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KOMMISSIONENS GENNEMF@RELSESFORORDNING (EU) 2018/150
af 30. januar 2018

om @ndring af gennemforelsesforordning (EU) 2016/1240 for s& vidt angdr metoder til analyse og
kvalitetsvurdering af malk og mejeriprodukter, der er berettiget til offentlig intervention og stotte
til privat oplagring

EUROPA-KOMMISSIONEN HAR —
under henvisning til traktaten om Den Europziske Unions funktionsmade,

under henvisning til Europa-Parlamentets og Rddets forordning (EU) Nr. 1306/2013 af 17. december 2013 om
finansiering, forvaltning og overvigning af den felles landbrugspolitik og om ophavelse af Radets forordning (EQF)
nr. 352/78, (EF) nr. 165/94, (EF) nr. 2799/98, (EF) nr. 814/2000, (EF) nr. 1290/2005 og (EF) nr. 485/2008 (), serlig
artikel 62, stk. 2, litra i), og

ud fra felgende betragtninger:

(1) I Kommissionens delegerede forordning (EU) 2016/1238 (%) og Kommissionens gennemforelsesforordning (EU)
2016/1240 () er der fastsat bestemmelser om offentlig intervention og stette til privat oplagring.
I Kommissionens forordning (EF) nr. 273/2008 () er fastlagt de metoder, der skal anvendes ved vurderingen af,
hvorvidt malk og mejeriprodukter opfylder de krav, der er fastsat i navnte forordninger, for at vare berettiget til
offentlig intervention og stette til privat oplagring.

(2)  1lyset af den tekniske udvikling inden for den metode, der anvendes til analyse og kvalitetsvurdering af mealk og
mejeriprodukter, beor der foretages vesentlige @ndringer med henblik pd forenkling og ajourfering af
henvisningerne til ISO-standarderne. Af hensyn til klarhed og effektivitet og under hensyn til omfanget og den
tekniske karakter af @ndringerne af bestemmelserne i forordning (EF) nr. 273/2008 ber de relevante
bestemmelser i naevnte forordning indarbejdes i gennemferelsesforordning (EU) 2016/1240.

(3)  For at sikre ensartet overholdelse af de nye standarder og metoder pd tvaers af medlemsstaterne ber
laboratorierne have en rimelig frist til at gennemgd procedurer og anvende de ajourforte metoder.

(4)  Gennemforelsesforordning (EU) 2016/1240 ber derfor andres.
(5)  Af hensyn til retssikkerheden ber forordning (EF) nr. 273/2008 ophaeves.

(6)  Foranstaltningerne i denne forordning er i overensstemmelse med udtalelse fra Komitéen for den Felles
Markedsordning for Landbrugsprodukter —

VEDTAGET DENNE FORORDNING:

Artikel 1

I gennemforelsesforordning (EU) 2016/1240 foretages folgende sendringer:
1) Iartikel 4 foretages felgende endringer:
a) Stk. 1 @ndres séledes:
i) litra d) affattes saledes:
»d) for smer: i del I og Ia i bilag IV til denne forordning«
ii) litra ) affattes sdledes:

»e) for skummetmalkspulver i del I og Ia i bilag V til denne forordning«

(") EUTL 347 af 20.12.2013, s. 549.

(*) Kommissionens delegerede forordning (EU) 2016/1238 af 18. maj 2016 om supplerende regler til Europa-Parlamentets og Radets
forordning (EU) nr. 1308/2013 for sa vidt angr offentlig intervention og stette til privat oplagring (EUT L 206 af 30.7.2016, s. 15).

(*) om gennemforelsesbestemmelser til Europa-Parlamentets og Réddets forordning (EU) nr. 1308/2013 for sd vidt angdr offentlig
intervention og stette il privat oplagring (EUT L 206 af 30.7.2016,s. 71).

(*) Kommissionens forordning (EF) nr. 273/2008 af 5. marts 2008 om gennemforelsesbestemmelser til Rédets forordning (EF)
nr. 1255/1999 for sa vidt angdr metoder til analyse og kvalitetsvurdering af malk og mejeriprodukter (EUT L 88 af 29.3.2008, s. 1).
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b) Stk. 2 affattes sdledes:
»2.  De metoder, der skal anvendes til at fastslé kvaliteten af korn, smer og skummetmalkspulver, der er
berettiget til offentlig intervention, jf. bilag I, IV og V, er dem, der er fastsat ved de seneste udgaver af de relevante

europziske eller internationale standarder, alt efter tilfeeldet, der er i kraft mindst seks maneder for den forste dag
af tidsrummet for offentlig intervention som defineret i artikel 12 i forordning (EU) nr. 1308/2013.«

2) Folgende indsattes som artikel 60a:
»Artikel 60a

Seerlige bestemmelser for kontrol vedrerende offentlig intervention og stette til privat oplagring for
melk og mejeriprodukter

1. Hvorvidt smer, skummetmalkspulver og ost er berettiget til stotte til privat oplagring, fastlegges
i overensstemmelse med de metoder, der er angivet i bilag VI, VII og VIIL

Sddanne metoder fastleegges under henvisning til de seneste udgaver af de relevante europeaiske eller internationale
standarder, alt efter tilfeldet, der er i kraft mindst seks maneder for den ferste dag af tidsrummet for offentlig
intervention som defineret i artikel 12 i forordning (EU) nr. 1308/2013.

2. Resultaterne af de kontroller, der er gennemfort ved anvendelse af de metoder, der er fastsat i denne forordning,
vurderes i overensstemmelse med bilag IX.«

3) Bilagene @ndres som anfert i bilaget til denne forordning.

Artikel 2

Forordning (EF) nr. 273/2008 ophzves.

Artikel 3

Denne forordning treeder i kraft pd syvendedagen efter offentliggerelsen i Den Europeiske Unions Tidende.

Denne forordning er bindende i alle enkeltheder og gelder umiddelbart i hver
medlemsstat.

Udferdiget i Bruxelles, den 30. januar 2018.

Pd Kommissionens vegne
Jean-Claude JUNCKER

Formand
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BILAG

I bilagene til gennemforelsesforordning (EU) 2016/1240 foretages folgende sndringer:
1) Ibilag IV foretages folgende sendringer:
a) Idel I, punkt 2, affattes andet underafsnit sledes:
»Hver prove bedemmes enkeltvis. Det er ikke tilladt at foretage genudtagning af prever eller gentagen vurdering.«

b) Folgende indsttes som del la:

»DEL 1A

Analysemetoder for usaltet smor bestemt til offentlig intervention

Parameter Metode

Fedtstof (1) ISO 17189 eller ISO 3727 del 3

Vand 1SO 3727 del 1

Fedtfri torstof ISO 3727 del 2

Fedtsyrer ISO 1740
Peroxidtal ISO 3976
Andre fedtstoffer end malkefedt | ISO 17678

Organoleptiske egenskaber

ISO 22935 del 2 og 3 og efterfolgende pointskala.

() Metoden, der anvendes, skal godkendes af betalingsorganet.

Pointskala
Udseende Konsistens Lugt og smag
Point Bemarkninger Point Bemarkninger Point Bemarkninger
5 Meget tilfredsstillende 5 Meget tilfredsstillende 5 Meget tilfredsstillende
idealtype idealtype idealtype
hgjeste kvalitet hgjeste kvalitet hgjeste kvalitet
(ensartet tor) (godt smerbar) (absolut ren, fineste
lugt)
4 Tilfredsstillende 4 Tilfredsstillende 4 Tilfredsstillende
(ingen dbenlyse fejl) (ingen dbenlyse fejl) (ingen dbenlyse fejl)
1, 2 eller Enhver fejl 1, 2 eller Enhver fejl 1, 2 eller Enhver fejl«
3 3 3
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2) 1bilag V indsettes folgende som del Ia:

Analysemetoder for skummetmzlkspulver bestemt til offentlig intervention

»DEL 1A

Parameter Metode
Protein 1SO 8968 del 1
Fedtstof ISO 1736
Vand ISO 5537
Syreindhold ISO 6091
Laktater I1SO 8069
Phosphatasetest ISO 11816 del 1
Uopleselighed ISO 8156
Brandte partikler (1) ADPI

Mikroorganismer

ISO 4833 del 1

Kernemalk

Tilleg 1

Lobevalle (3

Tilleeg 11 og III

Sur valle (3)

ISO 8069 eller kontrol pa stedet

Organoleptisk kontrol (*)

I1SO 22935 del 2 og 3

(") Analyser af breendte partikler kan foretages systematisk. Dog skal sddanne analyser altid foretages, hvis der ikke foretages orga-

noleptiske bedemmelser.

Metoden, der anvendes, skal godkendes af betalingsorganet (en af eller begge metoder).
Metoden, der anvendes, skal godkendes af betalingsorganet.
%) Organoleptisk kontrol udferes, hvis det pd grundlag af en risikobaseret analyse, der er godkendt af betalingsorganet, anses for

Py
=

nedvendigt.
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Tilleg I

SKUMMETM ALKSPULVER: BESTEMMELSE AF PHOSPHATIDYLSERIN- OG PHOSPHATIDYLETHANO-
LAMININDHOLD

Metode: HPLC-metode i omvendt fase
1. FORMAL OG ANVENDELSESOMRADE

Denne metode er en procedure for kvantitativ bestemmelse af phosphatidylserin (PS) og phosphatidylet-
hanolamin (PE) i skummetmelkspulver (SMP) og egner sig til pavisning af keernemaelksklumper i SMP.

2. DEFINITION

Indhold af PS + PE: massefordelingen af stof bestemt ved anvendelse af denne procedure. Resultatet udtrykkes
som milligram phosphatidylethanolamindipalmitoyl (PEDP) pr. 100 g pulver.

3. METODEPRINCIP
Ekstraktion af aminophospholipider fra rekonstitueret maelkepulver ved hjalp af methanol. Bestemmelse af PS
og PE som o-phthaldialdehyd (OPA) derivater ved HPLC i omvendt fase og ved fluorescenspavisning.

Kvantificering af PS- og PE-indholdet i analysepreven ved sammenholdelse med en standardpreve indeholdende
en kendt maengde PEDP.

