexa. Rezultatul se exprima in
miligrame de dipalmitoil fosfatidiletanolamina (PEDP) in 100 g praf.

3. Extragerea aminofosfolipidelor cu metanol din lapte praf reconstituit.
Determinarea PS si PE ca derivati ai o-ftaldialdehidei (OPA) prin HPLC in faza
inversd (RP) si prin detectare prin fluorescenta. Cuantificarea continutului de PS
si PE din proba analizatd prin referire la o proba etalon continind o cantitate
cunoscuta de PEDP.

4, Toti reactivii utilizati trebuie sa fie de calitate analiticad recunoscuta.
Apa utilizatda trebuie sa fie apa distilatd sau apa de o puritate cel putin
echivalentd, cu exceptia cazurilor in care se precizeaza altceva.

1) Material etalon: PEDP, cu o puritate de cel putin 99 %

Materialul etalon se depoziteaza la 18 °C.

2) Reactivi pentru prepararea probei etalon si a probei pentru analiza

a) Metanol de calitate HPLC

b) Cloroform de calitate HPLC

) Monoclorhidrat de triptamina

3) Reactivi pentru derivarea o-ftaldialdehidei

a) Hidroxid de sodiu, solutie de apa 12 M

b) Acid boric, solutie de apa 0,4 M ajustata cu hidroxid de sodiu pina la un
pH de 10,0

) 2-mercaptetanol

d) o-ftaldialdehida (OPA)

4) Solventi de eluare HPLC

a) La prepararea solventilor de eluare se folosesc reactivi de calitate HPLC

b) Apa de calitate HPLC

c) Metanol cu puritate fluorimetrica testata

d) Tetrahidrofuran

e) Fosfat monosodic

f) Acetat de sodium

g) Acid acetic
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5. Aparatura de laborator:

1) Balanta analiticd cu o capacitate de cintarire avind o precizie de 1 mg,
Cu 0 capacitate de citire de 0,1 mg

2) Pahare de laborator cu capacitate de 25 si 100 ml

3) Pipete cu o capacitate de 1 si 10 ml

4) Agitator magnetic

5) Pipete gradate cu o capacitate de 0,2, 0,5 si 5 ml

6) Baloane cotate cu capacitate de 10, 50 si 100 ml

7) Seringi cu capacitate de 20 si 100 pl

8) Baie ultrasonic

9) Centrifuga care poate opera la 27 000 x g

10) Fiole de sticla cu capacitate de aproximativ 5 ml

11) Cilindru gradat cu capacitate de 25 ml

12) Aparat de masurare a pH-ului cu o precizie de 0,1 unitati pH

13) Echipament HPLC

a) Sistem de pompare reglabil care poate functiona la 1,0 ml/min. la 200
bari

b) Aparat de prelevare automata de probe cu posibilitate de derivare

¢) Incilzitor de coloani care poate mentine coloana la o temperaturd de
30°C+1°C

d) Detector de fluorescentd care poate opera la o lungime de undad de
excitare de 330 nm si la o lungime de unda de emisie 440 nm

e) Integrator sau software de procesare de date care poate masura
suprafata virfului

f) Licrosfera — 100 coloana (250 x 4,6 mm) sau o coloana echivalenta
umpluta cu octadecilsilan (C 18) cu particule de 5 um

6. Prelevarea probelor se realizeaza conform standardului SM SR EN ISO
707.

7. Procedura de determinare cantitativa a fosfatidilserinei si a
fosfatidiletanolaminei din laptele praf degresat se realizeaza in felul urmator:

1) Prepararea solutiei etalon intern

a) Se cintaresc 30,0 £ 0,1 mg de monoclorhidrat de triptamind intr-un
balon cotat de 100 ml si se completeaza cu metanol pina la marcaj.

b) Se pipeteaza 1 ml din aceasta solutie intr-un balon cotat de 10 ml si se
completeaza cu metanol pina la marcaj pentru a se obtine o concentratie de
triptamind de 0,15 mM.

2) Prepararea solutiei din proba pentru analiza

a) Se cintaresc 1,000+ 0,001 g din proba de SMP intr-un pahar de
laborator de 25 ml. Se adauga cu o pipetd 10 ml de apa distilatd cu temperatura
de 40 °C £ 1 °C si se amesteca cu un agitator magnetic timp de 30 de minute
pentru a se dizolva toate cocoloasele.

b) Se pipeteaza 0,2 ml din laptele reconstituit intr-un balon cotat de 10 ml,
se adaugd 100 pl din solutia de triptamind de 0,15 mM cu ajutorul unei seringi si
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se completeaza la volum cu metanol. Se amesteca cu grija prin rasturnare si se
sonicheaza timp de 15 minute.

Cc) Se centrifugheaza la 27 000 g x g timp de 10 minute §i se colecteaza
supranatantul intr-o fiola de sticla.

Solutia proba se depoziteaza la 4 °C pina la finalizarea analizei HPLC.

3) Prepararea solutiei etalon extern

a) Se cintaresc 55,4 g de PEDP intr-un balon cotat de 50 ml si se adauga
aproximativ 25 ml de cloroform cu ajutorul unui cilindru gradat. Se incalzeste
balonul astupat la 50 °C + 1 °C si se amesteca cu atentie pina cind se dizolva
PEDP. Balonul se raceste la 20 °C si se completeaza la volum cu metanol si
amesteca prin rasturnare.

b) Se pipeteaza 1 ml din aceasta solutie intr-un balon cotat de 100 ml si se
completeaza la volum cu metanol. Se pipeteazd 1 ml din aceastd solutie intr-un
balon cotat de 10 ml si se adauga 100 pl de solutie de triptaminad de 0,15 mM
(subpunctul 1) din prezentul punct) si se completeazd la volum cu metanol. Se
amesteca prin rasturnare.

Solutia proba de referinta se depoziteaza la 4 °C pina la finalizarea analizei
HPLC.

4) Prepararea reactivului de derivare

Se cintaresc 25,0 £ 0,1 mg de OPA intr-un balon cotat de 10 ml si se
adauga 0,5 ml de metanol si se amesteca cu atentie pentru ca OPA si se dizolve.
Se completeaza pina la marcaj cu solutie de acid boric si se adauga 20 ul de
2-mercaptetanol cu o seringa.

Reactivul de derivare se depoziteaza la 4 °C intr-o fiola bruna, raminind
stabil timp de o saptamina.

5) Determinarea prin HPLC

a) Solventi de eluare

Solventul A: Solutie 0,3 mM de fosfat monosodic si 3 mM de solutie de
acetat de sodiu (ajustatd cu acid acetic la un pH de 6,5 +0,1):metanol:
tetrahidrofuran = 558:440:2 (v/viv).

Solventul B: metanol.

b) Gradient de eluare recomandat:

Timp (min.) Solventul A (%) | Solventul B (%) Debit (ml/min.)
Initial 40 60 0
0,1 40 60 0,1
5,0 40 60 0,1
6,0 40 60 1,0
6,5 40 60 1,0
9,0 36 64 1,0
10,0 20 80 1,0
11,5 16 84 1,0
12,0 16 84 1,0
16,0 10 90 1,0
19,0 0 100 1,0
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20,0 0 100 1,0
21,0 40 60 1,0
29,0 40 60 1,0
30,0 40 60 0

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

Temperatura coloanei: 30 °C.

¢) Volumul injectat: 50 ul reactiv de derivare si 50 pul solutie proba.

d) Echilibrarea coloanei

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

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

e) Se determina continutul de PS + PE din proba analizata.

f) Se realizeaza secventa de analize cromatografice lasindu-se un timp
constant intre seriile de analize pentru a se obtfine timpi de retinere constanti.
Solutia etalon extern se injecteaza la fiecare 5-10 solutii probda pentru a se
calcula coeficientul de raspuns

Coloana se curata prin clatire cu solvent B 100 % (litera a) din prezentul
subpunct) timp de cel putin 30 de minute la fiecare 20-25 de serii.

6) Modul de integrare

a) Virful PEDP

PEDP este eluat ca un singur virf (figura 1). Se determina suprafata
virfului prin integrare la linia de baza.

b) Virful triptaminei

Triptamina este eluata ca un singur virf (figura 1). Suprafata virfului se
determina prin integrare la linia de baza.

¢) Grupurile de virfuri ale PS si PE

In conditiile descrise (figura 1), PS elueazi sub forma a doud virfuri
principale partial fara rezolutie, precedate de un virf minor. PE eluecaza sub
forma a trei virfuri principale partial fara rezolutie. Se determina intreaga
suprafata a fiecarei aglomerari de virfuri, stabilindu-se linia de bazd ca in
figura 1.
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Figura 1. Model HPLC al derivatilor OPA ai fosfatidilserinei (PS) si ai fosfatidiletanolamidei (PE)
in extractul de metanol al laptelui praf reconstituit

8. Continutul de PS si PE din proba analizatd se calculeazd dupa cum

urmeaza:
C =55,36 x [(A2)/[(A)] * [(T)/(T2)],

unde:

C — continutul de PS sau PE (mg/100 g praf) din proba analizata;

A; — suprafata virfului PEDP din solutia etalon din proba (punctul 7
subpunctul 3);

A, — suprafata virfului PS sau PE din solutia din proba (punctul 7
subpunctul 2);

T1 — suprafata virfului triptaminei din solutia etalon din proba (punctul 7
subpunctul 3);

T, — suprafata virfului triptaminei din solutia din proba (punctul 7
subpunctul 2).

9. Precizia metodei rezulta din valorile pentru repetabilitate si
reproductibilitate:

1) Repetabilitate

Derivatia standard relativd a repetabilitatii, care exprima variabilitatea
rezultatelor independente de analiza obtinute de acelasi operator care foloseste
aceeasi aparaturd 1n aceleasi conditii §i probe pentru analizd identice Intr-un
interval scurt de timp, nu trebuie si depaseasca relativ 2 %. In cazul in care se
obtin doud determinari in aceste conditii, diferenta relativa dintre cele doua
rezultate nu trebuie sa fie mai mare de 6 % din media aritmetica a rezultatelor.

