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KOMMISSIONENS DIREKTIV 2003/ 126/EF
af 23. december 2003

om analysemetoder til bestemmelse af animalske bestanddele med henblik pa officiel kontrol af
foderstoffer

(E@S-relevant tekst)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Europaiske
Fellesskab,

under henvisning til Rédets direktiv 70/373/EQF af 20 juli
1970 om indferelse af falles proveudtagnings- og analyseme-
toder til kontrol af levnedsmidler (), serlig artikel 2, og

ud fra folgende betragtninger:

(1)  Ifelge direktiv 70/373/EQF skal den officielle kontrol
med foderstoffer til konstatering af, om de betingelser,
der er fastsat pd grundlag af administrativt eller ved lov
fastsatte bestemmelser om foderstoffernes beskaffenhed
og sammensxtning, er opfyldt, foretages efter falles-
skabspreveudtagningsméder og -analysemetoder.

(2)  Bestemmelser om merkning af foderstoffer og krav om
forbud mod anvendelsen af visse typer af animalske
proteiner i foderstoffer til visse kategorier af dyr ger det
nedvendigt at fastlegge pélidelige analysemetoder for at
fastsla deres tilstedeveerelse og i givet fald deres
procentdel.

(3)  Den metode, der er beskrevet i Kommissionens direktiv
98/88/EF af 13. november 1998 om retningslinjer for
identificering af og sken over indhold af animalske
bestanddele i foderstoffer ved mikroskopi med henblik
pa officiel kontrol af foderstoffer (}), er i gjeblikket den
eneste validerede metode til kontrol af tilstedeverelse af
animalske proteiner, herunder proteiner, der er
behandlet ved 133 °C[3 bar[20 min., i foderstoffer.

(4)  For nylig viste en ringtest med henblik pd bestemmelse
af forarbejdede animalske proteiner, at forskellig anven-
delse af mikroskopitesten i direktiv 98/88/EF resulterede
i betydelige forskelle i metodens folsomhed, specificitet
og ngjagtighed. For at harmonisere og forbedre bestem-
melsen af forarbejdede animalske proteiner ber bestem-
melserne vedrerende mikroskopimetoden specificeres
yderligere og geres bindende. Det er nedvendigt at sikre,
at de, der anvender metoden, har en hensigtsmeassig
uddannelse, eftersom resultatet athaenger af vedkom-
mendes ferdigheder.

(5)  Direktiv 98/88/EF ber derfor erstattes.

(6)  De i dette direktiv fastsatte foranstaltninger er i overens-
stemmelse med udtalelse fra Den Stdende Komité for
Fodevarekaden og Dyresundhed —

(") EFT L 170 af 3.8.1970, s. 2. Senest @ndret ved forordning (EF) nr.
807/2003 (EUT L 122 af 16.5.2003, s. 36).
() EFT L 318 af 27.11.1998, s. 45.

UDSTEDT FOLGENDE DIREKTIV:

Artikel 1

Medlemsstaterne fastsatter, at hvis der foretages en officiel
analyse af foderstoffer med henblik pa officiel kontrol af tilste-
deveerelse af, identificering af ogleller sken over indholdet af
animalske bestanddele i foderstoffer inden for rammerne af det
samordnede kontrolprogram pé foderstofomradet i henhold til
Rédets direktiv 95/53[EF (), skal den foretages i overensstem-
melse med bestemmelserne i bilaget til neervarende direktiv.

Atrtikel 2

Medlemsstaterne sikrer, at laboratorier, der foretager officiel
kontrol af tilstedevaerelsen af animalske bestanddele i foder-
stoffer, regelmaessigt deltager i prastationsprevninger af analy-
semetoderne, og at laboratoriepersonalet, der foretager analyser,
har den fornedne uddannelse.

Artikel 3
Direktiv 98/88/EF ophzves.

Henvisninger til det ophavede direktiv betragtes som henvis-
ninger til naervaerende direktiv.

Atrtikel 4

1. Medlemsstaterne satter de nedvendige love og admini-
strative bestemmelser i kraft for at efterkomme dette direktiv
senest den 1. juli 2004. De meddeler straks Kommissionen
teksten til disse bestemmelser og en sammenligningstabel, som
viser sammenhangen mellem de pageldende bestemmelser og
dette direktiv.

