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Przedmowa

Niniejszy standard zostat sporzgdzony zgodnie z zasadami podanymi w GB/T 1.1-2009.
Gtéwne zmiany w stosunku do NY/T939-2005 sg nastepujgce:

- Zmieniono wartosci wskaznika do identyfikacji mleka rekonstytutowanego w

mleku pasteryzowanym:
- Zmieniono wartosci wskaznika do identyfikacji mleka rekonstytutowanego w
mleku UHT;

- Zmodyfikowano metode obrobki wstepnej do oznaczania furozyny;

- Dodano metode UPLC do oznaczania furozyny;

- Zmodyfikowano metode okreslania laktulozy.
Norma ta zostata zaproponowana przez Departament Hodowli Zwierzat Ministerstwa
Rolnictwa.
Niniejsza norma jest zarzgdzana przez Komitet Technologiczny Normalizacji
Departamentu Hodowli Zwierzat Ministerstwa Rolnictwa (SAC/ TX 274).
Niniejsza norma zostata opracowana przez: Beijing Institute of Animal Sciences of
Chinese Academy of Agricultural Sciences (pekinski instytut badawaczy ds. weterynarii
zwierzat hodowlanych chinskiej akademii nauk rolniczych), pekinskie laboratorium oceny
ryzyka bezpieczenstwa jakosci produktow mlecznych Ministerstwa Rolnictwa oraz
centrum nadzoru i badania jakosci mleka i produktow mlecznych Ministerstwa Rolnictwa
(Pekin).
Gtéwni autorzy tej normy: Zheng Nan, Wen Fang, Wang Jiaqi, Li Songli, Zhang
Yangdong, Zhao Shengguo, Li Ming, Yang Jinhui, Chen Chongchong, Wang Xiaoqing,
Chen Meixia, Wang Hui, Lan Xinyi, Huang Mengmeng, Bu Dengpan, Wei Hongyang, Li
Shucong, Yu Jianguo, Zhou Lingyun.

Wsparcie technologia GACC (chinski-angielski): registry@foodgacc.com 18911244880 (Wechat)



NY/T 939-2016
|ldentyfikacja mleka rekonstytuowanego w mleku

pasteryzowanym i UHT
1 Zakres
Niniejsza norma okresla metode identyfikacji mleka rekonstytuowanego w mleku
pasteryzowanym i mleku UHT.
Norma ta ma zastosowanie do mleka pasteryzowanego i mleka UHT.

2 Odniesienia normatywne

Nastepujgce dokumenty sg niezbedne do stosowania tego dokumentu. W przypadku,
gdy odniesienia sg datowane, tylko wersja z datg ma zastosowanie do niniejszego
dokumentu. Tam, gdzie odniesienia nie sg datowane, do niniejszego dokumentu stosuje
sie najnowszg wersje (wraz ze wszystkimi zmianami).

GB 5009.5 Krajowa norma bezpieczehnstwa zywnosci Oznaczanie biatka w zywnosci
GB/T 6682 Specyfikacje stosowanej wody i metody badan w laboratoriach analitycznych
GB/T 10111 Generowanie liczb losowych i ich aplikacja w pobieraniu probek i badaniu
jakosci wyrobdéw

3 Terminologia i definicje
W niniejszym dokumencie obowigzujg nastepujgce terminy i definicje.

3.1

Mieko surowe

Surowe mleko, ktére nie zostato w zaden sposob zmienione, pochodzgce z wymion
zdrowych zwierzat mlecznych spetniajgcych odpowiednie wymogi krajowe.

3.2

Mleko rekonstytutowane

Mleczna ciecz otrzymana przez zmieszanie suszonych lub zageszczonych produktow
mlecznych z wodg w proporciji.

3.3

Obrdbka cieplna

Zastosowanie technologii cieplnej, nie mniej intensywnej niz pasteryzacja, w celu
zahamowania wzrostu mikroorganizmow lub ich zabicia, przy jednoczesnej kontroli, by
zachodzity jedynie ograniczone zmiany wiasciwosci fizycznych i chemicznych obiektu
poddanego dziataniu ciepta.

3.4

Pasteryzacja

Metoda obrébki uzywana dla skutecznego zabicia patogennych mikroorganizmdéw, to
jesti przez niskg temperature przez dtugi czas (63°C ~ 65°C, czas trwania 30min) lub
przez wysokg temperature przez krétki czas (72°C ~ 76°C, przez 15s lub 80°C ~ 85°C,
przez 10s ~ 15s).