2) Reproductibilitate

In cazul in care se realizeazi doud determindri de citre operatori din
laboratoare diferite care folosesc aparaturd diferitd in conditii diferite si aceeasi
proba pentru analiza, diferenta relativa dintre cele doud rezultate nu trebuie sa fie
mai mare de 11 % din media aritmetica a rezultatelor.
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Anexanr. 14
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Detectarea reziduurilor antimicrobiotice in laptele praf degresat

Se foloseste un test de selectie al unui inhibitor microbian In care se
foloseste Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis ca microorganism de
test si care este suficient de sensibil pentru a detecta 4 pg benzilpenicilina per kg
de lapte si 100 ug sulfamidina per kg de lapte. Sint disponibile si se pot folosi
kituri comerciale pentru analize in cazul in care acestea au sensibilitatea necesara
la benzilpenicilina si sulfamidina.

Pentru analiza, se foloseste lapte praf degresat reconstituit (1 g praf +9 ml
apa distilatd). Testul se realizeaza in conformitate cu standardul SM ISO/TS
26844:2015 sau In conformitate cu instructiunile producatorului kitului pentru
analize.

Rezultatele pozitive se interpreteaza dupa cum urmeaza:

1. Prezenta P-lactamilor poate fi confirmatd prin repetarea analizei,
adaugindu-se penicilinaza in sistemul de analiza:

Rezultat negativ: Substanta inhibitoare este un antibiotic B-lactam.

Rezultatul pozitiv ramine: Substanta inhibitoare nu poate fi identificata
prin aceasta procedura, se continud cu 2.

2. Prezenta sulfamidelor poate fi confirmata prin repetarea analizei,
adaugindu-se acid p-aminobenzoic in sistemul de analiza:

Rezultat negativ: Substanta inhibitoare este o sulfamida.

Rezultatul pozitiv ramine: Substanta inhibitoare nu poate fi identificata
prin aceasta procedura, se continua cu 3.

3. Prezenta combinatiei dintre B-lactam si sulfamida poate fi confirmata
prin repetarea analizei, adaugindu-se penicinilaza + acid p-aminobenzoic in
sistemul de analiza:

Rezultat negativ: Substantele inhibitoare sint un antibiotic B-lactam si o
sulfamida.

Rezultat pozitiv: Substanta inhibitoare nu poate fi identificata prin aceasta
procedura.
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Anexa nr. 15
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Determinarea cantitativa a laptelui praf degresat in furajele
combinate prin coagularea enzimatica a paracazeinei

1. Scopul metodei este determinarea cantitativa a laptelui praf degresat in
furajele combinate prin coagularea enzimatica a paracazeinei.

2. Aceasta metoda se aplica furajelor combinate confinind cel putin 10 %
lapte praf degresat; prezenta unor cantitdti mari de zarda si/sau de anumite
proteine care nu provin din lapte pot duce la aparitia unor interferente.

3. Principiul metodei consta in:

1) dizolvarea cazeinei continute in furajele combinate prin extragere cu
solutie de citrat de sodiu;

2) ajustarea concentratiei de ioni de calciu la nivelul necesar pentru
precipitarea paracazeinei se realizeaza prin adaugarea de cheag;

3) continutul de azot al precipitatului de paracazeina se determina prin
metoda Kjeldahl, asa cum este descrisa in standardul SM EN 1SO 8968-1:2014;
cantitatea de lapte praf degresat se calculeaza pe baza unui confinut minim de
cazeina de 27,5 % (punctul 8).

4, Toti reactivii utilizati trebuie sa fie de calitate analiticd recunoscuta.
Apa utilizatda trebuie sa fie apa distilatd sau apa de o puritate cel putin
echivalentd. Cu exceptia cheagului, toti reactivii si toate solutiile trebuie sa nu
contind substante azotate.

1) Citrat trisodic (solutie 1 % m/v)

2) Clorura de calciu (aproximativ 5 M de solutie)

Se dizolva 75 g de CaCl; - 2 H,O in 100 ml de apa distilata prin scuturare
(se acorda atentie reactiei exotermice). Solutia se lasa peste noapte si apoi se
filtreaza. Solutia se pastreaza in refrigerator.

3) Hidroxid de sodiu 0,1 N

4) Acid clorhidric 0,1 N

5) Cheag lichid de vitel (tarie de aproximativ 100 IMCU/ml). Se pastreaza
in refrigerator la 4-6 °C.

6) Reactivii pentru determinarea cantitativa a azotului in conformitate cu
metoda Kjeldahl descrisa in standardul SM EN SO 8968-1:2014

5. Aparaturd obisnuita de laborator ce cuprinde:

1) mojar sau omogenizator;

2) balanta analitica cu o capacitate de cintarire avind o precizie de 1 mg, cu
0 capacitate de citire de 0,1 mg;

3) centrifuga de masa (500 g sau 2 000-3 000 rpm) cu tuburi de 50 ml si
2 000 g;

4) agitator magnetic (10-15 mm) cu minimagneti;

\\172.17.20.4\Operatori\Tatiana\Doc_2016\Hotariri\Aprob_Metod_lapte.docx



79

5) pahare de laborator de 150-200 ml;

6) baloane de 250 si 500 ml;

7) conducte de sticla cu diametru de 60-80 mm;

8) filtre fara cenusa cu filtrare rapida cu diametrul de 150 mm;

9) pipete cu diverse volume nominale;

10) Baie de apa cu termostat la 37 °C £ 1 °C,;

11) aparat de masurare a pH-ului cu o precizie de 0,1 unitati,

12) termometre cu o precizie de 1 °C.

6. Procedura de determinare cantitativa a laptelui praf degresat in furajele
combinate prin coagularea enzimaticd a paracazeinei se realizeaza in felul
urmator:

1) Prepararea probei

Se zdrobesc in mojar sau se omogenizeaza in risnitd 10-20 g din proba
pentru a se obtine un amestec omogen.

2) Dizolvarea laptelui praf si separarea reziduului insolubil

a) Se cintaresc 1,000 +0,002 g de furaje combinate bine omogenizate
direct intr-un tub de centrifugare de 50 ml. Se adauga 30 ml de solutie de citrat
trisodic incalzit in prealabil la 45 °C + 2 °C. Se amesteca timp de cel putin cinci
minute cu ajutorul unui agitator magnetic sau prin scuturare puternica cu mina.

b) Se centrifugheaza la 500 g (2 000-3 000 rpm) timp de 10 minute si se
decanteaza cu atentie supranatantul apos limpede intr-un pahar de laborator de
150-200 ml, pentru a nu se pierde material.

C) Se realizeaza inca doua extrageri de reziduu prin aceeasi procedura si se
adauga extractele la primul.

d) In cazul in care se formeaza un strat de ulei la suprafatd, se riceste in
refrigerator pina cind grasimile se solidifica si se indeparteaza stratul solid cu 0
spatula.

3) Coagularea cazeinei cu enzime din cheag

a) Se amestecd continuu si se adaugad prin picurare 2 ml de clorurda de
calciu la intregul extract apos (aproximativ 100 ml). Se ajusteaza pH-ul la
6,4-6,5 cu solutii de NaOH sau de HCI. Se introduce in baia de apa controlata
prin termostat la 37 °C + 1 °C timp de 15-20 minute pentru a se obtine un
echilibru salin. Acesta este indicat de o usoara tulburare.

b) Lichidul se transfera intr-un tub de centrifugare si se centrifugheaza la
2000 g timp de 10 minute pentru a se indeparta substantele precipitate. Se
transfera supranatantul, fard a se spala sedimentul, in alt tub de centrifugare.

c) Supranatantul se aduce din nou la temperatura de 37 °C = 1 °C. In timp
ce se amesteca extractul, se adaugda prin picurare 0,5ml de cheag lichid.
Coagularea se produce in doud minute.

d) Proba se introduce din nou in baia de apa si se lasa la o temperatura de
37 °C £ 1 °C timp de 15 minute. Proba se scoate din baie, iar coagulul se sparge
prin amestecare. Se centrifugheaza la 2 000 g timp de 10 minute. Se filtreaza
supranatantul printr-o hirtie de filtru adecvata si se pastreaza hirtia de filtru.
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Precipitatul se clateste in tubul de centrifugare cu 50 ml de apa la aproximativ
35 °C, amestecindu-se precipitatul.

Se centrifugheaza din nou la 2 000 g timp de 10 minute. Supranatantul se
filtreaza prin hirtia de filtru pastrata.

4) Determinarea azotului din cazeina

Dupa clatire, precipitatul se transfera cantitativ in hirtia de filtru ramasa de
la punctul 6 subpunctul 3 litera d) cu ajutorul apei distilate. Hirtia de filtru uscata
se transferd in balonul Kjeldhal. Se determina azotul prin metoda Kjeldahl in
conformitate cu standardul SM EN 1SO 8968-1:2014.

7. Se efectueaza cite un test cu proba martor supusa la mineralizare prin
metoda Kjeldhal in conformitate cu standardul SM EN ISO 8968-1:2014,
folosindu-se o hirtie de filtru fard cenusa umezita cu un amestec de 90 ml de
solutie de citrat de sodiu, 2 ml solutie de clorura de calciu, 0,5 ml de cheag lichid
st spalat cu 3 x 15 ml de apa distilata.

Volumul de acid folosit pentru testul cu proba martor se ia din volumul de
acid folosit pentru titrarea probei.

8. Procentul de lapte praf concentrat din furajul combinat se calculeaza cu
ajutorul formulei de mai jos:

(N;‘T%%x 100) — 2,81

HSMP = 0908 ’

unde:

N — procentul de azot din para-cazeina;

27,5 — coeficientul de transformare a cazeinei determinate in procentul de
lapte praf degresat;

2,81 s1 0,908 — coeficientii de corectie obtinuti prin analiza regresiei.

9. Precizia metodei rezultd din valorile pentru repetabilitate si
reproductibilitate:

1) Repetabilitate

Analiza probelor martor pentru aceeasi proba realizata de acelasi operator
in acelasi laborator trebuie sd dea rezultate echivalente cu cele pentru o cantitate
nu mai mare de 2,3 g de lapte praf degresat in 100 g de furaj combinat.

