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KOMMISSIONENS FORORDNING (EQF) Nr. 3711/86
af 4. december 1986

om @ndring af forordning (EQF) nr. 625/78 om gennemfeorelsesbestemmelser for
offentlig oplagring af skummetmelkspulver

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE
FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det
europziske skonomiske Feallesskab,

under henvisning til Radets forordning (EQJF) nr. 804/68
af 27. juni 1968 om den felles markedsordning for maelk
og mejeriprodukter ('), senest andret ved forordning
. (EDF) nr. 1335/86 (3, sarlig artikel 7, stk. 5, og

ud fra felgende betragtninger :

. I artikel 3 i Radets forordning (EJF) nr. 1014/68 af 20.
juli 1968 om fastsettelse af almindelige regler om
offentlig oplagring af skummetmalkspulver (°), senest
endret ved forordning (EQF) nr. 1272/79 (%), er det fastsat,
at interventionsprisen geelder for skummetmeaelkspulver,
som er blevet leveret til et oplagringssted, som ligger
inden for en maksimal afstand, der skal fastszttes, fra det
sted, hvor skummetmalkspulveret opbevares; er
afstanden til det oplagringssted, til hvilket skummet-
mealkspulveret leveres, storre end denne maksimale
afstand, barer interventionsorganet de herved opstaende
ekstra transportomkostninger, der skal bestemmes som et
fast beleb ;

ved Kommissionens forordning (EQF) nr. 625/78 (%),
senest &ndret ved forordning (EQF) nr. 2256/86 (%), blev
den maksimale afstand fastsat til 100 km ; erfaringerne
viser, at denne maksimale afstand ikke er tilstrekkelig
stor til, at interventionsorganerne kan forvalte adgangen
til de offentlige lagre pad de bedst mulige betingelser;
afstanden ber derfor udvides til 350 km ;

i bilag I, nr. 2, til forordning (EQJF) nr. 625/78 vedrarende
skummetmealkspulverets kvalitet fastsattes kontrolmeto-
derne til undersegelse af visse produkter; der ber fast-
sxttes en henvisning til de internationale standarder for
udtagning af prever;

" i bilag IV til forordning (EQDF) nr. 625/78 fastswttes
metoden til méiling af fri sialinsyre med henblik pd pavis-

() EFT nr. L 148 af 28. 6. 1968, s. 13.
() EFT nr. L 119 af 8. 5. 1986, s. 19.
() EFT nr. L 173 af 22. 7. 1968, s. 4.
() EFT nr. L 161 af 29. 6. 1979, s. 11.
() EFT nr. L 84 af 31. 3. 1978, s. 19.
(9 EFT nr. L 196 af 18. 7. 1986, s. 4.

ning af lebevalle i skummetmelkspulver til offentlig
oplagring ; denne metode blev anvendt midlertidigt indtil
den 31. marts 1986; det pagxldende bilag ber derfor
ophaves ; '

Forvaltningskomiteen for Malk og Mejeriprodukter har
ikke afgivet udtalelse inden for den af formanden fastsatte
frist —

UDSTEDT FALGENDE FORORDNING :

Artikel 1

I forordning (EQDF) nr. 625/78 foretages folgende zndrin-
ger:

1. I artikel §, stk. 1, ®ndres udtrykket »100 km« til »350
kme.

2. I bilag I, nr. 2, litra a), ndres udtrykket »Standard
ISO« i alle tilfelde til »International standard ISO-«.

3. Bilag I, nr. 2, litra b), andet led, affattes saledes :

»— Lgbevalle :

bestemmelse af glycomakropeptidindholdet ved hjzlp
af hejtryksvaeskekromatografi (%).«

4. 1 bilag I, nr. 2, indswttes som litra c):

»c) Proverne udtages i overensstemmelse med den
internationale standard ISO 707 ; medlemsstaterne
kan dog anvende en anden metode til udtagning
af prever, hvis denne opfylder principperne i
navnte standard.c '

5. 1 bilag 1 udgﬁr fodnote (%).
6. Bilag IV udgar.

