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FORORDNINGER

KOMMISSIONENS FORORDNING (EF) Nr. 273/2008

af 5. marts 2008

om gennemforelsesbestemmelser til Radets forordning (EF) nr. 1255/1999 for sa vidt angar metoder
til analyse og kvalitetsvurdering af maelk og mejeriprodukter

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Europaiske
Feellesskab,

under henvisning til Radets forordning (EF) nr. 1255/1999 af
17. maj 1999 om den falles markedsordning for malk og meje-
riprodukter (1), sarlig artikel 10 og 15, artikel 26, stk. 3, arti-
kel 29, stk. 1, og artikel 31, stk. 4, og

ud fra folgende betragtninger:

ey

Ved Kommissionens forordning (EF) nr. 213/2001 (?) er
der fastsat gennemforelsesbestemmelser til Radets forord-
ning (EF) nr. 1255/1999 for sa vidt angdr metoder til ana-
lyse og kvalitetsvurdering af malk og mejeriprodukter. I
lyset af den tekniske udvikling inden for analysemetoder er
der behov for at foretage yderligere vasentlige @ndringer.
Af hensyn til klarhed og effektivitet og pa grund af antallet
af endringer og deres tekniske karakter ber forordning (EF)
nr. 213/2001 ophaves og erstattes af en ny forordning.

De krav til maelks og mejeriprodukters sammensatning og
kvalitet, som er fastsat i forbindelse med ordningerne i for-
ordning (EF) nr. 1255/1999, skal verificeres for at sikre, at
disse krav opfyldes ngje.

Referencemetoderne for sadanne verifikationer er ofte
metoder, der er offentliggjort af internationale organisatio-
ner sdsom Den Europeaiske Standardiseringsorganisation
(CEN), Det Internationale Mejeriforbund (IDF), Den Inter-
nationale Standardiseringsorganisation (ISO) og Associa-
tion of Official Analytical Chemists (AOAC International),
og som regelmaessigt ajourferes af disse organisationer. I
nogle tilfaelde er der fastsat en EF-referencemetode; i andre
tilfeelde er ingen referencemetode specificeret i EF-reglerne.
For at sikre en ensartet anvendelse af referencemetoder bar

() EFT L 160 af 26.6.1999, s. 48. Senest @ndret ved forordning (EF)

der opstilles en liste over referencemetoder, og det ber fast-
seettes, at Kommissionen skal tilpasse listen, ndr det er
ngdvendigt.

Anvendelsen af rutinemetoder ber ikke udelukkes. Mini-
mumsbetingelserne for anvendelse af dem ber derfor
angives.

For at sikre en ensartet praksis for vurdering af analysere-
sultaterne ber der endvidere fastsettes felles metoder; det
forholder sig pa samme mdde med organoleptisk bedom-
melse af de pdgaeldende produkter og omprevning af resul-
tater, der bestrides.

For visse analyser findes der for tiden ikke internationalt
accepterede referencemetoder, der er valideret, og der fore-
ligger derfor ingen oplysninger om variationen af analyse-
resultater fra laboratorium til laboratorium. Der ber derfor
fastsaettes metoder pd EF-plan, der er valideret efter inter-
nationalt fastsatte regler, og som ber anvendes som
referencemetoder.

Ved Kommissionens forordning (EF) nr. 1898/2005 (%) er
der fastsat gennemforelsesbestemmelser til Radets forord-
ning (EF) nr. 1255/1999 for sa vidt angdr foranstaltninger
til afsetning af flode, smor og koncentreret smer pa EF's
marked, og den foreskriver under visse omstendigheder
tilseetning af rebestof til flade, smor og koncentreret smor
for at sikre, at disse produkters endelige anvendelse er kor-
rekt. For at ordningen kan fungere korrekt, er det vigtigt at
tilsette rebestoffer. For at sikre lige behandling af de
erhvervsdrivende, der deltager i ordningen, ber der sé vidt
muligt fastsettes faelles metoder for bestemmelse af nogle
af disse rgbestoffer.

nr. 1152/2007 (EUT L 258 af 4.10.2007, s. 3). Med virkning fra den

1. juli 2008 erstattes forordning (EF) nr 1255/1999 af forordning (EF)
nr. 1234/2007 (EUT L 299 af 16.11.2007, s. 1).
(2) EFTL 37 af 7.2.2001, s. 1.

(%) EUT L 308 af 25.11.2005, s. 1. Senest andret ved forordning (EF)
nr. 1546/2007 (EUT L 337 af 21.12.2007, s. 68).
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(8)  Der kan ydes en stotte til privat oplagring af ost af fare-
malk efter artikel 9 i forordning (EF) nr. 1255/1999. Der
kan ydes en serlig restitution for de samme produkter efter
artikel 31 i samme forordning. Der kan importeres ost
fremstillet af fare-, gede- eller beffelmzlk eller af blandin-
ger af fare-, gede- og beffelmalk til EF fra bestemte tredje-
lande ifolge praferenceordninger. Pa grund af ovennaevnte
bestemmelser er det ngdvendigt ved passende kontrol at
efterprove, at der ikke er iblandet komzlk i de pdgaldende
produkter.  Der  ber  derfor fastsettes  en
EF-referencemetode til pavisning af komealk, uden at dette
bergrer anvendelsen af rutinemetoder, hvis disse opfylder
bestemte kriterier.

(9)  Efter Kommissionens forordning (E@F) nr. 2921/90 af
10. oktober 1990 om ydelse af stotte til skummetmalk
med henblik pa fremstilling af kasein og kaseinater (') skal
det pavises, at der ikke findes coliforme bakterier i de
pagaeldende produkter. Den internationalt anerkendte refe-
rencemetode, der er accepteret pd internationalt plan til
pavisning af coliforme bakterier i malk og mejeriproduk-
ter, er ISO 4831. Der er fastsat en EF-referencemetode til
pavisning af coliforme bakterier baseret pad ovennavnte
standard.

(10)  IRadets forordning (EQF) nr. 2658/87 af 23. juli 1987 om
told- og statistiknomenklaturen og den felles toldtarif (2)
differentieres toldsatserne for foderblandinger henherende
under toldposition 2309 ud fra indholdet af mejeriproduk-
ter. For at sikre en ensartet anvendelse af de pagealdende
bestemmelser ber der fastlaegges en metode til bestem-
melse af lactoseindholdet, der er obligatorisk for alle med-
lemsstater, og i denne forbindelse ber der vealges en
generelt anerkendt metode.

(11)  Iforordning (EF) nr. 1255/1999 er det fastsat, at visse krav
til kwvalitet skal opfyldes, for sa vidt angdr smer og skum-
metmeelkspulver til intervention eller skummetmalkspul-
ver til dyrefoder. Der ber derfor fastsattes
referencemetoder til efterprovning af, om disse krav er
opfyldt.

(12)  Nogle metoder indferes for forste gang ved denne forord-
ning. Der ber fastsattes tilstrackkelig tid fra forordningens
ikrafttraedelse til, at laboratorierne péd korrekt vis kan ind-
fore og anvende disse nye metoder. Nar en referenceme-
tode, der henvises til i bilag I, ndres og offentliggeres af
den organisation, der udvikler standarderne, ber laborato-
rierne have en frist pd seks méneder til at opdatere deres
analyseprocedurer, sd de bringes i overensstemmelse med
den nye standard.

(13)  Foranstaltningerne i denne forordning er i overensstem-
melse med udtalelse fra Forvaltningskomitéen for Maelk og
Mejeriprodukter -

() EFT L 279 af 11.10.1990, s. 22. Senest a@ndret ved forordning (EF)
nr. 1487/2006 (EUT L 278 af 10.10.2006, s. 8).

(3 EFT L 256 af 7.9.1987, s. 1. Senest andret ved forordning (EF)
nr. 733/2007 (EUT L 169 af 29.6.2007, s. 1).

UDSTEDT FOLGENDE FORORDNING:

KAPITEL 1

ALMINDELIGE BESTEMMELSER

Artikel 1

Formil og anvendelsesomrade

1. 1 denne forordning fastsattes visse referencemetoder til
kemisk, fysisk og mikrobiologisk analyse og til organoleptisk
bedemmelse af malk og mejeriprodukter i forbindelse med ord-
ningerne i den felles markedsordning for maelk og mejeriproduk-
ter, der er fastsat i forordning (EF) nr. 1255/1999, samt reglerne
for anvendelsen af metoderne.

2. Listen over referencemetoder for de i stk. 1 omhandlede
analyser er anfort i bilag 1.

3. Kommissionen ajourferer listen efter proceduren i artikel 42
i forordning (EF) nr. 1255/1999.

Artikel 2

Rutinemetoder

Der kan anvendes rutinemetoder til de analyser, der er fastsat i
EF-reglerne, hvis de er korrekt kalibreret og regelmessigt kontrol-
leres i forhold til referencemetoden. Resultaterne sammenlignes
under hensyntagen til konstante systematiske fejl, repeterbarhed
og reproducerbarhed.

[ tilfeelde af tvistemdl er det resultat, der opnéds med referenceme-
toden, afgerende.

Medlemsstaterne underretter Kommissionen om anvendelsen af
rutinemetoder til de analyser, der er omhandlet i artikel 1.

KAPITEL 11

ANALYSEMETODER

Artikel 3

Vurdering af, om en sending overholder en
forskriftsmeaessig grense

Bortset fra analysen af robestoffer anvendes bilag II til at fastsla,
at forskriftsmassige krav til ssmmensatning er overholdt.
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Artikel 4

Organoleptisk bedemmelse

1. Med hensyn til maelk og mejeriprodukter, bortset fra smor
til offentlig oplagring, benytter medlemsstaterne som reference-
metode for organoleptisk bedommelse enten IDF-standard
99C:1997 eller andre lignende metoder, som de meddeler til
Kommissionen.

Metoderne i bilag Il anvendes til at efterprove dommernes arbejde
og palideligheden af resultaterne af organoleptiske bedemmelser.

2. Med hensyn til smer til offentlig oplagring anvendes meto-
derne i bilag I1I til at efterprove dommernes arbejde og palidelig-
heden af resultaterne af organoleptiske bedemmelser.

Den metode, der er fastsat i bilag IV, anvendes som referenceme-
tode for organoleptisk bedemmelse.

Artikel 5
Rebestoffer

1. Den i bilag V fastsatte analysemetode benyttes som refe-
rencemetode til bestemmelse af indholdet af triglycerid af enan-
tiksyre i smer, smerolie og flade.

2. Den i bilag VI fastsatte analysemetode benyttes som refe-
rencemetode til bestemmelse af vanillin i koncentreret smeor, smor
og flede.

3. Den i bilag VII fastsatte analysemetode benyttes som refe-
rencemetode til bestemmelse af mangden af ethylester af f-apo-
8'-karotinsyre i koncentreret smor og smar.

4. Den i bilag VIII fastsatte analysemetode benyttes som refe-
rencemetode til bestemmelse af indholdet af p-sitosterol eller stig-
masterol i smer og koncentreret smor.

5. Tilsaetningen af regbestof til koncentreret smor, smor eller
flode anses for at vare i overensstemmelse med de relevante
EF-regler, hvis de opndede resultater svarer til specifikationerne i
punkt 10 og 11 i bilag V og punkt 8 i bilag VI, VII og VIIL

Artikel 6

Pavisning af kasein af komeelk

1. Denibilag IX fastsatte referenceanalysemetode benyttes for
at sikre, at ost udelukkende fremstillet af fare-, gede- eller boffel-
melk eller af blandinger af fare-, gede- og beffelmalk ikke inde-
holder kasein af komalk.

Kasein af komalk anses for at vere til stede, hvis indholdet af
kasein af komealk i den analyserede prove er lig med eller over-
stiger indholdet i referenceproven med 1 % komelk, jf. bilag IX.

2. Der kan anvendes rutinemetoder til pdvisning af kasein af
komelk i de i stk. 1 omhandlede oste péd folgende betingelser:

a) Pdvisningsgransen mé hejst vare 0,5 %.
b) Der ma ikke forekomme falsk positive resultater.

¢) Kasein af komealk skal vere péviseligt med den forngdne fol-
somhed selv efter lange modningsperioder, som det kan veere
tilfeeldet under almindelige handelsforhold.

Hvis et af ovenstdende krav ikke er opfyldt, anvendes de refe-
rencemetoder, der er fastsat i bilag IX.

Artikel 7
Pavisning af coliforme bakterier
Coliforme bakterier i smor, skummetmelkspulver, kasein og

kaseinater pavises i overensstemmelse med den referencemetode,
der er fastsat i bilag X.

Artikel 8
Bestemmelse af lactoseindhold
Indholdet af lactose i produkter henherende under position 2309

bestemmes i overensstemmelse med den referencemetode, der er
fastsat i bilag XI.

Artikel 9
Pavisning af lebevalle
1. Lebevalle i skummetmalkspulver til offentlig oplagring

pavises i overensstemmelse med den referencemetode, der er fast-
sat i bilag XII.

2. Lebevalle i skummetmalkspulver og blandinger til dyrefo-
der pavises i overensstemmelse med den referencemetode, der er
fastsat i bilag XIL. Hvis der pavises lebevalle, ber bilag XIII finde
anvendelse.

Artikel 10

Pavisning af kernemalk

Kernemalk i skummetmaelkspulver pévises i overensstemmelse
med den referencemetode, der er fastsat i bilag XIV.

Artikel 11
Pavisning af restkoncentrationer af antimikrobielle stoffer
Restkoncentrationer af antimikrobielle stoffer i skummetmaelks-

pulver pdvises i overensstemmelse med den referencemetode, der
er fastsat i bilag XV.
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Artikel 12

Bestemmelse af indholdet af skummetmalkspulver

Indholdet af skummetmalkspulver i foderblandinger bestemmes
i overensstemmelse med den referencemetode, der er fastsat i
bilag XVI.

Artikel 13

Pavisning af stivelse

Stivelse i skummetmaelkspulver, denatureret malkepulver og
foderblandinger pévises i overensstemmelse med den reference-
metode, der er fastsat i bilag XVIL

Artikel 14

Bestemmelse af vandindholdet i torret flode

Vandindholdet i torret flade bestemmes i overensstemmelse med
den referencemetode, der fastsat i bilag XVIIL

Artikel 15

Bestemmelse af vandindholdet i syrnet keernemaelkspulver

Vandindholdet i syrnet keernemalkspulver bestemmes i overens-
stemmelse med den referencemetode, der er fastsat i bilag XIX.

Artikel 16

Bestemmelse af malkefedts renhed

Mzalkefedts renhed bestemmes i overensstemmelse med den refe-
rencemetode, der er fastsat i bilag XX.

KAPITEL 11

ALMINDELIGE OG AFSLUTTENDE BESTEMMELSER

Artikel 17
Kvalitetssikring

Analyser foretages i laboratorier, der rader over et system til ana-
lysekvalitetssikring, herunder interne kvalitetskontrolprocedurer.
Laboratorier, der ikke er akkrediterede, deltager i preestations-
provningsordninger mindst en gang om dret, og deres resultater
mé hejst afvige 20y (referencemetodens standardafvigelse for
reproducerbarhed) fra konsensusvardien. Der skal foreligge en
detaljeret beskrivelse af de anvendte systemer i laboratoriet.

Laboratorier, der er akkrediterede i overensstemmelse med arti-
kel 12 i Europa-Parlamentets og Rédets forordning (EF)
nr. 882/2004 af 29. april 2004 om offentlig kontrol med henblik
pa verifikation af, at foderstof- og fedevarelovgivningen samt
dyresundheds- og dyrevelferdsbestemmelserne overholdes (1), er
fritaget fra kravet om at deltage i prastationsprevninger.

Artikel 18

Proveudtagning og bestridelse af analyseresultater

1.  Proveudtagning foretages i overensstemmelse med den rele-
vante forskrift for det pagaldende produkt. Hvis der ikke er fast-
sat bestemmelser om preveudtagning, anvendes bestemmelserne
i ISO 707 | IDF 50, Malk og malkeprodukter. Vejledning om
proveudtagning.

2. Laboratorierapporter om analyseresultaterne skal indeholde
tilstraekkelige oplysninger til at muliggere en evaluering af resul-
taterne efter bilag I og XXI.

3. Med henblik pa de analyser, der er fastsat i EF-reglerne, skal
der udtages dobbelte prover.

4. Den i bilag XXI beskrevne procedure anvendes i tilfelde,
hvor resultaterne af en analyse ikke accepteres af den
erhvervsdrivende.

5. Inden fem arbejdsdage efter proveudtagningen skal prove-
udtagningen om muligt gentages, hvis producenten godtger, at
proveudtagningsproceduren ikke var korrekt. Er en ny preveud-
tagning ikke mulig, accepteres sendingen.

Artikel 19

Overgangsperiode

Senest 12 maneder efter denne forordnings ikrafttraedelse foreta-
ges en vurdering af, om bilag II er overholdt. Medlemsstaterne
underretter om nedvendigt straks Kommissionen, hvis der opstar
storre problemer i denne periode med den statistiske
kontrolprocedure.

Artikel 20
Ophzavelse

Forordning (EF) nr. 213/2001 ophaves.

Henvisninger til den ophavede forordning betragtes som henvis-
ninger til nervarende forordning og lases i overensstemmelse
med sammenligningstabellen i bilag XXII.

() EUT L 165 af 30.4.2004, s. 1.
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Artikel 21
Ikrafttreedelse

Denne forordning traeder i kraft pé tredjedagen efter offentliggerelsen i Den Europeiske Unions Tidende.

Den anvendes fra den 31. marts 2008.
Denne forordning er bindende i alle enkeltheder og gelder umiddelbart i hver medlemsstat.

Udferdiget i Bruxelles, den 5. marts 2008.

Pd Kommissionens vegne
Mariann FISCHER BOEL
Medlem af Kommissionen



BILAG
(Artikel 1)
LISTE OVER REFERENCEMETODER

Indeks ~ min. = minimum, maks. = maksimum, bilag = bilag til den navnte forordning, FT = fedtfri terstof, PI = peroxidindeks, U = udseende, S = smag, K = konsistens, SK = samlet kimindhold, ITB = indhold af termofile bakterier, MS = med-
lemsstat, IDF = Det Internationale Mejeriforbund, ISO = Den Internationale Standardiseringsorganisation, [UPAC = International Union of Pure and Applied Chemistry, ADPI = American Dairy Products Institute, SKM = sodet koncentreret
melk, IMF = inddampet mealk eller flode.

