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MINISTERIE VAN LANDBOUW
N. 94 — 3036 . [C ~ 18171]

" 14 OKTOBER 1084, — Ministerice]l besluit tot vasistelling van de
analysemeéthoden voor de officiéle bepaling van de kwamelt enide
samenstelling van melk geleverd aan kopers

De Minister van Landbouw,

.Gelet op de wet van 28 maart 1975 betreffende de handel in land-

bouw-, tuinbouw- en zeevissérijprodukten, inzonderheid op
artikel 3, gewijzigd bij de wet van 29 december 1890;

Gelet op het koninklijk besluit van 3 maart 1994 betretfende de .

erkenning van interprofessionele organismen voor het bepalen van
de kwaliteit en de samenstelling van melk;

Gelet op 'het koninklijk besluit van 17 maart 1994 betreffende de
‘produktie van melk en tot instelling van een officiéle kontrole van
;melk geleverd aan kopers;

?: Gelet op het ministerieel besluit van 17 maart 1994 betreffende de .

tofficiéle bepaling van de kwaliteit en de samenstelling van melk
‘geleverd aan kopers;

Gelet op Beschikking 91/180/EEG van de Commissie van
14 februari 1991 tot vaststelling van analyse- en testmethoden voor
rauwe en voor warmtebehandelde melk; -

Gelet op de Beschikking 92/608/EEG van de Raad van 14 novem-
ber 1992 tot vaststelling van bepaalde analyse- en testmethoden
voor warmtebehandelde melk wvoor rechtstreekse menselijke
consumptie;

Gelet op de wetten op de Resad van State, gecoordmeerd op
12 januari 1973, inzonderheid op artikel 3, § 1, gewijzigd bij de

wetten van 9 augustus 1980, 16 juni 1989 en 4 Jull 1989

Gelet op de dringende noodzakelijkheid;

Overwegende dat het noodzakelijk is om onverwijld de analyse- |

methoden die mogen gebruikt worden bij de officiéle bepaling van
de kwaliteit en de samenstelling van de melk geleverd aan kopers
vast te stellen,

Besluit :
HOOFDSTUK 1. — Bepaling van de kwaliteit van de melk
Artikel 1. § 1. De referentiemethode voor de bepaling van de

baktenologxsche kwaliteit is’ de telplaatmethode bij 30 °C,
beschreven in bijlage 1.

§ 2. De bepaling van dé bakteriologische kwaliteit mag ook uitge-
voerd worden volgens :

— de Plate-Loop methode, beschreven in bijlage 2

— de Roli-Tube methode, beschreven in bijlage 3

— de Petrifilm-methode, beschreven' in bijlage 4

— de epifluorescentieiniscroscopie, beschreven in bijlage 5.

Art, 2, De referentiemethoden voor de bepaling van het gehalte
aan somatische cellen zijn :

+— de microscopische methode, beschreven in bijlage 6

~ de fluors-opto-elektronische methode, beschreven in bijlage 7.

Art, 3. De apparatuur aangewend bij de bepaling van de bakterio-
logische kwaliteit (kiemgetal) en van het gehalte aan somatische
cellen (celgetal) van de melk, moet voorafgaandelijk erkend worden
door de Dienst Dierlijke Produkten.

De aankoop van nieuwe apparatuur moet voorafgaandeh;k ter
kennis worden gebracht van hogervermelde dienst.

Deze zal een advies uitbrengen na raadpleging van een bevoegde
wetenschappelijke instelling.

Art, 4, § 1. Vanaf 1 cktober 1994 worden remstoffen als volgt
opgespoord :

1° Op de te onderzoeken monsters -wordt een screemngsproef
uitgevoerd, volgens methode Al of A2 van bijlage 8.

20 Alle monsters die bij de screeningsproef onder punt 1° een posi-
tief of twijfelachtig resultaat vertonen, worden onderworpen aan
een bevestigingsproef volgens methode Bl of B2 van bijlagé 8.

3¢ Bij de monsters die bij de bevestiging volgens punt 2¢ een posi-
tief resultaat geven, wordt de panwezigheid van sulfonamxden nage-
gaan volgens methode B3 of B4 van bijlage 8.

4¢ De monsters die geen residuen van sulfonamiden bevutten
volgens punt 3¢ worden verder onderzochi op de aanwezigheid van

penicillinen of andere groeiremmende stoffen volgens methade B5 |

van bijlage 8.

§ 2. Tot 30 september 1994 worden remstoffen opgespoord d.m.v.
eerr methode met Strepfococcus thermophilus, beschreven in de
omzendbrief nr. 13.

BELGISCH STAATSBLAD — 0212199 ~ MONITEUR BELGE

MINISTERE DE L’'AGRICULTURE

F, 94 — 3038 [C — 16171)
14 OCTOBRE 1904, — Ax‘rité ministerlul fixant les méthodes

d’analyse pour la détermination officielle de la gualité et de Ia

composition du lait fournl aux acheteurs ,

12 Ministre de I'Agriculture,

Vu Ja loi du 28 mars 1975 relative au commerce des produits de
Pagriculture, de horticulture et de la péche maritime, notamment
Larticle 3, modifié par la loi du 29 décembre 1990;

Vu larrété royal du 3 mars 1994 relatif a l'agréation des orga-
nismes interprofessionnels pour la détermination de la quahté et de

1 1a composition du lait;

Vu larrété royal du 17 mars 1994 relatif & 1a productmn du laxt et
instityant un contréle officiel du lait fourni aux acheteurs;

Vu Iarrété ministériel du 17 mars 1994 relatif a la détermitiatioxi
officielle de la qualité et de la composition du lait fourni aux ache-

 teurs;

Vu la Décision 91/180/CEE de la Commission du 14 février 1991
arrétant certaines méthodes d’analyse et de test du lait cru et du lait
traité thermiquement;

Vu la Décision 92/608/CEE du Conseil du 14 novembre 1992 arré-
tant certaines méthodes d’analyse et de test du lait traité thermique-
ment destiné 4 la consommation humaine dxrecte

Vu Jes lois sur le Conseil d'Etat, coordonnées le 12 janvier 1973,
notamment 'article 3 § 1, modifiées par les lois des 9 aoit 1930
<18 juin 1989 et 4 juillet 1989

Vu lurgence; : :

Considérant qu'il est nécessaire de fixer sans délai les méthodes
d’analyse qui peuvent étre utilisées lors de la détermination offi-
cielle de la qualité et de la composition du lait fourni aux acheteurs,

Arréte :
- CHAPITRE ler. — Détermination de la qualité du lait )

Article ler. § 1. La'méthode de référence pour la détermination de
la qualité bacbériologlque est le comptage sur plaque a 30 oC, décrite
a lannexe 1. )

§2. La détermination de la~ qualité bactériologique peut également
s'effectuer selon :

— la méthode Plate-Loop, décrite a lannexe 2

~ la méthode Roll-Tube, décrite & 'annexe 3

~ laméthode Petrifilm, décrite & Yannexe 4 .

~ la microscopie par épifluorescence, décrite & 'annexe 5.

Art. 2. Les méthodes de référence pour la détermination du titre
en cellules somatiques sont :

— la méthode microscopique, décrite & Yannexe 6

— la'méthode fluoroptoélectronique, décrite 4 Yannexe 7.

Art. 3, L'appareillage utilisé dans le processus de la détermination
de la qualité bactériologique (germes) et du titre en cellules somati-
ques dans le lait, doit étre préalablement agréé par le Service
Produits ,Ammaux

Tout achat de nouvel appareillage doit étre signalé préalable au
service susmentionne.

Celui-ci émettra un avis aprés consultation d'une institution scien-
tifique compétente.

Art. 4.§ 1. A partir du ler octobre 1994, les substances mhihitnces
sont detectées de la maniére suivante :

1o Une épreuve de sélection est effectuée selon Ia méthode Al ou
A2 de l'annexe 8 sur/les échantillons & examiner.,

20 Tous les échantillons, qui ont présenté un resultat positif ou
douteux lors de I'épreuve sous 19, sont soumis a une épreuve de
confirmation selon la méthode Bl ou B2 de I'annexe 8.

3¢ Pour les échantillons qui lors de I'épreuve de confirmation visée
au point 2° ont donné un résultat positif, on examine la présence de

| sulfonmides selon la méthode B3 ou B4 de I'annexe 8,

40 L'analyse des échantillons qui ne contiennent pas de sulfona-
mides selon le gomt 3 est poursuivie pour déterminer la présence de
penicilline ou d'autres substances inhibitrices selon la méthode B5
de l'annexe 8,

§ 2. Jusqu'au 30 septembre 1984, les substances inhibitrices sont
détectées par une méthode au Strepfococcus thermophilus, décrite

| dans la circulaire ne 13,
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Art. 5. De bepaling van het vriespunt wordt uitgevoerd volgens de
referentiemethode (bij middel van een thermistoreryoscoop),*
beschreven in bijlage 9. . :

Art, 8. De zichthare zuivérheid wordt nagegaan d.m.v. een filtra-
tieproef, volgens de methode beschreven in bijlage 10.

Art. 7. Het onderzoek naar de afwezigheid van resten van oxyde-
rende ontsmettingsmiddelen wordt uitgevoerd volgens de methaode
beschreven in bijlage 11, :

HOOFDSTUK IY
Bepaling van de samenstelling van de melk

Atrt. 8. De referentiemethode voor de bepaling van het vetgehalte
_van volle en afgeroomde melk is de Rise-Gottlieb-methode, zoals
beschreven in bijlage-12, . -
Art. 9. De referentiemethode voor de bepalindg van het eiwitge-
halte van volle en afgeroomde melk is de Kjeldahlmethode, zoals
beschreven in bijlage 13, . ‘

Art. 10, De referentiemethode voor de bepaling van het vetgehalte
van room is de methode Rése-Gottlieb volgens de Belgische norm.
NBN V21-001, 3e uitg., 1988. : :

Art. 11. De referentiemethode voor-de bepaling van het eiwitge-
halte van room is de Kjeldahimethode volgens de Belgische norm
NBN V21-003, 2e uitg,; 1987, .

Art, 12. De bepaling van het vet- en het eiwitgehalte op: grote
" schaal mag gebeuren bij middel van spectrometrie in het midden
van het infraroodspectrum, zoals beschreven in bijlage 14.

Art. 13. Om het vet- en eiwitgehalte wit te drukken jn gram per
liter, zpals bepaald bij artikel 1, 3¢ van het ministerieel besluit van
17 maart 1094 betrefiende de officiéle bepaling van de kwaliteit én
de samenstelling van melk geleverd aan kopers, moeten de resul-
taten van de referentiemethoden, uvitgedrukt in gram per 100 g
melk, in princiep vermenigvuldigd worden met de volumemassa van
het betrokken melkmonster. P

De referentiemethode voor de bepaling van de volumieke massa
is deze beschreven in bijlage 15, . .

Art. 14. De apparatuur voor de bepaling van het vet- en het eiwit-
géhalte moet voorafgaandelijk door de dienst Dierlijke Produkten
worden goedgekeurd, : )

De aankoop van nieuwe apparatuur moet voorafgaandelijk ter
kennis worden gebracht van hogervermelde dienst. Deze zal een
advies uitbrengen na raadpleging van een bevoegde weteénschappe-
lijke instelling.

Art, 15. Dit besluit heeft uitwerking met ingang van 1 juli 1904,

Brussel, 14 oktober 1994.. ‘ Y

. " A. BOURGEOIS

I+ Art. 8. La méthode de référence

Art.’5. La détermination du point de congélation s'effectue selon 1a
| méthode de référence (4 U'aide d'un cryoscope a thermistance),
décrite & 'annexe 9. )

‘Art. 8. L'examen de la propreté visible du lait est effectué par une’
épreuve de filtration selon la méthode décrite 4 'annexe 10,

Art. 7. La recherche de I'absence de traces de désinfectants.est *
effectuée selon la méthode décrite & V'annexe 11 o

' CHAPITRE It o
-+ Détermination de la composition du lait

ur la détermination de la
teneur en matiére grasse du lait entier et du lait écrémé est la
| méthode Rose-Gottlieh, décrite & I'annexe 12,

Art. 9. La méthode de référence pour la détermination de Ia
terieur en protéines du lait entier et du lait écrémé est la méthode
Kjeldatil, décrite a l'annexe 13. :

Art. 10. La méthode de référence pour la détermination de la
teneur en matigre grasse de la créme est la méthode Rése-Gottlieb
selon la norme belge NBN V21-001, 30 éd., 1988, -

Art. 11, La méthode de référence pour ia-détermination de la
teneur en protéines de la creme est la méthode Kjeldahl selon la
norme belge NBN V21-003, 20 éd., 1987.

Art. 12. A une grande échelle la détermination des teneurs en
matiére grasse et protéines peut également s'effectuer selon la
méthode de détermination par photométrie dans le specire infra-
rouge moyen, décrite 4 'annexe 14.

Art. 13. Pour exprimer les teneurs en matidre grasse et protéines
en grammes par litre, comme fixé 3 Particle ler, 30 de Yarrété minis-
tériel du 17 mars 1994 relatif & la délermination officielle de la
qualité et de la compaosition du lait fourni aux acheteurs, les résul-
tats des méthodes de référence, exprimés en grammes par 100 g de
lait, doivent &tre multipliés, en principe, par Ia masse volumigue de
- Péchantillon de lait concerné.

La méthode de référence pour la déternaination
mique ést celle décrite & I'annexe 15,

Art. 14. Lappareillage utilisé pour la détermination de la teneur
en matiére grasse et protéines doit étre agréé au préalable par le

de 1a masse volu-

| Service Produits Animaux, -

Tout achat de nouvel appareillage doit éire signalé au préalable
au service susmentionné, Celuj-¢i émettra un avis aprés consulta-
tion d'une institution scientifique compétente.

Art. 15. Le présent arrété produit ses effets le ler juiliet 1994.
Bruxelles, le 14 octobre 1994,

A, BOURGEOIS

Bijlagen bij het ministerieel besluit van 14 oktober 1994 tot vaststelling van de analys‘emetl,:mden
voor de officiéle bepaling van de kwaliteit en de samenstelling van melk geleverd aan kopers

Bijlage 1 : Bepaling van het aantal micro-o'rganigmen — telplaatmethode bij 30 oC

1, Definitie-
De term « micro-organismen » betekent :
omstandigheden telbare kolonies vormen.

2, Principe .

organismen die bij aérobe bebroeding onder de beschreven

Een bekend volume van de melk wordt in petrischialen gemengd met het voedingsmedium en gedurende
72 uur bij 30 oC bebroed. De kolonies worden geteld en het aantal micro-organismen per 1 ml rauwe of gepasteu-
riseerde melk of per 0,1 ml gepreincubeerde UHT of gesteriliseerde melk wordt berekend.

3. Apparatuur en glaswerk

Gebruikelijke laboratoriumuitrusting en in het bijzonder :

3.1. Apparatuur .
— Hete luchistoof, instelbaar op 170 tot 175 C.
— Autoclaaf, instelbaar op 121 % 1¢C,

— Broedstoof, waarin op elke plaats een. temperatuur van 30 + 1 oC kan worden gehandhaafd,
— pH-meter, met temperatuurcompensatie en nauwkeurig tot op = 0,1 pH-eenheid.

- Waterbad, instelbaar op 45 + 1°C,
~ Loep, vergroting 2-4x.

~ Loep, vergroting §-10x.

~ Telapparaat.

~ Menger, voor het mengen van 1 ml van het melkmonster of decimale verdunningen daarvan met 9 w1
verdunningsvloeistof, werkend door middel van excentrische rotatie van de inhoud van de reageerbuis.
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3.2. Glaswerk ' '

— Reageerbuizen, met gesch:kta doppen en groot genoeg voor 10 ml van de eerste verdunmng of van
volgende decimale verdunningen en voldoende kopruimte om te mengen.

~- Kolven, met een inhoud van 150 tot 250 ml of buizen van ongeveer 20 ml om het voedmgsmedxum in te

" bewaren.

- Pipetten (met wattenprop), van glas of steriel synthetisch materiaal met gave punt, een nominale inhoud
van 1 ml en e¢n uitstroomopening van 1,75 tot 3 pom.

— Petrischalen, van helder, ongekleurd glas of steriel synthetxsch materiaal met een inwendige diameter van
ongeveer §0-100 mm. De inwendige hoogte moet {en minste 10 mm zijn, De bodemn mag geen onregelmahgheden
hebben die bij het tellen van de kolonies kunnen storen..

. = Sterilisatie van glaswerk.

" Glaswerk moet volgens één van d¢ volgende methoden worden gesteriliseerd ; :

a) door verhitting in een hetis-lichtstoof gedurende teriminste 1 uur op 170 tot 175 oC;

b) door verhitting in een autoclaaf gedurende ten minste 20 minuten op 121 % 1 °C.

In de autoclaaf moet voor een voldoende stoomverdeling worden gezorgd; als het glaswerk bij voorbeeld in
}:akken wordt gestenhseerd mogen deze niet volledig worden-afgesloten en moeten de- doppen van de kolven

oszitten.

Het in de autoclaat gesteriliseerde glaswerk moet worden gedroogd door afzmgmg van de stoom.

lPxpet.‘ten moeten in een’ hete~1uchtstoof worden gesteriliseerd.

“4. Voedingsmedium — « Milk Plate Count Agar »

4.1, Samenstelling

Gistextract : 2,5¢

Trypton : 50 g

D{++)-glucose of dextrose : 1,0 g

_Magere-mlkpoeder 10g

Agayr : 10 tot 15 g, afhankelijk van de geleerelgenschappen van de gebruikte agar

Water : 1.000 ml. .

Het magere-melkpoeder moet: vni zijn van groexremmende stoffen. Dit moet worden vastgesield door
vergelijkende proeven met magere-melkpoeder waarvan bekend is dat het geen groeiremmende stoffen bavut.

Bereiding

Suspendeer éen los de bestanddelen in de vo}gende volgorde in het water op gistextract, trypton, glucose en
ten slotte magere-melkpoeder, Verwarming van de suspensie zal het oplossen veranellen. Voeg de agar toe en
ggeng onder voortdurend roeren aan de kook totdat-de agar volledig is opgelost, of stoom gedurende ongeveer

minuten.

Filtreer zo nodig door filtreerpapier. '

Controleer de pH met een pH-meter en corrigeer de pH zo0 nochg met een oplossmg van natnumhydmmde of
zoutzuur {ten minste 0,1 mol/l), zodat na sterilisatie de pH 6,9 + 0,1 bedraagt hu 25°C.

4.2. Verdeling, sterilisatie en bewaring van het voedingsmedium
ot Vel:ifeel het medium in hoeveelheden van 100 tot 150 ml in kolven of van 12 tot 15 ml in bmzen. Sluit kolvenen

uizen

Steriliseer gedurende 15 minuten in de autoclaaf bij 121 £ 1 oC,

" Controleer de pH van het medium, -

Bewaar het medium, als het niet direct wordt gebruikt, ln het donker bij een temperatuur tussen 1 en §°C,
doch niet langer dan één maend na de bereiding.

43, In de handel verkrijgbaar gedroogd voedingsmedium

Het voedingsmedium kan worden bereid uit in de handel verkrugbaar gedroogd medium. Volg de
aanwijzingen van de fabrikant op, maar voeg véor het oplossen magere melkpoeder toe als dit er geen
bestanddeel van vormt.

SteldepHinop 6,9 + 0,1 bu 25 °C (zoals beschreven in punH 1)en verdeel steriliseer en bemar het medium
volgens punt 4.2

. 5. Verdunningsvloeistoffen

5.1. Pepton/zoutoplossing

Samenstelling :

Pepton:10¢g

Natriumchloride (NaCl) : 8,5 g

- Water :-1.000 ml.

Bereiding :

Los de bestanddelen opin water en verwarm zo nodig.

Controleer de pH met ¢en pH-meter en stel z0 nodig de pH in zodat deze na sterihsat:e 70 £0,1is bn 25 °C
gebruik hiervoor een oplossing (ten minste 0,1 mol/l) van natriumhydroxide of zoutzuur..

5.2; Verdeling, sterilisatie en bewaring van de verdunningsvioeistof

Verdeel de verdunningsvloeistof in reageerbuizen zodat na sterilisatie elke buis een hoeveelhexd van 9,0 +
0,2 ml verdunningsvloeistof bevat. Sluit de buizen af,

Steriliseer deze gedurende 15 minuten in de autoclaaf op 121 1 C,
Controleer de pH van de verdunningsvioeistofs:
Bewaar de verdunningsvloeistof, als deze niet direct wordt gebruikt, in het donker by) een temperatuur
tussen 1 en 5 °C, maar niet langer dan één maand na de bereiding.
53, Inde handel verkrijgbare gedroogde verdunmngsvloexstoffen

De verdunnmgsvloemoi kan worden bereid uit in de handel verkmgbare gedroogde tabletten of poeders
‘Volg de aanwijzingen van de fabrikant. Stel de pH in zZoals in punt 5.1, is beschreven en verdeel, steriliseer en
bewaar de verdunningsvloeistoffen volgens punt 5 2.
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8. Werkwijze -

6.1 Smeiten van het medium

Smelt 64t het begin van het microbiologische onderzoek de benodigde hoeveelheid van het medium snel en
koel het medium tot 45 % 1°C in, een waterbad. - , :

8.2. Voorbehardeling van het melkmonster . ’ :

Mengde melk grondig om de micro-organismen zo gelijkmatig mogelijk te verdelen door de monsterpot snel
25 keer om te keren, Vermijd de vorming van schuim en laat ontstaan schuim oplossen. Tussen het mengen en
‘het nemen van een te onderzoeken hoeveelheid mogen niet meer dan drie minuten verstrijken.

6.3. Bereiding van de eerste verdunning (10-1)

Breng met een steriele pipet 1 ml van het melkmonster (punt 6.2 over in 8 ml verdunningsvioeistof (punt
5.1) en vermijd daarbij contact tussen pipet en verdunningsvlocistof. De temperatuur van de verdunnings-
viceistof moet ongeveer gelijk zijn aan die van het monster melk. Meng deze eerste verdunning gedurende 5 tot
10 seconden. zorgvuldig met de menger. ‘

~ Op deze wijze wordt een eerste verdunning van 10~ verkregen.
@4, Bereiding van verdere decimale verdunningen : )

Breng met een steriele pipet 1 ml van de eerste verdunning (punt 6,3.) overin 9 ml verdunningsvioeistof (punt
8.1) volgens de aanwijzingen in punt 63.

Zo wordt de 10~ 3verdunning verkregen. . ‘

Herhaal deze handelingen om verdere decimale verdunningen te maken todat naar verwacliting een geschikt
aantal micro-organismen wordt verkregen (punt 7.1). o

6.5. Enten van de petrischalen ' : :

Breng met een steriele pipet 1 ml van het morister en/of de gewenste verdunning in een schaal. Ten minste
twee verdunnirigen moeten worden onderzocht. Ent met elke gekozen verdunning (punt 7.1) één schaal.

6.8. Gieten ‘ . - .

Giet 15 tot 18 ml medium (punt 6.1) in elke geénte schaal. C L

. Meng, na het gié¢ten, direct door de petrischaal-voldoende te zwenken -om na bebroeding gelijkmatig
verdeelde kolonies te krijgen.” . Y ’ : T
Tussen de voorbehandeling van het monster melk en, athankelijk van de soort melk, het mengen van de te

onderzoeken hoeveelheid of de verdinning met het medium mogen niet meer dan 15 minuten verlopen.

Laat siollen op €en schoon en koel horizontaal opperviak.

6.1. Bebroeden van petrischalen - . ‘ .

Breng de schalen in de broedstool. Bebroed de schalen met de bodem naar boven, Zet niet meer dan zes
schalen op elkaar. Gestapelde schalen mogen elkaar en de wand en bovenkant van de stoof niet raken.

Bebxoed 72 = 2 uur bij 30 +'1°C. ' ' .

68. Telling van de kolonies ‘

Tel de kolonies in de platen met niet meet dan 300 kolonies. :

Onderzoek de platen in indirect licht. Ter vereenyoudiging van het tellen kan een geschikte loep en/of een
telapparast worden gebruikt. Verwar bij het tellen geen vaste dgeltjes in de schalen met zeer kleine kolonies.
Onderzoek waar nodig twijfelachtige deeltjes zorgvuldig met een sierker vérgrotende loep om kolonies van
vreernde deelijes te kunnen ondericheiden.

Spreidende koloniés worden als een enkele kolonie beschouwd. Tel, als minder dan e¢n kwart van de plaat
door kolonies is over{;roeid. de kolonies op het resterende deel van de plaat en herleid dit resultaat tot de totale
oppervlali:dte van de plaat. Laat de plaat buiten beschouwing als meer dan een kwart var: de plaat door kolonles is
overgroeid.

7. Berekening en weergave van de resultaten _ )
71. Gebruik de uitkomsten van alle platen met tussen detienen 300 kolonies (punten 7.3, en 14.).

7.2. Het aantal micro-organismen per ml melk wordt, Eégwen docr de formule :

n+ 01 m) d

waarin ! .

IC = desom van alle voigens punt 7.1. getelde kolonies K

(4 + 0,1 ng)d = hetvolume van het in de schalen gebrachte monster, waarin :

ny = hetaantal getelde platen met de eerste verdunning,

ng = het aantal getelde platen met de tweede verdunning,

d = de verdunningsfactor waarbij de eerste telling werd uitgevoerd. ,

Het getal wordt afgerond op de eerste twee cijfers, Indien het af te ronden cijfer een 5 is, rond dan zo af dat
het cijfer links ervam even blijtt of wordt. :

Voorbeeld :

Verdunning 102 : 278 en 290 kolonies

Verdunning 10— : 33 en 28 kolonies
278 4+ 290 + 33 + 28

““"W’;‘;; “EF01x2 107

- -0-;-6—22—-
= 28590
= 29,000
- 28 x10% .

1.3. Als alle tellingen een lagere uitkomst geven dan 10, geef dan het aantal micro-organismen per millimeter
op als « minder dan 10 xd per ml»; «d » is hierbij de reciproke van de laagste verdunningsfactor,
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7.4. Als alle tellingen hoger zijn dan 300 kolonies, maar telling mogelijk is, bereken dan een geschat aantal en
vermenigvuldig dat met de reciproke van de verdunningsfactor, Rapporteer het resultast als « geschat aantal

micro-organismen per ml », .
Gezien om te worden gevoegd bij het ministerieel besluit van 14 oktober 1994.
De Minister van Landbouw,’
A. BOURGEOIS

. Bijlage 2 : .
Bepaling van micro-organismen «~ Telling van het aantal aérobe kolonién bij 30 oC : Plate Loop-methode
1. Principe ‘
' Een melkmonster wordt opgenomen met een &sé met vastgelegde afmetingen en afgespoten met steriele
Ringeroplossing in een petriplaat, Na het toevoegen van de voedingsbodem en incubatie gedurende 72 + 2 uur bif
30 £ 1 °C wordt het aantal kolonies geteld. _ o ]

2. Voedingsmedium en verdunningsvloeistoffen

2.1. Ingrediénten
.Om de betrouwbaarheid van de resultaten te verbeteren, is het aan te raden om voor de bereiding van het

.voedingsmedium en van de verdunningsvloeistoffen, droge ingrediénten of een volledig, droog medium te

gebruiken. De aanwijzingen van de fabrikant moeten nauwkeurig nageleefd worden.
De gebruikte chernische produkten moeten van analytische kwaliteit zijn. :
Het gebruikte water moet gedestilleerd zijn in een glazen toestel, of gedemineraliseerd. Het moet vrij zijn

van sioffen die de groei van micro-organismen in de proefomstandigheden zouden kunnen remmen en dient
. daartoe regelmatig gecontroleerd te worden, speciaal in het geval van gedemineraliseerd water. . N

Voor het instellen.van de pH vande verdunningsvloeistoffen of van het voedingsmedium moeten natriumhy-
droxide- of chloorwaterstofzuuroplosstngen gebruikt worden van.ongeveer 0,1 mol/L. i

Indien het voedingsmedium of de verdunningsviceistoffen niet onmiddellijk gebruikt worden, moeten ze in
het donker bewaard worden tussen O — 5 °C gedurende ten hoogsté 1 maand, onder omstandigheden waarin geen

rijziging in hun samenstelling optreedt.

2.2. Voedingsmedium
Trypton:50 g

Gistextract : 2,5 g
Glucose (CQHmOB.Hzo) : 1,0 g
Afgeroomde melkpoeder: 1,0 g
Agar, afhankelijk van de geleereigenschappen :12 -18 g
Water : 1000 ml , .
pH, na sterilisatie bij 25°C: 8,9 & 0,1
Het afgeroomde melkpoeder moet vrij zijn van inhiberende stoffen.

- Los de ingrediénten of het volledige droge medium op in het verwarmd water aav.aaarna a1 scnuaaena aan ae
kook wordt gebracht, tot alle ingrediénten zijri opgelost. Ingeval een volledig medium’ wordt gebruikt, volg de
instructies van de fabrikant, maar voeg steeds het afgeroomde melkpoeder toe aan het medium dat er geen bevat,
ook al beschouwt de fabricant deze toevoeging als overbodig.
bek Meet de pH bij 45 °C en stel hem eventueel in tussen 7,0 en 7,1, teneinde na sterilisatie de vereiste pHte ~

omen. . ‘

‘f\lferd_eel het medium over proefbuizen a rato van 12 tot 15 ml per buis, of over flessen & rato van 100 tot 150 m}
per fles. . :

Steriliseer in de autoclasf gedurende 15 min, bij 121 °C.,
2.3. Verdunningsvioeistoffen

* 2.3.1. Pepton-zoutoplossing
Pepton:1,0g N
Natriumchloride : (NaCl) 8,5 g
Water ; 1000 ml ' .
Los de bestanddelen op in water, verwarm indien nodig. Controleer de pH en pas, indien nodig, 4an zodat na
sterilisatie, een pH = 7,0 bij 25 °oC wordt bekomen. . '
2.3.2. Ringeroplossing ~ 1/4 sterkte
Natriumchloride (NaCl) : 2,25 g
- Kaliunichloride (KCl) : 0,105 g :
Calciumchloride, watervrij {CaCl:) : 0,08 g
Natriumwaterstofcarbonaat (NaHCO,) : 0,05 g
Water : 1000 ml

Los de zouten op in water. ‘ _ )
Controleer de pH en pas, indien nodig, aan zodat na sterilisatie, een pH = 7,0 bij 25 % wordi bekomen.

2.3.3. Peptonoplossing

Pepton:10g

Water ; 1000 ml )

Los het pepton op in het water. ) . .

Controleer d¢ pH en pas, inidien nodig, aan zodat n4 sterilisstie, een pH = 7,0 bij 25 °C wordt bekomen.

2.34. Verdeling en sterilisatie van de verdunningsvleeistoffen ! ’

Verdeel de verdunningsvloeistof in flessen of in proefbuizen. zodat na sterilisatie elke fles 90 ml en elke
proefbuis 8,0 ml bevat.

Steriliseer in de autoclaaf bij 121 C gedurende-15 min.
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3, Apparatuur en glaswerl

3.1, Entinstrument

Het materiaal wordt weergegeven in figuur 1. Men gebruikt een oogje dat geschikt is om 0,001 ml melk op te
nemen en gemaakt is uit een platina-rhodium of een platina-iridium draad met een diameter van 0,4 mm (vh.
B & S standaardmaat nr., 26). Het oogje moet volkomen rond zijn en bevestigd aan een draad van 70 mm. Deze
laatste dient de volgende vorm te hebben-: o '

het gogje wordt omgebogen over een hoek\van 300 op 3 tot 4 mm van het viteinde.

Het andere uiteinde van de draad wordt op verschillende plaatsen gebogen. o :

Dit gebogen deel wordt in een hypodermische Luer:-Lok injectienaald (standatirdmaat 13), afgezaagd op een

_ lengte van 24-28 mm van de basis van het naaldgedeelte, bevestigd. Het uitstekende deel moet 12-14 mm lang zijn,

Opmerking : de in de handel verkrijgbare oognaalden worden bij voorkeur gebruikt. De interne diameter
dient tussen 1,25-1,50 mm te liggen. ..

De hypodermische Luer-Lok met het oognaaldje wordt op een Cornwall spuit bevestigd. De spuit is door een
gummislang verbonden met een erlenmeyer die steriele Ringeroplossing (1/4 sterkte) bevat. De Cornwall spuit
moet 2 mL!{@rdunningsvloeistot kunnen pipetteren. De interne diameter van de gummislang bedraagt 3,0 mm.

3.2, Gebruikelijke apparatuur en glaswerk voor Liet microbiologische laboratorium

Voorgesteriliseerd materiaal voor éénmalig gebruik mag aangewend worden ipv. gewoon glaswerk, op
voorwaarde dat zijn kwaliteit aanvaardbaar is. Het gewone glaswerk moet chemisch inert zijn en bestand tegen
herhaald steriliseren. . i

3.2.1. Apparatuur .

— Autociaal, regelbaar-op 121 °C. .

~ Warme-luchtoven, die op een temperatuur tussen 170 en 175 °C kan gehouden worden.

- — Incubator waarin een uniforme temperatuur van 30 + 1 oC kan bekomen worden.

- pH-meter met temperatuurscompensatie, nsuwkeurig tot op 0,1 pH-eenheid.

- Balans, nauwkeurig tot op 0,01 g

- Waterbad, regelbasr op 45 + 1°C ‘ :

— Kolonieteltoestel met verlichting eni'vergrootglas.”

~ Mengapparaat, in staat om 1 ml monster of verdunning te mengen met verdunningsvioe1Swr en waarvan
het principe gebaseerd is op excentrische rotatie van de proefbuizen (Vortex menger). ~

3.22. Glaswerk ' .

~ Verdunningsflessen met voldoende inhoud voor 80 m! verdunningsvloeistof.

— Proefbuizen van 15 tot 20 ml. _

-~ Flessen van 150 tot 250 ml of proefbuizen van 15 tot 20'ml, bestemd om het voedingsmedium te bevatten.

— Pipetten van 1 ml met maatverdelingen van 0,1 ml en pipetten van 10 ml met maatverdelingen van 1 ml. Zij
dienen bovenaan afgesloten te zijn met een watten prop. De opening van de uitloop ‘bedraagt 2 tot 3 mm.

— Petriplaten van doorzichtig en kleurloos glas of kunststof met een binnendiameter van 85 tot 100 mm. De
bodem mag geen onregelmatigheden noch verhevenheden vertonen, die kunnen interfereren bij de kolonietelling.

4. Werkwijze : . -
4.1, Steriliseer de Pettiplaten in een hete luchtoven bij 170 oC gedurende minstens 1 uur of indien geen hete
~ luchtoven aanwezig is, in een autoklaaf gedurende 20 min. bij 121 + 1 oC,

42, Steriliseer alle elementen van het entinstrument door het te koken in water gedutende 10 minuten.
Monteer aseptisch de verschillende onderdelen zoals in de figuur is weergegeven, °

Laat het instrument afkoelen. ) .

Pomp snel verdunningsvlceistof in de syringe. |, )

Vooraleer met het bakteriologisch onderzoek begonnen wordt zal men de oognaald in een vers bereide
hypochloriet-oplossing (50 mg/1 aktief chloor) dippen, De cognaald wordt een paar maal met verdunnings-
vioeistof afgespoten. Tenslotte brengt men 1 ml verdunningsvloeistof in een Petriplaat. Deze plaat wordt gemerkt
met « blanko van het entinstrument ». . .

4.3. Smelten van de voedingsbodem.

Vébr aan het microbiologisch onderzoek te eginnen de benodigde hoeveelheid voedingsmedium snel laten’

smelten in kokend water of onder stoom en zo snel mogelijk afkoelen in het waterbad, afgesteld op 45 °C.

4.4. Voorbereiding van het monster ‘
~ Homogeniseer het melkmonster door het recipiént et het monster 26 maal om te keren. Vermijd
schuimvorming of laat het schuim dispergeren. De tijdspanne tussen het mengen en het nemen van
de proefportie mag niet meer dan 3 min. bedragen.

45. Monsterneming met de oognaald .

Dompel het oogje zorgvuldig driemaal opeenvoigend vertikaal in het monster tot aan het buigpunt (d.i. 3 tot4
mm). De opgaande en neergaande bewegingen dienen zoveel mogelijk uniform te zijn eén gebeuren over een
afstand van ongeveer 30 mm. Elke vertikale beweging zal ongeveer 1 sekonde duren. De uniforme uitvoering van
het indompelen en uittrekken van de oognaald kan vergemakkelijkt worden door gebruik te maken van een
metronoom. De snelheid van het uittrekken heeft een invioed op de hoeveelheid opgenomen melk (bij te traag
uittrekken zal het volume kleiner zijn dan 0,001 ml; indien te snel zal het volume groter zijn dan 0,001 ml).

4.6. Enting van de Petriplaten

Hef het deksel van een steriele Petriplaat op, breng de oognaald in de plaat en spuit de oognaald met 1 ml
Ringeroplossing af. ‘

47. Gieten van de voedingsbodem in de Petriplaten

Giet in iedere geénte piaat 10 tot 12 ml van het gesmolten en tot 45 °C afgekoelde voedingsmedium (dikte 3-4

cm). : .

g’lenlga’a 1nnxiddellijk na het inbrengen, het voedingsmedium zorgvuldig met het inoculum door tonddraaien
van de p .

Laat de petriplaten staan op een horizontaal en proper opperviak tot het voedingsmedium gestold is.

48, Incubatie
Zet de petriplaten omgekeerd in de incubator; het is wenselijk niet meer dan 6 platen op elkaar te stapelen.
ge :stnp:lst‘}:laten mogen mekaar onderling niet raken, noch contact maken met de wanden of de bovenzijde van
e incubator. :
Incubeer gedurende 72 = 2h bij 30 °C.
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24~26 mm

U 12-14 mm. '

3.4 mm
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. hypodermische Luer-Lok injektienaamd
. oognaald

2
3 .
4; éummislang, interne diameter 0,3 cm
5. reciﬁient met_verdunningévloéistof

6

. verdunningsvloeistof
. T
Figuur : Entinstrument
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~ 4.9. Telling van de kolonién ’ :

Tel de kolonién op de petriplaten binnen de 4h na het einde van de incubatie. Om het tellen te vergemak-
kelijken, is het aangeraden een kolonietel-toestel met verlichting en vergrootglas te gebruiken.

Een overwoekerende kolonie moet geteld worden als één kolonie. Zo minder dan een kwart van de plaat
overdekt is met overwoekerende kolonién, tel dan de koloniéh op het niet aangetaste deel van de plaat en bereken
het overeenstemmende aanta] voor de volledige plaat. Zo meer dan een kwart van de plaat overdekt is met
overwoekerende kolonién, elimineer dan de plaat. ’ :

5. Uitdrukking van het resultaat , :

Bereken het kﬁemgetal per ml door het aantal kolonies te vermenigvuldigen met 1000. .

Opmerking : verricht voldoende blankobepalingen ter koptroie van de steriliteit van de voedingsboderm, d

verdunningsvloeistof, de Petriplaten, enz... . .
Gezien om te worden gevoegd bij het ministerieel besluit van 14 oktober 1994
De Minister vhn Landbouw,

A. BOURGEOIS

o R " Bijlage 3 ' :
. Bepaling micro-organismen — Telling van het aantal aérobe kolonién bij 30 «C : Roll-Tube-methode
1. Definitie ' . - - . -
. Onder micro-organismen wordt verstaan : organismen die telbare kolonién vormen bij een aérobe incubatie
onder de beschréven voorwaarden. - : .

‘2. Principe ‘ .

Een monster wordt in een proefbuis gebracht met verdunningsvloeistof. Na toevoeging van voedingsbodem
wordt de proefbuis afgesloten. De voedingsbodem wordt in een film op: de proefbuis gebracht door gelijktijdige
horizontale rotatie en koeling van de proefbuis. Na incubatie bij 30 °C gedurende 72h worden de kolonién visueel
of automatisch met een kolofiiénteller geteld. .

- 3. Apparatuur én glaswerk
3.1. Apparatuur . ‘
~ Hete luchtoven, werkzaam bij 170-175 oC
- Autoclaaf, werkzaam bij 121 oC o
- Broedstoof, op elk punt werkzaam bij 30 °C
— Automatisch pipetteerapparaat met reiniging tussen ae monsternamen
- QOse-apparaat met verschillende dsen gemaakt uit een nikkelchroomlegering. De &sen moeten allén

dezelfde hoeveelheid melk kunnen everbrengen. Een intermediaire reiniging moet mogelijk zijn. De dsen zullen _

in een hoek van 10¢ staan ten opzichte van de as om een goede menging in zowel monster, verdunningsvloeistof
. als reinigingsvloeistof (hypochiloriet) mogelijk te maken .
— Automatische dispenser voor voedingsbodem bestaande uit een dubbelwandige container met circulerend
water om een constante temriperatuur van de voedingsbodem van 47 °C te waarborgen o
— Rotatietoestel voor proefbuizen met gelijktijdige koeling via leidingwater
— pH-meter, met temperatuurcompensatie, nauwkeurig tot 0,1 pH-eenheid
— Koloniénteller werkend volgens het « light scattering »-principe.

3.2. Glaswerk ) -
Steriele proefbuizen met geschikte steriele siliconestoppen. De sterilisatie gebeurt in de hete luchtoven of in
de autociaaf. . ‘

‘4, Verdunningsvloeistoffen en voedingsbodem .

Om de betrouwbaarheid van de resultaten te verbeteren, is het aan te raden om voor de bereiding van het
voedingsmedium en van de verdunningsvloeistoffen, droge ingrediénten of een volledig, droog medium te
gebruiken. De aanwijzingen van de fabrikant moeten nauwkeurig nageleefd worden. Lo :

Alle irigrediénten zullen van « pro analyse » kwaliteit zijn. Om de pH aan te passen kan een oplossing van
HCI (0,1 molair) of NaOH (0,1 molair) gebruikt worden. .

‘ Indien de verdunningsvloeistof niet onmiddellijk gebruikt wdrdt, dan kan ze bewaard worden bij 0 tot Snc in
" het donker: Na bereiding mag de bewaarduur maximaal 1 maand bedragen.

4.1. Veérdunningsvloeistoffen

B101 Pepton-zoutoplossing

Pepton 1,0 g .

Natriumchioride (NaCl) : 8,5

Water : 1000 ml

Los de bestanddelen op in water, verwarm indien nodig. Contreleer de pH en pas, indien nodig, aan zodat na
sterilisatie, een pH = 7,0 bij 25 °C wordt bekomen. , ‘

4.1.2. Ringeroplossing — 1/4 sterkte

Natriumchloride {NaCl) : 2,25 g

Kaliumchloride (KC}) : 0,105 g

‘Calciumchloride (CaCl,) : 0,06 g

Natriumbicarbonaat (NaHCO;) : 0,05 g

Water : 1000 ml

Los de zouten op in water.

Controleer de pH en pas, indien nodig, aan zodat na sterilisatie, een pH = 7,0 bij 25 oC wordt bekomen.

4.1.3. Verdeling, sterilisatie en bewaring van de verdunningsvioeistoffen

Verdeel de verdunningsvloeistof in proefbuizén zodat elke buis na sterilisatie ca. 1,3 ml bevat.

Steriliseer in een autoclaaf bij 121 oC gedurende 15 min. ‘
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4.2. Voedingsbodem

42.1:Samenstelling
Plate Count Agar : 28,5 g o
Agar : 10 tot 15 g, afhankelijk van de geleereigenschappen
Afgeroomd melkpoeder : 10 g
Water : 1000 ml
Het, afgeroomde melkpoeder moet vrij zijn van remmende stoffen.
42.2. Bereiding .
Gebruik bij voorkeur een gedroogd handelspreparaat (%), )
Meng het handelspreparaat {voor de hoeveelheid : zie de instructies van de fabrikant) en de agar met het
water. De toévoeging van %et afgeroomd melkpoeder en de overmaat agar is noodzakelijk,
' Controleer de pH en stel eventueel in om na sterilisatie een pH van 6,9 te bekomen bij 25 ¢C.
Steriliseer in een autoclaaf gedurende 15 minuten bij 121 oC. . .
Breng voor gebruik de voedingsbodem stetiel over in de dubbelwandige container van de dispenser.

5. Werkwijze . ’ \ .

5.1. Meng de melk grondig om de micro-organismen zo gelijkmatig mogelijk te verdelen door de monsterpot
snel 25 keer om te keren. Vermijd de vorming van schuim en laat ontstaan schuim oplossen, Tussen het mengen
en het nemen van een te onderzoeken hoeveetheid mogen niet meer dan drie minuten verstrijken, .

. 52. Breng met het pipetteerapparaat ca. 1 ml monster in een steriele proefbuis.
"5.3. Breng met het se-apparaat ca. 1 11 melk over in een steriele proefbuis met verdunningsvloeisiof. De
proefbuizen met verdunningsvioeistof zullen vooraf op ca. 40 °C gebracht wordep‘

54. Gedurende de onderdompeling van de ose in het monster zal de 5se rond haar as drasien om een goede
menging van het monster te verkrijgen. - .