4. REAGENSER

Alle reagenser skal vere af anerkendt analysekvalitet. Der anvendes destilleret vand eller vand af mindst
tilsvarende renhed, medmindre andet er angivet.

4.1. Standardmateriale: PEDP, mindst 99 % rent

Bemeerkning: Standardmateriale skal opbevares ved — 18 °C.

4.2.  Reagenser til forberedelse af standardprove og analyseprove
4.2.1.  Methanol af HPLC-renhed
4.2.2.  Chloroform af HPLC-renhed

4.2.3.  Tryptamin-monohydrochlorid

4.3.  Reagenser til o-phthaldialdehyd-derivatisering

4.3.1.  Natriumhydroxid, 12 M oplosning i vand

4.3.2. Borsyre, 0,4 M oplasning i vand, indstillet til pH 10,0 med natriumhydroxid (4.3.1)
4.3.3.  2-mercaptoethanol

4.3.4. o-phthaldialdehyd (OPA)

4.4.  HPLC-elueringsvaesker

4.4.1. Elueringsvesker fremstilles ved anvendelse af reagenser af HPLC-renhed.
4.4.2.  Vand af HPLC-renhed

4.4.3.  Methanol af fluorimetri-testet renhed

4.4.4. Tetrahydrofuran

4.4.5.  Natriumdihydrogenphosphat

4.4.6. Natriumacetat

4.4.7. Eddikesyre.
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5. APPARATUR

5.1.  Analysevagt, der kan veje med en nejagtighed pi 1 mg, og som kan afleeses med en nejagtighed pa 0,1
mg

5.2.  Bagerglas pd 25 og 100 ml

5.3.  Pipetter pd 1 og 10 ml

5.4.  Magnetomrorer

5.5.  Mailepipetter pd 0,2, 0,5 og 5 ml

5.6.  Milekolber pi 10, 50 og 100 ml

5.7.  Sprejter pd 20 og 100 pl

5.8.  Ultralydsbad

5.9.  Centrifuge, som arbejder ved 27 000 x g
5.10. Preveglas pi ca. 5 ml

5.11. Maileglas pa 25 ml

5.12. pH-meter med en nejagtighed pa 0,1 pH-enhed

5.13. HPLC-udstyr

5.13.1. Gradient-pumpesystem, i stand til at arbejde ved 1,0 ml/min. ved 200 bar

5.13.2. Autosampler med mulighed for derivatisering

5.13.3. Kolonneopvarmningsenhed, som kan holde kolonnens temperatur pd 30 °C + 1 °C

5.13.4. Fluorescensdetektor, der kan fungere pd en exciteringsbolgelaengde pd 330 nm og en emissionsbolgelengde pd 440 nm
5.13.5. Integrator eller databehandlingsprogrammel, som er i stand til at mdle toparealer

5.13.6. En LiChrospher®-100 kolonne (250 x 4,6 mm) eller en tilsvarende kolonne pakket med octadecylisan (C 18) med en
partikelstorrelse pd 5 pm

6. PROVEUDTAGNING

Proveudtagning skal ske i overensstemmelse med ISO standard 707.

7. FREMGANGSMADE
7.1.  Forberedelse af den interne standardoplesning

7.1.1. 30,0 + 0,1 mg tryptamin-monohydrochlorid (4.2.3) afvejes i en 100 ml malekolbe (5.6) og der fyldes op til merket med
methanol (4.2.1).

7.1.2.  Med en pipette (5.3) overfores 1 ml af denne oplosning til en 10 ml mdlekolbe (5.6), og der fyldes op til maerket med
methanol (4.2.1) for at opnd en 0,15 mM tryptaminkoncentration.

7.2.  Forberedelse af analyseoplesningen

7.2.1. 1,000 + 0,001 g af SMP-praven i et 25 ml beegerglas (5.2). Der tilseettes 10 ml destilleret vand ved 40 °C + 1 °C med
pipette (5.3) og omrares med magnetomrarer (5.4) i 30 minutter for at oplese alle klumper.

7.2.2. 0,2 ml af den rekonstituerede melk pipetteres (5.5) over i en 10 ml madlekolbe (5.6), hvorefter der med en sprojte (5.7)
tilsettes 100 pl 0,15 mM tryptaminoplosning (7.1) og fyldes op til merket med methanol (4.2.1). Der blandes
omhyggeligt ved at vende kolben pd hovedet flere gange; anbringelse i ultralydsbad (5.8) i 15 min.

7.2.3.  Derefter centrifugeres (5.9) ved 27 000 g x g i 10 min., og supernatanten indsamles i et praveglas (5.10).

Bemarkning: Analyseoplesningen skal opbevares ved 4 °C, til HPLC-analysen er gennemfort.
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7.3.  Forberedelse af den eksterne standardoplesning

7.3.1. 55,4 mg PEDP (4.1) afvejes i en 50 ml mdlekolbe (5.6), og der tilscettes ca. 25 ml chloroform (4.2.2) ved anvendelse af
et mdleglas (5.11). Den tilproppede kolbe opvarmes til 50 °C + 1 °C, og der blandes omhyggeligt, indtil PEDP
oploses. Derefter afkales kolben til 20 °C, og der fyldes op til merket med methanol (4.2.1) og blandes ved at vende kolben
pd hovedet flere gange.

7.3.2. 1 ml af denne oplesning pipetteres (5.3) over i en 100 ml mdlekolbe (5.6), og der fyldes op til merket med methanol
(4.2.1). 1 ml af denne oplasning pipetteres (5.3) over i en 10 ml mdlekolbe (5.6), hvorefter der tilseettes 100 pl (5.7)
0,15 mM tryptaminoplesning (7.1) og fyldes op til merket med methanol (4.2.1). Der blandes ved at vende kolben pd
hovedet flere gange.

Bemerkning: Standardanalyseoplesningen skal opbevares ved 4 °C indtil HPLC-analysen.

7.4.  Forberedelse af derivateringsreagenset
25,0 £ 0,1 mg OPA (4.3.4) afvejes i en 10 ml mdlekolbe (5.6), hvorefter der tilsettes 0,5 ml (5.5) methanol (4.2.1) og
blandes omhyggeligt for at oplase OPA. Der fyldes op til mearket med borsyreoplosning (4.3.2) og tilseettes 20 pl
2-mercaptoethanol (4.3.3) med en sprajte (5.7).

Bemeerkning: Derivateringsreagenset skal opbevares ved 4 °C i et brunt preveglas. Det er holdbart i en uge.

7.5.  Bestemmelse ved HPLC
7.5.1.  Elueringsvaesker (4.4)

Vaske A: 0,3 mM natriumdihydrogenphosphat- og 3 mM natriumacetatoplesning (indstillet til pH 6,5 + 0,1
med eddikesyre): metanol: tetrahydrofuran = 558:440:2 (v[v/|v)

Vaske B: methanol

7.5.2.  Foresldet elueringsgradient:

Tid (min.) Vaske A (%) Vaske B (%) Ge““emSt{iﬁ:f;S)ShaStighed
Start 40 60 0
0.1 40 60 0,1
5,0 40 60 0,1
6,0 40 60 1,0
6,5 40 60 1,0
9,0 36 64 1,0
10,0 20 80 1,0
11,5 16 84 1,0
12,0 16 84 1,0
16,0 10 90 1,0
19,0 0 100 1,0
20,0 0 100 1,0
21,0 40 60 1,0
29,0 40 60 1,0
30,0 40 60 0

Bemeerkning: Elueringsgradienten vil kunne skulle @ndres lidt for at opnd den oplesning, der er vist i figur 1.

Kolonnetemperatur: 30 °C.



31.1.2018 Den Europeiske Unions Tidende L 26/21

7.5.3.  Injektionsvolumen: 50 pl derivateringsreagens og 50 pl preveoplesning.

7.5.4.  Kolonneligevaegt
Ved daglig opstart af systemet gennemskylles kolonnen med 100 % veske B i 15 min., hvorefter der indstilles
A: 40:60 og bringes i ligevaegt ved 1 ml/min. i 15 min. Der foretages en blindpreve ved injektion af methanol
(4.2.1).

Bemerkning: Forud for opbevaring over leengere tid gennemskylles kolonnen med methanol: chloroform = 80:
20 (v/v) i 30 min.

7.5.5. Indholdet af PS + PE i analyseproven bestemmes.
7.5.6. Reekken af kromatografianalyser gennemfores under overholdelse af et konstant tidsforhold mellem de enkelte analyserunder
for at opnd konstante retentionstider. Den eksterne standardoplesning (7.3) indsprajtes for hver 5.-10. analyseoplesning for

at beregne responsfaktoren.

Bemerkning: Seljen skal renses ved gennemskylning med 100 % vaske B (7.5.1) i mindst 30 min. for hver
20.-25. analyserunde.

7.6.  Integrationsmide
7.6.1. PEDP-top

PEDP elueres som en enkelt top. Toparealet bestemmes ved dal-til-dal-integration.

7.6.2.  Tryptamin-top

Tryptamin elueres som en enkelt top (figur 1). Toparealet bestemmes ved dal-til-dal-integration.

7.6.3.  Grupper af PS- og PE-toppe
Under de beskrevne betingelser (figur 1) elueres PS som to delvis uopleste hovedtoppe efter en mindre top. PE

elueres som 3 delvis uoploste hovedtoppe. Hele arealet for hver samling af toppe bestemmes ved at sette
basislinjen som rapporteret i figur 1.

8. BEREGNING OG ANGIVELSE AF RESULTATER
Indholdet af PS og PE i analyseproven beregnes sdledes:

C =5536 x ((A)/(A,) x (T)/(T,)

hvor:

C = indhold af PS eller PE (mg/100 g pulver) i analysepreven

A, = topareal af PEDP i standardpreveoplasningen (7.3)

A, = topareal af PS eller PE i analyseoplesningen (7.2)

T, = topareal af tryptamin i standardpreveoplesningen (7.3)

T, = topareal af tryptamin i analyseproveoplesningen (7.2).
9. METODENS NOJAGTIGHED

Bemerkning: Vardierne for repeterbarhed blev beregnet efter den internationale IDF-standard (*).