DEL A
Kommissionens forordning Produkt Parameter Greanse (1) Referencemetode Bemarkning
Forordning (EF) nr. 2771/1999 — | Usaltet smeor Fedtstof Min. 82 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003
Offentlig oplagring
Vand Maks. 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
FT Maks. 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Fedtsyrer 1,2 mmol/100 g fedtstof | ISO 1740:2004|IDF 6:2004
PI (maks.) 0,3 mekv. ilt/1 000 g ISO 3976:2006|IDF 74:2006 Bemarkning 1
fedtstof
Coliforme bakterier Ikke paviseligei 1 g Bilag X Bemarkning 3
Andre fedtstoffer end Ikke péviselige ved Bilag XX
mealkefedt triglyceridanalyse
Sterolrgbestoffer Ikke paviselige, Bilag VIII

B-sitosterol < 40 mgfkg

Andre rebestoffer

—  vanillin Ikke péviseligt Bilag VI

— ethylester af karotin- | < 6 mg/kg Bilag VII
syre

— triglycerider af enan- | Ikke pdviselige Bilag V
tiksyre

Organoleptiske egenskaber | Mindst 4 point af 5 for U, | Bilag IV
SogK

9/88 1
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Kommissionens forordning Produkt Parameter Granse (') Referencemetode Bemarkning

Vandfordeling Mindst 4 point ISO 7586:1985 — IDF 112A:1989

Forordning (EF) nr. 2771/1999 Usaltet smor Fedtstof Min. 82 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003

Privat oplagring
Vand Maks. 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
FT Maks. 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001

Forordning (EF) nr. 2771/1999 Saltet smor Fedtstof Min. 80 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003

Privat oplagring
Vand Maks. 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001

FT (ekskl. salt)

Maks. 2 % m/m

ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001

Salt

Maks. 2 % m/m

ISO 15648:2004|IDF 179:2004

Forordning (EF) nr. 1898/2005
kapitel IT

Usaltet smor

Fedtstof

Min. 82 % m/m

ISO 17189:2003|IDF 194:2003

Andre fedtstoffer end
malkefedt

Bilag XX

Vand Maks. 16 % m/m ISO 3727-1 2001|IDF 80-1:2001
FT Maks. 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Robestoffer:
— steroler Se bilag VIII Bilag VIII
—  vanillin Se bilag VI Bilag VI
— ethylester af karotin- | Se bilag VII Bilag VII
syre
—  triglycerider af enan- | S¢ bilag V Bilag V
tiksyre
Forordning (EF) nr. 1898/2005 kapi- | Saltet smor Fedtstof Min. 80 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003

tel 11

Andre fedtstoffer end meel-
kefedt

Bilag XX

Vand

Maks. 16 % m/m

ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001

FT (ekskl. salt)

Maks. 2 % m/m

ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001

Salt Maks. 2 % m/m ISO 15648:2004|IDF 179:2004
Robestoffer:

— steroler Se bilag VIII Bilag VIII

—  vanillin Se bilag VI Bilag VI

800C°¢°6¢C
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Kommissionens forordning Produkt Parameter Greanse (1) Referencemetode Bemarkning
— ethylester af karotin- | Se bilag VII Bilag VII
syre
— triglycerider af enan- | S¢ bilag V Bilag V
tiksyre
Forordning (EF) nr. 1898/2005 kapi- | Koncentreret smor Fedtstof Min. 99,8 % m/m IDF 24:1964
tel 1T
Vand og FT Maks. 0,2 % m/m I1SO 5536:2002|IDF 23:2002 (vandindhold)
IDF 24:1964 (SNF)
Fedtsyrer 1,2 mmol[100 g fedtstof | ISO 1740:2004|IDF 6:2004
PI (maks.) 0,5 maekv. ilt/1 000 g ISO 3976:2006|IDF 74:2006 Bemerkning 1
fedtstof
Andre fedtstoffer end mel- | Ingen Bilag XX
kefedt
Smag Ren
Lugt Ingen fremmed lugt
Andet Ingen neutraliseringsmid-
ler, antioxidanter og kon-
serveringsmidler
Robestoffer:
—  steroler Se bilag VIII Bilag VIII
—  vanillin Se bilag VI Bilag VI
— ethylester af karotin- | Se¢ bilag VII Bilag VI
syre
— triglycerider af enan- | Se bilag V Bilag V
tiksyre
Forordning (EF) nr. 1898/2005 kapi- | Flede Fedtstof Min. 35 % m/m ISO 2450:1999 — IDF 16 C:1987

tel 1I

Andre fedtstoffer end mael- Bilag XX

kefedt

Rebestoffer:

— steroler Se bilag VIII Bemerkning 2

— vanillin Se bilag VI Bilag VI

— ethylester af karotin- | Se bilag VI Bemerkning 2
syre

— triglycerider af enan- | Se bilag V Bilag V

tiksyre
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Kommissionens forordning

Produkt

Parameter

Greanse (1)

Referencemetode

Bemarkning

Forordning (EF) nr. 1898/2005
kapitel 11T

Koncentreret

smor

Fedtstof

Min. 96 % m/m

Bemarkning 2

Andre fedtstoffer end Bilag XX
mealkefedt
FT Maks. 2 % m/m Bemarkning 2
Robestoffer:
—  stigmasterol (95 % 15 g/100 kg koncentreret | Bilag VIII
m/m) smeor:
—  stigmasterol (85 % 17 g/100 kg koncentreret | Bilag VIII
m/m) smer:
— triglycerider af enan- | 10,34 kg[100 t koncen- | Bilag V

tiksyre

— ethylester af smorsyre
0g stigmasterol

— ethylester af smorsyre
og triglycerider af
enantiksyre

treret smor:

— ethylester af smorsyre
— stigmasterol: Bilag VIII

— ethylester af smorsyre
— triglycerider af enantiksyre Bilag V

Bemarkning 2

Bemarkning 2

Lecithin (E 322)

Maks. 0,5 % m/m

Bemarkning 2

NaCl Maks. 0,75 % m/m ISO 15648:2004|IDF 179:2004
Fedtsyrer 1,2 mmol/100 g fedtstof | ISO 1740:2004|IDF 6:2004
PI (maks.) Maks. 0,5 makv. ISO 3976:2006|IDF 74:2006 Bemerkning 1
ilt/1 000 g fedtstof
Smag Ren
Lugt Ingen fremmed lugt
Andet Ingen neutraliseringsmid-
ler, antioxidanter og kon-
serveringsmidler
Forordning (EF) nr. 1898/2005 kapi- | Usaltet smor Fedtstof Min. 82 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003
tel IV
Vand Maks. 16 % m/m ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001
FT Maks. 2 % m/m ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001
Forordning (EF) nr. 1898/2005 kapi- | Saltet smor Fedtstof Min. 80 % m/m ISO 17189:2003|IDF 194:2003

tel IV

800C°¢°6¢C

Va

apuapi, suorun aysiedoinyg ua

6/88 1



Kommissionens forordning

Produkt

Parameter

Grense (1)

Referencemetode

Bemarkning

Vand

Maks. 16 % m/m

ISO 3727-1:2001|IDF 80-1:2001

FT (ekskl. salt)

Maks. 2 % m/m

ISO 3727-2:2001|IDF 80-2:2001

Salt Maks. 2 % m/m ISO 15648:2004|IDF 179:2004

Artikel 9 og afsnit 1I i forordning Ost af fare- ogleller gedemalk | Komaelk <1% m/m Bilag IX

(EF) nr. 1255/1999

Forordning (EJF) nr. 2921/90 Bilag I — Syrekasein Vand Maks. 12,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Fedtstof Maks. 1,75 % m/m ISO 5543:2004|IDF127:2004
Frie syrer Maks. 0,30 ml 0,1IN ISO 5547:1978 — IDF 91:1979

NaOH-oplgsning/g

Forordning (EJF) nr. 2921/90 Bilag I — Lobekasein Vand Maks. 12,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Fedtstof Maks. 1,00 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Aske Min. 7,50 % m/m ISO 5545:1978 — IDF 90:1979

Forordning (EJF) nr. 2921/90 Bilag I — Kaseinat Vand Maks. 6,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Malkeprotein Min. 88,00 % m/m ISO 5549:1978 — IDF 92:1979

Fedtstoffer og aske

Maks. 6,00 % m/m

ISO 5543:2004|IDF 127:2004

Aske (fixed ash)

ISO 5544:1978 — IDF 89:1979

Aske ISO 5545:1978 — IDF 90:1979
Forordning (EQF) nr. 2921/90 Bilag I — Syrekasein Vand Maks. 10,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Fedtstof Maks. 1,50 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Frie syrer Maks. 0,20 ml 0,1 N ISO 5547:1978 — IDF 91:1979
NaOH-oplesning[g
SK (maks.) 30 000/g ISO 4833:2003 Bemarkning 3
Coliforme bakterier IngeniO,1g Bilag X Bemarkning 3
ITB (maks.) 5000/g ISO 4833:2003 Bemarkning 3 og 4
Forordning (E@F) nr. 2921/90 Bilag I — Lobekasein Vand Maks. 8,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Fedtstof Maks. 1,00 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004
Aske Min. 7,50 % m/m ISO 5545:1978 — IDF 90:1979
SK (maks.) 30 000/g ISO 4833:2003 Bemarkning 3
Coliforme bakterier Ingeni0,1g Bilag X Bemarkning 3
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Kommissionens forordning Produkt Parameter Granse (') Referencemetode Bemarkning
ITB (maks.) 5000/g ISO 4833:2003 Bemarkning 3 og 4
Forordning (E@F) nr. 2921/90 Bilag I — Kaseinat Vand Maks. 6,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006
Malkeprotein Min. 88,00 % m/m ISO 5549:1978 — IDF 92:1979

Fedtstoffer og aske

Maks. 6,00 % m/m

ISO 5543:2004|IDF 127:2004
ISO 5544:1978 — IDF 89:1979 eller
ISO 5545:1978 — IDF 90:1979

SK (maks.) 30 000/g I1SO 4833:2003 Bemarkning 3

Coliforme bakterier IngeniO,1g Bilag X Bemarkning 3

ITB (maks.) 5000/g ISO 4833:2003 Bemarkning 3 og 4
Forordning (EQF) nr. 2921/90 Bilag IIl — Kaseinat Vand Maks. 6,00 % m/m ISO 5550:2006|IDF 78:2006

Malkeprotein Min. 85,00 % m/m ISO 5549:1978 — IDF 92:1979

Fedtstof Maks. 1,50 % m/m ISO 5543:2004|IDF 127:2004

Lactose Maks. 1,00 % m/m ISO 5548:2004|IDF 106:2004

Aske Maks. 6,50 % m/m ISO 5544:1978 — IDF 89:1979 eller ISO

5545:1978 — IDF 90:1979

SK (maks.) 30 000/g ISO 4833:2003 Bemzrkning 3

Coliforme bakterier Ingeni0,1g Bilag X Bemarkning 3

ITB (maks.) 5000/g SO 4833:2003 Bemarkning 3 og 4

Forordning (EF) nr. 2799/1999

Foderblandinger og skummet-
malkspulver (til dyrefoder)

Vand (syrnet kaernemaelks-
pulver)

Maks. 5 % m/m

Bilag XIX

Protein

31,4 % (min.) i det fedt-

frie torstof

1SO 8968-1|2|3:2001|IDF 20-1]2]3:2001

Vand (skummetmeelkspul-
ver)

Maks. 5 % m/m

ISO 5537:2004|IDF 26:2004

Fedtstof (skummetmaelks-
pulver)

Maks. 11 % m/m

ISO 1736:2000 — IDF 9C:1987

Lobevalle (skummetmaelks- | Ingen Bilag XIII Bemarkning 6
pulver)
Stivelse (skummetmaelks- | Ingen Bilag XVII

pulver)

Vand (blanding)

Maks. 5 % m/m i det fedt-

frie torstof

ISO 5537:2004|IDF 26:2004

Fedtstof (blanding)

Kommissionens direktiv 84/4/EQF (EFT L 15 af
18.1.1984,s. 29)

800C°¢°6¢C
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Kommissionens forordning Produkt Parameter Greanse (1) Referencemetode Bemarkning
Lobevalle (blanding) Ingen Bilag XIII
Indhold af Min. 50 % m/m Bilag XVI
skummetmaelkspulver (i det
endelige produkt)
Fedtstof (i det endelige Min. 2,5 % m/m eller 5 % | Kommissionens direktiv 84/4/EQF (EFT L 15 af | Bemaerkning 7
produkt) m/m 18.1.1984, 5. 29)
Stivelse (i det endelige Min. 2 % m/m Bilag XVII Bemarkning 8
produkt)
Kobber (i det endelige 25 ppm Kommissionens direktiv 78/633/E@F (EFT L 206
produkt) af 26.7.1987, s. 43)
Forordning (EF) nr. 214/2001 Skummetmeelkspulver Fedtstof Maks. 1,0 % m/m ISO 1736:2000 — IDF 9C:1987
(spraymetoden)
Protein 31,4 % (?)(min.) i det ISO 8968-1/2:2001|IDF 20-1/2:2001
fedtfrie torstof
Vand Maks. 3,5 % m/m ISO 5537:2004|IDF 26:2004
Syreindhold Maks., 19,5 ml, 0,IN ISO 6091:1980 — IDF 86:1981
NaOH, 10 g fedtfrit
torstof
Lactater Maks. 150 mg/100 g ISO 8069:2005|IDF 69:2005
fedtfrit torstof
Fosfatase Negativ ISO 11816-1:2006|IDF 155-1:2006
Uopleselighed Maks. 0,5 ml ved 24 °C | ISO 8156:2005|IDF 129:2005

Brandte partikler

Filter A eller B (15,0 mg)

ADPI (1990)

SK 40 000/g ISO 4833:2003 Bemzrkning 3
Coliforme bakterier Negativ/0,1 g Bilag X Bemarkning 3
Kernemaelk Negativ Bilag XIV

Lobevalle Negativ Bilag XII

Sur valle Negativ Bemarkning 2
Antimikrobielle stoffer Bilag XV

(") Jf. dog kravene i saerforordningen.

(3) Mindsteindhold af protein bliver 34 % pr. 1. september 2009.
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DEL B

Referencemetoderne i del B anvendes ved analyse af produkter, der er omfattet af en af forordningerne i forste kolonne.

Kommissionens forordning Produkt KN-kode Parameter Granse Referencemetode Bemarkning
Forordning (EF) nr. 2658/87 Melk og flade, ikke koncen- 0401 Fedtstof (< 6 % m/m) | Graenserne svarer til de graenser, der er speci- |1SO 1211:2001 — IDF
Forordning (EF) nr. 2535/2001 treret og ikke tilsat sukker ficeret i beskrivelsen af KN-koden for det sar- | 1D:1996
Forordning (EF) nr. 1282/2006 eller andre sodemidler lige produkt, og som eventuelt er praciseret i

Kommissionens forordning (EQF)
nr. 3846/87 (EFT L 366 af 24.12.1987, 5. 1),
del 9 i nomenklaturen over eksportrestitutio-
ner, eller i forordning (EF) nr. 2535/2001
(EFT L 341 af 22.12.2001, s. 29)
Fedtstof (> 6 % m/m) ISO 2450:1999 — IDF
16C:1987
Melk og flade, koncentreret 0402 Fedtstof (flydende ISO 1737:1999 — IDF
eller tilsat sukker eller andre form) 13C:1987
sedemidler
Fedtstof (fast form) ISO 1736:2000 — IDF
9C:1987
Protein ISO 8968-1|2|3:2001|IDF20-
1]2/3:2001
Saccharose (normalt ISO 2911:2004| IDF 35:2004
indhold)
Saccharose (ringe ind- Bemarkning 2
hold)
Torstof (SKM) ISO 6734:1989 — IDF
15B:1991
Tarstof (IMF) ISO 6731:1989 — IDF
21B:1987
Vand (malkepulver) I1SO 5537:2004/IDF 26:2004
Vand (fledepulver) Bilag XVIII
Kaernemalk, fermenteret eller 0403 Fedtstof ISO 1211:2001 — IDF

syrnet malk og flade, ogsd
koncentreret, tilsat sukker
eller andre sodemidler

1D:1996

ISO 1736:2000 — IDF
9C:1987

ISO 2450:1999 — IDF
16 C:1987

1SO 7208:1999 — IDF
22B:1987

1SO 8262-3:2005 — IDF
124-3:2005
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Kommissionens forordning Produkt KN-kode Parameter Granse Referencemetode Bemerkning
Protein ISO 8968-1]2|3:2001|IDF
20-1|2|3:2001
Saccharose (normalt ISO 2911:2004|IDF 35:2004
indhold)
Saccharose (ringe Bemarkning 2
indhold)
Vand (syrnet keerne- Bilag XIX
malkspulver)
Vand (usyrnet kerne- ISO 5537:2004|IDF26:2004
malkspulver)
Torstof (andre Metoder, der er godkendt af
produkter) den kompetente myndighed
Valle, ogsa koncentreret eller 0404 Fedtstof 1SO 1736:2000 — IDF
tilsat sukker eller andre 9C:1987
sedemidler; varer bestdende ISO 2450:1999 — IDF
af naturlige 16C:1987
malkebestanddele 1SO 7208:1999 — IDF
22B:1987
Protein ISO 8968-1|2|3:2001|IDF
20-1|2|3:2001
Saccharose (normalt ISO 2911:2004/IDF 35:2004
indhold)
Saccharose (ringe ind- Bemarkning 2
hold)
0404 90 Protein ISO 8968 1/2 2001|IDF
20-1/2:2001
Vand IDF 21B:1987
Torstof ISO 6734:1989 — IDF
15B:1991
(Koncentrerede pro- ISO 6731:1989 — IDF
dukter) 21B:1987
Smer og andre maelkefedt- 0405 Fedtstof (hvis < 85 % ISO 17189:2003|IDF
stoffer; smorbare malkefedt- m/m) 194:2003
produkter
Smer Vand ISO 3727-1:2001|IDF
80-1:2001
FT 1SO 3727-2:2001|IDF

80-2:2001
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Kommissionens forordning Produkt KN-kode Parameter Granse Referencemetode Bemarkning
NaCl ISO 15648:2004|IDF
179:2004
Fedtstof (hvis > 99 % IDF 24:1964
m/m)
Smorolie Vand (hvis fedtstof ISO 5536:2002|IDF 23:2002
<99 % m/m)
Ost og ostemasse 0406 Fedtstof ISO 1735:2004|IDF 5:2004
Torstof ISO 5534:2004|IDF 4:2004
Tarstof (ricotta) ISO 2920:2004|IDF 58:2004
NaCl ISO 5943:2006|IDF 88:2006
Lactose I1SO 5765-1/2:2002|IDF
79-1/2:2002
Forordning (EF) nr. 2658/87 Foderblandinger 2309 Lactose Bilag XI

Bemzrkninger til listen over EU-referencemetoder.
Bemerkning 1: Isolering af maelkefedt som beskrevet i ISO 1740:1991 (beskyttelse mod lys).

Bemerkning 2: Der er ikke fastsat nogen referencemetode. Metoder, der er godkendt af den kompetente myndighed.

Bemarkning 3: Proven skal forberedes ifolge ISO 8261:2001|IDF 122:2001.

Bemerkning 4: Inkubering i 48 timer ved 55 °C. Der skal traeffes forholdsregler mod udterring af dyrkningsmediet.
Bemarkning 5: % m/m FT = % m/m terstof — % m/m fedtstof.

Bemarkning 6: Kommissionens direktiv 84/4/EQF.
Bemarkning 7: Kommissionens forordning (EF) nr. 2799/1999 (EFT L 340 af 31.12.1999, s. 3-27).
Bemzrkning 8: Kommissionens direktiv 78/633/EQF.
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BILAG II
(Artikel 3)

VURDERING AF, OM EN SENDING OVERHOLDER DEN FORSKRIFTSM ASSIGE GR ANSE

. PRINCIP

Nér der i de relevante bestemmelser er fastsat detaljerede proveudtagningsprocedurer, folges sddanne procedurer. I alle
andre tilfalde anvendes der en prove bestdende af mindst 3 proveenheder udtaget tilfeldigt af den sending, der forevises
til kontrol. En blandingspreve kan forberedes. Resultatet sammenlignes med de forskriftsmeassige granser ved bereg-
ning af et konfidensinterval pd 95 % som to gange standardafvigelsen, hvor den relevante standardafvigelse athaenger af,
1) om metoden er valideret ved internationalt samarbejde med verdier for or og oy, eller 2) om der ved intern validering
er beregnet en intern reproducerbarhed. Konfidensintervallet er da det samme som resultatets méleusikkerhed.

. METODE VALIDERET VED INTERNATIONALT SAMARBEJDE

[ dette tilfeelde er standardafvigelsen for repeterbarhed or og standardafvigelsen for reproducerbarhed oy, blevet fastlagt,
og laboratoriet kan dokumentere overholdelse af karakteristika for den validerede metodes ydeevne.

Det aritmetiske gennemsnit X af de n gentagne malinger beregnes.

Den ekspanderede maleusikkerhed (k = 2) af x som

n-1
U=2‘\/0,2{——0r2
n

Hvis det endelige maleresultat x beregnes med en formel af typen x =y, +y,, x =y, —=y,, X =y;. y, oder x =y, [ y,,
folges de sedvanlige procedurer til kombinering af standardafvigelser i sddanne tilfelde.

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

ellers anses den for at overholde UL.

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

ellers anses den for at overholde LL.

. 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 pracisionsmélinger, 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 6, og oy i formlen til beregning af den ekspanderede usik-
kerhed U.

Afggrelser treeffes i henhold til punkt 1. Hvis sendingen imidlertid bedemmes til ikke at overholde den forskriftsms-
sige granse, gentages mélingerne ved anvendelse af den metode, der er angivet i denne forordning, og der treffes afgo-
relse i henhold til punkt 1.
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BILAG III

(Artikel 4)

EVALUERING AF DOMMERE OG PALIDELIGHEDEN AF RESULTATER
AF ORGANOLEPTISKE BED@MMELSER

Folgende procedurer benyttes, hvis der gores brug af karaktergivningsmetoder (IDF — standard 99C:1997).

A) BESTEMMELSE AF »REPETERBARHEDSINDEK S«

Der analyseres mindst ti prever som blinde dobbeltanalyser af en dommer inden for en periode pa 12 méneder. Dette
vil seedvanligvis finde sted i flere omgange. Resultaterne af de forskellige produkters karakteristika evalueres ved anven-
delse af folgende formel:

hvor:

wy: repeterbarhedsindeks
x;;: point for forste evaluering af prove x;
X;,: point for anden evaluering af prove x;

n: antal prover

De prover, der skal evalueres, skal afspejle et bredt kvalitetsudsnit. w; mé ikke overstige 1,5 (fempunktsskalaer).

BESTEMMELSER AF »AFVIGELSESINDEKSET«

Dette indeks skal anvendes til at tjekke, om en dommer anvender samme skala for kvalitetsvurdering som en gruppe
erfarne dommere. De point, som dommeren har givet, sammenlignes med gennemsnittet af de point, som dommerpa-
nelet har givet.

Folgende formel anvendes for evalueringen af resultaterne:

hvor:

X;ps X;p0 se litra A)
X, X, dommerpanelets gennemsnitspoint for henholdsvis forste og anden evaluering af proven x;

n: antal prever (mindst 10 pr. tolvmanedersperiode).

De prover, der skal evalueres, skal afspejle et bredt kvalitetsudsnit. D; ma ikke overstige 1,5 (fempunktsskalaer).
Medlemsstaterne giver meddelelse om alle vanskeligheder, der er opstdet under anvendelsen af denne metode.

Hvis det konstateres, at en dommer overskrider graensen pé 1,5 point for afvigelsesindekset eller repeterbarhedsindek-
set, gennemforer den officielle myndigheds sarligt sagkyndige atter et eller flere randomiserede prestationstjek pa pro-
ver, som vedkommende har klassificeret i de seneste uger, eller den/de sarligt sagkyndige gennemforer et eller flere
check, hvor de ledsager den pagaldende dommer. Det er nedvendigt med ngje tilsyn for at afgere, om dommerne fort-
sat skal varetage deres hverv. De konstaterede forhold ber dokumenteres, og dokumentationen ber opbevares til brug
ved opfelgende indsats.
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C) SAMMENLIGNING AF DE OPNAEDE RESULTATER I FORSKELLIGE REGIONER AF EN MEDLEMSSTAT OG 1
FORSKELLIGE MEDLEMSSTATER

Hvis det er relevant, foretages der mindst én gang om dret en test, som giver mulighed for at ssmmenligne resultaterne
af de vurderinger, som dommere fra forskellige regioner har foretaget. Konstateres der veasentlige forskelle, traeffes de
nedvendige foranstaltninger for at finde rsagerne hertil og nd frem til sammenlignelige resultater.