7. Bilag V erstattes med bilaget til denne forordning.

Artikel 2

Denne forordning traeder i kraft pd dagen for offentligge-
relsen i De Europeiske Feellesskabers Tidende.

Punkt 4 og 7 i artikel 1 anvendes fra den 2. februar 1987.
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Denne forordning er bindende i alle enkeltheder og gw®lder umiddelbart i hver
medlemsstat.

Udfeerdiget i Bruxelles, den 4. december 1986.
Pid Kommissionens vegne
Frans ANDRIESSEN

Nestformand
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BILAG

»BILAG V

PAVISNING AF L@BEVALLE I SKUMMETMZLKSPULVER TIL OFFENTLIG OP-
LAGRING VED HJZELP AF HOJTRYKSVAESKEKROMATOGRAFISK BESTEMMELSE

5.1,

5.2.

53.

5.4.
54.1.
54.2.

AF GLYCOMAKROPEPTIDINDHOLDET (HPLC-metode)

Formdél og anvendelsesomride

Med denne metode kan det ved bestemmelse af glycomakropeptider pavises, om der er labe-
valle til stede i skummetmsalkspulver.

Reference

International standard ISO 707 — Mielk og mejeriprodukter — Preveudtagningsmetoder i
overensstemmelse med bestemmelser omhandlet i sidste afsnit under 2 ¢) i bilag I
Definition

Skummetmelkspulvers indhold af glycomakropeptider : indholdet af sadanne stoffer bestemt
ved den nedenfor beskrevne metode og udtrykt i vegtprocent.

Princip

— Oplesning af skummetmzlkspulveret, fiernelse af fedtstoffer og proteiner ved hjelp af
trichloreddikesyre og centrifugering.

— Bestemmelse af mangden af glycomakropeptider (GMP) i centrifugatet ved HPLC.

— Vurdering af resultatet i forhold til standardprever af skummetmealkspulver, som ikke
indeholder eller er tilsat en kendt mengde vallepulver.

Reagenser

Alle reagenser skal vaere af analysekvalitet. Der anvendes destilleret vand eller vand af tilsva-

rende renhed.
Oplesning af trichloreddikesyre
240 g trichloreddikesyre (C1,CCOOH) opleses i vand og fortyndes til 1 000 ml.

Elueringsveske med pH 6,0

1,74 g kaliumhydrogenphosphat (K,HPO,), 12,37 g kaliumdihydrogenphosphat (H,KPO,) og

21,41 g natriumsulfat (Na,SO,)} opleses i ca. 700 ml vand.

Om nedvendigt indstilles pH til 6,0 ved hjelp af fortyndet phosphorsyre eller en kalium-
hydroxidoplesning.

Der fyldes op til 1000 ml med vand og blandes. Fer brugen filtreres elueringsveaesken -

gennem et membranfilter med poresterrelse 0,45 pm.’
Oplasning til skylning og opbevaring af kolonnerne

En volumendel acetonitril (CH,CN) blandes med ni volumendele vand. Fer brugen filtreres
oplesningen gennem et membranfilter med poresterrelse 0,45 pm.

Bemeerk : Der kan til skylning anvendes andre oplesninger, der har baktericid virkning, og
som ikke ®ndrer kolonnernes adskillelsesevne.

Standardprever
Skummetmalkspulver, der opfylder kravene i forordning (EQF) nr. 625/78, benzvnt [0].

Samme pulver tilsat 5 % (v/v) lebevallepulver med normal sammens®tning, benzvnt [5].
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6.1.
6.2.

63.
64.
6.5.
656.
67.
68.
69.
6.10.

6.10.1.
6.10.2.
6.10.3.

6.10.4.
6.10.5.

6.10.6.

8.1.

8.2.

8.3.

83.1.

8.3.2.

8.3.3

Apparatur
Analysevagt.

Centrifuge, der kan prastere en centrifugalkraft pd 2 200 g, med tilherende lukkede centri-
fugeglas pé ca. 25 ml

Mekanisk omrarer.

Magnetomrerer.

Glastragte med diameter ca. 7 cm.

Filtrerpapir, mellemfint, med  diameter ca. 12,5 cm.