9.1.  Repeterbarhed

Den relative standardafvigelse for repeterbarheden, som er et udtryk for variationen i uathengige analysere-
sultater, der er opndet af samme person under anvendelse af samme apparatur pd samme betingelser pd samme
analysepreve inden for et kort tidsinterval, mé ikke overstige 2 %. Hvis der opnds to bestemmelser under disse
betingelser, ber den relative forskel mellem de to resultater ikke overstige 6 % af det aritmetiske gennemsnit af
resultaterne.
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9.2.  Reproducerbarhed

Hvis to bestemmelser foretages af laboranter i forskellige laboratorier under anvendelse af forskelligt apparatur
pa forskellige betingelser for analyse og samme analyseprove, md den relative forskel mellem de to resultater
ikke overstige 11 % af det aritmetiske gennemsnit af resultaterne.

10. LITTERATURHENVISNINGER

10.1.  Resmini P, Pellegrino L., Hogenboom J.A., Sadini V., Rampilli M., »Detection of buttermilk solids in skimmilk powder by
HPLC quantification of aminophospholipids.« Sci. Tecn. Latt.-Cas., 39,395 (1988).

Figur 1

HPLC-monster for OPA-derivater af phosphatidylserin (PS) og phosphatidylethanolamin (PE)
i methanolekstrakt af rekonstitueret skummetmalkspulver. Integrationsmdade for toppene af PS, PE
og tryptamin (intern standard) rapporteres.
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Tilleg 11

PAVISNING AF LOBEVALLE I SKUMMETMALKSPULVER TIL OFFENTLIG OPLAGRING VED HJZLP AF
HOJTRYKSVESKEKROMATOGRAFISK BESTEMMELSE AF KASEINMAKROPEPTIDINDHOLDET (HPLC-
METODE)

1. FORMAL OG ANVENDELSESOMRADE

Med denne metode kan det ved bestemmelse af kaseinmakropeptider pavises, om der er lgbevalle til stede
i skummetmalkspulver.

2. HENVISNING

International Standard ISO 707 — Malk og mejeriprodukter — Vejledning i preveudtagning.

3. DEFINITION

Indholdet af lgbevalletorstof defineres som indholdet udtrykt i vagtprocent ved bestemmelse af indholdet af
kaseinmakropeptider ved den beskrevne fremgangsmade.

4. PRINCIP

— Oplosning af skummetmalkspulveret, fjernelse af fedtstoffer og proteiner ved hjelp af trichloreddikesyre
efterfulgt af centrifugering eller filtrering

— Bestemmelse af mangden af kaseinmakropeptider (CMP) i supernatanten ved HPLCA

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

5. REAGENSER

Alle reagenser skal vare af anerkendt analysekvalitet. Der anvendes destilleret vand eller vand af mindst
tilsvarende renhed.

5.1. Oplesning af trichloreddikesyre

240 g trichloreddikesyre (CCl,COOH) opleses i vand og fortyndes til 1 000 ml. Oplesningen skal forblive klar
og farveles.

5.2. Elueringsveeske med pH 6,0
1,74 g kaliumhydrogenphosphat (K,HPO,), 12,37 ¢ kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) og 21,41 g
natriumsulfat (Na,SO,) opleses i ca. 700 ml vand. Om nedvendigt indstilles pH til 6,0 ved hjalp af fortyndet
phosphorsyre eller en kaliumhydroxidoplesning.

Der fyldes op til 1 000 ml med vand og blandes.

Bemarkning: Elueringsveaeskens sammensztning kan opdateres for at efterkomme standarderne eller anbefalinger
fra fabrikanten af kolonnepakningsmaterialet.

For brugen filtreres elueringsvaesken gennem et membranfilter med poresterrelse 0,45 pm.

5.3. Oplesning til skylning af kolonnerne

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

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

5.4. Standardprever
5.4.1.  Skummetmelkspulver, der opfylder kravene i denne forordning, beneevnt [0].

5.4.2.  Samme pulver tilsat 5 % (m/m) lobevallepulver med normal sammensctning, bencevnt [5].
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6. APPARATUR

6.1. Analysevagt

6.2. Centrifuge, der kan preestere en centrifugalkraft pd 2 200 g, med tilherende lukkede centrifugeglas pa
ca. 50 ml.

6.3. Mekanisk rysteapparat

6.4. Magnetomrerer

6.5. Glastragte med diameter pé ca. 7 cm

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

6.7. Filtreringsudstyr af glas med tilherende membranfiltre med poresterrelse 0,45 pm

6.8. Malepipetter pd 10 ml (ISO 648, klasse A, eller ISO/R 835) eller et dispenseringssystem, som muligger
gennemlogb af 10,0 ml pd 2 min.

6.9. Dispenseringssystem, som muligger gennemleb af 20,0 ml vand ved ca. 50 °C

6.10.  Termostatstyret vandbad indstillet pd 25 = 0,5 °C

6.11.  HPLC-udstyr bestdende af:

6.11.1. Pumpe

6.11.2. Manuel eller automatisk injektionsenhed pd 15-30 pl

6.11.3. To serieforbundne kolonner, TSK 2 000 SW (lengde 30 cm, indvendig diameter 0,75 cm) eller kolonner af tilsvarende
effektivitet (f.eks. single TSK 2 000-SWxl, single Agilent Technologies Zorbax GF 250), og en forkolonne (3 cm x 0,3
cm) pakket med 1 125 eller et lige sd effektivt materiale

6.11.4. Termostatstyret kolonneovn indstillet pa 35 + 1 °C

6.11.5. UV-detektor med variabel bolgelaengde, hvormed der ved 205 nm kan males med en folsomhed pd 0,008 A

6.11.6. Integrator, der kan integrere over de enkelte toppe
Bemerkning: Der kan arbejdes med kolonner ved stuetemperatur, men adskillelsesevnen bliver i sd fald lidt
mindre. Temperatursvingningerne gennem en analysereekke md her ikke overstige + 5 °C.

7. PROVEUDTAGNING

7.1. Prgveudtagningen sker efter metoden i den internationale standard ISO 707. Medlemsstaterne kan dog anvende
en anden metode til preveudtagning, hvis den folger principperne i ovennavnte standard.

7.2. Proven opbevares under sddanne forhold, at der hverken kan ske odeleggelse eller @ndring af
sammensatningen.

8. FREMGANGSMADE

8.1. Forberedelse af proven
Pulveret overfores til en beholder, der er cirka dobbelt sd stor som pulverets volumen, og som har et lufttet 1dg.
Beholderen lukkes straks. Malkepulveret blandes omhyggeligt ved, at beholderen vendes flere gange rundt.

8.2. Analyseprove
I et centrifugeglas (6.2) eller en tilproppet kolbe (50 ml) afvejes 2,000 0,001 g analyseprave.

8.3. Fjernelse af fedtstoffer og proteiner

8.3.1.  Der settes 20,0 ml 50 °C varmt vand til analyseproven. Pulveret oplases ved omroring i 5 min. med et rysteapparat

(6.3). Reagensglasset anbringes i vandbadet (6.10), og det afventes, at der indtreder en ligevaegt ved 25 °C.
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8.3.2.

8.3.3.

8.4.

8.4.1.

8.4.2.

8.5.

9.1.

9.1.1.

I lobet af 2 min. tilsettes 10,0 ml trichloreddikesyreoplosning (5.1) pd 25 °C under kraftig omrering med
magnetomrereren (6.4). Reagensglasset anbringes i vandbadet (6.10), hvori det henstdr i 60 minutter.

Der centrifugeres (6.2) ved 2 200 g i 10 min. eller filtreres gennem papirfilter (6.6), idet de forste 5 ml filtrat bortkastes.

Kromatografisk bestemmelse

Af supernatanten eller filtratet (8.3.3) indsprojtes en nojagtigt afmalt mengde pd mellem 15 og 30 pl i HPLC-apparatet
(6.11) under en gennemstromningshastighed pd 1,0 ml elueringsveeske (5.2) pr. minut.

Bemerkninger: 1. Den kan anvendes en anden gennemstremningshastighed afhaengigt af de anvendte kolonners
indvendige diameter eller kolonnefabrikantens anvisninger.

Bemarkninger: 2. Hver gang kromatograferingen afbrydes, skylles kolonnen med vand. Den ma4 aldrig efterlades
med elueringsvaeske (5.2) i.

Skal kolonnerne std ubenyttede hen i mere end 24 timer, skylles de forst med vand og dernast med oplesning
(5.3) i mindst 3 timer med en gennemlebshastighed pé 0,2 ml pr. minut.

Resultaterne af kromatograferingen af analyseproven [E] foreligger i form af et kromatogram, hvor hver top identificeres
ved sin retentionstid, RT, nemlig:

Top II: kromatogrammets anden top, hvis retentionstid er ca. 12,5 min.

Top IIL: kromatogrammets tredje top, der svarer til CMP, og hvis retentionstid er 15,5 min.

Valg af kolonne(r) kan pévirke de forskellige toppes retentionstid betydeligt.

Integratoren (6.11.6) beregner automatisk arealet A af hver top, nemlig:

Ay arealet af top II

Ay arealet af top III

For at afslgre eventuelle afvigelser enten som folge af, at apparaturet eller kolonnerne ikke har fungeret tilfreds-
stillende, eller pd grund af den analyserede proves oprindelse eller art mé alle kromatogrammer bedemmes
visuelt, for en kvantitativ tolkning pdbegyndes.

I tvivistilfaelde gentages analysen.

Kalibrering
Med standardproverne (5.4) folges den i punkt 8.2 til 8.4.2 beskrevne fremgangsmdde noje.

Der benyttes frisk fremstillede oplesninger, da CMP nedbrydes i 8 % trichloreddikesyreoplasning. Indholdet
heraf falder med ca. 0,2 % pr. time ved 30 °C. Indholdet heraf falder med ca. 0,2 % pr. time ved 30 °C.

For kromatografering af proverne konditioneres kolonnerne ved gentagen indsprejtning af oplosningen (8.5.1) af
standardpraven (5.4.2), indtil den top, der svarer til CMP, har konstant areal og retentionstid.

Kalibreringsfaktorerne R bestemmes ved at indsprejte filtrat (8.5.1) i samme mengde som preverne.