Medlemsstaterne kan tilrettelaegge test, som giver mulighed for at sammenligne de resultater, der er opnéet af deres egne
dommere og af dommere fra nabomedlemsstater. I tilfelde af vaesentlige forskelle skal der foretages en tilbundsgdende
undersogelse for at nd frem til sammenlignelige resultater.

Medlemsstaterne underretter Kommissionen om resultaterne af disse sammenligninger.



29.3.2008

Den Europeiske Unions Tidende

L 88/19

4.1.

BILAG IV
(Artikel 4)

ORGANOLEPTISK BED@MMELSE AF SMOR

FORMAL

Formalet med denne metode til organoleptisk bedemmelse af smor er at give en ensartet metode, der kan benyttes i
samtlige medlemsstater.

Neermere detaljer findes i den aktuelle udgave af IDF International Standard for Milk and Milk Products, IDF 99 —
Parts 1,2,3 on Sensory Evaluation.

DEFINITIONER

Ved »organoleptisk bedemmelse« (vurdering) forstds undersegelse af et produkts egenskaber ved hjalp af
sanseorganerrne.

Ved »panel« forstds en gruppe udvalgte dommere, der under vurderingen arbejder uden indbyrdes kontakt og uden at
pavirke hinanden.

Ved »dommer« forstds en person, der er udvalgt pa grund af vedkommendes evne til at foretage en organoleptisk test.
Denne type dommer har ikke nedvendigvis stor erfaring.

Ved »sarligt sagkyndig dommer« forstds en person, der har stor sensorisk folsomhed og erfaring med sensorisk meto-
dologi, og som er i stand til at foretage konsistente og palidelige organoleptiske bedemmelser af diverse produkter.
Denne type dommer skal have en god langtidshukommelse hvad angar sanseindtryk.

Ved »karaktergivning« forstas et panels organoleptiske bedommelse efter en talskala. Der skal benyttes en nomenkla-
tur for fejl.

Ved »klassificering« forstés en kvalitetssortering, der sker pa grundlag af karaktergivningen.

Ved »kontroldokumenter« forstds dokumenter, hvori noteres de enkelte point for hver egenskab samt produktets ende-
lige klasse (samme dokument kan ogsa anvendes til angivelse af kemisk sammensatning).

PROVELOKALE
Nearmere detaljer findes i ISO 8589 og ISO/DIS 22935-2 | IDF 99-2 afsnit 7.
Der skal traeffes forholdsregler, s& dommerne i provelokalet ikke bliver pavirket af udefra kommende faktorer.

Provelokalet skal vare frit for fremmede lugte og let at rengere. Veeggene skal have en lys farve og mé ikke vare
reflekterende.

Provelokalet og dets belysning skal vaere sdledes, at de produktegenskaber, der skal bedemmes, ikke pavirkes.

Lokalet skal vaere udstyret med passende termostatisk styring, sd smerret kan holde en konstant temperatur. Smeorret
ber ved klassificeringen have en temperatur pa 12 °C (£ 2 °C).

UDVALGELSE AF DOMMERE

En dommer skal vaere velkendt med smerprodukter og kunne foretage organoleptisk klassificering. Vedkommendes
egnethed ber overvages regelmassigt (mindst en gang om dret) af den kompetente myndighed.

Nearmere detaljer findes i [ISO/DIS 22935-1 | IDF 99-1 afsnit 4 (hvervning) og afsnit 5.1 vedrerende generelle krav og
screeningtest, der kan benyttes, inden en ny dommer anvendes officielt.

Lobende efteruddannelse er af afgerende betydning, og der ber regelmassigt atholdes felles kurser. Neermere oplys-
ninger om uddannelse af paneler findes i ISO 8586-1.

4.2. Grunduddannelsen ber omfatte folgende:

— generel teori om og praktisk betydning af organoleptisk bedommelse
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— metoder, skalaer og beskrivelse af sanseindtryk
— pévisning og genkendelse af organoleptiske egenskaber og specifikke sensoriske termer
— grundleggende viden om smerfremstilling

— validerede referencer og prever, der kan hjelpe dommeren til at identificere specifikke smagsindtryk og smags-
intensitet i produktet.

KRAV TIL PANELET

Antallet af dommere i panelet ber vare ulige og mindst tre personer. Flertallet af dem skal vaere medarbejdere ved den
kompetente myndighed eller autoriserede personer, der ikke er ansat i mejeribruget.

Panellederen har ansvaret for hele proceduren og kan deltage i panelet.

Flere faktorer skal tages i betragtning inden vurderingen, for at dommerne kan opna en optimal demmekraft:

— Dommerne md ikke lide af sygdomme, der kan pévirke deres demmekraft. Hvis sidanne sygdomme opstr, skal
en anden person indlemmes i panelet.

— Dommerne skal overholde tiden for deltagelse i bedoemmelsen og afsatte tilstreekkelig tid til bedoemmelsen.

— Dommerne skal undgé at bruge starkt duftende produkter sdsom parfume, aftershave og deodorant og ber und-
lade at spise steerkt aromatiserede (krydrede) fodevarer osv.

— Dommerne mé hverken ryge, spise eller drikke andet end vand i den sidste halve time inden bedemmelsen.

PRASTATIONER

Alle dommere ber regelmzssigt deltage i paneler for organoleptisk bedemmelse for at bevare deres kompetence. Hyp-
pigheden afthznger af, hvor meget smar der produceres, men vedkommende ber om muligt deltage i mindst et panel
pr. maned.

Erfarne dommere bor ligeledes deltage i flere paneler om dret, om muligt mindst en gang pr. kvartal.

UDTAGNING OG FORBEREDELSE AF PROVER

Det er afgorende, at provernes identitet er skjult under bedemmelsen, sd enhver form for eventuel partiskhed undgés.
Praverne ber forsynes med en kode.

Dette skal ske inden bedemmelsen. Der ber fastsettes krav til smorrets temperatur under transporten til provelokalet
(6 °C £ 2°C).

Nar den organoleptiske bedemmelse foretages pa et kelehus, udtages proven med en smerstikker. Hvis den organo-
leptiske bedemmelse finder sted pd et andet sted end i kelehuset, skal der udtages en prove pd mindst 500g. Under
vurderingen ber smerret have en temperatur pd 12 °C (+ 2 °C) (NB: i ISO/DIS 22935-2 | IDF 99-2 er smetrets tem-
peratur ved bedemmelsen fastsat til 14 °C = 2 °C). Store afvigelser ber for enhver pris undgés.

VURDERING AF VARDIEN AF DE ENKELTE EGENSKABER
Den organoleptiske bedemmelse skal omfatte folgende egenskaber: udseende, konsistens, lugt og smag.

Udseende omfatter farve, synlig renhed, fraveer af fysisk kontaminering, fraveer af mugvackst og ensartet vandfordeling.
Vandfordelingen afproves efter IDF-standard 112A/1989.

Konsistens omfatter formstabilitet, tekstur og hirdhed. Smeorbarhed kan kontrolleres med fysiske metoder, hvis en
enkeltmedlemsstat onsker det for at imedekomme forbrugerkrav. Kommissionen kan pé et senere tidspunkt beslutte
at harmonisere metoderne.
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8.2.

8.3.

8.4.

10.

11.

Formstabilitet drejer sig om produktets sammenhzangsevne ved forbrug. Formstabilitet forbindes normalt med hardhed
og smerbarhed, og den ber vaere ensartet i hele produktet. Den hanger neje sammen med teksturen og udtrykker pro-
duktets evne til at baere sin egen vagt. Den konstateres ved modstanden under gennemskzaring og kan males meka-
nisk og ved fornemmelsen i munden og mellem fingrene.

Smag er de egenskaber, der opfattes i munden, primert via tungens smagslog.
Lugt er de egenskaber, der opfattes af naesen og lugtesansen.

En signifikant afvigelse fra den anbefalede temperatur forhindrer pélidelig vurdering af konsistens, lugt og smag. Tem-
peraturen er af altafgorende betydning.

Klassificeringen af smer skal udskydes, hvis temperaturen ligger uden for det anbefalede interval.

Egenskaberne skal bedemmes organoleptisk hver for sig. Der gives karakterer efter tabel 1.

Det kan vere gnskverdigt, at dommerne, inden de begynder bedemmelsen, sammen giver karakterer for en eller flere
referenceprover med hensyn til udseende, konsistens samt lugt og smag, sd der bliver vurderet ensartet.

Karaktererne for, at produktet kan godkendes, er som folger:

Ved karaktergivningen folges afsnit 7 — Nomenclature, and description of criteria applicable to points.

Maksimum Kraevet
Udseende 5 4
Konsistens 5 4
Smag/lugt 5 4

— Huvis den kravede karakter ikke opnas, skal fejlen beskrives.
— De karakterer, den enkelte dommer giver for hver egenskab, skal optegnes i kontroldokumentet.
—  Produktet godkendes eller afvises pa grundlag af en flertalsbeslutning.

— Der ber ikke ofte forekomme tilfaelde (ikke mere end ét pr. 20 prover), hvor de enkelte dommeres karakter for
hver egenskab giver en forskel pa over et point. Hvis det sker, md panellederen kontrollere, om panelet er
kompetent.

TILSYN

Lederen af et panel, som skal vare en medarbejder ved den kompetente myndighed og kan vare medlem af panelet,
skal vare generelt ansvarlig for hele proceduren. Vedkommende skal optegne de enkelte dommeres karakter for hver
egenskab i kontroldokumentet og attestere, om produktet er godkendt eller afvist.

NOMENKLATUR

Jf. vedlagte tabel 2.

HENVISNINGER

FIL-IDF 99C:1997 Sensory evaluation of dairy products by scoring — Reference method

ISO/DIS 22935 | IDF 99 International Standard for Milk and Milk Products — Sensory analysis — Parts 1-3
ISO 8586-1 Sensorisk analyse — Generel vejledning i udvalgelse, traening og overvdgning af assessorer — del 1
ISO 8589 Sensory analysis — General guidance for the design of test rooms

FIL-IDF 112A:1989 Butter — Determination of water dispersion value.
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Tabel 1
Bedemmelsesskema for smor
Udseende Konsistens Smag og lugt
Point Point
Point Nr. (1) Bemzrkninger (lzztil_i_ Nr. (1) Bemerkninger a:?s 1}_ Nr. (1) Bemaerkninger
klasse) klasse)
5 Meget tilfredsstillende 5 Meget tilfredsstillende 5 Meget tilfredsstillende
idealtype idealtype idealtype
hojeste kvalitet hojeste kvalitet hojeste kvalitet
(ensartet tor) (godt smerbar) (absolut ren, fineste lugt)
4 Tilfredsstillende (%) 4 Tilfredsstillende (%) 4 Tilfredsstillende (%)
ingen dbenlyse fejl 17 hard ingen dbenlyse fejl
18 bled
3 Temmelig tilfredsstillende 3 Temmelig tilfredsstillende 3 Temmelig tilfredsstillende
(mindre fejl) (mindre fejl) (mindre fejl)
1 synlige vanddraber 14 skor, smuldrende 21 uren
2 ikke ensartet farve, 15 dejagtig, fedtet 22 fremmed smag
tofarvet 16 klaebrig 25 syrlig
3 stribet 17 hérd 27 kogt smag, sveden smag
4 skjoldet, marmoreret 18 blod 33 fodersmag
5 plettet 34 | grov, bitter
6 olieudskillelse 35 oversaltet
7 for steerk farve
8 poret (@ben tekstur)
2 Utilfredsstillende 2 Utilfredsstillende 2 Utilfredsstillende
(dbenlyse fejl) (dbenlyse fejl) (dbenlyse fejl)
1 synlige vanddraber 14 sker, smuldrende 21 uren
3 stribet 15 dejagtig, fedtet 22 fremmed smag
4 skjoldet, marmoreret 16 klabrig 23 gammel smag
5 plettet 17 hard 25 syrlig
6 olieudskillelse 18 bled 32 oxideret smag, metallisk
10 fremmede bestanddele smag
11 muggen 33 fodersmag
12 uoplest salt 34 grov, bitter
35 oversaltet
36 muggen, fad, rddden
38 kemikaliesmag
1 Seerdeles utilfredsstillende 1 Seerdeles utilfredsstillende 1 Seerdeles utilfredsstillende
(udtalte fejl) (udtalte fejl) (udtalte fejl)
1 synlige vanddraber 14 skor, smuldrende 22 fremmed smag
3 stribet 15 dejagtig, fedtet 24 osteagtig, syrlig ostesmag
4 skjoldet, marmoreret 16 klaebrig 25 syrlig
5 plettet 17 hérd 26 garsmag
6 olieudskillelse 18 bled 28 muggen smag
7 for staerk farve 29 harsk
9 kornet 30 olieagtig, trannet
10 fremmede bestanddele 31 talgagtig
11 muggen 32 oxideret smag, metallisk
12 uoplost salt smag
34 grov, bitter
35 oversaltet
36 muggen, fad, rddden
37 maltagtig
38 kemikaliesmag

(') Tabel 2.

(?) De fejl, der er naevnt under tilfredsstillende«, mé kun besta i meget smé afvigelser fra idealtypen.
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Nomenklatur over fejl ved smor

Tabel 2

1. Udseende
1. synlige vanddraber
2. ikke ensartet farve, tofarvet
3. stribet
4. skjoldet, marmoreret
5. plettet
6. olieudskillelse
7. for staerk farve
8. poret (dben tekstur)
9. kornet
10. fremmede bestanddele
11. muggen
12. uoplest salt

II. Konsistens

14.

skor, smuldrende

15.

dejagtig, fedtet

16.

klaebrig

17.

hérd

18.

bled

III. Smag og lugt

20. uden smag
21. wuren (')
22. fremmed smag
23. gammel smag
24. osteagtig, syrlig ostesmag
25. syrlig
26. garsmag
27. a) kogt smag
b) sveden smag
28. muggen smag
29. harsk
30. olieagtig, trannet
31. talgagtig
32. a) oxideret smag
b) metallisk smag
33. fodersmag
34. grov, bitter
35. oversaltet
36. muggen, fad, radden
37. maltagtig
38. kemikaliesmag

(") Denne benavnelse bor bruges s sjaldent som muligt og kun, nér fejlen ikke kan beskrives mere praecist.
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BILAG V

(Artikel 5)

BESTEMMELSE AF INDHOLDET AF TRIGLYCERID AF ENANTIKSYRE I SM@R, SMOROLIE OG FLODE VED

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

GASKROMATOGRAFISK ANALYSE AF TRIGLYCERIDER

FORMAL

Denne metode anvendes til bestemmelse af indholdet af triglycerid af enantiksyre i smer, smorolie og flade.

TERMER OG DEFINITIONER

Indhold af enantiksyre: indholdet af triglycerid af enantiksyre bestemt ved den i denne metode angivne procedure.

Bemearkning: Indholdet af enantiksyre udtrykkes i kg pr. ton produkt for smerolie og smer, og det udtrykkes i kg
pr. ton mealkefedt for flade.

PRINCIP

Malkefedt ekstraheres fra de forskellige produkter ifelge ISO 14156 | IDF 172:2001. Den kvantitative bestem-
melse af indholdet af triglycerid af enantiksyre i det ekstraherede fedt foretages ved hjalp af gaskromatografi med
kapillarkolonne (GC). Resultatet for proven vurderes ved reference til triglycerid af capronsyre som intern standard.

Bemerkning:  Tributyrin er ogsé en tilfredsstillende intern standard.
REAGENSER

Der ma kun anvendes reagenser af anerkendt analysekvalitet.
n-Hexan

Standardtriglycerid af capronsyre, mindst 99 % rent.
Standardtriglycerid af enantiksyre, mindst 99 % rent.

Vandfri natriumsulfat (Na,SO,).

APPARATUR

Sadvanligt laboratorieudstyr, iser folgende:
Analysevagt, nojagtighed 1 mg

Milekolber, 10 ml og 20 ml

Centrifugeglas, 30 ml

Rotationsinddamper

Ovn, som kan holde en temperatur pd 50 °C £ 5 °C
Filtrerpapir, medium porpsitet, diameter ca. 15 cm
Gaskromatografiudstyr

Gaskromatograf udstyret med split/splitless-injektor eller direkte injektion pa kolonnen og en flammeionisations-
detektor (FID)
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5.7.2.

5.7.2.1.

5.7.2.2.

5.8.

7.1.

GC-kolonne med en stationar fase, der med godt resultat er blevet anvendt til triglyceridseparation (100 %
dimethylpolysiloxan eller 5 % phenyl-95 % methylpolysiloxan). Den stationzre fase, kolonnehgjden (4-15 m), den
indre diameter (0,22-0,50 mm) og filmtykkelse (0,12 pm eller derover) valges under hensyntagen til laboratoriets
erfaring og det anvendte injektionssystem. Under alle omsteendigheder skal den valgte kolonne frembringe sdvel
en komplet separation mellem oplesningsmidlets top og triglycerid af capronsyre som en resolution til basislinjen
mellem toppene for triglycerid af capronsyre og enantiksyre. Nedenfor er anfert eksempler pa betingelserne.

Eksempel pé betingelser ved anvendelse af en split-injektor

—  Baregas: helium

—  Tryk ved kolonnetop: 100 kPa

— Kolonne: 12 m lang kolonne i kvartsglas, 0,5 mm indre diameter, 0,1 pm filmtykkelse

—  Stationzr fase: 100 % dimethylpolysiloxan eller 5 % phenyl-95 % dimethylpolysiloxan (f.cks. HT5)

— Kolonnetemperatur: initialtemperatur pa 130 °C, opretholdt i 1 min., eget med 20 °C/min. til 260 °C og der-
nast gget med 30 °C/min. til 360 °C; opretholdes i 10 min. ved 360 °C

—  Detektortemperatur: 370 °C

— Injektortemperatur: 350 °C

—  Splitforhold: 1:30

— Indsprojtet mangde af proven: 1 pl.

Eksempel pé betingelser ved anvendelse af injektor pd kolonnen

—  Beregas: hydrogen (konstant flow-system)

—  Tryk ved kolonnetop: 89 kPa

— Kolonne: 4 m lang kolonne i kvartsglas, 0,32 mm indre diameter, 0,25 pm filmtykkelse
—  Stationzr fase: 5 % phenyl, 95 % dimethylpolysiloxan

— Kolonnetemperatur: initialtemperatur pa 60 °C, opretholdt i 2 min., eget med 35 °C/min. til 340 °C, opret-
holdt ved denne temperatur i 5 min.

—  Detektortemperatur: 350 °C
— Indsprojtet mengde af proven: 1 pl.

Injektionssprejte, 5 pl.

PROVEUDTAGNING

Det er vigtigt, at laboratoriet modtager en prove, der reelt er reprasentativ, og som ikke er skadet eller forandret
under transport eller oplagring.

Proveudtagning indgér ikke i den metode, der er angivet i dette bilag. En anbefalet metode til proveudtagning fin-
des i IDF: standard 50C: 1995 eller ISO 707-1997- Maelk og maelkeprodukter. Vejledning om preveudtagning.

FREMGANGSMADE
Forberedelse af klargjort prove og analyseprove

Fremgangsmaden folger ISO 14156 | IDF 172:2001.
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7.1.1.

7.1.1.1.

7.1.1.2.

7.1.1.3.

7.1.2.1.

7.1.2.2.

7.1.2.3.

7.1.2.4.

7.1.2.5.

7.1.2.6.

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

7.2.5.

7.3.

7.3.3.

Smarolie og smor
Der smeltes 50-100 g af den klargjorte prove i ovnen (5.5).
0,5-1,0 g vandfri natriumsulfat (5.4) placeres i et foldet filtrerpapir.

Fedtet filtreres gennem filtrerpapiret, der indeholder vandfri natriumsulfat, og filtratet opsamles i et bagerglas, der
hele tiden findes i ovnen (5.5). Nar det smeltede smor dekanteres over pa filtrerpapiret, skal der udvises omhu, for
at der ikke folger valle med.

Flode
Den klargjorte prove opvarmes til en temperatur pa 20 °C 2 °C.
Proven blandes eller rores grundigt.

En passende mangde af den klargjorte prove fortyndes, s der fas 100 ml analyseprove med en massefraktion af
fedt pa ca. 4 %.

For at ekstrahere fedtet fra fladen folges samme fremgangsmade som for rd melk og homogeniseret malk (se
ISO 14156 | IDF 172:2001, § 8.3).

1 g af det ekstraherede fedt afvejes med 1 mg nojagtighed i en 10 ml malekolbe (5.2). Derefter tilseettes 1 ml oplas-
ning 7.2.2. Der fyldes n-hexan (4.1) i op til 10 ml, hvorefter der homogeniseres.

1 ml af oplesning 7.1.1.2 fyldes i en 10 ml malekolbe (5.2), og der fortyndes op til 10 ml med n-hexan (4.1).
Forberedelse af kalibreringsstandarder

100 myg triglycerid af enantiksyre (4.3) opleses i 10 ml n-hexan (4.1).

100 mg triglycerid af capronsyre (4.2) opleses i 10 ml n-hexan (4.1).

1 ml af oplesning 7.2.2 fyldes i en 10 ml mélekolbe (5.2). Der fyldes n-hexan (4.1) i op til 10 ml.

