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REGLAMENTO (CE) N° 322/96 DE LA COMISION “ A0 ¢
de 22 de febrero de 1996
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por el que se establecen las normas de aplicacién del almacenamiento piiblico
-de la leche desnatada en polvo

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,
Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Visto el Reglamento (CEE) n° 804/68 del Consejo, de 27
de junio de 1968, por el que se establece la organizacién
comiin de mercados en el sector de la leche y de los
productos lacteos ('), cuya Gltima modificacién la consti-
tuye el Reglamento (CE) n° 2931/95 de la Comision (), y,
en particular, el apartado S de su articulo 7 y su articulo
28,

Considerando que el Reglamento (CEE) n° 1014/68 del
‘Consejo, de 20 de julio de 1968, por el que se establecen
las normas generales reguladoras del almacenamiento
piblico de la leche desnatada en polvo (), cuya ultima
modificacién la constituye el Reglamento (CEE) n°
3577/90 (), sera derogado con efecto desde el 1 de marzo
de 1996 por el Reglamento (CE) n° 1538/95 del Conse-
jo () que, por consiguiente, es necesario incluir las dispo-
siciones que no se habfan incorporado al Reglamento
(CEE) n° 804/68 entre las normas de aplicacion del alma-
cenamiento publico de la leche desnatada en polvo esta-
blecidas en el Reglamento (CEE) n° 625/78 de la Comi-
si6n (9), cuya ultima modificacién la constituye el Regla-
mento (CE) n° 1802/95 (’); que la magnitud de las adapta-
ciones que deben introducirse en dicho Reglamento y el
elevado nimero de modificaciones que se han introdu-
cido ya en el mismo aconsejan su refundicién por razones
de claridad y de transparencia; que, por consiguiente, es
necesario derogar el Reglamento (CEE) n° 625/78;

Considerando que los organimos de intervencién sélo
pueden comprar leche desnatada en polvo que tenga un
contenido minimamente aceptable de materia proteica;
que, por otra parte, el precio de compra puede variar
segin ese contenido; que es necesario fijar los métodos de
analisis aplicables para comprobarlo y especificar la
manera de calcular el precio de compra;

Considerando que, para evitar que se produzcan pagos
indebidos por la leche desnatada en polvo comprada, cabe
precisar que, antes de efectuarse el pago, es necesario
cerciorarse. de que se cumplen todos los requisitos
exigidos y comprobar el contenido de materia proteinica;

Considerando que se ha descubierto un método de refe-
rencia para la deteccién de la mazada; que, con objeto de
garantizar una aplicacién uniforme de las medidas de
control, conviene utilizar ese método de anilisis en el
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control de la leche desnatada en polvo comprada por los
organismos de intervencion;

Considerando que la Directiva 92/46/CEE del Consejo, de
16 de junio de 1992, por la que se establecen las normas
sanitarias aplicables a la produccién y comercializacién de
leche cruda, leche tratada térmicamente y productos lac-
teos (), cuya Gltima modificacion la constituye la Direc-
tiva 94/71/CE (°), establece que la leche que presente un
contenido de sustancias antimicrobianas mayor que el
autorizado por el Reglamento (CEE) n° 2377/90 del
Consejo (%), cuya Gltima modificacion la constituye el
Reglamento (CE) n° 282/96 ('), no puede destinarse al
consumo humano; que es oportuno controlar la presencia
de las sustancias antimicrobianas utilizadas corriente-
mente en la leche desnatada en polvo comprada por los
organismos de intervencién; que es preciso establecer para
ello un método de control;

Considerando que, por lo demas, las disposiciones de
almacenamiento publico de leche desnatada en polvo han
resultado idéneas y pueden mantenerse, si bien con
algunas adaptaciones técnicas;

Considerando que los hechos generadores del tipo de
conversién agrario aplicable al régimen de almacena-
miento pablico estin determinados en el Reglamento
(CEE) n° 1756/93 de la Comision ('), cuya Gltima modifi-
cacién la constituye el Reglamento (CE) n° 693/95 ()

Considerando que las medidas previstas en el presente
Reglamento se ajustan al dictamen del Comité de gestion
de la leche y de los productos lacteos,

HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:

Articulo 1

intervencién  Unicamente
compraran leche desnatada en polvo que se ajuste a la
definicién del apartado 1 del articulo 7 del Reglamento
(CEE) n° 804/68 y a los requisitos de” calidad contem-
plados en el Anexo I y que cumpla las condiciones

siguientes:

1. Los organismos de

a) el control de calidad se habra efectuado segn los
métodos de analisis que se indican en los Anexos I, V,
VI y VII y sobre la base de las muestras recogidas
segin se especifica en el Anexo IV;

)
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b) el marcado y el envasado deberan ajustarse a los requi-
sitos establecidos en los Anexos II y III;

c) no contendra otros productos, en concreto suero de
leche ni mazada;

se habra fabricado el periodo de un mes previo al dia
en que el organismo de intervencién reciba la oferta de
venta o, en el caso'a que se refiere la segunda frase de
la letra €) del Anexo III, durante las cuatro semanas
anteriores a la semana en que se reciba la oferta;

d

~=

e) la leche desnatada en polvo no sobrepasara los niveles
méximos admisibles de radiactividad aplicables segin
la normativa comunitaria. Los niveles aplicables serin
los establecidos en el articulo 3 del Reglamento (CEE)
n° 737/90 del Consejo ('). El control del nivel de conta-
minacién radiactiva del producto sélo se efectuari
cuando lo exija la situacién y durante el periodo que
sea necesario. Si fuera preciso, la duracidén y el alcance
de las medidas de control se determinarin segin el
procedimiento establecido en el articulo 30 del Regla-
mento (CEE) n° 804/68.

2. A efectos del presente Reglamento, se entendera por:

a) mazada: el subproducto de la fabricacién de mante-
quilla obtenido tras el batido o la elaboracién de la
mantequilla en continuo y separacion de la fase grasa
sélida;

b) suero de leche: el subproducto de la fabricacién de
queso o de caseina mediante la accién de 4cidos, cuajo
y procesos fisico-quimicos.

3. La cantidad minima de la oferta serd de 20 tonela-
das. Los Estados miembros la podrin aumentar y esta-
blecer que la leche desnatada en polvo se ofrezca por
toneladas completas.

4. El organismo de intervencidn registrard tanto el dia
de la recepcién de la oferta de venta, las cantidades y
fechas de fabricacion correspondientes y el lugar en que
se vaya a almacenar la leche desnatada en polvo.

5. Las ofertas sblo seran validas si se acompafia la
prueba de que el licitador ha depositado una garantia
igual a 12 ecus por tonelada de leche desnatada en polvo
ofrecida.