3.5

Mieko pasteryzowane
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Produkty ptynne wytwarzane wytgcznie z surowego w wyniku pasteryzacji i tym
podobnych proceséw, o zawartosci laktulozy ponizej 100mg/L.

3.6

Sterylizacja blyskawiczna ultrawysokotemperaturowa, UHT

Metoda przetwarzania stosowana w celu skutecznego zabicia mikroorganizmow i
zahamowania odpornych na ciepto zarodnikdéw. Obrdbka cieplna, w ktorej produkt jest
podgrzewany do temperatury co najmniej 132°C w stanie ciggtego przeptywu i
utrzymywany w tym stanie przez krotki czas.

3.7

Mieko UHT

Ptynny produkt wytwarzany z surowego mleka krowiego, z dodatkiem lub bez dodatku
mleka rekonstytuowanego, ktéry zostat poddany sterylizacji w ultra-wysokiej
temperaturze w trybie btyskawicznym, a nastepnie pakowaniu aseptycznemu i tym
podobnym procesom.
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Zawartosc laktulozy w surowym mleku krowim po obrobce UHT powinna by¢ mniejsza
niz 600mg/L.

3.8

Furozyna

W procesie ogrzewania mleka krowiego biatko aminokwasowe i laktoza ulegajg reakc;ji
meradowej, w wyniku ktorej powstajg: e-N-dezoksylaktulozo-L-lizyna
(e-N-deoxylactolusyl-L-lysine), ktéra w wyniku hydrolizy kwasowej przeksztatca sie w
bardziej stabilng furozyne (g-N-2-furoylometylo-L-lizyna, €-N-2-furoymethy-L-lysine).
3.9

Laktuloza

Dwucukier powstaty w wyniku izomeryzacji laktozy w mleku podczas procesu
ogrzewania, katalizowanej przez wolng grupe aminowg kazeiny. Jego nazwa chemiczna
w jezyku angielskim to 4-O-B-D-Galactopyranosyl-D-fructose. Moze by¢ stosowany jako
wskaznik do oceny efektu obrdbki cieplnej mleka.

4 Metody badan

4.1 Oznaczanie zawartosci furozyny

4.1.1 Zasada

Zawartosc¢ biatka w probkach oznacza sie po hydrolizie kwasem solnym - hydrolizat
rozciencza, a nastepnie analizuje metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) lub ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej (UPLC) w miernikiem
ultrafioletowym (dtugos¢ fali 280 nm) i ustala ilo§¢ metodg standardu zewnetrznego.

4.1.2 Odczynnik i materialy

O ile nie okre$lono inaczej, wszystkie odczynniki stosowane w tej metodzie sg
analitycznie czyste, a woda jest wodg laboratoryjng klasy 1 zgodnie z GB/T 6682.
4.1.2.1 Metanol (CH 3OH): czysty chromatograficznie.

4.1.2.2 Stezony kwas gronowy (HCI, gestos¢ 1,19 g/mL).
4.1.2.3 Kwas triakowy: czysty chromatograficznie.
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4.1.2.4 Octan amonu.
4.1.2.5 Furozyna: C 12H 17N 3O 4*xHCI.

4.1.2.6 Roztwoér kwasu solnego (3 mol/L): doda¢ 2,5 mL stezonego kwasu solnego do
7,5 mL wody i dobrze wymieszac.

4.1.2.7 Roztwér kwasu solnego (10,6 mol/ L: doda¢ 88 mL stezonego kwasu solnego do
12 mL wody i dobrze wymieszac.

4.1.2.8 Roztwér octanu amonu (6 g/L) dokfadnie odwazy¢ 6 g i rozpusci¢ w wodzie,
rozpusci¢ w 1L, nastepnie przefiltrowac przez membrane wodng o $rednicy 0,22 pm i
odgazowywac ultradzwiekami przez 10 min.

4.1.2.9 Roztwor octanu amonu (6 g/L) zawierajgcy 0,1% kwasu trifluorooctowego:
doktadnie odwazy¢ 6 g kwasu octowego rozpuszczonego w czesci wody, dodaé¢ 1 mL
kwasu trifluorooctowego, ustali¢ objetos¢ do 1L, przepusci¢ przez membrane wodng
0,22pm i odgazowywac ultradzwiekami przez 10 min.

4.1.2.10 Wzorcowy roztwor podstawowy furozyny (500,0 mg/L): przeliczy¢ wspotczynnik
czystosci peptydow (zawartos¢ peptydow netto) wzorca na podstawie wspotczynnika
czystosci peptydéw podanego w certyfikacie wzorca. Uzy¢ roztworu kwasu solnego 3
mol/L by wytworzyé wzorcowy roztwér podstawowy. W temperaturze minus 20°C moze
by¢ przechowywany przez 24 miesigce.