1 ml af oplesning 7.2.1 og 1 ml af oplesning 7.2.2 fyldes i en 10 ml mélekolbe (5.2). Der fyldes n-hexan (4.1) i op
til 10 ml.

1 ml af oplesning 7.2.4 fyldes i en 10 ml malekolbe (5.2), og der fyldes n-hexan (4.1) i op til 10 ml.
Kromatografisk bestemmelse
Der indsprojtes 1 pl standardoplesning 7.2.5 to gange.

Der indsprejtes 1 pl af hver preveoplesning.

Bemerkning:  Hvis der benyttes direkte injektion pd kolonnen, ber bade standardoplesningen og preveoplesnin-
gerne fortyndes mere.

Fremgangsmdden 7.3.1 gentages for hver tredje prove, for at proverne ligger taet pd dobbeltanalyser af standard-
oplesningen. Resultaterne baseres pd gennemsnittet af responsfaktorerne fra standardkromatogrammerne.

BEREGNING AF RESULTATER
For hvert kromatogram integreres toparealet for triglyceriderne af enantiksyre og capronsyre.

Instrukserne folges for hver sekvens, dvs. for et st af prover med standardoplesninger for og efter (bracketing),
idet den standardoplesning, der indsprajtes to gange umiddelbart for, kaldes STD,, og den standardoplesning, der
indsprojtes to gange umiddelbart efter, kaldes STD,.
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8.1.

8.2.

9.1.

9.2.

10.

10.1.

Kalibrering
Der foretages en beregning af responsfaktoren for hver dobbeltanalyse af STD,, Rf;(a) og Rf; (b).
Rf; (a) eller (b) = (topareal for triglycerid af capronsyre/topareal for triglycerid af enantiksyre) x 100
Den gennemsnitlige responsfaktor Rf; beregnes saledes:

Rf; = (Rf;(a) + Rf; (b)) [ 2
Den gennemsnitlige responsfaktor STD,, Rf, beregnes pé lignende méde.
Den gennemsnitlige responsfaktor Rf beregnes séledes:

Rf = (Rf, + RF,) |2

Klargjorte prover
For hvert provekromatogram, der ligger mellem STD, og STD,, beregnes enantiksyreindholdet, C (kg/ton):
C = (topareal for triglycerid af enantiksyre x Rf x 100)/(topareal for triglycerid af capronsyre x Wt x 1 000)

hvor:

— Wt = fedtstofvaegt (g)
— 100 = provens fortyndingsvolumen

— 1000 = omregningsfaktor (for pg/g til kg/ton).
For smerprover tages smorrets fedtindhold i betragtning, og der beregnes et korrigeret indhold, C,,,,. (kg/ton smer)
Csrmar = Cfcdt x F

hvor F er smeorrets fedtindhold.

PRACISION

Nearmere oplysninger om en sammenlignende laboratorieprevning vedrorende smor i overensstemmelse med ISO
5725-1 0g ISO 5725-2 om pracisionsmetode findes i punkt 12.

Verdierne for repeterbarheds- og reproducerbarhedsgranser udtrykkes for en 95 % sandsynlighedsgraense og ma
ikke anvendes til andre koncentrationsintervaller eller matrixer end de angivne.

Repeterbarhed

De absolutte forskelle mellem to enkeltresultater, der er opndet med den samme metode pé identisk provemate-
riale, pd det samme laboratorium, udfert af den samme person med det samme udstyr og med et kort tidsinterval,
bliver i hojst 5 % af tilfeeldene storre end 0,35 kgt

Reproducerbarhed

De absolutte forskelle mellem to enkeltresultater, der er opndet med den samme metode pé identisk provemate-
riale pé forskellige laboratorier udfert af forskellige personer med forskelligt udstyr, bliver i hajst 5 % af tilfeeldene
storre end 0,66 kg/t.

TOLERANCERGRANSER: NEDRE GRANSER (VED UTILSTRAKKELIGE MANGDER)

Der udtages tre prover af produktet med robestof for at kontrollere, om produktet er tilsat robestof pd
korrekt made.
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10.2.

10.2.1.

10.2.2.

10.3.

10.3.1.

10.3.2.

11.

11.2.1.

11.3.1.

12.

Smer og koncentreret smor

Der iblandes 11 kg mindst 95 % ren triglycerid af enantiksyre pr. t smor, dvs. 10,45 kgt.

Resultaterne af analysen af de tre prover af produktet anvendes til at kontrollere maengden og homogeniteten af
det iblandede robestof, og det laveste af disse resultater sammenholdes med folgende grensevaerdier:

— 9,51 kgft (95 % af den mindste iblanding for 95 % ren triglycerid af enantiksyre, enkeltbestemmelse)

— 6,89 kg/t (70 % af den mindste iblanding for 95 % ren triglycerid af enantiksyre, enkeltbestemmelse)

— Koncentrationen af robestoffet i den prove, der giver det laveste resultat, benyttes ssmmen med interpolering
mellem 9,51 kg/t og 6,89 kg/t.

Flode

Der iblandes 10 kg mindst 95 % ren triglycerid af enantiksyre pr. t maelkefedt, dvs. 9,50 kg/t maelkefedt med
robestof.

Resultaterne af analysen af de tre prover af produktet anvendes til at kontrollere mangden og homogeniteten af
det iblandede rebestof, og det laveste af disse resultater sammenholdes med folgende graenseveerdier:

— 8,60 kg/t (95 % af den mindste iblanding for 95 % ren triglycerid af enantiksyre, enkeltbestemmelse)

— 6,23 kgft (70 % af den mindste iblanding for 95 % ren triglycerid af enantiksyre, enkeltbestemmelse)

— Koncentrationen af rgbestoffet i den prove, der giver det laveste resultat, benyttes ssmmen med interpolering
mellem 8,60 kg/t og 6,23 kgt.

TOLERANCEGRENSER: @VRE GRANSER (VED EN MANGDE, DER ER MERE END 20 % FOR STOR)

Der udtages tre prover af produktet med rebestof for at kontrollere, om produktet er tilsat robestof pa
korrekt made.

Smer og koncentreret smor

Resultaterne af analysen af de tre prover af produktet anvendes til at kontrollere maengden og homogeniteten af
det iblandede robestof, og gennemsnittet af disse resultater sammenholdes med folgende greensevardier:

— Den gvre granse er 12,96 kg/t.

Flode

Resultaterne af analysen af de tre prover af produktet anvendes til at kontrollere mangden og homogeniteten af
det iblandede robestof, og gennemsnittet af disse resultater sammenholdes med folgende greenseverdier:

— Den ovre grense er 11,82 kgt.

SUPPLERENDE OPLYSNINGER: STATISTISK ANALYSE AF RESULTATER AF BESTEMMELSEN AF TRIENAN-
TOAT I SMORFEDT VED TRIGLYCERIDANALYSE

Der er gennemfort fire fllesafprovninger for at bestemme trienantoatindholdet i smer med rebestof.

Ni laboratorier deltog i den forste ringtest, og der foreld ingen specifikationer om, hvilke analysemetoder der skulle
anvendes.
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Ti laboratorier deltog i den anden ringtest, og der blev anvendt fire forskellige metoder:

— kvantitativ bestemmelse af methylheptanoat ved anvendelse af n-nonan eller methylnonanoat som intern
standard

—  kvantitativ bestemmelse af trienantoat ved anvendelse af tricaproat som intern standard
—  kvantitativ bestemmelse af methylheptanoat ved anvendelse af en kalibreringspreve/-blanding
—  kvantitativ bestemmelse af methylheptanoat ved anvendelse af en kalibreringsblanding.

Hvis methylestere af fedtsyrer (FAME) blev analyseret, blev der desuden anvendst to forskellige methyleringsproce-
durer (De Francesco og Christopherson & Glass).

P4 grundlag af resultaterne blev der udvalgt to metoder til den tredje ringtest:

—  kvantitativ bestemmelse af methylheptanoat ved anvendelse af n-nonan eller methylnonanoat som intern
standard

—  kvantitativ bestemmelse af trienantoat ved anvendelse af tricaproat som intern standard.

Resultaterne fra 7 laboratorier viste, at FAME-metoden havde en storre variabilitet, og det blev derfor besluttet kun
at bestemme trienantoat som triglycerid ved anvendelse af proceduren med kvantitativ bestemmelse af trienantoat
ved anvendelse af tricaproat som intern standard. Endvidere skal triglyceridanalysen gennemfores med
kapillarkolonne.

[ den fjerde ringtest blev der rundsendst fire prover (A, B, C, D), og der blev fremlagt resultater fra ni laboratorier
(tabel 1-2).

To laboratorier (DE og EU) analyserede proverne ved anvendelse af FAME-metoden.

P4 grund af det begransede antal laboratorier er der foretaget en statistisk beregning bade af det komplette dataszat
(tabel 1-2), inkl. FAME-resultaterne, og af dataene fra triglyceridanalysen.

Outliertest:

— Prove A: Dixon, Cochran og Grubbs-test pa niveau 1 og 5 % viste én afvigende vardi (outlier) for et
laboratorium.

— Prove B: Grubbs-test pa niveau 5 % viste én afvigende veerdi (outlier) for et laboratorium.

— Prove C: Dixon og Grubbs-test pd niveau 1 og 5 % viste én afvigende veerdi (outlier) for et laboratorium.
— Prove D: Dixon og Grubbs-test pd niveau 1 og 5 % viste én afvigende veardi (outlier) for et laboratorium.
Den afvigende veerdi er blevet udelukket fra beregningen.

Det ber bemarkes, at resultaterne fremkommet ved FAME-metoden aldrig blev betragtet som afvigende ved de
anvendte test.

Precisionsparametre

Tabel 1 og 2 viser resultaterne fra alle laboratorierne og pracisionsparametrene, der er beregnet ud fra et accep-
tabelt antal (8) laboratorier, men som desverre ikke hidrerer fra den samme analysemetode.

Tabel 3 og 4 viser kun de resultater, der hidrerer fra triglyceridmetoden og de tilsvarende pracisionsparametre. En
accept af disse parametre forudsztter, at det lave antal laboratorier (6) accepteres.

Figur 3 og 4 viser tendensen for Sr og SR beregnet for de 4 prover ud fra de to nevnte datasat.

Tabel 5 viser vardierne for Sr og SR sammen med de tilsvarende puljede vardier og de samlede parametre for r og
R.

Endelig er den kritiske forskel for en 95 % sandsynlighedsgranse blevet beregnet.
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Tabel 1

Statistiske resultater af triglycerid- + FAME*-metoderne

Prove A R, R, CNSN Aptal laboraForler efter eliminering af laborato-
rier med afvigende resultater 8
RENNES FR1 11,0 11,1 11,1 Antal afvigende resultater 1
RIKILT NL 11,2 11,2 11,2 Afvigende resultater DK
ZPLA DE* 11,6 11,8 11,7 Gennemsnitsverdi 11,3
ADAS GB 11,4 11,2 11,3 Korrekt verdi 11,0
CNEVA FR2 11,4 11,4 11,4 Standardafvigelse for repeterbarhed (Sr) 0,09
LODI IT 11,1 11,3 11,2 Relativ standardafvigelse for repeterbarhed 0,80
(RSDr%)
EELA FI 11,3 11,2 11,3 Repeterbarhed r (95 %) 0,26
ISPRA UE* 11,0 11,0 11,0 Relativ repeterbarhed r % 2,24
D.V.EA. DK 13,3 11,8 12,6 Standardafvigelse for reproducerbarhed (SR) 0,23
Relativ standardafvigelse for reproducerbarhed | 2,04
(RSDR%)
Reproducerbarhed R (95 %) 0,84
Relativ reproducerbarhed R % 5,71
Prove B R, R, GNSN Antal laboraForler efter eliminering af laborato-
rier med afvigende resultater 8
RENNES FR1 12,7 12,8 12,8 Antal afvigende resultater 1
RIKILT NL 13,5 13,3 13,4 Afvigende resultater DK
ZPLA DE* 14,0 13,8 13,9 Gennemsnitsvardi 13,4
ADAS GB 13,4 13,5 13,5 Korrekt verdi 13,5
CNEVA FR2 13,3 13,4 13,4 Standardafvigelse for repeterbarhed (Sr) 0,14
LODI IT 13,9 13,5 13,7 Relativ standardafvigelse for repeterbarhed 1,04
(RSDr%)
EELA FI 13,4 13,2 13,3 Repeterbarhed r (95 %) 0,40
ISPRA UE* 13,2 13,3 13,3 Relativ repeterbarhed r % 2,91
D.V.EA. DK 14,1 14,8 14,5 Standardafvigelse for reproducerbarhed (SR) 0,35
Relativ standardafvigelse for reproducerbarhed | 2,61
(RSDR%)
Reproducerbarhed R (95 %) 0,99
Relativ reproducerbarhed R % 7,31
Tabel 2
Statistiske resultater af triglycerid- + FAME*-metoderne
Prove C R, R, CNSN Aptal labora.torler efter eliminering af laborato-
rier med afvigende resultater 8
RENNES FR1 8,9 9,2 9,1 Antal afvigende resultater 1
RIKILT NL 9,2 9,3 9,3 Afvigende resultater DK
ZPLA DE* 9,2 9,4 9,3 Gennemsnitsverdi 9,3
ADAS GB 9,5 9,3 9,4 Korrekt verdi 9,3
CNEVA FR2 9,4 9,4 9,4 Standardafvigelse for repeterbarhed (Sr) 0,14
LODI IT 9,2 9,5 9,4 Relativ standardafvigelse for repeterbarhed 1,50
(RSDr%)
EELA FI 9,4 9,6 9,5 Repeterbarhed r (95 %) 0,40
ISPRA UE* 9,4 9,3 9,4 Relativ repeterbarhed r % 4,20
D.V.EA. DK 10,7 10,9 10,8 Standardafvigelse for reproducerbarhed (SR) 0,17
Relativ standardafvigelse for reproducerbarhed | 1,82
(RSDR%)
Reproducerbarhed R (95 %) 0,47
Relativ reproducerbarhed R % 5,10
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pove | | o Ao e o o
RENNES R1 1,6 1,6 1,6 Antal afvigende resultater 1
RIKILT NL 2,1 2,1 2,1 Afvigende resultater DK
ZPLA DE* 2,3 2,3 2,3 Gennemsnitsvaerdi 2,1
ADAS GB 2,1 2,2 2,2 Korrekt vaerdi 2,1
CNEVA FR2 2,1 2,1 2,1 Standardafvigelse for repeterbarhed (Sr) 0,08
LODI IT 2,2 1,9 2,1 Relativ standardafvigelse for repeterbarhed 3,81
(RSDr%)
EELA FI 2,3 2,3 2,3 Repeterbarhed r (95 %) 0,22
ISPRA UE* 2,3 2,3 2,3 Relativ repeterbarhed r % 10,67
D.V.FA. DK 3,4 2,9 3,2 Standardafvigelse for reproducerbarhed (SR) 0,24
Relativ standardafvigelse for reproducerbarhed | 11,43
(RSDR%)
Reproducerbarhed R (95 %) 0,67
Relativ reproducerbarhed R % 32,00
Tabel 3

Statistiske resultater af triglycerid- + FAME*-metoderne

pove L h | o | Ak o ko |
RENNES FR1 11,0 11,1 11,1 Antal afvigende resultater 1
RIKILT NL 11,2 11,2 11,2 Afvigende resultater DK
ADAS GB 11,4 11,2 11,3 Gennemsnitsvaerdi 11,2
CNEVA FR2 11,4 11,4 11,4 Korrekt vaerdi 11,0
LODI IT 11,1 11,3 11,2 Standardafvigelse for repeterbarhed (Sr) 0,09
EELA FI 11,3 11,2 11,3 Relativ standardafvigelse for repeterbarhed 0,80
(RSDr%)
D.V.EA. DK 13,3 11,8 12,6 Repeterbarhed r (95 %) 0,25
Relativ repeterbarhed r % 2,24
Standardafvigelse for reproducerbarhed (SR) 0,13
Relativ standardafvigelse for reproducerbarhed | 1,16
(RSDR%)
Reproducerbarhed R (95 %) 0,36
Relativ reproducerbarhed R % 3,25
poves | n | v |t o g o |
RENNES FR1 12,7 12,8 12,8 Antal afvigende resultater 1
RIKILT NL 13,5 13,3 13,4 Afvigende resultater DK
ADAS GB 13,4 13,5 13,5 Gennemsnitsverdi 13,3
CNEVA FR2 13,3 13,4 13,4 Korrekt vaerdi 13,5
LODI IT 13,9 13,5 13,7 Standardafvigelse for repeterbarhed (Sr) 0,15
EELA FI 13,4 13,2 13,3 Relativ standardafvigelse for repeterbarhed 1,13
(RSD1%)
D.V.EA. DK 14,1 14,8 14,5 Repeterbarhed r (95 %) 0,42
Relativ repeterbarhed r % 3,16
Standardafvigelse for reproducerbarhed (SR) 0,33
Relativ standardafvigelse for reproducerbarhed | 2,48
(RSDR%)
Reproducerbarhed R (95 %) 0,93
Relativ reproducerbarhed R % 6,94
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Tabel 4

Statistiske resultater af triglyceridmetoden

Prove C R, Re | ONSN e reodatar
RENNES FR1 8,9 9,2 9,1 Antal afvigende resultater 1
RIKILT NL 9,2 9,3 9,3 Afvigende resultater DK
ADAS GB 9,5 9,3 9,4 Gennemsnitsvaerdi 9,3
CNEVA FR2 9,4 9,4 9,4 Korrekt vaerdi 9,3
LODI IT 9,2 9,5 9,4 Standardafvigelse for repeterbarhed (Sr) 0,15
EELA FI 9,4 9,6 9,5 Relativ standardafvigelse for repeterbarhed 1,61

(RSDr%)
D.V.EA. DK 10,7 10,9 10,8 Repeterbarhed r (95 %) 0,42

Relativ repeterbarhed r % 4,51

Standardafvigelse for reproducerbarhed (SR) 0,19

Relativ standardafvigelse for reproducerbarhed | 2,04

(RSDR%)

Reproducerbarhed R (95 %) 0,53

Relativ reproducerbarhed R % 5,71
Prave D R, Re | GNSN O  sende reodata
RENNES FR1 1,6 1,6 1,6 Antal afvigende resultater 1
RIKILT NL 2,1 2,1 2,1 Afvigende resultater DK

Gennemsnitsvardi 2,1
ADAS GB 2,1 2,2 2,2 Korrekt verdi 2,1
CNEVA FR2 2,1 2,1 2,1 Standardafvigelse for repeterbarhed (Sr) 0,09
LODI IT 2,2 1,9 2,1 Relativ standardafvigelse for repeterbarhed 4,29

(RSDr%)
EELA FI 2,3 2,3 2,3 Repeterbarhed r (95 %) 0,26
D.V.EA. DK 3,4 2,9 3,2 Relativ repeterbarhed r % 12,01

Standardafvigelse for reproducerbarhed (SR) 0,25

Relativ standardafvigelse for reproducerbarhed | 11,90

(RSDR%)

Reproducerbarhed R (95 %) 0,69

Relativ reproducerbarhed R % 33,32

Tabel 5
Repeterbarhed og reproducerbarhed (med FAME)
Antal laboratorier Afvigende resultat Rq;:tg];ao/il;ed Reprs()éhzgesr%rhed
Prove A 8 1 0,09 0,23
Prove B 8 1 0,14 0,35
Prave C 8 1 0,14 0,17
Prove D 8 1 0,08 0,24
Puljet veerdi 0,116 0,256
R R

Puljet veerdi * 2,8 0,324 0,716

CrD95 =0,40

Minimumsrenhed angivet for trienantoat = 95 %

Minimumsgranse angivet for trienantoat i smerfedt = 11 kg/t

Med et konventionelt konfidensinterval pd 95 % ma gennemsnittet af de to resultater ikke veere lavere end:
10,05 kg/t ved iblanding af 95 % ren trienantoat.
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Repeterbarhed og reproducerbarhed (uden FAME)

Antal aboratorier | Afvgende resuliar | RRetebied | Reproducerparhed
Prove A 6 1 0,09 0,13
Prove B 6 1 0,15 0,33
Prove C 6 1 0,15 0,19
Prove D 6 1 0,09 0,25
Puljet vaerdi 0,124 0,237
r R

Puljet vaerdi * 2,8 0,347 0,663
CrD95 = 0,36

Minimumsrenhed angivet for trienantoat = 95 %

Minimumsgranse angivet for trienantoat i smorfedt = 11 kgt

Med et konventionelt konfidensinterval pd 95 % mé gennemsnittet af de to resultater ikke vare lavere end:
10,09 kg/t ved iblanding af 95 % ren trienantoat.
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Forsegsresultater: Prove C
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Figur 3

Standardafvigelse for repeterbarhed og reproducerbarhed pa forskellige niveauer (TG)
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BILAG VI
(Artikel 5)
BESTEMMELSE AF INDHOLDET AF VANILLIN I KONCENTRERET SM@R, SM@R OG FLODE VED
HOJTRYKSV EASKEKROMATOGRAFI
1. FORMAL OG ANVENDELSESOMRADE

Kvantitativ bestemmelse af vanillin i koncentreret smor, smor og flade.

2. PRINCIP

Ekstraktion af en kendt prevemaengde ved hjalp af en blanding af isopropanol/ethanol/acetonitril (1:1:2). Udskil-
lelse af storsteparten af fedtstoffet ved afkeling (temperatur mellem — 15 og — 20 °C) efterfulgt af centrifugering.