2) Reproductibilitate

In cel putin 95 % din cazurile studiate, analiza probelor martor pentru
aceeasi proba realizatd de doua laboratoare trebuie sa dea rezultate echivalente
cu cele pentru o cantitate nu mai mare de 6,5 g de lapte praf degresat in 100 g de
furaj combinat.

10. Pe parcursul procedurii pot aparea urmatoarele situatii:

1) Adaugarea unor procente mari de proteine care nu provin din lapte si, in
special, de proteine din soia care sint incalzite impreuna cu laptele praf degresat
poate genera rezultate prea mari din cauza coprecipitarii cu paracazeina din lapte.

2) Adaugarea de zara poate duce la obtinerea unor cifre mai mici din cauza
faptului ca se determind numai cantitatea fara grasime. Adaugare de zard acida
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poate genera rezultate considerabil mai mici din cauza dizolvarii incomplete in
solutia de citrat.

3) Adaugarea de 0,5 % sau mai multa lecitind poate, de asemenea, genera
rezultate cu valori mici.

4) Incorporarea de lapte praf degresat tratat la temperaturi inalte poate
genera obtinerea de valori prea mari din cauza coprecipitarii anumitor proteine
cu paracazeina din lapte.
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Anexa nr. 16
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Detectarea amidonului din laptele praf degresat,
laptele praf denaturat si furajele combinate

1. Prin aceastd metoda se detecteaza amidonul utilizat ca marcator in
laptele praf denaturat.

Limita de detectare a metodei este de aproximativ 0,05 g de amidon in
100 g de proba.

2. Reactia se bazeaza pe cea folosita in iodometrie:

1) fixarea iodului liber din solutie apoasa de catre coloizi;

2) absorbtia de catre miceliile de amidon si prin colorare.

3. Reactivii utilizati sint:

Solutie de iod

1)iod - 1,0 g;

2) iodura de potasiu - 2,0 g;

3) apa distilata - 100 ml.

Se dizolva 1,0 g de iod si 2,0 g de iodura de potasiu in apa, intr-un balon
cotat de 100 ml cu un singur marcaj. Se dilueaza cu apa pind la marcajul de
100 ml.

4. Aparatura de laborator:

1) balanta analitica;

2) baie de apa care fierbe;

3) eprubete, 25 mm x 200 mm.

5. Se cintareste 1,0 g din proba cu o precizie de 0,1 g si se transfera intr-0
eprubeta.

Se adauga 20 ml de apa distilatd si se amesteca pentru a se dispersa proba.

Se introduce in baia de apa si se lasa timp de 5 minute.

Se scoate din baia de apa si se raceste la temperatura camerei.

Se adauga 0,5 ml de solutie de iod si se amesteca, observindu-se culoarea
rezultata.

6. Culoarea albastra indica prezenta amidonului natural in proba.

In cazul in care proba contine amidon modificat, poate rezulta o alti
culoare decit albastru.

7. Culoarea, intensitatea culorii §i aspectul observat la microscop al
amidonului variaza in functie de originea amidonului natural (de exemplu,
porumb sau cartof) si de tipul de amidon modificat din proba.

In prezenta amidonului modificat, culoarea rezultati este violet, rosu sau
maro, in functie de amploarea modificarii din structura cristalina a amidonului
natural.

\\172.17.20.4\Operatori\Tatiana\Doc_2016\Hotariri\Aprob_Metod_lapte.docx



83

Anexanr. 17
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Determinarea continutului umed in smintina deshidratata

1. Prezenta anexa precizeazd o metodd de determinare a confinutului
umed in smintina deshidratata.

2. Continutul umed reprezinta pierderea de masa determinatd prin
procedura specificata in prezenta Metodologie.

Acesta este exprimat ca procent de masa.

3. Uscarea unei cantitafi analizate la 102 + 2 °C pind se obtine o masa
constanta si cintarirea in vederea determinarii pierderii de masa.

4. Aparatura obisnuitd de laborator, in special urmatoarele:

1) balanta analitica cu o capacitate de cintarire avind o0 precizie de 1 mg,
Cu 0 capacitate de citire de 0,1 mg;

2) cuptor de uscare, bine ventilat, care poate fi mentinut prin termostat la
102 £ 2 °C in intregul spatiu de lucru;

3) desicator, prevazut cu silicagel proaspat uscat cu indicator higroscopic
sau un alt desicat eficace;

4) vase cu fundul plat, avind o adincime de aproximativ 25 mm, cu
diametru de aproximativ 50 mm, confectionate dintr-un material adecvat (de
exemplu, sticld, otel inoxidabil, nichel sau aluminiu), prevdzute cu capace
potrivite si usor de desfacut;

5) sticle cu dopuri etanse, pentru amestecarea probelor de laborator.

5. Proba primitd in laborator nu trebuie sd fie deterioratd sau modificata
in timpul transportului sau pe durata depozitarii.

Prelevarea probelor nu face parte din metoda specificata in prezenta
Metodologie. In standardul SM SR EN ISO 707 este prezentati metoda
recomandata de prelevare a probelor.

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

6. Se amestecd proba cu grijd prin scuturarea si rasturnarea repetatd a
recipientului (in cazul in care este necesar, dupa transferarea tuturor probelor
pentru analizd intr-un recipient etans cu o capacitate suficientd care sa permita
realizarea acestei operatii).

In cazul in care nu se obtine omogenizarea completi prin aceasti
procedurd, se iau cantitdtile analizate (pentru doud determinari separate) din
proba pregatitd la doua puncte situate cit mai departe posibil unul de celalalt.

7. Procedura de determinare a continutului umed in smintina deshidratata
se realizeaza in felul urmator:

1) Prepararea vasului

\\172.17.20.4\Operatori\Tatiana\Doc_2016\Hotariri\Aprob_Metod_lapte.docx



84

a) Se Incalzesc un vas neacoperit si capacul acestuia in cuptor, reglat la
102 £ 2 °C, timp de cel putin o ora.

b) Se asaza capacul pe vas si se transfera vasul acoperit in desicator; se
lasa sa se raceasca la temperatura salii de balante si se cintareste cu o precizie de
1 mg, inregistrind greutatea la 0,1 mg.

2) Cantitatea analizata

Se transfera aproximativ 1-3 g din proba pregatita in vas, se acopera cu
capacul si se cintareste cu o precizie de 1 mg, inregistrind greutatea la 0,1 mg.

3) Determinare

a) Se descopera vasul si se agaza Impreuna cu capacul acestuia in cuptor,
reglat la 102 + 2 °C, timp de doua ore.

b) Se reasaza capacul si se transfera vasul acoperit in desicator; se lasa sa
se raceasca la temperatura sdlii de balante si se cintareste cu o precizie de 1 mg,
inregistrind greutatea la 0,1 mg.

C) Se descoperd vasul si se incélzeste din nou, impreuna cu capacul, in
cuptor, timp de o ord. Se repetd apoi operatia de la litera b) din prezentul
subpunct.

d) Se repeta procedura de incalzire si cintarire pina cind masa scade cu
1 mg sau mai putin sau creste intre doua cintariri succesive.

Se foloseste pentru calcule cea mai micd masa inregistrata.

8. Continutul umed, exprimat in g/100 g, este egal cu:

m; — My x 100,
m; — mg

unde:

Mo — masa vasului si a capacului exprimata in grame (punctul 7 subpunctul
1, litera b));

m; — masa vasului, a capacului si a cantitatii analizate exprimata in grame
inainte de uscare (punctul 7 subpunctul 2);

m; — masa vasului, a capacului si a cantitatii analizate exprimata in grame
dupa uscare (punctul 7 subpunctul 3) litera d)).

Rezultatul se raporteaza cu doud zecimale.

9. Precizia metodei rezultda din valorile pentru repetabilitate si
reproductibilitate:

1) Repetabilitate

Diferenta absoluta dintre rezultatele a doud determinari separate, obtinute
prin aceeasi metodd cu material de analiza identic, in acelasi laborator, de catre
acelasi operator, folosind aceeasi aparatura, intr-un interval scurt de timp, va
depasi in nu mai mult de 5 % din cazuri 0,20 g de continut umed per 100 g de
produs.

2) Reproductibilitate

Diferenta absolutd dintre rezultatele a doud determinari separate, obtinute
prin aceeasi metoda cu material de analiza identic, in laboratoare diferite, de
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catre operatori diferiti, folosind aparatura diferita, va depasi in nu mai mult de
5 % din cazuri 0,40 g de continut umed per 100 g de produs.

10. Raportul de analiza specifica:

1) toate informatiile necesare pentru identificarea completa a probei;

2) metoda de prelevare a probelor, daca aceasta este cunoscuta;

3) metoda de analizd folosita in conformitate cu prezentul standard
international;

4) toate detaliile de functionare care nu sint specificate in prezentul
standard international sau sint considerate optionale, alaturi de detalii asupra
oricaror incidente care ar fi putut influenta rezultatul (rezultatele);

rezultatul (rezultatele) de analizd obtinut(e) si, in cazul in care
repetabilitatea a fost verificata, rezultatul final obtinut mentionat anterior.
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Anexanr. 18
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Determinarea umiditatii in zara praf acida

1. Prezenta anexd precizeaza o metodda de determinare a continutului de
umiditate din zara praf acida destinata initial furajelor.

2. Proba se usuca in vid. Pierderea de masa se determina prin cintarire.

3. Aparaturd de laborator:

1) Balanta analiticd cu o capacitate de cintarire avind o precizie de 1 mg,
Cu o capacitate de citire de 0,1 mg.

2) Vase din metal care nu se corodeaza sau de sticla cu capace etanse la
aer; o suprafatd de lucru care sd permitd intinderea probei la aproximativ
0,3 g/cm?.

3) Cuptor electric reglabil cu vid prevazut cu pompa de ulei si cu un
mecanism de introducere a aerului uscat fierbinte printr-un turn continind, de
exemplu, oxid de calciu sau sulfat de calciu (continind indicator de umiditate).