Przyktad:

Jezeli wspodtczynnik czystosci peptyddw na certyfikacie wzorcowej furozyny
wynosi 69,1%, to nalezy odwazy¢ 7,24 mg wzorca peptydu, rozpusci¢ go w roztworze
kwasu solnego o stezeniu 3 mol/L. i ustali¢ objetos¢ na 10ml. Gestos¢ standardowego
roztworu podstawowego wynosi 500,0 mg/L.
4.1.2.11 Roboczy roztwdr mianowany furozyny (2.0mg/L): odmierzy¢é 100uL wzorcowego
roztworu podstawowego furozyny do kolby pomiarowej o pojemnosci 25ml i ustali¢
objetos¢ za pomocg 3 mol/L roztworu kwasu solnego, stezenie tego roboczego roztworu
mianowanego wynosi 2,0 mg/L.
4.1.2.12 Membrana filtra wodnego: 0,22 pm.

4.1.3 Aparatura

4.1.3.1 Wysokosprawny chromatograf cieczowy z detektorem UV lub detektorem
diodowym.

4.1.3.2 Ultra wysokosprawny chromatograf cieczowy: z detektorem UV lub detektorem
diodowym.

4.1.3.3 Piec suszarniczy: (110 plus minus 2)°C.
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4.1.3.4 Szczelnie zamknieta probowka zaroodporna: objeto$¢ 20mL.

4.1.3.5 Waga:z czutoscig 0,01mg,1mg.

4.1.3.6 Tester azotu Kjeldahla.

4.1.4 Pobieranie préobek

Mleko pasteryzowane do badan powinno by¢ przechowywane i transportowane w
temperaturze 2°C~6°C, a mleko UHT w temperaturze nie wyzszej niz 25°C.

Prébka o objetosci co najmniej 250 ml powinna by¢ pobrana zgodnie z GB/T 10111 i nie
powinna by¢ uszkodzona lub zmieniona podczas transportu lub przechowywania.
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Prébki do pobierania probek nadzorczych lub badan arbitrazowych powinny byc¢
pobierane z gotowego produktu w zaktadzie przetwdrczym przeznaczonego do
sprzedazy i badane w ciggu jednego tygodnia.
4.1.5 Procedury analityczne
4.1.5.1 Przygotowanie hydrolizatu prébki
Aspirowac 2,00 mL probki do zamykanej zaroodpornej probowki, doda¢ 6,00ml roztworu
kwasu solnego o stezeniu 10,6mol/L i dobrze wymieszaé. Szczelnie zamkngc¢ rurke,
umiesci¢ w pojemniku do suszenia i ogrzewac¢ w temperaturze 110 przez 12h-23h w celu
hydrolizy, a po godzinnym podgrzewaniu delikatnie wstrzgsng¢ probéwka. Po ogrzaniu
probéwki wyjac z urzgdzenia do suszenia, schtodzic i przefiltrowac przez bibute
filtracyjng, a przesacz wykorzysta¢ do oznaczen.
4.1.5.2 Oznaczanie zawartosci biatka w hydrolizacie prébki
Odmierzy¢ pipetg 2,00 ml, roztworu do hydrolizy prébki, zgodnie z przepisami GB
5009.5 w celu okres$lenia zawartosci biatka w roztworze probki.
4.1.5.3 Oznaczanie zawartosci furozyny w hydrolizacie probki

Odmierzy¢ pipeta 1,00 mL hydrolizatu prébki, doda¢ 5,00 mL roztworu octanu
amonu 6g/L, dobrze wymieszac, przepuscic¢ przez wodng membrane filtracyjng 0,22 pm,
a przefiltrowang ciecz zbada¢ na maszynie. Przesgcz bada sie jedng z dwdch
nastepujgcych metod, zgodnie z aparatem do chromatografii cieczowej stosowanym w
laboratorium:

a) Metoda HPLC

1) Zalecane warunki chromatograficzne
Referencja chromatograficzna: kolumna silikonowa C 18" 250 mm X 4,6 mm, wielkos¢

czagstek 5um, lub réwnowazna.
Temperatura kolumny: 32C.
Faza ruchoma: 0,1% roztwdér kwasu trifluorooctowego jako faza ruchoma A i metanol
jako faza ruchoma B.
Gradient elucji: patrz tabela 1.
Tabela 1 Gradient elucji

Numer Czas (min) Predkos¢ Faza ruchoma | Fazaruchoma
przeptywu A% B %
(ml/min)