Disse love og administrative bestemmelser skal ved vedtagelsen
indeholde en henvisning til dette direktiv eller skal ved offent-
liggorelsen ledsages af en sddan henvisning. De narmere regler
for henvisningen fastsattes af medlemsstaterne.

2. Medlemsstaterne meddeler Kommissionen de nationale
retsforskrifter, som de udsteder pd det omrdde, der er omfattet
af dette direktiv.

() EFT L 265 af 8.11.1995, s. 17. Senest @ndret ved direktiv 2001/46/
EF (EFT 234 af 1.9.2001, s. 55).
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Artikel 5

Dette direktiv treeder i kraft pa tyvendedagen efter offentliggarelsen i Den Europeeiske Unions Tidende.

Artikel 6

Dette direktiv er rettet til medlemsstaterne.

Udferdiget i Bruxelles, den 23. december 2003.

Pd Kommissionens vegne
David BYRNE

Medlem af Kommissionen
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BILAG

Betingelser for pdvisning af, identificering af eller sken over indhold af animalske bestanddele i foderstoffer

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

ved mikroskopi

Formil og anvendelsesomride

Disse betingelser anvendes ved pavisning af indhold af animalske bestanddele (defineret som produkter fra forar-
bejdning af kroppe og kropsdele af pattedyr, fjerkra og fisk) i foderstoffer ved hjaelp af mikroskopi inden for
rammerne af det samordnede kontrolprogram pa foderstofomrddet i henhold til Radets direktiv 95/53/EF.
Forudsat at metoderne i dette bilag bruges i forbindelse med alle officielle prever, kan der foretages endnu en
prove ved at anvende varierende eller alternative metoder for at forbedre pdvisningen af visse typer animalske
bestanddele eller yderligere specificere de animalske bestanddeles oprindelse. Endvidere kan der anvendes en varie-
rende protokol ved undersogelse af visse sarlige animalske bestanddele, som f.eks. plasma eller knogler i talg (se
ogsd punkt 9), hvis disse analyser foretages som supplement til analyserne i det samordnede kontrolprogram.

Folsomhed

Afhangigt af arten af de animalske bestanddele kan der pavises meget smd mangder (< 0,1 %) i foderstoffer.

Princip

En reprasentativ prove, der er udtaget i overensstemmelse med bestemmelserne i Kommissionens direktiv 76/
371/EQF af 1. marts 1976 om fastsattelse af feellesskabsmdader for udtagning af prever til den officielle kontrol
med foderstoffer ('), og som har gennemgédet en passende forberedelse, anvendes til identificeringen. Folgende
protokol egner sig til hdndtering af fodevarer med lavt vandindhold. Foder med et vandindhold pa over 14 % skal
torres (kondenseres) inden handteringen. Serligt foder eller swrlige fodermidler (f.cks. fedtstoffer og olier) skal
behandles pd en speciel médde (se punkt 9). Animalske bestanddele identificeres ud fra typiske kendetegn, der kan
identificeres ved mikroskopi (bl.a. muskelfibre og andre kedpartikler, brusk, knogler, horn, hér, berster, fjer,
aggeskaller, fiskeben og skel). Identificeringen skal foretages bade pa sigtefraktionen (6.1) og det koncentrerede
sediment (6.2) af praven.

Reagenser

Immersionsveasker

. Chloralhydrat (vandigt, 60 % w/v)
. Lud (NaOH 2,5 % w/v eller KOH 2,5 % w/v) for sigtefraktioner

. Paraffinolie eller glycerol (viskositet: 68-81) for mikroskopiobservationer i sedimentet

Skylleveesker

. Alkohol, 96 %

. Acetone

Koncentreringsmiddel

. Tetrachlorethylen (densitet 1,62)

Farvningsreagenser

Jod/kaliumjodid-oplesning (2 g kaliumjodid opleses i 100 ml vand, og der tilsattes 1 g jod under hyppig omry-
sten)

Alizarin red (2,5 ml 1M saltsyre fortyndes i 100 ml vand, og der tilseettes 200 mg alizarin red til oplesningen)
Cystin-reagens (2 g blyacetat og 10 ¢ NaOH i 100 ml H,0)

Jod kaliumjodid-oplesning (oplest i 70 % ethanol)

(') EFT L 102 af 15.4.1976, s. 1.
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4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

6.1.