4) Desicator cu agent de uscare eficient.

5) Cuptor de uscare ventilat cu temperatura controlata de un termostat la
102 + 2 °C.

4. Se incdlzesc un vas si capacul acestuia in cuptor timp de cel putin o ora.
Se asaza capacul pe recipient si se transfera imediat in desicator; se lasd sd se
raceascd la temperatura camerei §i S€ Cintareste cu o precizie de 1 mg,
inregistrind masa la 0,1 mg.

Se descopera vasul, se transfera aproximativ 5 g din proba in vas §i se
Cintareste cu o precizie de 1 mg, inregistrind masa la 0,1 mg. Se asaza vasul
impreund cu capacul in cuptorul cu vid preincalzit la 83 °C. Pentru a impiedica
scaderea temperaturii din cuptor la o valoare inacceptabila, vasul se introduce in
cuptor cit mai rapid posibil.

Se mareste presiunea pina la 100 Torr (13,3 kPa) si se lasa sa se usuce la o
masa constanta (timp de aproximativ patru ore) la aceastd presiune intr-un curent
de aer fierbinte si uscat.

Timpul de uscare se calculeazd din momentul in care temperatura
cuptorului revine la 83 °C. Presiunea cuptorului se reduce cu grija pina la nivelul
presiunii atmosferice. Se deschide cuptorul, vasul se acopera imediat cu capacul,
se scoate vasul din cuptor si se lasd sd se rdceasca in desicator timp de
30-45 minute si se cintdreste cu o precizie de 1 mg, inregistrind masa la 0,1 mg.
Se usuca timp de incd 30 de minute in cuptorul cu vid la 83 °C si se cintareste
din nou. Se repetd procedura de incalzire si cintarire pina cind masa vasului si a
capacului scade cu 1 mg sau mai putin sau creste intre doua cintariri succesive.
Se foloseste pentru calcule cea mai micd masa inregistrata.
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5. Calcularea umiditatii:

% Umiditate = (my — m,) / (mg; — mg) % 100 %,

unde:

My — masa vasului si a capacului;

m; — masa recipientului, a capacului si a cantitatii analizate inainte de
uscare;

M, — masa recipientului, a capacului si a cantitatii analizate dupa uscare.

Rezultatele se Inregistreaza cu o precizie de 0,1 g/100 g.

6. Precizia metodei rezultda din valorile pentru repetabilitate si
reproductibilitate:

1) Limita de repetabilitate

Diferenta absolutd dintre rezultatele a douda determinari separate, obtinute
prin aceeasi metoda cu material de analiza identic, in acelasi laborator, de catre
acelasi operator, folosind aceeasi aparatura, intr-un interval scurt de timp, va
depasi, in nu mai mult de 5 % din cazuri, 0,4 g de apa/100 g de zara praf.

2) Limita de reproductibilitate

Diferenta absolutd dintre rezultatele a doud determinari separate, obtinute
prin aceeasi metoda cu material de analizd identic, in laboratoare diferite, de
catre operatori diferiti, folosind aparatura diferita, va depasi, in nu mai mult de
5 % din cazuri, 0,6 g de apa/100 g de zara praf acida.
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Anexanr. 19
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Metoda de referinta pentru determinarea puritatii grasimilor
din lapte prin analiza cromatografica in faza gazoasa a trigliceridelor

1. Prezenta Metodologie descric o metodda de referintda pentru
determinarea puritatii grasimii din lapte utilizind analiza cromatografica in faza
gazoasa a trigliceridelor. Pot fi detectate atit grasimile vegetale, cit si cele
animale, cum ar fi seul de vita si untura.

Cu ajutorul anumitor formule pentru trigliceride se poate determina
integritatea grasimilor din lapte. In principiu, metoda descrisa se aplica laptelui
de vaca in vrac sau produselor derivate din acesta, indiferent de conditiile de
hranire, reproducere sau lactatie. Rezultatele fals pozitive pot sd apara doar in
cazul hranirii excesive cu uleiuri vegetale pure, cum ar fi uleiul de rapitd. De
asemenea, produsele de lapte obtinute de la fiecare vacd in parte pot produce
rezultate fals pozitive.

Metoda este aplicabilad in special grasimilor extrase din produsele de lapte
care ar trebui sa continda grasimi pure din lapte a cdror compozifie este
nemodificata, cum ar fi untul, smintina, laptele si laptele praf. Tratamentul
tehnologic al grasimilor din lapte, cum ar fi eliminarea colesterolului sau
fractionarea, poate produce rezultate fals pozitive. Acest lucru se aplicd si in
cazul grasimii din lapte obtinutd din laptele degresat sau zard. Metoda nu este
intotdeauna aplicabild pentru grasimea extrasa din brinza, deoarece procesul de
maturare poate afecta compozitia grasimii atit de mult incit se obtin rezultate fals
pozitive.

Acidul butiric (n-butanoic) (C4) apare exclusiv in grasimile din lapte si
permite realizarea estimarii cantitative a cantitdfilor mici pind la cele medii de
grasimi din lapte in grasimile vegetale si animale. Totusi, datoritd variatiilor mari
ale C,1n procente aproximative ale intervalului fractiunii de masa de 3,1 %
si 3,8 %, este dificil de furnizat informatii calitative si cantitative referitoare la
fractiunile de masa de pina la 20 % ale grasimilor straine din grasimile pure din
lapte.

Practic, rezultatele cantitative nu pot fi obtinute din continutul de steroli al
grasimilor vegetale, deoarece acestea depind de conditiile de productie si de
prelucrare. Mai mult, determinarea calitativa a grasimilor vegetale cu ajutorul
sterolilor este ambigua.

2. Puritatea grasimii din lapte se defineste ca absenta grasimilor vegetale
sau animale, determinate cu ajutorul procedurii specificate in prezenta
Metodologie.
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Puritatea este determinata cu ajutorul valorilor S care sint obtinute din
compozitia trigliceridelor. Fractiunile de masa ale trigliceridelor sint exprimate
procentual.

3. Grasimea extrasd din lapte sau produse de lapte este analizata prin gaz-
cromatografie cu ajutorul unei coloane umplute sau al unei coloane capilare
scurte in scopul determinarii trigliceridelor (TG) care sint separate prin numarul
total de atomi de carbon. Prin introducerea fractiunii de masa a moleculelor de
grasime de diferite dimensiuni (Cy4 pina la Csg, utilizind doar numere pare pentru
atomii de C), exprimata procentual, in formule adecvate pentru trigliceride, se
pot calcula valorile S. Prezenta grasimilor strdine este detectata daca
valorile S depasesc limitele stabilite pentru grasimile pure din lapte.

Valoarea S este suma tuturor fractiunilor de masa a TG, inmultita cu
coeficientii respectivi definiti.

4. Reactivi utilizati sint:

1) gaz vector: azot sau, ca alternativa, heliu sau hidrogen, avind toate o
puritate de cel putin 99,995 %j;

2) grasimi standard pentru standardizarea unei grasimi standard din lapte
in conformitate cu punctul 7 subpunctul 3:

a) trigliceride etalon saturate; in comert sint disponibile produse
adecvate;

b) colesterol etalon;

3) metanol (CH;OH), fara apa;

4) n-hexan (CH;(CH,)4CHy);

5) n-heptan (CH3(CH,)5CH5);

6) alte gaze: hidrogen, puritate de cel putin 99,995 %, fara impuritati
organice (C,Hy, < 1 ul/l); aer sintetic, fara impuritati organice (C,Hy, < 1 pl/l);

7) sulfat de sodiu anhidru (Na,SOy,).

5. Aparatura de laborator:

1) Gaz-cromatograf pentru temperatura inalta

Gaz-cromatograful de temperaturd inaltd trebuie sa fie adecvat pentru
temperaturi de cel putin 400 °C si sd fie prevazut cu detector cu ionizare in
flacara. Peretii despartitori utilizati pentru injector trebuie sa reziste la
temperaturi Tnalte si trebuie sa prezinte un grad foarte scazut de ,,curgere”.
Pentru gaz-cromatograful (GC) cu coloane capilare, se foloseste un injector
pentru coloane. Intotdeauna se utilizeaza garnituri de grafit pentru a conecta atit
coloanele, cit si injectorul si/sau racordurile detectorului (acolo unde este cazul).

2) Coloana de cromatografie

a) Coloana umpluta

Se utilizeazad o coloand de sticla cu diametru intern de 2 mm si lungime de
500 mm, umpluta cu OV-1 3 % in faza stationard la 125 pm pina la 150 pm (100
pind la 120 ochiuri de sitd) Gas ChromQ. Prepararea, silanizarea, umplerea si
conditionarea coloanei umplute sint descrise 1n instructiunea nr.1.

Ca o alternativa, se poate utiliza o coloana capilara.

b) Coloana capilara
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Se utilizeaza o coloana capilara scurta, de exemplu, de lungime de 5 m cu
o faza stationard nepolara care poate rezista la temperaturi de sau peste 400°C.
Coloana se conditioneaza prin efectuarea a 20 de analize pentru o solutie de
grasime din lapte (punctul 8) in decurs de 2 pind la 3 zile cu ajutorul indicatiilor
date la punctul 9 subpunctul 4) litera b). Apoi, coeficientii de raspuns
(punctul 9 subpunctul 3) se vor apropia de valoarea 1, dar vor fi mai mici de
1,20.

Se pot utiliza coloane cu dimensiuni diferite si cu faze diferite nepolare,
rezistente la temperaturi inalte, atit timp cit performanta acestora corespunde cu
prezenta Metodologie.

3) Coloana Extrelut cu capacitatea de 1 ml pina la 3 ml cu gel de siliciu,
necesara extractiei grasimii din lapte in conformitate cu punctul 7 subpunctul 3).

4) Garnituri de grafit, rezistente la temperaturi de cel putin 400 °C, care
sint folosite pentru a conecta atit coloanele GC, cit si injectorul si/sau racordurile
detectorului.

5) Baie de apa, care sa mentina o temperatura de 50 °C = 2 °C.