1 - 1,00 100,0 0,0

2 16,00 1,00 86,8 13,2

3 16,50 1,00 0,0 100,0

4 25,00 1,00 100,0 0,0

5 30,00 1,00 100,0 0,0

2) Okreslenie (oznaczenie/badanie)

Uktad chromatograficzny jest wyréwnany przy uzyciu mieszaniny fazy ruchomej A i fazy
ruchomej B (50:50) przy predkosci przeptywu 1 ml/min. Nastepnie uktad jest
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wyrownywany z poczgtkowg fazg ruchomg az do uzyskania gtadkiej linii podstawowe;j.
W celu sprawdzenia czystosci rozpuszczalnika wstrzykuje sie roztwor 10pl 3mol/L kwasu
solnego. Wstrzyknag¢ 10 pL porcji mierzonego roztworu w celu okreslenia zawartosci
furozyny. Chromatogram znajduje sie w dodatku A.

b) Oznaczanie metodg UPLC

1) Zalecane warunki chromatograficzne
Kolumna chromatograficzna: kolumna silikonowa o wysokiej wytrzymatosci HSS T3,
100mmX2,1mm, czesteczki 1,8um lub podobnie.
Temperatura kolumny: 35°C.
Faza ruchoma: 6 g/L octanu amonu zawierajgcego 0,1% kwasu trojoctowego w wodzie
jako faza ruchoma A, alkohol metylowy jako faza ruchoma B i czysta woda jako faza
ruchoma C.
Warunki elucji: faza ruchoma A, elucja izokratyczna, 0,4 mL/min.
2) Okreslenie
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Zaleca sie przeptukanie uktadu chromatograficznego fazami ruchomymi czystg wodg i
metanolem, w tej kolejnosci. Przed uzyciem przyrzadu uktad chromatograficzny
powinien zostac przestawiony na czystg wode z fazg ruchomg i wyréwnany fazg
ruchoma A przy predkosci przeptywu 0,4 ml/min. Czystos¢ rozpuszczalnika sprawdza
sie wstrzyknieciem 0,5 uL 3 mol/L roztworu kwasu solnego. Zawartos¢ furozyny bada sie
poprzez wstrzykniecie 0,5 pL roztworu czekajgcego nazbadanie. Chromatogram
znajduje sie w dodatku A.

4.1.6 Obliczanie wynikow

4.1.6.1 Zawartos¢ furozyny w probce

Zawartosc furozyny jest wyrazona jako utamek masy F, w miligramach na sto gramow
biatka (mg/100g biatka) i jest obliczana zgodnie z réownaniem (1).

A*C *D*100
F_ t std

- A gy e (1)
Gdzie:

std
At- Warto$¢ powierzchni piku furozyny w badanej probce;

A d-Wartoéc’: pola powierzchni piku furozyny w roztworze wzorcowym furozyny;
C, d-Stezenie roztworu wzorcowego furozyny w miligramach na litr (mg/L);

D- Wielokrotnos¢ rozcienczenia w czasie badania (D=6);

m- Stezenie biatka w hydrolizacie prébki w gramach na litr (g/L).

Wyniki obliczen sg zachowywane z doktadnos$cig do jednego miejsca po przecinku.
4.1.6.2 Zawartos¢ furozyny po pasteryzaciji

Po zakonczeniu pasteryzacji mleka zawartos¢ furozyny jest wyrazana w miligramach na
sto gramoéw biatka (mg/100g biatka) w ujeciu FT,

Obliczone zgodnie z réwnaniem (2).

I (2)
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Obliczenia sg zachowane do jednego miejsca po przecinku.

4.1.6.3 Zawartos¢ furozyny pod koniec sterylizacji UHT

Zawartosc furozyny pod koniec sterylizacji UHT jest wyrazona jako FT w miligramach na
sto gramoéw biatka (mg100g biatka).

Obliczone zgodnie z réwnaniem (3).

e I e T P (3)
gdzie:

0,7 - llos¢ furozyny wytworzona w ciggu jednego dnia przechowywania probki w
temperaturze pokojowej, w miligramach na sto graméw biatka (mg/100g biatka):

t - Liczba dni przechowywania prébki w temperaturze pokojowe;j

Wyniki sg obliczane z doktadnos$cig do jednego miejsca po przecinku.

4.1.7 Precyzja

Ro&znica bezwzgledna miedzy wynikami dwoch niezaleznych badan uzyskanych w
warunkach powtarzalnosci nie jest wieksza niz 10% $redniej arytmetycznej.