5.5, Voeg met de dispenser 3 ml voedingsbodem van 47 °C toe aan iedere proefbuis. De temperatuur van het
meéngse] verdunningsvioeistof en voedingsbodem zal ongeveer 45 oC bedragen. .

5.6. Plaats op iedere proefbuis een steriele siliconestop. ) .
5.1. Plaats de proefbniién horizontaal in het rotatie-apparaat en laat de voedingsbodem vast worden aande

wand van de proefbuis. De dikte van de laag za] ongeveer 1,5 mm bedragen. Om.een viugger resultaat te hereiken
worden de proefbuizen gekoeld met leidingwater. : .

5.8. Incubeer bij 30 °C gedurende 72 + 2h.
59. Lees het aantal kolonién visueel of elektronisch af.

8, Berekening en uitdrakking van het resultaat

Bereken het kiemgetal per ml door het aantal kolonies te vermenigvuldigen met 1000.

Gpmerking : verricht voldoénde blankobepalingen ter kontrole van de steriliteit van de voedingsbodem, de .
verdunningsvioeistof, de Petri-platen, enz... . .

Gezien om te worden gevoegd bij het ministerieel besluit van 14 oktober 1994. ’

De Minister van Landbouw,
A. BOURGEOIS

. Bijlage 4 : Bepaling van micro-organismen .
Telling van het agnial aérobe kolonién bij 30 °C : Petrifilm-methode
1. Definitie’ - . .
. Onder micro-organismen wordt verstaan :organismen die telbare kolonién vormen bij een aérobe incubatie
onder de beschireven voorwaarden. . : . i

2. Principe ‘ ’

Petrifilms zijn opgebouwd uit twee kunststoflagen : de onderste laag dient als drager voor de voedingsbodem,
de bovenste lang bevat tetrazoliumchloride als indicator. Het monster {of de verdunning) wordt op de
voedingsbodem gebracht. Na incubatie bij de aangewezen temperatuur worden de gevormde kolonién geteld, -

3, Apparatuur en glaswerk

3.1. Apparatuur

— Petrifitlm SM + bijhorend kunststofplaatje.

- Hete luchtoven, werkzaam bij 170-175 oC

— Autoclaaf, werkzaam bij 121 & 1-°C )

— Broedstoof, op elk punt werkzaam bij-30.¢C ) .

— Menger volgens het principe van de excentrische rotatie .

— pH-meter, met temperatuyrcompensatie, nauwkeurig tot 0,1 pH-eenheid.

3.2. Glaswerk i ) . ’ :

— Proefbuizen met geschikte stoppen en een voldoende mengcapaciteit voor 10 ml van de eerste verdunning
of verdere decimale verdunningen, v .

Pipetten uit gals of steriel synthetisch materiaal met orgeschonden tip én een nominale capaciteit van
1 ml, De diameter van de uitlaat moet 1,75 tot 3 mm bedragen, ‘

- Sterilisatie van het glaswerk. . ) '
___ Steriliseer het glaswerk ofwel gedurende ten minste 20 min. bij 121 % 1 oC in de autoclaaf of gedurende ten
Toinste 14 i% de warme-luchtoven waarvan de temperatuur ingesteld werd tussen 170 en 175 oC, .o

{*) Plate Count Agar en afgeroomd melkpoeder zijn als samengestelde voedingsbodem verkrijgbaar onder de
naam « Plate Count Skim Milk Agar ». :
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4. Verdunningsvlceistoffen -

Alle ingrediénten zullen van « pro analyse » kwaliteit zijn.

4.1. Pepton-zoutoplossing ’ :

Pepton: 10 &'

Natriumchloride (NaCl) : 8,58 )

. Water (gedestilleerd in glazen toestel) : 1000 m! , .

Los de bestanddelen op in water, verwarm indien nodig. Contioleer de pH met een pH-meter en pas, indien
nodig, aan zodat na sterilisatie, een pH = 7,0 bij 25 °C wordt bekomen. Om de pH aan te passen kan een oplossing
van HC! (0,1 molair) of NaOH (0,1 molair) gebruikt worden, :

4.9, Ringeroplossing — 1/4 sterkte - ‘

' Natriumchloride (NaCl) : 2,258 -

Kaliumchloride (KC1) : 0,105 g

Calciumchloride (CaCl2) : 0,08 g

Natriumbicarbonaat (NaHCO3) : 0,05 g

Water: 1000 ml o

Los de zouten op in water. . S

Controleer de.pH met een pH-meter en pas, indien nodig, aan zodat na sterilisatie, een pH = 7,0 bij 25 oC
’worgt bekomen, Om de pH-aan te passen kan een oplossing van HCI (0,1 molair) of NaOH (0,1 molair) gebruiks
‘worden. i L . A s

4.3, Verdeling, sterilisatie en bewaring van de verdunningsvloeistoffen - .

. Verdeel de vetdunningsvioeistof in proefbuizen zodat elke buis na sterilisatie 3,0 ml bevat.
Steriliseer in éen autoclaaf bij 121 °C gedurende 15 minuten. C i '
_Controleer de pH van de’ verdunningsvloeistof. Indien de verdunningsvloeistof niet onmiddellijk gebruikt
wordt, dan kan ze bewaard worden bij 0 tot 5 3C in het donker. Na bereiding mag de bewaarduur maximaal
1 maand bedragen. i
4 hOpénfrking : De verdunningsvloeistoffen kunnen ook bereid worden uitgaande van tabletten verkrijgbaar in
e handel, : o :
5. Werkwijze
- ' 5. Bereiding van het analysemonster en van de verdunningen

5.1.1; Homogéniseer het melkmonster door het recipiént met het monster 25 maal om te keren. Vermijd
schuimvorming of laat schuim dispergeren. De tijdspanne tussen het mengen en het nemen van de: proefportie
mag niet meer dan 3 min, bedragen. . '

5.1.2, Breng met behulp van een steriele pipet, 1 ml of 10 ml melkmonster over in 8 mi resp. 80 ml steriele
verdunningsvioeistof. . ' / ,

5.1.3. Meng door 25 maal te schudden in 10s met een beweging meét een amplitude van ongeveer 30 cm. Aldus
bekomt men de verdunning 107, . . : ‘

5.1.4. Breng 1 ml of 10 ml van de verdunning 10" in 9 ml resp. 80 m! van de gepaste steriel¢ verdunnings-
vl(;eistot,shxlgng zorgvuldig met het mengapparaat of in geval van de grotere hoeveelheid door panuele menging
volgens 51.3. . . ,

_ Aldus bekomt men de verdunning 10°%. . :

5.1.5. Breng | ml of 10 mi van de verdunning 107 in 9 m! resp. % ml van de gepaste steriele verdunningsv-
loeistof. Meng zorgvuldig met het mengapparasat of in geval van de grotere hoeveelheid door manuele menging
volgens 5.1.3. Aldus bekomt men de verdunnirig 103,

§,1.6. Indien nodig kinnen op dezelfde wijze nog verdere verdunningen gemaakt worden.

5.2. Enten van de Petrifilms - - v

Plaats de Petrifilm op een effen opperviak. -

Neem de bovenlaag weg en inoculeer 1 ml monster (of verdunning) in hét midden'van de onderlaag.

Breng voorzichtig de bovenlaag terug op de voedingsbodem. : - :

Plaats het kunststofplaatje op de film en verdeel het monster eénal over de film door een lichte druk toe f&

pa.;s‘fn op het midden van het plaatje. Laat het plaatje ongeveer.1 minuut op de Petrifilm om de gel te laten vast
worden. . : i

53. fncubaﬁevvan de Petrifilms : - .

“Incubeet de films horizontaal met de heldere zijde bovenaan gedurende 72 + 3h bij 30 = 1°C. Plaats niet
meer dan 20 films op elkaar. - ‘

“8,4. Telling van de kolonién :

Tel de rode kolonién op de Petrifilms,

“ ¢, Berekening en uitdrukking van het resultaat
6.1. Houd slechts rekening met de platen die 10 tot 300 kolonién bevatten. .
$.2. Bercken het aantal micro-organismen N per milliliter melk, met behulp van de vergelijking

N = e
(ny + 0,1 n2> d
waarin ‘ ot
" Y de som is van.de kolonién geteld op alie platen in 8.1;
n; het aantal onderzochte platen is van de eerste verdunning;
" ng het aantal onderzochte platen is van de tweede verdunning;
d de verdunning is waarop de eerste tellingen bekoren werden, '
63. Roxd de in 8.2 berekende resultaten af op twee significante cijfers. “ . .
}?tmk h;ag resultaat uit in een getal begrepen tussen 10 en 9,9 vermenigyuldigd met 10°, waarbij xi de gepaste
macht van 10 is. : : -
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milliliter weer als « minder dan 10 x d », waarbij d de reciproke is van de laagste verdunning. v

6.5. Indien de platen die geént werden met de grootste verdunning meer dan 300 kolonién bevatten, bereken
dan het geschatte aantal micro-organismen it de platen met een: aantal kolonies die het dichtst de 300 benadert.
Vermenigvuldig met de reciproke van de beschouwde verdunning. Druk het resultaat uit als « het geschatte
aantal micro-organismen per milliliter ». N

84. Indien de geeme platen minder.dan 10 kolonies bevatten, geef dan het aantal micro-organismen per

Gezien om te worden gevoegd bij het ministerieel besluit van 14 oktober 1084.

De Minister van Landbouw,
A BOURGEOIS

Bijlage 5 : Bepaling van micro-organismen

; Telling van het aantal sérobe bacterién : epifluorescentiemicroscopie

1. Definitie o ‘ , A
_ Bij deze methode wordt het aantal micro-organismen hepaald door het deecteren van fluorescerende pulsen
afkomstig van fluorescerende bacterién (Bactoscan) of door het rechistregks tellen van fluorescerende bacterién
{Cobra). Wat de Bactoscan betreft worden deze resultaten herleid tot kolonievormende eenheden per-ml; de Cobra
geeft de meting direct weer in kolonievormende eenheden per ml. .

2. Principe .

Kleuring van bacterién met acridine-oranje en telling van de fluorescerende bacterién met behulp van een
epif}uorescenhemicroscoop. T - :

3. De Bactoscan

3.1. Toestel-werkwijze .

In de Bactoscan (Foss-Electric, Hiller@d, Denemarken) wordt het melkmonster. behandeld met een lyseer-
oplossing om de caseinemicellen en de sometische cellen af te breken. Via centrifugatie en filtratie worden de
bacterién gescheiden.van de overige melkcomponenten. De resterende eiwitten worden enzymatisch verwijderd.
De bacterién worden gekleurd met acridine-oranie. Een vastgesteld volume van het mengsel wordt overgebracht
als een dunne film.op een draaiende schijf di¢ dienst doet als objectief viak voor de epifluorescentierhicroscoop.
De fluorescerend gekleurde bacterién worden gedetecteerd als lichtpulsen (Bactoscanpulsen). Het aantal
lichtpulsen wordt weergegeven in duizendtallenx per ml en wordt via calibratiecurven getransformeerd in kolonie-
vormende eenheden per ml. .

3.2. Uitvoering analyse :

3.2.1. De reagentia . ) : .

De reagentia nodig om de stock- en gebruiksoplessingen aan e maken zijn verkrijgbaar bij de fabrikant van
het foestel, Het, aanmaken gebeurt overeenkomstig de voorschriften van de fabrikant.

3.22. Voorbehandeling van het monster ) :

Het monster wordt in een waterbad verwarmd tot 40 °C + 2 <C. Het monster wordt .onmiddellijk daarop
gemengd door het minimaal 10 maal om fe keren (180 oC). Schuimyorming wordt hierbij vermeden.

3.2.3, Opstarten van het toestel B =

Het toestel wordt védr gebruik afgesteld met behulp van een BZ-standaard verkrijgbaar bij de fabrikant van
het toestel. Het verband tussen het aantal te tellen bacterién en de drempel waarboven de telling wordt
uitgevoerd, wordt op deze manier bepaald. De afstelling” wordt volgens de aanwijzingen van de fabrikant

uitgevoerd. Daarna worden vier blanco's (zedistileerd of gedeioniseerd water — gefiltreerd) gemeten. Elk
resultaat moet lager liggen dan 20 en het gemiddelde ervan lager dan-10 lichtpulsen (Bactoscanpulsen). -

324, Telling van het aantal bacterién : : ' : .

De telling wordt binnen de 15 minuten na het uitvoeren van de voorbehandeling van het monster uitgevoerd
overeenkomstig de instructies van de fabrikant. o :

Verdere verdunning en behandeling van het monster vindt automatisch in het apparaat plaats. -

Minimaal om de 50 monsters wordt een blanco gemeten. Het resultaat ervan moet lager liggen dan
20 Bacwggnpulsen. . . S i

3.2.5 Resultaat : ‘ .

Het aantal pulsen waargenomen door hét apparaat wordt omgerekend naar een aantal kolonién, bepaald op
basis van vergelijking met de referentiemethode. o )

' 3.3.De verdere voorschriften voor de uitvoering van de bepaling dienen beschreven te worden in de protocols

opgesteld door de interprofessionele organismen. : .

4. De cobra

‘4.1, Toestel - ‘ . o _
De « Cobrra » (Biocom, Les Ulis-France) is een modulair apparaat voor de telling van de aérobe bagterién in
melk. Het is samengesteld vit drie modules : . - .
— de module voor de monsterverdeling en de woorbereiding van de monsters. ) L .
Deze module is samengesteld uit een automatisch monsternameapparaat met seringe. Het apparaat maskt
gebruik van een uitwisselbare polypx'opgleenblok voorzien van 24 filtratieopeningen (4 rijen van 6 openirigen).
Het aanbrengen van de monsters in de | 'ltuﬁqpeningen gebeurt sequentieel. . o
— De module voor de filtratie en de kleuring. o — ‘ :
Deze module bestaat uit een geprogrammeerde automaat die diverse pompen omvat. Een lade ondersteunt de
:rexval{seﬂlter gemonteerd in een vast kader en’ de polypropyleenblok et openingen die de voorbereide monsters
a g . .

— De module voor de analyse van de monsters en de verwerking van de resultaten. i

Deze module bestaat uiteen e&lﬁluoresc_enﬁemicroscoop verbonden met.een camera en een videoscherm, een
gemotoriseerde drasgtafel en een 1danalysetoestel. De drasgiafel is verbonden met een vacuumpomp, hiermee
wordt de filter viak gehouden om een goede aflezing mogelijk te maken. .
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4.2. Werkwijze . _
: De monsterverdelingsautomaat brengt de te analyseren koude, goed gemengde, rauwe melk en een mengsel
van triton en trypsine in de voorafgaandelijk opgewarmde polypropyleenblokken (50-¢C) met gesteriliseerd water.

Het gelieel réageert gedurende 10 minuien om de somatische cellen en de caseinemicellen te vernietigénen -

de melk beter filtreerbaar te maken. i - Seow
De blok wordt overgebrachit naar de filtratieéenheid waar de 24 monsters tergelijkertijd behandeld worden.
Het mengsel van melk, water-en lyseeroplossing wordt onder druk gefiltreerd doorheen een menbraan van
polycarbonaat. De filter wordt gespoeld-door middel van een citraatbutfer (pH = 3). De bacterién weerhouden op
het memhraan wordén gedurende drie minuten gekleurd met een oplossing van acridine-oranje (0,025 %). De
filter wordt gereinigd met een-citraatbuffer (pH = 3) en gedroogd gedurende 1 minuut met ‘behulp van perslucht. .

De filter wordt overgebracht naar de draagtafel van de epifluorescentiemicroscoop- De analyse gebeurt

automatisch doer een be¢ldanalysesysteem.
4.3. Uitvoering qnalyse
4.3.1. Pe reagentia ' ) o
het tlg: re:li.gentia en de gebruiksoplossingen moeten ¢vereenstemmen met de voorschriften van de fabrikant van
e stel. . . . . .

4.3.2. Opstarten en afstellen van het toestel

- Het toestel wordt-afgesteld volgens de instructies vande fabrikant. De goede werking van het apparaat wordt

gekontroleerd d.m.v, 4 blance monsters {gedistileerd of gedeioniseerd watergefiltreerd). De 4 resultaten moeten
lager zijn dan 10 fluorescerende bacterién. . : :

433 Besultaat o : s

De metingen worden direct weergegeven in kolonievormende eenheden per ml. _

4.4. De verdere voorschritten voor de uitvoering van de bepaling dienen beschreven te wordenin de protocols
opgesteld door de interprpfessionele organismen. . ] .

Gezien om te wordeh gevoegd bij het ministerieel besluit van 14 oktober 1094

De Minister van Landbouw,
A BOURGEOIS
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Bijlage 6 : Bepaling van het gehalte somatische cellen - Microscopische methode

1. Onderwerp en toepassingsgebied: i . o
Deze procedure besthrijft de methode voorde bepaling van het aantal ¢ellen in een melkmonster met het00g
© op-de ijking en de-controle vande nauwlkeurigheid van de. fluorescentiemethode (bijlage 7). .

2. Definitie _— - S

Bij deze methode worden bedoeld met somatische cellen die cellen, bij voorbeeld 'leucocyten en
epitheelcellen, waarvan de kerzen met methyleenblauw c}uiqe}ij_k kunnen worden gekleurd. o -

3. Principe . ' o -

0,01 mi melk wordt verdeeld over 1 cm? van een objectglaasje. De film wordt gedroogd en gekleurd. De telling
gebeurt met behulp vaneen mitroscoop: Het aantal somatische cellen: wordt geield over een ‘bepaald oppervlak en
vermenigvuldigd met een omrekeningsfactor om het aante) cellen/ml te bepalen. :

‘4. Reagentia . o _
De chemicalién moeten van analysekwaliteit zijn.
" Kleurstofoplossing
Samenstelling
Methyleenblauw : 0.8 g
Ethanol — 90 %: 54 ml _
1,1,1-trichloorethaan of tetrachloorethaan 40 ml
I.Jsazi,jn :6.ml ’
Waarschuwing . .
Tetrachloorethaan is giftig. Bij gebruik daarvan moeten bereiding en toepassing wordén uitgeyoerd in een
zuurkast. . . } :
Bereiding - .. . . o ) oo o
Meng de- ethanol en_11,l4richloorethaan of tetrachloorethaan in een fles ‘en verhit in een waterbad tot
80-70 °C. Voeg het methyleenblauw toe, meng zorgvuldig, koel 12 tot 24 uyr in een koelkast tot 4 °C en voeg de
ijsazijn toe, Filtreer door een filter met een porieafmeting van 10 tof 12 micron of minder en bewaar de
kleuroplossing in een luchtdichte fles. Filtreer voor gebruik opnieuw, als zich deeltjes hebben gevormd of ef
neerslag is ontstaan. o , .
5. Apparatuur en glaswerk
— ‘Microscoop, et een vergroting van 500 tod 1000 x. . .
— Micro-injectiespuit, van 0,01 ml met een nauwkeurigheid van ten minste = 2 %. .
~ — Objectglaasje, met een gémerkt opperviak van 20 mm'x 5 mm voof de vloeistoffilm, of een standaard-
glaasje mét een rhal van 20:mm x-5-mm voor de film. e e e '
- _ Verwarmingsplaat, waterpas dpgésteld (30 tot 50 (), voor het dzdgeni van de objectglaasjes.
— Ventilator (haardroger), voor het drogen van deviogistoflaag.” = ’ o
 — Waterbad; instelbaar bj 30 tot 40 °C om het melkmonstér te verwarmen.
 '— Objectglaasje met micromefer, inet een verdeling op 0,01 mm..

6. Werkwijze

. 6.1. Melkmonster. s e e e L . . .
. Het melkmonster moet binner. zes uux na monsterpeiing wordén orlderzocht, De témperatuur bij bewaren
mag niet boven 6 °C uitkomen. Beyriezing moet WOrdenvermeden. Sren T oo
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6.2. Voorbehandeling van het monster in het laboratorium, -
Verwarm het monster in éen waterbad tot 30-40 °C. Meng dan zorgvuldig. Koel af tot de ijktemperatuur van
de micro-injectiespuit, bij voorbeeld 20 °C. :

6.3. Voorbehandeling van de objectglaasjes. . : .o
Maak de glaasjes schoon, bij voorbeeld met ethanol, droog hen met stofvrij papier af, houd hen even in een
vlam en koe! hen af. Bewaar de plaatjes in een doos om contaminatie met stof te vermijden.

6.4. Vervaardiging van de film. o

Neem met een micro-injectiespuit 0,01 ml melk uit het op bovenstasande wijze voorbehandelde monsjer. Maak
de buitenkant van de spuit, die in contact is geweest met melk, zorgvuldig schoon. Breng met de spuit het monster
op het glaasje, het eerst langs de omirek van de figuur (20 mm x5 mm?. “Vul daarna het oppervlak zo gelijkmatig
mogelijk op. Droog de film op een waterpas opgestelde verwarmingsplaat todat hij volkomen droog is.
e d Soms wordt een betere adhesie bekomen door de melk gedurende verschillende uren bij kamertemperatuur

rogen. : .

Van elk melkmonster moeten ten minste twee films vervaardigd en onderzocht worden.

6.5. Kleuring van de filns, .
" Dompel de glaasjes met de film tien minuten lang in de kleurstofoplossing (punt 4). Droog hen, z¢ nodig met
behulp van de ventilator, Dompel de films in kraanwater tot alle overmaat aan kleurstof weggespoeld is. Droog
dan opnieuw en.bewaar hen stofvrij. o
6.8. Ijking vari het microscoopveld. . :
Bepaal afhankelijic van de gekozen vexgroting (500 tot 1,000 x) de doorsnede van het microscoopveld met
behulp van het objectglaasje met micrometer. .

7. Telling en berekening

7.1, Telling van de cellen. : »

Gebruik.een microscoop. In plaats van celleryworden alleen celkernen geteld, Deze zijn goed te herkennen en
voor de telling moet minstens de helft van de celkern in het gezichtsveld van de microscoop zichtbaar zijn. Tel
banen of vliakken in het middelste derde deel van de film en vermijd bij het tellen banen of vlakken langs de
randen van de film. Ter controle op de zorgvuldigheid van de vervaardiging van de films, en dus van de betrouw-
baarheid van de resultaten, moet minstens eenmaal per maand een telling worden uitgevoerd van verschillende
delen van de film. De telling mag ook gebeuren door telling via een zodanige systematiek dat alle delen van de
film gelijk vertegenwoordigd zijn. _ ) ) ’ .

" 72.Minimumaantal te tellen cellen. :
Daar de telling van somatische cellen met de microscoop ook gebruikt kan worden voor standaardisering van

3

* automatische en mechanische telprocedures, mag de variatiecoéfficiént van tellingen van identieke monsters niet

hoger zijn dan die van elektronische instrumenten. De variatiecoéfficiént voor.een monster melk met 400.000 tot
800.000 cellen/ml mag niet groter zijn dan 5 %. .

Het aantal somatische cellen dat in elk monster moet worden geteld, dient, ih overeenstemming met de
karakteristieken van de Poissorx-verdeling, ten minste 400 te zijn om deze herhaalbaarheid te bereiken.

Bij de Poisson-verdeling wordt verondersteld dat ;' ' S :

MuV =gt ~ :

waarin

M = de gemiddelde waarde,

V = devariantie,, .

s = de standaarddeviatie.

De variatiecoéfficiént is %

vV = s‘xhﬁoo%ofcv_mgl%ofcv_‘mgd . |

wadrin M (gemiddelde) het aantal deeltjes (cellen) aangeeft dat is geteld (d.w.z. 400 als CV = 5 %),

7.3. Berekening van de omrekeningsfactor. : . -
Bij het gebruik van 0,01 ml melk wordt de omrekeningsfactor volgens punt 7.3.1. of punt 7.3.2. berekend.

7.3.1. Het tellen van banen over de film. . . )
De lengte van de te tellen banen is 5 mm. De breedte van een baan komt overeen met de diameter van het
gezichtsveld in de microscoop, bepaald met de micrometerverdeling. ’ .

Omtekeningsfactor = %5{-1502

waarin . ‘

d = dé diameter in mm van het gezichtsveld in de microscoop, bepaald met de micrometerverdeling.
" b = het auntal volledig getelde banen, . ] ’ -

1.3.2. Het tellen van vlakken in het middelste derde deel van de film of met een raster.
20 x 5 x 100 12.732
Tnxd xs & XS

——T—

Omrekeningsfactor =

waarin .

d = de diameter in mm van het geziehtsveld in de microscoop, bepaald met de micrometerverdeling.

s = het aantal getelde viakken. . - h

7.4. Berékening van het celgetal , ) .

Het aantal getelde somatische cellen (punten 7.1 en 7.2) wordt vermenigvuldigd met de omrekeningsfactor
{punt 7.3) en dat geeft het aantal cellen per ml melk. . . °

1.5. Precisie -

De variatiecoéfficiént (punt 7.2) mag niet meer bedragen dan 5 %. .

Gezien om te worden gevoegd bij het ministerieel besluit van 14 oktober 1094,

De Minister van Landbouw,
A. BOURGEOIS

i
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Bijlage 7: Bepaling van het gehalte aan somatische cellen — Fluoro-opto-elektronische methode

1L OnderWerp en toepassmgsgebxed

Deze procedure beschrijft de referentiemethode die na de juiste ijking (bijlage 6) kan worden gebmlkt om
somattsche cellen in rauwe melk te tellen — met of Zonder chemische conservering.

2. Definitie

Voor déze methode worden met de temm « somatische cellen » bedoeld deeltjes met een mlmeme )

fluorescenhe-mtens:ﬁext als gevalg wvan kleurmg van het DNA in de ke,m van somatzsche cellen.

3. Beginsel . '

Een deel van het monster (bij voorbeeld 0 2 ml) wordt grondig gemengd met buffer- en kleurstofoplossing. -

- Een deel van het. mengsel wordt overgebracht als een dunne film op éen draalende schijf die dient als. een
objectvlak voor de microscoop, -

Elke cel levert een elektrisch signaal dat versterkt en geregistreerd wordt. Het aantal somatasehe ‘cellen

. wordt weergegeven in duizendtallen per ml,

4. Reagentia -

Tenzij anders vermeld; moeten chemicalién van analysekwalxtezt worden gebruikt; ‘Water moet ofwel
gedistilleerd of gedeiomseerd otwel -van gelijkaardige zuiverhexd zijn,

41. Bufferoplossmg

Samenstelling ‘

Kaliumwaterstofftalaat : 51,0 g

.- Kaliumhydroxide :13,75 g
. I;olyethyleenglycol— mono-p-(1,1, 3 3-tetramethylbuty1) fenylether (bij voarbeeld Triton X-IOO), 1 volume % :

0 m

pH 57-59. Aanvullen tot 10.000 ml met watenf

Bereiding

De afzonderlijke bestanddelen worden gemengd. N1et langer dan zeven dagen luchtdicht bewaren.

4.2. Kleurstofoplossing (voorraadop]ossmg)
. 'Samenstelling

Ethidiumbromide : 1,0 g -

Aarnvullen met water tot 1.000 ml, -

Bereiding

Ethldtumbronude wordt in water opgelost, Niet langer dan iwee maanden bewaren in een luchidichte
donkere fles.

Wegens de sterk carcmogene eigenschap van ethidiumbromide moet elk rechtstreeks contact met het
produkt vermeden worden.

4.3. Kleurstofoplossing (gebruiksoplossing)
20 ml voorraadoplossing (punt 4.2) wordt gemengd met bufferoplossing (punt 4.1) tot 1.000 ml
Deze mag niet langer dan zeven dagen worden gebrulkt.

44. Relmgmgsoplossmg
Samenstelling R
Bufferoplossing (punt 4.1y : 10 ml

1 Polyethyleenglycol mono-p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl): fenylether (bxg voorbeeld Triton X-100), 1 volume % :

m

Ammonia, 25 volume % : 25 ml '

Aarivullen met water tot 10.000 ml

’Bereidmg

De afzonderhjke bestanddelen worden gemengd Niet Iangex: dan 30°dagen bewaren

5. Apparatuur en glaswerk .
5.1, Telapparaat, werkend volgens het ﬂuorescentle opthche prmcxpe
Opmerking’

‘ Het apparaat moet voor gebruik worden geijkt. Het verband tussen hét aantal te tellen deelt;es ende drempel
waarboven de telling wordt uitgevoerd, wordt op deze manier bepaald. De ijking van het apparaat wordt volgens
de adnwijzingen van de fabrikant uitgevoerd met monstets. waarvan het celgetal ward bepaald met de
microscopische methode (bijlage 6).

5.2. Waterbad, met circulatie, instelbaar op 40 + 1 oC
5.3. Reageerbuis, met geschikte sluiting, ongeveer 15 ml

6. Melkmonster

8.1. Het monster moet bij lage temperatuur in een reageerbuis (punt 5.3) worden bewaard. Het monster mag,
als het niet chemisch geconserveerd is, niet.binnen de eerste 24 uur na het melken worden geteld, omdat het
resultaat dan te ldag itvalt. De températuur bij bewaren mag niet hoger zijn dan 6 °C.

6.2. Conservering
Chemische conservering moet binnen 24 uur worden ultgevoerd Conservermg moet z0 spoedlg mogeh;k na
bemonstering worden uxtgevoerd
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8.2.1: Chemische conservering van het monster kan gebéuren door toevoeging van één van de volgende
conserveringsmiddelen : : ) . .

— Orthoboorzuur . .o '

De uiteindelijke concentratie orthoboorzuur in het monster mag niet hoger zijn dan 0,8 g/100 ml. Een aldus
geconserveerd monster kan nog eens 24 uur bij 8 tot 12 oC worden bewaard.

— Kaliumdichromaat . . N

De uiteindelijke concentratie kaliumdichromaat mag niet hoger zijn dan 0,2 g/100 mil. Aldus geconserveerde
monsters kunnen nog eens 72 uur worden bewaard bij 8 tot 12 °C. .

-~ Natriumazide . : ’

Het monster kan met natriumazide in een uiteindelijke concentratie van 0024 g/100 ml worden
geconserveerd, mits het monster onmiddellijk na bemonstering tot 8 & 12 °C wordt gekoeld en binhen 48 uur na
bemonstering wordt geteld. ! : :

— Bronopol : , ;

Het monster kan geconserveerd worden met bronopol in een uiteindelijke concentratie van 0,05 g/100 ml,
n'utrs;i het ml%nster onmiddellijk na bemonstering tot 8 & 12 ©C wordt gekoeld en binnen 72 uur na bemonstering
wordt geteld. ‘

. 86232 Fen monster dat al met orthoboorzuur is gecoriserveerd, kan vdor nog eens 48 uur worden
geconserveerd met kaliumdichromaat. . - X .

Opmerking . .

. Bij monsters die met kaliumdichromaat ziji geconserveérd, moet rekening worden gehouden met
plaatselijke lozingsvoorwaarden. ) . . ER :

7. Werkwijze
1.1. Voorbehandeling van het monster .

De te onderzoeken melk moet na het melken ten minste 24 uur bij ongeveer 2 tot 6 «C worden bewaard. Het
zonder voorbehandeling tellen van monsters op de dag van het melken wordt afgeraden omdat de resultaten te

.laag kunnen uitvallen, Als telling van een dergelijk monster nodig is, moet het ten minste gedurende drieé uur

worden voorbehandeld met kaliumdichromaat (punt 6.2.1,). - :

1.2. Voorbereiding .

Het voorbehsndelde monster (punt 7.1} of het onbehandelde monster van ten minste ¢én dag oud, wordt in
een waterbad verwarmd tot ongeveer 40 °C. Het monster wordt dan bewaard bij kamertemperatuur fotdat de
tellingen worden uitgevoerd. . i
1. Het tellen van de cellen . . oo
De telling moet binnen 15 minuten na het verwarmen {(punt 7.2) worden uitgevoerd met het telapparaat (punt.
5.1). Het monster moet direct véor het tellen grondig worden gemengd om een zo gelijkmatig mogelijke verdeling
van de somatische cellen te krijgen. .

‘Verdere verdunning-en behandeling van het monster vinden in het instrument automatisch plaats.

Gezien oin te worden gevoegd bij het mi;tistetieel besluit van 14 ocktober 1994.
De Minister van Landbouw, ,
A. BOURGEOQIS

Bijiage 8 : Opsporen van remstoffen en sulfonamiden in melk

Inleiding . .
Deze bijlage beschrijft een methode om antibiotica en sulfonamiden op te sporen in rauwe melk.

. Op de te onderzoeken monsters wordt een screeningsmethode uitgevoerd. Alle monsters die na de voorge-
schreven incubatie bij de screeningsproef aanleiding geven 1ot een positief of twijfelachtig resultaat, worden

- onderworpen aan een bevestigingsproef. Deze bevestigingsproef wordt uitgevoerd op het origineel melkmonster

na verwarming van het melkstaal bij 80 °C gedurende 10 minuten. Monsters die bij de bevestiging opnieuw een
groeiremming vertonen, worden verder onderzocht op de aanwezigheid van sulfonamiden door uitvoering van de
test in danwezigheid van parda-aminobenzoézuur. Monsters die geen sulfonamiden bevatten worden verder
onderzocht op de aanwezigheid van penicillinen of andere groeiremmende stoffen: .

A. Sereening . L

A.1. Referentiemethode : agardiffusietest. .

A.1.1, Principe. . -
Een'melkmonster laat men diffundefen door een agarbodem, bestaande uit voedingsstoffen, een pH-indicator -

en trimethoprim, geént met sporen van het testorganisme Bacillus stearothermophilus, var. calidolactis ATCC
10149 of C 953. Na ircubatie zal bij normale groei en zuurproduktie van het testorganisme de pH-indicator

-veranderen van purper naar geel, Bij aanwezigheid van remstoffen blijit de kleur van de pH-indicator langer

purper dan in de buizen of cups met controlemerk die vrij is van bacteriegroeiremmende stoffen.
Zowel korte proefbuizert als microtiterplaten kunnen gebruikt worden.
A12. Media, standagrdoplossingen, testorganisme. ’
Opmerking : — de ingrediénten moeten geschikt zijn voor bacteriologische doeleinden
— het water moet gedestilleerd of gedemineraliseerd zijn of van equivalente zuiverheid en mag geen
bacteriegroeiremmende stoffen bevatten, . .
A1.2.1. Basisagarmedium (*),
~ Samenstelling : Gistextract:2,5g
: . Trypton: 5,0 g
Glucose: 1,0 g
Agar: 15 g
Gedestilleerd water : 1000 ml

(') : Handelsnaam : Plate Count Agar.



'BELGISCH STAATSBLAD — 02.12.1994 — MONITEUR BELGE

29869

- Berexdmg

Los de bestanddelen op in bet water onder verwarming.

Steriliseer bij 121 + 1 °C gedurende 15 minuten.

pH bij 25 oC na sterilisatie : 7,0 * 0,1, .

A1.232. Trimethoprimoplossing.

Trimethoprim : § mg

Ethanol 96 % : 10 ml .

Gedistilleerd water : tot 1000 ml . . )

Los de trimethoprim op in_de ethanol en vul aan met water. De oplossing: is maximaal 1 week houdbaar,
bewaard in het donker bij 0-5 °C. : .o :

A.1.2.3. Broomcresolpurperoplossing
Broomcresolpurper : 250 mg
Ethanol 96 % : 10 ml
Gedestilléerd water : tot 100 ml
Los de broomcresolpurper op in de ethanol en vul aan met water. De oplossmg is maxxmaal 6 maanden
houdbaar, bewaard in het donker bij 0-5 °C. ‘
A.124. Medium (**) voor het kweken van het testorgamsme
— Snmenstelhng Gistextract : 2,0 g
 Vleesextract :1,0 g

Pepton:50g -

Natrjumchloride : 5,0'g

Agar 150 g

. Gedestmeerd water : 1000 ml
- Beteldmg '
Los de bestanddelen op in het water onder verwarxmng. Verdeel in ﬂessen of in hoeveelheden van 7 ml in
proefbuizen.

Steriliseer bij 121 * 1 oC gedurende 15 minuten.
pH bij 25 °C na sterilisatie : T4 & 0,1 :
Laat het medium in de préefbuizen in schume stand opstollen om aldus agar slants te bekomen.
A1.2.5. Sperulatiemedium.
- Samenste]hng Vleesextract : 3,0 g

Pepton : 50 g

Mangaansulfaat (MnSO4.‘HzO) 31,3 mg

- Agar:150 g
gedestzneerd water ; 1000 ml

\

— Bereiding

Los de bestanddelen op in het water onder verwarming en verdeel in flessen,
Steriliseer bij 121 % 1 °C gedurende 15 minuten

pH bij 25 oC na sterilisatie : 74 * 0,1,

Voor gébruik, het medium na opsmelten verdelen in grote petriplaten (A.1.5.:2:3.) en laten stollen.

s

A.1.2.8. Ringeroplossing (1/4 sterkte).
— Samenstelling : Natriumchloride :2,25 g
" Kaliumchloride :0,103 g
Calciumehloride § H20:0,12 ¢ -
Natriumbicarbonaat :0,05 g
Gedestilleerd water : 1000 ml.
—_ Berexdmg Na oplossen, steriliseer bij 121 + 1 oC gedurende 15 minuter. pH = 70 £ 01
A.1.2.7. Remstofvrije meélk.
Steriele volie UHT-melk, vrij van hacterxegmexremmende stoffen.
A.128. Standaard pemcxlhne«oplossmg.

Standdard van 0,004 ug/ml (= 0,0067 LE./ml) penicilline, gemaaki met remstofvrije melk (A.1.2.7.). Deze
standaard is min. 3 maanden houdbaar, indien bewaard bij ~18 £ 2 oC.

A.1.29. Standaard sulfadimidine (= sulfamethazine) oplossing.

Standaard van 0,750 pg/m] sulfadimidine, gemaakt-met remstofvrije melk (A.1.2.7.).
Deze standaard is min. 3 maanden houdbaar, indien bewaard bij —18 £ 2 °C.
A.1.2.10. Testorganisnie.

Bacillus steamthermoph:lus var. cahdolacns, stam ATCC 10149 of C953.

A.13. Voorbereiding van de test.

A.1.3.1. Stockcultuur,

Het testorganisme (A.1.2.10) wordt bewaard op een schuin gestolde agarbodem (A.1.2.4). Ent hiervoor een
buis met schuin gestolde agarbodem door met behulp van een oognaald het testorganisme op het agaropperviak
uit te strijken. Bebroed gedurende 48 uur bij 55 £ 1 <C. Flambeer na bebroeding de watten stop van de buis en
druk ze zachtjes in de buis. Sluit ze vervolgens met een steriele rubberen stop. De aldug bekomen cultuur kan
gedurende vérschillende maanden bij 5 °C bewaard worden.

(**) : Handelsnaam : Nutriént Agar. )
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A.1.3.2. Entmateriaal. < .
. Breng op aseptische wijze opgesmolten medium voor Het kweken van het testorganisme (A.12.4.) in steriele
petriplaten (A.15.2.2). Laat het medium opstollen. Ent de stockcultaur (A.13.1) op het medium. Bebroed
gedurende 24 h bij 63 + 1 °C. o o c

A.1.3.3. Sporensuspensie. . : L

A.13.3.1. Neerh de gegroeide cultuur (A.1,3.2) per petriplaat op in 2 ml steriele Ringeroplossing (A.1.2.6)) door
het bacteriemateriaal goed met de Ringer te mengen met een steriele swab of een steriele glasspatel. Brenf iml
van deze bacterieoplossing met eén steriele pipet.over naar een grote petriplaat met sporulatiemedium (A. 25)
Spreid het inoculum over de gehele oppervlakte van de plaat met een steriele Drigalsky-spatel of een steriele
swab. Ent op deze wijze een voldoende aantal petriplaten. Verpak de geénte petriplaten in een plasticzak, en
bebroed ze gedurende 3 dagen bij 63 £ 1 °C, . x .

A.1.3.32. Breng na bebroeden §inl steriele Ringeroplossing (A.1.2.8.) op iedere plaat én was de sporen van de
agar af met een steriele glasspatel of steriele swab. Breng de sporensuspensie in een steriel glazen flesje, sluit het
flesje en schud grondig. De aldus bekomen sporensuspensie moet een uniforme turbiditeit hebben. Wanneer

- viokken of sediment aanwezig zijn, dient ze vervangen te worden door een nieuwe cultuur, vertrekkende van de

stoclu;ultu,ut {A.1.3.1.). Controleer desgewenst de sporensuspensie met behulp van een microscoop op reinheid en
sporulatie. ’ ' .
A.1.3.3.3. Bepaal het aantal sporen in de sporencplossing door uitplating op het basisagarmedium (A.1.2.1)) na
incubatie bij 63 * 1 °C gedurende 18 h. -
‘ Ai1.3.3.4. Verdun de suspensie met steriele Ringeroplossing (A.12.6) tot een concentratie van ca. 107 sporen

per ml ’

A.1.3.3.5. Deze aldus verkregen sporenoplossing is 1 jaar houdbaar, indien bewaard bij -18 + 2 oC.

A.14. Bereiding van de testbuizen of testmicrotiterplaten.

A.14.1. Smelt maximaal 24 h voor gebruik het basisagarmedium (A.1.2.1) op. Koel af tot 83 °C. Voeg per 100
ml op aseptische wijze 2 ml broomcresolpurper (Al23)en2ml trimethoprimoplossing (A.1.2.2.) toe.

Stel de pH met 1 M NaOH zo nauwkeurig mogelijk in op 8,00 + 0,02, gemeten bij 63 °C met een pH-meter met.
temperatuurscorrectie. . .

Voeg van de sporenoplossing (A.1.3.3.5) een zodanige hoeveetheid (testbuizen =+ 450 ul, microtiterplaten
+ 1'mi) toe, dat bij de controlemelk (A.1.2.7.) (vrij van bacteriegroeiremmende stoffen) een incubatietijdvan + 45h
verkregen wordt voor volledige omkleuring. : : :

A.1:4.2. Meng en verdeel het testmedium (A141) in de testbuizen (A.1.5.28.) of in de cups van de microti-
terplaat {(A.1.52.9.) in porties van respectievelijk 1 ml en 200 pl. Laat het testimedium stollen. Zorgvuldig
afgesloten gevulde testbuizen of microtiterplaten zijn 1 dag houdbaar bij 0-5 °C, E

‘A.1.5. Apparatuur en glaswerk. - .

De gewone laboratoriumuitrusting voor microbiologische arialyses en in het bijzonder :

A.15.1. Apparatuur. .

A.15.1.1. Broedstoof met geforceerde luchtcirculatie, werkend bij 63 + 1 °C.

A.1,5.1.2. Broedstoof met geforceerde tuchtcirculatie, werkend bij 55 % 1 °C.

A.15.1.3. Waterbad met geforceerde circulatie, werkend bij 63 £ 1 °C.

A.1,5.14. Rekjes voor buizen. . R : .

A.1.5.1,5. Micropipetten met instelbaar volume met wegwerptips voor bemonstering van volumes van 100 W,
200 4il, 300 411 en 450 ul. . S

A.15.2. Glaswerk en plastiekmateriaal. -

A.15.2.1. Monsternameflesjes. . . . )

A.1.52.2, Petriplaten in doorzichtig, ongekleurd glas. of voorgesteriliseerd ven kunststof, met een inwendige
diameter van ongeveer. 90 mm en een minimum hoogte van 10 mm. De bodem dient vlak te zijn met een
gelijkmatige dikte. - . T

A.1,5.2.3. Petriplaten in doorzichtig, ongekleurd glas of voorgesteriliseerd van kunststof, met een inwendige
diameter vafi ongeveer 140 mm. De bodem dient viak te zijn met een gelijkiatige dikte.

A.15.2.4. Flesjes met een capaciteit van 250 ml.

A.1.52.5. Pipetten uit glas of steriel plastic materiaal met een capaciteit van 1 en 10 ml.

A.1.5.2.8. Glazen Drigalski-spatel. : L

A.1.52.7. Proefbuizen, afmetingen 104 x 14 mm.

A.1.528. Korte proefbuizen, afmetingen 85 x 14 mm.

A.1,529. Microtiterplaten met U-vormige cups met vlakke bodem,

Opmerking : Het glaswerk kan op volgende manieren gesteriliseerd worden :

a) in een heteluchtoven bij 170-175 °C gedurende winimaal I uur °

b)in een autoklaaf bij 121 °C gedurende minimaal 20 minuten.

Pipetten moeten gesteriliseerd worden in een heteluchtoven.