ANGIVELSE AF RESULTATER
Beregningsmetode og formler

Beregning af responsfaktorerne R

Top I: | R, = 100/(A,[0])

R, = responsfaktoren for top II

>
E
|

= det areal af top II for standardpraven [0], som er fremkommet under 8.5.3
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Top 1II: Ry, = W[(Ay[5] — Ay [0])

hvor:

Ry = responsfaktoren for top III

A[I] [O] and A[Il [5]

de arealer af top Il for henholdsvis standardpreve [0] og [5], som er fremkommet
under 8.5.3

W

indholdet af valle i standardpreven [5], nemlig 5

9.1.2.  Beregning af de relative toparealer for proven [E]
SulE] = Ry < Ay[E]
SlE] = Ry x Ay [E]

SwlEl = Ry x Ay[E]

hvor:

S, [E], Sy [E], Sy [E] = de relative arealer af henholdsvis top II, Il og IV for prgven [E]

A, [E], Ay [E] = de arealer af henholdsvis top II og III for proven [E], som er fremkommet under
8.4.2

Ry Ry = de under 9.1.1 beregnede responsfaktorer

9.1.3.  Beregningen af de relative retentionstider for top III for proven [E]

RRT,[E] = (RTIII[E])/ (RTy[5])

hvor:

RRT, [E] = den relative retentionstid for top III for preven [E]

RT,; [E] = retentionstiden for top III for preven [E], som er fremkommet under 8.4.2

RT,, [5] = retentionstiden for top II for standardpreven [5], som er fremkommet under 8.5.3

9.1.4.  Det er vist eksperimentelt, at den relative retentionstid for top IIl, RRT,, [E], er ligefrem proportional med vallepulve-
rindholdet op til 10 %

— ved et indhold pd > 5 % er RRT,; [E] < 1,000
— ved et indhold pd < 5 % er RRTy; [E] = 1,000.
Den tilladte usikkerhed pd RRT,; er + 0,002.

Normalt afviger RRT,; [0]-vaerdien kun lidt fra 1,034. Alt efter kolonnernes tilstand kan denne verdi naerme
sig, men skal altid veere storre end 1,000.

9.2. Beregning af det procentvise indhold af lebevallepulver i proven:

W =S, [E] - [1, 3 + (S,[0] - 0, 9)]

hvor:

W = indholdet af lgbevalle i preven [E], i % m/m

Su [E] = det relative areal af top III for analysepraven [E], som er fremkommet under 9.1.2

1,3 = det relative middelareal af top III udtrykt i g lebevalle pr. 100 g bestemt i uforfalsket
skummetmalkspulver af forskellig oprindelse. Denne veerdi er bestemt eksperimentelt

Sy [0] = det relative areal af top III, som er lig med Ry, x A, [0]. Disse storrelser er bestemt under
henholdsvis 9.1.1 og 8.5.3

Sy [0]1-0,9) = korrektionen af det relative middelareal 1,3, ndr S;; [0] ikke er 0,9. Det relative middelareal

af top III for standardpreven [0] er bestemt eksperimentelt til 0,9.
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9.3.  Metodens nejagtighed
9.3.1.  Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser, der er udfert samtidig eller med kort tids mellemrum af
samme person, med samme apparatur og pa samme prove, ma ikke overstige 0,2 % m/m.

9.3.2.  Reproducerbarhed

Forskellen mellem to resultater, som to forskellige laboratorier er ndet frem til med samme prove, ma ikke
overstige 0,4 % m/m.

9.4. Fortolkning

9.4.1.  Der er ikke valle til stede, hvis det relative areal af top III, S, [E], udtrykt i gram lebevalle pr. 100 gram produkt er
< 2,0 +(S,[0] -0,9),

hvor

2,0 er den hejst tilladte vaerdi for det relative areal af top III; der er her taget hensyn til det rela-
tive gennemsnitlige areal af top III, nemlig 1,3, usikkerheden som felge af variationer i skum-
metmalkspulverets ssmmensatning og metodens reproducerbarhed (9.3.2)

(S [0] = 0,9) | er korrektionen, ndr arealet Sy, [0] afviger fra 0,9 (jf. punkt 9.2)

9.4.2.  Hyis det relative areal af top III, S, [E] er > 2,0 + (S, [0] — 0,9) og det relative areal af top II, S, [E] er < 160,
beregnes indholdet af lobevalle som angivet i punkt 9.2.

9.4.3.  Hyis det relative areal af top III, S, [E] er > 2,0 + (S, [0] — 0,9) og det relative areal af top II, S, [E] er < 160,
bestemmes det samlede proteinindhold (P %); herefter underseges figur 1 og 2.

9.4.3.1. De tal, der fremkommer efter analyse af prover af uforfalsket skummetmelkspulver med et hajt samlet proteinindhold, er
anfert i figur 1 og 2.

Den fuldt optrukne linje svarer til regressionslinjen, for hvilken koefficienterne beregnes ved hjalp af de
mindste kvadraters metode.

Med den stiplede linje fastsattes den gvre granse for det relative areal af top III med en sandsynlighed for ikke
at blive overskredet i 90 % af tilfzldene.

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

Sy =0,376P%—10,7 (figur 1)

S, =0,0123 S, [E] + 0,93 | (figur 2)

hvor

Su er det relative areal af top III beregnet enten pd grundlag af det samlede proteinindhold eller pa
grundlag af det relative areal af top S, [E],

P %  er det samlede proteinindhold udtrykt som veagtprocent

Sy [E] erdet i punkt 9.1.2 beregnede relative areal af proven.
Disse ligninger svarer til det i punkt 9.2 anferte tal 1,3.

Forskellen (T, og T,) mellem det fundne relative areal S, [E] og det relative areal S, fremgéar af folgende
ligninger: T, = S,,[E] = [(0,376 P % — 10,7) + (S,[0] = 0,9)]T, = S,[E] — [(0,0123 S,[E] + 0,93) + (S,,[0] — 0,9)]
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9.4.3.2. Hvis T, ogleller T, er mindre end eller lig med nul, kan et indhold af lgbevalle ikke péavises.

Hvis T, og T, er storre end nul, kan det sluttes, at der er lgbevalle til stede.

Lobevalleindholdet beregnes ved hjalp af folgende formel: W = T, + 0,91

hvor:

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

Skummetmaelkspulver

S8

43F

3.8 5

Top I

28

0.8
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34 k
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L + -+
Samlet proteinindhold i (%)
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Tilleeg 11l
BESTEMMELSE AF LOBEVALLETORSTOF I SKUMMETM ALKSPULVER

1. FORMAL: PAVISNING AF TILSATNING AF LOBEVALLET@RSTOF TIL SKUMMETM£LKSPULVER

2. REFERENCER: INTERNATIONAL STANDARD ISO 707

3. DEFINITION
Indholdet af lgbevalletorstof defineres som indholdet udtrykt i vaegtprocent ved bestemmelse af indholdet af
kaseinmakropeptider ved den beskrevne fremgangsmade.

4. PRINCIP
Prover analyseres for kaseinmakropeptid A ved hejtryksvaskekromatografi med omvendt fase (HPLC-metoden).
Vurdering af resultatet i forhold til standardprever af skummetmalkspulver med og uden et kendt procentvist
indhold af vallepulver. Resultater over 1 % (m/m) er tegn pd, at der er lgbevalletorstof til stede.

5. REAGENSER
Alle reagenser skal vare af anerkendt analysekvalitet. Der anvendes destilleret vand eller vand af mindst
tilsvarende renhed. Acetonitril skal vare af spektroskopisk kvalitet eller HPLC-kvalitet.

51.  Trichloreddikesyreoplasning
240 g trichloreddikesyre (CCl,COOH) oplases i vand og fortyndes til 1 000 ml. Oplosningen skal forblive klar
og farveles.

5.2. Elueringsvaeske A og B
Elueringsvaeske A: 150 ml acetonitril (CH,CN), 20 ml isopropanol (CH,CHOHCH,) og 1,00 ml trifluored-
dikesyre (TFA, CF,COOH) blandes i en 1 000 ml mélekolbe. Derefter fyldes op til 1 000 ml med vand.
Elueringsveaske B: 550 ml acetonitril, 20 ml isopropanol og 1,00 ml TFA blandes i en 1 000 ml malekolbe.
Derefter fyldes op til 1 000 ml med vand. For brugen filtreres elueringsvaesken gennem et membranfilter med
porestorrelse 0,45 pm.

5.3. Opbevaring af kolonnen
Efter analyserne skylles kolonnen med elueringsveeske B (under anvendelse af en gradient), og derefter skylles
den med acetonitril (under anvendelse af en gradient i 30 minutter). Kolonnen opbevares i acetonitril.

5.4. Standardprever

5.4.1.  Skummetmelkspulver, der opfylder kravene til offentlig oplagring, beneevnt [0].

5.4.2.  Samme pulver tilsat 5 % (m/m) lobevallepulver med normal sammensctning, bengevnt [5].

5.4.3.  Samme pulver tilsat 50 % (m/m) lobevallepulver med normal sammensetning, benevnt [50].

6. APPARATUR

6.1. Analysevagt

6.2. Centrifuge, der kan preestere en centrifugalkraft pa 2 200 g, med tilhorende lukkede centrifugeglas pd
ca. 50 ml.

6.3. Mekanisk rysteapparat

6.4. Magnetomrorer

6.5. Glastragte med diameter pa ca. 7 cm
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6.6. Filtrerpapir, mellemfint, med diameter pé ca. 12,5 cm
6.7. Filtreringsudstyr af glas med tilherende membranfiltre med poresterrelse 0,45 pm

6.8. Malepipetter pd 10 ml (ISO 648, klasse A, eller ISO/R 835) eller et dispenseringssystem, som muligger
gennemlob af 10,0 ml pa 2 min.