Réznica bezwzgledna miedzy wynikami dwoch niezaleznych badan uzyskanych w
warunkach odtwarzalnosci nie jest wieksza niz 20% Sredniej arytmetycznej

4.1.8 Granice wykrywalnosci

Granica wykrywalnosci dla obu metod: HPLC i UPLC wynosi 1,0 mg/100 g biatka.

4.2 Oznaczanie zawartosci laktulozy

4.2.1 Zasada

Probka jest hydrolizowana przez B-D-galaktozydaze w celu uzyskania galaktozy i
fruktozy. llos¢ wytworzonej fruktozy oznacza sie metodg fermentacyjng w celu obliczenia
zawartosci laktulozy.

Thtuszcz i biatko wytrgca sie dodajgc do prébki roztwor siarczanu cynku i zelazocyjanku
potasu. Do przesgczy dodaje sie B-D-galaktozydaze. Pod wptywem -D-galaktozydazy,
laktoza jest hydrolizowana do galaktozy i glukozy. Laktuloza jest hydrolizowana do
galaktozy i fruktozy:

Laktoza+H20 >B-D-galaktozydaza> galaktoza + glukoza

Laktuloza+H20 >B-D-galaktozydaza> galaktoza + fruktoza
NY/T 939-2016

Nastepnie dodaje sie oksydaze glukozowg (GOD), aby utleni¢ wiekszos¢ glukozy do
kwasu glukonowego:

GIukoza+H20+O2 >oksydaza glukozowa> kwas qukonowy+H202

Nadtlenek wodoru powstaty w wyniku powyzszej reakcji moze by¢ usuniety przez
dodanie katalazy:

2H202 >katalaza> 2H20+02

Niewielka ilo$¢ nieutlenionej glukozy i laktulozy jest hydrolizowana w celu wytworzenia
fruktozy, ktéra nastepnie reaguje z adenozynotrojfosforanem (Adenosine triphosphate,
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ATP) przez katalityczne dziatanie heksokinazy (HK) i wytwarzane sg osobno
glukozo-6-fosforan i fruktozo-6-fosforan.

Glukoza + ATP >heksokinaza> glukozo-6-fosforan + ADP

Fruktoza + ATP>heksokinaza> fruktozo-6-fosforan + ADP

W wyniku tej reakcji powstaje glukozo-6-fosforan, ktéry jest katalizowany przez
dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowg (G-6-PD) reaguje z kofaktorem oksydacyjnym,
fosforanem nikotynamidu adeninowego (NADP), jest katalizowana przez dehydrogenaze
glukozo-6-fosforanowg (glukozo-6-fosfatydaze).

fosforan (NADP), tworzgc zredukowany koenzym, fosforan dinukleotydu
nikotynamidowo-adeninowego (NADPH):

Glukozo-6-fosfoglukonian|NADP deoksygenacja glukozo-6-fosforanu
Glukozo-6-fosforan|NADPH|H

Powstaty w wyniku reakcji NADPH mozna zmierzy¢ przy diugosci fali 340 nm. Jednakze
fruktozo-6-fosforan musi by¢ mierzony z izomerem fosfoglukozy

(izomeraza fosfoglukozy, PGI) do 6-fosforanu glukozy:

Glukozo-6-fosforan

Fruktoza-6-fosforan

712

Glukozo-6-fosforan jest nastepnie reagowany z NADP+, a wartos¢ absorbancji jest
mierzona przy 340 mm.

#Ro6znica miedzy

Obliczono roznice pomiedzy zawartoscig fruktozy i laktozy. Pierwotna fruktoza w prébce
moze by¢ odjeta od prébki slepej. Oznaczenie probki slepej jest identyczne jak prébki.
Procedura jest identyczna jak w przypadku probki, z wyjgtkiem tego, ze nie dodaje sie
B-D-galaktohydryny.

4.2.2 Odczynniki i materiaty

Jesli nie podano inaczej, odczynniki stosowane w tej metodzie to analitycznie czysta
woda klasy laboratoryjnej |, jak okreslono w GB/T6682.

4.2.2.1 Woda sterylizowana.

4.2.2.2 Nadtlenek wodoru (H.O, 30% frakcji masowej).

4.2.2.3 Oktanol (CH.O).

4.2.2.4 Weglan wodoru (NaHCO).

4.2.2.5 Siarczan cynku (ZnSO-7H,0).

4.2.2.6 Zelazocyjanek potasu (K[Fe(CN). -31L:0).

4.2.2.7 Wodorotlenek sodu (NaOH).

4.2.2.8 Kwas siarkowy [(NH)2SO.]

4.2.2.9 Wodorofosforan disodowy (NaHPO.).

4.2.2.10 Fosforan dwuwodny (NaH,PO - H,O)

4.2.2.11 Siarczan magnezu (MgS0-7H,0)

4.2.2.12 Chlorowodorek trietanoloaminy dysk [N(CH.CH.OH)sHCI.

4.2.2.13 Fonem B-D-galaktozy (EC3.2.1.23):z Aspergillusoryzacatos¢ 12,61 U/mg.
4.2.2.14 Utlenianie glukozy li (EC1.1.3.4):z Aspergillus niger aktywnos¢ wynosi 200
IU/mg.