Filtreringsudstyr af glas med tilherende fnembranfiltre med porestarrelse 0,45 urﬁ.
Malepipette pd 10 ml, som opfylder kravene i ISO 648, klasse A, eller ISO/R 835.
Termostatstyret vandbad pd 25 + 0,5° C.

HPLC-udstyr bestsende af :

Pumpe ;

Manuel eller automatisk injektionsenhed pd 15-30 ul;

To serieforbundne kolonner, TSK 2000 SW (lengde 30 cm, indvendig diameter 0,75 cm)
eller kolonner af tilsvarende effektivitet, og en forkolonne (3 cm x 0,3 cm) pakket med I
125 eller et lige sd effektivt materiale ;

Termostatstyret kolonneovn indstillet pd 35 + 1°C;

UV-detektor med variabel belgelengde, hvormed der ved 205 nm kan males med en
felsomhed pa 0,008 A;

Integrator, der kan integrere over de enkelte toppe.

Bemeaerk : Der kan arbejdes med kolonner ved stuetemperatur, men adskillelsesevnen bliver
i sé fald lidt mindre.

Temperatursvingningerne gennem en analyserekke ma her ikke overstige +
5°C.
Stikpreveudtagning

International standard ISO 707 — Melk og mejeriprodukter — Preveudtagningsmetoder i
overensstemmelse med bestemmelser omhandlet i sidste afsnit under 2 c).

Stikpreven opbevares under sidanne forhold, at der hverken kan ske edelzggelse eller
endring af sammensetningen.

Fremgangsmade

Forberedelse af analysepraven

Melkepulveret overfores til en beholder, der er ca. dobbelt sd stor som pulverets volumen, og
som har et lufttzet lag.

Beholderen lukkes straks.
Mzlkepulveret blandes omhyggeligt ved flere gange at vende rundt pid beholderen.

Udtagning af analyseprove
I et centrifugeglas (6.2) afvejes 2,000 = 0,001 g.
Fjernelse af fedtstoffer og proteiner.

Der s=ttes 20 ml 50 ° C varmt vand til analysepreven. Pulveret oplases ved omrering i 5
min med omrereren (6.3). Glasset afkeles til 25° C.

1 lebet af 2 min tilsettes 10,0 ml trichloreddikesyreoplesning (5.1) under omrering med
magnetomroreren (6.4). Glasset anbringes i vandbadet (6.9), hvori det henstdr i 60 min.

Der centrifugeres (6.2) ved 2 200 g i 10 min eller filtreres gennem papirfilter (6.6), idet de
forste S ml filtrat bortkastes.
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—

84.

8.4.1.

8.4.2.

8.5.

8.5.1.

8.5.2.

8.5.3.

9.1.

9.1.1.

Chromatografisk bestemmelse

Af centrifugatet eller filtratet (8.3.3) indsprejtes en nejagtigt afmalt mengde pa mellem 15
og 30 ul i HPLC-apparatet (6.10) under en elueringshastighed pa 1,0 ml pr. minut.

Bemeerk :

1. Elueringsvaesken (5.2) holdes pa 85 ° C under hele chromatograferingen for at holde den
luftfri og fri for bakterievakst. Andre foranstaltninger med tilsvarende virkning er accep-
table.

2. Hver gang chromatograferingen afbrydes, skylles kolonnen med vand. Den mé aldrig
efterlades med elueringsvaeske (5.2) i.

Skal kolonnerne sti ubenyttede hen i mere end 24 timer, skylles de forst med vana og
dernzst med oplesning (5.3) i mindst 3 timer med en gennemlebshastighed pa 0,2 ml pr.
minut. '

Resultaterne af chromatograferingen af analyseproven foreligger i form af et chromatogram,

" hvor hver top identificeres ved sin retentionstid, RT, nemlig:

Top I1: chromatogrammets anden top, hvis retentionstid er ca. 12,5 min,

Top III: chromatogrammets tredje top, der svarer tit GMP, og hvis retentionstid er 15,5
+ 1,0 min,

Top IV: chromatogrammets fjerde top, hvis retentionstid er ca. 17,5 min.