6.9. Dispenseringssystem, som muligger gennemlgb af 20,0 ml vand ved ca. 50 °C
6.10.  Termostatstyret vandbad indstillet pa 25 = 0,5 °C

6.11. HPLC-udstyr bestiende af:
6.11.1. Binart gradientpumpesystem
6.11.2. Manuel eller automatisk injektionsenhed pd 100 pl

6.11.3. En Agilent Technologies Zorbax 300 SB-C3-kolonne (lengde: 25 cm, indvendig diameter: 0,46 cm) eller en tilsvarende
bredporet siliciumbaseret kolonne med omvendt fase

6.11.4. Termostatstyret kolonneovn indstillet pg 35 + 1 °C

6.11.5. UV-detektor med variabel bolgelengde, hvormed der ved 210 nm kan madles med en folsomhed pd 0,02 A (om
nodvendigt kan en storre bolgelengde pd op til 220 nm benyttes).

6.11.6. Integrator, der kan integrere til en felles basislinje eller over de enkelte toppe

Bemerkning: Der kan arbejdes med kolonnen ved stuetemperatur, hvis stuetemperaturen ikke svinger med mere
end 1 °C. I modsat fald vil der vere for stor variation i retentionstiden for CMP,.

7. PROVEUDTAGNING

7.1. Proveudtagningen sker efter metoden i den internationale standard ISO 707. Medlemsstaterne kan dog
anvende en anden metode til preveudtagning, hvis den folger principperne i ovennavnte standard.

7.2. Proven opbevares under sidanne forhold, at der hverken kan ske odeleggelse eller andring af
sammensatningen.

8. FREMGANGSMADE

8.1. Forberedelse af proven

Pulveret overfores til en beholder, der er cirka dobbelt s& stor som pulverets volumen, og som har et lufttet 13g.
Beholderen lukkes straks. Malkepulveret blandes omhyggeligt ved, at beholderen vendes flere gange rundt.

8.2. Analyseprove
I et centrifugeglas (6.2) eller en tilproppet kolbe (50 ml) afvejes 2,00 + 0,001 g analyseprove.

Bemearkning: Nar det drejer sig om blandinger, afvejes en sddan mengde af analysepreven, at den affedtede
prove svarer til 2,00 g.

8.3. Fjernelse af fedtstoffer og proteiner

8.3.1.  Der settes 20,0 ml 50 °C varmt vand til analysepraven. Pulveret oploses ved omroring i 5 min. med et rysteapparat
(6.3). Reagensglasset anbringes i vandbadet (6.10), og det afventes, at der indtreder en ligevagt ved 25 °C.

8.3.2. I lobet af 2 min. tilswttes 10,0 ml trichloreddikesyreoplosning (5.1) pd 25 °C under kraftig omrering med
magnetomroreren (6.4). Reagensglasset anbringes i vandbadet (6.10), hvori det henstdr i 60 minutter.

8.3.3.  Der centrifugeres (6.2) ved 2 200 g i 10 min. eller filtreres gennem papirfilter (6.6), idet de forste 5 ml filtrat bortkastes.
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8.4. Kromatografisk bestemmelse

8.4.1.  HPLC-metoden med omvendt fase udelukker muligheden for falsk positive resultater pd grund af tilstedeveerelsen af syrnet
keernemeelkspulver.

8.4.2.  For HPLC-analysen med omvendt fase gennemfores, md gradientbetingelserne optimeres. En retentionstid pd
26 minutter + 2 minutter for CMP, er optimal for gradientsystemer med et dedvolumen pd ca. 6 ml (volumenet fra det
punkt, hvor oplesningerne blandes, til det punkt, hvor injektionsslojfen slutter). For gradientsystemer med et mindre
dodvolumen (f.eks. 2 ml) bruges 22 minutter som optimal retentionstid.

Der anvendes oplesninger af standardpreverne (5.4) uden og med 50 % lgbevalle.
Af supernatanten eller filtratet (8.3.3) indsprejtes 100 pl i HPLC-apparatet under anvendelse af de kontrolgradi-
entvilkdr, der fremgér af tabel 1.

Tabel 1

Kontrolgradientvilkir for optimering af kromatografien

(nTlifL) Ge““(em“;/si‘fgnmg % A % B Kurve

Start 1,0 90 10 *
27 1,0 60 40 linezer
32 1,0 10 90 linezer
37 1,0 10 90 linezer
42 1,0 90 10 lineaer

Sammenligning af de to kromatogrammer vil vise beliggenheden af toppen af CMP,.

Ved anvendelse af nedenstdende formel kan den oprindelige sammensatning af den oplesning, der skal bruges
til den normale gradient (se 8.4.3), beregnes: % B = 10 — 2,5 + (13,5 + (RT,,, — 26)[6) * 30/27 % B = 7,5 +
(13,5 + RT,,, — 26)/6) * 1,11

hvor:

RT,..  retentionstiden for CMP, ved anvendelse af kontrolgradienten

10: den oprindelige % B af kontrolgradienten

2,5: % B midtvejs minus % B ved begyndelsen ved anvendelse af den normale gradient

13,5 midtvejspunkt for kontrolgradienten

26: den kraevede retentionstid for CMP,

6: haldningskoefficient for kontrolgradienten og den normale gradient

30: % B pé begyndelsestidspunktet minus % B efter 27 minutter ved anvendelse af kontrolgradienten
27: varighed for kontrolgradienten

8.4.3.  Der udtages oplesninger af analyseproverne.

Af supernatanten eller filtratet (8.3.3) indsprojtes en nejagtigt afmalt meengde pd 100 pl i HPLC-apparatet
under en gennemstromningshastighed pd 1,0 ml elueringsveaske (5.2) pr. minut.

Sammensatningen af elueringsvasken ved analysens begyndelse opnds fra 8.4.2. Den er normalt tet pd A:
B = 76:24 (5.2). Umiddelbart efter indsprejtningen startes en lineser gradient, siledes at B bliver 5 % hgjere
efter 27 minutter. Derefter startes en linezr gradient, hvorved elueringsvaskens indhold af B kommer op pa
90 % i lgbet af 5 minutter. Denne sammensatning opretholdes i 5 minutter, hvorefter sammenszatningen
i lebet af 5 minutter @ndres ved hjlp af en linezr gradient til den oprindelige sammensatning. Afhengigt af
pumpesystemets indre volumen kan den naste indsprejtning foretages 15 minutter efter de oprindelige
betingelser.

Bemearkning 1. Retentionstiden for CMP, ber vere 26 minutter + 2 minutter. Dette kan opnds ved at aendre
begyndelses- og slutbetingelserne for den forste gradient. Imidlertid skal forskellen i % B for begyndelses- og
slutbetingelserne for den forste gradient fortsat vare 5 % B.
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Bemarkning 2. Elueringsvaskerne mé afgasses tilstraekkeligt og skal forblive afgassede. Dette er vigtigt for
gradientpumpesystemets tilfredsstillende virkning. Standardafvigelsen for retentionstiden for CMP,-toppen skal
veere pd under 0,1 min. (n = 10).

Bemearkning 3. Efter hver femte prove skal referencepreven [5] indsprejtes og benyttes til beregning af en ny
responsfaktor R (9.1.1).

8.4.4.  Resultaterne af kromatograferingen af analyseproven [E] foreligger i form af et kromatogram, hvor CMP,-toppen
identificeres ved sin retentionstid pd ca. 26 minutter.

Integratoren (6.11.6) beregner automatisk CMP,-toppens hgjde Basislinjens beliggenhed skal kontrolleres for
hvert kromatogram. Analysen eller integrationen skal gentages, hvis basislinjens beliggenhed ikke er korrekt.

Bemeerkning: Hvis CMP,-toppen er tilstrakkelig adskilt fra andre toppe, ber der anvendes dal-til-dal integration,
ellers anvendes linjer vinkelret pd en felles basislinje, hvis startpunkt skal ligge taet pd CMP,-toppen (dvs. ikke
ved t = 0 min!). For standardpreven og preverne anvendes samme integrationstype, og ved anvendelse af flles
basislinje kontrolleres det, at den er den samme for praverne og standardpreven.

For at afslgre eventuelle afvigelser enten som felge af, at apparaturet eller kolonnerne ikke har fungeret tilfreds-
stillende, eller pd grund af den analyserede proves oprindelse eller art mé alle kromatogrammer bedemmes
visuelt, for en kvantitativ tolkning pdbegyndes. I tvivistilfeelde gentages analysen.

8.5. Kalibrering

8.5.1.  Med standardproverne (5.4.1 og 5.4.2) folges den i punkt 8.2 til 8.4.4 beskrevne fremgangsmade naje. Der benyttes frisk
fremstillede oplosninger, da CMP nedbrydes i 8 % trichloreddikesyreoplosning ved stuetemperatur. Ved 4 °C forbliver
oplesningen stabil i 24 timer. Skal der foretages en lang raekke analyser, er det onskeligt at anvende en kolet pravebakke
i den automatiske injektor.

Bemerkning: 8.4.2 kan udelades, hvis % B pa begyndelsesbetingelserne er kendt fra tidligere analyser.

Kromatogrammet for referencepreven [5] skal svare til figur 1. P4 denne figur er der inden CMP,-toppen to
sma toppe. Det er vigtigt at opnd en lignende separation.

8.5.2.  For den kromatografiske bestemmelse af proverne indsprojtes 100 pl af standardproven uden lobevalle [0] (5.4.1).
Kromatogrammet md ikke indeholde nogen top ved retentionstiden for CMP,-toppen.

8.5.3.  Kalibreringsfaktorerne R bestemmes ved at indsprojte filtrat (8.5.1) i samme maengde som proverne.

9. ANGIVELSE AF RESULTATER
9.1. Beregningsmetode og formler
9.1.1.  Beregning af responsfaktoren R:
CMP,-toppen: R = W/H

hvor:

]
Il

responsfaktoren for CMP,-toppen

H = hgjden af CMP,-toppen

=

mangden af valle i standardpreven [5].
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9.2. Beregning af det procentvise indhold af lgbevallepulver i proven

W(E) = R x H(E)

hvor:

W() = indholdet af lgbevalle i proven [E], i % m/m
R = responsfaktoren for CMP,-toppen (9.1.1)
H(E) = hejden af CMP,-toppen af proven [E].

Hvis W(E) er storre end 1 % og forskellen mellem retentionstiden og retentionstiden for standardpreven [5] er
mindre end 0,2 min., er der lobevalletorstof til stede.