4.2.2.15 Sliwka nadtlenkowa (EC1.11.1.6); z watroby wotowej, aktywno$¢ 65000 1U/mg.
4.2.2.16 Glikokinol (EC2.7.1.1): z drozdzy piekarskich, aktywno$¢ 1401 U/mg.
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4.2.2.17 Dehydroslina glukozo-6-fosforanowa (EC1.1.1.45: frombakers yast aktywnosc¢
1401 U/mg.

4.2, 2.18 Izomeryzacja fosforanu glukozy (EC5.3.1.9): z drozdzy, aktywnos¢ 3501 U/mg.
Przeksztatcenie kwasnej glukozy w kwas izobaryczny,

NY/T 939-2016

4.2.2.195'-S6l dwuzasadowa trifosforanu adenozyny (5'-ATP-I Na)

4.2.2.20 Dwuzasadowy fosforan dinukleotydu nikotynamidu (B-NADP-Na).

4.2.2.21 Roztwor siarczanu cynku (168 g/L): rozpuscic¢ 300 g siarczanu cynku w 800 mL
wody i pozostawic¢ do stezenia 11.

4.2.2.22 Roztwér zelaza potasowego (130 g/L): rozpusci¢ 150 g zelaza potasowego w
800 mL wody do objetosci 11.

4.2.2.23

Je roztwér wodorotlenku (0,33 mol/L): 1,32 g wodorotlenku wrzucono do 100 ml wody.
4.2.2.24 Roztwor tlenku chloru (1 mol/L): 1 g tlenku chloru upuszcza sie w 100 mL wody.
4.2.2.25 Roztwor siarczanu pienieznego (3,2 mol/L): rozpusci¢ 42,24 st. siarczanu
pienieznego w 100 ml wody.

4.2.2.26 Bufor A (pH 7,5): 48 g fosforanu diwodoru, 0,86 g fosforanu diwodoru i 0,1 g
siarczanu magnezu rozpuszczono w 80

Dostosowac pH do 7,5 s.0,1(20) za pomocg 1 mol/L roztworu wodorotlenku i objetos¢ do
100 mL.

4.2.2.27 Stopien B (pH 7,6): Odwazyc¢ 14,00 g chlorowodorku dietanoloaminy i 0,25 g
siarczanu magnezu w 80 ml wody,

Doprowadzi¢ pH do 7,6 ziemi 0,1(20C) za pomocg 1 mol/L roztworu wodorotlenku sodu i
utrwali¢ objetos¢ do 100ml.

4.2.2.28 Poziom C: Odmierzy¢ 40,0 ml buforu B, uzupetni¢ wodg do 100 ml i dobrze
wstrzgsnac.

4.2.2.29 Fonoliza B-D-galaktozy 150 mg/ml): uzyto roztworu kwasu siarkowego o
stezeniu 3,2 mol/1, aby sptawi¢ 12,61 U/mg aktywnosci

alkoholu B-D-galaktozylowego przygotowano zawiesing o stezeniu 150 mg/mL. Gotowy
do uzycia. Nie wypetnia¢ wibracja.

4.2.2.30 Zawiesina utleniajgca glukoze (20 mg/ml): Przygotowac ferment utleniajgcy
glukoze o aktywnosci 200 IU/mg w sterylnej wodzie do stezenia 20 mg/ml.

zawiesina w stezeniu 20mg/ml. Gotowy do uzycia.

4.2.2.31 Ptyn do fermentacji nadtlenku wodoru (20mg/mL): $liwe nadtlenku wodoru o
aktywnosci 65,000 IU/mg przygotowuje sie w sterylnej wodzie do stezenia 20mg/ml.
Przechowywac w temperaturze 1C i przed uzyciem wstrzgsng¢ w celu homogenizacji.
4.2.2.32 Glukozylowany/odwodorniony glukozg 6-fosforanowy ptywak sSliwkowy: doda¢ 2
mg aktywnego 140 IU/mg nadtlenku wodoru do 1 ml. roztworu kwasu siarkowego o
stezeniu 3,2 mol/dziecko.