' Kolonnernes kvalitet kan pavirke de forskellige toppes retentionstid.

Integratoren (6.10.6) maler automatisk arealet A af hver top, nemlig:

Ay arealet af top II,
Apn: arealet af top III,
Ay arealet af top IV.

For at afslore eventuelle afvigelser enten som folge af, at apparaturet eller kolonnerne ikke
har fungeret tilfredsstillende, eller pd grund af den analyserede preves oprindelse eller art ma
alle chromatogrammer bedemmes visuelt, for en kvalitativ tolkning pébegyndes.

I tvivistilfelde gentages analysen.
Kalibrering

Med standardpreverne (5.4) felges den i punkt 8.2 — 8.4.2 beskrevne fremgangsméde neje.

Der benyttes frisk fremstillede oplesninger, da GMP nedbrydes i 8 % trichloreddikesyre-
oplesning ; indholdet heraf falder med ca. 0,2 % pr. time ved 30 ° C.

Fer chromatografering af preverne konditioneres kolonnerne ved gentagen indsprejtning af
oplesningen (8.5.1) af standardpreven (5.4.2), indtil den top, der svarer til GMP, har konstant
areal og retentionstid.

Kalibreringsfaktorerne R bestemmes ved at indspreijte filtrat (8.5.1) i samme mangde som
preverne.

Angivelse af resultaterne

Formler og beregning

Beregning af kalibreringsfaktoren R

’ 100
Top II: R = — :
P " T TA
Top IV: Ry = 100
Ay [0]
hvor
Ry et Ry = kalibreringsfaktorerne for henholdsvis top II og IV og
Ay [0] et Ay [0] = de arealer af henholdsvis top II og IV for standardpreven [0}, som er
i bestemt under 8.5.3.
Top III: Ry = w
A [5] — Aw [0]
hvor
Ru = kalibreringsfaktoren for top III,

Ay [0] et Ay [S] = de arealer af top III for henholdsvis standardprave [0] og [5], som er
bestemt under 8.5.3,

w = indhoeldet af valle i standardpreven [5], nemlig 5 (%).
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9.1.2.

9.1.3.

9.14.

9.2.

9.3.

93.1.

93.2.

Beregning af de relative toparealer for preven [E]

Su [E] =Ry x A4 [E]
Sw [E] =Ry X An [E]
SlV [E] bl RlV X A[v [E]

hvor

Su [E), Sw [E], Sw (E] = de relative arealer af henholdsvis top II, III og IV for preven
[E],

Ay [E), Aw [E] Aw [E] = de arealer af henholdsvis top 11, III og IV for preven [E], som
er bestemt under 84.2,

Ry, R Riv = de under 9.1.1 beregnede kalibreringsfaktorer.

Beregningen af de relative retentionstider for top II, III og IV for preven [E]

RRTy [B] = —w [E]
RTy [5]
hvor
RRTyy, [E] = den relative retentionstid for top III for preven [E]
RTy [E] = retentionstiden for top III for preven [E], som er bestemt under 8.4.2.
RTy [S] = retentionstiden for top III for standardpreven [5], som er bestemt under

8.53.

Det er vist eksperimentelt, at den relative retentionstid for top IIl, RRTy; [E], er ligefrem
proportional med vallepulverindholdet op til 10 %.

— ved et indhold pd < 5% er RRTy [E] > 1,000;
— ved indhold p& > $% er RRTy; [E] < 1,000

Den tilladte usikkerhed pd RRTy er + 0,002.

Normalt afviger RRTy, [0}-veerdien kun lidt fra 1,034. Alt efter kolonnernes tilstand kan
denne vardi nerme sig, men skal altid vere storre end 1,000.