9.3. Metodens ngjagtighed
9.3.1.  Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser, der er udfert samtidig eller med kort tids mellemrum af
samme person, med samme apparatur og pd samme prove, ma ikke overstige 0,2 % m/m.

9.3.2.  Reproducerbarhed

Ikke fastslaet.
9.3.3.  Linearitet

For mellem 0 og 16 % lobevalle skal der opnds en lineaer sammenhang med en korrelationskoefficient > 0,99.
9.4. Fortolkning

Graensen pd 1 % omfatter usikkerheden i forbindelse med reproducerbarhed.

Figur 1
Ni—4.6 standard

Absorbans (220 nm)

0 5 10 15 20 25 30
Tid (minutter)

(*) International IDF-standard 135B/1991. Milk and milk products. Precision characteristics of analytical
methods. Outline of collaborative study procedure.«
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3) Felgende bilag tilfojes:

»BILAG VI

Analysemetoder for smor i privat oplagring

Parameter

Metode

Fedtstof ()

1SO 17189 eller ISO 3727 del 3

Vand

1SO 3727 del 1

Fedtfri torstof, (ekskl. salt)

ISO 3727 del 2

Salt

ISO 15648

(") Metoden, der anvendes, skal godkendes af betalingsorganet.

Analysemetoder for skummetmalkspulver i privat oplagring

BILAG VII

Parameter Metode
Fedtstof ISO 1736
Protein ISO 8968 del 1
Vand ISO 5537
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BILAG VIII

Analysemetoder for ost i privat oplagring

1. Den i tillegget fastsatte referenceanalysemetode skal benyttes for at sikre, at ost udelukkende fremstillet af fare-, gede-
eller boffelmealk eller af blandinger af fire-, gede- og beffelmalk ikke indeholder komalkskasein.

Komzlkskasein anses for at vere til stede, hvis indholdet af komzlkskasein i den analyserede prove er lig med eller
overstiger indholdet i referenceproven med 1 % komalk, jf. tillegget.

2. Til pavisning af komelkskasein i de i stk 1 omhandlede ostetyper kan bestemte metoder anvendes, forudsat at:
a) pavisningsgrensen hejst er 0,5 %
b) der ikke forekommer falsk positive resultater

¢) komalkskaseinet er paviseligt med den fornedne felsomhed selv efter lange modningsperioder, som det kan veere
tilfeeldet under almindelige handelsforhold.

Hvis et af ovenstdende krav ikke er opfyldt, anvendes de metoder, der er fastsat i tillegget.
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Tilleg

METODE TIL PAVISNING AF KOMALK OG KOMELKSKASEINAT I OST FREMSTILLET AF FARE-, GEDE-
ELLER BOFFELM ALK ELLER AF BLANDINGER AF FARE-, GEDE- OG BOFFELM ALK

1. FORMAL

Pavisning af komalk og komalkskaseinat i ost fremstillet af fare-, gede- eller beffelmalk eller af blandinger af
fare-, gede- og beffelmealk ved isoelektrisk fokusering af y-kaseiner efter plasminolyse.

2. ANVENDELSESOMRADE

Metoden er egnet til folsom og specifik pavisning af rd og varmebehandlet komalk og komalkskaseinat i frisk
og modnet ost fremstillet af fire-, gede- eller boffelmelk eller af blandinger af fare-, gede- og beffelmalk. Den
er ikke egnet til pavisning af, om malk og ost er forfalsket med varmebehandlede kovalleproteinkoncentrater.

3. METODEPRINCIP

3.1. Isolering af kaseiner fra ost og referenceoplosninger

3.2. Oplesning af isolerede kaseiner, som derefter underkastes plasminspaltning (EC.3.4.21.7).

3.3. Isoelqktrisk fokusering af de plasminbehandlede kaseiner i tilstedevarelse af urea og farvning af
proteinerne.

3.4.  Vurdering af de farvede y;- og y,kaseinmenstre (tegn pd komzlk) ved sammenligning af menstret fra

proven med dem, der fremkom i samme gel fra referenceoplosninger med 0 % og 1 % komaelk.

4. REAGENSER

Medmindre andet er angivet, skal der anvendes kemikalier af analysekvalitet. Vandet skal veere dobbeltdestilleret
eller af tilsvarende renhed.

Bemerkning: Nedenstdende detaljer gelder for laboratoriefremstillede polyacrylamidgeler, der indeholder urea, af
storrelsen 265 x 125 x 0,25 mm. Hvis der bruges gel af en anden storrelse eller type, skal separationsbetin-
gelserne maske justeres.

Isoelektrisk fokusering
4.1.  Reagenser til fremstilling af polyacrylamider, der indeholder urea
4.1.1.  Stamoplesning

4,85 g acrylamid

0,15 g N, N'-metylen-bis-acrylamid (BIS)
48,05 g urea

15,00 g glycerol (87 % w(w)

opleses i vand, og der fyldes op til 100 ml. Opbevares i brun flaske i keleskab.

Bemerkning: En forblandet acrylamid/BIS-oplesning, der fds i handelen, kan anvendes i stedet for de anferte
afvejede meangder af neurotoksiske acrylamider. Hvis en sddan oplesning indeholder 30 % w/v acrylamid og
0,8 % w/v BIS, skal der bruges et volumen pd 16,2 ml i formuleringen i stedet for de angivne vagte.
Stamoplesningens holdbarhed er hejst 10 degn. Hvis dens ledningsevne er over 5 pS, afioniseres den ved
omrering med 2 g Amberlite MB-3 i 30 minutter og filtreres derefter gennem en 0,45 pm membran.
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4.1.2.  Geloplasning

Der laves en geloplesning ved blanding af additiver og amfolytter (*) med stamoplesningen (4.1.1).
9,0 ml stamoplesning

24 mg f-alanin

500 pl amfolyt pH 3,5-9,5

250 pl amfolyt pH 5-7

250 pl amfolyt pH 6-8.

Geloplesningen blandes og afgasses i 2-3 minutter i et ultralydsbad eller i vakuum.

Bemarkning: Geloplesningen laves straks for ophzaldningen (6.2).

4.1.3.  Katalysatoroplosninger
4.1.3.1. N, N, N'N'-tetrametylendiamin (TEMED)
4.1.3.2. 40 % w|v ammoniumpersulfat (PER):
800 mg PER oplases i vand, og der fyldes op til 2 ml.

Bemerkning: Der skal altid bruges frisklavet PER-oplesning.

4.2. Kontaktvaeske

Petroleum eller flydende paraffin.

4.3.  Anodeoplosning

5,77 g fosforsyre (85 % w|w) opleses i vand og fortyndes til 100 ml med vand.

4.4, Katodeoplesning

2,00 natriumhydroxid opleses i vand og fortyndes til 100 ml med vand.

Forberedelse af proven
4.5. Reagenser til proteinisolering
4.5.1.  Fortyndet eddikesyre (25,0 ml iseddike fortyndet til 100 ml ved vand).
4.5.2.  Dichlormethan

4.5.3.  Acetone.

4.6. Proteinoplesende buffer

5,75 g glycerol (87 % w/|w)
24,03 g urea
250 mg dithiothreitol

opleses i vand, og der fyldes op til 50 ml.

Bemeerkning: Opbevares i koleskab — holdbarhed 1 uge.
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4.7.

4.7.3.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

4.9.

4.10.

4.11.

4.11.1.

4.11.2.

4.11.3.

Reagenser til plasminspaltning af kaseiner

Ammoniumcarbonatbuffer

En 0,2 mol/l ammoniumhydrogencarbonatoplesning (1,58 g/100 ml vand) med 0,05 mol/l ethylendiamintetra-
eddikesyre (EDTA, 1,46 g/100 ml) titreres med en 0,2 mol/l ammoniumcarbonatoplesning (1,92 g/100 ml
vand) med 0,05 mol/l EDTA til pH 8.

Bovin plasmin (EC. 3.4.21.7), aktivitet mindst 5 U/ml

e-Aminocapronsyre til enzymhemning

2,624 g e-aminocapronsyre (6-amino-n-heksanonsyre) opleses i 100 ml 40 % (v/v) ethanol.

Standardoplesninger

Godkendte referenceoplasninger af en blanding af lobebehandlet skummet fire- og gedemeelk indeholdende 0 % og 1 %
komeelk kan fds hos Kommissionen, Instituttet for Referencemdlinger og -Materialer, B-2440 Geel, Belgien.

Fremstilling af midlertidige laboratoriestandardoplasninger af lobebehandlet boffelmeek indeholdende 0 % og 1 % komeelk.
Skummetmzlken fremstilles ved centrifugering af beffelmalk eller rd tankkomalk ved 37 °C ved 2 500 g i 20
minutter. Efter hurtig afkeling af glas og indhold til 6-8 °C fjernes det overste fedtlag fuldstendigt. Til
fremstilling af 1 %-standardoplesningen tilsettes 5,00 ml skummet komealk til 495 ml skummet beffelmalk i
et 1 1 bager. pH-vaerdien justeres til 6,4 ved tilsetning af fortyndet malkesyre (10 % w/v). Temperaturen
justeres til 35 °C, og 100 pl kalvelgbe tilszttes (lobeaktivitet: 1:10 000, ca. 3 000 UJml). Der omrores i et
minut, hvorefter oplesningen henstdr tildekket med alufolie ved 35 °C i en time, s ostemassen kan
dannes. Nir ostemassen er dannet, frysetorres al den lobebehandlede sodmalk uden forudgdende
homogenisering eller afdrening af vallen. Efter frysetorringen formales produktet, sé der fremkommer et
homogent pulver. Til fremstilling af 0 %-standardoplesningen felges samme metode med brug af skummet
boffelmalk. Standardoplesningerne skal opbevares ved — 20 °C.

Bemerkning: Det kan tilrddes at kontrollere beffelmalkens renhed ved isoelektrisk fokusering af de plasminbe-
handlede kaseinater, inden standardoplesningerne fremstilles.

Reagenser til proteinfarvning
Fikserveeske

150 g trichloreddikesyre opleses i vand, og der fyldes op til 1 000 ml.