Doda¢ 2mg 140 1U/mg glukuronidu i Tmg 140 1U/mg glukozo-6-fosforanu
dehydrogenizowanego alkoholu do 1ml roztworu kwasu siarkowego o stezeniu 3,2
mol/dziecko i delikatnie wstrzgsng¢ w celu utworzenia zawiesiny.

-Przechowywac¢ w temperaturze 20C.

4.2.2.33 Zawiesina fosforanu izobornylu glukozy (2 mg/mL): Do przygotowania
zawiesiny 350 j.m./mg aktywnej substancji uzyto roztworu siarczanu o stezeniu 3,2 mol/I.
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4.2.2.345'-Trojfosforan adenozyny (ATP) rozpuszczanie: 50 mg soli disodowej 5
trojfosforanu adenozyny i 50 mg szpilki dwuweglanowej rozpuszczono w 1 mi

w wodzie. -Przechowywa¢ w temperaturze 20*C.

4.2.2.35 Roztwor fosforanu mononuklearnego kwasu nikotynowego (NADP): rozpusci¢
10 mg soli monosodowej fosforanu mononuklearnego kwasu nikotynowego w 1 mL
wody.

w 1 mL wody. Przechowywaé w temperaturze 20C.

4.2.3 Aparatura

4.2.3.1 Inkubator o statej temperaturze: (40-2)C, (50-2)C.

4.2.3.2 Spektrofotometr: 340 nm.

4.2.4 Pobieranie probek

Tak jak w przypadku 4.1.4

4.2.5 Procedura analityczna

4.2.5.1 Oczyszczanie

Odmierzy¢ 20,0 mL prébki do butelki z nalewakiem o pojemnosci 200 ml i doda¢ kolejno
20,0 mL m, 7,0 mL roztworu zelaza potasowego, 7,0 mL roztworu siarczanu potasu i
26,0 mL roztworu siarczanu cynku.

Po dodaniu kazdego roztworu probke catkowicie wytrzgsano. Po dodaniu wszystkich
roztworéw odstawi¢ na 10 min,

Odrzuci¢ poczgtkowe 1mL do 2mL przesgczu i zebrac ptyn.

4.2.5.2 Hydroliza laktozy i laktofruktozy

Odpipetowac 5,00 ml przesgczu do kolby pomiarowej o pojemnosci 10 ml i doda¢ 200
litrow zawiesiny 3-D-galaktozy. Wymieszac, przykry¢ i inkubowac w

inkubowa¢ przez 1 godzine w inkubatorze o temperaturze 50 °C.

(Live Lake Arts Wen Zhong Ying): Village gs Su Jianjia.

. coc. 1689112116590(FdcChal)
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4.2.5.3 Utlenianie glukozy

Do zhydrolizowanego roztworu badanego dodac¢ kolejno 2,0 ml buforu C, 100 glinianéw
zawiesiny utleniajgcej glukoze, 1 krople oktanolu, 0,5 mL

0,33 mol/L roztwor ztota utlenionego 50 nadtlenkiem i 50 nadtlenkiem zawiesiny
Sliwkowej. Po kazdym dodaniu odczynnika nalezy delikatnie wstrzgsngé roztworem
tyzka. Po dodaniu catego roztworu inkubowa¢ w inkubatorze o statej temperaturze 40c
przez 3 h. Po schtodzeniu uzupetni¢ objetos¢ wodg do 10 mL, przesgczyc, odrzuci¢
poczatkowy 1

2mL przesgczu i zebrac ptyn.

4.2.5.4 Pusty

Postepowac zgodnie z etapami od 4.2.5.2 do 4.2.5.3 dla roztworu $lepego, ale bez
dodawania zawiesiny zwrotnej $-D-galaktozy.

4.2.5.5 Préba

Patrz tabela 2,

Tabela 2 Procedura oznaczania

Procedura

Kuweta jest kolejno napetniana

Bufor B
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Roztwor ATP

Roztwér NADP

Filtrat

Dobrze wymieszac¢ i odstawi¢ na 3 minuty.

Dodac zawiesine glukuronidu/glukozo-6-fosforanu deoksyniwalenolu

Dobrze wymieszac, poczekac na zatrzymanie reakcji (okoto 10min), zapisa¢ wartos¢
absorbancji

Pusto

1.00 ml.

0. 100 ml.

0. 100 ml

1.00mL

1. 00 ml.

20 uL.

Prébka

1,00 mL.

0. 100 ml.

0. 100 mL

1,00 mL,

1, 00 mL

Dodac¢ izomeryczng zawiesine fosforanu glukozy

Po ustaniu reakcji (10mn~15min) zapisa¢ wartos¢ pokonania.