Con arreglo al presente Reglamento, el mantenimiento de
la oferta y la entrega de la leche desnatada en polvo en el
almacén designado por el organismo de intervencién
constituyen las exigencias principales cuya ejecucién
cubre la garantia. No obstante, en caso de que el control a
que se refiere la letra a) del apartado 1 ponga de mani-
fiesto que la leche desnatada en polvo no se ajusta a los

requisitos establecidos en el apartado 1, se devolvera la

parte de la garantia correspondiente a las cantidades que
no hayan sido atin entregadas.

La garantia se depositard en el Estado miembro en que se
presente la oferta.

() DO n° L 82 de 29. 3. 1990, p. 1.

Articulo 2

1. La empresa a que se refiere el apartado 1 del articulo
7 del Reglamento (CEE) n° 804/68 sblo se autorizara si:

a) esta autorizada con arreglo al articulo 10 de la Directiva
92/46/CEE y dispone de instalaciones técnicas adecua-
das;

b) se compromete a llevar permanentemente los libros de
registro establecidos por el organismo competente de
cada Estado miembro y a anotar el origen de las mate-
rias primas, las cantidades de leche desnatada, mazada
y suero de leche tratadas, el tipo de tratamiento
térmico de la leche desnatada, las cantidades de
productos obtenidas, el acondicionamiento, la identifi-
cacién y la fecha de salida de cada lote de leche desna-
tada en polvo, mazada en polvo y suero de leche en
polvo;

¢) acepta someter a un control oficial especifico su fabri-
cacion de leche desnatada en polvo cuando ésta pueda
ser ofrecida a la intervenciéon publica;

d) se compromete a notificar al organismo competente
encargado del control, con una antelacién minima de
dos dias laborables su intencién de fabricar leche
desnatada en polvo para la intervencién piblica,
pudiendo no obstante el Estado miembro fijar un plazo
mas breve.

2. A fin de garantizar el cumplimiento de las disposi-
ciones del presente Reglamento los organismos compe-
tentes realizardn controles sobre el terreno sin previo
aviso, en funcién del programa de fabricacién de leche
desnatada en polvo de intervencién de las empresas
correspondientes.

Estos controles incluiran como minimo:

-— un control por cada periodo. de veintiocho dias de
- fabricacién para la intervencién y, al menos, una vez
al semestre a fin de examinar los elementos indicados
en la letra b) del apartado 1,

— un control al semestre, a fin de comprobar el cumpli-
miento de las condiciones de autorizacién indicadas
en el apartado 1.

3. La autorizacién se retirara si dejan de cumplirse los
requisitos previos establecidos en el apartado 1. A
instancia de la empresa correspondiente, la autorizacién
podra restablecerse tras un periodo de seis meses una vez
realizado un control minucioso.

En caso de que se compruebe que una empresa no ha
cumplido alguno de los compromisos a que se refieren las
letras b), ¢) y d) del apartado 1, salvo que haya sido por
causa de fuerza mayor, se dejara en suspenso la autoriza-
cién durante un periodo comprendido entre uno y doce
meses, en funcién de la gravedad de la irregularidad.

El Estado miembro podra decidir no imponer dicha
suspension cuando se demuestre que la irregularidad no
ha sido cometida deliberadamente o por negligencia grave
y que reviste poca importancia en relacién con la eficacia
de los controles establecidos en el apartado 2.
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4.  Los controles efectuados con arreglo a los apartados
2y 3 deberin ser objeto de un informe en el que se
precisen los siguientes aspectos:

— fecha del control,
— duracidn,
— operaciones efectuadas.

Este informe deber ir firmado por el oficial responsable.

5. Los Estados miembros comunicaran a la Comisién
las medidas adoptadas en relacién con los controles esta-
blecidos en los apartados 2 y 3 en el plazo de un mes a
partir de su adopci6n.

Articulo 3

El organismo que garantice el control de la observancia
de lo dispuesto en el apartado 1 del articulo 1 hara cons-
tar, especificando todas las caracteristicas del producto
enumeradas en el punto 1 del Anexo I, los resultados de
los analisis de cada lote ofrecido, que posteriormente se
indicaran en un certificado, expedido a instancia del
interesado, en particular en caso de intercambio comercial
entre Estados miembros o de exportacin. ,

Articulo 4

1. Una vez comprobadas las caracteristicas de la oferta,
el organismo de intervencién expedird sin demora un
albaran de entrega fechado y numerado en el que se indi-
quen:

a) la cantidad que debe entregarse; .

b) la fecha limite de entrega de la leche desnatada en
polvo;

c) el almacén en que debe efectuarse la entrega.

2. La entrega de la leche desnatada en polvo deberi
efectuarse en un plazo de veintiocho dias a partir de la
recepcién de la oferta de venta a que se refiere la letra d)
del apartado 1 del articulo 1. La entrega podra fraccio-
narse.

3. A efectos del presente Reglamento, la aceptacién de
la leche desnatada en polvo por el organismo de interven-
cién tendri lugar el dia en que dicha leche ingrese en el
.almacén y, como muy pronto, el dia siguiente a aquél en
que se haya emitido el albaran de entrega a que se refiere
el apartado 1.

4. El pago de la leche desnatada en polvo comprada
por el organismo de intervencion se efectuara entre 120 y
140 dias después de la aceptacién de la leche desnatada
en polvo, siempre que se compruebe la observancia de los
requisitos a que se refiere el articulo 1.

5. El precio de compra de la leche desnatada en polvo
se calculard como sigue:

— si el contenido de materia proteinica del extracto seco
no graso, medido segun el método que se indica en el
Anexo I, es igual o superior al 35,6 %, el precio de
compra serd igual al precio de intervencion;

— si dicho contenido es del 31,4 % como minimo e
inferior al 35,6 %, el precio de compra sera igual al

precio de intervencidon menos un importe calculado
de la manera siguiente: precio de intervencién X
[(0,356 — contenido de materia proteinica) x 1,75]

6. Mediante su oferta, el vendedor se comprometera, en
caso de que en el control se comprobara que la leche
desnatada en polvo no se ajusta a los requisitos estable-
cidos en el apartado 1 del articulo 1:

— a hacerse cargo de la mercancia correspondiente,

— a pagar los gastos de almacenamiento de las canti-
dades correspondientes a partir del dia de la acepta-
cién y hasta el dia de la salida. '

Estos gastos de almacenamiento se fijan globalmente por
tonelada de la forma siguiente:

a) 21 ecus por gastos fijos;

b) 0,10 ecus por dia de almacenamiento, por gastos de
almacenamiento. :

Los importes se abonarin en la cuenta de la Seccién de
Garantia del Fondo Europeo de Orientacion y Garantia
Agricola (FEOGA).

Articulo 5

1. Los almacenes a que se refiere el parrafo cuarto del
apartado 1 del articulo 7 del Reglamento (CEE) n° 804/68
deberan cumplir las siguientes condiciones:

a) estar secos, en buen estado de mantenimiento y
exentos de parasitos;

b) no presentar ningin olor extrafio;
c) permitir una buena ventilacion;

d) disponer de capacidad suficiente y de un equipamiento
adecuado a su capacidad.