'A18. Werkwijze ‘ _ |
A18.1, De monsters moeten zo spoedig mogelijk na de monstername geanalyseerd worden, bij voorkeur
binnen de 24 uur. De monsters moeten bewaard worden tussen 0 en 5 °C. Indien dit niet mogelijk is, moet men de
monsters diepvriezen (-30 tot -15 oC). - )
'A1.8.2. Identificeer elke proefbuis (A.1.42) of elk cupje van een microtiterplaat (A.1.4.2.) voorzien van
testmedium. . ’ . : ¥
. A.d.83.-Meng. de. te .onderzoeken monsters. Breng respectievelijk 300 pl of 100 ul monster over in een
proefbuis gA.l-A.z.-) of cupje van een microtiterplaat-(A.1.4.2) gevuld met testmedium. :
A.184. Breng in duplo respectievelijk 300 ul of 100 yl van de remstofvrije melk (A.12.7.) over in een proefbuis

‘(A.14.2)-of in een cupje van een microtitérplaat (A.14.2.) gevuld met testmedium. -

"A.L8.5. Breng in duplo respectievelijk 3004l of 100t van een penicillinestandaard (A.1.2.8.) aver in een i:uis
{A.1.4.2)) of in een cupje van een microtiterplaat (A.1.4.2.) gevuld met testmedium.
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. A.l886. Breng in duplo respectievelijk 300ul of 100pT vah een sulfadimidinestandaard (A.1.29) over in een
buis (A.1.4,2) of in een cupje van een mictotiterplaat (A.14:2.) gevuld met {estmediurm,

hﬁéh.&'l. Laat de monsters en standaarden gedurende 1'uur bij kamerternperatuur diffundéren doorheen het

testmedium. i : ' . - ‘
AL168. Giet de bovenop, het testmedium staande melk af uit de respectievelijke proefbuizen of cupjes.
Vermijd hierbij contaminatie tussen buizen of cups onderling. Sluit de buizen of cups en plaats ze vervolgens
direct, of na bewaring bij 5 °C (maximaal gedurende 18 uur) in een waterbad bij 83 == 1 °C en incubeer totdat de
kleur van-het testmedium voor de remstofvrije melk homogeen geel verkleurd is.
Het tijdstip vgbn vithalen wordt bepaald door vanaf het. moment dat de klewr in de proefbuizen of cups et
controlemelk (A.1.8.4) begint te veranderen, de klenr te evalueren om de 10 minuten, o
A.17T. Beoordeling van de monsters, interpretatie van de resultaten. . oo
De kieur van het testmedium wordt beoordeeld in de proefbuizen of cups ongeveer 5 & 10 min. na
verwijdering uit het waterbad, ’ . o o .
A1.7.1. Een purpere kleur van Liet testmedium 'wijst op aanwezigheid van bacteriegroeivemmende stoffen.
A.172. Een purpere kleur van slechis een deel van het testmedium of een onregeimatige verkleuring
(zeelgroen. tot geelpaars) duidt op een mogelijke aanwezigheid van bacteriegroeiremamende stoffen. '
A.17.3. Een gelé verkleuring van het testmedium duidt op het niet aantoonbaar zijn van bacteriegroei-
temmende stoffen. C _ ' . k
A.17.4. Het medium in de proefbuizen/cupjes met controlemelkmonsters (A.1.8.4) moet geel gekleurd zijn,
zoniet zijn de sporen onvoldoende levenskrachtig en moet de proef hernomen worden. . . .
A113. Het medium in de proefbuizen/cupjes met penicillinéstandaard (A.1.8.5.) moet paars gekleurd zijn;
_terwijl het medium in de proefbuizen/cupjes met sulfadimidinestandaard (A.1,6.6) een geel-paarse kleur roet
bevatten, zoniet zijn de sporen onvoldoende gevc lig en moet de proef hernomen worden, .
A.18. Bevestiging van de resultaten. ‘ S : 7
| Bevestig alle monstérs die een reactie geven zoals beschreven onder A.17.1. en A.L7.2. met methode B.

A.2. Delvotest SP (Gist-brocades nv). . .

A2l. Principe. - )

_ De Delvotest SP, gebaseerd op hetzelfde principe als de agardiffusietest beschreven onder A.l., kan ook als
screeningsmethode ingezet Worden voor het opsporen van positieve of verdachte melkmonsters vooxr wat de
aanwezigheid van bacteriegroeiremmende stoffen betrett. De Delvotest SP kan uitgevoerd worden met ampulien
of microtiterplaten. : L _

A.2.2. Werkwijze. . : ) .

Vooreerst gelden hier ook de richtlijnen iv.m. de bewaring van de monsters(A.16.1). Verder dient de test
uitgevoerd te worden volgens de bijsluiter meegeleverd met de testkit. Naast de monsters wordt ook in duplo
remstofvrije melk (A.12.7), een ‘penicillinestandaard (A.1.28) en een sulfadimidinestandaard (A.1.29.)
onderzocht. - : : A :

A.2.3. Beoordeling van de monsters, interpretatie van de resultaten.

Na incubatie wordt de kleur van het testmedium van de Delvotest SP beoordeeld en geinterpreteerd analoog

zoals beschreven in A.1.7,
A.24. Bevestiging van de resultaten. -
Bevesﬁg alle monsters die een reactie geven zoals beschreven onder A.17.1. met methode B.

" B. Bevestiging

Alle monstersy(A.1.8. of A.2.4) die volgens de scréening (A.1. of A2.) remstoffen bevatten of kunnen bevatien,
worden bevestigd volgens methode B.1. of B2, ° : ’
Alvorens. de bevestiging op de positieve of verdathte monsters uit te voeren, dient men deze melkmonsters

vooraf te verhitten gedyrende 10 min. in een waterbad van 80 + 1 oC, Hierbijlet men erop dat het waterniveau'in .

het warmwaterbad minimum 1 em hoger staat dan het niveau van de melk.

_ Dopr de verhitting wordt een groeiremming door in de melk mogelijks aanwezige natuurlijke groeiremmende
stoffen te niet gedaan. Na de verhitting dient men de monsters direct terug te koelen onder stromend water en
verder te bewaren bij 0-5 °C. Bij de monsters die bij de bevestiging een positief resultaat geven, wordt de
aanwezigheid van sulfonamiden nagegaan volgens methode B.3. of B4.. Afhankelijk van het resultaat worden de
monstets verder bevestigd met methode B.S. .

- B.1. Bevestiging (in proefbuizen of microtiterplaten)

‘B.1.1. Printipe. X C A

De onder A.. beschreven methode wordt herhaald, nu echter met verhitte melk, om de aanwezigheid van
melkvreemde bacteriegroeiremmende stoffen al dan niet te hevestigen.

B.1.3. Bereiding van de testbuizen of testmierotiterplaten. :

B.1.3.1. Bereiding van de testbuizen of testmicrotiterplaten voor bevestiging van de aanwezigheid van
melkvreemdg' bacteriegroeiremmende stoffen. . -

Deze testbuizen of testmicrotiterplaten worden bereid volgens de reeds beschreven methode vermeld onder
B.1.4. Werkwijze. ' - :
B.14.1. Identificeer elke proefbuis (A.14:2)) of elk cupje van een microtiterplaat (A.14.2).
B.1.4.2. Meng de te onderzoeken monsters (4.1.8.). Breng 3001 voorverhit monster over in een proefbuis met

testmedium (A.1.4.2.). Werki men met microtiterplaten, dan brengt men 100yl monster in de respectievelijke cups

van de microtiterplaat (A.1.4.2.). _ . ) o
B.1.43. Voer dezelfde bepaling vok telkens in duplo uit met res] lijk 3004l (testbuizen) of 100ul (microti-
terplaten) remstofvrije melk (A.l.z.'l.l). penicillinestandaard (A.12.8)) en sulfadimidinestandaard (A.1.2.8).

B1.44. Laat de monsters en standaarden gedur~~-a 1 wire hii kamortamperatuur diffunderen doorheen het
testmedium.
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B.14.5. Giet de bovenop het testmedium staande melk af. Sluit de buizen of cups en plaats ze vervolgens in
een waterbad bij83 x 1¢C todatde kleur van het testmedium voor de remstofvrije melk homogeen geel verkleurd
is. ) ) . . . .
Het tijdstip van uithalen wordt bepaald door vanaf het moment det de kleur in de proefbuizen of cups met
remstofvrijemelk (A.1.2.1.) begint te veranderen, de kleur te evalueren o de 10 minuten. = . . .

B.1.5. Beoordeling van de monsters, interpretatie van de resultaten. < ‘

De kleur van het testmedium wordt beoordeeld in de proefbuizen of dups, ongeveer 5 & 10 min nae
verwijdering uit het waterbad.

B.15.1, Een gele verkleuring van het testmedium duidt op het niet aantocombaar zijn van melkvreemde
bacteriegroeiremmende stoffen, Het eerder bekomen verdacht of positief resultaat bij de screeningstest (A.) kan
toegeschreven worden aan het voorkomen van niatuurlijke groeiremmende stoffen in de melk. Deze monsters
worden niet verder onderzocht. )

~ B.15.2. Bekomt men een paarse kleur voor het testmedium of een onregelmatige verkleuring (geelgroen) van
het testmedium dan bevestigt dit de aanwezigheid van melkvreemde bacteriegroeiremmende sioffen in het
melkmonster. Deze monsters worden verder onderzocht op de aanwezigheid van sulfonamiden (beschreven onder
B.3. of B4.), en afhankelijk van het resultaat ook gecontroleerd op penicillinen of andere groeiremmende stoffen
zoals beschreven onder B.5. S : - -
" B.15.3. Het medium in de proefbuizen/cupjes met controlemelkmonsters (A.16.4.) moeten geel gekleurd zijn;
zoniet zijn de sporen onvoldoende levenskrachtig en moet de proef hernomen worden. . '

B.1,54. Het medium in de proefbuizen/cupjes met penicillinestandaard (A.16.5.) moet paars gekleurd zijn;
{erwijl het medium in de proefbuizen/cupjes met sulfadimidinestandaard (A.1.68.) een geel-paarse kleur moet’

bevatten, zoniet zijn de sporen onvoldognde gevoelig en moet de proef hernomen worden,

* B.2. Bevestiging (Delvotest SP) in ampullen of microtiterplaten
B.2.1. Principe. o
- De onder A2. beschreven methode {Delvotest SP) wordt herhaald, nu echter met verhitte melk, om de
aanwezigheid van melkvreemde bacteriegroeiremmende stoffen al dan niet te bevestigen.
De testen kunnen uitgevoerd worden zowel door gebruik te maken van ampullen of microtiterplaten,
B.2.2. Werkwijze. -
De test wordt volledig uitgevoerd zoals voorgeschreven in de bijsluiter, meegeleverd met de testkit. .
Naast de te testen monsters (1.1.32 worden ook in duplo remstofvrije melk (A.1.2.7), penicillinestandaard
(A.1.2.8.) en sulfadimidinestandaard (A.1.2.9.) uitgetest. . .
B.2.3. Beoordeling van de monsters, inferpretatie van de resultaten. »
Na incubatie wordt de kleur van het testmedium van de Delvotest-SP beoordeeld en geinterpreteerd analoog
zoals beschreven in B.1,5. : )
Alle monsters waarin de aanwezigheid van melkvréemde bacteriegroeiremmende stoffen bevestigd wordt,
worden verder onderzocht op.de aanwezigheid van sulfonamiden’ (beschreven onder B.3. of B.4.), en afhankelijk
van het resultaat ook gecontroleerd op penicillinen of andere groeiremmende stoffen zoals beschreven onder B5.. ~

B.3. Bevestiging van sulfonamiden (in proefbuis of microtiterplaten})
B.3.1. Principé, .

'De onder A.l. beschreven methode wordt herhaald met de vooraf verhitie melk (10 min,, 80 °C) en terzelf-
dertijd wordt ook de test herhaald in aanwezigheid van para-aminobenzoézuur om de aanwezigheid van
sulfonamiden te bevestigen. Para-aminobenzoézuur gaat immers de remmende werking van sulfonamideén tegen.

B.3.2. Standaardoplossingen.
. B.3.2.1. Parg-aminobénzoézuuroplossing
" Samenstelling :  para-aminobenzoézuur : 1,0 g
gedestilleerd water : 200 mi
la;enreiding : Los het para-aminobenzoézuur op in water onder lichtjes verwsrmen, Afkoelen tot kamertem-
peratuur,

.De oplossing is maximaal 1 week houdbaar, bewaard in het donker bij 0-5 °C.

B.3.3. Bereiding van de testbuizen of testmicrotiterplaten.

B.3.3.1. Bereiding van de testbuizen of testmicrotiterplaten als vergelijkingsmateriaal bij de bepaling van de”
werking van het para-aminobenzoézuur, - ’

Deze testbuizen of testmicrotiterplaten zijn identiek als deze gebruikt bij de screening en de eerste
bevestiging en worden dan ook bereid volgens de reeds beschreven methode vermeld onder A.14.

B.3.32. Bereiding van de testbuizen of testmicrotiterplaten voor bevéstiging van sulfonamiden.

B.3.3.2.1. Smelt maximaal 24 h voor gebruik het basisagarmedium (A.1.2.1.)-0p. Koel af tot 63 °C. Voeg per
100 ml ap aseptische wijze 2 ml broomcresolpurper (A.12.3), 2 ml trimethoprimoplossing (A.1.2.2.) en
2 ml pars-amibodenzoézuur-oplossing (B.3.2.1) toe. j o

Stel de pH met 1 M NaOH zo nauwkeurig mogelijk in op 8,00 = 0,02, gémeten. bij 63 °C met een pH-meter met
temperatuurscorrectie. _ . T

Voeg van de sporenoplossing (A.1.3.3.5.) een zodanige hoeveelheid toe dat bij de controlemelk (A.1.2.7.) een
incubatietijd van + 4,5 h verkregen worden voor volledige omkleuring, )

B.3.3.2.2. Meng ¢n verdeel het sulfonamidentestmedjum in de testbuizen (A.1.52.8.) of de cups van de microti-
terplaat (A.15.2.9) in porties van respectievelijk 1 ml en 200 yl. Laat ket sulfonamidentestmedium stollen.
Zorgvuldig afgesloten gevulde testbuizer; of micr;otitaer.platen zijn 1 dag houdbaar bij 0-5 oC.

B.3.4. Werkwijze. s ‘ .
B3 31‘3232451 Identificeer elke proefbuis (A.1.4.2. en B.3.322) of elk cupje van etn microtiterplaat (A.142. en
__ B.3.42. Meng de te onderzoeken monsters (B.1.5.2. of B.2.3.). Breng 300 pl voorverhit monster over in een
proefbuis met testmedium (A.1.42.) en eén proefbuis mét sulfonamidentestmedium. (B.3.32.2.). Werkt men met
microtite)rplaten, dan brengt men 100 ul monster in de respectievelijke cups van de microtiterplaat (A.14.2, en
B3.3.2.2) : . ’ T C
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B.34.3. Voer dezellde bepaling ook telkens in duplo uit met respectievelijk 300 p! (testbuizen) of 100 pl
{microtiterplaten) remstofvrije melk (A.1.2.7), penicillinestandaard (A.1.2.8.) en sulfadimidinestandaard (A.1.2.9'.§:
'B.34.4. Laat de monsters en standaarden gedurende 1 uur bij kamertemperatuur diffunderen doorheen het
testmedium of sulfonamidentestmedium. ' L o
. B.34.5. Giet de bovenop het (sulfonamiden) testmedium staande melk af, Slhit de huizen of cups en plaats ze
vervolgens in een waterbad bij 83 = 1 oC totdat de kleur van het testmedium voor de remstofyrije melk homogeen
geel verkleurd is. '
~ Het tijdstip van uithalen wordt bepaald door vanaf het moment dat de kleyr in de proefbuizen of cups met
remstofvrije melk (A.127.) begint te veranderen, de kleur te evalueren om de 10 minuten, .
B.35. Becordeling-van de.monsters, interpretatie van de resultaten. o

De kleur van het (sulfonamiden) testmedium wordt beoordeeld in de proefbuizen of cups, ongeveer 5 a 10 min

na verwijdering uit het waterbad. Bij de beoordeling wordt voor elk monster de kleur van het sulforiamiden-

testmedium (+ para-aminobenzoézuur) vergeleken met de kleur van het testmedium (zonder para-aminoben-

zogzuur), . .

B.35.1, Wordt door toevoeging van para-amihobenzoézuur (sulfonamidentestmedium) eén minder paarse of
minder geelgroene kleur bekomen in-vergelijking met de kleur van het testmedium | zonder para-aminoben-
zoézuur) voor hetzelfde monster, dan betekent dit dat het monster sulfonamiden bevat. Al de monsters die geen
residuen van sulfonamiden bevatten wordéen verder onderzocht zoals beschreven ender B.5. . .

‘B.3.5.2. Het (sulfonamiden) testmedium in de proefbuizen/cupjes met controléemelkmonsters (A.1.6.4) moet
geel gekleurd 2ijn, zoniet zijn de sporen onvoldoende levenskrachitig en moet de proef hernomen worden, - -

B.35.3. Het (sulfonamiden) testmedium in de proefbuizen/cupjes met penicillinestandaard (A.1.6.5.) moet
paars gekleurd zijn, Het. testmedium in de proefbuizen/cupjes met sulfadimidinestandaard ‘(A.I.B.G'.) moet een
geel-paarse kleur hevatten, terwijl voor dezelfde standaard het kleur van het sulfonamidentestmedium duidelijk
homogener geel moet gekleurd zijn, zoniet moet de proef hernomen worden. ‘

. B4 Bevestiging van sulfonamiden (Delvotest SP) in ampullen of microtiterplaten

‘B4l Principe. . - . ’ :

De ondér A.2. beschreven methode (Delvotest SP) wordt hogmaals herhaald met vooraf -verhitte melk
(10 min/ 80 oC) en terzelfdertijd wordt ook de test herbaald in aanwezigheid van para-aminobenzoézuur om
de sanwezigheid van sulfonamiden te bevestigen. : ‘ : R

De testen kunnen uitgevoerd worden zowel door gebruik te maken van ampullen of micrétiterplaten.

© BA42. Werkwijze, ' .o : _ :
De test wordt volledig vitgevoerd 2oals voorgeschreven in de bijsluiter, meegeleverd met de testkit.

De monsters (B.1.52. ¢f B.2.3.) worden zowel uitgetest in aan- en afwezigheid van para-aminobenzogzuur: -

" Naast de t¢ testen roonsters(A.1.8) worden ook in duplo remstofvrije melk (A.1.2.7.), penicillipestandaard
" {A.12.8) ensulfadimidinestandaard (A:1.2:9) in aan- en afwezigheid van para-amincbenzoézuur uitgetest.
. B43./Beodrdeling van de monsters, interpretatie van de resultaten.

Na incubatie wordt de kleur van het testmedinm van de Delvotest SP becordeeld en geinterpretéerd analoog

zoals beschreven in B.35.. Daarbij wordt voor elk-monstéer het kleur-van het testmedium in aanwezigheid van

para-aminobenzoézuurvergeleken met hef kleur van het testmedium in afwezigheid van para-aminobenzoézuur. .
Alle monsters waatin geen résiduen van sulfonamiden aangetoond werden;, worden verder onderzocht zoals

beschreven onder B5.. - - .-~ . . ) o o , )

BS. Bvev.estigin'g.van ~peniciiljnel; (in‘.péh'iplatei\) : )
‘Alle monstei's die’een groeiremming vertoonden bij de screening (methiode A.l. of A2) en de bevestiging

‘(methode B., of B2)), maar waarbij geen sulfaresiduen werden aangetoond {methede B.3. of B.4.) worden vérder
. gecontroleerd op de 'a;anwgzigheid"van—penieillim of andeére groeiremmenide stoffen,

BS5.Y. Definitie::

Het melkmonster bevat penicilline indien bij uitvoering van de hierna béschreven methode eén remzone -

war@t_bgkomen die bij toevoeging van penicillinase (betalactamase) aan het monster verkleint in diameter
(penicilline + ander antibioticum) of .helemaal verdwijnt gpenicil_line)'. Indien de remzone niet verdwijnt ddor
penicillinase dan bevat het melkmonster een andere remstof; verdwijnt de remzone slechts gedeeltelijk dan bevat
het monster naast penicilline cok nog een ander antibioticum. - . : toe

' B.\5.2. Pﬁncipe. ' . .. . ’ , . . " -
Een schijfje fillreerpapier geimpregneerd met de te-onderzoeken melk wordt op het oppervlak gelegd van een
agarbodem, geént met een cultuur van Bacillus stearothermophilus var, calidolactis. De normale groei van de.
micro-organismen veroorzaakt na incubatie een vertroebeling van het agarmilieu. De aanwezigheid in de melk

van, remstpﬁen.wqﬂg aangetoond door een heldere zone rondom het schijfje. D¢ diameter van de heldere zone is
ondermeer pfhankgh;k» vande ‘concentx‘atig van de remstoffen die in de melk aanwezig zijn. L

B.5.3. Media, siandaardop_lqs'slngen, testorganisme, -

Opmerking: — de ingrediénten nioeten geschikt zijn voor bacteriologische doeleinden
=~ het water moet gedestilleerd of gedemineraliseerd zijn of van equivalente zuiverheid en mag
geen bacteriegroeiremmende stoifen bevatten. )

-B.5.3.1. Nutriént agar. .
Zie A.124. .

B.5.3.2. Testmedium = Plate Count Agar.
Zie A.12.1.
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. B.5.3.3. Standaard penicilline-oplossing.
Zie A128. , o
B.5.3.4. Penicillinase-oplossing.
Los voldoende penicillinase (betalactamase) op in steriel gedestilleerd water om een concentratie van 40.000
E/ml te verkrijgen, Deze oplossing, verdeeld in kleinere porties, kan bewaard worden bij 5 °C gedurende 4 weken.
B.5.3.5. Testorganisme. :
Zie A.12.10. : :
B.5.3.8. Gebruikscultuur (sporensuspensie).
.Zie A.1335.:
B.5.4. Apparatuur en glaswerk.
B.54.1. Apparatuur.
Zie A15.1
B.54.2. Glaswerk.
Zie A152. . ,
B.54.3, Schijtjes filtreerpapier voor antibiotica onderzoek.
Schijfjes met ¢en diameter van 12 ot 13 mm e L .o
Een blancoproef dient vitgevoerd op negen schijfjes van elk lot filtreerpapier. De schijfies, gedrenkt in steriel
pedestilleerd water mogen geen heldere zone vormen op de petriplaten (B.5.5.4.) na incubatie vah 3 uren bij een
temperatuur tussen 55 en 63 °C. ] : - .
B.5.5. Voorbereiding van de proef, o
B.55.1. Smelt het testmedium (B.5.32)) en koel tot 55 °C, . . .
B.5.5.2. Breng op aseptische wijze 1 deel van de verse sporensuspensie (B,5.3.8,) bij voldoende delen (5-25) van
het testmedium (B.5.3.2)) zodat een geschikte dichtheid van kolonies in-het geinoculeerde medium bekomen
wordt. Meng voldoende. Lot : } .
B.5.5.3. Bréng het geinoculeerde testmedium (B.5.5.2,) over in een petriplaat, voorafgaandelijk verwarmd tot
55 oC, zodat een laag van 05 tot 0,6 mm dikte wordt bekomien (dit stemt overeen met 6 mi voor platen mét'een
normale diameter van 90 mim). .o . ) :
B.5.5.4. Plaats de petriplaten (B.5.5.3.) op een horizontaal, koud oppervlak. Laat de agarbodem stollen, Draai
de platen om na stolling. ' . . Co

B.5.5.5. De aldus bereide petriplaten dienen bij voorkeur de dag zelf gebruik te worden. Ze kunnen maximum
een week bewaard worden wannieer deze onmiddellijk na de bereiding afgekdeld en in een polyethyleenzakje in
de koelkast bij 5 oC worden bewaard, s N : . :

.B.58. Uitvoering van de proef.

B.5.8.1. Voorbereiding van-de monsters. ]

Er wordt gebruik gemaakt van de verhitte melk (10 min, 80 °C). Na goed mengen wordt 9,75 ml monster
overgebracht in een proefbuis. 0,25 ml van de penicillinase-oplossing (B.5.3.4.) wordt toegevoegd, zodat een
penicillinaseconcentratie van 1000 IE/ml bekomen wordt (verhouding monster/penicillihase-oplossing = 39/1).
Nadien wordt goed gemengd: Dit mengsel wordt 1 h bij 37 oC geincubeerd. .

- * 'B.5:8.2. Detectie van penicilline. : o - - . .

B.56.2.1. Schud het monster zorgvuldig. Houd het schijfje filtreerpapier (B.5.4.3.) met dé rand juist tegen het
oppervlak van het monster met behulp van een rein en droog pincet tot het schijfie volledig geimpregneerd is.
Verwijder de overmaat melk door het schijfje tegen de wand van de fles te dippen. Leg het schijfje vlak op het
vooraf gedroogd opperviak van de testplaat (B.5.54.) en druk zachtjes aan met het pincet. .- ' .
® ?15)622 Van elk monster wordt eveneens gen schijfje gelegd na penicilli asebehandeling van het monster
. B.5.6.2.3. De schijfjes moeten minstens 20 mm uit elkaar liggen-en minstens 10 mm van de rand van de plaat.

_ B.5.6.24. Om de gevoeligheid te testen zullen schijfjes gedrenkt worden in de standaardpenicilline-oplossing

(B5.3.3.). Per plaat zal minimum één dergelijk schijfje gelegd worden. ) ; - o
" B.5.6.2.5. Per plaat zal ook een schijfje gelegd worden van het blanco-monster (A127.).

B.56.26. De petriplaat waarin de ‘schijfjes filtreerpapier werden asngebracht, worden met het deksel
onderaan gedurende 2,5 tot 3 uur geincubeerd bij een temperatuur liggend tussen 55 en 63 ¢C. . - ‘ ‘.

B.5.8.2.1. Na bebroeding worden de platen nagezien op aanwezigheid van remzones. De remzones worden
gemeten. Bond het schijfje met de penicillinestandaard (B.5.3.3.) moet een remzone van ten minste 2 min
aanwezig zijn. ’ : b

B56.28. De aanwezigheid van een heldere zone van ten mingte 2 mm rond het' schijfje duidt op de *
aanwezigheid van remstoffen. ) B :

B.5.7. Interpretatie van de resultaten. 5
B5.1.1. Indien er zich rond het schijfjé met penicillinase behandeld monster geen remzone bevindt, maar er -
is wel een remzone rond het schijfje met het melkmonster, die gelijk aan of groter is dan de remzone rond het
schijfje met de peniciliinestandaard, dan komt de remstof in het melkmonster overeen met een natrium-benzylpe-
nici_]lineconeehtraﬁe van ten minste 0,004 mg/ml. Met een kleine heldere zone van minder dan 2 mm rond het -
schijfje van met penicillinase behandelde mefk wordt geen rekening gehouden. ‘ T
B5.1.2. Indien de diameter van de remzone vond het schijfje met penicillinase behandeld monster gelijk is -
aan de ‘diameter van de remzone rond het schijfie met het melkmonster, dan bevat dit monster remstoffen die
et geinactiveerd worden door de penicillinaseconcentraties gebruikt in deze methode. e :
B.S5.1.3. Indien de diameter van de remzoneé rond het, achijfje met penicillinase behandeld monster kléiner is
n d; fdmmeter rond het schijfje met het melkmonster, daniyevat het monster penicilline samen met e¢n andere
mstof. . . . . o : . '

" Schieicher & Schuell 801/2 of overeenstemmende kwaliteit.
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'SCHEMA VAN DE WERKWIJZE VOOR HET AANTONEN VAN
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ﬂOpmerkingén in verband met het schema van heét aantonc. yew wslkvreemde Eacteriegroeirgmmende
‘en ’

- ‘rwliéttgxengtuande een zelfde testorganisme (Baa‘ﬂns stearothermophilusvar. calidolactis) wordt toegepast,
is de gevoeligheid van.de test afhankelijk of men de test uitvoert in buisjes of cups van een microtiterplaat
enerzijds of in een peiriplaat anderzijds. De gevoeligheid voor diverse aritibiotica is namelijk groter bij uitvoering
in buisjes of microtiterplaat. o C R
-~ Bij de bevestiging van penicillinés meet men er rekening mee houden dat, de antimicrobiéle werking van’
tlwgpdgﬁ;ie lsemx-synthetxsche penicillines niet volledig geinactiveerd wordt door penase met een concentratie van
'ml, ) X : -
Gezien om te worden gevoegd bij hét ministerieel besluit van 14 oktober 1984,

De Minister van Landbouw,
A, BOURGEOIS
B} ——— . .
, Bijlage-9 : Bepaling van het vriespunt
- 1. Definitie : v . - A . _
Vriespunt vad de melk ; de uif. meting volgens de besthreven werkwijz¢ verkregen waarde, uitgedrukt in

E graden Celsius {°C). 4 .

2. Principe : T '

" Een te onderzoeken hoeveelheid melk wordt onderkoeld tot de, van het instrument afhankelijke, gewenste
temperatuur en dan wordt kristallisatie veroorzaakt door mechanische trilling, waardoor de temperatuur snel
stijgt tot een niveau dat.oveieenkomt met het vriespunt van het monster. K - . T

Het jnstrument wordt geijkt door het zodanig in te stellen dat voor twee standaardoplossingen de juiste

waardén geeft het plateau het vriespunt van de melk in graden Celsius.

3: Apparatuur en glaswerk .

Gebruikelijke laboratoriumuitrusting, en in het bijzonder :

3.1, Thermistorcryoscoop . ‘ S o

De thermistoreryoscoop bestaat uit een thermostatisch geregeld koelbad, en thermistorsonde (een weers-
tandsthermometer'met halfgeleider) met bijbehorendé schakeling en e¢n galvanometer of « afleesinstruntent »,
een trilroerder en een voorziening om bevriezing te vercorzaken, samen met monsterbuizen. .

- 1¢XKoselbad : )
‘Twee typen koelbad kunnen wor‘den gebruikt.

a) Dompeltype, : C. )

Een goed geisoleerd bad met een geschikte koelvloeistof, zodanig geroerd dat het temmperatuurverschil tussen
gelijk welke twee punten in de vioeistof niet meer bedraagt dan 0,2 °C, De vioeistoftemperatuur fhag niet meer
dan + 0,5 oC afwijken van de door de fabrikant vastgelegde nominale waarde. . )

Belangrijk is dat de vioeistof in het koelbad op een constant niveau wordt gehouden. Het gehele opperviak .
van de monsterbuis onder het volumemerkteken moet door de koelvloeistof bedekt zijn. . ) ’

b) Circulatietype. : . . :
- Een ononderbroken stroom van een geschikte koelvloeistof wordt rondom de monsterbuis gepompt. De
temaprgr_atuur van de vioeistof mag niet meer dan #: 0,5 oC afwijken van de door de fabrikant vastgelegde nominale
waarde, . - : ’ ' - -

Een geschikte koelvloeistof bestaat uit een 33 % (v/v) waterige oplossing van ethaan, 1,2-diol (ethyleenglycol).

20 Thermistor en bijbehorende schakeling . . .

De thermistor dient e¢n glazen sonde te hebben, niet groter dan 1,80 + 0,2 mm in diameter en met een punt
waarvan dediameter niet groter is dan 0,31 mm. De tijdsconstante van de thermistor moet minder dan 2 seconden
bedragen en de waarde van § (zie opmerking) moet hoog zijn. De bedrijfsspanning, stroomsterkte en dissipatie-

waarden worden verkregen bij toepassing van dezelfde werkwijze als voor monsters melk. Onder deze voor-

" constante moeten zodanig zijn dat bij ~ 0,512 oC de teraperatuur van de thermistor niet meer dan 0,0005 °C boven

de temperatuur van zijn omgeving stijgt. De maximale tolerantie voor de weerstand rmoet + 5 % zijn.

Bij gebruik van de sonde in de cryoscoop moet het uiteinde van de glazen punt in de as van de monsterbuis
liggen op een punt 44,6 =+ 0,1 mm onder het boveneinde van de buis (zie figuur 1). De gebruiker moet kunnen
beschikken over een houder om de sonde in deze positie te kunnen plaatsen. - }

"Opmerking . o ,
Meé g wolrdt dg temperatuur-weerstandskaralceristick van de thermistor vastgelegd volgens de formule :

~“TwR"T

waarin .

T = temperatuur in Kelvin, )

R = de weerstand in chm bij temperatuur T,

—gF % ™ temperatuurcoéfficiént.

# is een constante die athankelijk is van het voor de thermustor gebruikte materiaal. In de huidige praktijk
wordt een waarde boven 3.000 aanbevolen.

30 Meet- en afleesinstrument

a) Meetprincipe. ) : -

" Het te gebruiken, instrumient moet werkap volgens het principe dat het eerste « plateau » in de vriespunt-
kromme wordt gezocht. Het plateau is het deél van de kromrme waar de temperatuur minstens 20 seconden
binnen + 0,002 °C constant blijft: . co . o

b) Handbediening. . :

De weerstand van de thermistor dient met een Wheatstone brug of een gelijkaardig toestel te worden gecom-
penseerd, waarbij stabicle weerstanden van de hoogste kwaliteit moeten worden gebruikt met een afwijking van
minder dan t 10 % en een femperatuurcoéfficiéint lager dan 2 x 10 ~3 oC, '
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‘ De variabele mag over he ¢ hele bereik geen afwijking van de lineariteitte zien geven dle groter is dan 0,3 %
" “van haar ma:nmumwwde.

Er moet een mogelijkheid zijn om de weerstanden bij calibratie in te stellen,

De meetschiaal moet een verdeling hebben dxe niet groter is dan 0,001 o,

¢) Automatische werking,
) ocHet afleesmstrument moet een oplossend vermogen hebben van ten minste 0,001 °C in het gebled van 0 tot —
. De stabiliteit van het aﬂeesinmment en-de bubehownde ‘schakeling mioet zo zijn dat Opeenvolgende afle-
zingen van dezelfde temperatuur niet meer-dan0,001 °C verschillen.
. De lineariteit van de schakeling moet zo zijn dat als het instrument juist wordt bedxend bmnen het gehele .
traject van — 0,400:tot — 0,800 °C geen fout yan meer dan 0,001 oC wordt veroorzaakt,

- 4o Roerstaaf

Voor het roeren van de te - onderzoeken hoeveelhezd melk wordt een staaf gebrulkt van een metaal gat ©en
opzichite van melk inertis en die een diameter heeft tussen 1 en 1,5 mm.

De amphtude van de roerstanf moet afgesteld worden; de staaf moet verticaal worﬁen gemonbeerd met de
onderkant op gelijke hoogte met het uiteinde van de thermistorsonde. Een tolerantie van ongeveer 1,5 mm onder
of boven dit punt is toegestaan.

De roerstaal moet in zijwaartse nchtmg trillen met een door de fabrikant opgegeven amplitude (niet minder
dan 1,5 mm) die voldoende-is om de temperatuur in de te testen hoeveelheid monster tijdens de bepaling uniform
tikt;ouden De roerstaaf miag bij normaal roeren de thermxstorsonde of de wand van de buis op geen moment |
. raken

e Voorziening om bevnezmg te veroorzaken .

Dit kan elke voorziening zijn waardoor onmiddellijk na het in werking treden ervan.de bevnezmg van het
monster begint, zodat de teniperatuur van de te onderzoeken hoeveelheid tot het vriespunt stijgt, De roerstaaf
kan hiertoe worden benut; metr kan de trillingsamplitude gedurende 1 tot 2 seconden verhogen zodat de- xoerstaaf

" de wand van de monsterbuis raakt, -+ ‘

6 Monsterbuizen ’

De monsterbuizen (zie ﬁguur 1) moeten van g!as zijri met een lengte vm 58 + 0, 1 mm, een uitwendige
diameter van 16,0 + 0,1 mm en een mwendige dlameter van 13,5 + 0,1 mim. De wmdd:kte mag over de hele buis
‘niet meer dan 0,1-mm verschillen. .

De buizen moeten op 28,8 mm onder de rand (21 mm boven de onderknnt van de buis) een merkteken hebben,
overeenikomend met een monstervolume van 2,5 % 0,1 ml.

7o Elektriciteitsvoorziening - :

.De voedingsspannirig moet in het apparaat of extern gestabxhseerd zijn, zodat geen grotere vanatxe optreedt
dan + 1% van de nominale wadrde, wanneer de netspanning met 6 % varieert.

3.2, Analytische balans.

3.3. Maatkolven, 1.000 mlinhoud, klasse A. .

34. Drodgstoof goéd geventileerd, waarin een temperatuur van 130 z 1 °C kan worden’ gehandhaatd .

Elektrische oven, géventileerd, waann een tempemtuur van 300 * 25 °C kan worden gehandhaafd.

3.5. Exsiceator.

4. Reagentia

4.1. In borosilicaatglas gedistilleerd water, gekookt en gekoeid tot20°C + 2 °C ineen kolf met een absorptie-
buis voor kooldioxide. ‘
.- 42. Natriumchloride, analysekwahbext fijn gemalen, gedurende vijf uur bij 300 & 25 °C in een oven gedroogd,
of anders gedurende ten minste 24 uur in een stoof bu 130 = 1 °C gedroogd en tot kamertemperatlmr afgekoeldin,
een exsiceator:

4.3. Bereiding van standaardoplossmgen

. Weeg in een weegflesje de benodigde hoeveelheid (me tabel 1) droog natriumchloride (punt 4.2) af, Los het op’
i gedistilleerd water (punt 4, 1). breng dit kwantitatief over in een maatkolf van 1.000.mlen vul tot de mezkstreep
aan met water van 20 + 2

Béwaar deze oplossmg bn} ongeveer § °C met langer den twee maanden in goed afgesloten polyethyieen

ﬂessen van hoogstens 250 ml inhoud.

‘ Tabel 1 - ‘Vnespunt ven natrxumchlondeoplqssmgen bij 20 °C

g NaCUl : Lo
6,859 : -— 0,408 -
7,818 . © = 0464
8,149 . .~.0483
8,314 - 0462
8,480 - 0,502 .
8,648 T 0,512
8,811 - 0,521
8,817 ] - 0,631
9,143 ~ 0541
10,155 o - ~ 0,800

Zwenk en keer voér gebruik van een standaatdoplossmg de fles voomchug verschexdene malen om om de
mhould grondig te mengen. Een standaardoplossmg mag nooit zo heit:g worden geschud dat lucht wordt
ngeslagen.

. Monsters van eén standaardoplossing moeten uit de fles worden. genomen door de oplossing in een schone
droogbeker te gieten, anders gezegd, voor dit doel rogen nooit pipetten worden gebruikt.

Oplossingen uit flessen die voor minder dan eent kwart gevuld zijn, mogen niet meer worden gebruikt en .

evenmin oplossingen die ouder zijn dan twee maanden, als geen fungicide (bij voorbeeld een thiomersaloplossing
van 10 g/l) was toegevoeg -
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5. I-Jking van de thermistorcryoscoop , - . :
De cryoscoop moet zo worden opgesteld dat de temperatuur van de omgevingslucht niet meer dan 1 °C

"verschilt van de temperatuur waarbij de ijking werd uitgevoerd. De cryoscoop mag niet worden blootgesteld aan

zonlichit of tocht en een kamertemperatour boven 26-27 C. . L
Zorg ervoor dat de cryoscoopwerkt in overeenstemnming met de aanwijzingen van de fabrikant en ten minste
twaalf uur voordat de ijking is aangezet. Controleer de plaats vande sonde, de trillingsamplitude van de roerstaaf

. en de temperatuur van de koelvloeistoffen.

Kies twee standaardoplyssinge: -(zie tabel 1) waarvan ‘het vriespunt zespectievelijk dicht boven en dicht
onder het verwachte vriespunt van het te onderzoeken monster melk ligt, Het verschil in vriespunt tussen de twee
oplossingen moet liefst niet kleiner dan — 0,100 <C zijn. ‘ . '

(In bepaalde, tegenwoordig verkrijgbare cryoscopen is de schakeling van de thermistor’ ontworpen.om te
worden afgesteld bij een specifieke waarde van het vriespuntbinnen het mestiraject van het instrument. In'deze
gevallen maakt het gebruik van ‘een standaardoplossing met dat vriespunt als één van de ijkoplossingen de
calibratieprocedure eenvoudiger-en dient de fabrikant deze waarde op te geven.)

Eipetteer 2,5 + 0,1 ml van én standaardoplossing in een schone, droge monsterbuis en stel de cryoscoop in
‘werking. ' ]

Opmerking ! .

De monsterbuizen die bij ijking worden gebruikt moeten van dezelfde soort glas gemankt zijn als die welke
bij het onderzoek van het melkmonster worden gebruikt en zij moeten ook op dezelfde tijd gewassen en gespoeld
ijn met gedemineraliseerd water. De ;tempetafuur, van de standsardoplossingen moet gelijk zijn aan die van de

monsters melk. )
Stel de knoppen voot ijking in volgens aanwijzing van de fabrikant tot de aflezing van de crygscoop dezelfde
waarde geeft als het vriéspunt ven d¢ standaardoplossing. Herhaal de gang van zaken met de andére standaard-
oplossing en ga zo afwisselend door totdat opeenvolgende aflezingem voor elke oplossing de juiste waarde voor het
vriespunt per oplossing geven zonder verdere bijstelling van de calibratieknoppen. De cryoscoop is dan klaar voor
gebruik en zal rechtstreeks het vriespunt van het monster melk aangeven zonder dat enige correctie nodig is.

" 6. Voorbehandeling van het monstet ' :
.6.1. Bewaar zo nodig-de monsters bij een temperatuur tussen 0 en § oC.

" 8.2, Verwijder eventuele zichtbare deeltjes of vast botervet yit het inonster, zo nodig doér het te filtreren in
een schone droge recipiént en meng het monster voorzichtig. Het eventueel te gebruiken filter moet inert zijn

-. voor melk en moet bij de laboratoriumtemperatuur goed werket,

6.3. De melk kan onderzocht worden bij de temperatuur (fussen ¢ en § °C), ‘waarbij zu is bewaard, of men kan
‘dée melk op de ternperatuur van het laboratorium laten komen vlak voor het begin van het onderzoek. Het is
echter noodzakelijk dat de standsardoplossingen en de monsters melk bij gebruik dezelfde temperatuur hebben.

6.4. Bepaal de titreerbare zuurtegraad van de melk zo goed mogelijk tegelijkertijd met de vriespuntbeﬁal_ing.
Monsters met een zuurtegraad boven 0,18 g melkzuur per 100 m! kunnen niet worden onderzocht. -
8.5. UHT-behandelde melk en gesteriliseerde melk moeten wor onderzoek minstens 20 minuten in een open’
recipiént staan. ) ‘
7. Werkwijze

1.1, Controle vooraf - . .. .

Controleer dat het niveau en de temperatuur van de Joelvloeistof in overeenstemming zijn met de
aanwijzingen van de fabrikant en dat de thermistorsonde zich ineenlege monsterbuis in de juiste stand bevindt.
Schakel de cryoscoop in en zorg ervoor dat de koelvloeistof goed wordt geroerd of rondgepompt, al naar gelang
van het geval. Controleer, nadat de cryoscoop ten minste twaalf wur adnstaat, de temperatuur van de koelvloeistof
en de stand en trillingsamplitude van de roerstaaf. . - . : . :

7.2. Routinecontrole van de ijking - o . .

Meet voor elke testserie het vriéspunt van een- standaard natriumchlorideoplossing (bij voorbeeld een
oplossing met als vriespunt — 0,512 oC) totdat twee opeenvolgende bepalingen geen groter verschil geven dan
0,001 °C. Als het gemiddelde.van deze waarden meer dan 0,002 «C verschilt van bet vriespunt van de standaard-
oplosaing, ijk de crysocoop dan opnieuw zoals beschreven inpunt 5. - . .

Voer de routinecontrole van de ijking ten minste elk uur uit bij continu gebruik van de cryoscoop. Houd
rekening met de aanwijzingen van de fabrikant.

7.3. Bepaling van het vriespunt van de melk T

Kéer en draai de fles met hét monster voorzichtig verscheigene malen.om om de inhoud té mengen. Een
monster mag nooit zo heftig worden geschud dat lucht wordt ingeslagen.

Giet 25 = 0,1 ml melk in een schone en droge monsterbuis en verwijder een eventuele overmaat met eén
pipet. Zorg ervoor dat de sonde en de roerstaaf schoon en droog zijn en veeg deze zo nodig van onder naar boven
zorgvuldig droog met zacht, schoon en niet pluizend papier. . - ‘ .

Plaats de monsterbuis in de geijkte cryoscoop volgens_de aanwijzingen van de fabrikant, De melk zal
afgekoeld worden en binnen?,1°C van een door de fabrikant opgesteven temperatuur zal het bevriezen beginnen.