Efter fortynding med vand bestemmes vanillinindholdet ved hejtryksvaskekromatografi (HPLC).

3. APPARATUR
Sedvanligt laboratorieapparatur, herunder isar folgende:
3.1.  Fryser med en arbejdstemperatur mellem — 15 °C og — 20 °C
3.2.  Injektionssprojter (engangssprojter) 2 ml
3.3, Membranfiltre (poresterrelse: 0,45 pm), modstandsdygtige over for en oplesning med 5 % ekstraktionsmiddel (4.4)

3.4.  Vaskekromatografisk system bestdende af pumpe (flow 1,0 ml/min.), injektionsenhed (20 pl injektion, automatisk
eller manuel), UV-detektor (306 nm, fuldt udslag 0,01 absorptionsenhed), skriver eller integrator samt kolonneter-
mostat indstillet til 25 °C

3.5.  Analysekolonne (250 mm x 4,6 mm indvendig diameter) pakket med LiChrospher RP 18 (Merck, 5 pm) eller
tilsvarende

3.6.  Forkolonne (ca. 20 mm x 3 mm indvendig diameter) pakket tort med LiChrospher RP 18 (5-10 pm) eller tilsvarende

3.7.  Centrifuge, som arbejder ved 2 000 omdrejninger pr. minut.

4. REAGENSER
Alle reagenser skal vaere af anerkendt analysekvalitet.
4.1.  Isopropanol
4.2.  Ethanol, 96 % (v[v)
4.3.  Acetonitril
4.4.  Ekstraktionsoplesning
Isopropanol (4.1), ethanol (4.2) og acetonitril (4.3) blandes i forholdet 1:1:2 (v/v)
4.5.  Vanillin (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd) > 98 %
4.5.1. Vanillinstamoplosning (= 500 pg/ml)

Ca. 50 mg (*CM« mg) vanillin (4.5) afvejes med en nejagtighed pa 0,1 mg i en 100 ml mélekolbe; der tilsattes 25 ml
ekstraktionsmiddel (4.4) og fyldes op med vand.
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4.5.2. Vanillinstandardoplosning (= 10 pg/ml)
Der afpipetteres 5 ml vanillinstamoplesning (4.5.1) i en 250 ml malekolbe, hvorefter der fyldes op med vand.
4.5.3. Methanol, HPLC-kvalitet
4.5.4. Iseddike
4.5.5. Vand, HPLC-kvalitet
4.5.6. Mobil fase til HPLC

300 ml methanol (4.5.3), ca. 500 ml vand (4.5.5) og 20,0 ml iseddike (4.5.4) blandes i en 1 000 ml mélekolbe, og
der fyldes op med vand (4.5.5). Blandingen filtreres gennem et filter (0,45 pm) (3.3).

5. FREMGANGSMADE
5.1.  Forberedelse af proven
5.1.1. Smer

Proven opvarmes, indtil den begynder at smelte. Lokal opvarmning til ca. 30 °C skal undgas. Smerret ma under ingen
omstandigheder skille i to faser. Nar proven er blevet tilstraeekkeligt blod, homogeniseres den ved rystning. Der omre-
res i 15 sek., inden der udtages en prove. Der afvejes med en nejagtighed pd 1 mg ca. 5 g (*SM« g) smorien 100 ml
malekolbe.

5.1.2. Koncentreret smor

Umiddelbart inden preveudtagningen anbringes beholderen med koncentreret smor i en ovn ved 40-50 °C, indtil
smorret er fuldstendig smeltet. Proven blandes ved forsigtig omdrejning eller omrering. For voldsom bevagelse med
dannelse af luftbobler skal undgés. Der afvejes med en nejagtighed pd 1 mg ca. 4g (*SM« g) koncentreret smer i en
100 ml mélekolbe.

5.1.3. Flode

Proven opvarmes i vandbad eller i inkubator ved en temperatur pd 35-40 °C. Fedtstoffet fordeles ensartet ved for-
sigtig omdrejning og om nedvendigt ved omrering. Proven afkeles hurtigt til 20 + 2 °C. Proven skal fremtraede ens-
artet, ellers gentages proceduren. Der afvejes med en nejagtighed pd 1 mg ca. 10g (»SM« g) flade i en 100 ml
malekolbe.

5.2.  Fremstilling af preveoplesning

Der tilsattes ca. 75 ml ekstraktionsoplesning (4.4) til analyseproven (5.1.1, 5.1.2 eller 5.1.3), og der omrores eller
omrystes kraftigt i ca. 15 min. og fyldes op med ekstraktionsoplesning (4.4). Ca. 10 ml af dette ekstrakt overfores til
et reagensglas med prop. Glasset stilles i fryseren (3.1) i ca. 30 min. Det afkelede ekstrakt centrifugeres i 5 minutter
ved ca. 2 000 omdrejninger pr. minut, og der dekanteres straks. Den dekanterede oplosning henstar, til den har ndet
stuetemperatur. Der afpipetteres 5 ml heraf i en 100 ml malekolbe, og der fyldes op med vand. En delprove heraf
filtreres pa membranfilter (3.3) ved anvendelse af en injektionssprejte (3.2). Filtratet er klart til HPLC-analyse.

5.3.  Kalibrering

Der afpipetteres 5 ml vanillinstandardoplesning (4.5.2) i en 100 ml mélekolbe. Der tilsettes 5 ml ekstraktionsop-
losning (4.4) og fyldes op med vand til maerket. Denne oplesning indeholder 0,5 pg vanillin pr. ml

5.4. Bestemmelse ved HPLC

Kromatografisystemet stabiliseres i ca. 30 min. Standardoplesningen (5.3) indsprejtes. Dette gentages, indtil forskel-
len i topareal eller tophgjde mellem to pa hinanden folgende indsprejtninger er mindre end 2 %. Under de beskrevne
forhold har vanillin en retentionstid pa ca. 9 min. Der foretages en dobbeltanalyse af standardoplesningen (5.3) med
indsprejtning af 20 pl. Der indsprejtes 20 pl proveoplosning (5.2). Arealet eller hgjden af den fremkomne vanil-
lintop bestemmes. Efter 10 indsprejtninger af proveoplesninger (5.2) gentages dobbeltanalysen af standardoples-
ningen (5.3).
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7.1.

7.2.

8.1.

8.2.

8.2.1.

8.2.2.

BEREGNING AF RESULTATER

Det gennemsnitlige topareal (eller tophgjde) (»AC«) for de vanillintoppe, der er fremkommet ved de to dobbeltana-
lyser for og efter hver batch af proveoplasninger (4 toparealer eller tophejder), beregnes.

Responsfaktoren (R) beregnes saledes:
R=AC/CM
hvor CM er massen af vanillin i mg (4.5.1).

Indholdet (i mg/kg) af vanillin (C) i analyseproven beregnes ved folgende formel:

C=[(AS x 20 % 0,96) [ (SM  R))

hvor:
AS = toparealet eller tophgjden af vanillintoppen fra analyseproven
SM = massen af analyseprovenig (5.1.1, 5.1.2 eller 5.1.3).

Bemerkning:  Nar floden analyseres for vanillin, skal koncentrationen af rebestoffet udtrykkes som mg rebestof/kg
malkefedt. Dette gares ved, at man multiplicerer C med 100/f, hvor f er fladens fedtindhold i procent

(m/m).
20 = en faktor, hvor der tages hensyn til fortyndingerne af standard- og analyseproven
0,96 = korrektionsfaktoren for fedtindholdet ved forste fortynding af analysepreven

Bemerkning: 1 stedet for toparealer kan der benyttes tophgjder (se punkt 8.3).

METODENS N@JAGTIGHED
Repeterbarhed (r)

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det samme prevemateriale, der foretages umiddelbart efter hin-
anden af den samme person med det samme udstyr, md ikke overstige 16 mg/kg.

Reproducerbarhed (R)

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det samme provemateriale, der foretages i forskellige labora-
torier med forskelligt udstyr, ma ikke overstige 27 mg/kg.

TOLERANCEGR/ANSER
Der skal tages tre prover fra produktet med rebestof for at kontrollere homogeniteten.
Rebestof fra vanille eller syntetisk vanillin

Iblandingen af 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd er 250g pr. t koncentreret smeor eller smor. For flode med robe-
stof er iblandingen 250g pr. t maelkefedt.

Resultaterne af analysen af de tre prover af produktet anvendes til at kontrollere meengden og homogeniteten af det
iblandede robestof, og det laveste af disse resultater ssmmenholdes med folgende gransevardier:

— 220,8 mg/kg (95 % af den mindste iblanding)
— 158,3 mg/kg (70 % af den mindste iblanding).

Koncentrationen af robestoffet i den prove, der giver det laveste resultat, benyttes sammen med interpolering mel-
lem 220,8 mg/kg og 158,3 mg/kg.
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8.3.

9.1.

9.2.

9.3.

9.4.

Robestof kun fra vanilleplantens frugt eller komplette ekstrakter heraf

. Iblandingen af 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyd er 100g pr. t koncentreret smor eller smor. For flode med robe-

stof er iblandingen 100g pr. t meelkefedt.

. Resultaterne af analysen af de tre prover af produktet anvendes til at kontrollere mangden og homogeniteten af det

iblandede robestof, og det laveste af disse resultater ssmmenholdes med folgende gransevardier:
— 78,3 mgfkg (95 % af den mindste iblanding)
— 53,3 mgfkg (70 % af den mindste iblanding).

Koncentrationen af robestoffet i den prove, der giver det laveste resultat, benyttes ssammen med interpolering mel-
lem 78,3 mg/kg og 53,3 mg/kg.

BEMARKNINGER

Genfindingen af vanillin, der er tilsat i en mangde pd 250 mg pr. kg smerolie, varierer fra 97,0 % til 103,8 %. I gen-
nemsnit er der fundet 99,9 % med en standardafvigelse pé 2,7 %.

Standardoplesningen indeholder 5 % ekstraktionsoplesning for at kompensere for topforbredning, som felge af at
proveoplesningerne indeholder 5 % ekstraktionsoplesning. Derved kan der ved den kvantitative bestemmelse benyt-
tes tophgjder.

Analysen bygger pa en linewr kalibreringskurve, der gir gennem nulpunktet.

Med passende fortyndinger af standardoplesningen (4.5.2) ber lineariteten kontrolleres, forste gang analysen udfe-
res, og derefter regelmassigt og efter udskiftninger eller reparationer pd HPLC-udstyret. Vanillin kan nedbrydes til
vanillinsyre, divanillin eller andre bestanddele som folge af naturligt forekommende enzymer i upasteuriseret flade
eller produkter heraf.
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BILAG VII

(Artikel 5)

BESTEMMELSE AF ETHYLESTER AF -APO-8'-CAROTENSYRE I KONCENTRERET SM@R OG SM@R VED

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

SPEKTROMETRI

FORMAL OG ANVENDELSESOMRADE

Det er en metode til kvantitativ bestemmelse af ethylester af f-apo-8'-carotensyre (apocarotenester) i koncentreret
smeor og smer. Apocarotenester er summen af alle stoffer, der er til stede i et ekstrakt af prover fremstillet pa de i
metoden beskrevne betingelser, og som absorberer lys ved 440 nm.

PRINCIP

Smorfedt opleses i petroleumsether (light petroleum), og absorbansen males ved 440 nm. Indholdet af apocarote-
nester bestemmes ved reference til en ekstern standard.

APPARATUR
Malepipetter pé 0,25, 0,50, 0,75 og 1,0 ml

Spektrofotometer, der er egnet til brug ved 440 nm (og 447-449 nm), og som er udstyret med kuvetter med en lys-
vej pa 1 cm

Mélekolber, 20 ml og 100 ml

Analysevagt med en folsomhed pa 0,1 mg, der kan veje med en nejagtighed pd 1 mg, og som kan aflaeses med en
nejagtighed pa 0,1 mg

Ovn, 45°C+1°C
Hurtigfiltrerende askefti filtre.
REAGENSER

Alle reagenser skal veere af anerkendt analysekvalitet.

Opslemning af apokarotenester (ca. 20 %)

. Opslemningens indhold bestemmes som folger:

Opslemningen opvarmes til mellem 45 °C og 50 °C og homogeniseres i den udbnede originalbeholder. Ca. 400 mg
afvejes nejagtigt ned i en 100 ml malekolbe, opleses i 20 ml chloroform (4.4) og mélekolben fyldes op til maerket
med cyclohexan (4.5). 5 ml af denne oplesning fortyndes til 100 ml med cyclohexan (oplesning A). 5 ml af oples-
ning A fortyndes til 100 ml med cyclohexan. Absorbansen méles ved 447-449 nm (maksimum males med cyclo-
hexan som reference i kuvetter med 1 cm lysvej).

Indhold af apocarotenester P (%) = (Abs .., x 40 000) | (M
[5) % (100 | 5) x (100 | M)

x 2 550) eller efter formlen: (Abs,,,, [ 2 550) x (100

susp

Abs,,, = maleoplosningens absorbans ved maksimum
Mgup = opslemningens masse (g)

2550 = referencevaerdi Abs (1 %, 1 cm)

P = opslemningens renhed (indhold) (%)

Bemerkning:  En opslamning af apocarotenester er folsom for luft, varme og lys. Den kan opbevares i ca. 12 mane-
der i udbnet originalbeholder (forseglet under kvalstof) pé et keligt sted. Efter dbning skal indholdet
anvendes inden for kort tid.
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4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.2

5.3.

6.1.

. Standardoplesning af apocarotenester, ca. 0,2 mg/ml

0,100 g * 1 mg opslemning af apocarotenester (4.1.1) afvejes (Wg), opleses i petroleumsether (4.2) og overfores
kvantitativt til en 100 ml malekolbe, hvorefter der fyldes op til merket med petroleumsether.

Denne oplgsning indeholder (W x P) | 10 mg/ml apocarotenester.

Bemerkning:  Oplesningen skal opbevares pé et koligt sted i morke. Ubrugt oplesning kasseres efter en maneds

forlgb.
Petroleumsether (kogepunktsinterval 40-60 °C)
Natriumsulfat, vandfrit, granuleret og forinden torret ved 102 °C i to timer
Chloroform

Cyclohexan.

FREMGANGSMADE

Forberedelse af proven

. Koncentreret smor

Proven smeltes i ovn ved ca. 45 °C.

. Smor

Prgven smeltes i ovn ved ca. 45 °C. En repreasentativ portion filtreres gennem et filter, der indeholder ca. 10 g vand-
frit natriumsulfat (4.3), afskeermet fra steerk naturlig eller kunstig belysning, bibeholdt ved en temperatur pd 45 °C.
En passende mengde smorfedt opsamles.

Bestemmelse

Ca. 1 g koncentreret smar (eller ekstraheret smorfedt (5.1.2)) (M) afvejes med 1 mg nejagtighed. Det overfores kvan-
titativt til en 20 ml mélekolbe (V), der fyldes op til market med petroleumsether (4.2), og blandes grundigt.

En delmangde overfores til en 1 cm kuvette, og absorbansen males ved 440 nm med petroleumsether som refe-
rence. Koncentrationen af apocarotenester i oplesningen fas ud fra den fremkomne standardkurve (C p/ml).

Kalibrering

0, 0,25, 0,5, 0,75 og 1,0 ml standardoplesning af apocarotenester (4.1.2) pipetteres i fem 100 ml mélekolber. Der
fyldes op til maerket med petroleumsether (4.2) og blandes.

Oplesningernes koncentrationer gar fra 0 til 2 ug/ml og angives nejagtigt ved reference til koncentrationen af stan-
dardoplesningen (4.1.2) (W. x P) [ 10 mg/ml. Absorbansen madles ved 440 nm med petroleumsether (4.2) som
reference.

Absorbanserne afbildes pa y-aksen mod koncentrationen af apocarotenester ad x-aksen. Standardkurvens ligning
beregnes.

BEREGNING AF RESULTATER
Indholdet af apocarotenester udtrykt i mg/kg produkt angives ved:
koncentreret smor: (C x V)M

smor: 0,82 (C x V)M
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7.1.

7.1.1.

7.1.2.

7.2.

7.2.1.

7.3.

7.4.

8.1.

8.2.

8.2.1.

8.2.2.

hvor:

C = indhold af apocarotenester i pg/ml afleest pé kalibreringskurven (5.3)
A% = volumen (ml) af preveoplesningen (5.2)

M = massen () af analyseproven (5.2)

0,82 = en korrektionsfaktor for smerfedtindholdet i smar.

METODENS N@JAGTIGHED
Repeterbarhed
Analyse af smor

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det samme provemateriale, der foretages umiddelbart efter hin-
anden af den samme person med det samme udstyr, md ikke overstige 1,4 mg/kg.

Analyse af koncentreret smor

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det samme prevemateriale, der foretages umiddelbart efter hin-
anden af den samme person med det samme udstyr, md ikke overstige 1,6 mg/kg.

Reproducerbarhed
Analyse af smor

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det samme prevemateriale, der foretages i forskellige labora-
torier med forskelligt udstyr, mé ikke overstige 4,7 mg/kg.

Analyse af koncentreret smor

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det ssamme prevemateriale, der foretages i forskellige labora-
torier med forskelligt udstyr, mé ikke overstige 5,3 mg/kg.

Kilde for pracisionsdata

Praecisionsdataene blev fastlagt pd grundlag af et forseg i 1995, der omfattede elleve laboratorier og tolv prever af
smor med rebestof (seks blinde dobbeltprover) og tolv prever af koncentreret smor med rebestof (seks blinde
dobbeltprover).

TOLERANCEGR ANSER

Der udtages tre prover af produktet med rebestof for at kontrollere, om produktet er tilsat robestof pd korrekt méde.
Smer

Under hensyntagen til baggrundsabsorbansen er iblandingen for smer 22 mg/kg.

Resultaterne af analysen af de tre prover af produktet anvendes til at kontrollere mangden og homogeniteten af det
iblandede robestof, og det laveste af disse resultater ssmmenholdes med folgende gransevardier:

— 17,7 mgfkg (95 % af den mindste iblanding)
— 12,2 mgfkg (70 % af den mindste iblanding).

Koncentrationen af robestoffet i den prove, der giver det laveste resultat, benyttes sammen med interpolering mel-
lem 17,7 mg/kg og 12,2 mg/kg.
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8.3.  Koncentreret smor
8.3.1. Under hensyntagen til baggrundsabsorbansen er iblandingen for koncentreret smor 24 mg/kg.

Resultaterne af analysen af de tre prover af produktet anvendes til at kontrollere mangden og homogeniteten af det
iblandede robestof, og det laveste af disse resultater ssmmenholdes med folgende grensevardier:

— 19,2 mgfkg (95 % af den mindste iblanding)
— 13,2mg[kg (70 % af den mindste iblanding).

Koncentrationen af robestoffet i den prove, der giver det laveste resultat, benyttes ssammen med interpolering mel-
lem 19,2 mg/kg og 13,2 mg/kg.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.8.4.

3.9.

BILAG VIII

(Artikel 5)

BESTEMMELSE AF SITOSTEROL OG STIGMASTEROL I KONCENTRERET SM@R OG SM@R VED

GASKROMATOGRAH I KAPILLARKOLONNE

FORMAL OG ANVENDELSESOMRADE

Metoden bestdr i en procedure til kvantitativ bestemmelse af sitosterol og stigmasterol i koncentreret smor og
smer. Ved sitosterol forstds summen af f-sitosterol og 22-dihydro-f-sitosterol, da de andre sitosteroler anses for at
vare uden storre betydning.

PRINCIP

Det koncentrerede smer og smerret forsabes med kaliumhydroxid i en ethanoloplesning og uforsabelige bestand-
dele ekstraheres med diethylether.

Sterolerne omdannes til trimethylsilylethere og analyseres ved gaskromatografi i en kapillarkolonne med betulin
som intern standard.

APPARATUR

En 150 ml kolbe til forsebning med tilbagesvaler med glasslib

500 ml skilletragte

250 ml kolber

Trykudligningstragte, 250 ml eller tilsvarende, til opsamling af fordampet diethylether
Glaskolonne, 350 mm x 20 mm, med sintret glasskive

Vandbad eller varmekappe

Proveglas, 2 ml

Gaskromatograf (med splitningssystem), som egner sig til brug med kapillarkolonne, og som bestar af:
en termostatstyret kolonneovn, som kan opretholde den onskede temperatur inden for 1 °C
injektionsblok med temperaturindstilling

flammeioniseringsdetektor og konverter/forsterker

skriver med integrator, som kan anvendes sammen med konverteren/forstarkeren (3.8.3)

Kapillarkolonne i kvartsglas, coated med BP1 eller tilsvarende (eller anden kolonne med mindst tilsvarende reso-
lution) i en ensartet lagtykkelse pd 0,25 pm. Kolonnen skal kunne adskille trimethylsilylderivater af lanosterol og
sitosterol. En BP1-kolonne pd 12 m med 0,2 mm indre diameter er velegnet

Mikrosprojte pd 1 pl med heardet nal til gaskromatografi.

REAGENSER

Alle reagenser skal vaere af anerkendt analysekvalitet. Der anvendes destilleret vand eller vand af mindst tilsva-
rende renhed.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.3.1.1.

4.3.1.2.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.10.

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.2.1.

Ethanol, mindst 95 %.