6.2.

Blegemiddel

. Natriumhypochlorit-oplesning, som fis i handelen (9,6 % aktivt chlor)

Udstyr og hjelpemidler

Analysevagt (ngjagtighed 0,01 g undtagen for koncentreret sediment: 0,001 g)

Udstyr til findeling (melle eller morter, specielt til foder indeholdende > 15 % fedt i analyse)
Sigte med kvadratiske masker med en maskevidde pd hejst 0,50 mm

Skilletragt eller baegerglas med konisk bund

Stereomikroskop (mindst 40 * forsterrelse)

Sammensat mikroskop (mindst 400  forsterrelse) med lystransmission eller polariseret lys
Standard laboratorieglasudstyr

Alt udstyr rengores omhyggeligt. Skilletragte og glasudstyr rengeres i en vaskemaskine. Sigter rengores ved brug
af en berste med stive borster.

Fremgangsmadde

Foder i pilleform kan sigtes pa forhdnd, hvis begge fraktioner analyseres som separate prover.

En prove pd mindst 50 g skal behandles (om nedvendigt forsigtig knusning ved hjelp af passende findelingsud-
styr (5.2) for at opna en passende struktur). Det findelte materiale deles i to reprasentative dele, én pd mindst 5 g
til sigtefraktionering (6.1) og én pd mindst 5 g til sedimentkoncentrering (6.2). Det anbefales at benytte farvning
med farvningsreagenser (6.3) til identifikation.

Til angivelse af det animalske proteins art eller partiklernes oprindelse kan anvendes et beslutningsstettesystem,
som f.eks. ARIES, og referenceprover kan dokumenteres.

Identifikation af animalske bestanddele i sigtefraktionerne
Mindst 5 g prove deles i to fraktioner ved sigtning (5.3).

Fraktionen (fraktionerne) med store partikler (eller en reprasentativ del deraf) spredes ud i et tyndt lag pa et
passende underlag og screenes systematisk for animalske bestanddele under stereomikroskop ved forskellige
forstarrelser (5.5).

Objektglas med fraktionen (fraktionerne) med fine partikler screenes systematisk for animalske bestanddele under
sammensat mikroskop ved forskellige forsterrelser (5.6).

Identifikation af animalske bestanddele i koncentreret sediment

En preve pd mindst 5 g afvejes med en nejagtighed pd 0,01 g i en skilletragt eller et bagerglas med konisk bund
og behandles med mindst 50 ml tetrachlorethylen (4.3.1). Blandingen omrystes/omreres flere gange.

— Hvis der anvendes en lukket skilletragt, skal sedimentet hensté tilstreekkelig leenge (mindst 3 minutter), for
sedimentet skilles fra. Der omrystes pd ny, og sedimentet henstir igen mindst 3 minutter. Sedimentet skilles
igen fra.

— Anvendes der et dbent bagerglas, skal sedimentet henstd mindst 5 minutter, for sedimentet skilles fra.

Hele sedimentet torres og vejes med en nejagtighed pd 0,001 g. Vejning er kun pakraevet, hvis der onskes et
skon over indholdet. Hvis sedimentet bestdr af mange store partikler, kan det deles i to fraktioner ved sigtning
(5.3). Det torrede sediment undersages for knoglebestanddele under stereomikroskop (5.5) og sammensat mikro-
skop (5.6).
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6.3.

6.4.

Brug af immersionsveesker og farvningsreagenser

Identifikation af animalske bestanddele ved mikroskopi kan lettes ved brug af specielle immersionsvaesker og farv-
ningsreagenser.

Chloralhydrat (4.1.1): Ved forsigtig opvarmning ses cellestrukturerne tydeligere, da stivelseskorn
gelatinerer, og uensket celleindhold fjernes.

Lud (4.1.2): Enten natriumhydroxid eller kaliumhydroxid renser fodermaterialet og ger
det nemmere at pavise muskelfibre, har og andre keratinholdige strukturer.