6) Cuptor care functioneaza la 50 °C £ 2 °C si 100 °C £ 2 °C.

7) Micropipeta.

8) Pipeta gradata, avind capacitatea de 5 ml.

9) Balon cu fund rotund, avind capacitatea de 50 ml.

10) Balon Erlenmeyer, cu volum nominal de 250 ml.

11) Pilnie.

12) Filtru de hirtie cu pori fini.

13) Evaporator rotativ.

14) Fiole, cu volum nominal de 1 ml, prevazute cu capac de aluminiu
acoperit cu politetrafluoroetilen, care se ataseaza sau se insurubeaza.

15) Seringa de injectare al carei piston nu trebuie sa ajunga la virful acului
(GC cu coloana umplutd).

Cu aceste seringi se obtine o repetabilitate mai mare a rezultatelor.

16) Balanta analiticd, cu care se pot cintdri greutati pina la aproximativ
1 mg, cu capacitate de citire de 0,1 mg.

6. O probi trebuie trimisa la laborator. In timpul transportului sau al
depozitarii, aceasta nu trebuie sa fie deterioratd sau modificata.

Prelevarea probelor se efectueaza conform SM SR EN 1SO 707.

7. Pentru prepararea probelor pentru analiza se foloseste una dintre
urmatoarele trei metode de extractie a grasimii din lapte.

1) lIzolarea din unt sau ulei de unt

Se topesc 50 g pina la 100 g din proba pentru analiza la 50 °C, utilizind o
baie de apa sau un cuptor. Se pun 0,5 pina la 1,0 g de sulfat de sodiu intr-un filtru
de hirtie pliat. Preincalziti un balon Erlenmeyer de 250 ml si o pilnie cu filtrul de
hirtie introdus in cuptorul reglat la 50 °C. Stratul de grasime din proba topita se
filtreaza, in timp ce balonul preincalzit, pilnia si dispozitivul de filtrare introdus
se mentin in cuptor. Trebuie acordata atentia corespunzatoare, astfel incit serul sa
nu fie transferat.
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Poate fi folosita o cantitate mai mica din proba analizata doar in cazurile in
care este disponibila o cantitate limitata de proba, iar procedura trebuie adaptata
in consecintd. Cu toate acestea, manipularea unei cantitdfi mai mici de proba
implica un risc mai mare de obtinere a unei mostre nereprezentative.

Untul poate fi obtinut din smintind prin agitarea si spalarea temeinica a
granulelor de unt rezultate.

Grasimea din lapte obtinuta prin utilizarea procedurii descrise in prezentul
punct nu va contine aproape deloc fosfolipide.

2) Extractia conform metodei gravimetrice Rose-Gottlieb

Fractiunea grasimilor se extrage din proba pentru analiza prin utilizarea
metodei gravimetrice descrisa in unul dintre standardele SM EN 1SO 1211:2015,
SM EN ISO 2450:2014 sau SM EN 1SO 7328.

Daca 1n grasimea din lapte sint prezente fosfolipide, se va obtine un virf de
colesterol cu aproape 0,1 % mai mare. Influenta asupra compozitiei TG
standardizate la 100 %, inclusiv colesterolul, este deci neglijabila

3) Extractia din lapte utilizind coloane cu silicagel

Se adauga cu ajutorul micropipetei 0,7 ml din proba pentru analiza la o
temperatura de 20 °C intr-o coloand Extrelut de 1 ml pina la 3ml. Se lasa sa se
distribuie uniform pe silicagel timp de aproximativ 5 min.

Pentru denaturarea complexelor protein-lipidice, se adaugd in coloana
Extrelut 1,5 ml de metanol, cu ajutorul pipetei gradate. In consecinta, fractiunea
grasimilor se extrage din proba pentru analiza cu 20 ml de n-hexan. n-Hexanul se
adauga treptat 1n cantitati mici. Solventul drenat se colecteaza intr-un balon cu
fund rotund de 50 ml, care a fost uscat in prealabil, pina la obtinerea unei mase
constante cunoscute, cintarita cu o precizie de 1 mg, inregistrind masa la 0,1 mg.

Dupa extractie, coloana se lasa sa se scurgd pina la golire. Solventii din
eluant se distileazd intr-un evaporator rotativ cu baia de apd reglatd la o
temperaturd intre 40 °C s1 50 °C. Dupa distilarea solventilor, se usucd si se
Cintareste in continuare balonul cu fund rotund si continutul acestuia cu o
precizie de 1 mg inregistrind masa la 0,1 mg. Se determind masa grasimii
rezultata prin scaderea din masa obtinuta a masei balonului uscat cu fund rotund.

Extractia grasimilor prin metodele Gerber, Weibull-Berntrop sau Schmid-
Bonzynski-Ratzlaff sau izolarea grasimilor din lapte cu ajutorul detergentilor
(metoda BDI) nu sint adecvate pentru analiza TG, deoarece cantitati
semnificative de gliceride partiale sau de fosfolipide pot trece in fazi grasi. In
consecinta, aplicarea prezentei Metodologii este limitata la anumite produse, in
particular la brinza.

8. Pentru gaz-cromatografia cu coloand umpluta, se prepara o solutie de
griasime (punctul 7) de 5 % (fracte de volum) in n-hexan sau n-heptan. In functie
de dimensiunile coloanei, se foloseste o concentratie de 1% (0,53 mm, tub
deschis de diametru mare) sau mai mica in cazul injectarii coloanei cu o coloana
capilara.

In functie de coloana utilizati si de masa grasimilor obtinute la punctul 7
subpunctul 3), se determina cantitatea de solvent care trebuie adaugata la proba
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pentru analizd din balon pe baza cintaririi cu o precizie de 1 mg si a inregistrarii
masei la 0,1 mg. Cantitatea ramasa se dizolva complet.

Se transfera aproximativ 1 ml din solutia de proba intr-o fiola.

9. Determinarea cromatografica a trigliceridelor are loc in felul urmator:

1) Deviatia liniei de baza

Pentru a reduce cresterea liniei de baza, coloana trebuie conditionata dupa
cum este specificat la punctul 5 subpunctul 2) litera b) (coloana capilard) sau in
Instructiunea nr. 1 (coloana umpluta).

Din cauza temperaturii inalte a coloanei, analiza TG este Tn mod particular
sensibila la cresterile liniei de baza pentru valorile mari ale numarului de atomi
de carbon.

2) Tehnica injectarii

a) Coloana umpluta

Pentru evitarea efectelor de discriminare, se aplica tehnica injectarii
fierbinfi in scopul imbunatatirii cuantificarii componentelor trigliceridice cu
punct Tnalt de fierbere. Se umple acul cu aer prin tragerea solutiei grase in
seringd. Acul se introduce in injector. Inaintea injectarii, acul se incilzeste timp
de aproximativ 3 s. Apoi, continutul seringii se injecteaza rapid.

b) Coloana capilara

Cind se foloseste injectarea la rece in coloana, se introduce acul seringii si
se injecteaza imediat. Timpul de retentie al acului in orificiul de injectare trebuie
sa fie in asa fel incit sa se poata evita curbele ample ale virfului solventului.

n mod normal, timpul optim de retentie este de aproximativ 3 s.

3) Calibrare

a) Generalitati

Pentru calibrarea probelor analizate se realizeaza doua pina la trei analize
ale grasimilor standardizate din lapte la inceputul fiecarei zile. Se foloseste
ultima analizd a grasimilor standardizate din lapte pentru determinarea
coeficientilor de raspuns (fractiunea de masa/fractiunea de arie) ai TG si ai
colesterolului care se aplica urmatoarelor probe pentru analizd (punctul 11

subpunctul 1):
RFy; = Wsi X ZAg;
unde:

W ¢i — fractiunea de masa, exprimata procentual, pentru fiecare dintre TG
sau pentru colesterolul din grasimea standardizata din lapte;

A — valoarea numerica a ariei de virf pentru fiecare TG sau pentru
colesterolul din grasimea standardizata din lapte.

Se utilizeaza fie litera b), fie litera c) din prezentul subpunct pentru a
obtine grasimi standardizate din lapte care au o compozitie cunoscuta de TG.

b) Grasimi comerciale standard din lapte

Cea mai buna metoda de determinare a coeficientului de raspuns pentru
fiecare compus al probei pentru analizd o reprezintd utilizarea grasimilor
standardizate din lapte care au o compozitie de TG certificata.

(1),

YwgiX Ag;j
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c) Grasimi standard din lapte obtinute in laborator

Se prepara aproximativ 1 g din amestecul de grasimi standard (punctul 4
subpunctul 2, care confine cel putin trigliceridele saturate Cy4, Czg, Cszs, Cyo,
Cusg si Csy, precum si colesterol; in plus, de preferinta, Csq si Csp) prin Cintarire cu
0 precizie de 1 mg, inregistrind masa la 0,1 mg, pentru a obtine o compozitie
relativa a TG asemanatoare cu grasimile din lapte.

Se analizeaza in mod repetat o solutie de amestec de grasimi standard
in n-hexan sau n-heptan, conform subpunctului 4) din prezentul punct. Pastrind
aceeasi desfasurare secventionald, se analizeaza repetat compozitia aproximativa
a grasimilor din lapte.

Din amestecul de grasimi standard, se determind coeficientii de raspuns ai
TG. Coeficientii de raspuns partial ai TG, care nu existd in amestec, se pot
calcula prin interpolare matematica. Coeficientii de raspuns obtinuti se aplica
grasimilor din lapte pentru a obtine o compozitie standardizata. Grasimile
standardizate din lapte astfel obtinute au un termen de valabilitate de mai multi
ani, in conditii de depozitare cu azot si la o temperatura maxima de — 18 °C.

4) Conditii de cromatografie

Utilizarea coloanelor umplute sau a coloanelor capilare are ca rezultat o
rezolutie asemanatoare cu figura 1. Descompunerea trigliceridelor cu numar par
de atomi de C nu se observa in mod obisnuit si trebuie evitata.

a) Coloana umpluta

Programul de temperaturd — temperatura initiald a cuptorului se fixeaza la
210 °C. Acecasta temperatura se mentine timp de 1 min. Apoi temperatura se
mareste cu 6 °C/min. pind ajunge la 350 °C. Aceasta temperatura (finald) se
mentine timp de 5 min.