(Bij sommige automatische instrumenten kan deze temperatuur digitaal worden afgelezen; bij handbediende
instrumienten kan de noodzakelijice precisie worden bereikt door te-controleren of het bevriezen begint wanneer
de wijzer.of haarlijn van de galvanometer samenvalt met het juiste merkteken)) - '

Laat, als om welke-reden dan ool het bevriezen begint vo61 of na het opgegevent temperatuurgebied, de proef
vervallen en herhaal de proef met een andere te onderzoeken hoeveelheid melk. Als het monster voor de
herhaalde proef ook véor de cpgegeven temperatuur bevriest, moet nog'een hoeveelheid van het- monster
vem{armd worden tot 45 °C en vijf minuten op die temperatuwir worden gehouden om kristallijn vet te laten
smelten. . . :

Koel dan weer tot de onderzoektemperatuur en onderzoekconmiddellijk. De temperatuur van de melk zal na
het begin van het bevriezen snel stijgen tot een waarde die epige. tijd vrijwel constant blijft en za} daarna weer

‘beginnen te dalen. Het vriespunt komt overeen met de hoogste bereikie temperatuur in deze periode en- deze

waarde dient te worden genoteerd. .

Opmerking : - . .

Van monster tot monster zal er een verschil zijn in de periode met eonstante temperatuur e in de tijd tussen
het begin van het bevriezen en het bereiken van de hoogste temperatuur : deze periode en deze tijd zullen voor
water en standaard natriumchloride-oplossingen aanzienlijk korter zijn dan voor melk. Het is van essentieel
belang dat de hoogste temperatuur wordt vastgesteld. - .
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Detail van de thernistoreryoscoop (stand van monsterbuis ten’
opzichte van 'de. thermistor en roerstaaf) .

ram—— K 0p

Monscerbuis ——-——"

30.3 30,1

< ‘ Roerstzaf

. Therrmustor

Alle afmetingen in mm
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.

:

Verwijder, wanneer de meting m; voldoening is uitgevoerd, de buis, spoel met water, droog de thermis-

torsonde en roerstaaf -dan van ondef naar boven met zacht, schoon en niet pluizend ier en voer een
duplobepaling uit met een volgende hoeveelbeid van het monsfér melk. P pep ' ‘

_ Als het verschil tussen de geconstateerde vriespunten groter is dan de vastgelegde herhaalbaarheidswaarde
(0,004 C), voer dan een duplobepaling uit met een -hieuw proefmonster. Als het verschil tussen die twee
bepalingen niet groter is dan 0,004 °C, moeten de betrokken vriespuntwaarden worden genoteerd €n worden:
gebruikt voor de berekening van het eindresultaat. . o

7.4, Koelen van de sonde - : . ) :
Zet na gebruik van het instrument een’ lege’ monstérbuis in de monsterhouder én laat het meetgedeelte
zakken om de sonde koel te houden, (Bij bepaalde uitvoeringen van de cryoscoop kan dit wellicht niet; het is in
zulke gevallen van belang ervoor te zorgen dat de sonde voldoendsé gekoeld is voér hetuitvoeren van metingen, bij

voorbeeld door verscheidene dummybepalingen uit te voeren tot conforme afleeswaarden worden verkregen.)

8. Weergave van de resultaten
8.1. Berekening . : 4
. Bereken het gemiddelde van de vriespuntwaarden verkregen uit goede duplobepalingen afgerond op de derde:
decimaal, als uit de routinecontrole van de ijking.is gebleken dat deze goed was. ' -
Als de som van twee goede duplowaarden een oneven getal is, moet het gemiddelde worden afgerond op de
naastliggende even waarde volgens het voorbeeld hieronder: ) . L )

‘Vriespunt. (°C)
buplowaardeﬁ ) . - - Gemiddelde
-054 . - 0545 - - - 054
— 0,545 - 0,546 _ — 0,548

8.2. Herhaalbaarheid (r) : 0,004.°C_
Reproduceerbaarheid (R) : 0,006-0C.

" Gezien om te worden gevoegd bij het ministerieel besluit van 14 oktober 1894.

ie Minister van Landbouw,
- A, BOURGEOQIS .

s————

Bijlage 10 : Onderzoek haar de zichtbare zuiverheid — .Filtratieprégf”

1. Principe . . A )
Ter vaststelling van de zichtbare zuiverheid wordt een filtratieproef uitgevoerd. .Hierbij‘wordt een bepaald.
volume melk met een apparaat gefiltreerd door een wattenschijfje. :

2. Materiaal

2.1, Apparatuur . .
- Het filtreerapparaat moet goedgekeupd zijn doar het Ministerie van Landbouw,

2.2. Wattenschijfjes L . <. N
— wattenschijfjes die voldoen aan de door het Ministerie van Landbouw vastgestélde kwaliteit.
— standaardwattenschijfjes met ondermeer een bezinksel van 6,25 US. R

3. Uitvoering ' ' " , \

Ongeveer 40 ml melk wordt ononderbroken met het apparaat door het wattenschijfje gezogen of gepersten °
wel door een cirkelvormig oppervlak met middellijn van 6,4 mm. . .

In afwijking op het bovenstaande kan de filtratieproef eveneens uitgevoerd worden op monsters van onge-
veer 200 mi of ongeveer 250 mi melk. Het opperviak waardoor gefiltreerd wordt zal in dit geval een middellijn
hebben van respektievelijk 14 en 16 mm. C

‘Na filtratie worden de schijfjes ged;oogd. Hierbij dient verbruining door hitte vermeden te worden.

4. Beoordeling * . _ ‘ : :
De beoordeling gebeurt op droge schijfjes. De klas_siﬁkatie gebeurt door vergelijking met standaardschijfjes.

Gezien om te worden ‘gevp_egd bij het min;steﬁeel bestuit yan 14 oktober 199“4>

De Minister van Landbouw,
A. BOURGEOIS
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Bijlage 11 : Opsporen van resten van oxyderende ontsmettingsmiddelen

1. Principe - o ; ‘

. Door inwerking van oxidatiemiddelen op kaliumjodide in zuur milieu ontsiaat yrij jood, dat na toevoeging
van een zetmeeloplossing blauw kleurt. . -

2. Reagentia ,

De produkten moeten van « pro analyse » kwaliteit zijn. Het waler gedemineraliseerd.

2.1. Zoutzuur 36 — 38 % (vrij van chloor) - : '

Bewaren in het donker. i

2.2. Zetmeeloplossing 2 % ‘ ; ) .

. De ¢plossing_kan gedurende één week in de koelkast bewaard wotden, Bij voorkeur zetmeel volgens
Zulkowsky gebruiken. : : ) o

2.3, Kaliumjodide-oplossing 10 % ’ )

De oploessing dient de dag van de uitvoering van de proef vers bereid te worden en in het donker bewaard,

2.4, Standasrdoplossing chloramine T .

— Bereiding van oplossing A : : .

‘Weeg 0,1 g chloramine T p.a. (CH:CINNaO:S.3H:0). Breng in een maatkolf van 50 ml en voeg gedeminera-
liseerd water toé, tot aan de merkstreep, Meng, goed. Dezeoplossing, bewaard bij 4 °C, kan ten hoogste gedurende
1 week gebruiki worden. - . . ‘

——YBereidi,ng van oplossing B .

Pipetteer 3 ml van.de oplossing A en voeg 17 ml melk toe. .

Gebruik bij voorkeur rauwe melk van verschillende hoeven, die geen enkele verkleuting vertpont bij de
volgens4, vitgevoerde bepaling. Meng goed. Deze oplossing wordt als standadrd gebruikt en is ekwivalent met 20
pp!:\d aktief chloor.. Deze oplossing kan maximaal 3 dagen gebruikt worden en moet koel en in het donker bewaard
WOorden: i .

3. Uitrusting
3.1 Proefbuizen . .

3.2. Pipetten van 1 ml, verdeeld’in 0,1 ml.
Het glaswerk dient goed gereinigd en droog te zijn. o

4. Uitvoering

Zorg ervoor dat bij de onder 4.1. te.m. 44. genoemde handelingen de wand van de proefbuis boven het

Hoeistof-oppervlak zo weinig mogelijk bevochtigd wordt, teneinde vals positieve reakties te vermijden.
4.1, Pipetteer 1 ml van de te onderzoeken melk onderaan in een proefbuis. Pipetteer op dezelfde wijze 1 ml
/an de chioramine T-standaard (oplossing B) in eeén andere proefbuis. : ‘
" 4.2, Vgeg 0,1 ml van de kaliumjodideoplossing en 0,1 ml van de zetmeeloplossing toe aan de proefbuizen.
Vieng goed. . : ) .
4.3.Voeg aan iederd.proefbuis 1 ml zoutzuur toe zongder dat dit ret de wand van de buis in aanraking komt.
4.4, Meng de inhoud van de buizen onmiddellijk na toevoeging var het zoutzuur. .
4.5. Beoordeel de kleur na 3 minuten. . o ]
Beoordeel de reaktie van het monster positief wanneer de kleurintensiteit van het reaktiemengsel van het
monster gelijk is aan, of stetker is dan die vat de standaard. .

4.6. Indien bij het routineonderzoek een monster een positieve reaktie geeft, wordtde proef op het monster
hethaald. Indien de reaktie weer als positief wordt beoordeeld, worden restén van een ontsmettingsmiddel
aanwezig geacht. » X : .

Opmerking: — de tijd van 3 minuten, nodig voor de kleurontwikkeling, dient gerespekteerd te worden

. . — iproutine is het aangewézen om de analysen in kleine series af te werken.

Gezien om te worden gevoegd bij het ministerieel besluit van 14 oktober 1994.

De Minister van Landbouw,

A. BOURGEOIS
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Bijlage 12 : Bepaling van het vetgehalte

" 1. Principe ' . ‘ :
Een ammoniak- én ethanolhoudende oplossing van een te onderzoeken hoeveellieid monster wordt geéxtra-
heerd met diethylether en petroleumether, de oplosmiddelen worden door distillatie of verdamping verwijderd, en
de massa van het geéxtraheerde, in petroleumether oplosbare materiaal wordt bepaald.

(De werkwijze staat bekend als de Rose-Gottlieb-methode),

. 2. Reagentia )

Alle reagentia dienen van erkende analysekwaliteit te zijn en mogen geen merkbaar residu achterlaten bij
een blancoproef. . ]

Om de kwaliteit van de reagentia te testen, wordt een bepaling uitgevoerd volgens 4.3. Gebruik een gewogen
lege fles, beker of metalen schaal, voorbehandeld volgens 4.4, als farra (om te kunnen corrigeren voor het effect
van wijzigingen in de atmosferische omstandigheden op de uitkomst van de weging). Als het residu, gecorrigeerd
voor de schijnbare verandering in de massa van de tarra, groter is dan 2,5 mg, bepaal dan het residu van de oplos-
niiddelen afzonderlijk door verdamping van respectievelijk 100 ml diethylether en 100 ml petroleumether,
Gebruik ook in dit geval een tarra. Als het residu groter is dan 2,5 mg, zuiver dan het oplosmidde! door distillatie
of vervang het oplosmiddel. . -

2.1, Ammoniakoplossing, met ongeveer 25 % (m/m) NHs. Een meer geconcentreerde ammonigikoplossin_g mag
ook worden gebruikt. . . '

2.2. Ethanol, ten minste 84 % (v/v). Met methanol gedenatureerde ethanol mag gebruikt worden, mits vast-
staat dat het resultaat van de bepaling niet wordt beinvioed. :

2.3. Congo- of cresol-roodoplossing
Los 1 g congorood of cresolrood op in water en verdun tot 100 ml.
Opmerking : . . \ Lo
- Het gebruik van deze oplossing, waardoot de grens tussen oplosmiddel en waterlaag beter zichtbaar is, is
facultatief. Andere waterige oplossingen van kleurstoffen mogen wordén gebruikt; mits zij het resultaat van de
bepaling niet beinvlceden. .
2.4. Diethylether, vrij van peroxide en met niet meer dan 2 mg/kg anti-oxydanten, die voldoet aan de eisen bij
de blancoproef. . .
. 2.5. Petroleumether, met eéen kooktraject tussen 30 en 60 <C., . _
2.8. Gemengd oplosmiddel, kort voor gebruik bereid door gelijke volumina diethylether en petroleumether te
mengen. : : ) .

3. Apparatuur en glaswerk

Waarschuwing g ) .
Daar de bepaling wordt unitgevoerd met viuchtige brandbare oplosmiddelen, moet -alle te gebruiken elek-
trische apparatuur voldoen aan de wetgeving met betrekking tot het gebruik van dergelijke oplosmiddelen.

Gebruikelijke laboratoriumapparatuur, en in het bijzonder :

3.1. Analytische balans . B
- 3.2. Centrifuge, waarin op de vetextractiekolven of -buizen door een toerental van 500 tot 600 omwentelingen
per minuut een versnelling kan worden uitgeoefend van 80 tot 90 g aan het ondereind van die kolven of buizen.

Opmerking ' :

Het gebruik van een centrifuge is facultatief. .

33. Distillatie- of verdampingsapparatuur, om de oplosmiddelen en de ethanol uit. de kolven te kunnen
afdistilleren of te kunnen verdampen uit bekers en schalen bij een temperatuur lager dan 100 ¢C. .

-34. Stoof, elektrisch verwarmd, met geheel geopende ventilatie-openingen, die kunnen worden’ geregeld op
‘een temperatuur van 102 £ 2 oC in de te gebruiken ruimte. De stoof moet voorzien zijn van een passende thermo-
meter. . . ’

3.5. Waterbad, waarin een temperatuur van 35-40 °C kan worden gehandhaafd.

3.6. Vetextractiebuizen volgens Mojonnier

Opmerking o . .

Het is 0ok mogelijk vetextractiebuizen met sifon- of wasflesinzetten te gebruiken, maar de werkwijze is dan
anders en wordt nader omschreven in punt 6. N .

De extractiebuizen dienen voorzien te zijn van ingeslepen glazen stoppen of kurken van goede kwaliteit of
andere stoppen die niet door de te gebruiken reagentia worden aangetast. Kurken moeten na extractie met
diethylether gedurende minstens 15 minuten in water van 60 °C of meer worden gelegd, en daarna in water afge-
koeld, zodat ze bij gebruik verzadigd zijn. t :

3.7. Rek, voor de vetextractiebuizen. ) .
3.8. Wasfles, geschikt vo_oé gebruik met het gemengde oplosmiddel. Er mag geen platicfles worden gebruikt.

3.9. Vetrecipiénten, bijvoorbeeld platbodemkolven, of erlenmeyers met eeri inhoud.van 125-150 ml, of metalen
schalen. Bij gebruik van metalen schalen heeft roestvrij staal de voorkeur, met vlakke bodem, liefst met een tuit,
en een diameter van 80 tot 100 mm en een hoogte van ongeveer 50 mm. ' :

3.10. Kooksteentjes, vetvrij, van een niet-poreus porselein of siliciumcarbidé of glasparels (facultatief in het .-
geval van metalen schalen). i . .

3.11. Maatcilinders, met 5 en’25 ml inhoud, ,
3.12. Pipetten, met maatverdeling, van 10 ml inhoud.
3.13. Tang, van metaal, voor het vasthouden van kolven, bekers of schalen.
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4. Werkwijze

4.1. Voorbehandeling van het monster . : . ) :
Breng de tzn;peramur van het laboratoriummonster gedurende 15 minuten op ongeveer 3540 <C, zonodig op
een waterbad. Meng het monster goed, maar voorzichtig, deor de monsterfles herhaaldelijk om te keren zonder
dat schuimen of verafscheiding opireedt, en koel snel af tot ongeveer 20 °C. ) :
42, Te onderzoeken hoeveelheid o .

- Meng het monster (4.1) door de fles 3 of 4 keer voorzichtig om te keren en weeg onmiddellijk op 1 mg nauw-
keurig 10 tot 11 gram van het monster af, via een directe weging of een verschilweging, in één van de extractie-
buizen. . . .

De te onderzoeken hoeveelheid moet zo volledig mogelijk in het onderste gedeelte van de extractiebuis
worden gebracht. ’ ’

4.3. Blancobepaling

Voer tegelijk met de bepaling een blancobepaling uit volgens dezelfde werkwijze en met dezelfde reagentis,

waarbij de te onderzoeken hoeveelheid monster vervangen wordt door 10 tot 11 ml water.
De schijnbare verandering in de massa van de vetrecipiéiit mag na correctie voor de schijnbare massa-veran-
. dering van de controlerecipiént niet groter zijn dan 2,5 mg. :

4.4. Voorbehandeling van de vetrecipiént ’ .

Droog een recipiént en tegelijk een paar kooksteentjes om het zachte koken tijdens de daarna volgende
verwijdering van oplosmiddel te bevorderen, gedurende 1 uur in de stoof. Leat de recipiént afkoelen (nietin de
exsiccator, maar wel in een stofvrije omgeving) tot de temperatuur van de weegkamer (glazen recipiénten ten
minste 1 uur, metaien schalén ten minste 0,5 uur). Gebruik, om temperatuurveranderingen te vermijden, een tang
om de recipiént op de balans te plaatsen en weeg op 0,1 mg nauwkeurig. . N

4.5. Bepaling - - .

45.1. Voeg 2 ml van de ammoniak-oplossing toe of een equivalent volume van een meer geconcentreerde
ammoniak-oplossing en meng grondig met de te onderzoeken hoeveelheid in het onderste gedéelte vande extrac-
tiebuis. Voer na toevoeging van de ammoniak de bepaling zonder onderbreking uit. .

4.5.2. Voeg 10 ml ethanol toe en meng grondig, maar voorzichtig, door de inhoud ven de extractiebuis tussen
het onderste en middelste deel van de extractiebuis heen en weer te laten vloeien; zorg ervoor dat de vloeistof niet
te dicht bij de hals van de extractiebuis komt. Voeg desgewenst 2 druppels van de congo--of cresol-roodoplossing

4.5.3, Voeg 25 ml diethylether toe, sluit de extractiebuis met een met water verzadigde kurk of een met water
bevochtigde stop en schud gedurende 1 minuut de extractiebuis krachtig, maar niet overmatig (zodat geen
stabiele emulsie ontstaat), met de extractiebuis horizontaal en met het bolvormige deel omhoog. Laat regelmatig
de vloeistof van het middelste deel in het bolvormige deel lopen, Koel de extractiebuis zonodig onder sttomend
water, verwijder dan zorgvuldig de kurk of stop en spoel deze en de hals van de extractiebuis met een weinig van
{mt gemengde oplosmiddel, waarbij dé wasfles wordt gebruikt om de spoelvlioeistot in de extractiebuis te laten
open. o T '

4.5.4. Voeg 25 ml petroleumether toe, sluit de extratiebuis met de opnieuw (door dompelen in water) bevoch-
tigde kurk of stop, en schud de extracﬁei:uis gedurende 30 seconden voorzichting op de in punt 4.5.3 beschreven
manier, . 4 - . ;

4.5.5. Centrifugeer de gesloten extractiebuis gedurende 1 tot 5 minuten met 500 tot 600 omwentelingen per
minuut. Laat, als geen centrifuge beschikbaar is, de gesloten extractiebuis. gedurende ten minste 30 minuten in
het rek staan tot de bovenste laag helder is en duidelijk afgescheiden van de waterlaag. Koel de extractiebuis
zonodig onder stromend water. - .

4.5.8. Verwijder de kurk of stop zorgvuldig en spoel deze en de binnenzijde van de hals van de extractiebuis
met een weinig gemengd oplosmiddel zo, dat de spoelvioeistof in de extractiebuis loopt.

Als het scheidingsvlak tussen de vioeistoffen lager ligt dan de basis van het smalle deel van de extractiebuis,
voeg dan voorzichtig water langs de kant van de extractiebuis toe om het scheidingsvlak iets boven dat nivean te
brengen, dit om het decanteren van het oplosmiddel te vergemakkelijken.

4.5.7. Houd de extractiebuis aan het onderste, bolvormige deel vast en decanteer zorgvuldié zoveel mogelijk -

van de bovenste viceilaag in de voorbehandelde vetrecipiént {4.4) met daarin enkele kooksteentjes in het geval
van kolven (facultatief bij metalen-schalen), en vermijd decanteren van enig deel van de waterleag. ° .

4.5.8. Spoel de buitenzijde van de hals van de extractiebuis met een weinig gemezigd oplosmiddel, vang de
spoelvloeistof in de vetrecipiént op en zorg ervoor dat het gemengde oplosmiddel niet over de buitenkant van de
extractiebuis loopt. ' .

Desgewenst kan het oplosmiddel of een deel daarvan uit de recipiént worden verwijderd door distillatie of
verdamping zoals in punt 4.5.12 beschreven. i

4.5.9. Voeg 5 ml ethanol toe aan de inhoud van de extraétiebuis en spoel daarbij de binnenzijde van de hals
van de buis af, en meng zoals in punt 4.5.2. beschreven. . .

4.5.10. Voer een tweede extractie uit door de in de punten 4.5.3. tot en met 4.5.8. beschreven handelingen te
herhalen, maar gebruik slechts 15 ml diethylether en 15 ml petroleumether; gebruik de ether om de binnenzijde
van de hals van de extractiebuis af te spoelen. Breng zonodig het scheidingsvlak tot het midden van de vernau-
wing van de buis om het laatste oplosmiddel zo volledig mogelijk te kunnen decanteren.

4.5.11. Voer een derde exiractie uit door nogmaals de in 4.5.3 tot en met 4.58 beschreven handelingen te
herhalen, maar gebruik slechts 15 ml diethylether en 15 ml petroleumether; gebruik de ether om de binnenzijde
van de hals van de extractiebuis af te spoelen. Breng zonodig het scheidingsvlak tot het midden van de vernau-
wing van de buis om het laatste oplosmiddel zo volledig mogelijk te kunnen decanteren.

De derde extractie kan bij afgeroomde melk achterwege blijven.

4512, Verwijder de oplosmiddelen (inclusief ethanol) zo volledig mogelijk it de koif door distillatie, of vit de
beker of schaal door verdamping, en spoel véér aanvang van de distillatie de binnenkant van de hals van de buis
met een weinig gemengd oplosmiddel, - :
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4.5.13, Verhit de vetrecipiént (plaats, indien het een vetkolf betreft, de recipiént op zijn zijde omx oplosmiddel-
damp te laten ontsnappen)vl uur in de stoof. Haal de vetrecipiént uit de stoof, Laat afkoelen (niet in een exsic-
cator; maar wel in een stofvrije omgeving) tot de temperatuur van de weegkamer {glazen recipiénten ten minste
1 uuir, metalen schalen ten minste 0,5 uur) en weeg op 0,1 mg nauwkeurig. - . o

Veeg de recipiént niet vlak voor de weging af. Plaats, met name om temperatuurveranderingen te vermijden,
de recipiént met een tang op de balans. . ) . N ‘ : )

4.5.14. Herhaal de in punt 4.5.13 beschreven handelingen tot de massa van de vetrecipiént tussen twee opeén-
volgende wegingen ten hoogste 9,5 mg toe- of afneemt. Noteer de laagste waargenomen massa als de massa van
vetrecipiént en'geéxtraheerd materiaal. ) ' : _

45,15, Voeg 25 ml petroleumether toe aan de vetrecipiént om na te gaan of het geéxtraheerde materiaal
geheel oplosbaar is. Verwarm zachijes en zwenk het oplosmiddel totdat alle vet is opgelost.

Als het geéxtrahaerde materiaal geheel oplosbaar is in petroleumether, stel dan de massa van het vet vast als
het verschil tussen de uiteindelijke niassa van de vetrecipiént met geéxtraheerd materiaal (4.5.14) en de oorspron-
kelijke massa ervan (4.4), : : ‘ :

4.5.16, Als het geéxtraheerde materiaal niet geheel oplosbaar is in de petfoieumefher, of bij twijfel, extraheer

" dan het vet volledig uit de recipiént door herhaald wassen met warme. petroleumether.

~ Laat-elk spoor van onoplosbaar materiaal bezinken en decanteer de petroleumether zorgvuldig zonder enig
ongplosbaar materiaal mee af te gieten. Herhaal deze handeling nog 3 keer, en spael daarbij met petroleumether
de binnenkant van de bovenrand van.de recipiént. ' ' : ‘ L
»  Spoel tenslotte de bovenzijde van de recipiént aan de buitenkant met gemengd oplosmiddel zonder dat het
oplosmiddel over de buitenkant van de recipiént verspreid wordt. Verwijder de petrcleumetherdamp uit de reci-
piént door die 1 yur in de stoof te verhitten, laat afkoelen en weeg op de in de punten 4,513 en 45,14 beschreven
wijze. : SR . v

Stel de massa vet vast als het verschil tussen de in punt 4.5.14 bepaalde massa en de hier bepaalde massa.

5. Weergave van resultaten

5.1. Berekening en formule _
Bereken het vetgehalte als een massapercentage volgens :

V _ (ml — mz)n-l—o(m{i — md) X 100
waarin .
V = vetgehalte. . . .
mO = de massa in gram van de onderzochte hoeveelheid monster (4.2). . v
" m} = de massa in gram van de vetrecipiént met gextraheerd materiaal, zoals in punt 4.5.14 bepaald.

m2 = de massa in gram van de voorbehandelde vetrecipiént of, in het geval van onopgelost madteriaal, van de
vetrecipiént met onoplosbaar residu, zoals in punt 4.5.18 bepaald. .

m3 = de massa in gram van dé bij de blancobepaling gebruikte vetrecipiént (4.4) met het eventueel gextra-
heerde materiaal, zoals in punt 4.5.14 bepaald. ) '

m4 = de massa in gram van de voorbehandelde vetrecipiént (zie 44) die bij de blancobepaling (4.3) is
gebruikt of, in het geval van onopgelost materiaal, van het vetverzamelvat met onoplosbaar residu, zoals in punt
4,5.16 bepaald. R
Rapporteer het resultaat tot op 0,01 % nauwkeurig.
5.2. Precisie
5.2.1. Herhaalbaarheid (r) : -
~ voor vollée melk en gedeeltelijk afgeroomde melk : 0,62 g vet per 100 g produkt,
— voor afgeroomde melk : 0,01 g vet per 100 g produkt. o
- 5.2.2. Reproduceerbaarheid (R) : R
* — voor volle melk : 0,04 g vet per 100 g produkt,
— voor gedeeltelijk afgeroomde melk : 0,03 g vet per 100 g produkt,
~ voor afgeroomde melk : 0,025 g vet per 100 g produkt.

6, Alternatieve werkwijze met vetextractiebuizen met sifon of wasflesinzetten
6.1. Werkwijze

6.1.1. Voorbehandeling van het monster rzie 4.1

8.1.2. Te onderzoeken hoeveelheid

Ga te werk als in punt 4.2 beschreven, maar gebruik de vetextractiebuizen.

De te onderzoeken boeveetheid mioet zo voliedig mogelijk- in het onderste gedeelte van de e;ctraqtiebuis
yvorden gebracht. : . ) )

6.1.3, Blanccbepaling : zie 4.3 )
8.1.4. Voorbehandeling van de vetrecipiént : zie 4.4
. 6,15, Bepaling )

6.1.5.1. Voeg 2 ml ven dela‘mmdni‘akoplo‘ssing. toe, of een equivalente hoeveelheid van een meer geconcen-
treerde ammoniak-oplossing, en meng. grondig et de voorbehandelde te onderzoeken hoeveeltheid onderin de
buis. Voer na de toevoeging van de ammoniak de bepaling zonder onderbrekingen uit. o

6.1.5.2. Voeg 10 ml ethanol toe en meng grondig, maar voorzichtig, onderin de buis, Voeg desgewenst 2 drup-
pels congo-rood- of cresolroodoplossing toe.
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8.1.5.3. Voeg 25 ml diethylethér toe, sluit de buis met een met water verzadigde kurk of met een met water
bevochtigde stop, en schud de buis krachtig, maar nief overmatig (om de vorming van stabiele emulsies te
vermijden), onder herhaald omkeren gedurende 1 minuut. .

Koel de buis zonodig onder stromend water, verwijder dan voorzichtig de kurk of stop, en spoel dieen de hals
;rat:; d?o*buis af met een weinig gemengd oplosmiddel met behulp van de wasfles om de spoelvloeistof in de buis te
aten.lopen. . : .

. 8.1.54. Voeg25 ml petroleumether toe, sluit de buis af met de opnieuw {door dompelen in water) bwot_:htigde :

" %kurk of stop, en schud de buis gedurende 30 seconden voorzichtig zoals in punt 6.1.5.3 beschreven.

$.1.5.5. Centri r de gesloten buis gedurende 1 tot 5 minuten met 500 tot 600 omwentelingen per minuut.
Als geen centrifuge beschikbaar is (zie de opmerking bij 3.2), laat deé buis dan gedurende ten minste 30 minuten in
het rek staan tot de bovenste Iaag helder is ent duidelijk afgescheideri van de waterlaag. Koel de buis zonodig
onder stromend water. : - .

8.1.5.8. Verwijder de kurk of stop en spoel die en de hals yan de buis zo met een weinig geméngd oplosmiddel .

- af dat de spoelvioeistof in de buis loopt. .
8.1.5.7. Plaats een sifon- of een wasflesinzet in de buis en duw de lange binnenbuis van de inzet naar beneden
tot de opening ongeveer 3 mm boven het scheidingsvlak tussen de lagen is, De pinnenhuis van de inzet moet even-
wijdig aan de as van de extractiebuis lopen. ) .
. Breng de bovenste laag voorzichtig uit de’ buis over in de voorbehandelde vetrecipiént, met daarir enkele
- kooksteenitjes in het geval van een kolf {facultatief bij metalen schalen), en vermijd het ovetbrengen van enig
deel van de waterlaag. Spoel de uitstroomopening van de inzet met een weinig gemengd oplosmiddel, en wverzamet
de spoelvlogistof in-de vetrecipiént. . :

. 8.1.5.8, Mauk de inzet los uit de hals van de buis, il de inzet iets op en spoel de onderzijde van de lange
. binnenbuis mét een weinig gemengd oplosmiddel af. Laat de inzet weer in de buis zakken en breng de spoel-
vloeistof over in de vetrecipiént. . i '

Spoel de uitstroomopening van de inzet met een weinig gemengd oplosmiddel, en verzamel de spoelvloeistof
in de recipiént. Desgewenst kan het oplosmiddel of een deel etvan uit de recipiént worden verwijderd door distil-
latie of verdamping zoals in punt 4.5.12 beschreven. . . .

6.15.9. Maak de inzét weer los uit de hals, til de inzet jets op en voeg 5-ml ethanol aan de inhoud van de buis
toe, en spoel daarmee de larige ‘binnenbuis van de inzet af; meng zo0als in punt 8.1.5.2 beschreven.

6.1.5.10. Voer een tweede extractie uit door de inde punten 6.1.5.3 tot en met 6.1.5.8 beschréven handelingen te

herbalen, maar gebruik slechts 15 ml diethylether en 15 ml petroleumether. Gebruik de ether om de Jange binnen-
buis van de inzet tg spoelen, wanneer na de vorige extractie de inzet van de buis vyo‘rdt losgemaakt.

6.1.5.11. Voer een derde extractie uit door nogmaals de in 6.1.5.3 tot en met 6.1.5.8 beschreven handelingen uit
te voeren met 15 ml diethylether en 15 ml petroleumether, en spoel daarbij delange binnenbuis van de inzet als in
8.1.5.10 beschreven, -

De derde extractie kan bij afgeroomde melk achterwege blijven.

6.1.5.12. Ga verder te werk als in 4.5.12 tot en met 4.5.16.

Gezien om te worden gevoegd bij het ministerieel besluit van 14 ,okiober 1994,

De Minister van Landbouw,
A: BOURGEOIS

Bijlage 13 : Bepaling van het totale stikstofgehalte in melk
1. Definitie - ‘ E .
Het stikstofgehalte van melk : het stikstofgehalte in massaprocenten uitgedrukt, en bepaald volgens de
beschreven Kjeldahl-methode. < '
2. Principe - . .
Een afgewogen hoeveelheid van het monster melk wordt gedestrueerd met geconcentreerd zwavelzuur en

kaliumsulfaat, en voorts met koper (11 sulfaat als katalysator om de stikstof in de organische verbindingen om te
zetteri in' ammoniumsuifaat. De ammoniak wordt door toevoeging van een natriumhydroxideoplossing

vrijgemaakt en dan gedistilleerd en in een boorzuuroplossing geabsorbeerd. Deze wordt met een zure oplossing

getitreerd .

3, Reagentia

3.1, Kaliumsulfaat (K.504)

3.2. Kopersulfaatoplossing. . .

gsus,o gram. koper{Il)sulfaatpentahydraat (CuSO.5H:0) op in water en verdun tot 100 ml (bij 20 C).in een
maatkolf. -

3.3, Zwavelzuur, ten minste 98,0 % (m/m), (H:SO4).

34, Natriumhydroxide-oplossing, 47 % (m/m), 704 g NaOH/1 (20 «C)

Opmerking o

.Er Kan een minder geconcentreerde natriumhydroxide-o lossing worden gebruikt, bijvoorbeeld :40 % (m/m),
572 g/1, 20 °C; of 30 % (m./m), 309 71, 20 °C. » "8 4 (sa/m)

3.5. Boorzuuroplossing .

Los 40 g boorzuur (H:BO:) op in 1 liter warm water, laat afkoelen, en bewsaar deze oplossing in een borosili-
caatglazen fles.
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oplossing in een bruine glazen fles op een koele donkere plaats. \

3.6. Indicatoroplossing ‘ . ) ’
Los 0,01 g methylrood, 0,02 g broomthymolblauw en 0,08 g broomcresclgroen op in 100 ml ethanol. Bewaar de

37. Gestelde zure titreervioeistof, ¢ (1/2 HiS0J) of ¢ (HCL) = 0,1 mol/l, gesteld op 0,0001 mol/l naﬁwk’gurig.
3.8. Stikstofvrije saccharose S
(NH.'A_).%OAmmoniumzout, zuiver, in de vorm van ammoniumoxalaat (NH«): C:OuH:O of ammoniumsulfaat
Nk14)150e . . ' .
" 3.10. Tryptofaan (CsHuN:O;), fenacetine (CisH:CHi:CONH:) of lysine-monchydrochloride (CoHiNxO: HCL) of
lysine-dibydrochloride (CoHiaNiOs2HCL). . T

Opmerking . . ‘
De zuiverheid van de reagehtia in 3.9 en 3.10 moei van betere kwaliteit zijn dan « analysekwaliteif ». Indien

beschikbaar, moet een gecertificeerde ammoniumzoutoplossing (39) worden gebruikt.

4, Apparatuur en glaswerk

Gebruikelijke laboratoriumuitrusting, in het bijzonder - -

4.1. Kjeldahlkolven van 500 ml. ‘ . ]

42. Geschikte kooksteentjes, bijvoorbeeld glasparels met een diameter van ongeveer 5 mm, Hengar-korrels
of puimsteen. ‘ . ’ ) . o

4.3. Buret of automatische pipet, voor het doseren van 1,0 ml. _

4.4. Maatcilinders met schasalverdeling, van glas, met een volume van 50, 100 en 250 nil.

45. Destructie-apparaat, in schuine stand (ongeveer 45 ©C); met elektrische verwarming of gasbranders
waarmee de kolven niet boven het vioeistofoppervlak worden vérhit en dat voorzien is van een dampafzuig-
systeem. ‘ . : . .

4.6. Distillatie-apparaat, van borosilicaatglas, waaraan een Kjeldahikolf kan worden bevestigd, bestaande uit
een goed werkende spatbol bevestigd aan een goed werkende koeler met een rechie binnenbuis, waarvan de
uitstroomopening aan de onderzijde zit; de verbindingsslangen en stop(pen), bij voorkeur van neopreenrubber,

dienen goed te sluiten.
4.7. Pipet of automatische pipet, voor het doseren van 0,10 ml
4.8, Erlenmeyers, van 500 ol en met een maatstreep op 200 ml.
4.9: Buret, van 50 ml, met een maatverdeling van 0,1 ml, en een maximale fout van- £ 0,05 mb
4.10. Vergrootglas, om de.buret af te lezen. .
4.11. pH-meter ‘
4,12. Automatische buret

5. Werkwijze

5.1. Doe in de Kjeldallkolf kooksteentjes (bijv.3 glasparels), 15 g kaliumsulfaat, 1,0 mi kopersulfaatoplossing,
ongeveer 5 g melkmonster (tot op 0,001 g nauwkeurig afgewogen) en 25 m! zwavelzuur. Gebruik het zuur om alle

" kopersulfaatoplossing, kaliumsulfaat of melk van de hals van de kolf naar beneden te spoelen, en meng de inhoud

van de kolf zechtjes.
Opmerking . .
Gebruik.als de melk meer dan 5,0 % (m/m) vet bevat 30 ml H.S50. voor de destructie in plaats van 25 ml,
omdat organisch materiaal bij koken zwavelzyur verbruikt. Dit dient ook bij de blancobepaling te gebeuren.

52. Verwarm elke Ki%ldahlkolf op het destructie-apparaat, in het begin langzagm zodat al het zwarte schuim
in de bol blijft. Laat heftig koken wanneer het aanvankelijke schuimen is opgehouden en ruimschoots witte
dampen ontstaan (zure damp zal halverwege de hals van de kolf condenseren) ot er geen zwarte deeltjes over
zijn en de viceistof helder en licht blauwgroen van kleuris. Laat dan tenminste 1,5 uur zachtjes doorkoken. Let op
de volgende eisen : . -

a) De vloeistof moet helder worden binnen 1 qur en de totale destructie moetlanger duren dan 2,5 uur. Als
meer-dan 1 uur nodig is om de vioeistof helder te krijgen, dient de totale destructietijd dienovereenkomstig

. verlengd 1&¢ worden. .

b) Het toegevoegde kaliumsulfaat bevordert de destructie door het verhogen van het kookpunt van het
mengsel. Als het restvolume H.SO« aan het einde van de destructieperiode minder is dan ongeveér 15 ml kan
stikstof verloren zijn gegaan door extréme verhitting. Verhit bij verwarming met gas de kolf op een plaat
warmte-isolerend materiaal met een ronde opening die zo groot is dat de vrije viam slechts dat deel van de kolf
raakt, dat beneden het vioeistofoppervlak ligt. ) . o

¢) Als in de hals van de kolf zwarte, deeltjes komen die niet in de bol terugspoelen door het zuur dat in het
begin van de pericde met heftig koken terugstroomt {wat door ronddraaien van de kolf kan worden vergemak-
kelijkt), laat de kolf dan voldoende afkoelen en was voqrzichtig met zo min mogelijk water. Zet de destructie op de
boven beschreven wijze voort. ‘ . ’ - . a

5.3. Voeg 300 m] water toe (zie opmerking) aan elke aigekoelde Kieldahl-kelf en spoel daarmee de hals van de’
kolf zorgvuldig; meng de inhoud grondig om de kristallen die zijn ontstaan op te lossen. Voeg wat kooksteentjes
toe om gelijkmatig te laten koken. Voeg dan aan elke kolf 70 ml natriumhydroxide-oplossing toe (zie opmerking),
en doe dit door langzaam gieten Iangs de hals van de schuingehouden kol om onder inde bol een laag te vormen;
zorg dat de bovenzijde van de hals niet door de hydroxide-oplassing wordt bevochtigd. ' -

Opmerking SR : .

_ Het is noodzakelijic dat het volume aan water en natrinmhydroxide-oplossing in totaal 370 nr{ bedraagt,
omdat dan ongeveer 150 ml distillaat kan worden opgevangen net voordat onregelmatig koken{stoten) gaat
optreden (5.4). Als een groter eguivalent volume van een minder geconcentreerde natriumhydroxide-oplossing
dan 47 % (m/m) is toegevoegd, moet dus het wolume water -dienovereenkomstig worden verkleind. Als
bijvoorbeeld 85 ml 40 % (m/m) of 125 ml 30 % (m/m) -natriumhydroxide-oplossing wordt toegevoegd, moet het
volume water 285 ml respectievelijk 245 ml bedragen. .

-
e
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54. Bei;estig elke Kjeldahlkolf onmiddellijk aan een distillatie-apparaat. Zorg ervoor dat het uiteinde van de
atvoerbuis van de koeler zich onder het opperviak bevindt.van de 50 ml boorzuuroplossing met 0,20 ml
(3-8 druppels):indicatoroplossing en de erlenmeyer; Schud de inhoud van elke Kjeldahlkolf om grondig te mengen en

kook in het bégin langzaam om overmatig schuimen te voorkomen. Laat als 100 tot 125 ml distillaat is opgevangen

elke erlenmeéyer zakken tot het uiteinde van de afvoerbuis van de koeler zich ongeveer 40 mm boven het
merkteken van 200 ml bevindt. Zet de distillatie voor elke kolf voort totdat onregelinatig koken (stoten) begint en
stop dan onmiddellijk met verhitten. Maak elke Kjeldahlkolf los en spoel het uiteinde van de afvoerbuis van elke
koeler af met wat water, en vang het spoelwater op in de erlenmeyer. Let op, de volgende eisen.: e

a) De distillstiesnelheid moet zo0 zijn dat ongeveer 150 mi distillaat is opgevangen wanneer de inhoud
ohregelmatig begint te koken (stoten); het volume in elke erlenmeyer zal dan ongeveer 200 ml bedragen.

b) De capaciteit van elke koeler dient zodanig te zijn dat de temperatuur van de inhoud van. elke erlenmeyer
tijdens de distillatie niet boven 25 °C uitkomt. ST :

5.5. Titreer elk distillaat met de gestelde titreervioeistof tot de pH 4,8 + 0,1 is; gebruik daarbij een pH-meter
en desgewenst een automatische buret. Toevoeging vam een indicator maskt het gemakkelijker om te controleren
of detitrering goed verloopt. Lees elke buret op 0,01 ml nauwkeurig af met behulp van een vergrootglas en
vermijd parallaxfouten. - ]

De titrering kan middels een enkele indicator geschieden. Titreren totdat de kleur van het distillaat
overeenkomt met dat van een kort te voren toebereide oplossing op basis van 150 ml water waaraan 50 mjvan de
boorzuuroplossing van de indicator in een erlenmeyer is toegevoegd. -

6.8. Voer ¢en blancobepaling uit volgens de punten 51 tot en met 5.5, waarbij 5ml gedistilleerd water met
engeveer U,1 g saccharose in onderzoek wordt genomen in plaats van het monster melk. . .

Opmerking :

. Voor de ﬁtrei;ihg van het 'blahqodistillaat is slechis een zeer kleine hoeveelheid van de geswel&e titreer-.

vioeistof nodig. , :
" i  57.Controleer regelmatig de nauwkeurigheid van de werkwijze door twee « recoveryx -proeven volgens de
werkwijze overeenkomstig de punten 5.1 tot en met 55 uit te voeren. . ,

5.1, Controleer of er geen verlies optreedt ten gevolge van overmatige verhitting of mechanische lekken bij
de distillatie door een hoeveelheid van 0,15 g ammoniumoxalaat of -sulfaat, tot op 0,001 g nauwkeurig afgewogen,
_.en 0,1 g saccharose te onderzoeken. ) . . .

Het teruggevonden stikstofpercentage moet tussen 99,0 en 100,0 % liggen. .

. Lagere of hogere resultaten duiden op fouten’in de werkwijzé en/of een onnauwkeurige waarde voor de
congentratie van de titreerviceistof.

57.2. Controleer of de destructieprocedure voldoende is om alle eiwitstikstof vrij te maken, door een
hoeveelheid van 0,20 g zuiver tryptofaan, 0,35 g fenacetine of 0,20 g lysine-hydrochloride te onderzoeken. Alle
stoffen mo%ben tot op 0,001 g nauwkeurig worden afgewogen. Ten minste 958-99 % van de stikstof nioet worden
teruggevonden. . ‘ ‘

8. Veiligheidsmaatregelen

Draag bij het werken met geconcentreerd zwavelzuur en natriumhydroxide en bij het hanteren van
Kjeldahlkolven aitijd een laboratoriumjas, veiligheidsbril en zuurbestendige handschoenen.

Laat tijdenis de distillatie de Kjeldahlkolven nooit onbewaakt, Stop, vanwege het mogelijke gevaar, de
distillatie onmiddellijk als de kolfinhoud te heftig « opspat ». Plaats, als de stfoom langer dan 2-3 minuten uitvalt,
de opvangkolf zodanig, dat het uiteinde van de koeler boven de vipeistof hangt. ° _ v -

1. erergave van de resultaten
* 1.1. Stikstofberekening en formule
'Berekerol het stil{’st?fg‘eba‘ite (S), uitgedrukt in grammen stikstof per 100 g produkt, volgens @
_140(V—Voc C o
s =
waarin .
§ = het stikstofgehalte )
Vv = het volume in milliliter van de bij de bepaling gebruikte gestelde zure titreervioeistof
Vo = het volume in milliliter van de gestelde zure titreerviceistof bij de blancobepaling
+ ¢ = de concentratie in mol per liter van de gestelde zure titreervioeistof
m = de massa in gram van de té ondérzoeken hoeveetheid.
Rond het resultaat af tot op 0,001 g per 100 g.
1.2. Precisie
Herhaalbaarheid (r) : 0,007 g per 100 g
Reproduceerbaarheid (R) : 0,015 g per 100 g.

8, Gewijzigde werkwijzen o .