Los riesgos correspondientes al almacenamiento de la
leche desnatada en polvo seran cubiertos por un seguro
que adoptard la forma de una obligacién contractual de
los almacenistas o bien de un seguro global del organismo
de intervencién. El Estado miembro podra ser también su
propio asegurador.

2. Los organismos de intervencion exigiran que la
entrada en almacén y el almacenamiento de la leche
desnatada en polvo se efectien en paletas y de forma que
se constituyan los lotes facilmente identificables y de
acceso sencillo.

3. El organismo competente encargado del control
procederi al control para comprobar la presencia de los
productos en el almacén, establecido en el articulo 4 del
Reglamento (CEE) n"61\8/9(1 de la Comisidn (*).

—
Articulo 6
1. El organismo de intervencidén elegird el almacén

disponible més cercano al lugar donde esté depositada la
leche desnatada en polvo.

() DO n° L 67 de 15. 3. 1990, p. 21.
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No obstante, siempre que la eleccién de otro almacén no

implique gastos suplementarios de almacenamiento, el

organismo podra:

a) elegir otro almacén dentro de la distancia contemplada
en el apartado 2;

b) mas alla de esta distancia, elegir otro almacén cuando
esto suponga un gasto menor, teniendo en cuenta los
gastos de almacenamiento y transporte correspon-
dientes. En este caso, el organismo de intervencién
comunicara su eleccién sin demora a la Comisi6n.

2. La distancia maxima contemplada en el pérrafo
tercero del apartado 1 del articulo 7 del Reglamento
(CEE) n° 804/68 se establece en 350 kilémetros. Mas alla
de esta distancia, los gastos suplementarios de transporte a
cargo del organismo de intervencidn se fijan en 0,05 ecus
por tonelada y kilémetro.

No obstante, en caso de que el organismo de intervencién
comprador dependa de un Estado miembro que no sea
aquél en cuyo territorio esté almacenada la leche desna-
tada en polvo, para el calculo de la distancia entre el
almacén del vendedor y la frontera del Estado miembro
del organismo de intervencién comprador.

Articulo 7

Al dejar de formar parte de las existencias, en caso de
entrega a salida de almacén, el organismo de intervencién
pondrd a disposicién la leche desnatada en polvo:

— cargada, sobre medio de transporte en el muelle del
almacén, con excepcidén de la estiba, cuando se trate
de un camién o de un vagdn de ferrocarril,

— sobre muelle almacén, cuando se trate de otro medio
de transporte, en especial de un contenedor.

Los gastos de estiba y descarga de las paletas, en su caso,
correran a cargo del comprador de la leche desnatada en
polvo. El Estado miembro fijard dichos gastos de manera
global e informara de ello a cada interesado que lo soli-
cite.
Articulo 8
Queda derogado el Reglamento (CEE) n° 625/78.
Las referencias al Reglamento (CEE) n° 625/78 se enten-
deran como referencias al presente Reglamento.
Articulo 9
El presente Reglamento entrard en vigor el séptimo dia
siguiente al de su publicacion en el Diario Oficial de las

Comunidades Europeas.

Serd aplicable a partir del 1 de marzo de 1996.

El presente Reglamento sera obligatorio en todos sus elementos y directamente aplicable

en cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, el 22 de febrero de 1996.

Por la Comision
Franz FISCHLER

Miembro de la Comision
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ANEXO I

CALIDAD DE LA LECHE DESNATADA EN POLVO

1. Caracteristicas:

a) contenido de materia proteinica:

b) contenido de materia grasa:

c) contenido de agua:

d) acidez valorable en ml de solucion de

hidréxido sédico 0,1 N:
e) contenido de lactatos:

f) aditivos:
g) prueba de la fosfatasa:

h

=

indice de insolubilidad:

i) contenido de particulas quemadas:

j) contenido de microorganismos:

k) presencia de coliformes:

1) presencia de mazada:

m)presencia de suero de leche:

n) sabor y olor:

0) aspecto:

p) antimicrobiéticos:

2. Métodos de control
a) Sin perjuicio de las disposiciones relativas a la armonizacién de los métodos de andlisis, seran obliga-
torios, en aplicacién del presente Reglamento, los métodos de referencia que se mencionan a conti-
nuacién:
determinacién de la materia proteinica (N x 6,38):  norma internacional FIL 20B: 1993

b) En lo que se refiere a la presencia de:

determinacién de la materia grasa:
determinacién del agua:
determinacién de la acidez:
determinacién de lactatos:

prueba de la fosfatasa:

indice de insolubilidad:

como minimo 31,4 % del extracto seco magro
como maximo 1,00 %

como maximo 3,5 %

como maximo 19,5 ml

como méximo 150 mg/100 g

ninguno

negativa, es decir, igual o inferior a 4 pg de fenol por
gramo de leche reconstituida

como maximo 0,5 ml (24 °C)

como maximo 15,0 mg, a saber, como minimo disco
B .

maximo 40 000 por g

negativa en 0,1 g

negativa

negativa

nitidos

color blanco o ligeramente amarillento, ausencia de
impurezas,.y de particulas coloreadas

negativa (*).

norma internacional FIL 9C: 1987
norma internacional FIL 26A: 1993
norma internacional FIL 86: 1981
norma internacional FIL 69B: 1987
norma internacional ISO 3356: 1975
norma internacional FIL 129A: 1988

determinacién del contenido de particulas quema-

das:
recuento de microorganismos:
presencia de coliformes:

suero de leche en polvo:

suero de leche 4cido:

mazada:

sustancias antimicrobianas:

ADPI Standard Methods 1990
norma internacional FIL 100B: 1991
norma internacional FIL 73A: 1985.

determinacién de los glicomacropéptidos mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento segin el
método de analisis que se describe en el Anexo V
pruebas establecidas por los Estados miembros

la ausencia de mazada puede establecerse, bien mediante
un control sin previo aviso en los centros de fabricacion,
realizado una vez a la semana por lo menos, o bien por
medio del analisis en laboratorio, segin el método que se
describe en el Anexo VI, del producto acabado, indicando
como maximo 69,31 mg de FEDP por 100 g

seglin el método que se describe en el Anexo VIL

¢) La recogida de muestras se efectuaré segin el procedimiento de la norma internacional ISO 707; no
obstante, los Estados miembros podrén utilizar otro método de muestreo siempre que se ajuste a los
principios de la mencionada norma.

() La leche cruda que se utilice en la fabricacidn de leche desnatada en polvo debe reunir los requisitos establecidos en la
parte D del capitulo III del Anexo A de la Directiva 92/46/CEE. )
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ANEXO IT
ENVASADO
1. Envases

Los envases serdn nuevos y estaran secos e intactos, con capacidad para un peso neto de 25 kg y una
preparacion que se ajuste a una de las formulas siguientes:

a) 4 sacos de papel kraft, con una resistencia que corresponda a un peso minimo de 70 g por m?
1 saco de papel alquitranado intercalado, con una resistencia correspondiente a un peso minimo de
140 g por m?