Kaliumhydroxid, 60 %; 600 g kaliumhydroxid (minimum 85 %) opleses i vand og fortyndes til 1 liter med vand.
Betulin, mindst 99 % renhed

Betulinoplesninger i diethylether (4.4)

Betulinoplesningen til bestemmelse af sitosterol skal vere af en koncentration pa 1,0 mg/ml.
Betulinoplosningen til bestemmelse af stigmasterol skal vare af en koncentration pé 0,4 mg/ml.

Analytisk ren diethylether (fri for peroxider og rester)

Natriumsulfat, vandfrit, granuleret og forinden torret ved 102 °C i to timer.

Silyleringsreagens, f.eks. TRI-SIL (kan fs fra Pierce Chemical Co., katalognummer 49001) eller tilsvarende (NB: TRI-
SIL er brandfarligt og giftigt, @tsende og kan vere kraftfremkaldende. Laboratoriepersonalet skal have kendskab
til sikkerhedsbestemmelserne for TRI-SIL og handle derefter)

Lanosterol

Sitosterol af en kendt renhedsgrad pa ikke under 90 % (P)

Bemeerkning 1: Renhedsgraden af standardmaterialer, som anvendes til kalibrering, fastsattes efter standardise-
ringsmetoden. Det forudsaettes, at samtlige steroler, som findes i preven, kommer til udtryk pa
kromatogrammet, at toppenes samlede areal reprasenterer 100 % af sterolindholdet og at stero-
lerne fremkalder samme detektorrespons. Systemets linearitet skal kontrolleres for de aktuelle
koncentrationsomréder.

Sitosterolstandardoplesning: Der fremstilles en oplesning af sitosterol (4.8) i diethylether (4.4), der indeholder ca.
0,5 mg/ml, (med en nejagtighed pd 0,001 mg/ml) (W)

Stigmasterol af en kendt renhedsgrad pé ikke under 90 % (P)

Stigmasterolstandardoplesning: Der fremstilles en oplesning af stigmasterol (4.9) i diethylether (4.4), der indehol-
der ca. 0,2 mg/ml, (med en nejagtighed pa 0,001 mg/ml (W,).

Blanding til kontrol af resolution. Der fremstilles en oplesning af 0,05 mg lanosterol (4,7) og 0,5 mg sitosterol (4.8)
pr. ml diethylether (4.4).

METODE
Fremstilling af standardoplesninger til kromatografi

Den interne standardoplesning (4.3.1) tilsttes til den pdgeeldende sterolstandardoplesning samtidig med tilsat-
ning til den forsaebede prove (se 5.2.2).

Standardkromatografioplesning for sitosterol: Der overfores 1 ml sitosterolstandardoplesning (4.8.1) til hvert af
to proveglas (3.7), og diethyletheren afdampes med kvalstof. Der tilseettes 1 ml intern standardoplesning (4.3.1.1),
og diethyletheren afdampes med kvalstof.

Standardkromatografioplesning for sitosterol: Der overfores 1 ml sitosterolstandardoplesning (4.9.1) til hvert af
to proveglas (3.7), og diethyletheren afdampes med kvalstof. Der tilseettes 1 ml intern standardoplesning (4.3.1.2),
og diethyletheren afdampes med kvalstof.

Tilberedning af uforsebelige bestanddele
Smerproven smeltes ved opvarmning til hejst 35 °C. Den blandes omhyggeligt ved omrering.

Der afvejes 1 g smor (W) eller koncentreret smor (W,), med 1 mg nejagtighed, i en 150 ml kolbe (3.1). Der til-
sattes 50 ml ethanol (4.1) og 10 ml kaliumhydroxidoplesning (4.2). Tilbagesvaleren pasttes, og kolben opvar-
mes til ca. 75 °C i 30 minutter. Svaleren tages af, og kolben afkeles til rumtemperatur.
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5.2.2.

5.2.3.

5.3.

5.4.

5.4.1.

Der tilseettes 1,0 ml intern standardoplesning (4.3.1.1) til kolben, hvis indholdet af sitosterol skal bestemmes, eller
4.3.1.2, hvis indholdet af stigmasterol skal bestemmes. Oplosningen blandes omhyggeligt. Kolbens indhold over-
fores kvantitativt til en 500 ml skilletragt (3.2). Kolben skylles med 50 ml vand og dernast med 250 ml diethy-
lether (4.4). Skilletragten rystes kraftigt i to minutter, hvorefter man lader faserne adskilles. Det nedre vandige lag
tappes af, og etherlaget vaskes ved at ryste kolben med fire hold vand a 100 ml.

Bemerkning 2:: For at undgd emulsionsdannelse skal de forste to skylninger med vand foretages forsigtigt (kol-
ben vendes ti gange). Ved tredje skylning kan der rystes kraftigt i 30 sekunder. En eventuel emul-
sion kan brydes ved at tilseette 5 til 10 ml ethanol. Hvis der tilsattes ethanol, skal der foretages
yderligere to grundige skylninger med vand.

Det klare, sabefrie etherlag ledes igennem en glaskolonne (3.5), som indeholder 30 g vandfri natriumsulfat (4,5).
Etheren opsamles i en 250 ml kolbe (3.3). Der tilsecttes en kogesten, og etheren afdampes til naesten torhed i vand-
bad eller varmekappe, mens overskydende oplesningsmiddel omhyggeligt opsamles.

Bemearkning 3:  Hvis proveekstrakter inddampes til fuldstaendig torhed ved for hej temperatur, kan der ske tab af
sterol.

Fremstilling af trimethylsilylethere

Den resterende etheroplosning i kolben hzldes i et 2 ml proveglas (3.7) med 2 ml diethylether, og etheren afdam-
pes med kvalstof. Kolben skylles med yderligere to hold diethylether a 2 ml, og indholdet haldes hver gang over
i proveglasset, og etheren afdampes med kvalstof hver gang.

Proven silyleres ved tils@tning af 1 ml TRI-SIL (4.6). Proveglasset lukkes og rystes kraftigt for at oplese proven.
Hvis proven stadig ikke er fuldstendigt oplest, opvarmes den til 65-70 °C. Proven henstdr i mindst fem minutter,
inden den indsprojtes i gaskromatografen. Standardoplesningerne silyleres pd samme made som preverne. Oplos-
ningen til kontrol af resolution (4.10) silyleres pa samme méde.

Bemerkning 4:  Silylering skal foretages i vandfrit miljo. Ved ufuldstendig silylering ses en top tat ved
betulintoppen.

Ethanol kan give interferens ved silylering. Dette kan skyldes utilstraekkelig skylning ved ekstrak-
tionen. Hvis dette problem forekommer, kan der foretages en femte skylning med kraftig rystning
i 30 sekunder ved ekstraktionen.

Gaskromatografisk analyse

Valg af kromatografibetingelser

Gaskromatografen indstilles som angivet i betjeningsvejledningen.
De vejledende kromatografibetingelser er som folger:

—  kolonnetemperatur: 265 °C

— injektorblokkens temperatur: 265 °C

— detektorens temperatur: 300 °C

— baregassens gennemstromningshastighed: 0,6 ml/min.

— hydrogentryk: 84 kPa

— lufttryk: 155 kPa

— splitningssystemet indstilles til mellem 10:1 og 50:1 og optimeres i henhold til betjeningsvejledningen, hvor-
efter detektorresponsens linearitet kontrolleres inden for det aktuelle koncentrationsomréde.

Bemerkning 5:  Det er sarlig vigtigt, at injektionsblokkens belagning rengeres regelmeassigt.
— indsprojtet meengde: 1 pl trimethylsilyletheroplesning.

Systemet skal veere i ligeveegt og basislinjen stabil, inden analysen pabegyndes.
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5.4.2.

6.1.

7.1.

7.1.1.

7.1.1.1.

Disse betingelser kan fraviges, hvis sarlige forhold ved kolonnen og gaskromatografen gor det nedvendigt for at
opnd kromatogrammer, som opfylder folgende krav:

—  Sitosteroltoppen skal veere tydeligt adskilt fra lanosteroltoppen. I figur 1 ses, hvordan et kromatogram af en
silyleret blanding til kontrol af resolutionen (4.10) typisk skal se ud.

— Den relative retentionstid for felgende steroler skal vare ca.:
cholesterol: 1,0
stigmasterol: 1,3
sitosterol: 1,5
betulin: 2,5

—  Retentionstiden for betulin skal vare ca. 24 minutter.
Analyseprocedure

Der indsprojtes 1 pl silyleret standardoplesning (stigmasterol eller sitosterol), og integratorens kalibreringspara-
metre indstilles.

Herefter indsprojtes yderligere 1 pl silyleret standardoplesning for at bestemme responsfaktorerne for betulin.

Der indsprojtes 1 pl silyleret praveoplesning, og toppene afleeses. Hver kromatografisk serie skal begyndes med og
efterfolges af indsprejtning af standardoplesninger.

Som hovedregel kan der indsprojtes seks prover i hver serie.

Bemerkning 6:  Integration af stigmasteroltoppen skal ogsd omfatte en evt. hale som afgranset af punkt 1, 2 og 3
i figur 2b.

Integration af sitosteroltoppen skal ogsd omfatte toppen for 22-dihydro-f-sitosterol (stigmasta-
nol), som ecluerer umiddelbart efter sitosterol (figur 3b), nir den samlede mangde sitosterol
bestemmes.

BEREGNING AF RESULTATER

Arealet af steroltoppe og betulintoppe i begge referencekromatogrammer omkring en serie bestemmes, og R,
beregnes saledes:

R, = (gennemsnitsarealet af steroltoppen i standardoplesningen)/(gennemsnitsarealet af betulintoppen i
standardoplesningen)

Arealet af steroltoppen (stigmasterol og sitosterol) og betulintoppen i proven bestemmes, og R, beregnes saledes:

R, = (arealet af steroltoppen i proven)/(arealet af betulintoppen i preven)

W, sterolindhold (i mg) i 1 ml standardoplesning (4.8.1 eller 4.9.1)
W, = provens vagtig (5.2.1)

p

renhedsgrad af sterolstandarden (4.8 eller 4.9)

Sterolindhold i preven (mg/kg) = ((R,) [ (Ry)) x (W,) [ (W,)) x P x 10
METODENS PRACISION

Smer

Repeterbarhed

Stigmasterol

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det samme provemateriale, der foretages umiddelbart efter
hinanden af den samme person med det samme udstyr, ma ikke overstige 19,3 mg/kg.
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7.1.1.2.

7.1.2.

7.1.2.1.

7.1.2.2.

7.2.

7.2.1.

7.2.1.1.

7.2.1.2.

7.2.2.

7.2.2.1.

7.2.2.2.

7.2.3.

8.1.

Sitosterol

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det samme provemateriale, der foretages umiddelbart efter
hinanden af den samme person med det samme udstyr, ma ikke overstige 23,0 mg/kg.

Reproducerbarhed
Stigmasterol

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det samme preovemateriale, der foretages i forskellige labo-
ratorier med forskelligt udstyr, md ikke overstige 31,9 mg/kg.

Sitosterol

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det samme provemateriale, der foretages i forskellige labo-
ratorier med forskelligt udstyr, md ikke vaere storre end 8,7 % af gennemsnittet af resultaterne.

Kilde for preecisionsdata

Praccisionsdataene er fastlagt pd grundlag af et eksperiment, som i 1992 blev foretaget med otte laboratorier og
seks prover (blindbestemmelse med tre dobbeltprover) for stigmasterol samt seks prover (blindbestemmelse med
tre dobbeltprover) for sitosterol.

Koncentreret smor
Repeterbarhed
Stigmasterol

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det samme prevemateriale, der foretages umiddelbart efter
hinanden af den samme person med det samme udstyr, ma ikke overstige 10,2 mg/kg.

Sitosterol

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det samme provemateriale, der foretages umiddelbart efter
hinanden af den samme person med det samme udstyr, md ikke veere storre end 3,6 % af gennemsnittet af
resultaterne.

Reproducerbarhed
Stigmasterol

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det samme provemateriale, der foretages i forskellige labo-
ratorier med forskelligt udstyr, mé ikke overstige 25,3 mg/kg.

Sitosterol

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser af det samme provemateriale, der foretages i forskellige labo-
ratorier med forskelligt udstyr, md ikke vaere storre end 8,9 % af gennemsnittet af resultaterne.

Kilde for precisionsdata

Pracisionsdataene er fastlagt pa grundlag af et eksperiment, som i 1991 blev foretaget med ni laboratorier og seks
prover (blindbestemmelse med tre dobbeltprover) for stigmasterol samt seks prover (blindbestemmelse med tre
dobbeltprover) for sitosterol.

TOLERANCEGRZANSER

Der udtages tre prover af produktet med rebestof for at kontrollere, om produktet er tilsat robestof pd korrekt
made.
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8.2.

8.2.1.

8.2.1.1.

8.2.1.2.

8.2.2.

8.2.2.1.

8.2.2.2.

8.3.

8.3.1.1.

8.3.1.2.

Smer

Stigmasterol

Der iblandes 150 g mindst 95 % ren stigmasterol pr. t smer, dvs. 142,5 mg/kg, eller 170 g mindst 85 % ren stig-
masterol pr. t smer, dvs. 144,5 mg/kg.

Resultaterne af analysen af de tre prover af produktet anvendes til at kontrollere mangden og homogeniteten af
det iblandede rabestof, og det laveste af disse resultater ssammenholdes med folgende granseveerdier:

— 115,8 mgfkg (95 % af den mindste iblanding for 95 % ren stigmasterol)

— 117,7 mg/kg (95 % af den mindste iblanding for 85 % ren stigmasterol)

— 80,1 mg/kg (70 % af den mindste iblanding for 95 % ren stigmasterol)

— 81,5 mgfkg (70 % af den mindste iblanding for 85 % ren stigmasterol).

Koncentrationen af rebestoffet i den prove, der giver det laveste resultat, benyttes sammen med interpolering mel-
lem 115,8 mg/kg og 80,1 mg/kg eller mellem 117,7 mg/kg og 81,5 mg/kg.

Sitosterol

Der iblandes 600 g mindst 90 % ren sitosterol pr. t smer, dvs. 540 mg/kg.

Resultaterne af analysen af de tre prover af produktet anvendes til at kontrollere mangden og homogeniteten af
det iblandede robestof, og det laveste af disse resultater sammenholdes med folgende grensevaerdier:

—  482,6 mglkg (95 % af den mindste iblanding for 90 % ren sitosterol)

— 347,6 mglkg (70 % af den mindste iblanding for 90 % ren sitosterol).

Koncentrationen af rebestoffet i den prove, der giver det laveste resultat, benyttes sammen med interpolering mel-
lem 482,6 mg/kg og 347,6 mg/kg.

Koncentreret smor

Stigmasterol

Der iblandes 150 g mindst 95 % ren stigmasterol pr. t koncentreret smeor, dvs. 142,5 mg/kg eller 170 g mindst
85 % ren stigmasterol pr. t koncentreret smeor, dvs. 144,5 mg/kg.

Resultaterne af analysen af de tre prover af produktet anvendes til at kontrollere mangden og homogeniteten af
det iblandede rabestof, og det laveste af disse resultater ssammenholdes med folgende granseveerdier:

— 118,5 mg/kg (95 % af den mindste iblanding for 95 % ren stigmasterol)

— 120,4 mg/kg (95 % af den mindste iblanding for 85 % ren stigmasterol)

— 82,9 mgfkg (70 % af den mindste iblanding for 95 % ren stigmasterol)

— 84,3 mgfkg (70 % af den mindste iblanding for 85 % ren stigmasterol).

Koncentrationen af rebestoffet i den prove, der giver det laveste resultat, benyttes sammen med interpolering mel-
lem 118,5 mg/kg og 82,9 mg/kg eller mellem 120,4 mg/kg og 84,3 mg/kg.
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8.3.2.  Sitosterol

8.3.2.1. Der iblandes 600 g mindst 90 % ren sitosterol pr. t koncentreret smor, dvs. 540 mg/kg.

8.3.2.2. Resultaterne af analysen af de tre prover af produktet anvendes til at kontrollere mangden og homogeniteten af
det iblandede rebestof, og det laveste af disse resultater sammenholdes med folgende graeenseveerdier:

— 480,9 mg/kg (95 % af den mindste iblanding for 90 % ren sitosterol)
— 3459 mgfkg (70 % af den mindste iblanding for 90 % ren sitosterol).

Koncentrationen af rabestoffet i den prove, der giver det laveste resultat, benyttes sammen med interpolering mel-
lem 480,9 mg/kg og 345,9 mg/kg.

Figur 1

Kromatogram af oplesning til kontrol af adskillelsesevne

Det er bedst, hvis toppene er fuldstendig adskilt, dvs. At toppen for lanosterol gar helt ned til basislinjen, for sitosteroltop-
pen begynder. En vis overlapning kan dog accepteres.

B-sitosterol

Lanosterol

— Stigmasterol

Flammeioniseringsdetektorrespons
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Tid (i min.)



29.3.2008 Den Europaiske Unions Tidende L 88/51

[ E—

0 Tid (i min.) 25 0 Tid (i min.) ] 25

Figur 2a Figur 2b
Stigmasterolstandardoplesning Smerprove denatureret med stigmasterol
A A
5 5
5] 2
g=] ®
_ c 3
o) S
5 » £
o c O
© ® g
£ € 5
o = <
o = c
< s - |3
© e c
m _‘a_), —
172) [
2
g £
2 c
o =
2 ® 3
@
2 m
2 2
£ 5
o Q
P~ []
3 o
: ; |
e h+ o
: : :
= ? ! 2
- L— 2 :
U e o —
- LA
- L
ik

4

Bemcerk: Integration af stigmasteroltoppen skal ogsd omfatte en eventuel
hale som afgranset af punkt 1, 2 og 3.
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Figur 3a

B-sitosterolstandardoplesning

B-sitosterol

FID-detektorrespons

Betulin (intern standard)

Stigmastanol

Figur 3b
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Bemeerk: f-sitosterol indeholder ofte et fremmedstof (stigmastanol), som eluerer umiddelbart efter p-sitosterol. Det samlede indhold af f-sitosterol findes

ved at leegge disse to toppes arealer sammen.
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BILAG IX

(Artikel 6)

REFERENCEMETODE TIL PAVISNING AF KOMELK OG KOMALKSKASEINAT I OST FREMSTILLET AF

3.1.

3.2

3.3.

3.4

4.1.

FARE-, GEDE- ELLER BOFFELM ALK ELLER AF BLANDINGER AF FARE-, GEDE- OG BOFFELM ALK

FORMAL

Pavisning af komeaelk og komzlkskaseinat i ost fremstillet af fare-, gede- eller boffelmaelk eller af blandinger af fére-,
gede- og boffelmalk ved isoelektrisk fokusering af y-kaseiner efter plasminolyse.

ANVENDELSESOMRADE

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

PRINCIP

Isolering af kaseiner fra ost og referenceoplosninger

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

Isoelektrisk fokusering af de plasminbehandlede kaseiner i tilstedevaerelse af urea og farvning af proteinerne.

Vurdering af de farvede y;- og y,-kaseinmenstre (tegn pa komalk) ved sammenligning af menstret fra proven med
dem, der fremkom i samme gel fra referenceoplosninger med 0 % og 1 % komalk.

REAGENSER

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

Bemerkning:  Nedenstdende detaljer gaelder 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 separa-
tionsbetingelserne maske justeres.

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

Dissolve:

,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 glasflaske i koleskab.

Bemerkning:  En forblandet acrylamid/BIS-oplesning, der fs i handelen, kan anvendes frem for de angivne vagte
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. Stamop-
lpsningens 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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4.1.3.1.

4.1.3.2.

4.2.

4.3.

4.4.

4.7.

Geloplosning

Der laves en geloplesning ved blanding af additiver og amfolytter med stamoplesningen (4.1.1).

9,0 ml stamoplesning

24 mg fB-alanin

500 pl amfolyt pH 3,5-9,5 (1)
250 pl amfolyt pH 5-7 (1)
250 pl amfolyt pH 6-8 ().

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

Bemerkning:  Geloplesningen laves straks for ophzldningen (6.2).
Katalysatoroplosninger
N, N, N'N'-tetrametylendiamin (TEMED)

40 % w|v ammoniumpersulfat (PER)
800 mg PER opleses i vand, og der fyldes op til 2 ml.

Bemerkning:  Der skal altid bruges frisklavet PER-oplesning.

Kontaktvaske

Petroleum eller flydende paraffin.

Anodeoplesning

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

Katodeoplosning

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

Reagenser til proteinisolering

Fortyndet eddikesyre (25,0 ml iseddike fortyndet til 100 ml ved vand).

Dichlormethan

Acetone
Proteinoplosende buffer

Dissolve:

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

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

Bemerkning:  Opbevares i koleskab — holdbarhed 1 uge.
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.

(") 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 opna

den enskede separation af y-kaseiner.
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4.7.2.

4.7.3.

4.8.

4.9.

4.10.

4.11.

4.11.1.

4.11.2.

4.11.3.

5.1.

5.2.

5.3.

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 referenceoplosninger af en blanding af lobebehandlet skummet fire- og gedemeelk indeholdende 0 % og 1 % komaelk
kan fis hos Kommissionen, Instituttet for Referencemdlinger og -Materialer, B-2440 Geel, Belgien.

Fremstilling af midlertidige laboratoriestandardoplasninger af lobebehandlet boffelmelk indeholdende 0 % og 1 % komeelk.