8.1. Gebruik een destructieblok met destructiebuizen in plaats van het destructie-apparaat en de
Kjeldahikolven. In dit geval dient elke plaats apart te warden gecontroleerd om mogelijke problemen te kunnen
constateren (5.7). .

8.2. Het gebruik van stoomdistillatie in plaats van directe verwarming van de kolven (5.4). Wanneer in het
apparaat geen gedistilleerd water mag worden gebruikt, moet erop worden gelet dat het water geen vluchtige
zuren of basische stoffen bevat. : :
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NS 1)
" i)a.ai. Een hoeveelheid van 1 g melk (semi-macro Kijeldahl-bepaling) kan worden onderzocht in plaats.van 5g
1) mits: ! i ) . \
— de hoeveelheden van de reagentie voor destructie {5.1), HiSOs, CuS0.5H:0, KaSQ, in dezelfde verhouding
{1/5) worden verminderd. S
— de totale destructietijd (5.2), wordt verkort tot 75 minuten. o
. — de hoeveelheid natriumhydroxide-oplossing (5.3) in dezelfde verhouding (1/5) wordt verminderd,
— een gestelde zure titreervioeistof van een jagere concentratie (0,02 tot 0,03 mol/l) wordt gebruikt.
~ Opmerking : . ' ‘
Gebruik van é6n of meer van deze keuzeniogelijkheden is slechts toegestaan als de waarde voor de herhaal-
baarheid (7.2) en de resultaten van de beide nauwkeurigheidsproeven (5.7) in overeenstemming zijn met de in
deze methode gestelde eisen. i

Gezien om te,-wprden gevoegd bij het ministe_x-iéel besluit van 14 oktober 1994.

De Minister van Landbouw,
A, BOURGEOIS

Bijlage 14: Bep;aling' van vet- en eiwitgehalte door midden infrarood spectrometrie

1. Principe : . : )
Het vet en eiwit bevatten elk specifieke chemisghe bindingen die bij bepaalde golflengten licht absorberen in

- het middeninfrarcod spectrum. De elektromagnetische absorptie gemeten op deze golflengten laat de kwantita:

tieve bepaling van vet en eiwit in de melk toe. De wederzijdse beinvloeding van de absoptie door de melkbestand:
delen vet, eiwit en lactose wordt gecompenseerd met behulp van intercorrectiefactoren.
2. Reagentia : - )
' Voor de uitvoeriig van de midden-infrarcod specirometrie zijn geen reactieven nodig.
© 3. Apparatuur '

3.1. Midden-infrarood spectrofotometer
. Voor de nitvoering van de midden-infrarood spectrometrie kan gebruik gemaakt worden van apparatuur met

-volgende filters :

3,5 pm (B-filter) of 5,7 um (A-filter) voor het vet;
8,5 um voor het eiwit; .
- 9,6 ym voor het lactose (enkel nodig voor de intercorrectie).
3.2. Waterbad met circulatie, instelbaar op 40 *C (precisie + 2 °C)

4. Werkwijze . .

4.1. Voorbereiding van het monster .

De te analyseren monsters worden voor. de analyse in een waterbad opgewarmd tot 40 + 2 °C en nadien zorg-
\lruldig homogeen gemaakt. Na de voorbehandeling dienen de monsters ontleed te zijn binnen’een tijdspanne van

5 minuten. : : ; )
--4:2, Opstarten van de midden-infrarood spectrofotometen . 7

Vooraleer met de analyses gestart wordt, worden de leidingen en. cuvet gereinigd met een detergent-oplos-
sing. Nadien wordt de nulpuntsinstelling gecontroleerd met gedistilleerd water en eventueel bijgepast. Vervol-
gens wordt het toestel geijkt met het ijkmonster volle melk en met een monster afgeroomde melk.

Bovenstaande handelingen dienen e worden uitgevoerd overeenkomstig de specificaties opgesteld door de
konstrukteur van het toestel. h ’

4.3. Uitvoering van de analyses R . ,

Na het opstarten van het apparaat kan met de analyses gestart worden. Bij doorlopende analysen wordt het
apparsat tenminste om, de 50 monsters-opnieuw gecontroleerd met hetijkmonster. De interpretatie van de resul-

. {aten voor.de ijkmonsters dient te gebeuren volgens de meest recente IDF 141 norm.

" Indien de resultaten voor de ijkmonster(s) afwijken volgens hogervermelde norm, wordt de oorzaak onmid-
dellijk opgespoord en moet het probleem opgelost worden vooraleer de analyses hervat worden.
Elke afzonderlijke portie van het ijkmonster wordt slechis één'maal gebruikt, L
Minimasl om de 400 monsters dient de nulpuntstelling te worden gecontroleerd eventiieel gevolgd door een

" reiniging van de leidingen en cuvet met een detergent-oplossing.

Bovenstaande handelinger dienen te worden uitgevoerd overeenkomsﬁg de specificaties opéeétéld door de
konstrukteur van het toestel. o ’

Gezien om te worden gevoegd bij het ministerieel besluit van 14 oktober 1994,

e Minister van Lananouw,

_ A BOURGEOIS
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Bijlage 15 : Bepaling van de volumieke massa
1. Definitie . - ‘ : ,
De volumieke massa van melk is de verhouding vande massa van éen bepaald volume melk bij 20 oC ten
_ ‘opzichte van de massa van hetzelfde yolume water ij 20 °C.

2. Principe ,
_De volumieke massa bij 20 °C wordt bepaald met een areometer.

3. Apparatuur-en glaswerk
Gebruikelijke laboratoriumuitrusting en in het bijzonder :

3.1, Areometer . . .

De dichtheidsareometer is een instrument met een glazen drijflichaam dat aan de onderzijde breed en zwadl
{s. Aan dé-bovenkant van het drijflichaam zit in het verlengde van de as een-cilindervormige glazen buis; d

bovenkant van de glazen buis is dicht. . .

' Het glazen drijflichasm bevatde verzwaring (lood, kwik, e.d.) om de massa van de areometer in te stellen, D
staaf heeft een schaalverdeling van 1,025 tot 1,035 g/ml. - : , K )

De areotneter moet. volgens een pyknometrische methode worden gecontroleerd met een pyknometer vai
ongeveer 109 gi_die is voorzien van een precisiethermometer. . ,

3.2. Cilinders (glas of roestvrij staal)

De minimumafmetingen moeten zijn :

- inwendige diameter ongeveer 35 mm

— inwendige hoogte ongeveer 225 mm.

3.3. Waterbad, instelbassr op 20 % 0,1°C

3.4. Waterbad, instelbaar op 40 £2°C

3.5. Thermometer mgét schaalverdeling van 0,5 °C.

4, Werkwijze . . . . -

. 41. Meng het monster door omkeren om het vet te-dispergeren en plaats het in het waterbad (3.4). Wacht tot
‘et monster een ternperatuur van 40 °C heeft bereikt en laat het dan nog vijf minuten bij deze temperatuur staan.
ze:;tg goog‘% door omkeren om ervoor te zorgen dat het vet homogeen verdeeld is. Koel in het tweede waterbad (3.3)

42. Meng het monster goed door voorzichtig omkerén om luchtbellen te vermijden. Giet de meik in de
cilinder, die schuin wordt gehouden om vorming van schuim of bellen te vermijden. Gebruik zoveel van het melk-
monster dat een gedeelte daarvan over de rand van de cilinder zal lopen dls de areometer erin wordt geplaatst.
Laat de areometer voorzichtig in de melk zakken en laat hem vrij drijven als hij zijn evenwichtspositie heeft
bereikt. De cilinder moet verticaal zijn opgesteld. De areometer moet in het midden van de vioeistotkolom zijn
geplaatst en mag de rand van de cilinder niet raken. . ‘

43, Lees de schaalverdeling aan de bovenkant van de meniscus af, wanneer de areometer in evenwicht is

gekomen.

44, Breng de thermemeter onmiddellijk na nﬂezing van de areometer in het monster en lees de temperatuur

af met een nauwkeurigheid van 0,5 oC. De temperatuur mag niet meer dan 2 oC verschillen van 20.°C.

-8 Temperatuurcorrectie '
Als de temperatuur ven de melk bij de meting van de volumieke massa niet exact 20 °C is, moet het
verkregen resultaat worden gecorrigeerd door bij de bepaalde volumieke massa 0,0002 op te tellen voor elke graad

Celsius boven 20 °C of 0,0002 af te trekken voor elke graad Celsius onder 20 °C. Deze correctie is alleen geldig als

de temperatuur van het melkmonster niet meer dan 8 oC verschilt van 20 °C.

6. Weergave van de resultaten : . . :
Bereken de volumieke massa van het monster, uitgedrukt in g/ml a_fg‘emom&e melk bij 20 oC, volgens :

1000 vm — VG. vin _ 0,92 vin (1000 ~ VG)
1000 — VGvm 920 — VGvm
. '6."5 ’
waarin : . _

vm = de op de areometer (4.4) in g/l afgelezen volumieke massa van het monster;
VG = het vetgehalte van het monster in g/l; .

0,92 = de vetdlchthu;! ' R -
"1, Precisie

7.1. Herhaalbaarheid {r) :-0,0003 g/ml

1.2. Reproduceerbaarheid (R) :0,0015 g/ml

Gezien om te worden gevoegd bij het ministerieel besluit van 14 oktober 1004

De Minisﬁer van I;andbouvw..
A. BOURGEQIS
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Annexes & Yarrété ministériel du 14 octobre 1994 fixant les méthodes d’analyse
pour la détermination officielle de la qualité et de la composition du lait fourni aux acheteurs '

Annexe 1 : Dénomination des micro»organismes.'—-. Comptage sur p]aq{xe 8430 C

1. Définition . . - .
*_ Par « micro-organismes », on entend tous les organisries formant des colonies comptables aprés une incuba:
tion en aérobiose dans les conditions opératoires décrites. . ‘

. Mélanger un volume déterminé d'échantillon de lait au milieu de culture dans les boites de Petri et laisser
incuber & 30 oC pendant 72 heures, Compter les colonies et caleuler le nombre de micro-organismes par millilitre
de lait cru ou pasteurisé ou par 0,1 millilitre de lait stérilisé ou UHT préincubsé, .

3. Appareillage et verrerie
' Matériel courant de laboratoire, et notamament ;
3.1. Appareillage ‘
~- Four & air chaud, réglable a 170-175 oC
— Autoclave, réglable & 121 oC
— Etuve, réglable 4 30 + 1 oC )
— pH-métre, avec correction de température, sensible a 0,1 unité de PH prés
— Bain d’eau réglable & 45 = 1 oC :
- Loupe de grossissement 2-ix _
-~ Loupe de grossissement 8-10x:,
" — Compteur enregistreur ) .
— Agitateur capable de mélanger 1 ml de I'échantillon de lait ou d’une dilution décimale avec 9 mlde diluant
et dont le principe de fonctionnement est besé sur un mouvement de rotation excentré du contenu du tube A essaj.
3.2. Verrerie - . )
~ Tubes & essai avec bouchons appropriés et de capacité adéquate pour contenir, avec un espace suffisant
permettant une agitation. convenable, 10 mide la premiére dilution ou des dilutions décimales suivantes.
— Fioles de 150:a 250 ml de capacité ou tubes de 20 ml de capacité environ pour contenir le milieu de culture, -
~ Pipettes (bouchées avec du coton) en verre ou en matériau synthétique stérile, non ébréchées, de 1 mil de
¢capacité nominale, avec un orifice d'écculement de 1,75 4 3 mm de diamétre. . - ;

-~ Boites de Petri en verre ou én matérian synthétique stérile transparent incolore, le fond des boites ayant
un diametre intérieur d'environ 90-100 mm, La profondeur intérieure doit &tré d'au moins 10 mm. Le fond ne doit

-présenter aucune irrégularité susceptible de géner le comptage des colonies. .

— Stérilisation de la verrerie . .

La verrerie doit étre stérilisée par Fune des méthodes suivantes: . .

a) au four & air chaud, & une température de 170 a 175 °C pendant 1 heure au moins;

b) & Yautoclave, & une température de 121 + 1 oC pendant 20 minutes au xmoins. R

Dans I'nutoclave, toute précaution doit étre prise pouir assurer une pénétration adéquate de la vapeur; si le
matériel est stérilisé dans des récipients, ceux-ci ne doivent pas étre fermés hermétiquement, les houchons ou les
couvercles des fioles doivent étre desserrés. ‘ ,
- . Faire sécher la verrerie stérilisée a 'autoclave afin d'éliminer la vapeur,

Les pipettes doivent &tre stérilisées au four & air chaud, . :

4. Milieu de culture — Comptage des germes du lait sur plaque de gélose

4.1, Composition '

Extrait de levure : 2,5 g

Tryptone : 50 g

D(+) Glucose ou dextrose : 1,0 g

Poudre de lait écrémé : 1,0 g ‘ ‘

Agar-agar : 10 & 15 g suivant les propriétés gélifiantes de P'agar-agar

Eau : 1.000 ml ' . . : .

La poudre de lait écrémé ‘doit éire exempte de substances inhibitrices, ce qui sera vérifié a Paide de tests
comparaiifs réalisés en utilisant une poudre de lait écrémé reconnue exempte.

Préparation ’ )

Mettre en suspension en dissolvant, dansl'ordre, l'extrait de levure, la tryptone, le glucose et, enfin, Ia poudre
de lait écrémé, dans 'eau. Le chauffage de la suspension facilite Yopération. Ajouter ensuite I'agar-agar et porter a
ébullition en agitant fréquemment jusqu’a dissolution compléte de Pagar-agar ou chauffer a la vapeur pendant
30 minutes environ.

" Filtrer sur papier filire, si hécessaire, ) .

Verifier le pH & 'aide d'un pH-métre; si nécessaire, ajuster le pH en utilisant une solution (au moins 0,1 mol/1)

d'’hydroxyde de sodium ou d'acide chlorhydrique de sorte qu'il soit, apres stérilisation, de 6,9 + 0,1 & 25 °C,
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4.2, Répartition, stérilisation et conservation du milieu de culture

Répartir le milieu par quantités de 100 & 150 mi dans les fioles ou de 12 & 15 ml dans leé tubes. Boucher les

" fioles et les tubes.

Stériliser & Pautoclave & 121 + 1 °C pendant 15 minutes.
“Vérifier le pH du milieu, . .

:8i le milieu de cultire n'est pas utilisé immédiatement, le cénserver & Y'abri de la lumiére entre 1 et 5 oQ
pendant un mois au maximum apras sa préparation. _ ‘

~ 4.3. Milieu de culture complet déshydraté vendu dans le commerce ) )
Le milieu de culture peut étre préparé avec un miliey de culture complet déshydraté vendu dans le commerce,
Suivre les indications du fabricant, mais ajouter la poydre de lait écrémé avant 1a dissolution si elle n’entre. pas
dans la composition du produit. ' . . ) o

Ajuster le pH & 8,0 # 0,1 & 25 °C (selon le mode décrit en 4.1) puis répartir, stériliser et stocker le milieu selon

les indications données en 5.2.

5. Diluants

5.1. Solution peptone/sel

Composition .

Pepione:10g .

Chiorure de sodium (NaCl) : 8,5 ¢

Eau: 1.000 ml.

Préparation

Dissoudre les composants dans I'eau, en chauffant si-nécessaire.

: Vérifier le pH avec un pH-métre; si nécessaire, ajuster le pH en UNLISANT UNE SOIUTION {8u moms U,k moy/1)
d'hydroxyde de sodium ou d'acide chlorhydrique, de sorte que, apreés stérilisation, 1 soit de 7,0 = 0,1 & 25 °C,

52 Répartition, stérilisation et conservation du diluant ‘
" Répartir le diluant dans les tubes & essai en quantité telle que, aprés stérilisation, chaque tube contienne 9,0
% 0,2 ml de-diluant. Boucher les tubes. . . . )
Stériliser & lautoclave & 121 + 1 °C pendant 15 minutes.
' Vérifier le pH du diluant. . - ' :
Si le diluant n’est pas utilisé immédiatement, le conserver & I'abri de la Jumiére entre 1 et § oC pendant un
mois au maximum aprés sa préparation, ’

5.3. Diluants complets déshydratés du commerce ‘ .

Les poudres comprimés déshydratés vendus dans le commerce peuvent servir & la préparation du diluant,
Suivre les instructions du fabricant. Ajuster le pH selon le mode décrit en 5.1 et répartir, stériliser et stocker les
diluants selon les indications données en 5.2, .

8. Mode opératoire

8.1. Fusion du milieu
Avant de procéder & I'examen microbiologique, fairé fondre rapicement 1a quanute ae. muieu necessaire et

refroidir le milieu & 45 % 1 °C au bain d'eau. .

6.2. Préparation de I'échantillon de lait )
Mélanger convenablement I'échantillon afin d'obtenir une répartition des micro-organismes aussi homogéne
que possible, en retéurnant rapidement 25 fois le récipient contenant I'échantillon. Eviter la formation de mousse

ou laisser la mousse se disperser. Le délai entre le mélange et le prélévement de la prise d'essai ne doit pas

dépasser 3 minutes.

6.3. Préparation de la premiére dilution (107) o

Transférer A 'aide d'une pilpette stérile 1 ml de Péchantillon de lait (6.2) dans 9 m! de diluant (5.1) en évitant
tout contact entre la pipette et le diluant. La température du diluant doit étre sensiblement la méme que celle de
léchantillon de lait. Mélanger soigneusement cette premidre dilution & I'aide ‘de I'agitateur pendant 5 a
10 secondes. ’ . :

On cbtient ainsi une premiére dilution 101,

B

84. Préparation des dilutions décimales suivantes
. Transférer, & I'aide d'une pipette stérile, 1 mlde la premidre dilution (8.3) dans 9 ml de diluant (5.1) en suivant
les indications données en 6.3, )
On obtient ainsi une dilution 103, _
épéter ces opérations pour obtienir les dilutions décimales suivantes jusqu'a obtention du nombre adéquat
de micro-organismes (7.1). -

8.5. Inoculation des boites de Petri
Transférer, 4 l'aide d'une pipette stérile, 1 ml de I'échantillon et/ou de la dilution décimale appropriée dans

une boite. L'analyse doit porter sur l'examen d’au moins deux dilutions. Pour chaque dilution {7.1), préparer une .

boite sélectionnée commie il convient.
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6.8. Cbulage du milieu )
Verser environ 15 & 18 ml de milieu (6.1) dans chague boite ensernencée. o
Mélanger immédiatement par rotation de la boite de Petri, afin d'obtenir une répartition réguliére des colo-

. nies aprés incubation.

Le délai entre 1a fin de la préparation de I'échantilion et le mélange, selon le type de “l\git, de la prise¢ d'essai on
de la dilution avec le milieu ne doit pas dépasser 15 minutes. . - :
Laisser reposer sur une surface horizontale froide et propre jusqu'a so_lidificaﬁon du milieu.

6.7, Incubation des boiﬁs de Petri . ‘
Placer les boites dans I'étuve. Incuber les boites retournées. Ne pas en empiler plus de six. Les piles.de boites -

. ne doivent pas se toucher, ni étre en contact avec lés parois et la partie supérieure de I'étuve. .

Incuber 4 30 + 1 oC pendant 72 + 2 heures.
6.8. Comptage des colonies ' -
Effectuer le comptage des colonies dans les boites de Petri ne contenant pas plus de 300 colonies.
. Exaniiner les boites en lumiére atténuée. Une loupe et/ou un compteur énregistreur peuvent étre utilisés
pour faciliter le eons\?tage. Eviter de confondre des particules de matitres précipitées avec des colonies de la taille
d'une pointe d'épingle. En cas de doute, procéder & un examen minutieux en utilisant si néeessaire urie loupe de-

- grossissement supérieur, afin de distinguer les colonies des matiéres étrangéres. -

Les colonies envahissantes sont considérées comme des colonies uniques. Si les colonies envahissantes
recouvrent moins d'un quart.de la boite, compter les colonies sur la partie non touchée de la boite et calculer le
zﬁlrgibre crr;gggndant pour la boite entiére. Si les colonies envahissantes recouvrent plus d’un-quart de la boite,

ner la boite. K .

7.Calcul et expression des résultats
7.1, Utiliser les résultats des boftes contenant entre 10 et 300 colonies (voir 7.3 et 74).

7.2. Calculer le nombre de micro-organismes par mxlhhtre de lait cru ou pasteurisé & l'aide de 1a formule
suivante : : o .

T_—ZE'T_
™ ¥ 01 ng) d

ol _ .
3 C : est la somme totale des colonies comptées selon 7.1
(o1 + 0,1 ) d : est égal au volume de l'échantillon ensemencé ol :
1 {est le nombre de boites comptées dans la premiére dilution,
nj : est Je nombre de boites comptées dans la deirxiéme dilution, '
d : est le facteur de dilutipn 4 partir duguel les premiers comptages ont. été obtenus. ' )
Le nombre est arrondi & deux chiffres significatifs. Quand le chiffre & arrondir est 5, arrondir de maniére que
ie chiffre placé immédiatement & gauche soit pair. ) o )
Exemple (lait pasteurisé) :
Dilution 102 ;: 278 et 200 colonies
Dilution 10°3 ¢ 33 et 28 colonies
278 + 290 + 33 + 28
Nombre/ml = mvl—o:z—
_ 620
= 0022
= 28.590
= 20.000
~ 29 x 104,

. 7.3. Si tous les dénombrements sont inférieurs a 10, indiquer que le nombre de micre-organismes par millilitre
est « inférieur & 10 x d », « d » étant l'inverse du facteur de dilution le plus faible, .

74. Lorsque tous les dénombrements sont supérieurs a 300 et que le- compteige est possible, proeéder & une
estimation et la multiplier par I'inverse du facteur de dilution. Exprimer le résultat avec l'indication « nombre
estimé de micro-organismes par millilitre ». -

Vu pour étre annexé & arrété ministériel du 14 octobre 1994, -

Le Ministre de I'Agriculture,
A, BOURGEOIS‘
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Annexe 2 : Denombrement des micro-organismes
Comptage des colonies aerobies & 30 ©C — Methode plate-loop

1, Principe
Un échantilion de lait est prélevé au moyen d'une anse de dimension appropriée et rejeté dans une ‘boite de

Pétn avec de a solution Ringer stérile, diluée auguart. Aprés a.ddmon du milieu de culture et incubation 4 30 °C
+ 19C, on dénombre les colonies. i

2. Milieu de culture et diluants

21. Composants de base = -

" Pour améliorer ia fidélité des résultats, il est recommandé d'utiliser, pour la préparation duc dlluant et du
milieu de culture, des composants de base déshydratés ou une préparahon compléte déshydratée Les
prescriptions du fabiicant doivent &tre suivies scrupuleusement. _

Les produits chimiques doivent étre de qualité. analytique reconnue.

- L'eau utilisée doit &tre de'eau distillée avecun appareillage en verre, ou de l'eau déminéralisée. Eile dont étre
exempte de substances susceptibles d'inhiber la croissance des micro-organismes dans les conditions de Tessaiet
doit étre controlée périodiquement, en particulier dans-le cas.de l'eau déminéraiisée.

Des solutions d’hydroxide de sodium et d'acide chlorhydrique (environ 0,1 ml/1) dowent étre utlhsées ‘pour
aiuster le pH des diluants &t du milieu de culture

Si les diluants ou le milieu de culturene sontpas utxlisés immédiatement, le conserver a l'obscurité entre Jet
5 oC, pendant 1 meis au max:mum dans des conditions évitant toute modification de son volume ou de sa

oomposxhon,

2.2. Milieu de culture
Tryptone : 50 g .
Extrait de levure 2,5 &
Glucose {CeHizOh. Hlb) 10g

. Poudre de lait écrémé :1Q g
Agar, suivant les propriétés gélifiu'nhes (12 - 18¢
Eau : 1000 m) ’
pH, aprés stérilisation a 25 «C : 69 +0,1
La poudre de Lait écrémé doit 8tre exempte de substances inhibitrices.

Dissoudre Ies composants de base ou le milien complet dans 'eau chauffée et porter a I'ébullition en agitant
fréquemment jusqu'a dissolution compléte. Dams tous les cas, il est mdxspensable d'ajouter de la poudre de lait.

écrémé, méme si le miliew complet déshydraté est acheté prét & l'emploi et meme sile 1’abncant canwiere cette
adjonction comme superflue
Si niécessaire, ajuster lepH 4 7,00u 7,1 de facon & obtenir le pH requis aprés: stérilisation.
" Répartir le milien de culture par quantités d¢ 12 & 15 m| dans des tubes & essais ou par quamntés de 100 &
150 mi dans des flacons.
Stériliser & l'iutoclave 4 121 £ 1°Cpendant15 min,
'2.3. Diluants
2,3.1. Solution peptone-sel
Peptone: 10g
Chlorure de sodium (NaCl) :8,5 g
Eau : 1000 ml 7 . .
Pissoudre les composants dans l'eau, en chauffant, si nécessaire:
Ajuster le pH de sorte quaprés stérilisation, il soit de 7,0.4 25 oC.
2.3.2. Solution de Ringer — diluée au quart
Chlorure de sodium (NaCl) :225 g
"Chlorure de potassium (KC1): 0,105¢
Chlorure de calcium anhydre (CaCls) : 0,06 g
Hydrogéno-tarbonate de sodium (NaHCOs) : 0,05 ¢
Eau.: 1000 ml.
Dissoudre les sels dans leau.
Ajuster le pH de sorte quaprés stérilisation, il soit de 7,04 25 oC.
2.3.3. Solution de peptone
Peptone :1,0g
Eau : 1000 m]
- Dissoudre le peptorie dans. l'epu.
Ajuster le pH de sorte qu'aprés stérilisation, il sont de70a 25 °C,

2.3.4. Répartition et stérilisation des diluants

Répartir le diluant dans des flacons ou des tubes'a essai de facon qu'aprés stérilisation, chaque flacon
contienne 90 ml de diluant €t que chaque tube & essai contienne 9,0 ml de diluant.

Stérilisé a T'autoctave & 121 °C durant 15 min, .

3. Appareillage et verrerie

31. Appareil d’ensemencement

L'appareil est décrit dans la figure 1. On utxhse un fil.en platine rhodié ou en platine-ridié de 0,4 mm de
. diamétre formant une anse, permettant de prelever

0,001 ml de lait (B & S mesure standard ne 26).

La boucle doit &tre Tonde et fixée au bout d"un fil de 70 mm. Ce dermer doit avoir la forme suivante : 'anse est
courbée, selon un angle de 30 ¢, & une distance de 3 4 4 mm de son extrémité

v
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I7autre extzémité du 41l est courbée & plusieurs endroits, Ctte partie courbée est attachée dans un support
constitué par une aiguille & injection hypodermique Luer-Lok (mesure standard 13) recoupée a une longeur de

24 -~ 26 mm & partir dela base. La partie saillante du fil doit avoir.une longueur de 12 4 14 mm.

Remarque ;utiliser de préférence les anses dispenibles dans le commerce. Le diamétre intérieur doit se situer
entre 1,35 et 1,5 mm. : o e . .
*  Laiguille hypodermicue Luer-Lok avec l'anse est fixée sur une seringue Cornwall. La seringue eit reliée au
moyen d'un tuyau en caouichouc, & un erlenmeyer contenant la solution de Ringer stérile diluée au quart. Le
diamétre interne du tuyau est de 3,0 mm. x

3.2. Appareillage et verrerie géniéralement utilisés dans un laboratoire de microbiologie )

Le matériel & usage unigue est acceptable au méme titre que la verrerie réutilisable, si ses spécifications sont
adéquates. La verrerie doit pouvoir résister & des stérilisations répétées et étre chimiquement inerte,

3.2.1. Appareillage

- Autoclave, réglable d 121 £ 1 ¢C .

— Four A chaleur séche, capable de maintenir une température de 170 & 175 oC pendant i1h

— Etuve, capabie de maintenir une température uniforme de 30 % 1°C. ‘

— pH-metre avec tompensation de température, précis & + 0,1 unité pH.

— balance, précisa £ 0,018 ‘

~ Bain d'eau, réglable & 45 £ 1 oC.

— Compteur avec lumibre tamisée et loupe.

— Agitateur, capable de mélanger 1 ml de Yéchantillon avec 9 ml de diluant et dont le principe st basé sur un
mouvement de rotation extentré du contenu des tubes & essais (agitateur Vortex).

3.22. Verrerie

— Flacons de capacité suffisante pour contenir les 80 ml de diluant utilisés.

— Tubes 4 essais de 15 420 ml .

‘— Flaconsde 150 & 250 mi ou tubes & essais de 15 & 20 m, pour contenir le milieu de culture.

— Pipettesde | ml graduées 40,1 m et pipettes de 10 ml graduées & 1 ml. Les pipettes doivent étre bouchées
avee du coton. Lorifice d'écoulernent estde 2 & 3 mm. ) ’

- Boites de Pétri, en verre transparent incolore ou en plastique avec un diametre intérieur de 85 4 100 mm,
Le fond ne doit présenter aucune irrégularité susceptible d'interférer avecle comptage des colonies..

4. Mode opératoire . T i

4.1, Stériliser les boités de Pétri dans un four 4 air.chaud a 170 oC pendant au moins 1 heure ou, si un four &
nir chaud n'est pas disponible, dans un autoclave durant 20 min, 4 1210 + 1 °C, ) .

4.2, Stériliser tous les Eléments de I'appareil d'ensemencement par immersion pendant 10 min. dans l'eau
bouillante. Remonter l'ensermbie aseptiquement (voir figure 1).

- Laisser refroidir linstrument. ' ‘ .

Aspirer rapidement la solution diluée dans la seringue. Avant de commencer lexamen bactériologique,
plonger I'anse dans une splution d'hypochlorite fraichement préparée (50 mg/1 de chlore actif).

I/anse sers rincée quelgques fois aves la solution diluée. Ensuite, déposer 1 ml de ceite solution dans une boite
de Pétri. Cette boite sera désignée comme « essal & blanc de T'appareil-d’ensemencement ».

4.3. Fusion du milieu )
Avant de procéder a lexamen bactériologique, faire fondre rapidement la quantité de milien requise dans de
:;emg: gymuaan;: 2(;:1 sous uncourant de vapeur, dans un récipient partiellement fermé. Refroidir le milieu fondu au
'eau , : .

4.4. Préparation de L'échantillon . . ‘ : -

Agiter vigoureusement I'échantillon en retournant rapidement 25 fois'le récipient contenant l'échantillon. Il
faut éviter 1a formation de mousse ou bien le laisser se disperser. Liintervalle de temps entre le mélange et le’
prélevement de 1aprise dessai ne doit pas dépasser 3 min. - .

_ 4.5. Prise d'essai & l'anse . ‘ . )

Plonger soigneusement 'anse 3 fois de suite verticalement dans I'échantillon jusqu'a la soudure {cad. 3 &
4 mm). Les mouvements dimmersion et de retrait doivent dtre aussi uniformes que possible et se passer surune
distance de 30 mm, Chaque mouvement vertical doit durer 1 s. environ. . .

La réalisstion uniforme de ces immersions et retraits peut étre facilitée par Futilisation d’'un métronome. La
vitesse de retrait a une influence sur l¢ volume de lait prélevé (un mouvement trop lent aura pour conséquence un
zoolg{n;l lus petit que 0,001 mil; tandis que un mouvement trop rapide engendrera un volume plus grand que

4.6. Ensemencement des boites & Pétri ' o

Soulever Je couvercle d’une boite a Pétri stérile, introduire 'anse dans la boite et chasser le conteniu de l'anse
alaide 1 mt de solution de Ringer. - .

4. Répartition du milieu de culture dans les boites de Pétri )

Déposer une quantité suffisante (10 & 12 ml) de milieu fondu & une température de 45 °C, dans chaque boite
ensemencée de fagon & obtenir-une couche de 3 & 4 mm d'épaisseur. .

Mélanger immédiatement par rotation de la boite de Pétri afin dobtenir une répartition régulidre des
colonies aprés incubstion, . .

Laisser reposer les boites sur une surface horizontale et propre jusqua solidification du milieu.

43. Incubation ' ‘ : . . . _

Retourner les boites et les placer dans P'étuve. En empiler 6 aux Plus. Les piles de boites e doivent pas se
toucher, ni &tre en contact avec les paroisou la partie supérieure de Pétuve, !

Incuber 430¢C pendant 72 = 2 k. - . :

49. Comptage des colonies : Lo )

Compter les colonies sur les boites. Examiner les boites a la fumiére tamisée. Pour faciliter le comptage une
loupe et/ou un compteur peuvent étre utilisés. ST . :

Les colonies envahissantes doivent étre considérées comme colonies unigues. Si moins d’un quart de la boite
est recouvert par des colonies envahissantes, compier les colonies sur la partie non affectée de 1a boite et calculer
Je nombre correspondant pour la boite entiére. Si plus dun quart de la boite est recouvert par des colonies
envahissantes, éliminer la boite eoe : .



" BELGISCH STAATSBLAD — 0212199 — MONITEUR BELGE 20895

I__ 12-14mm

i :"-&Amm -

1. se.ringué ‘Cornwall

2 aiguille hypodermique -Lu.ei«Lok

3. anse ° . | |

4. tube enA\caoutchouc, diamétre interne 0,3 cm
5 récipietﬁ: i dilution

6. liquide de dilution '

Materiel O S o s e mo=

.Eigure Matériel d'ensemencement:
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5. Expression du résultat , . :
Calculer le nombre de micro-organismes par ml en multipliant par 1000 le nombre de colonies. -
Remarque : il faut prévoir un nombre suffisant d'essais & blanc pour contrdler la stérilité du miliey de culture,

du liquide'de dilution, des pipettes, des boites de Pétri, etc ...,

Le Ministre de 'Agriculture,
A. BOURGEQIS

nanexe 3 : Dénombrement des micro-organismes
Comptage des colonies & 30 °C — Methode roll-tube.

1. Définition -

Par micro-organismes, on entend : les organismes qui forment des colonies comptables aprés incubation &
30 °C dans les conditions spécifiées. )

2. Principe :

Un échantillon de lait est mélangé dans un tube & essai avec le diluant. Apreés addition du milieu de culture le
tube & esssi est fermé. Le milieu de culture est réparti sur 1a paroi du tube sous la forme d'un film par rotation
horizontale et refroidissement sinrultané du tube. Apres incubation pendant 72 h 4 30°C, le riombre de colonies est
compté visuellement, ou & l'aide d'un compteur. -

3. Appareillage et verrerie

- 8.1. Appareillage .
*  « Four & chaleur séche, capable de'maintenir une température de 170 &.175 °C pendant 1 h.

- Autoclave, réglable a 121 + 1 oC. : .

'~ Etuve, capable de maintenir une température uniforme de 30 £ 1°C,

~ Appareil de pipettage automatique avec possibilité de nettoyage entre les échantillons.

— Appareil 4 anse avec plusieurs anses & alliage chrome nickel. Toutes les anses doivent transférer les
mémes quantités de lait. Un ringage intermédiaire doit également étre possible. Les anses doivent étre montées
avec un angle de 10 ° par rapport a I'axe afin de permettre un bon mélange de I'échantilion, de la solution de
dilution, et du liquide de rincage {hypochlorite). . : . .

— Dispenseur automatigue de milieu de culture formé d'un container & double paroi a circulation’d'eau
chaude pour maintenir la température du milieu 447 <C, . . o

— Appareil rotatif pour tubes & essais couplé & un systéme de refroidissement & Yeau courante.

— pH-metre avec comipensation de température, précis & + 0,1 unité pH.

~ Compteur de colonies fonctionnant selon le principe de diffraction de la lumitre.

3.2, Verrerie ) : o

Tubes & essais stériles avec bouchons appropriés en silicone. La stérilisation s’effectue au four ou a
YFautoclave. : - .

4. Diluant et milieu de culture ‘ .

Pour améliorer la fidélité des résultats, il est recommandé d'ufiliser, pour la préparation du diluant et du
milieu de culture, des composanis de base déshydratés ou une préparation compléte déshydratée. Les
prescriptions du fabricant doivent étre suivies scrupuleusement. Tous les composants de base doivent étre de
qualité analytique. ’ ’ TR .

Des solutions d’hydroxide de sodium. et d'acide chlorhydrique (environ 0,1 mV/l) doivent étre utilisées pour
ajuster le pH des diluants et du milieu de culture.. .- - U

Si les diluants ou le milieu de culture ne sont pas utilisés immédiatement, les conserver a l'obscurité entre 0
et 5 C, pendant 1 mois au maximum dans des conditions évitant toute modification de son volume ou de sa
composition. - 3

4.1, Diluants

4.1,1, Solution peptone-sel

Peptone :1,0 g )

Chlorure de sodium (NaCl):85¢g

Eau : 1000 ml .

Dissoudre les composants dans I'eau, en chauffant, si nécessaire.

Ajuster le pH de sorte qu'apras stérilisation il soit de 7,0 & 25 oC.

4.12. Solution de Ringer — diluée au quart

Chilorure de sodium (NaCl): 2,25 g ‘

Chlorure de potassium (KCI) : 0,105 g

Chlorure de calcium anhydre (CaCly) : 0,06 g

Hydrogéno-carbonate de soditim (NaHCO;3) : 0,05.¢

- Eau : 1000 ml ' '

Dissoudre les sels dans I'eau.

Ajuster le pH de sorte qu'aprés stérilisation, il soit de 8,9 & 25 °C.

4.1.3. Répartition et stérilisation des diluants < o

Répartir le diluant dans leés tubes & essai de facon qu'aprés stérilisation, chague tube & essai contienne
environ 1,3 mi de diluant. - - : . )

Stériliser & Tautoclave A 121 oC durant 15 min.
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4.2, Milieu de culture

4.2.1. Composition, )

Plate Count-Agar : 28,5 g S

Agar : 10-15 g suivant les propriétés gélifiantes

Poudre de ldit écrémé :1,0 g

Eau : 1000 ml ) ,

La poudre dé lait écrémé doit étre exempte de substances inhibitrices.

4.2.2. Préparation ' S . .

Utiliser de préférence les préparations complétes déshydratées, vendues en commerce *)-

Mélanger le milieu complet ou les composanis de bases avecleau (suivre les preseriptions du fabricant). Ilest
" indispensable d'ajouter la poudre de lait et le surplus d'agar. N

Ajuster le pH de sorte quaprés stérilisation, il soit de 6,9 425 °C. "

Stériliser & lautoclave & 121 ¢C durant 15 minutes. .

Transférer le milieu de culture dans le container & double paroi du dispenseur,

5. Mode opératoire.. i

5.1. Mélanger conveénablement Péchantillon afin d'obtenit une répartition des micro-organismes aussi
homogéne que possible, en retournant rapidement 25 fois le récipient contenant I'échantillon. Eviter la formation
de mousse ou laisser la mousse se disperser. Le délai entre le mélange etle prélevement de la prise d'essai ne doit
pas dépasser -3 minutes. : . © ) ’

5.2, Prélever a l'aide de Yappareil de pipettage, 1 ml de I'échantillon et I'ajouter & un tube a essai.

%.3. Prélever & Paide d'une anse environ 1 pl de lait et Pajouter & un tube & essai contenant le diluant. Les

tubes & essai seront préalablement chauffés & 40 °C. . .
. 54. Lanse doit tourner autour de son axe lors de son immersioni dans l'échantillon afin d'obtenir un bon
mélange de Péchantillon. o ‘ : '
5.5. Déposer 3 mi de milieu de culture & 47 oC dans chaque tabe & essai grice au dispenseur.
La température du mélange, — liquide de dilution et milieu de culture — sera d'environ 45 C.
5.8. Fermer chague tube & essai avec un bouchon stérile én silicone.

" $.1. Placer le tube horizontalement dans Pappareil rotatif et laisser figer le milieu de culture sur la paroi des
tubés. La gélose aura une épaisseur &' 1,5 mm. - ’ ‘ ]

Pour accélérer le processus, on réfroidit les tubes a V'eaun cnuranté.‘
5.8. Incuber-& 30-°C pendant 72 + 2 h. :
5. Lire le nombre de colonies de maniére visuelle ou électronique.

8. Calcul et expression des résultats <

Calculer le nombre de micro-organismes par ml.en multipliant par 1000 {e nombre de colonies. .

Remarque il faut prévoir un nombre suffisant d'essais a blanc pour controler la stérilité du milieu de culture,
du liquide de dilution, des pipettes, des boites de Pétri, etc ... o :

Vu pour étre annexé a F'arrété ministériel du 14 octobre 194. '

e Ministre de YAgriculture, '
A. BOURGEOIS

———

Annexe 4 ; Dénombrement des micro-organismes E
Comptage des colonies aerobies & 30°C — Methode petrifilm
1. Définition ' ’ ) o . ,
Par .« micro-organismes » il faut entendre les organismes formant des colonies comptables lors d'une incuba
tion en aérobiose dans les conditions spécifiées ci-apres.. . R
2. Principe. ; R
. Les pétrifilms sont constitués de 2 films plastiques : le film inférieur sertde support au milieu de cultute, le
film supérieur contient un indicateur au tétrazolium. s
" L'échantillon (ou la dilution) est déposée sur le milieu de culture. Apres iricubation a la température adéquate
les colonies formées sont dénombrées. ‘ _

3. Appareillage et verrerie

3.1. Appareillage .

—-Pétrifilm SM + diffuseur plastique.

—~ Four & air chaud, réglable & 170-175 «v.

— Autoclave, réglable & 121 £ 1 oC.

— Etuve réglable 4 une température uniforme deld0 =+ 1 <C,

— Agitateur fonctionnant suivant le principe de rotation exentriqtié.

— pH-metre, avec correcteur de température, sensible a (,1 unité de PH prés.

3.2. Verrerie : o S . v

— Tubes & essai avec bouchons appropriés et de capacité suffisante pour contenir 10 mi. dela premiére-dilu-
tion ou des dilutions décimales suivantes. . o L o o

— Pipettes (cotonnées) en verre ou en matériau synthetique stérile, non ébréchées, de 1 mi de capacité nomi-
nale, présentant un orifice d'écoulement de 1,75 & 3 mm de diamétre. : A

"2 Stérilisation de la verrerie. ' T et e

Stériliser la verrerie pendant au moins 20 min & 121 + 1 oC 4 I'autoclave ou pendant 1 h au four A ine teropé-
rature de 170 & 175 °C. i D ST T TR

(*) Plate Count Agar et poudre de lait écrémé sont vendus comme milieu de culture co.mbosé sous le noin
« Plate Count Skim Milk Agar », : )

20897
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4, Liguide de dilution. | _

Tous les composants de celui-ci seront de qualité « pour anaiyse ».

4.1, Solution de peptone-sel ’ -

Composition

Peptone : 1,0 g

Chlorure de sodium (NaCl) ; 85 g

Eau :1000 ml - '

Préparation

Dissoudre les composants dans l'eau, en chauffant si nécessaire.

Vérifier le pH avec un pH-métire et ajuster au besoin le pH, en utilisant une solution d’HCI {0,1 M) ou NaOH

(0,1 M) de sorte qu'aprés sterilisation, il soit de 7,0 4 25 °C.

4.2, Solution de Ringer diluée au quart

Composition

NaCl:2,25¢g

KC1:0,105 g

CaCl;: 006 g

NaHCO,:0,05 g

Eau : 1000 m}

Dissoudre les sels dans l'éau.

Vérifier le pH avec un pH-métre et ajustér de maniére qu'aprés stérilisation le pH soit de 7 0 425°C,
L'sjustement de pH se fait avec 1 solution de HC1{0,1 M) ou de NaOH (0,1 M). :

43, Répartition, sténhsatlon et conservation du diluant.

Répartir le diluant dans des tubes & essm en quanmes telles qu'aprés stérilisation chaque tube contienne

9,0 ml de diluant.

Boucher lés tubes.
Stériliser & I'autoclave & 121 oC pendant 15 minutes.
Vérifier le pH du diluant.

© Sile diluant n'est pas utilisé unmedmtement, le conserver a Yabri de la lumlére entre 0 et 5 °C pendant un ‘
mols au niaximum apres sa préparation.’ ¢

Remarque : 1a solution diluée peut aussi étre préparée au moyen de tablettes en vente dans le commerce.

" 5. Mode opératoire

5.1, Préparation de Péchantillon et des dilutions
5.11. Agiter Vlgomeusement 'échantillon en retournant rapzdement 25 fois le rec;plent contenant 1'échan-

tilion. Il faut éviter la formation de mousse ou bien le laisser se disperser. Lintervalle de temps entre le mélange
etle prélévement de.la prise d'essai ne doit pas dépasser 3 min.

512. Prélever a la pipette 1 ml ou 10 m! de 'échantillon et ajouter & 9 ml resp. 80 ml de diluant approprié,
5.1.3. Agiter cette dilution 25 fois sur 30 cm en 10 secondes. On obtient alors la dilution 10
5.14. Introduire 1 ml ou 10 ml de la dilution 10 dans un nouveau tube contenant 8 nil, resp. un nouvesu flacon

contenant 90 ml de diluant. Mélanger avec sem avec l'agitateur ou dans le cas des flacons manueilement comme
indigué en 5.1.3. Ainsi on obtient la dilution 10 .