Temperaturile pentru detector si injector — ambele temperaturi se fixeaza
la 370 °C.

Gazul vector — se utilizeaza azotul cu un debit constant de aproximativ
40 ml/min. Debitul exact al gazului vector se ajusteaza astfel incit Cs, este eluata
la o temperatura de 341 °C.

Durata analizei — 29,3 min.

Volumul injectat — se injecteaza 0,5 ul din solutia de proba de 5 %
(fractiune de volum).

Daca nu se desfasoara nici o analiza a TG, se mentine temperatura initiala
a cuptorului, se mentin temperaturile detectorului si injectorului si se mengine
rata de flux a gazului vector la un nivel constant, de asemenea si in timpul noptii,
in weekend sau in timpul concediilor. Acest lucru asigura performanta optima a
coloanei.

b) Coloana capilara

Programul de temperatura — temperatura initiala a cuptorului se fixeaza la
80 °C. Aceasta temperatura se mentine timp de 0,5 min. Apoi temperatura se
mareste cu 50 °C/min. pind la 190 °C si, apoi, cu 6 °C/min. pina la 350 °C.
Aceasta temperatura (finald) se mentine timp de 5 min.

Temperatura detectorului — se fixeaza la 370 °C.
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Gazul vector — se utilizeaza azotul la un debit constant de aproximativ
3 ml/min.

Durata analizei — 34,4 min.

Volumul injectat — se injecteaza 0,5 ul din solutia de proba de 1%
(fractiune de volum).

Aceste setari se mentin si in timpul perioadei de standby, pentru a se
asigura performante optime (litera a) din prezentul subpunct).

Setarile analitice prezentate la prezentul subpunct sint adecvate pentru
utilizarea unei coloane cu diametru interior larg (0,53 mm ID). Daca se utilizeaza
o coloana cu alte dimensiuni sau alta faza, trebuie aplicate conditii diferite.

10. Se evalueaza virfurile de pe cromatograma cu un sistem de integrare
cu care se poate trasa o linie de baza si cu care se poate realiza o reintegrare. In
figura 1 este prezentata o cromatograma integratda corect, in timp ce in figura 2
este prezentatd o eroare sporadica la sfirsitul liniei de baza dupa Cs, care
influenteaza procentajul tuturor trigliceridelor. Virfurile eluate dupa Cs,se
exclud din evaluare.

Trigliceridele cu numar acil-C impar (2n + 1) se combina cu trigliceridele
anterioare cu numadr par (2n). Nu se iau in considerare continutul mic de Csg.
Aria procentelor trigliceridelor ramase, inclusiv colesterolul, se inmulteste cu
coeficientii de raspuns corespunzatori ai grasimii standard din lapte (de la ultima
calibrare) si se normalizeaza global la 100 conform punctului 11 subpunctul 1.

C38
'l C50C52
| | C42  C46 | | |
| peaa (]
C34 Il !7 1 f | | |c54
iR iy
/ | ll |‘ ||| ,l, ) l I [l
= Cc32 1" ,'|'| I,I|;|!!| I",lu\,'lw
C2 C30 r\ L] | L , lk [N T '1
e 2R Y Y YV Y T T
2,4 min 26,0 min

Figura 1. Exemplu de cromatograma trigliceridicd a grisimii din lapte cu linia de bazd trasati corect

\\172.17.20.4\Operatori\Tatiana\Doc_2016\Hotariri\Aprob_Metod_lapte.docx



95

f 050052
C36 C40

1| (' ﬂ
| | ca2 046C48
A C44 ﬁ l[l
| f | f‘l lﬂ ;|| | ‘I T Linie de baz4
l | “ o H“\n inie de baz

f ' \ l k ‘ / ll | 1 ’ [ incorecta
Chol. Gl 4 O L NAURVE'A «l
C24| 0 C28 1 "' \J/ Q_i ﬁf_\f’/_\i Yy 1 f \ /

————]

2,4 min 26,0 min
Figura 2. Exemplu de cromatograma trigliceridicd a grasimii din lapte cu linia de bazd trasatd incorect

Pentru controlarea conditiillor de masurare, se comparda coeficientii de
variatie, CV, exprimati procentual pentru diferite trigliceride prezentate in
tabelul 1 si care se bazeaza pe 19 analize consecutive pentru aceeasi proba de
grasime din lapte.

Daca valorile CV sint semnificativ mai mari decit valorile date in tabelul 1,
conditiile de cromatografie nu sint adecvate.

Tabelul 1
Coeficientii de variatie pentru continutul de trigliceride
(19 analize consecutive)

Triglicerida CV %
C.. 10,00
Cs 2,69
Cs 3,03
Cy 1,76
Ca 1,03
C.. 0,79
Cs 0,25
Cs 0,42
Ca 0,20
C.. 0,26
C.. 0,34
Cos 0,37
Ca 0,53
Cs 0,38
Cs, 0,54
C.. 0,60

\\172.17.20.4\Operatori\Tatiana\Doc_2016\Hotariri\Aprob_Metod_lapte.docx



96

Valorile prezentate in tabelul 1 nu sint obligatorii, dar sint orientative
pentru controlul calitatii.

Cu toate acestea, In cazul in care se acceptd valori mai mari ale CV,
trebuie sa se respecte limitele de repetabilitate si de reproductibilitate din clauza
12,

11. Rezultatele se calculeaza si se exprima in felul urmator:

1) Compozitia de trigliceride

a) Calcularea

Se calculeaza fractiunea de masa pentru fiecare TG (pentru i = Cyy, Cy,
Cas Cso, Cs2, Cas, Css, Csg, Cao, Caz, Cas, Cas, Cus, Cso, Csp, s1Css) 51 pentru
colesterol, w; , exprimat ca procent, din continutul total de TG al probei pentru
analiza prin utilizarea formulei urmatoare:

A1 x RFg;
Wy = S(A,x RFs; x 100 (2),

unde:

A — valoarea numerica a ariei virfului pentru fiecare dintre TG din proba
pentru analiza;

RF  — coeficientul de raspuns pentru fiecare TG determinata prin calibrare
(punctul 9 subpunctul 3).

b) Exprimarea rezultatelor analizei

Rezultatele se exprima cu doua zecimale.

2) Valorile S

a) Calcularea

Valorile S, exprimate procentual, se calculeaza prin
introducerea w; (subpunctul 1 litera a) din prezentul punct), calculat pentru
procentul adecvat de TG in formulele de la (3) la (7). Se folosesc toate formulele,
indiferent de tipul suspectat de grasime straina.

Ulei de soia, de floarea-soarelui, de masline, de rapita, de in, de germeni
de griu, de germeni de porumb, din seminte de bumbac si de peste

S=2,0983 W3+ 0,728 8 * W 3a + 0,692 7 - W 36 + 0,635 3 - W 3g + 3,745 2
Woeso—1,2929 Wean+ 1,354 4 Weaa+ 1,701 3 * W cag + 2,528 3 * W cs (3)

Grasime de palmier si grasime din simburi de palmier

S:3,745 3 Weppt+t1,1134 W+ 1,3648 - Weag+2,1544 - Wy + 0,427 3
"Wecast 0,580 9 - Weggt+ 1,292 6 - W cgg+ 1,030 6 - W 59+ 0,995 3 - Wesp + 1,239 6
"W csq (4)

Ulei de palmier si seu de vita

S=3,6644"Wcygt+ 52297 Wczo— 12,507 3 - Wz, +4,428 5 - W ¢34 — 0,201
0 We3zg+ 1,279 1 - Wagt+ 6,743 3 * W cag— 4,271 4 W cap + 6,373 9 - Weae (5)

Untura

S=6,5125 " Wcy+ 12052 Wz +1,7336 " Wezs+ 1,755 7 - W3 + 2,232 5
"Wcar +2,8006 W g+ 2,543 2 W+ 0,989 2 ° W csa (6)

Total

S=—27575 "Wcoet+ 6,407 7 *Wcog+ 5543 7 -Wc3zo— 15,324 7 "W +
6,260 0 - W 34+ 8,010 8 W cag—5,0336 "W ar+0,6356 W cas+6,017 1 Weag (7)
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b) Exprimarea rezultatelor analizei

Rezultatele se exprima cu doud zecimale.

3) Detectarea grasimilor straine

Se compara cele 5 valori S obtinute la subpunctul 2) litera a) din prezentul
punct cu limitele S corespunzatoare prezentate in tabelul 2.

Tabelul 2
Limitele S pentru grasimile pure din lapte

Grisimea straina Formuli | Limitele S ()

Ulei de soia, de floarea-soarelui, de masline, de rapita, (3) 98,05-101,95
de in, de germeni de griu, de germeni de porumb, din
seminte de bumbac si de peste

Grasime de palmier si grasime din simburi de palmier (4) 99,42-100,58
Ulei de palmier si seu de vita (5) 95,90-104,10
Untura (6) 97,96-102,04
Total (7) 95,68-104,32

(1) Calculata pentru un nivel de incredere de 99 %, astfel incit adaugarea de
grasimi strdine este indicatd doar dacd limitele de detectare ale formulei respective
sint depasite (tabelul 1).

Proba pentru analizd se considera grasime pura din lapte daca toate cele
5 valori S sint cuprinse intre limitele mentionate in tabelul 2. Cu toate acestea,
dacd o valoare S este in afara limitelor corespunzatoare, se considerd ca proba
contine grasime straina.

Cu toate ca fiecare formuld de la (3) la (6) este mai sensibild pentru
anumite grasimi straine decit formula totala (7) (tabelul 1), un rezultat pozitiv
obtinut doar cu o singura formuld de la (3) la (6) nu permite tragerea unor
concluzii cu privire la tipul de grasime straina.

Instructiunea nr. 2 prezintd o modalitate de calcul al continutului de
grasime vegetald sau animald 1n grasimea impura din lapte. Acest procedeu nu
este validat, fiind doar orientativ.