1 bolsa interior de polietileno, con un espesor minimo de 0,08 mm, soldada o con costura doble;

b) 1 saco de papel kraft con una resistencia correspondiente a un peso minimo de 70 g por m?
1 saco de papel kraft con capa de polietileno, con una resistencia correspondiente a un peso minimo
de 80 g + 15 g por m?,
3 sacos de papel kraft con una resistencia correspondiente a un peso minimo de 70 g por m?,
1 bolsa interior de polietileno con un espesor minimo de 0,08 mm, soldada o con costura doble;
¢) 1 saco exterior de papel kraft con una resistencia correspondiente a un peso minimo de 85 g por m?,
1 saco de papel kraft con capa de polietileno, con una resistencia correspondiente a un peso minimo
de 70 g + 15 g por m?,
2 sacos de papel kraft con una resistencia correspondiente a un peso minimo de 70 g por m?

1 bolsa interior de polietileno con un espesor minimo de 0,12 mm, soldada o con costura doble;

d) 1 saco exterior de papel kraft semiextensible, con una resistencia correspondiente a un peso minimo
de 95 g por m?
1 saco de papel kraft semiextensible con capa interior de polietileno, con una resistencia correspon-
diente a un peso minimo de 95 g + 15 g por m?
1 saco de papel kraft semiextensible con una resistencia correspondiente a un peso minimo de 85 g
por m?,
1 bolsa interior de polietileno con un espesor minimo de 0,12 mm, soldada o con costura doble.

2. Llenado

Al realizar el llenado, el contenido del saco deberd comprimirse bien. Se habra de evitar totalmente la
penetracion de polvo a granel en los diferentes pliegues.

3. Procedimiento de prueba

De conformidad con el punto 1, el envase debe resistir una tensién media de absorcién de 420 julios/m?
con tres capas de papel como minimo, segiin el método ISO 1924-2-1985.
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ANEXO NI

MARCADO

El envase incluird, como minimo, las indicaciones siguientes, en su caso en clave:

a) denominacién «leche desnatada en polvo “spray™, en una de las lenguas de la Comunidad;

b) peso neto;
¢) niimero de la partida de fabricacion;
d) niimero de autorizacién que identifique el centro de produccién y el Estado miembro en que esté situado;

¢) fecha de fabricacién; si la leche desnatada en polvo se almacena en silos, la fecha de fabricacion se susti-
tuira por la semana de fabricaci6n.

ANEXO IV

MUESTREO Y ANALISIS DE LA LECHE DESNATADA EN POLVO OFRECIDA

1. Namero de envases que se elegiran por sondeo para el muestreo:
— ofertas de hasta 800 sacos de 25 kg: 8 como minimo,
— ofertas de mas de 800 sacos de 25 kg: 8+ 1 por cada nuevo lote o parte de lote de 800 sacos, como
minimo.
2. Peso de la muestra: se recogerin como minimo 200 g de cada envase.

3. Agrupacién de las muestras: se reunirdn como maximo 9 muestras en una muestra global.

4. Analisis de las muestras: cada muestra global se sometera a un analisis mediante el cual se puedan
comprobar todas las caracteristicas cualitativas enumeradas en el Anexo L

5. Directrices en caso de muestras defectuosas:
a) si una muestra compuesta resulta defectuosa en relacién con un parimetro se rechazara la cantidad
representada por dicha muestra;

b) si una muestra compuesta resulta defectuosa en relacién con varios parametros se rechazara la cantidad
representada por dicha muestra y se efectuard un segundo muestreo del resto de las cantidades de la
oferta que procedan del mismo centro de fabricacién; este segundo muestreo seré definitivo para el

analisis. En este caso:
— se duplicard el nimero de muestras a que se refiere el punto 1,

— si una muestra compuesta resulta defectuosa en relacién con uno o varios parametros se rechazara
la cantidad representada por dicha muestra.
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ANEXO V

INVESTIGACION DEL SUERO DE LECHE EN POLVO EN LA LECHE DESNATADA EN
POLVO DESTINADA AL ALMACENAMIENTO PUBLICO‘ MEDIANTE DETERMINACION
DE LOS GLICOMACROPEPTIDOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO RENDI-

5.1.

5.2

5.3.

54.
54.1.
54.2.

MIENTO (CLHP)

Objeto y ambito de aplicacién

Este método permite poner de manifiesto la presencia de suero de leche en polvo en la leche desna-
tada en polvo destinada al almacenamiento publico mediante determinacién de los glicomacropépti-

dos.

Referencia

Norma Internacional ISO 707 — Leche y productos licteos — Métodos de muestreo, conforme a las
lineas maestras reflejadas en el Gltimo parrafo, letra c), apartado 2 del Anexo 1.

Definicién

Contenido en glicomacropéptidos de la leche desnatada en polvo: contenido en sustancias determi-
nado segn el método descrito a continuacién y expresado en porcentaje en peso.

Principio
— Reconstitucién de la leche desnatada en polvo, eliminacién de las materias grasas y de las
c @ : POWO,
proteinas con 4cido tricloroacético, y centrifugacién,

— determinacién de la cantidad de glicomacropéptidos (GMP) presentes en el sobrenadante por
cromatografia liquida de alto rendimiento (CLHP),

— evaluaci6n del resultado obtenido en relacién con muestras testigos constituidas por leche desna-
tada en polvo exentas o con adicién de un porcentaje conocido de suero de leche en polvo.

Reactivos

Todos los reactivos seran de calidad analitica reconocida. El agua utilizada ser4 destilada o de pureza
por lo menos equivalente.

Solucion de dcido tricloroacético

Disolver 240 g de acido tricloroacético (CI,CCOOH) en el agua y completar hasta 1 000 ml.

Solucion eluyente pH 6,0

Disolver 1,74 g de fosfato dipotasico (K,HPO,), 12,37 g de fosfato monopotasico (KH,PO,) y 21,41 g
de sulfato de sodio (Na,SO,) en 700 ml de agua aproximadamente.

Ajustar, si es necesario, a pH 6,0 con ayuda de una solucién de acido fosférico o de hidréxido de
potasio.

Completar hasta 1 000 ml con agua y homogeneizar.

Filtrar la solucién eluyente, antes de su utilizacidn, sobre una membrana filtrante de 0,45 um de dia-
metro de poro.

Solucion de lavado y de conservacion de las columnas

Mezclar un volumen de acetonitrilo (CH,CN) en nueve volimenes de agua. Filtrar la mezcla, antes de
su utilizacién, sobre una membrana filtrante de 0,45 um de didmetro de poro.

Nota: Puede utilizarse cualquier otra solucién de lavado que tenga un efecto bactericida y que no
altere la eficacia de resolucién de las columnas.

Muestras testigos
Leche desnatada en polvo que responda a las exigencias del presente Reglamento o sea [0].