5.15. Introduire 1 ml ou 10 m! de la dilution 10 dans un nouyedu tube conténanto m], résp. un nouveau flacon

contensnt 90 ml de diluant. Mélanger avec som avec l'agitateur ou dans le cas des flacons manuellement comme
indiqué en 5.1.3. Ainsi on obtient la dilution 103,

5.18. Si nécessaire, répéter ces opérations pour obienir les dxlutxons suivantes.

5.2 Inoculation des pétrifilms

Placer le pétrifilm sur une surface plane.
Soulever le film supérieur et déposer 1 ml de I'échantillon (ou de 1a dxluﬁon) au centre de la dépression du

film inférieur.

‘Recouvrit délicatement avec le film supérieur.
Placer le diffuseur plastique, sur le film et répartir I'échantillon en exercant une 1égere pression sur le diffu-

- Sewur.

Laisser le diffuseur environ 1 mmute sur le pétrifilm pour laisser Ie gel sesohd:ﬁer

5.3, Incubition des pétrifilms

‘Incuber le pétrifilm A I'horizontale aved la partle claire face vers le hayt durant 72 + 3 b & 30 & 1C,
Ne pas empiler plus de 20 unités.

5.4, Comptage des eolonies

Compter les colonies fouges sur le pétrifilm, .

8. Calpul et expression des résultats -

8.1. Utiliser Jes résultats sur les boites contenant entre 10 et 300 colonies. ,

6.2. Calculer le nombre de micro-organismes N par millilitré de lait, comme indiquée ci-aprés.

C
N-&T0inyad
ou

2 ¢ :le nombre total des colonies sur les boites utilisées
n, :le nombre de boites utilisées pour 1 premiére dilution

n; : le nombre de boites utilisées pour la deuxiéme dilution
d :la dilution & partir de laguelle les premiers comptages ont été obtenus.
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6.3. Arrondir le nombre de micro-organismes caléulé selon 6.2. & 2 chiffres significatifs.

Le résultat peut éire exprimé par un nombre compris entre 1,0 et 9,9 multiplié par 10", n étant la puissance de
10 appropriée . :

8.4. Si tous les dénombrements sont inférieurs & 10, indiquer que le nombre de micro-organismes par millilitre
est « inférieur 4'10 x d » , d étant Iinverse de la dilution la plus faible. ) -

8.5. Si tous les dénombrements sont supérieurs a 300, calculer le nombre estimé & partir des boites ayant un
nombre de colonies proche de 300 et le multiplier par l'inversé du facteur de dilution. Exprimer ce résultaten tant
.que « niombre estimé de micro-organismes par millilitre ». o o

Vu pour étre annexé & I'acrété ministériel du 14 octobre 1994.

Le Ministre de PAgriculture,
A. BOURGEOIS .

Annexe 5 ;: Dénombrement des microorgénismes
. Comptage du nombre de colonies aerobies — Microscopie par epifluorescence
1. Définition , . :
Le nombre de micro-organismes est déterminé par ces méthodes, en convertissant les impulsions
fluorescentes provenant des bactéries fluorescentes (Bactoscan) ou en comptant dire¢tement les bactéries ou

. ‘amas bactériens fluorescents (Cobra). Les résultats sont ensuite transformés en unités formant colonies/m! (UFC)

pour le,Bac;oscgn;,le Cobra donne quant & lui directement les mesures en UFC/ml.
2. Principe - .
Coloration des bactéries avec de l'acridine orange et comptage des bactéries fluorescentes au mayen d'un
. microscope & épifluorescence.
. 3, Le Bactoscan . .

3.1, Appareillage — Mode opératoire .

Pour le Bactoscan (Foss Electric, Hillerod, Danemark), 'échantillon de lait est traité avee une solution lysante
afin de détruire Jes micelles de caséine et les cellules somatiques. Les bactéries sont séparées des autres
constituants du lait par une centrifugation et une filtration. Les protéines restantes sont hydrolysées par réaction
enzymatique. Les bactéries sont colorées avec Yactidine orange. Un volume défini du mélange est prélevé et
déposé en un fin film sur un disque tournant qui sert de surface de lecture pour le microscope a épifluorescence.
Les bactéries fluorescentes sont détectées comme des impulsions lumineuses (impulsions Bactoscan). Le nombre
d'impulsions lumineuses est exprimé en milliers par ml et est tranformé grace & une courbe de calibyation en
unités formant colonies par ml. ¢ ;

3.2, Conduite de l'analyse |
3.2.1. Les réactifs -

Les réactifs nécessaires pour.la réalisation des solutions meres et de travail sont disponibles -auprés du )

fabricant de Yappareil. Leur préparation doit étre conforme aux prescriptions de celui-ci,

3.22. Prétraitement de I'échentilion

L'échantillon est réchauffé 40 © + 2 oC dans un bain-marie. L'échantillon est immédiatement mélangé par
un minimum de 10 retournements (180°). La formation de mousse doit étre évitée.

3.2.3. Mise en route de l'appareil . , .

L'appareil est réglé avant emploi & l'aide dun standard Bz disponible chez le fabricant de l'appareil. La
relation entre le nombre de bactéries & compter et le seuil au-dessus duquel le comptage est exécuté, est
. déterminée de cette maniére, La mise au point dé l'appareil est-exécutée selon les instructions du fabricant.
4 échantillons 'blancs’ (eau distiliée ‘ou désionisée filtrée) sont ensuite meésurés & l'aide de Yappareil, Chague
résuitat doit étie inférieur & 20 et ia moyenne des résultats doit étre inférieyte & 10 impulsions luniineuses
(imnpulsions Bactoscan). - ) .

3.2.4. Comptage du nombre de bactéries - . o

Le comptage ést effectué dans les 15 minutes aprés le prétraitenient de V'échantillon conformément aux
instructi(lms du fabricant. La dilution et le traitement de l'échantillon sont effectués automatiquement dans
Yappareil. . ’ . - :

On effectue un 'blanc’ au meins aprés chaque série de 50 échantillons de lait, La lecture doit étre inférieure a
20 impulsions Bactoscan. ' . . : ) .

3.25. Résultat _ _ ’ e :

Le nombre d'impulsions prises eh compte par 'appareil est converti en'un nombre de colonies déterminées
sur base d'une comparaison avec la méthode de référence. ) :

3.3. La conduite et la gestion des appareils doivent étre décrites dans le protocole établi par les organismes
interprofessionnels. ’ Ll

4. Le cobra

4.1. Appareillage 7 . R - .

Te « Cobra # {Biocom, les Ulis — France) st un appareil modulsire de dénombrement de la flore a¢robie du
lait. I1 est constitué de 3 modules : : . T : ‘ :

— le module de distribution et de préparation des échantillons. Ce modile est constitué d'un appareil
automatisé de prélevement & laide d'une seringue. Il est composé dun bloc compact interchangeable en
polypropyléne creusé de 24 puits (4 rangées de 8 puits). Le distributeur XY procéde de maniére séquentielle pour
alimenter les 24 puits. : : o o S

— le module de filtration et de coloration. - e

Cette unité est constituée d'un automate programmable intégrant plusieurs pompes. .

Un tiroir supporte le filtre d'analyse monté dans un cadre rigide et le bloc de polypropyléne avec ses 24 puits
contenant les échantillons préparés. :

— le module d’analyse et de traitement des données, - ‘ - Tk .

Ce module comprend un-microscope & épifiuorescence avec ine caméra et un écran vidéo, une ‘platine
. motorisée et un analyseur d'images avec micro-ordinateur. Tl e el o

Une pompe & vide est adjointe au mi¢roseope €t perniet un aplatissement du filtre sur la platine afin d'agsurer
une surface de lecture parfaitement plane. )
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4.3, Mode opératoire’ . .

Le systénie de distribution automatigue répartit Ie lait cru & analyser froid, convenablement mélangé et le
mtgll'?lnge tritom-trypsine dans les blocs en polypropyléne chauffés ay préalable a 50 oC servant de support 4 Yeau
stérile, . , B o ,

L’ensemble réagit pendant 10 minutes afin de détruire les cellules spmatiques, les micelles de caséine et
rendre plus fluide le passage des globules gras a travers la membrane. , . '

Le bloc est transmis dans lunité de filtration ot les 24 échantillons sont traités en parallele. ]

Les mélanges lait-eau-solution lysante sont filtrés sous pression sur une membrane en polycarbonate rincée
ensuite avec du tampon citrate a pH 3. Les bactéries récupérées sur la membrane sont colorées avec une solution
d’acridine orange (0,025 %) pendant 3 rainutes. Le filtre est ringé avec du tampon citrate  pH 3 et séché pendant
1 minute par de l'air sous pression. Le badge est déposé et fixé sur le poste de lecture et d’analyse. L'ordinateur gére
automatiquenent la Jecture des 24 échantillons gréice & un programme informatisé. '

4.3, Conduite de Yanalys~
4.11. Les réactifs . : . ‘ .
.5 réactifs et les solutions de travail doivent. atre conformes aux spécifications du fabricant de Tappareil.
32. Mise en route et vérification de I'appareil
a mise au point de 'sppareil est effectuée selon les instructions du fabricant. Ensuite, on vérifie le bon
fonctionnement de I'appareil & l'aide de4 échantillons "blancs’ (eau distillée ou désionisée filtrée). Les 4 lectures

doivent &tre inférieures A 10 bactéries fluorescentes, -
- 4.33. Résultat .
Les mesures sont exprimées directement en UFC/ml. : . . )
4.4, La conduite et la gestior: des appareils doivent étre décrites dans le protocole établi par les organismes -
interprofessionnels. o S .
Vu pour éire annexé & l'arrété _ministé::iel du 14 octobre 1904.

Le Ministre de I'Agriculture,
A. BOURGEOIS

. Annexe 6 : Dénombrement des cellules somatiques — Methode mi¢roseopique
1. Objet et domaine dapplication - . : :
" La présente norme décrit le procédé de dénombrement du nombre « véritable » de cellules dans un échan-
tillon de lait pour étalonner et.vérifier la précision du procédé fluoro-opto-électronique (voir annexe 7). © -
2. Définition ’ . .
Dans le présent procédé, on. entend par cellules somatigues les cellules, par exemple leucocytes et cellules
épithéliales, dont le noyau peut &tre coloré distinctement au bleu de: méthyléne. ) X

Etalementde 0,01 ml de lait sur une sutface de 1 cm’d'une lame porte-objet. Le film de lait est séché et coloré.
Le comptage seffectue & Jaide d'un microscope. Le nombre de cellules somatiques dénombréés pour une surface
déterminée est multiplié par un facteur de multiplication afin d'obtenir le nombre de cellules par ml.

Les produits chimigues doivent &tre de qualité analytique..

Solution colorante ‘ ’

‘Composition .

Bleu de méthylene: 06g -~ . .

Ethanol — 99 % : 54 ml ’

1,1,1-trichloro-éthane ou tétrachloro-éthane : 40 ml

Acide acétigue glacial : 6 ml

Attention .

Le tétrachloro-éthane étant toxique, les manipulations doivent &tre réalisées sous une hotte aspirante.
Préparation - ‘ . ‘ : U } '

' Méianger l'éthanol et le 1)1,1-trichloro-éthane ou tétrachloro-éthane dans un flacon et chauffer dans un bain
d'eau 4 BO-T0 °C. Ajouter le bieu de méthyléne, mélanger soigneusement, refroidir au réfrigérateur-a 4 °C pendant
12 & 24 heures puis ajouter l'acide acétique glacisl. Filtrer sur filtre d'une porosité de 10 & 12 microns au maximum.
et conserver 1a solution colorante dans un flacon étanche. En cas de formation de particules de sédiments, filtrer &
nouveau avant usage. . o . .

5. Appareillage et verrerie |

~ microscope permettant un grossissement de x 500 & x 1.000. - R

- Microseringue permettant de répdrtir des quantités de 0,01 ml avec une précision de 2 % ou meilieure.

— L,ame porte-objet pour I'étalonnement du film comportant un rectangle gravé de 20 mm x 5 mm ou lame
standard et gabarit de 20 mm x 5 mm. ’ o Co .

— Plaque chautfante horizontale (30-50 °C) pour sécher les lames.

~ Ventilateur {type séche-cheéveux) pour sécher le film.

— Bain d'éau, réglable a 30-40 °C pour chauffer I'échantillon de lait.

— Micrométre objectif gradué au 1/100 de inm. -

8. Mode opératoire

8.1. Echantillon de lait

Liéchantillon de lait doit étre analysé dans les. six heures qui suivent le prélévement, Pendant Je stockage, la
température de I’échantillon ne doit pas dépasser 6 oC. La congélation doit étre évitée. ' ) .

6.2, Préparation de I'échantillon dans le laboratoire
Chauffer Yéchantillon dans un bain d'eau & 30-40.°C, puis mélanger soigneusement. Refroidir & la tempéra-
ture 2 laquelle la microseringue a été étalonnée, par exemple 20 oC. ' o .
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8.3, Prétra.if:ement,de's lames ) _ i
Nettoyer les lames & I'éthanol par exemple, essuyer a Yaide d'urt papier ne Jaissant pas de particules, flamber
et laisser refroidir. Conserver dans ure boite 4 'abri des poussiéres.

6.4. Préparation du film

A laide de la microseringue prélever 0,01 ml de I'échantillon de lait préparé comme indiqué ci-dessus.’ )

Nettoyer soigneusement la partie externe de 1a setingue entrée en contact avec le fait. Déposer le contenu de la
seringue sur lalame aprés avoir pris Soin de délimiter les contours du rectangle (20 mm x 5 mm). Répartir ensuite
le prélévement aussi réguliérement que possible sur cette surface. Laisser séchet le film sux une plague chauf-
fante horizontale jusqu'a ce qu'il soit complétement -sec, o )
Une meilleure adhésion est parfois réalisée en laisant sécher le lait pendart quelques heures a la tempéra-
ture de la piece. . . . -
Préparer et examiner au moins deux films pour.chaque_ échantillof.
6.5, Coloration des films ’ ,

’ Immerger dans une solution co]orante(? pendant 10 minutes. Sécher et, si nécessaire, compléter le séchage &
T’side dix ventilateur. Plonger les films dans de I'eau jusqu'a élimination compléte du surplus decolorant. Séchera
nouveau et conserver & Yabri dés poussieéres. : . - L

6.6, Etalonnage du champ microscopigue

'

A parttir du grossissement choisi (x 500 — x 1.000), mesurer a Yaide du micrométre cbjectif le diamétre du .

champ microscopique. -
7, Comptage et caleul
7.1. Dénombrement des cellules .

Vtiliser le mitroscope. Au lieu de dénombrer les cellules, dénombrer uniquemernit lés noyaux de cellules, clai-
rement reconnaissables et'dont au moins la moitié est visible dans le champ microscopique. Compter les bandes
ou les champs situég dans le tiers central du film en évitant de compter les bandes ou les champs sélectionnés
exclusivementdans les zones périphériques dufilm. Le soin apporté a la préparation des films et, par coirséquent,
1a fiabilité des résultats doivent étre vérifiés au moins une fois par mois en comptant différentes partiesdu film, I

est également possible de procéder au dénombrement en comptant les champs microscopiques répartis de telle

- fagon que toutes les parties du film seront représentées de maniére équivalente. - :

~ 12. Détermination du nombre minimal de cellules.a compter :

_ Etant donné que le dénombrement microscopique des cellules somatiques peut également étre utilisé pour
Tétalonnage des techniques de comptage mécaniques et automatigues, le coefficient de variation des comptages

sur des échantillons identiques ne doit pas &tre plus élevé que celui obtenu avec les appareils électroniques. Le

coefficient de variation pour un échantillont de lait contenant de 400.000 & 600.000 cellules par ml ne doit pas

dépasser 5 %.

‘aptés la loi de distribution de lsoissoﬁ, afin d’obtenir cette répétabiliié, le nombre de cellules somatiques a.

dénombrer dans chague échantillon ne doit pas étre inférieur a 400.
Selon la loi de distribution de Poisson, '
M=V ws, -
ot - ) .
M est la valear moyenne arithmétique,
V est la vardarice, ' ‘
sest V'écart-type.
Le coefficient de variation est : .
CVn‘——m—-s‘x;dm%OuCVx-——logA'O}JCV=—V—10§&/" i ‘
‘ 5 %(moyenne)- représente le nombre de particules (cellules) qui ont été dénombrées (par exemple, 400 pour CV
7.3. Calcul du facteur de multiplication ‘
En utilisant 0,01 m1 de lait, le facteur de multiplication se calcule conformément aux points 7.3.1 ou 7.8.2.
7.3.1. Comptage des bandes dans le film. | ) . . :
La longueur des bandes & dénombrer est de 5 mm, soit lalargeur du film. La largeur de la bande correspond
par contre au diametre du champ. microscopique déterminé par le micrométre objectif.

e aas “40 X 100
Facteur de multiplication = ~F7

ol ' - .

d est le diamétre en millimétres du champ microseopique, déterminé par le micrométre objectif.

b est le nombre de bandes entiérement compiées.

7.3.2. Comptage des champs microscopiques dans le tiers central du film ou & Yaide dune grille.

) ‘ e gs s 20 x 5x 100 12732
Facteur de mult»xpllcatmn - TR “F xS

ot : . :
d représente le diamétre en millimétres du champ microscopique déterminé par le micrométre objectif.

s représente le nombre de champs comptés. . :

74. Calcul de la teneur en cellules - L . .

Le nombre de cellules somatiques dénombrées (7.1 et 7.2) est multiplié par le facteur de multiplication (1.3),
afin d'obtenir le nombre de cellules par mi de lait, . N

1.5. Précision . ) ’ . )

Le coefficient de variation de répétabilité (voir 7.2) ne doit pas excéder 5 %.

Vu pour étre annexé & 'arrété ministériel du 14 octobre 1994,

Le Ministre de I'Agriculture,
A. BOURGEOIS
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Annexe 7 : Dénpmbrement des cellules somatiques ~ Methode fluoro-opto-elecironique

1. Objet et domaine d’application , . :

La présente norme décrit le procédé officiel qui, aprés un étalonnagé adéquat (voir'annexe 8), peut étre utilisé
pour le dénombrement des cellules somatiques dans le lait cru ~ avec ou sans addition de conservateurs chimi-
ques. : -

2. Définition ) .
Pour ce procédé, les cellules somatiques sont des particules qui ont une intensité de fluorescence minimale
due & 1a coloration dé I'ADN cellulaire. .

-, 3. Principe .

Un volume de I'échantilion (par exemple 0,2 ml) est mélangé convenablement avec la solution tampon et la
solution fluorescente. Une partie de ce mélange est ensuite transférée sous la forme d'un mince film dans un
disque rotatif faisant fonction de porte-objet. :

Chagque cellule produit une impulsion électrique qui est amplifiée et enregistrée, Le nombre de cellules soma-
tigues est imprimé en milliers paxr ml. .

4. Réactifs ' B )

Sauf indication contraire, n'utiliser que des produits chimigues de qualité analytique. L'eau utilisée doit étre

. de l'eau distillée ou déionisée, ou de 'ean d'une pureté équivalente.

4.1. Solution tampon |

Composition '

Hydrogénophtalate de potassium : 61,0 g

Hydroxyde de potassium : 13,75 g . .

Polyéthyléneglycol-mono-p-(1,1,3,3-tétraméthylbutyl)-phényléther (par exemple Triton X-100), & 1 % en
volume : 10,0 mi £ : .

pH 5,7 — 59. Compléter & 10.000 m! avec de Ieau distillée.

‘Préparation . . ST P

Mélanger les différents compbsants. La conservation sous fermeture hermétique ne doit pas dépasser Tjours. |

-4.2, Splution fluorescente (solution mére)

Composition = - i

Bromure d'éthidium:10g

Compléter & 1,000 ml avec de l’egu.

Préparation o L )

Dissoudre le bromure d'éthidium dans Yeau. La conservation dans un flacon hermétique 4 I'abri de la lumiére
ne doit pas dépasser 2 mois.- - ) ’ o i

deu les caractéristiques fortement cancérigénes du bromure d'éthidium il faut éviter tout contact direct avec le
produit, X . . :

~ 4.3. Solution fluorescente (solution pour l'analyse) i ) o

Mélanger 20 ml de 1a solution mére (4.2) & la solution tampon (4.1) de maniére  obtenir 1000 ml. La solution
pour 'analyse ne doit pas étre utilisée au-dela de 7 jours. '

4.4. Solution de lavage

Composition

Solution tampon (4.1) : 10,0 ml - )

Polyéthyléneglycol-morio-p-{(1,1,3 3-tétraméthylbutyle)-phényle-éther (par'exemple Triton X-100), & 1 % en
volume : 10,0 ml . - .

Ammoniac, & 25 % en volume : 25,0 ml

- Compléter & 10.000 ml avec de l'ean.

Préparation . : :

Mélanger les différents composants, Ne pas cusseiver auruea ue ou Juurs.

5, Appareillage et verrerie o ) ’ :

5.1. Compteur fonctionnant selon ie principe de la fluorescence optigue -

 Note ’ v . . -

. Avant l'emploi, étalonner Yinstrument. La. relation enire le volume des particules & dénombrer et le seuil
limite & partir duquel les dénombrements sont appliqués est déterminée de la sorte. L'étalonnage de I'appareil
s'effectue suivant ies instructions du fabricant en utilisant des échantillons dont la teneur en cellules a 6té déter-
minée par la méthode microscopique (A). i ‘ ot : o ’

5.2. Bain d'eau, & circulation, réglable & 40 + 1 <C.

5.3. Tube & essai, avec fermeture appropriée; d'environ 15 rl.

8. Echantillon de lait : ' '

6,1. L'échantilion doit &tre stocké & basse température dans un tube 4 essai (5.3). 5i I"échantillon ne contient -
pas de conservateur chimique, Je dénonibrement ne doit pas s'effectuer dans les 24 heures qui suivent la traite,
étant donné que 1a teneur en germes serait trop faible, La température de conservation ne doit pas depasser 6oC.

6.2. Addition de conservateurs } L3 N foe

" La conservation chimique doit &tre réalisée dans les 24 heures. L’addition de conservateurs doits'effectuer
dés que possible aprés le prélevement de 'échantillon. ’ .

6.2.1. La conservation chimique de I'échantillon estréalisée par I'addition de I'un des conservateurs suivants:

— acide orthoborigue . " - . .. ... 0L -

La concentration finale de Yacide orthoborique dans I'échantilion ne doit pas: dépasser 0,8 £/100.ml. L’échan-

tillon conservé de la sorte peut étre stocké pendant 24 heures supplémentaires & 8-12 °C.
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. dichromate de potassium : .
La concentration finale de dichromate de potassium ne doit pas dépasser 0,2 g/100 ml. L'échantillon; conservé
de la sorte peut 8tre stocké durant 72 heures supplémentaires a 8-12 o€, .
— azide de/sodium - ‘ . . S an
I échantilldn peut étre conservé avec de I'azide de sodium & une concentration finale de 0,024 g/100 m}, &
. condition qu'il soit refroidi & une température de'6-12 oC immédiatethent aprés le préléevement et compté dans les
48 heures qui'suivent le prélévement. ’ .
~—_bronopol . . .
. L'échantillon peut étre conservé avec du bronopol & une concentration finale de 0,05 g/100 ml, & condition
d'étre refroidi & 6-12 oC immédiatement aprés le prélevement et compté dans les 72 heures qui suivent le préléve-
ment. . . . . .
8.2.2. Un échantillon déja conservé a I'aide d'acide orthobarique petit étre-conservé 48 heures ue pius par auur
tion de dichromate de potassium. Lo - :
: Note . ) - ; ’ .
Pour'les échantillons conservés a Yaide de dichromate de potassium, les normes locales relatives au rejet des
effluents doivent étre ;espectées. ) s,
7. Mode opératoire :
. 7.1, Prétraitement de Yécharitillon , .
Le lait &-analyser doit.étre conservé aprés la traite pendant au moins 24 heures & 2-6 °C environ. Le comptage .
_des échantilloxis le jour de la traite n’est pas conseillé sans prétraitement, car les résultats risquent d'étre trop
faibles. $'il faut malgré tout procéder au comptage, 'échantillon doit alors étre prétraité pendant trois heures au
moins & I'aide de dichromate de potassium (voir 6.2.1). . ’ "
7.2. Préparation . . .
Chauffer I'échantillon prétraité (7.1) ou Péchantillon non traité ayant ay moins.un jour dans un bain-d'eau §
40 °C environ. Conserver ensuite I'échantillon & température ambiante jusqu'au moment du comptage. \
7.3..Comptage des cellules o < . Lk
Procéder au comptage & Paide du compteur (5.1) dans les quinze minutes qui suivent la fin du chauifage
{voir 7.2). Immédiatement avant le comptage, mélanger convenablement les échantillons afin d’obtenir une répar-
tition des cellules somatiques aussi homogéne que possible,
" Ladilution et la préparation ultérieures de I'échantillon doivent s'effectuer automatiquément dans le comp-
teur. . . .
Vu pour étre annexé a larrété ministériel du 14 octobre 1994.

Le Ministre de 'Agriculture,
A. BOURGEOQIS

Annexe 8 : Détection des substances inhibitrices et des sulfamides dans le lait

Introduction - C :
_ Cette annexe décrit une méthode de mise en évidence des antibiotiques et des sulfamides dans le lait eru.

On effectue urie méthode de sélection sur les échantillons & examiner. Tous les échantillons qui aprés
Yincubation prescrite par la méthode de séléction donnent lieu & un résultat positif ou deuteux sont soumis & une
épreuve de confirmation, Cette méthode de confirmation est exécutée sur I'échantillon de lait originel que Y'on
porte & 80 oC pendant 10 minutes.

Les échantilions qui, lors de I'épreuve de confirmation, montrent & nouveau une inhibition de la croissance,
sont soumis & un nouvel examen visant la détermination de sulfamides en effectuant I'épreuve en présence
d'acide para amino benzoique. Les laits qui ne contiennent pas de sulfamides sont 4 nouveau exanmiinés pour
déterminer soit la pénicilline soit d’'autres substances inhibitrices. ' : .

A. Epreuve de sélection . - _ ) .
A.1l. Méthode de référence : test de diffusion en gélose. :

A1, Principe. . .

On fait diffuser un échantillon de lait ensemencé de spores d'uh micro-organisme test Bacillus stéarother-
mophilus var. calidolactis ATCC 10149 ou C 953 dans un milieu gélosé contenant des substances nutritives, un
indicateur de pH, et de la trimétoprime. La croissance normale et 1a production d’acide d'un micro-organisme test
a fait viré aprés incubation l'indicateur de pH du pourpre au jaune. La présence d'inhibiteurs se traduit par un
maintien plus long de la coloration pourpre de lindicateur de pH que dans les tubes cu cupules contenant
I'échantillon témoin exempt de substances inhibitrices. On peut utiliser aussi bien des petits tubes & essais que
des plagues de microtitration. . ' o . :

A.1.2. Milieux, solutions standards, micro-organisme test.

‘Remargque ! s ‘

- les composants de basé des milieux doivent convenir pour des analyses bactériologiques;

— Yeau utilisée doit &tre de Y'eau distillée ou déminéralisée ou'de pureté équivalente et ne pas contenir de
substances inhibitrices. .

A.1.2.1, Gélose nutritive (*). :

— Composition : Extrait de levure :2,5 g

Tryptone : 5,0 g o

Glucose : 1,0 g
Agar:15g o
Eau distiliée : 1000 ml
‘— Préparation : o ‘ N
Dissoudre les composants dans de l'eau en chauffant. Stériliser & 121 + 1 °C pendant 15 minutes
pH & 25 °C aprés stérilisation. :

{*) : Nom commercial : Plate Count Agar.
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A.1.2.2. Solution de trimétoprime.

Trimétoprime : 5 mg

Ethanol 86 % : 10 mi

Eau distiliée : jusque 1000 ml . i .

Dissoudre la trimétoprime dans I'éthang] et compléter avec de I'eau. Cette solution se conserve au maximum 1
sémaine a I'obscurité et a une température de 0-5 °C, ) '

A.123, Solution de pourpre de bromocrésol.
Pourpre de bromocrésol : 250 mg
Fthanol 86 % : 10 ml
Eau distillée : jusque 100 ml . .
. Dissoudre le pourpre de bromocrésol dans I'éthanol et compléter avec 'eau . Conserver cette solution au -
paximum pendant 8 mois & lobscuxité a une température de 0 4 50C. . .
A.1.2.4. Milieu de culture du microorganisme test (**) .
— Composition : Extrait de levure : 20 g :
. Extrait de viande : 1,0 g
Peptone : 5,0 g .
Chlorure de sodium : 50 g
Agar:150 g
Eau distillée : 1000 m] -
— Préparation
Dissoudre en chauffant les composants dans-Teau.
. Répartir des quantités de 7 ml dans des tubes a essai.
Stériliser & 121 =+ 1 °C pendant 15 minutes.
-Le pH & 25 oC aprés stérilisation doit étre 74+ 0,1.
Laisser le milieu se solidifier dans les tubes en position inclinée.
A.1.2.5. Milieu de sporulation.
— Composition : Exfrait de viande :30 g
Péptone : 50 g o
Sulfate de manganése (MnSO,H,0): 31,3 mg
Agar:150g . o
Fau distillée : 1000 ml
— Préparation ~ .
Dissoudre en chauffant les ingrédients dans de Yeau ¢t répartir dans des flacons.
Stériliser a4 121 + 1 oC péndant 15 minutes. =
Le pH apres stérilisation & 25 oC est de 7,4 +.0,1. : .
Fondre le milieu lors de emploi, l& répartir dans de grandes boites de pétri (A.1,5.2.3.) et le laisser solidifier.

A.128. Solution de Ringer (diluée au1/4)
— Composition : Chlorure de sodium : 225 g
- Chlorure de ‘potassium : 0,105 g
. Chlorure de calcium6 H20:0,12 g
Bicarbonate de sodium : 0,05 g
- Eau distillée : 1000 ml = . ‘
~ Préparation : Dissoudre les ingrédients dans eau. Stériliser & 121 + 1 °C pendant 15 minutes. Le pH doit
étrede 7,0 £ O,1. ’ _ : s
A.1.2.1. Lait exempt de substances inhibitrices. .
-+ Lait UHT stérile exempt de substances inhibitrices. .
A.1.2.8. Solution étalon de pénicilline. . ‘
- Etalon & 0,004 pg/ml (= 0,0067 U.L/ml) de peénicilline, effectué a partir de lait exempt de substances
inhibitrices (A.1.2.7.). Cet étalon placé & -18 £ 2 °C se conserve au moins 3 mois. -
.A.1.2.9. Solution standard de sulfadimidine (= sulfaméthazine). - .
Etalon & 0,750 ug/ml de sulfadimidine réalisé & partir de lait exempt de substances inhibitrices (A.1.2.7.). Cet
étalon placé & -18 £ 2 oC se conserve au moins 3 mois. c
A.1.2.10. Microorganisme test. i .
Bacillus-stéarothermophilus var. calidolactis, souche ATCC 10149 ou C953.

A.13. Préparation du test.

A1.31. Culture de réserve. .- .

Le microorganisme test (A.1.2.10) est conservé sur une gélose nutritive inclinée et figée (A.1.24.).
Ensemencer & I'aide d'une anse imprégnée du microorganisme test en effectuant des stries sur la surface de la
gélose inclinée. Incuber 48h & 55 oC. + 1 oC. Aprés incubation, passer a la flamme et enfoncer légérément la bourre *
d'ouate dans le tube. Fermer hermétiquement le tube & I'aide d’'un bouchon stérile en caoutchouc. La culture mére
ainsi obfenue peut étre conservée plusieurs mois auréfrigérateur & 5°C. e

A.1.3.2. Matériel d'ensemencement. 1

Transvaser aseptiquement Ia gélose nutritive fondue pmﬁ' 1a culture du micro-organisme test (A.L.2.4,) aans
des boites de Petri stériles (A.1.52.2). Laisser le milieu se solidifier. Ensemencer la culture de réserve sur ce
milieu. Incuber 24h 283 £ 1°C. : .

(**) Nom commercial : Nutrient Agar.
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A.13.3. Suspension de §pores ‘ . - -
A.13.3.1. Reprendre la culture (A1:3.2) développée sur 1a boite de Petri dans 2 ml de solution de Ringer
 stérile & I'aide d'un écouvillen. stérile oudune spatule en verre stérile. Transférer a I'aide d'une pipette stérile 1 ml
de cette solution bactérienne sur les grandes boites de Pétri contenant le miliev de sporulation (A.1.25.), Etendre
Piniccutum sur 14 surface de la boite & Taide dun écouvillon -stérile ou d'une spatule stérile de Dri alsky.
Ensemencer ainsiun nombre suffisant de boites de Pétrl. Emballer les boites de Pétri ensemencéesdans un sac
de plastique et incuber 3 jours & 63 x 1oC, o : : : . :
. Al13.32. Transférer 5 ml de solution de Ringér stérile (A.1.28) sur chague boite et laver les spores de 1a
gélose & I'aide d'une spatule stérile ou dun écouvilion stérile. Transvaser la suspension de spores.dans un flacon
en verre stérile. Fermer le flacon etl'agiter vigoureusement. La suspension de spores ainsi obtenue doit avoirune
turbidimétrie uniforme. Si on observe un floconnage de sédiments, il faut remplacer ceite culture par une '
nouveéile culture préparée apartir de 1aculturede réserve (A.1.3.1.), Contrélerla suspension: de sporesd laided’un:
microscope quant & la pureté et & la sporulation. ‘ e . o . L
A1.3.3.3. Déterminer le nombre de spores sur le miliéu de base apres incubation & 83 + 1 ¢C pendant L h.
A‘13.3?4. Diluer la suspension 4 Y'aide d'une solution de Ringer stérile (A.1.28.) jusqu'a une concentration de”
environ 10" spores par mlL. . . . o T : )
A1335. Une telle solution de spores se conserve 1-an § une température de -18 oC + 2C,

A4, Préparation des fubes tést ou des microplaques test. . - .

A:14.1. Fondre le miliey de base (A.12.1.) du maximum 24h avant lemploi. Le refroidir & 63-oC. Ajouter de
mani¢re aseptique pay 100 ml de milieu de base, 2 ml de pourpre de bromocrésol (A.1.23) et 2 ml de soution de
trimétoprime {A.12.2.). Ajuster le pH du milicu & 63 °C & 800 + 0,02 par addition de NaOH I M a Taide
d'un pHmatre avec cortection de-température. Ajouter une quantité telle (soit dans les tubes tests =+ 450 ul et sur
les microplaques = 1 ml) de Jasolution de spores {A.1.3.3.5.) que le lait de controle (A:1.2.7.) (exempt de substances
inhibitrices) change complitement de couleur aprés + 4,5h d'incubation. . ‘

A1:4.2. Mélanger et répartir lo milieu dépreuye (A14.1) dansles tubes test{A.15.2.8.) ou dans les cupules de

1a microplaque (A.15.28.) en fractions de respectivement 1 mi et 200 pl. Laisser le milieu d'épreuve.se solidifier.
0-' igné‘eusement fermés, ilgs tubes d'essais ou les microplaques ent se¢ conserver § jour & une température de
$ oC. - : e - . . :
A.15. Appareillage et verrerie,

Matériel courant de laboratoire, notamment :

AL51, Appareillage. - . _ : : _
A1:5.11. Etuve & circulation dair foreée réglée & une température de 83 1C.
A15.12. Etuve & circulation dairforcée réglée a 55 £ 1C.
A.1,5.1.3. Bain marie circulstion foroée réglée 4 63 % 1°C.’

" A1514. Supportpourtubes, - - . - _
.. A15.15. Micropipettes & volume réglable avec les tips correspondants pour le prélevemerit de volumes de
100,200,300 et 450 1. . e ® o
A:15.2; Verrerie et matériel plastique.
A.152.1. Flacons & #cliantillons.

A.1.5.2.2. Boites de Petri’en verretransparent, incolore ou boites préstétilisées en matiire plastique, avec un
diamétre intérieur de environ 90 mim et une hauteur minimale de 10 mm.-Le milicu doit étre plat et avoir une
épaisseur suffisante. . - - : S

A.1:52.3. Boites.de Pétri en verfe transparent, incolore ou préstérilisées ‘en ,matiéré plastique, ‘-avee-un :

diamétre intérieur d’enviren 140 mim. Le milieu, doit &tre plat et avoir une épaisseur suffisanite.
' £1.524, Flacons d'une capacité de 20 ml.- AR :

A1525, Pipettes en verre o ori maériel plastique stérile dune capacité de 1 et 10l
~ A.1.528. Spatules en verre de Drigalsky. - ' o ) ‘

A1.52.7. Tubes & essais de dimensions 140 x 14 mm. . .

A1528, Tubes & essais courts de dimensions 85 x 14 mm.

‘A.1.5:2.9. Microplaques avee cupules & fond plat. .

Remarque : La verrerie peut étre stérilisé de la maniére suivante :

8) dans un four & air chaud 3 une température de 170 & 175 °C pendant 1 heure au moins;

b) & 'aatoclave A une températare de 121 oC pendant 20' min au moins.

. Les pipettes doivent #re stérilisées au four & air chaud.

A.1.8. Mode opératoire, B ,
_Al8l Les échantillons doivent &tre anzlﬁ:és le plus tot possible, de préférence dans.les 24 heures qui
. suivent Je préléevement; entretem&s. les échantillons doivent étre conservés & une température de 0 A j5oC, Sice

n'est pas possible; conserver les échantilions au congélateur (-30C ou -15 ). ‘ K L

A1.62. Identifier chague tube (A1.42) ou cupule (A.14.2) de chague microplagite contenant le milieu test.
A16.3. Mélanger J¢s échantillons & analyser. Transférer-respectivement 300 pl ou 100 yl de I'échantillon dans
un tube & essais {A.14.2.) ourdans une cupule de microplaque (A.14.2.) contenant le milieu test. .
A1.64. Transférer en double respectivement 300 [l ou 100 il de lait exempt de substances inhibitrices
(A.127.) dans un tube & essais (A1.42.) ou dans une cupule de microplaque {A.142.) contenant le milieu test.
A1.8.5. Transférer en double respectivement 300 ul ou 100 ul de Eéetalon pénicilline (A.1.28.) dansuntube &
essais (A.1.4.2)) ou dans une cupule de microplaque (A.1.4.2.) remplie de milieu test. . ‘

A1.6.8. Transtérer endouble respectivement 300 ul ou 100 il de I'étalon sulfadimidine (A.129.)dansuntubed '

essais (A.1.4.2.) ou dans une cupule de microplaque (A.14.2.) remplie de milieu test. . .

_uA.l.B.'I. Laisser les échantillons et 1es standards diffusér pendant 1 heure a la température ambiante dansle
_ miljeu test. : i
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A.l 6.8, Eliminer le surnageant de lait du milieu test contenu dans les tubes & essais ou les cupyles. Eviter
ainsi les contaminations entre les tubes ou les cupules, Fermer les tubes ou les cupules et Jes placer directement
ou aprés conservation a 5 °C (18 heures su maximum) dans un bain'marie 483 + 1 °C et incuber jusqu'a ce quele

_milieu test du lait exempt de substarices inhibitrices soit de colorahon jaune homogéne, Le moment de retrait de
l'incubation est déterminé, & partir du moment on la couleur dans les tubes o cupules d'échantillon de lait de
contrble {A.1.64.) commence A changer; on évalue la coloration toutes les 10 mmutes .

A.LT. Examen des échantillons, lnterpréhﬁon desrésultats, - -
- La coloration du milieu test est évaluée sur les tubes & esms ou les cupules 5410 mmnbes ‘aprés netrait du
bain-marie,
A1 Une coloration pourpre du milien test nmnfre la présenee de mbstancea inhibitrices, .

A.1.72. Une coloration pourpre dans seulement une partie du milieu test ou une décoloration mcompléhe (vert
jaune, jaune violet) indique la ‘présence possible de substances inhibitrice

A.1.7:3. Une coloration jaune du- milieu test signifie que des- substo.nces mhibxtrlces ne sont pas décelées.

A.1.74. Le milicu dand les tubes A essais ou cupulés avec le lait exempt de substances inhibitrices doit étre
wuloré en jaune. Si ce n'est pas le cas, la vitalité des spores est insuffisante et l'essai doit étre recommencé.. .
A.1.7.5. Le milieu dans les tubes & essais ou cupules contenant I'étalon de pénicilline (A.1.8.5) doit &ire coloré
en violet; tandis que le milieu dans les tubes & essais ou cupules contenant Pétalon de sulfadimidine (A.1.6.6.) -doit ~
Btre jaune-violet. Si ce n'est pas le cas, les spores sont mu!ﬁsament sensibles et essai doit éfre reeommencé

A.18. Confirmation deg résultats.

L'épreuve de confirmation des échantnllous qui dopnent une réaction telle que décrite au’ points A l 7.1, €t
Al172 est renhsée & laide de la méthode B

A2. Delvotest SP‘(Glst Bmcades SA).

A.21. Principe,

Le Delvotest SP, basé. sur le méme. principe.que le test de diffusion en gélose decnt au point A.1, peut -
-égalenjent étre utilisé comme méthode de séléction pour la détermination des échantillons de lait positifs ou
douteux en ce qui concerne les substances inhibitrices.

Le Delvotest SP peut atre utilisé en ampoules ou en mlcroplaques

A.2.2. Mode opératoireé. .

Tout d'abord, respecter ici aussi les directives relatives & 1a conservatxon des échnn’ullons Al.6.1). Proeéder
ensuite & l'exécutxon du test selon le volet livré avec le kit. En plus des échantillons & analyser, il est aussi procédé
‘& Yexamen en double d'un échantilion de lait exempt dantxbmhque (A. 1 2.7), un étalon de pemmlhne (A1248) et
Jd'un étalon de sulfadimidine (A.1.2.9.).

A2.3. Examen des échantillons, interprétation des résiltats.
. ‘ L'interprétation de la couleur du miliey test est effectuée aprés mcubaﬁun delg méme mamére que décnte en .
1 .

A:2.4. Confirmation des résultats
%mll;mer tous les échantillons ayant une réaction telle que décrite au moint AL 71.1 et AlT. 2 avec’ la
méth e

B, Confumatum

" Fout échantillon (A.18 ou A24) qui, 4 Yépreuve de sélection (A1 ou A.2) contient ou est succepuble de .
contenir-des substances inhibitrices doit étre confirmé par la méthode B.1 ou B2.

Les échantillons doivent au préalable étre chauffes a 80 oC pendam 10 minutes au bain-marie avant
confirmation. Le niveau d'eau du bain-marie doit étre au mdins 1 cim au-dessus du niveau du lait, Par chauffage,
les éventuelles substances inhibitrices naturelles contenues dans le lait sont'détruites. Aprés le chauffa les

- échantillons sont directement refroidis sous courant d'esu. froide et consérvés ultérieurement & 0-5
échantillons ol la confirmation est positive sont soumis & 1a détectiondes sulfam)des selon la méthode B3on B.4
Indépendmment du résultat, les £chantillons sont confirmés par la méthode

B.L Conﬁrmahon (en tubes & essais ou en mxcroplaques)

B.1.1, principe. -
. Laméthode décrite au pojnt A 1est repetee surles échantxllons de lait ehauffés afin d’éviter de confirmer des
échantillons contenant des inhibiteurs ‘haturels,

B.1.3. Préparation des tubes tests ou des microplaques tests.

B.13,1, Préparation de tubes tests ou des microplaques teésis, pour 1a CONIMAuon ae ja presence ae
substances inhibitrices non naturelles. Ces tubes ou ces microplagues tests sont préparés selon la méthode décrite
au point A.1.4. pour la confirmation de la présence de substances inhibitrices dans le lait.- .

B.1.4. Mode opératoire.

" B:1.4.1. Identifier chague tube & essais (A.X4.2) oucthique cupuli! dela mxcroplaque (A.l 4. 2) ‘

B.142. Mélanger lgs échantillons (A.1. 8.): Transférer 300-ul de I'échantillori de lait chauffé sur la gélose Wi
du tube & essais (A.1.4.2). Pour les microplagues, 100 ul de lait sont prélevés et déposés dans les cupules (4142 ).

B14.3. Effectuer également une analyse en double de respectivement 300 ul (tubes & essais) ou. 100" pl
fmmoplaque) de lait exempt de substxnces inhibitrices (A. 1.2 .7.); d'étalon pénicdhne {(Al28)etde sulfadimidme

élogl 4.4 Laisser les échmhllons et lés étalons dlff‘user ’pendmt l heure & tempéuture ambxante sur le- inilieu
4
- B.145. Eliminer Ie surnageant de lait sur la; gélose. 'Fenner les tubes ou les cupules de la plaque et les placer
dans un bain-marie & 63 + 1 °C jusqu'a ce que le milieu test conténant le lait'exempt de su inhibitrices
soit complétement coloré en jaune; Le moment de refrait du bain-marie est déterminé de la maniére suivante :
guand la coloration dans les tubes ou dang lés cupules des échantillons de 1ait exempts d'antibiotiques commence
changer, évniuer cette coloration toutes les mmutes
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B.15. Examen des écharitillons, interprétation des résultats. .