Uwaga 1: Powyzsze reakcje przeprowadza sie w jednolitej kolorymetrii.
Uwaga 2: Jesli wartos¢ absorbanciji przekracza 1,3, nalezy zmniejszy¢ objetos¢ cieczy
szybkiej i zwiekszy¢ objetos¢ wody, aby utrzymac catkowitg objetos¢ na statym
poziomie.

4.2.6 Obliczanie wynikéw

4.2.6.1 Roznica absorbanciji

Réznica w wartosci absorbanciji prébki A: obliczona wedtug rownania (4).
A A, =As2 - Asl

Réznica absorbancji slepej préby A, obliczona zgodnie z réwnaniem (5).
DA, =Am2 - An

Ro&znica absorbancji netto A: obliczona zgodnie z réwnaniem (6).

AL = 0A, -0Ab

4.2.6.2 Zawartosc laktozy

Zawartosc laktozy jest wyrazona jako stezenie masowe L w miligramach na litr (mg/L) i
jest obliczana zgodnie z rownaniem (7).

L=

_ M. XVIX8

XAA,

eXdXxV,

gdzie:

A.-

Réznica absorbancji netto probki;

M-
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masa molowa laktozy (342,3 g/mol);
Absorbancja molowa NADPH przy 340nm (6,3L-mmol-cm-);

Vv
Catkowita objetosc cieczy w kuwecie (3,240 mL);
V.
Objetos¢ przesgczu w kuwecie w mililitrach (mL);
d-

dtugosc¢ drogi optycznej kuwety (1,00cm);

Czasy rozcienczania.

W jezyku chinskim

:ngistroefou:occ.coc

159112445900hLchut)

20 1.

20 ul.

(5)

(6)

(7)
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Obliczenia sg zachowywane do jednego miejsca po przecinku.

4.2.7 Precyzja

Réznica bezwzgledna miedzy dwoma niezaleznymi wynikami badan uzyskanymi w
warunkach powtarzalnosci nie jest wieksza niz 10% sredniej arytmetyczne;j
Rd&znica bezwzgledna miedzy wynikami dwoch niezaleznych badan uzyskanych w
warunkach odtwarzalnosci nie jest wieksza niz 20% sredniej arytmetycznej

4.2.8 Granica wykrywalnosci

Granica wykrywalnosci wynosi 4,2 mg/L.

4.3 Obliczanie stosunku laktulozy do furozyny

Stosunek laktofruktozy do furozyny w probce oblicza sie wedtug wzoru (8) w zakresie R.
Wyniki obliczen sg zachowywane z doktadnoscig do dwdch miejsc po przecinku.

5 ldentyfikacja odzyskanego mleka

5.1 Mleko pasteryzowane

Gdy dzieci <100,0mg/L, oznacza sie, co nastepuje:

a) Gdy 12,0mg/100g biatka < FT25,0mg/100g biatka, jesli R<0,50, mleko jest oceniane
jako zawierajgce mleko odzyskane.

b) Gdy FT>25,0mg/100g biatka, jesli R<1,00, mleko jest oceniane jako zawierajgce
mleko odzyskane.

5.2 Mleko sterylizowane UHT

Gdy <600,0mg/L, FT190,0mg/100g biatka, jesli linijka wynosi 1,80, ocenia sie, ze
zawiera mleko odzyskane.

Tekst techniczny WE w jezyku chinskim:
registrefo:pacc.c

.coc 1591124458i(nsdchut)
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Dodatek A
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(Dodatek informacyjny)

Chromatogramy cieczowe kwasu stigmasterowego

A.1 Chromatogramy wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

Patrz koto A.1 ~ rysunek A.2.

952849 Take -.

(DY) skrzynka na warzywa

0.00

12:00

15.00

180021002400#700

30.00

Czas retencji (min)

Rysunek A12mg/dziecko roztwér wzorcowy glicyny wykres harmoniczny koloru HPLC
95E8-Nadazanie

()i

15.0018.0021.00 24.00 27.00300

Czas retencji (min)

Rysunek A.2 Kolorogram HPLC do oznaczania choriny w mleku sterylizowanym UHT
A.2 Tabela barw dla ultra wydajnej chromatografii cieczowej (UPLC)

Patrz rysunek A.3 do rysunku A 4.

C - wsparcie techniczne: tj.

registnilotpacc.c

.coc 15911248801 fechuti
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(NY) Nie.

11/12

k

Czas retencji (min)

Rysunek A. Chromatogram UPIC roztworu wzorcowego furozyny o stezeniu 32 mg/!
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