Paraffinolie og glycerol (4.1.3): Knoglebestanddele kan tydeligt identificeres i denne immersionsvaeske, da de
fleste benhuler forbliver luftfyldte og fremtreeder som sorte huller med en
storrelse pd ca. 5-15 pm.

Jod/kaliumjodid-oplesning (4.4.1):  Benyttes til pavisning af stivelse (blaviolet farve) og protein (orangegul farve).
Kan eventuelt fortyndes.

Alizarin red-oplosning (4.4.2): Rod|[pink-farvning af knogler, fiskeben og skel. Inden sedimentet torres (se
afsnit 6.2), haldes det samlede sediment i et reagensglas og skylles to gange
med ca. 5 ml alkohol (4.2.1) (der anvendes vortex-apparat, oplesningsmidlet
skal hensta ca. et minut, s det bundfelder sig, for det heldes fra). Inden
anvendelsen af dette farvningsreagens skal sedimentet bleges ved at tilsatte
mindst 1 ml natriumhypochlorit-oplesning (4.5.1). Lad reaktionen fortsatte
i 10 minutter. Roret fyldes med vand, sedimentet henstdr 2-3 minutter, og
vandet og de suspenderede partikler haldes fra. Sedimentet renses yderligere
to gange med ca. 10 ml vand (der anvendes vortex-apparat, lad henstd, og
held hver gang vandet fra). To til ti eller flere driber (athangigt af restkon-
centrationen) alizarin red-oplesning tilsattes. Blandingen rystes, og reakti-
onen skal have lov at finde sted nogle f& sekunder. Det farvede sediment
renses to gange med ca. 5 ml alkohol (4.2.1) efterfulgt af én skylning med
acetone (4.2.2) (der anvendes vortex, oplesningsmidlet skal henstda ca. et
minut, sd det bundfelder sig, for det haldes fra). Sedimentet er nu klar til
torring.

Cystin-reagens(4.4.3): Cystinholdige bestanddele (hdr, fier mv.) farves brunsorte ved forsigtig
opvarmning.

Undersogelse af foder, der eventuelt indeholder fiskemel

Mindst et objektglas fra den fine sigtefraktionen og fra sedimentets fine fraktion underseges i sammensat mikro-
skop (se afsnit 6.1 og 6.2).

Hvis det af markningen fremgar, at ingredienserne omfatter fiskemel, eller hvis der er mistanke om tilstedeveerelse
af fiskemel, eller hvis der pavises fiskemel i den forste undersogelse, underseges mindst to yderligere objektglas
med den fine sigtefraktion fra den oprindelige prove og den samlede sedimentfraktion.

Beregning og bedemmelse

Medlemsstaterne serger for, at de procedurer, der er beskrevet i dette punkt, anvendes, ndr der foretages en offi-
ciel analyse med henblik pé at foretage sken over mangden (og ikke kun tilstedevaerelsen) af animalske bestand-
dele.

Der kan kun foretages beregning, hvis de animalske bestanddele indeholder knoglefragmenter.

Knoglefragmenter af varmblodede landdyr (f.eks. pattedyr og fugle) kan i mikroskoppraparatet skelnes fra forskel-
lige typer fiskeben ved hjalp af de typiske benhuler. Andelen af animalske bestanddele i prevematerialet kan
skennes pd grundlag af:

— den skennede andel (vaegtprocent) af knoglefragmenter i det koncentrerede sediment og

— knogleandelen (vagtprocent) af de animalske bestanddele.

Skennet skal baseres pa mindst tre (om muligt) praparater og mindst fem felter pr. praparat. I foderstofblan-
dinger indeholder det koncentrerede sediment som hovedregel ikke blot knogle- og fiskebensfragmenter, men
ogsd andre partikler med hej densitet, f.eks. mineraler, sand og forveddede plantedele.
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7.1.

7.2.

8.1.

8.2.