12. Precizia metodei rezulta din valorile pentru repetabilitate si
reproductibilitate:

1) Analiza interlaboratoare

Valorile pentru repetabilitate si reproductibilitate sint determinate pe baza
formulelor de la (3) la (7), utilizindu-se grasimi pure din lapte, fiind posibil ca
acestea sa nu fie aplicabile in cazul altor matrice decit cele prezentate.

2) Repetabilitate

Diferenta absolutd dintre doua rezultate individuale ale unui singur test,
obtinute cu aceeasi metoda aplicatd asupra unor materiale de testare identice, in
acelasi laborator, de catre acelasi operator, utilizindu-se acelasi echipament, la un
interval scurt de timp, nu va depasi limitele din tabelul 3 1n peste 5 % din cazuri.
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Tabelul 3

Limitele de repetabilitate, r, pentru formulele de la (3) la (7)
Grasimea straina Formula | r %
Ulei de soia, de floarea-soarelui, de masline, de rapita, de in, (3) 0,67

de germeni de griu, de germeni de porumb, din seminte de
bumbac si de peste

Grasime de palmier si grasime din simburi de palmier (4) 0,12
Ulei de palmier si seu de vita (5) 1,20
Untura (6) 0,58
Total (7) 1,49

3) Reproductibilitate

Diferenta absoluta dintre doud rezultate ale unui singur test, obtinute cu
aceeasi metodad aplicata asupra unor materiale de testare identice, in laboratoare
diferite, de catre operatori diferiti, utilizindu-se un echipament diferit, nu va
depasi limitele din tabelul 4 in peste 5 % din cazuri.

Tabelul 4

Limitele de reproductibilitate, R, pentru formulele de la (3) la (7)

Grasimea straina Formula | R %

Ulei de soia, de floarea-soarelui, de masline, de rapita, de in, | (3) 1,08
de germeni de griu, de germeni de porumb, din seminte de
bumbac si de peste

Grasime de palmier si grasime din simburi de palmier (4) 0,40
Ulei de palmier si seu de vita (5) 1,81
Untura (6) 0,60
Total (7) 2,07

13. Incertitudinea extinsa pentru valoarea S se poate calcula cu ajutorul

Introducerea incertitudinii extinse (pe baza probelor martor) 1intre
limitele Sdin tabelul 2 are ca rezultat extinderea limitelor S prezentate in
tabelul 5.

Tabelul 5
Limitele S extinse pentru grasimile pure din lapte,
inclusiv incertitudinea extinsa

Grasimea straina Formula | Limitele S extinse

Ulei de soia, de floarea-soarelui, de masline, de | (3) 97,36-102,64
rapitd, de in, de germeni de griu, de germeni de
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porumb, din seminte de bumbac si de peste

Grasime de palmier si grasime din simburi de | (4) 99,14-100,86
palmier

Ulei de palmier si seu de vita (5) 94,77-105,23
Untura (6) 97,65-102,35
Total (7) 94,42-105,58

14. Raportul de analiza specifica:

1) toate informatiile necesare pentru identificarea completa a probei;

2) metoda utilizata pentru prelevarea probelor, daca se cunoaste;

3) metoda de analiza utilizata in conformitate cu prezentul standard
international;

4) toate detaliile operationale care nu sint specificate in prezentul
standard international sau care sint considerate optionale, impreuna cu detaliile
referitoare la orice incident care ar putea influenta rezultatul (rezultatele) testului;

5) rezultatul (rezultatele) testului care a fost obtinut si, daca repetabilita-
tea a fost verificata, rezultatul final stabilit care a fost obtinut.
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Instructiunea nr. 1
Prepararea coloanei umplute

1. Reactivii si echipamentele ce se utlizeaza sint:

1) Toluen (C¢HsCHy).

2) Solutie de dimetildiclorsilan [Si(CHs),Cl,]

Se dizolva 50 ml de dimetildiclorsilan in 283 ml de toluen.

3) Solutie de unt de cocos, cu o fractiune de masa de 5 % unt de cocos in
n-hexan sau n-heptan

4) Faza stationara, 3-% OV-1 la 125 pm pina la 150 um (100 pina la 120
ochiuri de sitd) Gas ChromQ

5) Coloana de sticla, avind un diametru intern de 2 mm si o lungime de
500 mm, in forma de U

6) Echipament pentru umplerea coloanei

a) Coloana de umplere, cu capac care se insurubeazd, prevazut cu un
marcaj pina la care se poate umple cu cantitatea necesara de faza stationara

b) Sita fina, cu dimensiunea ochiurilor de sitd de aproximativ 100 um, cu
capac care se ingurubeaza pentru etanseizarea coloanei de sticla

C) Vata de sticla silanizata, dezactivata

d) Vibrator, pentru distributia uniformda a fazei stationare in timpul
umplerii

e) Dispozitive de silanizare, pentru silanizarea suprafetei de sticla a
coloanei

f) Vas Woulff

g) Pompa de aspiratie a apei.

2. Dupa conectarea vasului Woulff la pompa de aspiratic a apei, se
introduce tubul 2 (figura 3) in solutia de dimetilclorsilan. Se umple coloana cu
aceasta solutie prin inchiderea robinetului. Se deschide robinetul din nou si apoi
se indeparteaza cele doua tuburi. Se fixeaza coloana pe stativ. Se umple complet
cu solutia de dimetildiclorsilan cu ajutorul unei pipete.

4 1

2
3= == {

U [

Figura 3. Dispozitivul de silanizare (dezactivarea suprafetei de sticld)

Legenda
1—tub 1,
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2 —tub 2,
3 — pompa de aspiratie;
4 — robinet;

5 — coloana de sticla;

6 — dimetildiclorsilan si toluen.

Se lasa coloana in pozitie verticald intre 20 si 30 min. Apoi se inlocuieste
vasul Woulff cu un balon de filtrare. Se goleste coloana prin conectarea acesteia
la pompa de aspiratie a apei (figura 4). Se clateste repetat coloana golita cu 75 ml
de toluen si 50 ml metanol prin introducerea tubului 2 in solvent. Coloana clatita
se usuca in cuptor la 100 °C timp de aproximativ 30 min.

1 2

e

Fier {

AU [

Figura 4. Dispozitivul de clatire

Legenda
1—tub1;
2 —tub 2;

3 — pompa de aspiratie a apei;

4 — balon de filtrare;

5 — coloana de sticla;

6 — agent de clatire.

3. Coloana se umple cu ajutorul dispozitivului reprezentat in figura 5.
Coloana de umplere se umple cu faza stationard pind la marcaj. Capatul inferior
al coloanei de sticld se sigileaza cu un dop de vatd comprimatd de sticla
silanizatd cu o lungime de aproximativ 1 cm. Capatul coloanei de sticld se
inchide cu o sita fina.

- { i
e b

Figura 5. Umplerea coloanei de sticli
Legenda
1 — orificiu de patrundere a azotului;
2 — coloana de umplere care trebuie umpluta cu OV-1 pina la marcaj;
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3 — coloana de sticla care trebuie umpluta;

4 — capac care se insurubeaza, cu filtru, prin care fibrele de sticla si faza
stationara sint comprimate.

Coloana se umple cu faza stationara sub presiune (300 kPa si debit de
azot). Pentru a se obtine o umplere uniforma, continud si ferma, in timpul
umplerii se deplaseaza vibratorul in sus si in jos pe coloana de sticla. Dupa
umplere, la capatul celdlalt al coloanei umplute se ataseaza un dop solid de vata
de sticld silanizata. Capetele care ies in exterior se taie. Dopul se impinge in
interiorul coloanei cu citiva milimetri cu ajutorul unei spatule.

4. Pentru a se evita contaminarea, in timpul etapelor de la (a) la (c),
capatul din spate al coloanei nu se conecteaza la detector. Coloana umpluta se
conditioneaza dupa cum urmeaza:

1) coloana se spala cu azot timp de 15 min, la un debit de 40 ml/min. si o
temperatura a cuptorului GC de 50 °C;

2) coloana se incalzeste cu 1 °C/min. pina la 355 °C, cu un debit al
azotului de 10 ml/min;

3) coloana se mentine la 355 °C, timp de 12 h pind la 15 h;

4) se injecteaza de doud ori 1 ul de solutie de unt de cocos, utilizindu-se
programul de temperaturd al coloanei umplute prezentat la punctul 9
subpunctul 4) litera a);

Untul de cocos este format aproape in intregime din trigliceride Cs pina la
Cs, cu punct ridicat de fierbere, reducindu-se eforturile conditionarii coloanei in
conformitate cu coeficientii de raspuns respectiv;

5) se injecteaza de 20 de ori 0,5 ul de solutie de grasimi din lapte timp de
2 pina la 3 zile conform punctului 8, utilizind indicatiile pentru coloana umpluta
prezentate la punctul 9 subpunctul 4) litera a).

La probele pentru analizd se utilizeazd doar coloane cu coeficienti de
raspuns aproape de 1. Coeficientii de raspuns nu trebuie sa depaseasca 1,20.
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Instructiunea nr. 2
Cuantificarea continutului de grasimi straine

1. Tabelul 1 prezinta limitele de detectare pentru diferite grasimi straine
calculate pentru un interval de incredere de 99 %. Coloana din mijloc indica
limitele de detectare pentru cele mai bune formule de la (3) la (6).

Limitele de detectare a formulei totale (7), indicate de coloana din extrema
dreapti, sint ceva mai mari. In principiu, formula (7) este necesara doar pentru
cuantificarea grasimilor straine.

Cu ajutorul tuturor formulelor pot fi detectate, de asemenea, combinatii ale
diferitor tipuri de grasimi strdine. Diferenta de compozitie a TG dintre probele
individuale ale unui tip de grasime straind nu influenteaza semnificativ limitele
de detectare.

Daca se folosesc ambele formule individuale si ecuatia totald, se aplica
limitele de detectare ale ecuatiilor individuale. Cu toate acestea, in anumite
cazuri, valoarea S pentru formula totald este necesard pentru cuantificare.