La misma leche en polvo adulterada con 5 % (m/m) por suero de leche en polvo de composicién
media, o sea [5].
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6. Aparatos
6.1. Balanza analitica.
6.2 Centrifugadora que pueda alcanzar una fuerza centrifuga de 2 200 g y provista de tubos para centri-

fugar cerrados de una capacidad de 25 ml aproximadamente.
6.3. Agitador mecanico.

64.  Agitador magnético.

6.5. Embudos de vidrio de 7 cm de didmetro aproximadamente.
6.6. Papeles de filtro, de filtracién media, de 12,5 cm de didmetro aproximadamente.
67.  Dispositivo de filtracién de vidrio provisto de membrana filtrante de 0,45 pm de didmetro de poro.

6.8. Pipeta graduada que permita entregar 10 ml, segin ISO 648, clase A, o ISO/R 835.
69.  Bafio de agua con termostato regulado a 25 més o menos 0,5 °C.

6.10. Equipo de cromatografia liquida de alto rendimiento que comprenda:

6.10.1. bomba,
6.10.2. inyector, manual o automatico, de 15 a 30 ul de capacidad,

6.10.3. dos columnas en serie TSK 2000 SW (30 cm de longitud, didmetro interior de 0,75 cm) y/o
columnas de eficacia equivalente y una precolumna previa (3 cm x 0,3 cm) rellena de 1 125 o de un
material de eficacia equivalente,

6.10.4. horno de columna con termostato regulado a 35 mas o menos 1°C,

6.10.5. detector por luz ultravioleta de longitud de onda variable, que permita efectuar mediciones de 205
mm de una sensibilidad de 0,008 A,

6.10.6. integrador que pueda integrar de valle en valle.

Nota: Se puede trabajar con columnas, mantenidas a temperatura ambiente, pero su poder de resolu-
ci6n es ligeramente menor. En este caso las variaciones de temperatura durante una misma
serie de analisis deberan ser inferiores a més o menos 5°C.

7. Muestreo

7.1. Norma Internacional ISO 707 — Leche y productos lacteos — Métodos de muestreo, conforme a las
lineas maestras reflejadas en el Gltimo parrafo, letra c), apartado 2 del Anexo L

7.2. Conservar la muestra de modo que no pueda producirse deterioro ni modificacién de composicién.

8. Modo operatorio

8.1.  Preparacion de la muestra para ensayo

Trasvasar la leche en polvo a un recipiente de capacidad aproximadamente doble del volumen del
polvo, provisto de tapadera hermética al aire. Cerrar el recipiente inmediatamente.

Mezclar bien la leche en polvo por sucesivas inversiones del recipiente.
8.2. Toma de ensayo

Pesar 2,000 mas o menos 0,001 g de muestra para ensayo en un tubo de centrifugar (6.2).
8.3.  Eliminacién de las materias grasas y de las proteinas

8.3.1. Aifiadir 20,0 g de agua tibia (50 °C) a la toma de ensayo. Disolver ¢l polvo agitando durante 5
minutos con ayuda del agitador (6.3). Llevar la temperatura del tubo hasta 25°C.

8.3.2. Afiadir en 2 minutos, 10,0 ml de la solucién de 4cido tricloroacético (5.1) bajo agitacién magnética
(6.4). Poner el tubo en el bafio de agua (6.9) y mantenerlo alli 60 minutos.

83.3. Centrifugar (6.2) 2 200 g durante 10 minutos. O filtrar sobre papel (6.6), desechar los 5 primeros mili-
metros de filtrado.
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8.4.
84.1.

84.2.

8.5.
8.5.1.

8.5.2.

8.5.3.

9.1.
9.1.1.

Determinacion cromatogrdfica

Inyectar de 15 a 30 pl medidos exactamente, de sobrenadante o de filtrado (8.3.3), en el aparato de
cromatografia liquida de alto rendimiento (6.10) con un caudal de 1,0 ml de solucién eluyente (5.2)

por minuto.

Nota:

1. Mantener la solucion eluyente (5.2) a 85 °C durante todo el analisis cromatografico con el fin de
conservar el eluyente desgasificado y de evitar toda proliferacién bacteriana. Es aceptable cualquier
precaucién que tenga un efecto similar.

2. En cada interrupcién, lavar las columnas con agua. No dejarlas nunca bajo la solucién eluyente
(5.2).

Antes de toda interrupcion superior a 24 horas, lavar las columnas con agua y después lavarlas con la
solucién (5.3) durante por lo menos 3 horas con un caudal de 0,2 ml por minuto.

Los resultados del anilisis cromatogréfico de la muestra para ensayo [E] se obtienen en forma de un
cromatograma en el que cada pico se identifica por su tiempo de retencién RT, es decir:

pico II: segundo pico del cromatograma en el que el RT es de 12,5 minutos aproximada-
mente,

pico III: tercer pico del cromatograma, correspondiente a los GMP, cuyo RT es de 15,5 mas
menos 1,0 minutos,

pico IV: cuarto pico del cromatograma cuyo RT es de 17,5 minutos aproximadamente.
La calidad de las columnas puede influir en los tiempos de retencién de los diferentes picos.
El integrado (6.10.6) calcula automaéticamente la superficie A de cada pico, o sea:

Ay superficie del pico II,

Agr: superficie del pico III,

Aw: superficie del pico IV.

Con el fin de detectar las anomalias eventuales debidas ya sea a un mal funcionamiento del aparato o
de las columnas, ya sea por el origen y naturaleza de la muestra analizada, es necesario observar el
aspecto de cada cromatograma antes de efectuar cualquier interpretacién cuantitativa.

En caso de duda, repetir el analisis.

Calibrado

Aplicar exactamente a las muestras testigos (5.4) el modo operatorio descrito desde el punto 8.2 al
punto 84.2.

Utilizar soluciones recientemente preparadas pues los GMP se degradan en medio triclororacético al
8 %. En efecto, su contenido disminuye aproximadamente 0,2 % por hora a 30 °C.

Antes de proceder a cualquier determinacién cromatografica de las muestras, acondicionar las
columnas mediante inyecciones repetidas de la solucién (8.5.1) de la muestra testigo (5.4.2) hasta que
la superficie y el tiempo de retencion del pico correspondiente a los GMP sean constantes.