Skummetmalken fremstilles ved centrifugering af beffelmealk 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 fuldsteendigt. Til frem-
stilling af 1 %-standardoplesningen tilsattes 5,00 ml skummet komelk til 495 ml skummet boffelmalk i et 11
bager. pH-vardien justeres til 6,4 ved tilsaetning af fortyndet malkesyre (10 % w/v). Temperaturen justeres til
35 °C, og 100 pl kalvelgbe tilsattes (lobeaktivitet: 1:10 000, ca. 3 000 U/ml). Der omreres i et minut, hvorefter
oplesningen henstér tildaekket med alufolie ved 35 °C i en time, sd ostemassen kan dannes. Nar ostemassen er dan-
net, frysetorres al den lobebehandlede sedmelk uden forudgdende homogenisering eller afdraening af vallen. Efter
frysetorringen formales produktet, si der fremkommer et homogent pulver. Til fremstilling af
0 %-standardoplesningen felges samme metode med brug af skummet boffelmelk. Standardoplesningerne skal
opbevares ved — 20 °C.

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

Reagenser til proteinfarvning

Fikserveeske

150 g trichloreddikesyre oplgses 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 mangder
stamoplesninger af 50 % (v/v) methanol og 20 % (v/v) iseddike.

Farvningsoplesninger
Farvningsoplosning (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 mag-
netisk omrorer (ca. 45 minutter) og filtreres gennem to middelhastigheds-foldefiltre.

Farvningsoplosning (stamoplosning 2)
5,0 g kobbersulfatpentahydrat opleses i 1 000 ml 20 % (v/v) eddikesyre.
Farvningsoplesning (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.

APPARATUR
Glasplader (265 x 125 x 4 mm), gummirulle (bredde 15 cm) og vandret flade
Gelbarefolie (265 x 125 mm)

Dakfolie (280 x 125 mm). Der anbringes en strimmel klaebebdnd (280 x 6 x 0,25 mm) pé hver langside (jf.
figur 1)
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5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

5.9.

6.1.2.

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

Cirkulationskryostat, termostatstyret ved 12 0,5 °C

Centrifuge, justerbar til 3 000 g

Elektrodestrimler (lengde > 265 mm)

Plastdrabeteller til anode- og katodeoplgsninger

Analyseproveapplikatorer (10 x 5 mm, viskose- eller lavproteinabsorberingsfilterpapir)
Saks, skalpel og pincetter af rustfrit stal

Farvnings- og affarvningsskale (f.eks. 280 x 150 mm instrumentbakker) af rustfrit stal eller glas
Justerbar stanghomogenisator (10 mm diameter), skala 8 000-20 000 rpm
Magnetomrorer

Ultralydsbad

Filmsvejser

25 pl mikropipetter

Vakuumkoncentrator eller frysetorrer

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

Densitometerudstyr med aflesning ved A = 634 nm.

FREMGANGSMADE
Forberedelse af proven
Isolering af kaseiner

En mangde svarende til 5 g tor ostemasse eller standardoplesninger afvejes i et 100 ml centrifugeglas. Der tilsat-
tes 60 ml destilleret vand og homogeniseres med en stanghomogenisator (8 000-10 000 rpm). pH-vardien juste-
res til 4,6 med fortyndet eddikesyre (4.5.1), og der centrifugeres (5 minutter — 3 000 g). Fedtet og vallen athaeldes,
restindholdet homogeniseres i 40 ml destilleret vand (pH-vaerdien 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 (jf. figur 2), fjernes med en spatel, og
begge faser athaldes. Kaseinet homogeniseres igen i 40 ml destilleret vand (som ovenfor) og 20 ml dichlormethan
(4.5.2), og der centrifugeres. Dette gentages, indtil begge ekstraktionsfaser er farvelase (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 torring i luft eller en kvaelstofstrem, hvor-
efter de finknuses i en morter.

Bemerkning:  Terre kaseinisolater bar opbevares ved — 20 °C.
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 minut-
ter, 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 hemning af enzymer tilsettes 20 pl e-aminocapronsyre (4.7.3)
og derefter yderligere 200 mg fast urea og 2 mg dithiothreitol.

Bemerkning:  For at fa storre symmetri i de fokuserede kaseinbdnd kan det tilrddes at frysetorre oplesningen efter
tilsetningen af e-aminocapronsyre og derefter oplase resterne i 0,5 ml ureabuffer (4.6).
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6.2.

6.3.

Fremstilling af polyacrylamidgeler, der indeholder urea

Gelbzrefolien (5.2) rulles med et par draber vand ud pa en glasplade (5.1), og eventuelt overskydende vand fjernes
med papirhdndklade- eller serviet. Dackfolien (5.3) udrulles med afstandsstykker (0,25 mm) pa en anden glas-
plade pd samme made. Pladen anbringes plant pa en vandret flade.

10 pl TEMED (4.1.3.1) tilseettes til den tilberedte, afgassede geloplasning (4.1.2), og efter omrystning 10 pl PER-
oplesning (4.1.3.2). Oplesningen blandes grundigt og haldes straks derefter jeevnt ud pa midten af dakfolien. Den
ene side af gelbarefolien (med baresiden nedad) anbringes pd dakfoliepladen og sankes langsomt, siledes at der
danner sig en gelfilm mellem folierne, som spreder sig regelmassigt uden bobledannelse (jf. figur 3). Gelbarepla-
den sankes forsigtigt helt ned ved hjelp af en tynd spatel, og der laegges endnu tre plader oven pé den, der skal
tjene som vagte. Nar polymiseringen er fuldsteendig (ca. 60 minutter), overfores den polymeriserede gel pa gel-
barefolien sammen med dakfolien, ved at glaspladerne vippes. Barefoliens bagside rengeres omhyggeligt for at
fjerne gelrester og urea. Gelsandwichen svejses til et filmglas og opbevares i koleskab (hojst 6 uger).

Bemearkning: Dakfolien med afstandsstykkerne kan genbruges. Polyacrylamiden kan skaeres i mindre storrelser,
hvad der kan anbefales, ndr der kun er fa prover, eller hvis der anvendes et automatisk elektrofore-
seapparat (2 geler — storrelse 4,5 x 5 cm).

Isoelektrisk fokusering

Koletermostaten indstilles til 12 °C. Gelbarefoliens bagside afterres med petroleum, hvorefter et par draber petro-
leum (4.2) dryppes pa midten af keleblokken. Derpa rulles gelsandwichen (med bzresiden nedad) ud pa den, men
det skal undgds, at der danner sig bobler. Eventuel overskydende petroleum torres af, og daekfolien fjernes. Elek-
trodestrimlerne gennemvaedes med elektrodeoplosningerne (4.3 og 4.4), tilskeeres i gelens leengde og anbringes de
givne steder (elektrodeafstand 9,5 cm).

Fokuseringen foretages pd nedenstiende betingelser:

Gelstorrelse 265 x 125 x 0,25 mm

Trin Tid Spanding Strom Effekt Volttimer
(min.) v) (mA) W) (Vh)
1. Prafokusering 30 maksimum | maksimum | konstant 4 ca. 300
2 500 15
2. Provefokusering (1) 60 maksimum maksimum konstant 4 ca. 1000
2500 15
3. Slutfokusering 60 maksimum | maksimum 5 | maksimum ca. 3000
2500 20
40 maksimum | maksimum 6 | maksimum ca. 3000
2500 20
30 maksimum | maksimum 7 | maksimum ca. 3000
2 500 25

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

Bemeerkning: Hvis gelens tykkelse eller bredde @ndres, skal strom og effekt justeres herefter (f.eks. fordobles elstrom
og effekt, hvis der benyttes en 265 x 125 x 0,5 mm gel).

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 Spaending Strom Effekt Temp. Volttimer
1. Prafokusering 1000V 10,0 mA 3,5W 8°C 85 Vh
2. Provefokusering 250V 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 pé andet trin ved 0 Vh.

Proveapplikatoren fjernes pd andet trin ved 30 Vh.
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6.4.

6.4.1.

6.4.2.

6.4.3.

7.1.

7.2.

Proteinfarvning

Proteinfiksering

Elektrodestrimlerne aftages, s snart der er slukket for strommen, og gelen kommes straks i en farvnings- eller
affarvningsskal fyldt med 200 ml fikservaeske (4.9). Den henstdr i 15 minutter under stadig omrystning.

Vask og farvning af gelpladen

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

Affarvning af gelpladen

Farvningsoplesningen afhaldes, 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, ind-
til 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 hérterrer (10-15 minutter).

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

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

VURDERING

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

Visuel vurdering

Med henblik pa visuel vurdering af indholdet af komaelk kan det tilrddes at justere koncentrationerne af prove- og
standardkoncentrationerne, sd der fremkommer samme intensitet af fare-, gede- og/eller boffel-y,- og y;-kaseiner
(if. »y, E, G, B< og »y5 E, G, B« i figur 4a, 4b og 5). Derefter kan indholdet af komaelk (mindre end, lig med eller
hejere end 1 %) i den ukendte prove bedemmes direkte ved at sammenligne med intensiteten af de bovine y;- og
Y,-kaseiner (jf. »y; C« og »y, C« i figur 4a, 4b og 5) med 0 %- og 1 %-standardoplesningen (far, ged) eller midler-
tidige laboratoriestandardoplesninger (boffel) analyseret pd samme gel.

Densitometrisk vurdering

Om muligt benyttes densitometri (5.19) til bestemmelse af forholdet mellem toparealerne for ko-, fare-, gede-
og/eller boffel- y,- og y;-kaseiner i figur 5. Denne verdi sammenlignes med forholdet mellem toparealerne for y,-
0g ys-kaseiner i 1 %-standardoplesningen (far, ged) eller midlertidige laboratoriestandardoplesninger (boffel) ana-
lyseret pa samme gel.

Bemerkning: Metoden fungerer tilfredsstillende, hvis der er et klart, positivt tegn pa ko-y,- og y;-kaseiner i
1 %-standardoplesningen, men ikke i 0 %-standardoplesningen. Hvis det ikke er tilfaeldet, forbed-
res metoden ved, at den folges ganske neje i alle detaljer.

En prove betragtes som positiv, hvis ko-y,- og y;-kaseinerne eller de tilsvarende toparealforhold er
lig med eller hojere end niveauet for 1 %-standardoplesningen.

LITTERATURHENVISNINGER

1. Addeo F., Moio L., Chianese L., Stingo C., Resmini P., Berner I, Krause 1., Di Luccia A., Bocca A.: Use of plasmin to
increase the sensitivity of the detection of bovine milk in ovine and/or caprine cheese by gel isoelectric focusing of y,-caseins.
Milchwissenschaft 45, 708-711 (1990).

2. Addeo F., Nicolai M.A., Chianese L., Moio L., Spagna Musso S., Bocca A., Del Giovine L.: A control method to detect
bovine milk in ewe and water buffalo cheese using immunoblotting. Milchwissenschaft 50, 83-85 (1995).
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3. Krause I, Berner I, Klostermeyer H.: Sensitive detection of cow milk in ewe and goat milk and cheese by carrier ampholyte
— and carrier ampholyte/immobilized pH gradient — isoelectric focusing of y-caseins using plasmin as signal ampli-
fier. in: Electrophoresis-Forum 89 (B. J. Radola, ed.) pp 389-393, Bode-Verlag, Miinchen (1989).

4. Krause I, Belitz H.-D., Kaiser K.-P.: Nachweis von Kuhmilch in Schaf and Ziegenmilch bzw. -kdse durch isoelektrische
Fokussierung in harnstoffhaltigen Polyacrylamidgelen. Z. Lebensm. Unters. Forsch. 174, 195-199 (1982).

5. Radola B.J.: Ultrathin-layer isoelectric focusing in 50-100 pm polyacrylamide gels on silanised glass plates or polyester
films. Electrophoresis 1, 43-56 (1980).

Figur 1
Skematisk tegning af dekfolie
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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 = geloplosning (4.1.2); f = gelbarefolie (5.2)
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Figur 4a

Isoelektrisk fokusering af plasminbehandlede kaseinater fra ost fremstillet af fire- eller gedemaelk med forskellige mangder komzlk.
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Figur 4b

Isoelektrisk fokusering af plasminbehandlede kaseinater fra ost fremstillet af blandinger af fire-, gede- og beffelmaelk med forskellige
maengder komalk.
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% CM = procent komalk; 1 + = prove indeholdende 1 % komalk og tilsat rent komalkskasein midt pé sporet. C = ko; E = fir; G = ged; B = beffel

[EF-gelens totale separationsafstand ses.
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Figur 5

Overlejring af densitogrammer af standardoplesninger (STD) og ostepraver fra en blanding af fire- og gedemalk efter isoelektrisk
fokusering.
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BILAG X
(Artikel 7)

REFERENCEMETODE TIL PAVISNING AF COLIFORME BAKTERIER I SM@R, SKUMMETM ALKSPULVER
OG KASEIN/KASEINAT

1. FORBEREDELSE AF PROVER

ISO-standard 8261

2. FREMGANGSMADE
ISO-standard 4831
Prover svarende til 1 g smor eller 0,1 g skummetmalkspulver eller kasein/kaseinat podes pa dyrkningssubstratet.

Der podes tre reagensglas pr. prove.

3. RESULTATER
Hvis de 3 reagensglas giver 3 negative resultater, er kravet »opfyldt«.
Hvis de 3 reagensglas giver 2 eller 3 positive resultater, er kravet »ikke opfyldt«.
Hvis de 3 reagensglas giver 2 negative resultater, gentages analysen to gange (med to reagensglas).
— Huvis begge resultater er negative, er kravet »opfyldte.

— Hvis mindst 1 resultat er positivt, er kravet »ikke opfyldt«.
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5.1.

5.2

5.3.

5.4.

5.5.

BILAG XI
(Artikel 8)

BESTEMMELSE AF LACTOSE I FODERBLANDINGER

FORMAL OG ANVENDELSESOMRADE

Bestemmelse af lactose i foderblandinger.

HENVISNING

Indholdet af lactose defineres som masseprocenten som bestemt ved den beskrevne fremgangsmade.

DEFINITION

Indholdet af vandfri lactose udtrykkes som g pr. 100 g.

PRINCIP

Foderblandingen rekonstitueres med vand. Der tils@ttes en Biggs-oplesning til en fortyndet afvejet delprove, sd
foderblandingens fedt- og proteinkomponentfraktioner udfeldes. Proven filtreres (eller centrifugeres) og filtratet
(eller supernatanten) injiceres pa en kationbytnings-HPLC-kolonne pa blyform ved anvendelse af vand af HPLC-
renhed som mobil fase. Den eluerede lactose pavises med et differentialrefraktometer ().

REAGENSER
Generelt

Der anvendes udelukkende reagenser af anerkendt analysekvalitet, medmindre andet er foreskrevet, og afgasset vand
af HPLC-renhed.

Lactose

D-Lactosemonohydrat ((C,,H,,)O,;. H,0) kan optage ekstra fugtighed. Inden anvendelsen males det reelle vand-
indhold med Karl Fisher-metoden, eller den ekstra fugtighed fjernes ved at anbringe lactose i en ovn ved 105 °Ci 8
timer (lactosen mister ikke sit krystalvand ved denne behandling).

Koncentreret Biggs/Szijarto-oplesning (i)

9,10g  zinkacetatdihydrat ~ (Zn(CH;C0OO0),.2H,0) og 546¢g  phosphorwolframsyremonohydrat
(H5[P(W;0,,),.xH,0]) oplases i ca. 70 ml med vand af HPLC-renhed (6.8) i en 100 ml mélekolbe.

Der tilsettes 5,81 ml iseddike (CH;COOH). Der fortyndes til 100 ml med vand af HPLC-renhed (6.8) og blandes.
Oplosningen kan opbevares ved stuetemperatur i 1 r.

Fortyndet Biggs/Szijarto-oplesning

25 ml koncentreret Biggs/Szijarto-oplesning (5.3) fortyndes med vand til 500 ml i en mélekolbe. Oplosningen kan
opbevares ved stuetemperatur i 1 maned.

Fremstilling af vand af HPLC-renhed

Ultrarent vand (6.8) filtreres ved hjeelp af vakuumfiltrering (6.9). For at forbedre pumpeevnen og for at opnd en
stabil basislinje afgasses den mobile fase dagligt ved anvendelse af en af de disponible metoder, f.eks. gennemstrom-
ning med helium, sonikering, vakuum eller inline-afgasning.

Bemerkning:  For at forleenge kolonnens levetid er det afgorende, at elueringsvaskens kuldioxidindhold er sé lavt
som muligt, og at genoptagelse hindres.
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6.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

APPARATUR
Seedvanligt laboratorieudstyr, herunder iser folgende:
HPLC-ionbytterharpikskolonne

Kolonnepakning: 8 % tverbundet polystyren-divinylbenzen-copolymer forsynet med kationbyttergrupper pa
blyform.

Kolonnestorrelse: Lengde 300 mm, indvendig diameter ca. 8 mm.
Anden diameterstorrelse er mulig, forudsat at gennemstremningshastigheden tilpasses.
Forkolonne

Forkolonnen er en kombination af en separat kationbytter (H") og en anionbytter (CO;-), der hver isar er pakket i
kolonner pé ca. 30 mm x 4,6 mm (L x ID) (f.eks. mikroforkolonner i en mikroforkolonneholder) og sericforbundne
eller forbundet i form af en mixed bed, der bestar af AG 50W-X4, — 400 mesh (H") og AG3-X4A, 200-400 mesh
(OH-) i forholdet 35:65 (m/m) manuelt pakket i en kolonne pé ca. 20 x 9 mm (L x ID).

Kolonneovn

Ovn, som kan holde en konstant temperatur pa 85 °C + 1 °C.

HPLC-pumpe

Pumpe, der kan generere en konstant gennemstremningshastighed (< 0,5 % fluktuationer) ved 0,2-1,0 m/min.
HPLC-injektor

Autosampler, der kan injicere 25 pL med en repeterbarhed pé < 0,5 %.

Alternativt kan en manuel anordning anvendes (samme krav som til autosampleren).

HPLC-detektor

Meget folsom Ri-detektor (RI = brydningsindeks) med stej pd < 5,10 Rl-enheder.

Integrator

Software eller en dedikeret integrator til opsamling og behandling af data og til at generere toparealer og tophej-
der, som kan konverteres til lactosekoncentrationer.

Vandrensningsenhed
System, der kan fremstille ultrarent vand (type 1) med en modstandsevne pa > 14 MQ/cm.
Enhed til filtrering af oplesningsmiddel

System, der kan filtrere vandet gennem et membranfilter med porestorrelse 0,45 pm.

Bemerkning: Mange vandrensningsenheder (6.8) har en indbygget 0,45 eller 0,2 pm filtrering. Ekstra filtrering kan
undlades, hvis vandet anvendes direkte.

Analysevagt
Vagten skal kunne afleeses med en nejagtighed pd 0,1 mg.
Vandbad

Vandbad, som kan holde en temperatur pa 40 °C % 0,5 °C.
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6.12.

6.13.

6.14.

6.15.

8.1.

8.2.

9.1.

9.2.

Centrifuge

Centrifugen skal kunne yde mindst 3 000 g for eppendorfrer eller lignende eller storre typer proveglas.

Mailekolbe 50 ml

Rumfang 50 ml, klasse A

Bemerkning:  Der kan anvendes andre storrelser kolber under hensyntagen til rumfangsfaktoren.

Mailekolbe 100 ml

Rumfang 100 ml, klasse A

Malepipette

Maélepipette 10 ml

Bemearkning:  Alternativt kan der anvendes en handpipette 5 ml ved at tilseette 2 gange 5 ml reagens (5.3).

PROVEUDTAGNING

Det er vigtigt, at laboratoriet modtager en prove, der er udtaget i overensstemmelse med ISO 707/IDF 50 (), som
reelt er repraesentativ, og som ikke er blevet skadet under transport eller opbevaring.

FREMSTILLING AF LACTOSESTANDARDOPL@SNING

Standardoplesning 1

Ca. 50 mg omhyggeligt afvejet (med en ngjagtighed pd 0,1 mg) lactosemonohydrat (5.2) opleses i en 100 ml male-
kolbe (6.14), der fyldes op med vand til meerket.

Standardoplgesning 2

Ca. 100 mg omhyggeligt afvejet (med en nejagtighed pd 0,1 mg) lactosemonohydrat (5.2) opleses i en 100 ml
malekolbe (6.14), der fyldes op med vand til merket.

Bemearkning:  Standardoplesningerne kan opbevares ved ca. 5 °C i maks. 1 uge.

FORBEREDELSE AF PROVEN

Rekonstituering af preven

Ca. 5 g af pulveret afvejes i en 50 ml kolbe (6.13), og vaegten noteres med en nejagtighed pa 1 mg (W, (11)). Der
tilsaettes 50 ml vand, og vagtforagelsen (W, (11)) noteres med en nejagtighed pa 0,01 g. Den lukkede kolbe pla-
ceres i vandbad (6.11) i 30 min. og vendes nogle gange i lobet af dette tidsrum. Der afkoles derefter til
stuetemperatur.

Behandling af preven

Ca. 1 g af denne oplesning placeres i en 50 ml mélekolbe (6.13), vaegten noteres med en nejagtighed pd 1 mg
(W5 (11)), og der tilsttes 20 ml vand og derefter 10 ml fortyndet Biggs/Szijarto-reagens (5.4), og der fyldes op med
vand til merket. Flasken vendes forsigtigt 5 gange i de forste 30 min.

Efter 1 time udtages en delprove, som centrifugeres (6.12) ved 3 000 g i 10 min. (sterre g-veerdi kan anvendes i
tilsvarende kortere tid). En delprove af supernatanten anvendes til HPLC-analyse.
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10.