Affarvningsoplesning
500 ml methanol og 200 ml iseddike fortyndes til 2 000 ml med destilleret vand.

Bemerkning: Affarvningsoplesningen frisklaves hver dag. Den kan fremstilles ved at blande lige store meangder
stamoplesninger af 50 % (v/v) metanol og 20 % iseddike.

Farvningsoplesninger
Farvningsoplasning (stamoplosning 1)

3,0 g Coomassie Brilliant Blue G-250 (C.I. 42655) opleses i 1 000 ml 90 % (v/v) methanol ved hjalp af en
magnetisk omrerer (ca. 45 minutter) og filtreres gennem to middelhastigheds-foldefiltre.

Farvningsoplasning (stamoplosning 2)

5,0 g kobbersulfatpentahydrat opleses i 1 000 ml 20 % (v/v) eddikesyre.

Farvningsoplosning (arbejdsoplesning)
125 ml af hver af stamoplesningerne (4.11.1, 4.11.2) sammenblandes umiddelbart for farvningen.

Bemerkning: Farvningsoplesningen ber laves samme dag, den skal bruges.
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5. APPARATUR
5.1. Glasplader (265 x 125 x 4 mm), gummirulle (bredde 15 cm) og vandret flade
5.2. Gelbaerefolie (265 x 125 mm)

5.3. Dzkfolie (280 x 125 mm). Der anbringes en strimmel klaebebind (280 x 6 x 0,25 mm) pa hver langside
(jf. figur 1)

5.4. Elektrofokuseringskammer med keleplade (f.eks. 265 x 125 mm) og egnet spandingskilde (> 2,5 kV)
eller automatisk elektroforeseapparat

5.5. Cirkulationskryostat, termostatstyret ved 12 £ 0,5 °C

5.6. Centrifuge, justerbar til 3 000 g

5.7. Elektrodestrimler (leengde > 265 mm)

5.8. Plastdrabeteller til anode- og katodeoplasninger

5.9.  Analyseproveapplikatorer (10 x 5 mm, viskose- eller lavproteinabsorberingsfilterpapir)
5.10.  Farvnings- og affarvningsskale (f.eks. 280 x 150 mm instrumentbakker) af rustfrit stil eller glas
5.12.  Justerbar stanghomogenisator (10 mm diameter), skala 8 000-20 000 rpm

5.13.  Magnetomrorer

5.14.  Ultralydsbad

5.15.  Filmsvejser

5.16. 25 ul mikropipetter

5.17.  Vakuumkoncentrator eller frysetorrer

5.18.  Termostatstyret vandbad, der kan indstilles til 35 og 40 + 1 °C, med rysteaggregat

5.19. Densitometerudstyr med afleesning ved X = 634 nm.

6. FREMGANGSMADE
6.1. Forberedelse af proven
6.1.1.  Isolering af kaseiner

En mengde svarende til 5 g tor ostemasse eller standardoplesninger afvejes i et 100 ml centrifugeglas. Der
tilseettes 60 ml destilleret vand og homogeniseres med en stanghomogenisator (8 000-10 000 rpm).
pH-vardien justeres til 4,6 med fortyndet eddikesyre (4.5.1), og der centrifugeres (5 minutter, 3 000 g). Fedtet
og vallen afhaldes, restindholdet homogeniseres i 40 ml destilleret vand (pH-verdien justeret til 4,5 med
fortyndet eddikesyre (4.5.1)) ved 20 000 rpm. Der tilsettes 20 ml dichlormethan (4.5.2), homogeniseres igen
og centrifugeres (5 minutter, 3 000 g). Kaseinlaget, der flyder mellem den vandige og den organiske fase
(if. figur 2), fjernes med en spatel, og begge faser athaeldes. Kaseinet homogeniseres igen i 40 ml destilleret vand
(som ovenfor) og 20 ml dichlormethan (4.5.2), og der centrifugeres. Dette gentages, indtil begge ekstrakti-
onsfaser er farvelgse (2-3 gange). Proteinresterne homogeniseres med 50 ml acetone (4.5.3) og filtreres gennem
et middelhastigheds-foldefilterpapir. Resterne vaskes pa filtret med to sarskilte portioner acetone pa hver 25 ml
og henstér til terring i luft eller en kveelstofstrem, hvorefter de finknuses i en morter.

Bemerkning: Torre kaseinisolater ber opbevares ved — 20 °C.

6.1.2.  Plasminspaltning af -kaseiner for at intensivere y-kaseiner

25 mg isoleret kasein (6.1.1) opslemmes i 0,5 ml ammoniumcarbonatbuffer (4.7.1) og homogeniseres
i 20 minutter, f.eks. ved ultralydsbehandling. Der opvarmes til 40 °C og tilsattes 10 pl plasmin (4.7.2), blandes
og inkuberes i en time ved 40 °C under stadig omrystning. Til h@mning af enzymer tilsettes 20 pl
e-aminokapronsyre (4.7.3) og derefter yderligere 200 mg fast urea og 2 mg ditiotreitol.

Bemerkning: For at fa sterre symmetri i de fokuserede kaseinbdnd kan det tilrdes at fryseterre oplesningen
efter tilsaetningen af e-aminocapronsyre og derefter oplese resterne i 0,5 ml ureabuffer (4.6).
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6.2.  Fremstilling af polyacrylamidgeler, der indeholder urea

Gelbarefolien (5.2) rulles med et par dréber vand ud pa en glasplade (5.1), og eventuelt overskydende vand
fjernes med papirhindklaede- eller serviet. Dakfolien (5.3) udrulles med afstandsstykker (0,25 mm) pd en anden

glasplade pd samme madde. Pladen anbringes plant pd en vandret flade. Pladen anbringes plant pd en vandret
flade.

10 pl TEMED (4.1.3.1) tilsattes til den tilberedte, afgassede geloplosning (4.1.2), og efter omrystning 10 pl PER-
oplesning (4.1.3.2). Oplesningen blandes grundigt og haldes straks derefter jevnt ud pd midten af dakfolien.
Den ene side af gelbarefolien (med baeresiden nedad) anbringes pa dakfoliepladen og saenkes langsomt, sdledes
at der danner sig en gelfilm mellem folierne, som spreder sig regelmassigt uden bobledannelse (jf. figur 3).
Gelbaerepladen sznkes forsigtigt helt ned ved hjalp af en tynd spatel, og der leegges endnu tre plader oven pa
den, der skal tjene som veagte. Nar polymiseringen er fuldsteendig (ca. 60 minutter), overfores den
polymeriserede gel pa gelbarefolien sammen med dakfolien, ved at glaspladerne vippes. Barefoliens bagside
rengeres omhyggeligt for at fierne gelrester og urea. Gelsandwichen svejses til et filmglas og opbevares
i keleskab (hajst 6 uger).

Bemerkning: Dakfolien med afstandsstykkerne kan genbruges. Polyacrylamiden kan skeeres i mindre storrelser,
hvad der kan anbefales, nir der kun er fd prover, eller hvis der anvendes et automatisk elektroforeseapparat
(2 geler, storrelse 4,5 x 5 cm).

6.3. Isoelektrisk fokusering

Koletermostaten indstilles til 12 °C. Gelbarefoliens bagside afterres med petroleum, hvorefter et par driber
petroleum (4.2) dryppes pa midten af keleblokken. Derpd rulles gelsandwichen (med beresiden nedad) ud pé
den, men det skal undgds, at der danner sig bobler. Eventuel overskydende petroleum torres af, og dekfolien
fjernes. Elektrodestrimlerne gennemvades med elektrodeoplosningerne (4.3 og 4.4), tilskares i gelens lengde
og anbringes de givne steder (elektrodeafstand 9,5 cm).

Fokuseringen foretages pd nedenstdende betingelser:

6.3.1.  Gelstorrelse 265 x 125 x 0,25 mm

Trin Tid Spanding Strom Effekt Volttimer
(min.) V) (mA) W) (Vh)
1. Praefokusering 30 maksimum | maksimum konstant 4 ca. 300
2 500 15
2. Provefokusering (1) 60 maksimum maksimum konstant 4 ca. 1 000
2 500 15
3. Slutfokusering 60 maksimum | maksimum | maksimum ca. 3 000
2 500 5 20
40 maksimum maksimum maksimum ca. 3 000
2 500 6 20
30 maksimum | maksimum | maksimum ca. 3 000
2 500 7 25

(') Proveapplikation: Efter prafokusering (forste trin), afpipetteres 18 pl af proven og standardoplesningerne over pa prove-
applikatorerne (10 x 5 mm), der anbringes med en indbyrdes afstand pd 1 mm og 5 mm fra anoden og trykkes let ned.
Fokuseringen foretages pa ovenstdende betingelser, og proveapplikatorerne borttages forsigtigt efter de 60 minutters pro-
vefokusering.

Bemeerkning: Hvis gelens tykkelse eller bredde andres, skal strom og effekt justeres herefter (f.eks. fordobles
elstrom og effekt, hvis der benyttes en 265 x 125 x 0,5 mm gel).
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6.3.2.  Eksempel pd et spendingsprogram for et automatisk elektroforeseapparat (2 geler pd 5,0 x 4,5 cm); elektroder anbringes
uden strimler direkte pd gelen:

Trin Spanding Strom Effekt Temperatur Volttimer
1. Praefokusering 1000V 10,0 mA 3,5W 8 °C 85 Vh
2. Provefokusering 250 V 5,0 mA 2,5W 8°C 30 Vh
3. Fokusering 1200V 10,0 mA 3,5W 8 °C 80 Vh
4. Fokusering 1500V 5,0 mA 7,0 W 8°C 570 Vh

Proveapplikatoren anbringes pa andet trin ved 0 Vh.

Proveapplikatoren fjernes pa andet trin ved 30 Vh.

6.4. Proteinfarvning
6.4.1.  Proteinfiksering

Elektrodestrimlerne aftages, sd snart der er slukket for stremmen, og gelen kommes straks i en farvnings- eller
affarvningsskal fyldt med 200 ml fikserveske (4.9). Den henstar i 15 minutter, men omrystes af og til.