La couleurdu milien test est examinée sur les tubes & essais ou les cupules environ 5-4 10 minutes aprés
sortie du bain—marie. L . ' - ) ‘ -

B.15.1. Une couleur jaune du ‘milieu test montre Pabsence 4 un niveau décelable de substances inhibitrices
non naturelles dans le leit analysé. Un résuitat douteux ou positif de ce méme échantillon & 'épreuve de sélection
(A) signifie gue' des inhibiteurs paturels sont présents dans le lait. L'anslyse de ces échantillons n'est pas
poursuivie. . . _ )

B.1.5.2. Une couleur pourpre ou irréguliére (vert jaune) du milieu test confirme la présence de substances
inhibitrices non naturelles dans I'échantillon de lait. Ces échaniillons seront réexaminés quant & la présence de
sulfamides (voir B.3 et B.4), et indépendamment du fésultat, ils seront contrdlés quant & la présence de pénicilline
ou d'autres substances inhibitrices tel que décrit au point B.5. , _ -

" B.1.5.3. Le milieu des tubes & essais ou cupules contenant le lait exempt de substances inhibitrices (A.18.4)
doit &tre coloré en jaune; si ce n'est pas le cas, lavitalité des spores estins te et lessai doit étre reconduit,

B.1.5.4. Le milieu des tubes & essais-ou cupules contenant Tétalon pénicilline (A.16.5.) doit &tre coloré en
pourpre; le.milieu des tubes & essais ou cupules contenant 'étalon sulfadimidine doit avoir une coloration jaune
violet: si ce n'est pas le cas, la sensibilité des spores est insuffisante et l'essai doit étre recommencé. .

B2, Confirmation (Delvotest SP) en ampoules ou en microplaques

B.2:1. Principe. ‘ ' , : )

La méthode diécrite en A.2 (Delvotest SP) est répétée, mais cette fois avee du lait chaufié, pour confirmer la
‘présence de substances inliibitrices non naturelles dans le lait. Le test peut étre effectué dans des ampoules ou
dans des microplaques, ’ ‘ S »

B.2.2. Mode opératoire. - ' : ‘ o .

. -Le test est entidrement effectué selon les instructions fournies avec le kit. Les laits exempts de substances

inhibitrices (A,1.2.1.), les étalons pénicilline (A.1.2.8.) et les étalons sulfadimidine (A.1.2.9.) sont analysés en double
avéc les échantillons & analyser (AL8) . . o B . '

B2 3-Examen des échantillons, interprétation des résultats, i T

La couleur dy milieu test du Delvotest SP aprés i ibation est jugéé et interprétée de maniére analogue A
celle décrité au point B.1.5. - , x ' o -

Tout échantillon ol la présence de substances {nhibitrices non naturelles est confirmée est réexaminé pour
diétecter 1a présence de sulfamides (comme décrit en B3 et B4) et indépendamment du résultat, contrdlé quant a la
présence de pénicilline ou d'autres substaces inhibitrices comme décrit en BS. . g ‘

. B3. Confirmation de la présence des sulfamides (en tubes 4 essais ou en ‘microplaques)

B3.1. Principe. ’ ; ' . _— o

La méthode décriten.Al est répétée avec le lait préalablement chauffé (10 min., 80 °C) et en présence d'acide
para amino benzoique:pour confirmer la présence: de sulfamides, L'acide para amino benzoique soppése alaction
inhibitrice des sulfamides.. - : ‘ . e

B.3.2. Solution étalon. R

B2.2.1. Solution d'acide para amino benzoique.

Composition: . _acide para amino benzoique : 1.0 g

o eau distillée : 200 ml R g
Préparation : Dissoudre T'acide para amino benzoique dans l'eau én chauffant légirement. Refroidir & la

température ambiante, Cette solution se conserve au maximum 1 semaine & Uobscuritéet 4 une température de -

0-59°C, .

B.3.3. Préparation des tubes & essais et des micropjagues. .

B.3.3.1 Les tubes & essals’et les micmg;:ques sont préparés commie matériel de référence pour déterminer
Pactivité de Facide para-aminobenzoique. Ces tubes ou ces microplaques sont identiques & ceux utilisés lors de
P'épreuve de sélection et de premiére confirmation et ils sont préparés selon 1a méthode décrite en A.I4.

B.3.32, Préparation des tubes. tests ou des microplagues test pour la confirmation des sulfamides. .

B3.321. Fondre au maximum ‘24h . avant emploi le milieu gélosé de base (A.lz.l.g. Le refroidir & 63 _oC.
Ajouter, de manitre aseptique, par 100- ml, 2 7! de pourpre de bromocrésol (A.1.23.), 2 ml de solution de

trimétoprime {A.1.2.2.) et 2 ml de solution d'acide para amino benzoique (B.3.2.1). Ajuster le pH du milieu 4 63 oC

avec du NaOH 1M & 800 0,02 en utilisant un pHmétre avec correction de température.

Ajouter la solution de spores (A1.335) en quantité suffisante pour que le lait exempt de substarices -

inhibitrices. chinge complétement de coloration en % 4,5h.

B.3.32:2 Mélinger et répartir le milieu test de détection des sulfamides dans des tubes tests (A.15.28.) ou
dans les cupules de 1a plaque de microtitration (A.152.9.), en portions de respectivement 1. miou 200 pl. Laisser le
milieu test se solidifier. Les tubes tests ou les microplagues peuvent se conserver fermés 1joura 05 °C,

B.3.4. Mode opératoire, o , . v
" B.3.41 Identifier chaque tubé¢ & essais (A.1.42. et B.33.22) ou chague cupule de microplague (Ad.4.2. et

B3.322). . - »
B.3.4.2. Mélanger les échantillons 4 analyser (B.1.5.2. et B.2.3). Transférer 300 plde Péchantillon chauffé, dans

un tube & essais contenant le milieu test (A14.2) et dans un tube & essais contenant le milieu test pour les '

sulfamides (B.3.32.2). Pour le travail en microplaques, 100 %n de léchantillon de lait sont transférés
respectivement dans les cupules de 1a microplague &.1.4.2. et B3.3.22). R o
B.3.43. Réaliser également la détermination en double sur respectivement 300 ul (tubes A essais) ou 100 pt
(microplagues) din échantilion de lait exempt de substances inhibitrices {A.12.7), sur les mémes quantités de
l'étalon pénicilline (A.1.2.8) et de Iétalon sulfadimidine (A.1.2.9)). . ‘
. B.3.44. Laisser les échantillons etles étalons diffuser pendant 1h & 1a température ambiante dansle milieuw.
témoin et dans le milieu prévu pour la détection des Sulfgmidés. : : : S
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>

B.345. Eliminer le surnageant du miliéu test (sulfamides). Fermer les tubes ou les cupules et les placer dans
un bain d'eau 463 =+ 1 oC jusqu'a ce que la coloration du milieu test du lait exémpt de substances inhibitrices soit
jauné et homogene. . o o

Le moment du retrait du bain-marie est déterminé de la maniére suivante. Quand 1g coloration dans les tubes
g: d‘mlxeksl gupule:e des échantilions de lait exempts d’antibiotiques, commence a changer, évaluer cette coloration

utes lés 10 minutes. - :

B.35. Examen des échantilions, interprétation des.mésultats.
La coloration du milieu test pour sultamides est esmmivide environ $.4 10 minutes aprés le retrait des. tubeg &

“essais oy des cupules du bain-marie. La coloration di milieu test pour les sulfamides (+ ‘acide para

aminobenzoique) est comparée 3 celle du milieu test (sanswcide para-aminobenzoique),

B.35.1. Si I'ajout d’acide paraaminobenzoique (milieu test pour les sulfamides) produit une coloration moins
violetté ou moins jaune vert quie celle observée dans le milieu test sans acide ‘paraminoberizoique avec:lé méme
échantillon, cela signitie gue cét échantillon contient des sulfamides, Tous les échantillons ne ‘contenant pas de

“régidus de sulfamides sont trajtés comme en B.5. .

_ B.352, Le milicu test (pour sullamides) dans les tubes ou cupules doit avoir une coloration jaune avec le Tait
de contrdle exempt de tances inhibitrices (A.1.84.); si ce n'est pas le cas, les spores ont une vitalité
insuffisante et l'essai doit Stre tecommencé. - . , S o

B.353: Le milieu test (pour sulfamides) dans les tubes ou cupules avee l'étalon pénigilline (A.1.8.5.) doit étre
de coloration violette, Le milieu test ajouté a I'étalon sulfadimidine (A.1.88.) doit étre de coloration jaune viclette,
tandis que 1s coloration de Pétalon'sur le milieu test pour sulfamides doit étre jaune homogene; si ce n'est pas le
¢as, l'essai. doit étre reccomencs, - - : ‘ )

~ B4 Confirmation des sulfamides (Delvotest SP) eh ampoules ou en microplaques’
‘  BAl Principe. . . L
La méthode décrite au point A.2 (Delvotest SP) est répétée avec le lait chauffé au préalable (10 minutes/80 °C)
et en présence d'acide para amino benzoique pour confirmer la prés,ex}ee de sulfamides, ) .
., Les tests peuvent étre réalisés en ampoulés ou en microplagues. )
B.42. Mode opératoire. e ‘ ) N R
Le test est réalisé entidtement selon le' mode opératoire livré avec le kit de détection. PN
Les échantillons (B.1.5.2. 6u B.2.3) sont testés en présence et en absence d'acide para amino benzoigue. Les.

' échantillons de lait exempt de substances inhibitrices (A.1.2,7.), I'étalon de pénicilline {A.12.8) et Vétalon de

sulfadimidine (A.1.2.9) sont analysés en double avec et sans acide para amino benzoigue en méme temps que les
échantillons de lait (A.18). - ‘ . - :
B.4.3. Examen des échantillons, interprétation des résultats. . L .
irés incubation, 12 coloration du milieu test du Delvotest SP est examinée et interprétée tel que décrit en
B.35. La colorationidu milieu test de chaque échantillon en présence d'acide para amino benzoique est comparée i
celle du méme milieu en absence d'acide para amino benzoique. ) ) T
Bléanalyse de tous les &chantilions ou la présence de sulfamides n'est pas décelée est poursuivie comrne décrit
en B.S. o - . ) k

B.5. Confirmation des pénicillines {en boites de Pétri) ' . ‘

Tous les ¢chantillons montrarit une croissance des bactéries ralentie a 'épreuye de sélection (méthode A.1 ou
A2) ou de confirmation (méthode B.1 ou B.2) mais ol aucun résidu de sulfamides t'est mis en évidence (méthode
B.3 ou B4) sont contrdlés quant a la présence de pénicillines ou d’autres substances inhibitrices, S

B.5.1. Définition. - ' ‘ . » ‘
Un échantillon de lait contient de la pénicilline lorsque l'application de la: méthode décrite dans ce point
donne une zone d'inhibition qui se réduit (pénicilline + autre antibiotique) ou disparait (pénicilline) aprés ajout
de’ pénicillinase (bétalactamase) & Péchantillon. Si la zone d'inhibition ne disparait pas aprés ajout de
pénicillinase, 'échantillon de lait contient une autre substance inhibitrice; la zone d’inhibition ne disparait qu'en
partie lorsque Iéchantillon contient de la pénicilline et un autre antibiotique. ‘ L

B.52. Principe. - R o _ . o ‘
Un disque de papier -absorbant imprégné de lait & analyser est placé sur -la' surface d'un milieu gélosé-

. ensemencé avec une souche de Bacillus stéarothermophilus variété calidolactis. La ‘croissance normale des

microorganismes rend le milieu gélosé trouble aprés incubation. La présence d'une zone claire autour du disque
révéle la'présence dans le lait de substances inhibitrices de la croissance. Le diamétre de la zone claire dépend,
entre autres, de la concentration et du type des substances inhibitrices présentes.dans le lait. :

B.5.3. Milieux, solutions étalons, microorganisme test, .
Remarque : — Jes ingrédients des milieux doivent convenir pour les analyses bictériologiques
— l'eau utilisée doit &tre de Peau distillée sur verre ou de 'eau déminéralisée de pureté au moins
) - équivalente, exempte de substances pouvant inhiber la croissance des microorganismes.
B.53.1. Gélose nutritive, ’
(voir A124) . ' T
B.5.3.2. Milieu d'essaj .= Plate count agar.
{voir Al21) A
B:5.33. Solution étalon de pénicillitie. -
- (voir AL.28) S
B.5.34. Solution de pénicillinase. .
Dissoudre une guantité suffisante de pénicillinase (bétalactamase) dans de Yeau distillée stérile pour obtenir
une concentration de 40000 Ul/ml. Cette solution, de préférence répartie en petites portions, peut &tre conservée &
5 oC pendant 4 semaines. - ° : . - . T
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' B53.5; Organisme test.
(voir A.1:2.10.) _
B5.3.8: Culture test {suspension de spores),
(voir A.1:335) S ‘
'BJ54. Appareillage et ir_er—rerief
BJ54.1. Appareillage.
" (voir, A:L51)
" B54.2 Veirerie.
{voir AL.53) :
B.54.3. Disques de papier filre spécifiques & 1a détection dantibiotigues.
Disques d'un-diamétre de 12 & 13 mm*,

4

‘ chshitla test témoin doit étre _effectué sur nextf disques de chaque lot de ‘papiei filtre. Les disques imbibés d'eau .

Jée. stérile ne peuvent pas présenter de zone claire sur la plague de Pétri (B.5.54.) aprés incubation d
3 heures & une temipérature entre 55 et 63°C. C phaau -( ) aprts incu on de
B5:5. Mode opératoire. . R o

B535.1. Faire fondre le milieu dessai {B.5322.) et le refroidir a 55 oC, » _

. B.552 Ajouter, de maniérs aseptique, une partie de suspension de spores fraiches (B.5.3.8) & une quantité

suffisante dé milleu gélosé (5-25) pouroblenir la densité appropriée de colonies dans le milieu d’essai (B.5.3.2.)

- ensemencé et mélanger soigneusement, .. _ o ' ) . ‘- - -

B55.3. Tfansvaser dans une boite' de Pétri stérile et préalablement chauffée & 55 °C, le milieu d'essai

‘ensemencé (m.s.-z;t de fagon aformerune couche uniforme de 0,6 40,8 nm d'épaisseur ($oit 6 ml pour des boites
de diamétre normal de 80 mm), : " -

554, Placer les boites de Pétri sur une surface horizontale froide. Laisset soliditier le milieu gélosé. Sécher -

les boites. Retourne? les boites solidifiées. ) .

. B5.55. Les boltés de Pétri_ ainsi préparées doivent étre utilisées de préférence le jour méme, mais elle
peuvent &tre-conservées 1 semaine au maximum: & condition d'étre placées a 5 °C dans un sachet en polyéthyléne
scélé, immédigtement aprés leur préparation.  ° S ; o

B8, Réalisation de l'essal,

B.5.6.1. Préparation des €chantillons. - .

. On utilise les échantillons de-lait chauffé (10 'min, 80 *C). Aprés mélange, transvaser 9,75 ml de lait dans un

flacon stéril et ajouter 0,25 ml de solution de pénicillinase (B.5.34.) de telle maniére que la concentration en

pénicillinase soit de 1000 Ul/mt (Rapport échantilion/ solution. de pénicillinase = 39/1). Bien mélanger etincuber 4
" 37 o, pendant 1h1/2. o . . ‘ o - ) - .

B.5.6.2. Détection de la pénicilline. ~ - . _ . . »

B5.6.2:1. Mélanger soigneusement l'échantillon. Plonger un disque de papier (B5.4.3.) avéc le bord au ras de
1a surface du lait jusqu'd ce qu'il soit bien: imprégné, & Yaide d’une pince propre et séche. Eiminer le surplus de lait
en pressant ledisque de papier contrela paroi du flacon. Placer le disque & platsur la surface de la boite de Pétri
(B5.54.) et appuyer légérement & Yaide de la pince.. . :

B.5.6.2.2. Un disque imprégné de la.solution delait aprés traitement & la pénicillinase est réalisé pour chaque

échantilion (B.5.68.1).

B.5.6.23. Les disques’ doivent se situer a 20 mm au moins les uns des autres et & 10 mm au moins du bord.

. B56.24. Afin de déterminer la sensibilité du test, on place des disques dansla solution étalon de péniciliine

(B5.33). On utilisera au minimum-unde ces disques étalons par boite.

_.BA568.25. Par boite de Pétri, on.constitue aussi un blanc avec yn disque exempt de substances inhibitrices.
- B.5.6.2.6. La haite de Pétri olx les disques de papier ont été disposés est placée pendant 2,5 & 3h lecouvercle en
bas a une température d'incubation de 55 4 83 °C. o ) ‘ S

B.5.6.27. Aprés -incubation, Jes boites de Pétri sont examinées quant a.la présence de zones d’inhibition.
. Mesurer ces zones claires, Il doit y avoir des zones claires dau moins 2 mm autour des disques contenant la
solution étalor de pénicilline. | :

.B5.6.28. La présence de zones claires d'au mioins 2 mm autour des disques contenant Yéchantillon de lait -

révéle la présénce de substances inhibitricés.

'B5.7. Interprétation des résultats. '
B5.7.1. Si aucune zone claire n'apparait autour du disque confenant 1a solution témoin de pénicillinase, mais
- qu'une zone claire d’un diamétre égal ou supérieur & celui de la zone développée, apparait autour du disque
contenant la solution étalon de péniciline, cela signifie que le taux d'antibiotiques exprimé en benzylpénicillinate
de soude est au moins de 0,004 mg/ml Sila petite zone claire autour du disque de T'échantillon de lait traité & la
_pénicilline a moins de 2 mm ‘de diaméire, on n'en tient pas compte. . ’
B5.7.2. Sile diamétre moyen de la zone dinhibition autour du-disque traité & la pénicillinase est égal au
diamétre moyen de la zone claire autour du disque contenant Yéchantillon de lait, ce lait contient.des substances
inhibitrices qui ne sont pas inactivées aux concentrations de pénicillinase utilisées dans la présente méthode.
. . BS513.Sile diamétre moyen de la z6he claire autour du disque contenant la pénicillinase est inférieur au
dismeétre moyen du disque de 'échantillon de lait, cet échantillon delait contient & la fois de la pénicilline et une
autre substance inhibitrice. . . C ’ B

(°) : Schleicher & Schiell 601/2 ou uné qualité correspondante.
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SCHEMA DU MODE OPERATOIRE POUR LA MISE EN EVIDENCE
DES SUBSTANCES INHIBITRICES NON. NATURELLES DANS LE LAIT

EPREUVE DE
SELECTION.
Tubes pH =
Mlcroplaques

|

-+

-

lait chauffé 10 & 80°C

[ LEGENDE
A

- . présence de pénase
B

. - . L'ajout de pénase
c

de pénase

: La zone d'inhibition dlsparalt en
La zone d‘inhibition se. retrecxt avec

: Pas de zone d'lnhlbitlon ou zone
d'inhibition aussi grande aprés ajout

EPREUVE DE
CONFIRMATION
Tubes pH = 8,0
Microplaques
- L
MISE EN EVIDENCE DES
SULFAMIDES .
'Tubes o PH = 8,0
Microplaques, PABA ‘
| P
[~ MisE EN EVIDENCE (CONCENTRATION) DES
.  PENICILLINES - ‘
plaque pH'= 7,0
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) A |a B ' ¢
benzylpenlczlllne-
“gonc.< 0,004 ng/kg
benzylpénicilkline-
“conc. = 0,004 mg/kgj
pénicilline
+ autres substances
1nhzb1trices
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¢ wlv._ v o H : H L oo o
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tif -~ Substances penali- tion . >’tlon kion - "lisation
inhibitrices satlon pen1c1111ne Pénicilline .-autres: sulfa-
naturelles . + autres - substances. mides
_substances . inhibi-

- _inhibit::iges trices
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Hemarques concernant le schéma de mise en évidence des substances inhibitrices non naturelles dens le lait.

.- Mulgré lutilisation dun méme microorganisme test (Bacillis stéarothermophilus var. ca!fdoiacﬁs), la
sensibilité du test dépend de la méthode d'exé¢ution en tubes ou en cupules de microplagues d'une part ou en
boites de Pétri d'autre part. La sensibilité pour divers antibiotiques est notablement plus grande si on effectue
l'egsai en tubes ou en microplaques. : . . -

= Lors de lépreuve de confirmation des pénicillines, on doit tenir compte du fait que -Pactivité
antimicrobienne de.certaines pénicillines produites partiellement par synthése n'est pas complétement anéantie -
par la pénase & une concentratiofi de 1000 Ul/ml. ) . -

Vu pour étre gnnexé & Y'ariété ministériel du 14 octobre 1994.

Le Ministre de IAgriculture,
" A.BOURGEOIS*

——————

Annexe 9 : Détermination du point de congelation .
1. Définition _ L : IR
Point de congélation du lait : valeur mesurée selon Ja méthode décrite dans la présente norme et expriméeen
legrés Celsius (°€). s ’

2. Principe .

Reftoidissement d'une prise d'essai jusqu'a la température appropriée, en fonction de Yappareil, et amorce ge -
a cristallisation par vibration mécanique entrainant une augmentation rapidede la température jusqu'a un palier
sorrespondant au point de congélation de la prise dessai. - o ‘ .

L’instrument est étalonné de maniére a obtenir des lectures correctes pour deux solutions étalons en utilisant
¢ méme mode opératoire que pour les &chantillons de lait. Dans ces conditions, le palier donrie le' point de
rongélation du lait'en degrés Celsius. . T Co . . .

- 8. Appareillage et verrerie -
- Matériel courant de laboratoire, et notamment
31.Cryoscope . o -
" L& cryostope se compose d'un bain de réfrigération contrélé par thermosiat, Qune SoRpE & Lusruis s
Lﬂ;ermométne a résistance semi-conductrice) avec circuit associé, d'un galvanomatre, ou « lecteur », d’'un agitateur
échantillons, d'un systéeme pour amorcer la congélation et de tubes a échantillon. .
_ 10 Bain de réfrigération ‘ )

Deux types de bain de Téfrigération peuvent. &tre utilisés.
a) Type & immersion. TR ) ] 4 ‘ ]

_ Ce type consiste en un bain parfaitement isolé contenant un lquide de refrojdissement approprié agité de -
maniére que la différence de température entre deux -points quelconques du liguide ne dépasse pas 0,2 °C. La
température du liguide ne doit pas'varier de plus de % 0,5 °C de la valeur nominale établie par le fabricant. '

11 est important que le liquide dans le bain soit maintenu A un niveau constant: Toute 1a surface du tube &
échantillon au-desSous du' trait rep‘ere de volume doitétre recouverte par le liquide de refroidissement. ‘

_b)Types circulation. . R . :
Un courant continu de liquide de refroidissement appropri¢ circule autour du tube & échantillon. La
température du liquide ne doit pas varier de plus de + 0,5 °C dela valeur nominale déclarée par le fabricant. _
- Une :olution agueuse de 1,2 éthanediol {éthyRneglycol).& 33 % (v/v) constitue un liquide dé refroidissement
approprie. L ‘ . .
20 Thermigtance et circuit corinexe ’ . = .

‘La therinistance doit &tre du type sonde en verre (diamdtre maximal 1,60 £ 0,2 mm et diamétre conductéur
maximal de 0,31 mm); Lia constante de temps de la thermistance doit étre inférieure 4.2 secondes et la valeur de B
{voir note) doit étre élevée. La tension de service, le courant et la constante de dissipation doivent étre tels que la
température de la thermistance ne g'éléve pag de plus de 0,0005 oC aytour de — 0,512 oC. La tolérance maximale de
ja résistance doit &tre d¢ £ 5%. . . ‘ A : . X

Quand la sonde est en positior: de service dans le cryoscope, Pextrémité de 1a partie en verre doit se trouver
dans Paxe du tube & échantillon et 444,6°% 0,1 mm au-dessous du sommet du tube (voir figure 1). Un centreur doit
étre fourni pour permetire & Putilisateur de placer la sonde dans cette position. ‘ _

Note -

§ définit .le's‘ca.mctéri.sﬁques-ﬁiermiques de Ia thermistanice selon 1a formule :
dR _ 1 B : :

“ITEFRTT

ot T

T représente la température endegrés Kelvin,

R représente la résistance eh ohms & la température T,
- 35 %représente le coefficient de température. .
B est une i:bnshnte qui dé‘pénd du matériau utilisé bdur l& fabrication de 1-4 thermistance. En: pra;iqule

courante; une valeur supérieure & 3.000 esf couramment recommandée,
30 Appareil de mesure et de lecture
a) Principe de mesure. L

- 1'instrument utilisé doitopérer selon le principe de recherche du premier « palier » dans la courbe du point de
congélation. Le palier correspond & ia partie de la courbe dans laquelle la température reste constante a

+ 0,002 °C prés pendant 20 secondes au minimum.

20911
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b) Opération manuelle. .

La résistance de la thermistance doit &tre équilibrée- au moyen d'un pont de Wheatstone ou d'un appareil
similaire, en utilisant des résistances stables de qualité supérieure dont la tolérance maximale est de + 10%et
dont le coefficient de température ne dépasse pas 2 x 10 oC, o

La résistance de référencé doit avoir une linéarité dans sa gamme dutilisation meilleure gue-0,3 % de sa
valeur maximale, - - B :

_ Tidoit étre possible d’ajuster les résistances pour ur étalonnage. .

1/écart entre les graduations du cadran de mesure ne doit pas étre supéfieur & 0,001 °C.

¢) Opération automatique. . : ]

Lappareil de lecture doit permettre d¢ distinguer au moins’ 0,001 oC dans la gamme de 0 4-1°C,

La stabilité de Yappareil de lecture et de son circuit assoeié doit étre telle que 'écart ne soit.pas supérieur a
0,001 °C entre deux-Jectures successives dune méme température. . _ . _

. La linéarité du circuit doit étie telle qu'aucune erreur supérieure & =+ 0,001 °C ne s'introduise en un point

. quelconque dans la gamme -0,400 4 -0,600 °C quand l'appareil est utilisé correctement.
. ' . 4o Bgitateur v ) :

. ’ fr;ur agiter la prise d'essai, utiliser une tige en métal, inerte vis-d-vis du lait. ayant un diamétre compris entre
et 1,5 mm. ' ’ .

.L'agitateur doit dtre réglé en amplitude et installé verticalement, son extrémité inférieure étant au méme
niveau que la pointe de la sonde & thermistance. Une tolérance d'environ 1,5 mm au-dessus ou au-dessous de cette
position est ddmise. ‘ : . .

Liagitateur doit vibrer latéralement avec une amplitude suffisante indiquée par le fabricant (au moins
+ 1,5 mm) pour assurer une température uniforme & la prise d'essai pendant la détermination. Au cours de son
fonctionnefnent, Iagitateur ne doit, & aucun moment, toucher la sonde & thermistance ou la paroi du tube.
. 5o Dispositif pérmettant d'amorcer la congélation Lo :
Ce dispositif peut &tre n'importe quel appareil.qui, en fonctionnant, amorce instantaniément la congélation de
]a prise d'essai, de telle sorte que la température de cette prise d’essai s'éléve au voisinage du point de congélation.
Lagitateur peut étre utilisé & cet effet; une des méthodes consiste A augmenter Yamplitude de vibration pendant 1
4 2 secondes, de facon que l'agitateur touche la paroi du tube & échantillon. - o R
6° Tubes & échantillon . ’ T
" Les tubes & échantilion (voir figure 1) doivent étre en verre de 50,8 £ 0,1 mm de longueur, 16,0 + 0,1 mmde
diametre extérieur et 13,5 + 0,1 mm de diamétre intérieur. L'épaisseur du verre ne doit pas varier de plus de
0,1 mm sur I'ensemble de la paroi. o . . - .
Les tubes doivent avoir un trait repére situé 29,8 mm au-dessous du bord (21 mm au-dessus de la base du
tube) pour indiquer un volume d'échantillon de25 £ 01lml - )
70 Alimentation électrique | o L ) . e
- La tension d'alimentation doit 8tre stabilisée, soit. 4 lintérieur ou a l'extérieur de Pappareil, de sorte que les
ﬂugh’t‘ations ‘éventuelles ne dépassent pas £ 1% de la valeur nominale quand I'alimentation principale varie de
3.2. Balanice analytique. . _
3.3. Fioles jaugées a un trait de 1.000-ml de capacité, classe A,
34. Etuve, bien ventilée, réglable & 130 % 1.4C. _ )
-ou four électrique, ventilé, réglable & 300 = 25 °C.
3.5. Dessiccateur.

4, Réactifs :- . ,
. 41. Eau-distiliée-dans un appareil en verre borosilicaté; bouillie et vefroidie. & 20 % 2 °C dans une fiole
pourvue d'un tube absorbant l'anhydride-carbonique. . . - e . . 7
42. Chlorure de sodium, de qualité analytique, finement broyé, séché pendant cing heures 4300 £ 25 °Cdans

" e four électrique ou séché dans l'étuve 4 130 & 1 oC pendant au moins 24 heures et refroidi A la température

ambiante dans un dessiccateur efficace..
4.3. Solutions étalons . i : . o
Peser la quantité appropriée (voir tableau 1) de chlorure de sodium séché - 4:2) dans un vase & peser.-
Dissoudie dans l'eau (4.1), oné'msvaser' quantitativement dans une fiole jaugée de 1.000 ml ét compléter au trait

tepere avecleaud 20 + 2

Conserver cette solution pendant 2 mois au maxinium 4.5 oC environ'dans des flacons en polyéthyléne bieﬁ

Tableau 1 — Point de congélation de solutions de'chlorure de sodium 820 °C

g NaCi/l ' ' C
8,859 o - .~ 0,408
818 - 0,484

8,140 , ~ 0483
8314 ’ T - 0492
8,480 -1 - 0,502
8,646 - 0512
8,811 - 0521
8917 , - 0531
o143, : : - 0,541
10,155 : R | © ~ 0800

Avant dutiliser une solution étalon, la mélanger éoig_neusenien't par agitation et retournements successifs du
flacon. Ne pas agiter violemment la solution étalon, afin d'éviter l'incorporation d'air. ’ : -
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’

Les prises d'essai d'une solution étalon doivent étre effectuées par écoulement dans un gobelet sec et propre.
Ne pas utiliser de pipettes. . i

Ne pas utiliser de solutions contenues dans des flacons aux trois-quarts vides et ne pas utiliser de solutions
ayant plus de deux mois si gﬂes ne contiennent pas un fongicide (solution de thiomersal & 10 g/l par éxemple).

5. Et.aloximge du eryésoope a thermistance: ‘ ‘

.Le cryoscope doit étre réglé, de telle sorte que la température ambiante ne s'écarte pas deplusdeloCdela
température d'étalonnage. Le cryoscope ne peut pas étre exposé & la lumiére du soleil, aux. courants d'air ou & une
température ambiante dépassant 26-27 oC, . :

S'assurer gue le cryoscope est en état de fonctionnement conformément aux indications du fabricant et qu'ila
&té mis en sexvice 12 h aumioins avant de procéder & Tétalonnage. Vérifier la position de la sonde, amplitude des
vibrations de l'sgitateur et la température des fluides cryogéniques. -

. Choisir deux solutions étalons (voir tableau 1) qui encadrent de prés la valeur supposée du point de
congélation supposé du lait & analyser. La différence entre les points de congélation des deux solutions devrait, de
préférence, ne pas dépasser - 0,100 °C, -

- (Avec certains types de cryoscopes actuellement disponibles, le circuit associé 4 la thermistance est congu de’
maniére a se stabiliser sur une valeur spécifique du point de congélation dans la gamme des mesures de
Yappareil. Dans ce cas, la sélection, parmi les solutions étalons, d'une solution étalon ayant ce point de congélation
facilite 'étalonnage; le fabricant doit: indiquer cette valeur). C

Introduire & laide d’une pipette 2,5 + 0,1 ml d'une solution étalon dans un tube & échantillon propre et sec,
puis procéder & la mesure & Taide du eryoscope. S

Note ot )

Les tubes & échantillon utilisés pour Pétalohnage doivent étre fabriqués et traités comme cetix utilisés pour
les échantillons de lait (méme type de verre, lavés et rineés avec de Teau déminéralisée). Les températures des
solutions étaloss doivent étre identiques: a celles des échantillons de lait. ‘
© Probéder aux controles d'étalonnage, en respectant les indications du fabricant, jusqu'a ce que la lecture du
cryoscope s0it identigue au-point dé congélation de la solution étalon. Répéter cette opération avec Tautre solution
étalon et continuer en alternant de ia sorte jusqu'a ce que les lectures successives donnent, pour chague solution,
1a valeur correcte de leur point de congélation sans réglage supplémentaire, Le cryoscope est alors prét & Yemplol
et indique directement, sans correction,. le point de congélation de I'échantillon de lait.

6. Préparetion de I'échantillon & analyser . :

6.1, Si nécessaire; conserver les échantillons & une température entre 0 et 5 °C. .

62. Eliminer de l'échantillon tout corps étranger visible ou toute matitre grasse solide par filtrage, si
nécessaire, dans un récipient sec et propre et mélanger doucement 'échantilion. Si un filtre est utlisé, il doit étre
_ inerte vis-d-vis du lait et efficace 4 la température du laboratoire. : ‘ . o

6.3. Le lait peut étre analysé a sa température de conservation ({mtre 0 et 5 °C) ou peut éite amené a la
température di laboratoire immédiatement avant de commencer l'analyse. Lors de leur utilisation, les solutions
étalons et les échantillons de lait doivent cependant étre 4 la méme température.

. 8.4. Déterminer Yacidité titrable du lait, autant que possible, en méme temps que 1a détermination du point de
congélgtion. Les échantiilons dont I'acidité dépasse 0,18 g d'acide lactique pour 100 mi de lait ne peuvent pas étre
analysés. - ; i

algfé Le Lait UHT et le lait stérilisé doivent reposer au moins 20 minutes dans un récipient ouvert avant d'étre
an: s, ; ‘ o

' 7. Mode opératoire

7.1, Vérifications préliminaires o } _
S'assurer que le niveau et la température du liquide de refroidissement sont conformes aux indications du
.fabricant et que la sonde & thermistance se {rouve dans un tube & essai vide, & l'emplacement exact de

'échantillon. Metire le cryoscope en service et s'assurer que le liquide de refroidissement est convenablement’

agité ou circule correctement selon le cas. Si le cryoscope a fonctionné pendant 12 h au moins, vérifier la
température du liguide de refroidissementde inéme gque la position de l'agitateur et 'amplitude de ses vibrations.

7.2. Vérification de routine de Pétalonnage .

Avant chague série d'essais, mesurer le point de congélation d'une solution étalon de chlorure de sodium (par
exemple, une solution ayant un point de congélation de -0,512 °C) jusqu'a ce que les valeurs obtenues a l'issue de
deux déterminations consécutives ne different pas de plus de 0,001 oC. Si la moyetine de ces valeurs différe de plus
de 0,002 C du point de copgélation de la solution étalon, étalonner & nouveau le cryoscope comme décrit au point
8i le cryoscope estrutiiis‘é en continuy, effectuer la vérification de routine de 'étalonnage au moins une fois par
heure, en respectant les indications da fabricant.

7.3. Détermination du point de congélation du lait
_ Mélanger le récipient contenant Péchantillon de lait par agitations modérées et retournements successifs.
Eviter d’agiter violemment Téchantillon afin d'éviter toute incorporation d'air.

Introduire & 'aide d'une pipette 25 + 0,1 ml de lait dans un tube a échantillon sec et propre. S'assurer que la
sonde et 'agitateur sont propres et secs, les essuyer si néeessaire de bas en haut avec un tissu doux, propre et ne
peluchant pas.

Placer le tube & échantillon dans le eryoscope &talonné en suivant les indications du fabricant. Lee lait e
refroidi et 1a congélation amorcée, & £ 0,1 °C prés de la température indiquée par le fabricant. .

(Sur certains appareils automatiques, cette température peut étre relevée sur le lecteur digital; sur les
appareils manuels, la précision nécessaire est obtenue en s'assurant que la congélation débute lorsque I'aiguille ou
le fil du galvanometre coincide avec le repére approprié).

Si, pour une raison guelconque, 1a congélation débute avant ou aprés la plage de température indi_quée,'
arréter I'analyse et la recommencer. avec une autre prise d’essai de lait. Si cette deuxiéme prise d’essai congéle
aussi avant la température indiquée, chauffer une fraction aliquote du lait & examiner 4 45 oC et la maintenir &
cette température pendant cing minutes pour permettre la fusion de la matiére grasse cristalline.

Refroidir ensuite & la température dlessai et procéder immédiatement & une nouvelle analyse. La
terapérature du lait aprés le début de la congélation augmente rapidement jusqu'a une valeur qui reste
pratiquement constante pendant un certain temps avant de redescendre. Le pointde congélation correspond  la
température la plus ¢levée atteinter durant cette périgde, valeur qu'il convient de relever.
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Note . . S . ‘ :
Le temps pendant lequel la température reste constante et lintervalle de temps entre le début de la
congélation et obtention de la température la plus élevée différent d'un échantillon a Yautre et sont considéra-
blement plus courts pour eau et les solutions étalons de chlorure de sodium que pour le' lait. Tl est essentiel de
relever la température la plus élevée. ) . :

Lorsque la mesure est effectuée de facon satisfaisante, enlever letube, lerincer 4 I'eau puis essuyer de bas en
baut 1a sonde & thermistance et Iagitateur avec un tissu doux, propre et ne peluchant pas et procéder & une
seconde détermination sur une-autre prise d'essai. :

_ Sila différence entre les points de congélation obtenus est supérieure a la valeur de la répétabilité (0,004 oC), .
effectuer une seconde détermination sur une autre prise d'essal. Si les valeurs des deux déterminations
concordent & 0,004 °C pres, elles devraient éire retenues et utilisées pour le calcul du résultat final.

Détail du cryoscope a thermistance. (position du tube & egsai par
rapport & la bille de la thermistance et & l'agitateur).

\ Mandrel

4 Mandnn

P

N

Sample tube - o -
Tube i échannilon -

Sor dre

‘" : ) : : Agitatey

“s840,8

“Thermustor bead
-Billes en vecre de
thermistance

Y

13,5201

Al dimensions in mm
Toutes dimensions en mm:
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7.4. Refroidissement de la sonde ‘
. Aprés utilisation de 'appareil, placer un tube & échantillon vide a 'emplacement de V'échantillon et abaisser le
mandrin dé facon A garder la sonde au froid. : . -
(Avec certains types de cryoscope, cela n'est pas possible; s'assurer dans ce cas que la sonde est bien refroidie
avant d'effectuer les mesures en procédant par exemple & plusiears déterminations factices jusqu'a obtention de
lectures identiques), .

8. Expression des résultats

8.1, Caleul

Si ['étalonnage est confirmé aprés vérification de l'étalonnaée en routine, prendre comme résultatla moyenne
des deux valeurs acceptables obtenues pour le point de congélation arrondie 4 la troisiéme décimale.

Si la somme des deux valeurs acceptables de déterminations effectuées en double est un nombre impair, la
moyenne doit étre arrondie a la valeur paire la plus proche comme }e montre 'exemple Vsuivant :

Point de congélation { °C) -
Valeurs des déterminations en double - ' . - Moyenne
—ob4 -0 . Y
— 0,545 . .= 0,546 { - 0,546

8.2, Répétabilité (r) : 0,004 °C.
Reproductibilité (R) : 0,006 oC,

Vu pour dtre annexé & larrété ministériel du 14 octobre 19094,

Le Ministre de I'Agriculture,
A. BOURGEOIS

) . ..nnexe 10 : Examen de Ia proprete visible
1. Principe ‘ — B . .
. Ladétermination de la propreté visible est réalisée par une épreuve de filtration. Celle-ci consiste & filtrer, &
Paide d'un-appareil de filtration, un volume défini de lait & travers un petit disque d'ouate. : .
-2 Equipemeht o
‘2.1, Appareillage ' o
L'appareil de filtration doit &tre approuvé par e Ministére de I'Agriculture.
2.2. Disques d’ouate " o . .
— disques d'ouate corresponidant 4 la qualité déterminée par le Ministére de I'Agriculture.
— disques d'ouate standards. parmi lesquels un disque dont ]e dépbt est de 0,25 US.
- 3. Exécution o . : ,
 Environ 40 ml de lait sont aspirés ou refoulés sans interruption avec l'appareillage, a travers un disque
d'ouate, de surface circulaire, dont le diamétre est de 64 mm, - . ;

En dérogation & ¢e qui a été écrit auparavant, le test de filtration peut aussi &tre effectué sur des échantillons
d'environ 200 ml-& 250 mlde lait.’ .

La surface filtrante doit avoir, dans ce cas, un disméire de respectivement 14 ou 16 mm.
Aprés utilisation, les disques sont séchés. I1 est impératif d’éviter le brunissement par la chaleur.

4. Interprétation ) . . :
L'interprétation a lieu sur Jes disques secs. La classification se fait par comparaison aux disques standards.

Vu pour étre annexé & I'arrété ministériel du 14 octobre 1694.-

Le Ministre de FAgriculture,
A. BOURGEOIS
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Annexe 11 :Recherche de la presence de traces de desinfectants (oxydants)

2. Princlpe : .
Par Yaction doxydants sur Piodure de potassium en milieu acide, liode est libéré et coloré en bleu par une
solution d'amidon. . ‘

2. Produits chimiques oo :

Les produits chimiques doivent &ire de qualité « pour analyse » L'eau utilisée est de Feau déminéralisée.

2.1. Acide chlorhydrique 36 — 38 % (exempt dé chlore) ’ '

A conserver 3 I'obscurité T

2.2.'Solution d'amidon 2 % . ) . .

La solution peut étre conservée au frigo pendant une semaine. Utiliser de préférence un amidon selon
Zulkowsky. . . . .

2.3. Solution dliodure de potassium 10% ‘ .

La sclution doit étre préparée le jour de Yexécution de l'épreixve et elle doit étre conservée a lobseurité.

2.4. Solution de chloramine T

— préparation de la solution A

Peser 0,1 g de chloramine T p.a. (C'H:CINNaQ:S.3H:0).

Transférer dans un ballon jaugé de 50. ml et porter au trait de jauge avec de TYeau déminéralisée. Bien
mélanger. Cette solution conservée a 4 °C, peut éire utilisée-pendant une sémaine maximum.,

— préparation de la solution B i L ) : ) .

Pipetter 3 ml de la solution A et ajoutér 17 ml de lait. “Utiliser de préférence du lait cru de différentes fermes,
qui ne subit aucun changement de coloration (voir pgragraphe 4 : exécution). ) - -
Bien mélanger. Cette solution constitue la solution standard et est équivalente & 20 ppm de chlore actif.
Cette solution peut au maxinaum étre utilisée’ pendant 3 jours et doit étre conservée au frais et a 'obscurité.

3. Equipement

3.1. Des tubes & essais ‘

3.2. Des pipettes de 1 ml, graduées au 0,1 ml. )

Les tubes & essais et pipeites doivent étre secs et bien nettoyés.

4. Exécution , - . - ) '

Veiller & ce que lérs de’l'exécution des points 41. & 4.4, la paroi dutube & essais se trouvant au-dessus de la
surface du liquide ne soit pas mouillée, afin d’éviter des réactions faussement positives. -

41. Pipetter 1 ml de lait & analyser au fond d’un tube a essais. Pipetter de la méme maniére 1 ml de
chloramine T (solution B) dans un autre tube a essais._ ' - .

. 42. Ajouter & chague tube A éssais 0,1 ml de la solution d'icdure de potassium et 0,1 m! de la solution

d’amidon. Bien mélanger, . ’ -

4.3. Ajouter & chaque tube a essais 1 ml d'acide chlorhydrique sans quie celui-ci ne touche la paroi du tube &
essais. . . N : '

4.4. Mélanger immédiatement aprés addition de I'acide. '

45, Apprécier la-couleur aprés 3 minutes. - R

Considérer Véchantillon comme. positif lorsque la -coloration de Iéchantillon. est d'intensité’ égale ou
supérieure & celle du standard. - . i

4.6. Quand on effectue des séries d'analyses, il faut recommencer I'épreuve lorsquiur échantillon réagit
positivernent. Si Ia réaction est & nouveau positive, on estime que Péchantillon contient des traces d’oxydants.

Remargues: : » L C ) :

. — il est impératif de respecter scrupuleusement la durée de 3 minutes; nécessaire au développement de la

coloration. . - .

— en routine, il est eonseillé d'effectuer les analyses par petites séries.