Skennet tal for procentdelen af knoglefragmenter
% knoglefragmenter fra landdyr = (S x ¢)/W
% fiskebens- og skelfragmenter = (S x d)/W

(S = vaegten af sediment (mg), ¢ = korrektionsfaktor (%) for den skonnede knogleandel i sedimentet, d = korrekti-
onsfaktor (%) for den skennede andel af fiskebens- og skaelfragmenter i sedimentet, W = vagten af provemateriale
til sedimenteringen (mg)).

Skennet veerdi for animalske bestanddele

Andelen af knogler i animalske produkter kan variere betragteligt. (I benmel er knogle-/benandelen ca. 50-60 %,
og i kedmel ca. 20-30 %; i fiskemel varierer indholdet af ben og skal med melets kategori og oprindelse, men er
normalt ca. 10-20 %).

Hvis det vides, hvilken type dyremel der er til stede i proven, kan indholdet deraf skonnes saledes:

Skonnet indhold af bestanddele af landdyrprodukter (%) = (S x ¢)/(W x f) x 100
Skennet indhold af bestanddele af fiskeprodukter (%) = (S x ¢)/(W x f) x 100

(S = vaegten af sediment (mg), ¢ = korrektionsfaktor (%) for den skonnede knogleandel i sedimentet, d = korrekti-
onsfaktor (%) for den skennede andel af fiskebens- og skelfragmenter i sedimentet, f=korrektionsfaktor for
knogle/benandelen af de animalske bestanddele i den undersogte prove, W = vagten af provemateriale til sedi-
menteringen (mg)).

Angivelse af undersegelsens resultat

Rapporten skal mindst indeholde oplysninger om tilstedevaerelsen af bestanddele fra landdyr og fra fiskemel. De

forskellige tilfeelde afrapporteres pé folgende made:

For sd vidt angdr tilstedeveerelse af bestanddele fra landdyr:

— Der har ved mikroskopi ikke kunnet iagttages bestanddele fra landdyr i den forelagte prove
eller

— der har ved mikroskopi kunnet iagttages bestanddele fra landdyr i den forelagte prove

For sa vidt angdr fiskemel:

— Der har ved mikroskopi ikke kunnet iagttages bestanddele fra fisk i den forelagte prove
eller:

— der har ved mikroskopi kunnet iagttages bestanddele fra fisk i den forelagte prove.

Hvis der findes bestanddele fra fisk eller landdyr, kan rapporten over undersogelsens resultater eventuelt yderligere
anfore et skon over indholdet af paviste bestanddele (x %, < 0,1 %, 0,1-0,5 %, 0,5-5 % eller > 5 %), eventuelt yder-
ligere specificering af typen af landdyr og identificerede animalske bestanddele (muskelfibre, brusk, knogler, horn,
hér, berster, fjer, blod, aggeskaller, fiskeben og skal).

Hvis der foretages et skon over indholdet af animalske ingredienser, anferes den anvendte korrektionsfaktor f.

Hvis der er pavist knoglebestanddele fra landdyr, skal der i rapporten anfores folgende:

»Det kan ikke udelukkes, at ovennavnte bestanddele hidrerer fra pattedyr.«

Dette er ikke nedvendigt, hvis knoglefragmenterne fra landdyr er blevet specificeret som fragmenter fra fjerkrae
eller pattedyr.
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9. Fakultativ protokol for analyse af fedt eller olie

Folgende protokol kan anvendes ved analyse af fedt eller olie:

— Fedt i fast form opvarmes f.eks. i en mikrobglgeovn, indtil det bliver flydende

— Ved hjlp af en pipette overfores 40 ml fedt fra bunden af proven til et centrifugeror
— Der centrifugeres ved 4 000 rpm i 10 minutter

— Hyis fedtet efter centrifugering er fast, opvarmes det pd ny i en mikrobelgeovn, indtil det bliver flydende. Der
centrifugeres endnu en gang ved 4 000 rom i 5 minutter

— Halvdelen af de dekanterede urenheder overferes med en lille ske eller spatel til en lille petriskal eller et objekt-
glas med henblik pé identificering af eventuelt indhold af animalske bestanddele ved mikroskopi (kedfibre,
fjer, knoglefragmenter ...). Det anbefales at bruge paraffinolie eller glycerol som immersionsvaske

— De resterende urenheder anvendes til sedimentering som beskrevet i punkt 6.2.