Determinar los coeficientes de respuesta R inyectando el mismo volumen de filtrados (8.5.1) que el
utilizado para las muestras. -

Expresiéon de los resultados

Modo de cdleulo y formulas

Calculo de los coeficientes de respuesta R:

. 100
Pico II: Ry = —Au-m—
100
Pico 1V: Rrv = -A]V—[O]
donde:
Ry v Ry = respectivamente los coeficientes de respuesta de los picos II y IV,
Ay [0] y Aw [0] = respectivamente las superficies de los picos II y IV de la muestra testigo
[0] obtenidas en el punto 8.5.3
Pico III: Ry = w
A]II [5] - AHI [0]
donde:
Ry = el coeficiente de respuesta del pico III,
Am [0] vy A [5] = respectivamente las superficies del pico III en las muestras testigos [0] y [5]

obtenidas en el punto 8.5.3,
W = la cantidad de suero de leche presente en la muestra testigo [5], o sea 5.
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9.1.2. Calculo de la superficie relativa de los picos de la muestra [E}:

Su [E] = Ry x Ay [E]

Su [E] = Rpm x Au (E]

Sv[E] = Ry x Ay [E]

donde:

Su [El, Sw [El Sw [E] = respectivamente las superficies relativas de los picos II, Il y IV de

la muestra [E],

respectivamente las superficies de los picos II, IIl y IV de la

Ay [El, Aw (E], Aw [E]
muestra [E] obtenidas en el punto 84.2,

Ry, R, Riv = los coeficientes de respuesta calculados en el punto 9.1.1.

9.1.3. Calculo del tiempo de retencién relativo del pico Il de la muestra [EE

RRTy [B] = —am [E]
RTy {5]
donde: .
RRTy; [E] = el tiempo de retencién relativo del pico III de la muestra [E],
RTy [E] = el tiempo de retencién del pico III de la muestra [E] obtenido en el punto 8.4.2,
RTy, [5] = glsti;mpo de retencién del pico 111 de la muestra testigo [5] obtenido en el punto

9.1.4. Por la experimentacién, se ha demostrado que existe una relacién lineal entre el tipo de retencion
relativo del pico III es decir RRTy [E] y el porcentaje de suero de leche en polvo afiadido hasta el

10 %:
— con un contenido > § % el RRTy [E] es < 1,000,
— con un contenido < 5% el RRTy [E] es = 1,000.

La incertidumbre admitida para los valores de RRTy es de mas menos 0,002.

Normalmente, el valor de RRTy; [0] es poco diferente de 1,034, Segtin el estado de las columnas, este
valor puede aproximarse a 1,000, pero siempre ha de ser superior a 1,000.

92.  Calculo del porcentaje de suero de leche en polvo presente en la muestra, es decir:
W = Sy [E] = [1,3 + (Sw [0] — 0,9)]
donde:
w = el porcentaje m/m de suero de leche en polvo presente en la muestra [E],
Sm [E] = la superficie relativa del pico III de la muestra para ensayo [E] obtenida en el
punto 9.1.2,
1,3 = la superficie relativa media del pico III, expresada en g por 100 g de suero de

leche en polvo determinado en las leches desnatadas en polvo no adulteradas de
origen diverso. Esta cifra se ha obtenido experimentalmente,

Su [0] = la superficie relativa del pico III que es igual a Ry % Ay [0} Estos valores se
obtienen respectivamente en los puntos 9.1.1 y 8.5.3,

(Sw [0] — 0,9) = la correccién que hay que efectuar en la superficie relativa media 1,3 cuando el
valor Sy; [0] se aparta en 0,9. Experimentalmente, la superficie relativa media del
pico III de la muestra testigo [0] es de 0.9.

9.3. Precisién del método

9.3.1. Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones efectuadas simultaneamente o en un corto
intervalo de tiempo por el mismo analista que utilice los mismos aparatos, con la misma toma de
muestra, no debe sobrepasar el 0,2 % m/m.

9.3.2. Reproducibilidad

La diferencia entre dos resultados individuales e independientes obtenidos en dos laboratorios dife-
rentes, con la misma toma de muestra, no debe sobrepasar el 0,4 % m/m.
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9.4. Interpretacion

9.4.1. Podra llegarse a la conclusién de que no existe suero de leche si la superficie relativa de la cresta I1I,
Su [E], expresada en gramos de suero de leche en polvo por 100 g de producto, es < 2,0 + (Sw

[0] - 0.9)

donde:

2,0 es el valor maximo admitido para la superficie relativa de la cresta III que toma
en consideracion la superficie relativa de la cresta III, digamos 1,3, el margen de
incertidumbre debido a las variaciones en la composicidn de la leche descremada
en polvo y la reproducibilidad del método (9.3.2),

(Sm [0] — 0,9) es la rectificacién que ha de hacerse cuando la superficie Sy, [0] sea diferente de

0,9 (ver el nimero 9.2).

9.4.2. Si la superficie relativa de la cresta III, Sy [E] fuera > 2,0 + (S;;[0] — 09) y la superficie relativa de
la cresta 11, Sy [E] < 160, calcular el contenido existente en suero de leche en polvo como se indica

en el nimero 9.2.

9.4.3. Si la superficie relativa de la cresta III, S, [E] fuera > 2,0 + (S [0] — 0,9) y la superficie relativa de
la cresta II, Sy [E] > 160, determinar el contenido en materias proteicas totales (P %) y estudiar acto
seguido los graficos 1 y 2.

9.4.3.1. Los datos obtenidos tras el analisis de muestras de leches desnatadas en polvo no alteradas, con alto
contenido en materias proteicas totales, se reunirin en los graficos 1 y 2.

La recta que aparece con un trazo continuo representa la recta de regresién lineal cuyos coeficientes
se calculan mediante e! método del cuadrado menor.

La recta que aparece con trazo discontinuo determina el limite superior de la superficie relativa de la
cresta III, con una probabilidad de no ser sobrepasada en el 90 % de los casos.

Las ecuaciones de las rectas que aparecen con trazo discontinuo en los graficos 1 y 2 son iguales,
respectivamente, a:

graficos:

Sm = 0,376 P % — 10,7 (grafico 1)

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

donde:

Sur es la superficie relativa de la cresta Il calculada bien a partir del contenido en
materias proteicas totales, bien a partir de la superficie relativa de la cresta S;, [E],

P % es el contenido en materias proteicas totales expresado en porcentaje ponderal,

Su [E] es la superficie relativa de la muestra calculada en el nimero 9.1.2.

Estas ecuaciones son equivalentes a la cifra 1,3 mencionada en el nGmero 9.2.

La diferencia (T, y T) entre la superficie relativa Sy [E] hallada y la superficie relativa Sy viene dada
por las relaciones siguientes:
T, = Sy [E] ~ [(0,376 P % — 10,7) + (Siy [0] — 0,9)]
Tz = Sm [E] - [(0,0123 S" [E] + 0,93) + (Sm [0] - 0,9)]
9432.Si T, y/lo T, son inferiores o iguales a cero, no podrd determinarse la presencia de suero de
leche en polvo.

SiT yT, son superiores a cero, la conclusién sera la presencia de suero de leche en polvo.
El contenido en suero de leche existente se calculard mediante la férmula:
W =T, + 091

donde:

0,51 representa la separacién sobre el eje vertical entre la recta que aparece con trazo continuo y la
recta que aparece con trazo discontinuo.
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ANEXO VI

LECHE DESNATADA EN POLVO DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FOSFATIDIL-

SERINA Y FOSFATIDILETANOLAMINA

METODO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO RENDIMIENTO DE FASE INVERSA (CLAR)

4.1.