Vu pour étre annexé a Parrété ministériel du 14 octobre 1994,

Le Ministre de YAgriculture,
’ A. BOURGEOIS
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Annexe 12 : Détermination de la teneur en matiére grasse

1. Principe | P :

Extraction dune solution ammoniaco-éthanolique d'une prise d'essai au moyen d'oxyde diéthyligue et d'éther
de pétrole, élimination des solvants par distillation ou évaporation puis détermination de la masse des substances
extraites solubles dans Véther de pétrole (méthode habituellement connue sous le nom de Rése-Gottlieb).

2. Reactifs

Tous les réactifs doivent étre de gqualité analytique reconnue et ne doivent pas laisser de résidu appréciable
lors de l'essai & blanc. ,

Pour véritier la qualité des réactifs, effectuer une détermination comme spécifié au point 4.3. Pour le pesage,
utiliser une fiole, un gobelet ou une capsule métallique vide, préparés en tant que tare comme indiqué au point4.4
(pour pouvoir corriger Pincidence de modifications des conditions atmosphériques sur le poids obtenu). Si le:
résidu global, corrigé en fonction des modifications apparentes de la masse de la tare, est supérieur & 2,5-mg,
déterminer lé résidu des solvants en évaporant respectivement 100 ml d'oxyde diéthylique et 100 ml d'éther de

pétrole, Utiliser également une tare pour le pesage. Si le résidu est S_upérienr a 2,5 mg, nettoyer le solvant par-

distillation ou le remplacer.

2.1, Hydroxyde d’'ammonium, solution & environ 25 % (inlm) de NH,. Une solution d’hydroxyde d’ammonium

plus concenirée peut également étre utilisée. , .
- 2.2, Ethanol, au moins 94 % (v/v). De I'éthanol dénaturé par du méthanol peut &tre utilisé pour autant qu'il soit
certain que cela ne modifiera en rien les résultats de la détermination. : .
2.3, Rouge vongo ou rouge de crésol ‘ o ,
Dissoudre 1 g de fouge congo ou de-rouge de crésol dans Yeau et diluer 4 100 ml.

Llemploi de cette solution, qui permet de mieux voir linterface entre le solvant et la couche-aqueuse, est
facultatif. D'autres solutions agueuses de colorants peuvent &tre utilisées pour autant qu'elles ne modifient pasle
résultat de 1a détermination, . o . ' -

24. Oxyde diéthylique, exempt de peroxydes, ne contenant pas plus de 2 mg/kg d'antioxydants et conforme
aux spécifications de I'essai & blanc. . : ] ‘

2:5. Ether de pétrole ayant un point d'ébullition entre 30 et 80 °C. ‘

2.8, Mélange de solvants préparé peu de temps avant l'emploi par mélange de volumes égaux doxyde
diéthylique et d'éther de pétrolé. il pe o volames égaux doxyd

3. Appareillage et verrerie

Avertissement )

Etant donné que la détermination fait intervenir des solvants volatils inflammables, I'appareillage £lectrique
utilisé doit étre conforme 4 la 1égislation relative & emploi de ces solvants.

Matériel courant de laboratoire, et notamment :

3,1. Balance analytique

3.2, Centrifugeuse dans laguelle les fioles ou les tubes d'extraction peuvent étre “soumis & une vitesse ae

rotation de 500 & 600 tr/min! de facon & produire un champ de gravitation de 80 & 90 g a extrémité extérieure des
fioles ou des tubes. , ' ) : ‘

Note -

L'emploi d'une centrifugeuse est facultatif. .

3.3. Appareils de distillation ou d'évaporation permettant de distiller les solvants et Péthanol des fioles ou de
les évaporer des béchers et des capsules & une température n'excédant pas 100 oC.

34. Etuve, & chauffage électrique, munie d'ouies de ventilation complétement ouvertes, réglables & une
température de 102 % 2 °C dans l'espace utilisé. L'étuve doit étre munie d’'un thermométre convenable.
3.5. Bain d’eau réglable & une température de 35 & 40 °C. : .
*3.8. Fioles d'extraction de la matiére grasse, type Mojonnier
Note v ) ' B : ’
- On peut également utiliser des tubes d'extraction de la matiére grasse munis d'un siphon ou d'un dispositif de
Iavage dont le mode opératoire, différent dans ce cas, est décrit au point 8.

Les fioles (ou les tubes) doivent étre pourvus de bouchons en verte dépoli, en liege de honrie qualité ouenune
autre matitre inaltérable aux réactifs utilisés. Les bouchons en lidge doivent étre lavés a Yoxyde diéthylique,
maintenus dans Peaii & 80 °Cou plus pendant au moins 15 minutes et ensuite mis a refroidir dans 'eau, de fagon &
en étre imprégnés au moment de I'emplof. ) ’

377, Portoir pour maintenir lés fioles (ou les tubes) d'extraction de 1a matiére grasse.
) 3.8. Flacon de lavage approprié 4 l'emploi’ du mélange de solvants. Ne pas utiliser de flov.c v - -

" plastique. . :

3.9. Récipients pour Ja récupération de la matiére grasse, par exemple fioles 3 ébullition {fioles & fond plat) ou
d’Erlenmeyer d'une caparité de 125-250 ml ou capsules métalliques. Lorsqu'on utilise des capsules métalliques,
elles doivent, de préférence, étre en acier inoxydable, & fond plat, avecun bec et elles doivent avoir un diamétre de
80 a 100 mm et une hauteur d’environ 50 mm. : -

3.10. Réguléteuré d'ébullition, exempts de matiére grasse, en porcelaine non poreuse, en carbure de silicium
ou billes de verre (emploi facultatif dans le cas de capsules métalliques).

3.11. Eprouvettes graduées de 5 et 25 ml de capacité.
8.12. Pipettss graduées de 10 ml de capacité.
3.13. Pinces métalliques permettant de tenir les fioles, béchers ou capsules.
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4. Mo&e opératoire

4.1. Préparation de I'échantillon pour essai C

Arnener la température de Péchantillon pour essai. 35-40 sC environ pendant 15 minutes en utilisant le pain
d'eau si nécessaire. Mélanger convenablement, mais doucement, I'échantilion eén retournart plusieurs fois le
récipient sans provoguer de mousse ou de batrattage et refroidir rapidement & 20 oC environ.: } .

4.2. Prise d'essai R o .
Maélanger l'échantillon {(4.1) en reiournant doucement le récipient trois ou quatre fois et peser

immédiatement, & 1 mg prés, 10 a 11 grammes de.Péchantillon pour essai, directement ou par différence, dans une

fiole d'extraction.

La prise d'essai doit étre placée le plus complétement possible dans le bulbe inférieur (étroit) de la fiole

d'extraction.

4.3 Essai & blanc

Effectuer un essai & blanc en méme ternps que la détermination en utilisant le méme mode ppératoire et les’
mémes réactifs, mais en remplagant la prise d'essai par 10 & 11 ml d'eau. -

Le changement de masse apparent du récipient de récupération de la matiére grasse, corrigé du changement
apparent de masse du récipient de contrdle, ne doit pas étre supérieur & 2,5 mg. :

4.4, Préparation du récipient pour la récupération de la matiére grasse

Sécher un récipient contenant quelques régulateurs d'ébullition — pour pemiettre une ébullition modérée au

cours de 'élimination ultérieure du solvant — dans Pétuve pendant une heure. Laisser réfroidir-le récipient (non -

dans un dessiccateur, mais & Pabri de la poussiére) & la température de la salle des balances (pendant une heure
au moins pour les récipients en verre et pendant 30 minutes au moins pour les capsules métaltiques). A Vaide de
pigces (en particulier pour éviter les écarts de température), placer le récipient sur la balance et peser 20,1 mg
pres, :

4.5. Détermination ] )

45.1. Ajouter 2 ml de solution dhydroxyde dammonium ou un volume équivalent, d'une solution plus
concentrée et mélanger vigoureusement avec la prise d’essai dans.le bulbe étroit de la fiole. Aprés addition de
Phydroxyde d’ammonium, effectuef la détermination sans attendre. ) ) .

.4,5.2. Ajouter 10 m1d’éthanol et mélanger doucement, mais convenablement, en laissant le conteu de la fiole
aller et venir entre les deux bulbes : éviter d’amener le liquide trop prés du col de la fiole. Ajouter, éventuellement,
deux gouttes de solution de rouge congo ou dé rouge de cresol. :

~ 4.5.3. Ajoutér 25 ml d'oxyde diéthylique fermer la fiole avec un bouchon en liége saturé d'eau ou avec un
bouchon mouillé avec de l'eau , agiter Ia fiole vigoureusement, mais sans excés (afin d'éviter la formation
d’émulsions persistantes), pendant une minute en position horizontale; le bulbe étroit &tant en haut. De temps en
temps, laisser le liquide du bulbe large passer dans le bulbe étroit. Si nécessaire, refroidir la fiole a {'eau.courante
puis retirer avec précaution le bouchon en liége oy le dispositif de fermeture et le rincer ainsi que le col dée- la fiole
avec une petite quantité de mélange de solvants en se servant du flacon de lavage, de facon & ce que les liguides de

ringage coulent dans la fiole. - . ‘ B 7 _
4.54. Ajouter 25 ml d'éther de pétrole, obturer la fiole & l'aide du bouchon en liege réhumidifié (réhumidi-
fication par trempage dans de l'eau) ou dun autre dispositif de fermeture et agiter doucement la fiole pendant-

30 aeqond‘es commie décrit, au point 4.5.3. . .

4.55. Centrifuger Ia fiole bouchée pendanit 1 & 5 minutés a uné vitesse de rotation de 500 & 800 tr/min'. En
l'absence d'une centrifugeuse, laisser la fivle bouchée reposer dans le portoir pendant 30 minutes au moins jusqu'a
ce que la couche surnageante soit claire et nettement séparée de la.couche aqueuse. Si nécessaire, refroidir la fiole
& 'eau courante. 8 s - .

4.,56. Enlever avec précaution le bouchon en liége ou tout autre dispositif de fermeture et le rincer ainsi que
l'intéxiie%‘r ldl.l col de la fiole avec un peu de mélange de solvants de facon & ce que les liquides de ringage coulent
dans la fiole. o . '

Si linteiface se situe au-dessous du fond dit col de la tiole, le faire montér & ce niveau en ajoutant doucement
de Peau par le cité de l1a fiole, afin de faciliter la décantation du solvant. - T

457. En tenant la ficle d'extraction par le bulbe étroit, décanter avec soin le plus possible de la couche
surnageante dans le récipient préparé, destiné & la récupération de-la matitre grasse contenant quelques
régulateurs d’ébullition dans le cas des fioles (facultatif avec les capsules métalliques), endvitant de décanter une
partie quelconque de la couche aqueuse. ) . ’ : )

4.5.8. Rincer I'extérieur du col de la fiole d’extraction avec un peu de mélange de solyants en recueillant les
liquides de ringage dans le récipient destiné a la récupération de la matiére grasse efen veillant & ce que le
mélange de solyants ne soit pas projeté sur Textérieur de la fiole d’extraction, ' .

Le solvant peut, éventuellement, étre €liminé totalement ou partiellement du récipient par distillation ou

évaporation commze décrit au point 4.5.12.,

459. Ajouter 5 ml d’éthanol au contenu de la ﬁol,é d‘extraction en se sewaﬁt de Yéthanol pour rincer
Tintérieur du col de la fiole et mélanger comme décrit au point 4.5.2. : '

4.5.10. Effectuer une detixitme exiraction en recommericant les opérations décrites aux points 4.5.3 & 4.5.8,,
mais en utilisant seulement 15.m! d'oxyde diéthylique-et 15 ml d’éther de pétrole : utiliser l'oxyde diéthylique t1;»0;.11-
rincer lintérieur du col de la fiole d'extraction. Si hécessaire, faire monter Vinterface au miliéu du col de la fiole,
pour permettre & 1a décantation finale des solvants d'8tré aussi complete que possible.

ratibns décrites aux points 4.5.3 &

£5.11. Effectuér une troisitme extraction en répétant & nouveau les o

4.5.8, mais en utilisant seulement 15 ml d'oxyde diéthylique et 15 ml d’éther d%é pétrole : utiliser I'oxyde di lique,

ur rincer lintérieur du col de la fiole d'extraction. Si nécessaire, faire monter l'interface au milieu du col de la
fole d'extraction pour.permetire & Ia décantation finale des solvants d’étre aussi compléte que possible..  ~
La troisidéme extraction peut étre supprimée dans le cas.du lait éerémé.-- . - 1 . P
4.5.12. Eliminer les solvants (éthanol y compris), aussi complétement que possible, de 1a fiole par distillation
ou du bécher ou de la capsule par évaporation, en ringant I'intérieur du col de-1a fiole avec un peu de mélange de.
solvants avant de commencer la distillation. . : ; ’ ’

3
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4.5.13. Chauffer 1e récipient destiné a la récupération de la matiére grasse (la fiole &étant penchée pour
permettre aux vapeurs de solvants de s'échapper) durant une heure dans Pétuve. Retirer le récipient destiné ala
récupération de la;matiére grasse de I'étuve, laisser refroidir {pas dans un dessiccateur, mais & I'abri de la

poussiére) & la temipérature de la salle des balances (pendant une heure au moins pour les récipients en verre,

pendant 30 minutes au moins pour les capsules métalliques) et peser & 0,1 mg prés.

Ne pas essuyer le récipient juste avant la.pesée. Placer le récipient sur la balance & Yaide de pinces pour

éviter notamment les variations de température. .
.4.5.14. Répéter les opérations décrites en 4.5.13 jusqu'a ce que la masse du récipient destiné & Ia récupération

de la matidre grasse diminue de 0,6 mg ou moins, ou augmente, entre deux pesées successives. Noter la masse -

minimale comme étant la masse du récipient de récupération de 1a matiére grasse et de la matiére extraite.

4515, Ajouter 25 ml d’éther de pétrole au récipient d'extraction de 1a matidre grasse, de lagon & vérifier sioui
ou non la matiére extraite est entierement soluble. Chauffer doucement et agiter le solvant par un mouvement
rotatoire jusqu'a dissolution de toute la matiére grasse. - ‘. :

. Si la matitre extraite est entidrement soluble dans I'éther de pétrole, relever la masse de la matiére grasse

comme étant la différence entre la masse finale de la fiole coritenant l'extrait (4.5.14) et sa masse initiale (4.4).

45.186. Si la matidre extraite n'est pas entiérement soluble dans 'éther de pétrole, ou en cas de doute, extraire
complétement la matitre grasse du récipient par des lavages répétés avec de l'éther de pétrole chaud; ’

Laisser ‘déposer les matiéres insolubles et décanter soigneusement I'éther de pétrole sans enlever les
'mag‘éec:;es insolibles, Répéter cette opération trois fois e utilisant I'éther de pétrole pour rincer I'intérieur du col
du récipient. . - _ . ‘ . . :

. Enfin, rincer l'extétieur du sommet du récipient avec le mélarige de solvants, de telle sorte que le solvant ne
se répande pas 4 l'extérieur du récipient. Chasser les vapeurs d'éther de pétrole en chauffant le récipient pendant
1 heure dans Pétuve, laisser refroidir et peser comme décrit aux points 4.5.13 et 4.{.14. oo

Relever la masse de la matidre grasse comme étant la différence entre la masse déterminée aupoint 45.14 et
cette masse finale. ) : :

5. Expression des résultats

5.1, Calcul et formule .-

‘Caleuler Ja teneur en matiéres grasses, exprimée en pourcentage en masse, selon la formule : »

g __(mx — mz)’&,‘“‘”?, ) TS _

ou
F = est la teneur en matiére grasse.
m0 = représente la masse, en grammes, de la prise d'essai (4.2).
. ml = représente la masse, en grammes, du récipient destiné & la récupération de la matiére grasse et de la
matiére extraite, déterminée au point 4514. . ) ‘ . : )
m2 = représente la masse, en grammes, du récipient préparé pour la récupération de la matiére grasse ou,
* dans lecas de matidtes non dissoutes, du récipient destiné a la récupération de la matiére grasse et-du
résidu insoluble, déterminée au point 4.5.16. . . L
m3 = représente la masse, en grammes, du récipient de récupération de la matiére grasse utilisé pour ’essai
Coa blanc (44.) et de la mati¢re extraite, déterminée au point 4.5.14. o -
m4 = représente la masse, en grammes, du récipient de récupération de la matiére gr (44.) utilisé pour
Yessai a4 blanc (4.3) ou, dans le cas des matiéres non dissoutes, du récipient de récuperation de la
matiére grasse et du résidu insoluble déterminée au point 4.5.16. .

Noter le résultat & 0,01 % prés.
5.2. Fidélité
5.2.1. Répétabilité (r) .
— pour l¢ laitentier et le lait partiellement écrémé : 0,02 g de matiére grasse pour 100 g de produit,
- — pour le lait écrémé : 0,01 g de matidre grasse pour 100 g de produit. ’
~ 52.2. Reproductibilité (R) ' oL :
" — pour le 1ait entier : 0,04 g de imatiére grasse pour 100 g de produit,
" — pour l¢ lait partiellement écrémé : 0,03 g de matiére grasse pour 100 g de produit,
.~ pour le lait gerémé + 0,025 g de matidre grasse pour 100 g de produit. .

Jav aémme mode opératoire avec tubes dextraction de la matiére grasse, munis d'un siphon ou d'un dispositif de
g a:l Mode opératoire
. 8.1.1, Préparation de Péchantilion pour éssai : cf. 4.1.
6.1.2. Prise d'essai =~
.Procéder comme précisé au point 4.2, mais en utilisant les tubes d'extraction de la matiére grasse.
La prise d'essai doit étre transférée aussi complétement que possible au fond du tube d'extraction.
6.1.3. Essai & blanc : cf. 4.3 ' : '
6.1.4. Préparation du récipient destiné & la récupération de la matiére grasse :cf. 44.
6.L.5. Détermination !

8.1.5.1, Ajouter 2 ml de solution d’h‘ydroiyde d'ammonium ou un volume équivalent d'une solution
droxyde d’ onium plus concentrée et mélanger convenablement avec la prise d'essai prétraitée au fond du
tube. Apreés addition de 'hydroxyde d’ammonium, effectuer la détermination sans attendre,

8.1.5.2. Ajouter 10 ml d’éthandl et mélanger doucement, mais convenablement, au fond du tube. Ajouter;
éventuellement, deux gouttes de solution de rouge congo ou de rouge de crésol,
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»

. 8.1.5.3. Ajouter 25 ml d'oxyde diéﬂlyuqué, fermer le tube avec un bouchon en liége saturé d'eaut ou avec un
bouchion en une autre matiére mouillé avec de 'eau et agiter vigoureusement le tube, mais pas trop fort (afin
d'dviter 1a formation d'émulsions persistantes), par des rejournements répétés pendant une minute.

Si nécessaire, refroidir le tube sous 'eau courante, retirer avec précaution le bouchon en ligge ou en une autre
matiére, le rincer ainsi que le col du tube avec une petite guantité de melange de solvants en utilisant le flacon de
lavage, de fagon A ce que les liquides de rincage coulent dans le tube. ) . : :

8.1.5.4. Ajouter 26 ml d'éther de pétrole, fermer le tube avecle bouchon en litge réhumidifié (réhumidifié en le
trempant dans de Teau) ou en une aufre matiére et agiter soigneusement le tube pendant 30 secondés comme
déerit au point 8:153, C : . - —

8.1.5.5. Centrifuger je tube ferme pendant 1 & 5 minutes & une vitesse de rotation dé 500 a 600 tr min*. Sil'on
ne dispose pas d'une centrifugense (ctf. note au point 3.2), laisser le tube bouché reposer dans le portoir pendant au
moins 30 minutes jusqu'a ce que la couche surnagearite soit claire et nettement séparée de la couche agueuse. Si
nécessaire, refroidir le tube sous l'eau courante. - . .o :

8.1.5.8. Retirer avec précaution le bouchon en lidge ou en une autre matiére et le rincer, ainsi que le col du
tube, avec une petite quantité de mélange de solvants, de sorte que les liquides de rin¢age coulent dans le tube.

6,1.5.7. Introduire un siphon ou un dispositif de lavage dans Ie tube et enfoncer la longue tubulure & lintérieur
jusqu'a ce que Porifice se trouve environ 3 mm au-dessus de l'interface des couches. La tubulure’ intérieure doit
&tre paralléle 4 axe du tube d'extraction. ) ‘ L

Transvaser avec précaution la couche surnageante du tube dans le récipient préparé pour la récupération de
1a matiére grasse et contenant quelques régulateurs d'ébullition. dans le cas de ficles (facultatif dans le cas de
capsules métalliques) en évitant de transvaser une partie quelconque de la couche aqueuse. Rincer Yorifice avec
une petite quantité de mélange de solvants en recus illant les liquides de ringage dans le récipient servant a la
récupération de la matiére grasse. _ ‘ .

 8.1.5.8. Desserrer le dispositif du col du tube, puis le soulever légérement et rincer la partie inférieure de sa
longue tubulure interne.avec un peu de mélange de solvants. Abaisser et réintroduire le dispositif et {ransvaser
Jes liquides de ringage dans le récipient de récupération de la matiere grasse. .

Rincer Vorifice externe du dispositif avec un peu de mélange de ‘solvants, recueillir ensuite les liquides de
ringage dans le récipient. I.e solvant peut éventuellement étre éliminé partiellement ou totalement du récipient
par distillation ou évaporation comme déctit au point. 4.5.12.

6.1.5.9. Desserrer & nouveau le dispositif du col, soulever légérement le dispasitif et ajouter 5 mil d’éthanol
dans le tube en uilisant I'éthanol pour rincer lalongue tubulure interne : mélanger comme décrit au point 6,152

6.1.5.10. Effectuer une deuxiéme extraction en répétant les opérations décrites aux points 6.1.5.3 & 6.1.5.8, mnis
en utilisant seulement 15 ml d’oxyde diéthylique et 15 ml d'éther de pétrole. Utiliser Poxyde diéthyligue pour
rincer la longue tubulure interne pendant le retrait du dispositif du tube aprés la premiére extraction. :

8.1.5.11. Effectuer une troisieme extraction en répétant 4 nouveau les opérations décrites aux poigts 6.153.4
6:1.5.3. en utilisant 15 mt d'oxyde diéthylique et 15 ml d'éther de pétrole et en rincant 1a Jongue tubulure interne du
dispositif comme décrit en 8.1.5.10. . S : e

La troisiéme extraction peut étre supprimée dans le cas du lait éerémé.

6.1.5.12. Procéder comme décrit aux points 4.5.12 44.5.16.

Vi pou éfre annexé 4 arrété ministériel du 14 octobre 1094,
Le Ministre de Agriculture,
A, BOURGEOIS .

Anneye 13 ; Détermination-de la teneur en azote total du Jait

1. Définition i .

Par téneur en azote total du lait, on entend la teneur en azote, exprimée en pourcentage en masse, obfenue
par application de la méthode Kjeldahl. *  ~ Co ’ o i t :

Une quantité pesée de 'échantillon de lait est minéralisée 4 Paide d'acide sulfurique concentré et de sulfate de
potassium en: présence de sulfate de cuivre {I1) faisant fonction de catalyseur, afin de convertir lazote des:
composés-organigues en sulfate d'ammoniaque. L’ammoniaque libéré par adjonction d'uge solution d'hiydroxyde
g;l sodium est distillé et recueilli dans une solution. d'acide borique..Cette solution est ensuite titrée avec une

ution acide. . R .

3.1.’Sulfate de potassium (K:SOx) .

3.2. Sointion de sulfate deuivre. .
- Digsoudre 5,0 g de sulfate de cuivre (IT) pentahydrate {CuSO.5H:0) dans de Yeau et compléter & 100 mt (&
20 °C) dans-une fiole jaugée. - - S ’ R :

43. Acide sulfurique, st moins 98,0 % (in/m), H:SO..

34, Solution-d’hydroxyde de sodium, 47 % (m/m) 704 g NaOH/1 (3 20 °C) ~

Note e L .
* " On peut égalefnent utiliser ine solution dhyidroxyde de sodium mojhs concenirée, par exemple 40 % (mi/m
512 g/l, 02Cou 0 % (m/m) 380 g/, 20°C. ' < PORRITES, pRESE % )

35, Sohition d'acide borique’ . .-

Dissoudre 40 g d'acide borique’ (H>B0:) dafis ity litre d'ean chaude;-laisser refroidir et coniserver aans une
bouteille en verre borosilicaté. )
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3.8. Indicateur :

Dissoudre 0,01 g de rouge de méthyle, 0,02 g de bleu de bromothymol et 0,06 g de vert de bromocrésol dans .

© 100 mld’alcool éthylique. Conserver la solution dans une bouteille bouchée brune dans un endroitfrais et sombre.
31 Solutioxi volumétrique acide normalisée, ¢ {172 HsS04) ou ¢ (HCl) = 0,05 mol/1 titrée & 0,0001 mol/l prés.

3.8. Saccharose exempt de composés azotés . .
3.9. Sel d'ammonium, pur, tel que 'oxalate dammonium (NH.):Ci0.H:0 ou le sulfate d'ammonium {NH:):SO.

3.10. Tryptophane (CuHuN:O:), phénacétine (CuH:.CH.CONH.) ou mond- ou dichlorhydrate ‘de lysine

(CHN;O HC ou:CeHuN:0sHCI). .

Note ; .
- Le degré de pureté des réactifs visés aux points 3.9 et 3.10 devrait &tre supérieur 4 la « qualité analytique »,
Pour Je point 39 utiliser, si possible, une solution de sels d’'emmonium certifiés,

* Appareillage et verrerie
Matériel courarnt de laboratoire, et notamment :
4.1. Ballons Kjeldahl de 500 ml de capacité. ‘ ' : .
oo 4.2. Régulateurs d'ébullition, par exemple billes de verre d'environ 5 mm de diamgtre, granules d’'Hengar et
pierre ponce. .
4.3. Burette ou pipette automatique, délivrant 1,0 ml. .
4.4. Eprouvettes griduées en verre, d'une capacité de 50, 100 et 250 ml.

4.5. Apparell de digestion en position inclinée {& environ 45°), équipé d'un dispositif de chauffage électrique ou
de brilleurs & gaz réglables pour que le contenu du ballon ne monte pas au-dessus de 1/3 du col, et d'un dispositif

d'extraction des fumées. .
. 4.6. Appareil de distillation, en verre borosilicaté, auquel peut étre adapté le ballon Kjeldahl, se composant
d'un déflegmateur efficace relié a un réfrigérant efficace a tube intérieur droit, & la partie inférieure duquel est
reél‘i)é uén tube d’évacuation; le tube de raccordement et le(s) bouchon(s) doivent étre étanches et de préférence en

néopréne, . _ ; .
4.7. Pipette ou pipette automatique, délivrant 0,10 ml.

4.8, Fioles coniques de 500 m! de capaité, graduées a 200 ml.

49. Burette de 50 m1 de capacité, graduée tous les 0,1 ml, avec une erreur maximale de + 0,05 ml.
4,10. Loupe grossissante pour une lecture précise de la burette. .

4,11, pH-mdtre . ’

4.12. Burette automatique

5. Mode opératoire ‘ h _

'5.1. Introduire successivement dans le ballon Kjeldahl les régulateurs d'ébullition (par exemple 3 billes de
verre), 15 g de sulfate de potassium, 1,0 ral de solution de sulfate de cuivre, environ 5 g de lait fpesé a 0,001 g prés)
et 25.ml d'acide sulfurique, Utiliser I'acide pour entrainer les résidus de la solution de sulfate de cuivre, de sulfate
de potassium ou de lait qui seraient restés sur le col du ballon et mélanger le contenu.du ballon.

* Note o . :

Efant donné que les matiéres organiques absorbent de l'acide sulfurique lors de Pébullition, il est conseillé
dutiliser, pour la digestion, 30 et non 25 ml 'H2S04 si le lait contient plus de 50 % (m/m) de matiére grasse. Il en
va de méme pour I'essai & blanc. . .

5.2. Chautfer chaque ballon Kjeldah! sur I'appareil de minéralisation trés dovicement au début, de fagon & ce

ue toute Ia mousse noire reste dans le ballon. Lorsque la mousse initiale disparait pour faire place & de fortes
mées blanches, porter a forte ébullition (les vapeurs d’acide se condensent 4 mi-chemin dans le col du ballon)
jusqu'a ce que les particules noires disparaissent compléterent ét que le conitenu du ballon devienne limpide et
bleu-vert pile. Poursuivre I'ébullition plus modérément pendant au moins 1h30. Veuillez noter les points suivants:
a) la période de clarification ne doit pas dépasser 1 heure et la durée totale de la minéralisation ne doit pas

&tre inférieure & 2h30. §'i! faut plus d’'une heure pour obtenir la clarification, le temps de minéralisation doit étre.

augmenté en conséquence; .

.- b)le sulfate de potassium favorise Ia minéralisation, étant donné quil ékve la température d'ébullition du

mélange: Si le volume résiduel de Hi:SO: est infériéur & 15 ml environ & 1a fin du temps de minéralisation, il se
. peut qu'il y ait eu perte d'azote due & un chauffagé excessif. Dans, Je cas d'un chauffage au gaz, utiliser une plaque

én matériau isolant pourvue d'une ouverture cifculaire ayant un‘dismeétre tel que 1a flamme libre ne touche que la

partie du ballon qui se trouve sous la surface du contenu liquide; .

¢) si des particules noires entrent dans le col du ballon et ne sont m toutes entrainées & l'intérieurdu ballon

par I'acide refluant au cours de la phase initiale de forte ébullition (re: que l'on peut taciliter en faisant tourner

Ie ballon), laisser refroidir le ballon suffisamment et entrainer soigneusement les patticules avec un niinimum

d'eau. Poursuivre ensuite la minéralisation comme décrit ci-dessus. : R

- 5.3. Lorsque les ballons Kjeldahl sont refroidis, ajouter 300 ml d'eau (voir note)dans chacun des récipients, de
fagon & entrainer toutes les particules adhérant au col du bellon, Mélanger soigneusement le contenu jusqu'a
dissolution des cristaux qui se sont séparés. Ajouter quelques régulateurs d'ébullition pour obtenir une ébullition
homogéne. Ajouter ensuite dans chaque ballon 70 ml de solution d’hydroxyde de sodiurm (voir note) en tenant le
ballon incliné, de manidre'a ce que la solution d'hydroxyde de sodium forme la couche it érieure dans lg ballon.
Veiller & ne pas en répandre sur le dessus du col. o . . :

Note )
Le volume combiné d'eau et de solution d'hydroxyde de sodium doit étre de 370 ml pour pouvoir recueillic
environ 150 ml de distillat avant que le contenu du ballon ne présente des soubresauts (5.4). ‘

~ Si on ajoute une plus grande quantité de solution d’hydroxyde de sodium concentrée & moins de 47 % (m/m),
le volume d'eau ajoutédoit &tre proportionnellement réduit. Ainsi, si on ajoute 85 ml de solution & 40 ‘;ﬁngm/m) ou
125 mi de solution & 30.% (ta/m), le volume d'eau ajouté doit &tre respectivement de 285 ml et de 245 hl,
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54. Raccorder immédiatement chaque ballon Kjeldahl & un appareil de distillation. Veiller a4 ce que
Textrémité du tube du réfrigérant plonge dans 50 ml de solution d'acide borique et 9,20 ml (5 & 8 gouttes)
d'indicateur contenus dans 1a fiole conique. Agiter le contenu de chague ballon Kjeldahl pour bien mélanger et
porter 3 ébullition tout d'abord 4 feu doux, pour éviter la formation excessive de mousse. Aprés avoir recueilli
entre 100 et 125 ml de distillat, abaisser chague fiole d’Erlenmeyer jusqu'a ce que Fextrémité du tube’ du
réfrigérant se trouve environ 40 mm au-dessus du trait repére de 200 ml. Poursuivre chaque distillation jusqu'a ce

. que le contenu du ballon présente des soubresauts et couper imimédiatement la source de chaleur. Enleverchaque

ballon Kjeldahl et rincer lextrémité de chaque tuyau d'évacuation du réfrigérant avec un pet: d'eau en recueillant
Peau de ringage dans upe fiole d’Erlenmeyer. Veuillez noter les points suivants :. :
a)la vitesse de distillation doit &tre telle quenviron 150 mi de distillat doit avoir été recueilli lorsque les

. soubresauts commencet, correspondant & un volume total dans la fiole d’Erlenmeyer de 200 ml environ.

b) lefficacité de chaque réfrigérant doit &tre telle que la température du liquide contenu dans chaque fiole
n'excede pas 25 °C au cours de la distillation. ’ )

5.5, Titrer chaque. distillat avec une solution volumétrique jusqu'a pH 4,8 + 0,1, en utilisant tn pH-metre et
ufe burette automatique. L'addition d'un indicateur permet de controler si le titrage se déroule correctement,
Relever les indications de chague burette a 0,01 ml prés en utilisant une loupe grossissante pour éviter toute
erreur de parallaxe. ’ . . i

Letitrage peut étre réalisé al'aide du seul indicateur. Titrer jusqu'a ce que la couleur du distillat corresponde
a celle d'une solution récemment préparée § partic de 150 m! d'eau additionnée de 50 il de la solution d'acide
borique et de 0,20 m! de l'indicateur contenus dans une fiole d’Erlenmeyer.

'5.6. Effectuer un essai & blanc conformément ayx points 5.1 & 5.5 inclus en utilisant 5 m! d'eau distiliée avec
environ 0,1 g de saccharose au lieu de Véchantilion de Iait. '

Pour Je titrage du distillat blanc, il ne faut qu'une trés faible quantité de solution volumétrique acide
normalisée.

5.7. Vérifier réguliérement Iexattitude des résultats én effectuant deux essais de récupération en suivant la
procédure décrite aux points 5.1 & 5.5. - : . i

$.7.1. S'assurer qu’il n’y a eu; au cours de la distillation, aucune perte d’azote due & une chaleur excessive ou &
des fuites mécaniques en utilisant une prise d'essai composée de 0,15 g d'oxalate d'ammonium ou de sulfate
d’ammonium pesé & 0,001 g prés etde 0,1 g de saccharose, ¥ ’ .

Le pourcentage d'azote récupéré doit étre de 99 & 100 %.. ' - .

Pes résultats inférieurs ou supérieurs sont indication d'une erreur de procédure et/ou d'une erreur de
concentration de la solution normalisée. ‘ . ‘

5.7.2. Vérifier que la procédure de minéralisation est capable de libérer tout 'azote protidique, en utilisant une
prise d'essai composée de 0,20 g de iryptophane pur, 0,35 g de phénacétine ou 0,20 g de chlorhydrate de lysine.
Tout doit étre pesé a 0,001 g prés. Le taux de récupération de I'azote doit étre au moins de 98 & 99 %.

6. Mesures de sécurité . . .

Lors de la manipulation d’acide sulfurige conoentré, d’hydroxyde de sodium concentré et de ballons
Kiildahl, veiller & toujours.porter un tablier de laboratoire, des lunettes de protection et des gants résistants aux
acides, . . :
Au cours de la distillation, surveiller les ballens Kjeldah] en permanence. En raison des risques, arréter
immeédiatement la distillation si le contenu de 1a bouteille présente de violents « soubresauts ». En cas de panne du
systeme de chautfage de distillation pendant plus de deux A trois minutes, abaisser le ballon collecteur, de fagon &

- ce que lextrémité du réfrigérant émerge du liquide.

7. Expression des résultats

7.1. Calcul et formule . oo )
Caleuler la teneur en azote, en grammes d'azote pour 100 gde produit & Paide de la formule :

’ N-«‘-“’W“'V'ZF
m

out .
N représente la teneur en azote L C .

V : représente le volume en mi de la solution voluméizigue acide normalisée utilisée pour le dosage

.V  représente le volume en mi de la solution volumétrique acide normalisée utilisée pour essai & blanc
¢ représénte la'concentration, en mol/], de 1a solution volumétrigue acide normalisée

‘m  représentela masseen g de la prise d'essai. ) :

Arrondir Je résuitat & 0,001 g prés pour 100 g.

72 Fidélité ot '

Répétabilité (r) : 0,007 g par 100 g .

Reproductibilité (R) : 9,015 g par 100 g.

8. Mode opératoire modifis
8.1. Utilisation d'un bloc chauffant d¢ minéralisation an fieu du systéme de minéralisation avec ballon
Kjeldahl. Dans ce cas, pour repérer les penines éventuelles, vérifier chaque pointindividuellement (5.7.). |
- DA .. 0
" 82. Utilisation d’un systéme de distillation par entrainement layapeur au lieu d'un chauffage direct (54.). Si-
t'ap;areill:fe l;ne permet pas d'ytiliser de l'ean distillée, s'assurér que 'eau ne contient pas de matiéres volatiles
acides ou alcalines. ‘ . i ‘ . I
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83. 11 est possible d'utiliser une prise d'essai de 1 g de lait (semi-macro Kjeldshl) au lieu de 5 g (5.1) &
condition que ' - )
~ les quantités de xéactifs utilisées pour 1a minéralisation (5.1) : HiSO,, CuSO,, 5 BiO, K:SOs, soient réduites
- dans le méme rapport (un cinguiéme). ;o : :
« 1a durée tdtale de la minéralisation (5.2) soit réduite & 75 minutes.
~ la quantité d’hydroxyde de sodium (5.3) soit #éduite dans le méme rapport (un cinquiéme),
— une solution acide normalisée de plus faible concentration (0,02 — 0,03 mol/l) soit utilisée. .
Note ' . . v ’ C
L'emploi de I'une ou lautre de ces options n'est acceptable que si la répétabilité (7.2.) et les résultats des deux
essais de contréle de la précision (5.7) correspondent aux valeurs données dans la norme, '

Vu pour étre annexé & P'arrété ministériel du 14 octobre 1994.

Le Ministre de 'Agriculture,
A. BOURGEOIS

————

Annexe 14 : Détermination de la teneur en matiere grasse et en_proteines du lait
. par spectrophotometrie dans linfrarouge moyen

. 1. Principe : , .

La matitre grasse et les protéines comportent des liaisons chimiques spécitiques qui absorbent la lumidre &
des longueurs donde déterminées daps linfrarouge moyen. 1/ebsorption électromagnétique, mesurée A. ces
longueurs d'onde et corrigée pour linfluence réciproque des constituants du lait par. lapplication de facteurs
dintercorrection, permet la détermination quantitative de la matiére grasse. et des protéines du lait, : .

2. Réactifs , L . -

Aucun réactif n'est nécessaire pour Pexécution de la spectrophotométrie dansle moyen infra-rouge.
3. Appareillage '

3.1. Spectrophotométre dans l'infrarouge moyen

En analyse spectrophotométrigue dans linfrarouge moyen, on peut utiliser les filires suivants :
35 um (filtre B) bu 5,7 ym (filtre-A) pour la matitre grasse

8,5 um pour les protéines ‘ .

9,8 um pour le lactose (seulement nécessaire pour I'intercorrection).

32. Bain'marie a circulation d'eau, réglable & 40 °C (précision de £ 2 o

‘4, Mode opératoire :

4,1, Préparation de I'échantillon

Les échantillons & analyser sont préalablement réchauffés dans un bain-marie & 40 + 2 °C et ensuite
soigneusement mélangés. Les échantillons doivent 4tre analysés dans un délai de 15 miputes aprés mélange.

4.2. Mise en route du specttophowinétre dans Yinfrarouge moyen -

Avant de commencer les analyses, on procéde d'abord au netioyage des tuyauteriés et de la cuvette avec une
solution détergente. Ensuite, on ¢ontrdle le point zéro avec de l'eau distillée et on l'ajuste éventuellement. Le
calibrage de appareil est alors contr6lé avec Téchantillon de lait cru étalon etavet un échantillon de lait écrémé.
Ces opérations de régl’age doivent étre effectuées conformément aux spécifications du constructeur de l'appareil.

4.3. Conduite des analyses C . A _ B}
~ Aprés la mise en route de Yappareil, on peut commencer les analyses, L’appareil doit étre contrdlé avec
Péchantillon étalon au minimum tous les 50 échantillons lors des analyses en série. Linterprétation des résultats
pour les échantillons étajons s'effectue selon la norme FiL 141 la plus rééénte, _

Si les résultats de I{des) échantillon(s) étalon(s) divergent selon la norme ci-dessus, 1a raison en est
immédiatement recherchée et Je probléme doit étre résolu avant de continuer les analyses. Chaque flacon
d'échantillon étalon he peut étre utilisé quune seule fois. .

Au minimum tous les 400 échantillons, il faut contréler le point zéro et, si nécessaire, procéder 4 un lavage des
tuyauteries et de la cuvette avec une solution détergente. . . ) . -
. ' Toaltles les opérations ci-dessus seront exécutées conformémient aux spéoifications du constructeur de

unPPm' . .

Via pour étre annexé & larrété ministériel du 14 octobre 1994.

Le Ministre de Agriculture,
A. BOURGEOIS .
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Annexe 15 : Détermination de la ,massfé volumique
1. Définition . : ' A . ,4
La masse volumique du lait est le quotient de 1a masse d'un certain volume de lait, & 20 °C, & ce voluime.,

2. Principe . .
La masse volumigue & 20 °C est déterminée par aréométrie.

3. Appareillage et verrerie
Matériel courant de laboratoire, et notamment :

3.1, Aréomeétre ) .

L’aréométre a masse volumique est un instrument se composant d'un flotteur en verre, large et lesté a son
extrémité inférieure et d'une tige cylindrique en verre, soudée & la partie supérieure du flotteur et coaxial a
celui-ci, 'exirémité supérieure de la tige étant fermée. o )

Le flotteur en verre contient le lest (plomb, mercure, ete.) destinéé & ajuster la masse de l'aréométre. La tige
comporte une échelle graduée de 1,025 & 1,035 g/ml.
. L'aréometre doit étre contrlé par la méthode pyenométrique, en utilisant un pycnométre de 100 ml environ
de capatité, équipé d'un thermométre de précision. o

3.2. Eprouvettes cylindrigues (en verre ou en acier inoxydable) ayant les dimensions minimales suivantes :

-- diamétre interne du cylindre 35 mm environ

— hauteur interne du cylindre ; 225 mm environ.

3.3. Bain d'eau réglé 4 20 % 0,1°C

3.4, Bain d'eau réglé 4 40 + 2 oC

3.5, Thermometre gradué au rmoins par 0,5 °C.

4, Mode opératoire : B .

4.1. Mélanger 'échantillon en le retournant pour disperser la matiére grasse. Placer Yéchantillon dansle bain
d'eau {34) jusqu'a ce qu'il atteigne 40 oC et l¢ laisser a cette température pendant 5 minutés. Mélanger convena-
blement par retournements successifs pour obtenir une répartition homogéne de la matiére grasse. Refroidir &
20 oC dans le deuxiéme bain d’eau (3.3). - .

4.2. Mélanger convenablement Yéchantillon en le retournant soigneusement pour éviter lincorporation d’air.
Verser le lait dans Péprouvette cylindrique maintenir en position inclinée, pour éviter la formation de mousse ou
de bulles, Utiliser suffisamment delait pour provoguer un débordement de liquide lors de lintroduction de
Taréométre dans I'éprouvette. Plonger avec précaution laréométre dans le lait et le laisser flotter librement
jusqu'a ce qu'il atteigne son point d'équilibre, Placer P'éprouvette en position verticale, L'aréoriétre doit étre placé
au milieu de la colonne Fle liquide et ne doit pas toucher les parcis de I'éprouvette.

4.3. Lorsque Faréomdtre a atteint son point d'équilibre; effectuér la lecture de la graduation & Ia partie

‘supérieure du ménisque.

4:4. Immédiatement aprés la lecture de I'aréométre, introduire le thermométre dans l'échantillon et lire la
température par 0,5 °C. La température ne doit pas différer de plus de £ 2 °C par rapport & 20 oC, :

5. Correction de la température v

Si 1a température dulaita analyser n'est pas exactement de 20 °Clors de la mesute de la masse volumique, le
résultat obtenu doit étre corrigé en ajoutant  la masse volumique lue 06,0002 par degré Celsius av-dessus de 20 oC
ou en retranchant 0,0002 par degré Celsius au-dessous de 20 °C. Ceite corréction est uniguement valable si 1a
tempériture de 'échantillon differe de 5 oC au maximum par rapport & 20 °C.

6. Expression des résultats . . 3 .

Le calcul de la masse volumigue de I'échantillon, exprimée en g/l de lait éerémé A 20 °C, s'effectue selon la
formule saivante : : . ’ - -

1000 ‘mv — MGm-_-O,W mv (100 — MG)

100 — MG.mv T 920 — Mf}.mv

mv est la masse volumigue de I'échantillon, résultant de Ia lecture de P'aréométre (4.4) en g/l

MG est la teneur en matidre gtasse de l'échantillon (g/1)

0,92 est la densité de la mati¢re grasse. ’

7. Fidelité .
7.1. Répétabilité (r) ; 0,0003 g/l
71.2. Reproductibilité (R) : 0,0015 g/mi.

-Vu pour étre annexé a l’arnété ministériel du 14 o'ctgf)re 1994.
Le Ministre de 'Agriculture,
A. BOURGEOIS