6.4.2.  Vask og farvning af gelpladen

Fikservaesken drenes grundigt, og gelpladen vaskes i 30 sekunder to gange med 100 ml affarvningsoplesning
(4.10). Affarvningsoplesningen afheldes, og skalen fyldes med 250 ml farvningsoplesning (4.11.3). Man lader
farven udvikle sig i 45 minutter under forsigtig omrystning.

6.4.3.  Affarvning af gelpladen

Farvningsoplesningen athaldes, og gelpladen vaskes med 100 ml affarvningsoplesning (4.10) to gange,
hvorefter der omrystes med 200 ml affarvningsoplesning i 15 minutter. Affarvningstrinnet gentages mindst 2-3
gange, indtil baggrunden er klar og ufarvet. Derefter skylles gelpladen med destilleret vand (to gange
2 minutter) og terres i luft (2-3 timer) eller med en harterrer (10-15 minutter).

Bemerkning 1: Fiksering, vask, farvning og affarvning foretages ved 20 °C. Der mé ikke benyttes hgjere
temperaturer.

Bemeerkning 2: Hvis man foretreekker mere folsom selvfarvning (f.eks. Silver Staining Kit, Protein, Pharmacia
Biotech, Code No. 17-1150-01), skal plasminbehandlede kaseinprever fortyndes til 5 mg/ml.

7. VURDERING

Vurderingen foretages ved sammenligning af proteinmenstrene i den ukendte preve med referenceprover pa
samme gel. Pdvisning af komalk i ost fremstillet af fare-, gede- eller boffelmalk eller af blandinger af fare-, gede-
og beffelmalk sker via de v,- og y,-kaseiner, hvis isoelektriske punkter ligger mellem pH 6,5 og pH 7,5 (jf.
figur 4a, 4b og 5). Pavisningsgrensen er under 0,5 %.

7.1.  Visuel vurdering

Med henblik pé visuel vurdering af indholdet af komelk kan det tilrddes at justere koncentrationerne af prave-
og standardkoncentrationerne, sd der fremkommer samme intensitet af fare-, gede- ogfeller beffel- y,- og v,-
kaseiner (jf. »y, E, G, B« og »y, E, G, B« i figur 4a, 4b og 5). Derefter kan indholdet af komalk (mindre end, lig
med eller hgjere end 1 %) i den ukendte prove bedemmes direkte ved at sammenligne med intensiteten af de
bovine vy,- og y,-kaseiner (jf. »y; C« og »y, C« i figur 4a, 4b og 5) med 0 %- og 1 %-standardoplesningen (fér,
ged) eller midlertidige laboratoriestandardoplesninger (boffel) analyseret pd samme gel.
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7.2.  Densitometrisk vurdering

Om muligt benyttes densitometri (5.19) til bestemmelse af forholdet mellem toparealerne for ko-, fire-, gede-
og/eller beffel- v,- og y;-kaseiner i figur 5. Denne veardi sammenlignes med forholdet mellem toparealerne for
Y,- 0g y;-kaseiner i 1 %-standardoplesningen (fir, ged) eller midlertidige laboratoriestandardoplesninger (boffel)
analyseret pd samme gel.

Bemarkning: Metoden fungerer tilfredsstillende, hvis der er et klart, positivt tegn pd ko-y,- og y,-kaseiner i 1 %-
standardoplesningen, men ikke i 0 %-standardoplesningen. Hvis det ikke er tilfeldet, forbedres metoden ved, at
den folges ganske ngje i alle detaljer.

En prove betragtes som positiv, hvis ko-y,- og y,-kaseinerne eller de tilsvarende toparealforhold er lig med eller
hgjere end niveauet for 1 %-standardoplgsningen.
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Figur 2

Kaseinlaget, der flyder mellem den vandige og den organiske fase efter centrifugering
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Figur 3

Viftemetode til stobning af ultratynde polyacrylamidgeler

a = afstandsband (0,25 mm); b = dakfolie (5.3); ¢ og e = glasplader (5.1); d = geloplesning (4.1.2); f = gelberefolie (5.2).



L 26/44

Den Europziske Unions Tidende

31.1.2018

Isoelektrisk fokusering af plasminbehandlede kaseinater fra ost fremstillet af fire- eller
gedemelk med forskellige meengder komelk

Figur 4a
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Den gverste halvdel af IEF-gelen ses.

Isoelektrisk fokusering af plasminbehandlede kaseinater fra ost fremstillet af blandinger af fare-,

far; G = ged.

Figur 4b

gede- og boffelmalk med forskellige mangder komaelk
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% CM = procent komalk; 1 + = prove indeholdende 1 % komalk og tilsat rent komaelkskasein midt pd sporet. C = ko;
E = fir; G = ged; B = boffel.

[EF-gelens totale separationsafstand ses.
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Figur 5

Overlejring af densitogrammer af standardoplesninger (STD) og ostepraver fra en blanding af fare-
og gedemelk efter isoelektrisk fokusering
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a og b = standardoplesninger med 0 og 1 % komalk; c til g = osteprover med 0, 1, 2, 3 og 7 % komalk; C = ko;
E =fir; G = ged.

Den gverste halvdel af IEF-gelen er scannet ved A = 634 nm.
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BILAG IX

Vurdering af analyserne

1. Kvalitetssikring

Analyser skal foretages i laboratorier, der er udpeget i overensstemmelse med artikel 12 i forordning (EF)
nr. 882/2004 (*¥), eller som er udpeget af medlemsstatens kompetente myndigheder.

2. Preveudtagning og bestridelse af analyseresultater

1. Proveudtagning foretages i overensstemmelse med den relevante forskrift for det pdgaldende produkt. Hvis der ikke
udtrykkeligt henvises til bestemmelser om preveudtagning, anvendes bestemmelserne i ISO 707, Malk og
melkeprodukter. Vejledning om preveudtagning.

2. Laboratorierapporterne om analyseresultaterne skal indeholde tilstraekkelige oplysninger til at muliggere en
evaluering af resultaterne i overensstemmelse med tilleegget.

3. Med henblik pé de analyser, der foreskrives i Unionens lovgivning, skal der udtages dobbelte prover.

4. 1 tilfeelde af uenighed om resultaterne gentager betalingsorganet den nedvendige analyse af det pagaldende produkt,
og omkostningerne herved aftholdes af den tabende part.

Ovennavnte analyse udferes, forudsat at forseglede dobbeltprover af produktet er til rddighed og har varet opbevaret
korrekt hos den kompetente myndighed. Producenten fremsender en anmodning til udbetalingsorganet om at
foretage analysen inden for 7 arbejdsdage efter meddelelsen af resultaterne af den ferste analyse Analysen
gennemfores af betalingsorganet senest 21 arbejdsdage efter modtagelsen af anmodningen.

5. Resultatet af denne analyse er endeligt.

6. Hvis producenten senest fem arbejdsdage efter proveudtagningen kan dokumentere, at preveudtagningsproceduren
ikke er korrekt udfert, skal preveudtagningen om muligt gentages. Hvis en ny proveudtagning ikke er mulig,
accepteres sendingen.
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Tilleg

Vurdering af, om en sending overholder den forskriftsmeassige graense

1. Princip

Hvis lovgivningen om offentlig intervention og privat oplagring omfatter detaljerede preveudtagningsprocedurer,
folges disse procedurer. I alle andre tilfelde anvendes der en prove bestdende af mindst 3 preveenheder udtaget
tilfeeldigt af den sending, der forevises til kontrol. En blandingspreve kan forberedes. Resultatet sammenlignes med de
forskriftsmaessige greenser ved beregning af et konfidensinterval pd 95 % som to gange standardafvigelsen, hvor den
relevante standardafvigelse athanger af, 1) om metoden er valideret ved internationalt samarbejde med verdier for o,
0g o, eller 2) om der ved intern validering er beregnet en intern reproducerbarhed. Konfidensintervallet er da det
samme som resultatets méleusikkerhed.

2. Metode valideret ved internationalt samarbejde

I dette tilfelde er standardafvigelsen for repeterbarhed o, og standardafvigelsen for reproducerbarhed o, blevet
fastlagt, og laboratoriet kan dokumentere overholdelse af karakteristika for den validerede metodes ydeevne.

Det aritmetiske gennemsnit X af de n gentagne mélinger beregnes.

Den ekspanderede maleusikkerhed (k = 2) af X som

Hvis det endelige méleresultat x beregnes med en formel af typen x =y, + y,, x =y, —y,, x =y, - y, eller x = y,[y,,
folges de seedvanlige procedurer til kombinering af standardafvigelser i sddanne tilfelde.

Sendingen anses for ikke at overholde den gvre forskriftsmassige greense UL, hvis
x-U> UL

ellers anses den for at overholde UL.

Sendingen anses for ikke at overholde den nedre forskriftsmassige granse LL, hvis
x4+ U< LL

ellers anses den for at overholde LL.

3. Intern validering med beregning af den interne standardafvigelse for reproducerbarhed

Hvis der anvendes metoder, der ikke er angivet i denne forordning, og der ikke er fastlagt pracisionsmalinger, skal
der foretages en intern validering. Den interne standardafvigelse for repeterbarhed s, og den interne standardafvigelse
for reproducerbarhed s, skal anvendes i stedet for henholdsvis o, og o i formlen til beregning af den ekspanderede
usikkerhed U.

De bestemmelser, der skal folges med henblik pé at fastsld overholdelsen af den forskriftsmaessige graense, er fastsat
i punkt 1. Hvis sendingen imidlertid bedemmes til ikke at overholde den forskriftsmeassige graense, gentages
maélingerne ved anvendelse af den metode, der er angivet i denne forordning, og det resultat, der er vurderet
i overensstemmelse med punkt 1.

(*) Produkterne Ampholine® pH 3,5-9,5 (Pharmacia) og Resolyte® pH 5-7 og pH 6-8 (BDH, Merck) har vist sig
serligt velegnede til at opnd den enskede separation af y-kaseiner.

(**) Europa-Parlamentets og Rddets forordning (EF) nr. 882/2004 af 29. april 2004 om offentlig kontrol med henblik
pa verifikation af, at foderstof- og fedevarelovgivningen samt dyresundheds- og dyrevelfaerdsbestemmelserne
overholdes (EUT L 165 af 30.4.2004, s. 1.).«
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