Tabelul 6

Limitele de detectare cu o precizie de 99 % pentru grasimile
striaine adaugate in grasimile din lapte exprimate procentual

Grasime straina Formula individuala % Formula totala %
Ulei de soia 2,1 4.4
Ulei de floarea-soarelui 2,3 4.8
Ule1 de masline 2,4 4.7
Ulei de cocos 3,5 4,3
Ulei de palmier 4,4 4,7
Ulei de simburi de palmier 4,6 5,9
Ulei de rapita 2,0 4.4
Ulei de in 2,0 4,0
Ulei de germeni de griu 2,7 6,4
Ulei de germeni de porumb 2,2 4,5
Ulei din seminte de bumbac 3,3 4.4
Untura 2,7 4.7
Seu de vita 5,2 54
Ulei de peste hidrogenat 5,4 6,1

2. Determinarea cantitativd a grasimii straine se realizeazd doar dacd cel
putin una dintre limitele S (tabelul 2 sau tabelul 5) este depasitad. Pentru a se
obtine informatii cantitative, se calculeazad fractiunea de masa a grasimii straine
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sau fractiunea de masa a amestecului de grasimi strdine din proba pentru
analiza, W f, exprimata procentual, cu ajutorul formulei urmatoare:

(100-S)

wf =100 (100- S (8),

unde:

S — rezultatul obtinut prin introducerea datelor despre TG din grasimea din
lapte, la care s-a adaugat o grasime straind sau un amestec de grasimi straine, in
una dintre formulele de la (3) la (7);

S {— o constanta care depinde de tipul de grasime straina adaugat.

Daca nu se cunoaste tipul de grasime strdind adaugat la grasimea din lapte,
se utilizeaza o valoarea generala pentru S;de 7,46 (tabelul 7). Se utilizeaza
intotdeauna valoarea S obtinutd din formula (7), chiar daca limitele S pentru
aceasta nu sint depasite, spre deosebire de limitele altei formule.

Daca se cunosc grasimile straine, valorile individuale S¢ale acestora
(tabelul 7) se introduc in formula (8). Pentru a se calcula valoarea S, se alege
formula relevanta pentru grasimea straina din formulele de la (3) la (6).

Tabelul 7

Valorile St pentru diferitele griasimi straine

Grasimea straina St
Necunoscuta 7,46
Ulei de soia 8,18
Ulei de floarea-soarelui 9,43
Ule1 de masline 12,75
Ulei de cocos 118,13
Ulei de palmier 7,55
Ulei de simburi de palmier 112,32
Ulei de rapita 3,30
Ulei de in 4,44
Ulei de germeni de griu 27,45
Ulei de germeni de porumb 9,29
Ulei din seminte de bumbac 41,18
Untura 177,55
Seu de vita 17,56
Ulei de peste 64,12

3. Rezultatele analizei se exprima cu doud zecimale.
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Anexa nr. 20
la Metodologia de analiza si
evaluare calitativa a laptelui
si a produselor lactate

Procedura aplicabila cind rezultatele unei analize
sint contestate (analiza chimica)

1. La cererea producatorului, se poate realiza o analiza suplimentara prin
metoda relevanta in alt laborator acreditat, cu conditia sa fie disponibile probe
martor sigilate din produs care s fi fost depozitate in sigurantd de primul
laborator care a efectuat analizele. Cererea se face in termen de 7 zile lucratoare
de la notificarea rezultatelor primei analize. Analiza este efectuatd in termen de
21 de zile lucratoare de la primirea cererii. Primul laborator trimite aceste probe
unui al doilea laborator, la cererea si pe cheltuiala producatorului. Cel de-al
doilea laborator trebuie sa aiba competente dovedite in realizarea analizelor in
cauza.

2. Incertitudinile extinse (k= 2) pentru valoarca medie y; pentru
masuratorile n; repetate in laboratorul 1 si pentru valoarea medie y, pentru
masuratorile n, repetate in laboratorul 2 sunt:

1, . , T
Uy, = 2\/0%{ —of(1 _n_1) si respectiv Uy, = 2\/02R —02(1 _n_z) ,
unde:

.....

oo w0

Daca rezultatul y al masuratorii in laboratoare este calculat folosind o
formula de tipul:

Y=X1+Xo, Y= X1-Xo, Y =Xy - X2 0r'Y = X1/ Xy,

in astfel de cazuri trebuie urmate modalitatile obisnuite de combinare a
deviatiilor standard pentru a obtine incertitudinea.

3. Pentru a verifica daca rezultatele celor doua laboratoare corespund cu

.....

extinsa a diferentei y;- ¥».

_ 2 2 _ 2 1 1
4. Uyl_yz —_ Uyl -|_U}-,1 —_ ZJGR_G%(Z - _1’1_2).

n;

Daca valoarea absoluta a diferentei dintre valorile medii | y;- ¥,| obtinute
de laborator nu este mai mare decit incertitudinea Uy _y.,

| 1= F2| = U}_’l—}_’z’

rezultatele celor doua laboratoare corespund cu deviatia standard o, a

.....

laboratoare:
o — yi—Y2
2
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este raportati drept rezultat final. In acest caz, incertitudinea extinsa este:

1 1
Uy =< |Us + U7 \/oR—og(Z————)

ng

Lotul este respins pentru cd nu respectd limita legald superioara UL in
cazul in care:

y- Uy >UL.

In caz contrar, lotul este acceptat ca respectind UL.

Lotul este respins pentru c¢d nu respecta limita legald inferioara LL in cazul
in care:

y- Uy <LL.

In caz contrar, lotul este acceptat ca respectind LL.

Daca valoarea absoluta a diferentei dintre valorile medii| ¥;- ¥, | obtinute
de laborator este mai mare decit incertitudinea Uy _¢., | 1= ¥2 | > Uy _y,,
rezultatele celor doud laboratoare nu respectd deviatia standard a

In cazul in care a doua analizd o confirmi pe prima, lotul este respins ca
fiind neconform. In caz contrar, lotul este acceptat ca fiind conform.

Rezultatele finale trebuie notificate de catre laborator producatorului cit
mai curind posibil. In cazul in care lotul este respins, costurile celei de-a doua
analize sint suportate de catre producator.
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Noti informativa
la proiectul Hotéririi Guvernului cu privire la aprobarea Metodologiei de
analizi si evaluare calitativi a laptelui si a produselor lactate

In scopul realizarii art. 70, Capitolul 12 ,,Agricultura si dezvoltarea rurald”
din Planul national de actiuni pentru implementarea Acordului de Asociere
Republica Moldova — Uniunea Europeana pentru anii 2014-2016, aprobat prin
Hotérirea Guvernului nr. 808 din 07.10.2014, inclusiv a pet. 10, Compartimentul
»Agriculturd si dezvoltare regionald” din anexa Hotaririi Guvernului nr. 16 din
26.02.2015 cu privire la aprobarea Planului national de armonizare a legislatiei
pentru anul 2015 si a Planului de armonizare a legislatiei agroalimentare si
veterinare pentru perioada anului 2015, aprobat prin Ordinul Ministerului
Agriculturii si Industriei Alimentare nr. 39 din 19 martie 2015, a fost elaborat
proiectul Hotéririi Guvernului cu privire la aprobarea Metodologiei de analiz s
evaluare calitativd a laptelui si a produselor lactate. Proiectul propus spre
armonizare va transpune Regulamentul (CE) nr. 273/2008 al Comisiei din 5 martie
2008 de stabilire a normelor de aplicare a Regulamentului (CE) nr. 1255/1999 al
Consiliului privind metodele de analizd §i evaluare calitativi a laptelui si a
produselor lactate, publicat in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene nr. L. 088 din
29 martie 2008.

Prezentul proiect are drept scop stabilirea procedeelor de referintd ce vor fi
aplicate In urmdétoarele cazuri, spre exemplu: -

- verificarea corespunderii loturilor de produse lactate supuse interventiei

de cétre stat indicilor de calitate reglementati;

- evaluarea rezultatelor in urma efectudrii analizei senzoriale;

- determinarea continutului de marcatori in unt, unt topit si smintin;

- determinarea cazeinei din laptele de vaca in brinzeturile produse din lapte

de oaie, caprd sau bivolitd, sau al amestecurilor acestora;

- detectarea bacteriilor coliforme in unt, lapte praf degresat, cazein si

cazeinati;

- precum $i a altor determiniri.

Cerintele previzute in anexe se vor aplica in cazuri de divergente sau la
dorina operatorilor economici, precum si la aplicarea de ctre stat a instrumentelor
de interventii, directe sau indirecte, pe piata laptelui si produselor lactate in cazuri
de destabilizare sau riscul de destabilizare a pietei interne de influenta factorilor
interni gi/sau externi, in scopul stabilirii calitatii loturilor de produse supuse acestor
interventii.

Pentru evaluarea senzoriald a produselor lactate, in componenta panelului
trebuie sd fie un numér impar de evaluatori. Majoritatea acestora, precum si
conducatorul panelului trebuie sa fie angajati ai autoritaiii competente, pentru a
evita luarea deciziilor subiective. Astfel de practici ce tin de componenta panelului,
sunt aplicate si in Uniunea Europeand, prevederi stipulate in anexa V. Evaluarea
senzoriald a untului, Regulamentul (CE) nr. 273/2008 al Comisiei din 5 martie
2008 de stabilire a normelor de aplicare a Regulamentului (CE) nr. 1255/1999 al




Consiliului privind metodele de analizd si evaluare calitativd a laptelui si a

produselor lactate.
Cheltuielile pentru implementarea proiectului prenotat vor fi suportate de

citre agentii economici.

in contextul celor expuse si in scopul armonizirii cadrului national de
determinare si evaluare a caliti{ii laptelui si a produselor lactate aplicate de catre
laboratoarcle de profil la cerinjele internationale asumate de catre Republica
Moldova in procesul de integrare europeand, considerdm necesara examinarea §i

promovarea proiectulul in cauza.

Ministru g duard G A

Ex. Elena Negrei,
Tel. 022-228-104
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