4.2,

4.2.1.
4.2.2.
4.23.

4.3.

4.3.1.
4.3.2.
4.3.3.
4.3.4.

4.4.

44.1.
44.2.
44.3.
4.4.4.
44.5.
4.4.6.

5.1.
5.2
5.3.
54.

Objeto y ambito de aplicacién

El presente método describe un procedimiento para la determinacién del contenido de fosfatidilse-
tina (FS) y fosfatidiletanolamina (FE) de la leche desnatada en polvo (LDP) y permite detectar los
sélidos de suero de leche en la LDP.

Definicién

Contenido de FS + FE: la fraccién de masa de la substancia determinada mediante la aplicacién del
presente procedimiento. El resultado se expresa en mg de fosfatidiletanolamina dipalmitoilo (FEDP)

por cada 100 g de polvo. :

Principio

Extracci6én de los aminofosfolipidos por medio de metanol a partir de leche en polvo reconstituida.
Determinacién del contenido de FS y FE en forma de derivados de o-ftaldialdehido mediante el
método de CLAR de fase inversa y deteccién por fluorescencia. Determinacién del contenido de FS 'y
FE en la muestra problema sometida a prueba por referencia a una muestra patrén que contiene una
cantidad conocida de FEDP.

Reactivos

Todos los reactivos deberan ser de grado analitico reconocido. El agua utilizada debera ser agua desti-
lada o de pureza al menos equivalente, salvo que se indique lo contrario.

Material de referencia: FEDP con una pureza de un 99 %, como minimo

Nota: el material de referencia deberd almacenarse a — 18 °C.

Reactivos para la muestra problema de referencia y la preparacion de la muestra problema.
Metanol de grado CLAR.

Cloroformo de grado CLAR.

Monoclorhidrato de triptamina.

Reactivos para la obtencién del derivado o-ftaldialdebido

Hidroxido de sodio, solucidn acuosa 12M.

Acido bérico, solucién acuosa 0,4 M ajustada a pH 10,0 por medio de hidréxido de sodio (4.3.1).
2-mercaptoetanol.

O-ftaldialdehido (OFA).

Solventes de elucion de CLAR

Los solventes de elucién deberan prepararse por medio de reactivos de grado CLAR.
Agua de grado CLAR.

Metanol de pureza fluorimétrica sometida a prueba.

Tetrahidrofurano.

Fosfato de sodio y dihidrégeno.

Acetato de sodio.

Acido acético.

Material

Balanza analitica

Vasos de precipitados de 25 y 100 ml de capacidad
Pipetas que permitan medir entre 1 y 10 mi
Agitador magnético
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5.5.
5.6.
57.
5.8.
59.
5.10

5.11.
5.12.
5.13.

Pipetas graduadas que permitan medir 02, 05 y 5 ml
Matraces aforados de 10, 50 y 100 ml de capacidad
Jeringas de 20 y 100 pl de capacidad

Bafio de ultrasonidos

Centrifugadora que funcione a 27 000 x g

Frascos de vidrio de unos 5 ml de capacidad

Probera de 25 mli de capacidad

pH-metro

Equipo de CLAR

5.13.1. Sistema de bombeo de gradiente capaz de funcionar a razén de 1,0 ml/min a 200 bar.

5.13.2. Muestreador con capacidad de formar derivados.

5.13.3. Calentador de columna regulado a 30 °C.
5.13.4. Detector de fluorescencia con una longitud de onda de excitacién de 330 nm y una longitud de onda

de emision de 440 nm.

5.13.5. Integrador o equipo de tratamiento de datos capaz de medir la superficie bajo picos.

5.13.6. Una columna de Licrosphere — 100 (250 x 4,6 mm) o una columna equivalente que lleve octadecil-

7.1

7.2.

7.3.

74.

silano (C18) con una granulometria de § pm.

Toma de muestras

La toma de muestras se llevard a cabo de acuerdo con la norma IDF 50B. 198S5.

Procedimiento

Preparacidn de la solucion del patrén interno

Pesar 30,0 + 0,1 mg de monoclorhidrato de triptamina (4.2.3) en matraz aforado de 100 ml (5.6) y
enrasar con metanol (4.2.1). Verter con la pipeta (5.3) 1 ml de esta solucién en un matraz aforado de
10 ml (5.6) y enrasar con metanol (4.2.1) con el fin de obtener una concentracién de triptamina de

0,15 mM.

Preparacion de la solucién de muestra problema

Pesar 1,000 + 0,001 g de la muestra problema de LDP en un vaso de precipitados de 25 ml (5.2).
Afiadir 10 ml de agua destilada a 40 °C con una pipeta (5.3) y agitar con el agitador magnético (5.4)
durante treinta minutos para disolver los grumos. Verter con la pipeta (5.5) 0,2 ml de leche reconsti-
tuida en un matraz aforado de 10 ml (5.6), afiadir 100 pl de solucién de triptamina 0,15 mM (7.1) con
una jeringa (5.7) y enrasar con metanol (4.2.1). Mezclar cuidadosamente por inversiéon y someter a
ultrasonidos (5.8) durante 15 minutos. Centrifugar (5.9) a 27 000 x g durante 10 minutos y recoger la
solucién sobrenadante en un frasco de vidrio (5.10).

Nota: la solucidn de muestra problema debera almacenarse a 4 °C hasta que se proceda al analisis
CLAR. ‘

Preparacion de la solucion del patrin externo

Pesar 55,4 mg de FEDP (4.1) en un matraz aforado de 50 ml (5.6) y afadir 25 ml de cloroformo
(4.2.2) con una probeta (5.11). Calentar el matraz taponado a 50 °C y mezclar cuidadosamente hasta
que se disuelva el FEDP. Enfriar el matraz hasta 20 °C, enrasar con metanol (4.2.1) y mezclar por
inversién. Verter con una pipeta (5.3) 1 ml de esta solucién en un matraz aforado de 100 ml (5.6) y
enrasar con metanol (4.2.1). Pasar con pipeta (5.3) 1 ml de esta soluciéon a un matraz aforado de 10 ml
(5.6), afiadir 100 pl (5.7) de solucién de triptamina 0,15 mM (7.1) y enrasar con metanol (4.2.1).
Mezcla por inversion.

Nota: 1a solucién de muestra patrén deberd almacenarse a 4 °C hasta que se proceda al anélisis
CLAR.
Preparacién del reactivo de derivaciin

Pesar 25,0 = 0,1 mg de OFA (4.34) en un matraz aforado de 10 ml (5.6), afiadir 0,5 ml (5.5) de
metanol (4.2:1) y mezclar hasta que disuelva el OFA. Enrasar con una solucién de acido bérico (4.3.2)
y afadir 20 pl de 2-mercaptoetanol (4.3.3) con una jeringa (5.7).