Beregning af det procentvise indhold af lgbevallepulver i praven nemlig :

W = Sm [E] - [1:3 + (Sm [0] - 0’9)]

hvor :

W = indholdet af lebevalle i preven [E], i vegtprocent;

Sw [E] = det relative areal af top III for preven [E]), som er fremkommet under
9.1.2; ‘

1,3 = det relative middelareal af top III udtrykt i g pr. 100 g lebevalle og

- bestemt i uforfalsket skummetmelkspulver af forskellig oprindelse. Denne

vaerdi er bestemt eksperimentelt ;

Sm [0] = det relative areal af top III og er lig med Ry X Ay [0]; sidstnevnte stor-
relser er bestemt under henholdsvis 9.1.1 og 8.5.3;

(S [0] — 0,9) = korrektionen af det relative middelareal 1,3, nir Sy, [0]-vaerdien afviger 0,9.

Det relative middelareal af top III for standardpreven [0] er bestemt ekspe-
rimentelt til 0,9.

Metodens ngjagtighed

Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser, der er udfert samtidig e}ler med kort tids
mellemrum af samme person, med samme apparatur og pa samme stikpreve, mé ikke over-
stige 0,2 vagtprocent.

Reproducerbarhed

Forskellen mellem to resultater, som to forskellige laboratorier er ndet frem til med samme
stikprove, ma ikke overstige 0,4 vaegtprocent.
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94. °  Fortolkning
94.1 Der er ikke valle til stede, hvis det relative areal af top III, Sy; [E], udtrykt i gram lsbevalle

pr. 100 gram er < 2,0 + (Sy[0] — 0,9): ,

hvor :

2,0 = den hejst tilladte verdi for det relative areal af top III ; der er her
taget hensyn til det relative areal af top III, nemlig 1,3, usikker-
heden som falge af variationer i skummetmelkspulverets sammen-
sztning og metodens reproducerbarhed (9.3.2).

(Sm [0} — 0,9) = korrektionen, ndr arealet Sy, [0] afviger fra 0,9 (jf. 9.2).

94.2. Hvis det relative areal af top III, Sy [E} er > 2,0 + (S;3[0] — 0,9) og samtidig det relative

areal af top II, Sy [E] er < 160, beregnes.indholdet af lobevalle som angivet i punkt 9.2.

9.4.3. Hvis det relative areal af top III, Sy [E] er > 2,0 + (Siu [0] — 0,9) og samtidig det relative
areal af top II, Sy{E] er > 160, bestemmes det samlede proteinindhold (P %) ; herefter

undersages figur 1 og 2.

9.4.3.1. De tal, der fremkommer efter analyse af uforandrede prover af skummetmalkspulver med

et hejt samlet proteinindhold, er anfert i figur 1 og 2.

Den fuldt optrukne linje svarer til regressionslinjen, for hvilken koefficienterne beregnes

ved hjelp af de mindste kvadraters metode.

Med den stiplede linje fastswttes den ovre grense for det relative areal af top III med en

sandsynlighed for ikke at blive overskredet i 90 % af tilfeldene.

Ligningerne for de stiplede linjer i figur 1 og 2 er henholdsvis lig med:

Sm = 0,376 P % — 10,7 (figur 1),

Sw = 00123 S,[E] + 093 (figur 2),

hvor

S = det relative areal ‘af top III beregnet enten pd grundlag af det
samlede proteinindhold eller pd grundlag af det relative areal af top
Su[E} )

P % = det samlede proteinindhold udtrykt som veagtprocent.

SulE] = det i punkt 9.1.2 beregnede relative areal af preven.

Disse ligninger svarer til det i punkt 9.2 anferte tal 1,3.

Forskellen (T, og T,) mellem det fundne relative areal Sy [E] og det relative areal Sy,

fremgér af felgende ligninger :

T] = .Sm [E] and [(0,376 P 0/0 —_— 10,7) + (Sm [0] _— 0,9)]

Tz = Sm [E] -_ [(0,0123 S“ [E] + 0,93) + (Sm [0] —_— 0,9)];

943.2. Hvis T, er mindre end eller lig med nul, kan et indhold af lebevalle ikke pavi-
og/eller T, ses.

Hvis T, og T, er sterre end nul, kan det sluttes, at der er lebevalle til stede.
Lobevalleindholdet beregnes ved hjelp af felgende formel :

W =T + 091,
hvor :

0,91 svarer til den lodrette afstand melfem den fuldt optrukne linje og den stiplede linje.
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