Nota: el reactivo de derivacion debera almacenarse a 4 °C en un frasco oscuro y permanecer estable
durante una semana.
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7.5. Determinacién del contenido mediante CLAR

7.5.1. Solventes de eluciéon (4.4).

Solvente A:

solucién de fosfato de sodio y dihidrégeno a 0,3 mM y de acetato de sodio 3 mM (ajustada a un pH
de 6,5 por medio de acido acético) metanol: tetrahidrofurano = 558:440: 2 (v/v/v).

Solvente B:

metanol.

7.5.2. Grado de elucién preconizado:

Tiempo (minutos) Solvente A Solvente B Caudal
(%) (%) (ml/min.)

Inicial 40 60 0
0.1 40 60 0,1
30 40 60 0,1
60 0 60 1,0
6,5 40 60 1,0
9.0 36 ' 64 1,0
10,0 20 80 10
11,5 16 84 1,0
12,0 16 84 1.0
16,0 10 90 10
19,0 0 100 1.0
200 0 100 1.0
21,0 40 60 1,0
29,0 40 ) : 60 10

30,0 40 60 0

Nota: el grado de elucién podrd requerir una ligera modificacién con vistas a la obtencién de la
resolucién indicada en la figura n° 1.

Temperatura de la columna: 30 °C.
7.5.3.  Volumen de inyeccién: 50 pul de reactivo de derivacién y 50 pl de solucién de muestra problema.

7.54. Equilibrado de la columna

El sistema se pondrd en marcha a diario. Llenar la columna con solvente B al 100 % durante 15
minutos y, a continuacién, regular la proporcion a razén de A: B=40:60 y equilibrar a 1 ml/min.
durante 15 minutos. Efectuar un ciclo en blanco mediante la inyeccién de metanol (4.2.1).

Nota: antes de su almacenamiento a largo plazo, llenar la columna con metanol y cloroformo en una
proporcién de 80: 20 (v/v) durante 30 minutos.

7.5.5. Determinacién del contenido de FS y FE de la muestra préblema.

Efectuar la serie de anilisis cromatograficos sin modificar el tiempo entre ciclos con el fin de obtener
periodos de retencion constantes. Inyectar la solucién del patrén externo (7.3) cada 5 a 10 soluciones
de muestra problema a fin de evaluar el factor de respuesta.

Nota: La columna deberi llenarse con el solvente B al 100 % (7.5.1) durante al menos 30 minutos
cada 20 o 25 ciclos.

s

7.6.  Modo de integracion
7.6.1. Pico del FEDP

El FEDP se eluye en forma de un solo pico. Determinar al area del pico mediante la integracién de
valle a valle.

7.6.2. Pico de la triptamina

La triptamina se eluye en forma de un solo pico (figura 1). Determinar el 4rea del pico mediante la
integracion de valle a valle.

7.6.3. Grupos de picos de FS y FE

En las condiciones descritas anteriormente (figura 1), FS se eluye en forma de dos picos principales
parcialmente no resueltos precedidos de un pico menor. FE se eluye en forma de tres picos princi-
pales parcialmente no resueltos. Determinar la superficie total de cada grupo de picos estableciendo
la linea de base tal como se indica en la figura 1.
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8. Calculo y expresién de los resultados

El contenido de FS y FE de la muestra problema se calculard como sigue:

A,
C=135536 —_—
X X F

férmula en la que:

C=contenido de FS o FE de la muestra problema (mg/100 g de polvo)
A, =4area del pico de FEDP de la solucién de muestra patron (7.3)
A,=4rea del pico de FS o FE de la solucién de la muestra problema (7.2)
T,=4rea del pico de triptamina de la solucién de la muestra patrén (7.3)
T,=4rea del pico de triptamina de la solucién de muestra problema (7.2).

9. Precisién

Nota: los valores relativos a la repetibilidad se han calculado de acuerdo con la norma internacional
IDF (*). El limite de reproducibilidad provisional se ha calculado de acuerdo con las «direc-
trices relativas a la interpretacién de los resultados analiticos y la aplicacién de la evaluacién
sensorial en relacién con la leche y los productos lacteos regulados por la organizacién coman
de mercado» (documento VI/2721/95 de la Comision).

9.1.  Repetibilidad
La desviacidn tipica relativa de la repetibilidad, que expresa la variabilidad de los resultados analiticos
independientes obtenidos por el mismo operador que utilice el mismo material en las mismas condi-
ciones y con la misma muestra problema, durante un breve lapso de tiempo, no debera sobrepasar un
2 % en valor relativo. En caso de que se proceda a dos determinaciones en esas condiciones, la dife-
rencia relativa entre ambos resultados no deberd sobrepasar el 6 % de la media aritmética de los
resultados.

9.2. Reproducibilidad

En caso de que se efectien dos determinaciones por parte de operadores en distintos laboratorios,
utilizando materiales distintos y en distintas condiciones para el analisis de la misma muestra
problema, la diferencia relativa entre ambos resultados no debera sobrepasar el 11 % de la media
aritmética de los resultados.
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ANEXO vII

DETECCION DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS Y DE SULFONAMIDA/DAPSONA EN LA
LECHE DESNATADA EN POLVO

Se utilizard un ensayo de cribado de inhibidores microbianos por medio de Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis C953 como microorganismo de ensayo, que tenga una sensibilidad suficiente para detectar 4 ug
de bencilpenicilina por litro de leche y 100 pg de sulfadimidina por litro de leche. Existen equipos comer-
ciales para ensayos que pueden utilizarse siempre que tengan la sensibilidad requerida para la bencilpenici-
lina y la sulfadimidina (').

Se utilizard leche desnatada en polvo reconstituida (1 g polvo + 9 ml de agua destilada) para realizar el
ensayo. Este se llevara a cabo de acuerdo con el capitulo 2 de la seccién 1 del boletin n° 258/1991 del proce-
dimiento IDF o conforme a las instrucciones del fabricante del equipo para ensayos.

Los resultados positivos deberan interpretarse como sigue:

1. Repetir el ensayo afiadiendo penicilinasa al sistema de ensayo:
Resultado positivo: la substancia inhibidora no puede identificarse con este procedimiento.
Resultado negativo: la substancia inhibidora es un antibidtico 6-lactamico.

2. Repetir el ensayo afiadiendo 4cido p-aminobenzoico al sistema de ensayo:
Resultado positivo: la substancia inhibidora no puede identificarse con este procedimiento.

Resultado negativo: la substancia inhibidora es una sulfonamida/dapsona.

3. Repetir el ensayo afiadiendo penicilinasa + 4cido p-aminobenzoico al sistema de ensayo:

Resultado positivo: la substancia inhibidora no puede identificarse con este procedimiento.

Resultado negativo: las substancias inhibidoras son un antibitico 6-lactimico y una sulfonamida/dap-
sona.

() Nota importante: dado que en ocasiones se obtienen resultados falsamente positivos en el anélisis de la leche desnatada
en polvo, es importante comprobar que el sistema de ensayo utilizado no dé ese tipo de resultados.