10.1.

10.1.1.

10.1.2.

10.1.3.

10.1.4.

10.1.5.

10.2.

10.3.

11.

HPLC-BESTEMMELSE
Indledende forberedelse af HPLC
Installering af kolonne og forkolonne

Forkolonnen (6.2) installeres uden for kolonneovnen (6.3) og kolonnen (6.1) i ovnen.

Bemarkning: Hvis ovnen ikke indeholder ror til foropvarmning af elueringsvaesken, er det nedvendigt, at eluerings-
vasken passerer gennem ca. 15 cm ror af rustfrit stil i ovnen, inden den kommer ind i kolonnen
(det er absolut nedvendigt, at elueringsvasken er opvarmet, inden den kommer ind i kolonnen, ellers
vil der forekomme topforbredning).

Detektor og indledende gennemstromningshastighed

For at fa en stabil basislinje, teendes detektoren (6.6) mindst 24 timer inden analysestart. Detektorens interne tem-
peratur indstilles til 35 °C. Gennemstremningshastigheden indstilles til 0,2 ml/min. (6.4) i mindst 20 min., og
kolonneovnen (6.3) indstilles til stuetemperatur.

Kolonneovn og endelig gennemstromningshastighed

Kolonneovnen (6.3) indstilles til 85 °C. Nir den temperatur er ndet, oges gennemstromningshastigheden efter
30 min. gradvis fra 0,2 ml/min. til 0,6 ml/min. (6.4). Systemet skal bringes i ligeveegt med den pdgaldende gen-
nemstromningshastighed og ved 85 °C i 2 timer, eller indtil der opnds en stabil basislinje.

Integration

Parametrene (6.7) for dataopsamling og integration vaelges med omhu, f.cks. datasignaleringshastighed, folsom-
hed, tidskonstant, topbredde og terskelvardi.

Lactoses retentionstid er ca. 11 min.

Bemerkning: Mange edb-programmer til dataopsamling (6.7) giver en nem maling af antallet af teoretiske bunde.
Antallet af teoretiske bunde i standardoplesning 1 (8.1) males regelmassigt, og kolonnen (6.1)
udskiftes, ndr bundantallet er 25 % lavere end begyndelsestallet for en ny kolonne.

Test af forkolonne

Forkolonnens (6.2) evne til at eliminere salte fra proven kontrolleres regelmassigt (mindst en gang pr. sekvens) ved
at injicere 25 pl 0,05 % natriumchloridoplesning. Nar der viser sig toppe, ber forkolonnen udskiftes.

Korsel med standardoplesninger

I begyndelsen af hver analyserackke injiceres 25 pl (6.5) standardoplesning 1 (8.1) og derefter standardoplesning
2 (8.2). Dette gentages for hver 10.-20. prove og ligeledes som afslutning pa sekvensen.

Korsel med prover

Der injiceres 25 pl af supernatanten (9.2) fra proven.

BEREGNING OG ANGIVELSE AF RESULTATER
Kalibrering

Sedvanligvis anvendes tophejder til at beregne resultaterne, men hvis signalet indeholder for meget stoj, kan top-
arealer anvendes (kvantitativ bestemmelse ved hjelp af tophejde pavirkes ikke i sa hoj grad af bestanddele, der fore-
kommer i lavere koncentrationer, og som er delvis, men utilstreekkeligt adskilt fra lactosetoppen).

Softwaren (6.7) ber beregne en linear kalibreringskurve, som skal ga gennem nulpunktet. Kurven kontrolleres for
eventuel ikke-linearitet (abenbar ikke-linearitet skyldes sandsynligvis en fejl ved fremstillingen af standardoplesnin-
gerne 1 (8.1) eller 2 (8.2), dérlig integration eller, mindre sandsynligt, darligt fungerende injektor).
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12.

12.1.

12.2.

13.

Som input anvendes de beregnede lactosekoncentrationer i mg/ml af standardoplesningerne 1 (8.1) eller 2 (8.2)
som vandfri lactose.

Kalibreringslinjens haldning (RF) defineres af areal/koncentration i mg/ml.
Prover

Resultatet af analysen udtrykkes i g/100 g og beregnes ved hjelp af softwaren (6.7) eller med folgende formel:

_H X (W W) x 50

x 0,1
RF x W, x W,

hvor:

C: lactosekoncentration i g/100 g pulver

H: provens tophgjde for lactose

RF: responsfaktor (eller haeldning) for kalibreringen udtrykt i mV/mg/ml
W,: pulverprovens vagt (g) (9.1)

W,: vaegten (g) af det vand, der er tilsat pulverproven (9.1)

W: den rekonstituerede pulveroplesnings vagt (g) (9.2)

50: den anvendte mélekolbes rumfang (9.2)

0,1: omregning af resultatet til g/100 g
PRAECISION

De veerdier, der er fremkommet ved denne sammenlignende laboratorieprevning, galder ikke nedvendigvis for
andre koncentrationsintervaller og matrixer end de angivne. Repeterbarheds- og reproducerbarhedsveardierne afle-
des fra en sammenlignende laboratorieprevning, der gennemfores i overensstemmelse med ISO 5725 (V).

Repeterbarhed

De absolutte forskelle mellem to enkeltresultater, der er opndet med den samme metode pa identisk provemate-
riale, pd det samme laboratorium, udfert af den samme person med det samme udstyr og med kort tidsinterval,
bliver i hojst 5 % af tilfeeldene storre end xxx (bestemmes ved en ringtest) ().

Reproducerbarhed

Den absolutte forskel mellem to enkeltresultater, der er opndet med den samme metode pé identisk testmateriale
pa forskellige laboratorier udfert af forskellige personer med forskelligt udstyr, bliver i hojst 5 % af tilfeldene storre
end 0,5 g/100 g bestemmes ved en ringtest).

LITTERATURHENVISNINGER

() J. Koops en C. Olieman, Netherlands Milk and Dairy Journal, 39 (1985) 89-106.
() D.A. Biggs en L. Szijarto, Journal of Dairy Science, 46 (1963) 1196.

() ISO 707 (IDF 50), Maelk og malkeprodukter. Vejledning om proveudtagning.

(v) 1SO 5725-1, Nojagtighed (korrekthed og praecision) af méilemetoder og resultater. Del 1: Generelle principper
og definitioner.

(") 1SO 5725-2, Ngjagtighed (korrekthed og preacision) af mélemetoder og resultater. Del 2: Grundleggende
metode til bestemmelse af repeterbarhed og reproducerbarhed for en standardiseret malemetode.
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BILAG XII

(Artikel 9)

PAVISNING AF LOBEVALLE I SKUMMETMALKSPULVER TIL OFFENTLIG OPLAGRING VED HJALP AF

5.1.

5.2.

HOJTRYKSV ASKEKROMATOGRAFISK BESTEMMELSE AF KASEINMAKROPEPTIDINDHOLDET

(HPLC-METODE)

FORMAL OG ANVENDELSESOMRADE

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

HENVISNING

International standard ISO 707 — Malk og maelkeprodukter. Vejledning om preveudtagning, i overensstemmelse
med retningslinjerne i bilag I, punkt 2, litra c), sidste afsnit.

DEFINITION

Indholdet af lobevalletorstof defineres som indholdet udtrykt i vagtprocent ved bestemmelse af indholdet af kasei-
nmakropeptider ved den beskrevne fremgangsmade.

PRINCIP

— Oplesning 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 HPLC

—  Vurdering af resultatet i forhold til standardprever af skummetmaelkspulver, som ikke indeholder eller er til-
sat en kendt mangde vallepulver.

REAGENSER

Alle reagenser skal vare af anerkendt analysekvalitet. Der anvendes destilleret vand eller vand af mindst tilsva-
rende renhed.

Oplesning af trichloreddikesyre

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

Elueringsveaske med pH 6,0

1,74 g kaliumhydrogenphosphat (K,HPO,), 12,37 g kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) og 21,41 g natrium-
sulfat (Na,SO,) opleses i ca. 700 ml vand. Om nedvendigt indstilles pH til 6,0 ved hjelp af fortyndet phosphor-
syre eller en kaliumhydroxidoplesning.

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

Bemerkning:  Elueringsvaeskens sammensatning kan opdateres for at efterkomme standarderne eller anbefalinger
fra fabrikanten af kolonnepakningsmaterialet.

For brugen filtreres elueringsveaesken gennem et membranfilter med porestorrelse 0,45 pm.
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5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

6.11.

6.11.1.

6.11.2.

6.11.3.

6.11.4.

6.11.5.

6.11.6.

7.1.

7.2.

Oplesning til skylning af kolonnerne

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

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

Standardprever
Skummetmeelkspulver, der opfylder kravene i denne forordning, beneevnt [0].

Samme pulver tilsat 5 % (m/m) lobevallepulver med normal sammensetning, benavnt [5].

APPARATUR

Analysevaegt

Centrifuge, der kan praestere en centrifugalkraft pd 2 200 g, med tilherende lukkede centrifugeglas pd ca. 50 ml.
Mekanisk rysteapparat

Magnetomrgrer

Glastragte med diameter pé ca. 7 cm

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

Filtreringsudstyr af glas med tilherende membranfiltre med porestorrelse 0,45 pm

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

Dispenseringssystem, som muligger gennemleb af 20,0 ml vand ved ca. 50 °C
Termostatstyret vandbad indstillet pa 25 + 0,5 °C

HPLC-udstyr bestdende af:

Pumpe

Manuel eller automatisk injektionsenhed pa 15-30 pl

To serieforbundne kolonner, TSK 2 000 SW (lengde 30 c¢m, indvendig diameter 0,75 cm) eller kolonner af tilsva-
rende 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 I 125 eller et lige sa effektivt materiale

Termostatstyret kolonneovn indstillet pd 35 + 1 °C
UV-detektor med variabel bolgeleengde, hvormed der ved 205 nm kan méles med en folsomhed pa 0,008 A

Integrator, der kan integrere over de enkelte toppe

Bemerkning:  Der kan arbejdes med kolonner ved stuetemperatur, men adskillelsesevnen bliver i sd fald lidt min-
dre. Temperatursvingningerne gennem en analyserakke ma her ikke overstige * 5 °C.

PROVEUDTAGNING

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

Praven opbevares under sddanne forhold, at der hverken kan ske odelaeggelse eller andring af sammensztningen.
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8.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.4.1.

8.4.2.

FREMGANGSMADE

Forberedelse af proven

Pulveret overfores til en beholder, der er cirka dobbelt sa stor som pulverets volumen, og som har et lufttat 1ag.
Beholderen lukkes straks. Malkepulveret blandes omhyggeligt, ved at beholderen vendes flere gange rundt.

Analyseprove

[ et centrifugeglas (6.2) eller en tilproppet kolbe (50 ml) afvejes 2,000 + 0,001 g analyseprove.

Fjernelse af fedtstoffer og proteiner

Der tilsaettes 20 ml 50 °C varmt vand til analysepreven. Pulveret opleses ved omrering i 5 min. med et rysteap-
parat (6.3). Reagensglasset anbringes i vandbadet (6.10), og det afventes, at der indtraeder en ligevaegt ved 25 °C.

[ lobet af 2 min. tilsettes 10,0 ml trichloreddikesyreoplesning (5.1) pd 25 °C under kraftig omroring med mag-
netomroreren (6.4). Glasset anbringes i vandbadet (6.10), hvori det henstar 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) indsprejtes en nejagtigt afmalt mangde pa mellem 15 og 30 pl i HPLC-
apparatet (6.11) under en gennemstremningshastighed pa 1,0 ml elueringsvaeske (5.2) pr. minut.

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

Bemeerkninger: 2. Elueringsvasken (5.2) holdes pa 85 °C under hele kromatograferingen for at holde den luftfri
og fri for bakterievaekst. Andre foranstaltninger med tilsvarende virkning er acceptable.

Bemerkninger: 3. Hver gang kromatograferingen afbrydes, skylles kolonnen med vand. Den m4 aldrig efterlades
med elueringsveaske (5.2) i.

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

Resultaterne af kromatograferingen af analysepreven [E] foreligger i form af et kromatogram, hvor hver top iden-
tificeres ved sin retentionstid, RT, nemlig:

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

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

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

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

Ay arealet af top 1I

Ay arealet af top III

For at afslore 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 md alle kromatogrammer bedemmes visuelt,
for en kvantitativ tolkning pabegyndes.

[ tvivistilfelde gentages analysen.
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8.5.

9.1.

9.1.1.

Kalibrering

Med standardpreverne (5.4) folges den i punkt 8.2 til 8.4.2 beskrevne fremgangsmade noje.

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

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

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

ANGIVELSE AF RESULTATER

Formler og beregning

Beregning af responsfaktorerne R

Top IL: R;; = 100/(A,[0])
hvor:
Ry = responsfaktoren for top II
Ay [0] = detareal af top II for standardpreven [0], som er fremkommet under 8.5.3
Top IIL: Ry = W/(Ap[5] - Ayl0])
hvor:
Ry = responsfaktoren for top III
Ay [0] og Ay [5] = dearealer af top 11 for henholdsvis standardpreve [0] og [5], som er fremkommet under
8.5.3
W = indholdet af valle i standardpreven [5], nemlig 5

Beregning af de relative toparealer for proven [E]

SulE] = Ry x Ay[E]

SmlEl = Ry x Ayy[E]

SwlE] = Ry x A[E]

hvor:

Su [EL Su [EL, Siv [E] = de relative arealer af henholdsvis top II, IIl og IV for preven [E]

Ay [E], Ay [E] = dearealer af henholdsvis top II og Il for preven [E], som er fremkommet under 8.4.2
Ry, Ry = deunder 9.1.1 beregnede responsfaktorer

Beregning af de relative retentionstider for top III for proven [E] RRT,,[E] = (RT;,[E])/(RT,;[5])

hvor:
RRT;; [E] =  den relative retentionstid for top III for preven [E]
RT;; [E] = retentionstiden for top IIl for preven [E], som er fremkommet under 8.4.2

RT;; [5] =  retentionstiden for top Il for standardpreven [5], som er fremkommet under 8.5.3
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9.2.

9.3.

9.4.

9.4.1.

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

— ved et indhold pa > 5 % er RRTy; [E] < 1,000

— ved et indhold pa < 5 % er RRTy; [E] = 1,000.

Den tilladte usikkerhed p& RRTy; er + 0,002.

Normalt afviger RRTy; [0]-vardien kun lidt fra 1,034. Alt efter kolonnernes tilstand kan denne veerdi naerme sig,
men skal altid vere storre end 1,000.

Beregning af det procentvise indhold af lebevallepulver i proven

W = SylE] - [1, 3 + (S;y[0] = 0, 9)]

hvor:

w = indholdet af lgbevalle i proven [E], i % m/m

S [E] = det relative areal af top III for analyseproven [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
skummetmaelkspulver af forskellig oprindelse. Denne verdi er bestemt eksperimentelt

S [0] = detrelative areal af top III, som er lig med Ry, x Ay, [0]. Disse storrelser er bestemt under
henholdsvis 9.1.1 og 8.5.3

(Sy; [0] - 0,9) = korrektionen af det relative middelareal 1,3, nar Sy; [0] ikke er 0,9. Det relative midde-
lareal af top III for standardpreven [0] er bestemt eksperimentelt til 0,9.

Metodens ngjagtighed

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.

Reproducerbarhed

Forskellen mellem to resultater, som to forskellige laboratorier er ndet frem til med samme prove, mé ikke over-
stige 0,4 % m/m.

Fortolkning

Der er ikke valle til stede, hvis det relative areal af top III, Sy, [E], udtrykt i gram lebevalle pr. 100 gram produkt er

< 2,0 + (S;;[0] - 0,9), hvor

2,0 = er den hojest tilladte veerdi for det relative areal af top III; der er her taget hensyn til det
relative areal af top III, nemlig 1,3, usikkerheden som folge af variationer i skummet-
mealkspulverets sammensatning og metodens reproducerbarhed (9.3.2)

(Sy; [0] - 0,9) er korrektionen, ndr arealet S, [0] afviger fra 0,9 (jf. punkt 9.2)
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9.4.2.

9.4.3.

9.4.3.1.

9.4.3.2.

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

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

De tal, der fremkommer efter analyse af prover af uforfalsket skummetmalkspulver med et hojt samlet protein-
indhold, er anfort 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 fastsettes den @vre granse for det relative areal af top IIl med en sandsynlighed for ikke at
blive overskredet i 90 % af tilfaeldene.

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

Su=0,376P%—10,7 (figur 1)
Su=0,0123 S, [E] + 0,93 | (figur 2),

hvor

Sit = erdet 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 vagtprocent

Sy [E] = erdetipunkt 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 Sy, [E] og det relative areal S, fremgér af folgende ligninger:
Tl = SIII[E] - [(0,376 P % - 10’7) + (SIII[O] - 079)]T2 = SIII[E] - [(0’0123 Su[E] + 0’93) + (SIII[O] - 0:9)]

Hvis T, og/eller T, er mindre end eller lig med nul, kan et indhold af lgbevalle ikke pavises.

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.



L 88/74

Den Europziske Unions Tidende

29.3.2008

Top Il

Top 1

58}

3.8F

28F

1,8

0,8

Skummetmelkspulver

32

Samlet proteinindhold i %

Skummetmzlkspulver

50

150

250

Top Il

350 t

450 t



29.3.2008

Den Europeiske Unions Tidende

L 88/75

BILAG XIII

(Artikel 9)

BESTEMMELSE AF LOBEVALLETORSTOF I SKUMMETM ALKSPULVER OG BLANDINGER I HENHOLD TIL

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.4.1.

FORORDNING (EF) Nr. 2799/1999

FORMAL: PAVISNING AF TILSATNING AF LOBEVALLET@RSTOF TIL FOLGENDE PRODUKTER:
a)  Skummetmalkspulver som defineret i artikel 2 i forordning (EF) nr. 2799/1999

b)  Blandinger som defineret i artikel 4 i forordning (EF) nr. 2799/1999.

REFERENCER: INTERNATIONAL STANDARD ISO 707

DEFINITION

Indholdet af lobevalletorstof defineres som indholdet udtrykt i vaegtprocent ved bestemmelse af indholdet af kasei-
nmakropeptider ved den beskrevne fremgangsmade.

PRINCIP

Indholdet af kaseinomakropeptider bestemmes i overensstemmelse med bilag XII. Praver, der giver et positivt resul-
tat, analyseres for kaseinmakropeptid A ved hejtryksvaeskekromatografi med omvendt fase (HPLC-metoden). Alter-
nativt analyseres prover direkte ved HPCL-procedure med omvendt fase. Vurdering af resultatet i forhold til
standardprever af skummetmaelkspulver med og uden et kendt procentvist indhold af vallepulver. Resultater over
1 % (m/m) er tegn pa, at der er lobevalletorstof til stede.

REAGENSER

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

De reagenser, der er nedvendige for metoden, er beskrevet i bilag XII til narvarende forordning.
Reagenser til HPLC med omvendt fase.
Oplosning af trichloreddikesyre

240 g trichloreddikesyre (CCl;COOH) oplases i vand og fortyndes til 1 000 ml. Oplesningen skal forblive klar og
farvelos.

Elueringsveske A og B

Elueringsvaeske A: 150 ml acetonitril (CH;CN), 20 ml isopropanol (CH;CHOHCH,) og 1,00 ml trifluoreddikesyre
(TFA, CF;COOH) blandes i en 1 000 ml mélekolbe. Derefter fyldes op til 1 000 ml med vand.

Elueringsvaeske B: 550 ml acetonitril, 20 ml isopropanol og 1,00 ml TFA blandes i en 1 000 ml mélekolbe. Der-
efter fyldes op til 1 000 ml med vand. For brugen filtreres elueringsvasken gennem et membranfilter med pore-
storrelse 0,45 pm.

Opbevaring af kolonnen

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

Standardprover

Skummetmaelkspulver, der opfylder kravene til offentlig oplagring, benavnt [0].
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5.4.2.

5.4.3.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.11.1.

6.11.2.

6.11.3.

6.11.4.

6.11.5.

6.11.6.

7.1.

7.2.

Samme pulver tilsat 5 % (m/m) lebevallepulver med normal sammenseetning, benavnt [5].

Samme pulver tilsat 50 % (m/m) lebevallepulver med normal sammensetning, benavnt (!).

APPARATUR

Det apparatur, der er nedvendigt for metoden, er beskrevet i bilag XII til narvarende forordning.

Analysevaegt

Centrifuge, der kan preastere en centrifugalkraft pd 2 200 g, med tilhorende lukkede centrifugeglas pa ca. 50 ml.
Mekanisk rysteapparat

Magnetomrorer

Glastragte med diameter pé ca. 7 cm

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

Filtreringsudstyr af glas med tilhorende membranfiltre med porestorrelse 0,45 pm

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

Dispenseringssystem, som muligger gennemleb af 20,0 ml vand ved ca. 50 °C
Termostatstyret vandbad indstillet pd 25 £ 0,5 °C

HPLC-udstyr bestdende af:

Binart gradientpumpesystem

Manuel eller automatisk injektionsenhed pa 100 pl

En Agilent Technologies Zorbax 300 SB-C3-kolonne (laengde: 25 cm, indvendig diameter: 0,46 cm) eller en tilsva-
rende bredporet siliciumbaseret kolonne med omvendt fase

Termostatstyret kolonneovn indstillet pd 35 + 1 °C

UV-detektor med variabel belgelengde, hvormed der ved 210 nm kan males med en folsomhed p4 0,02 A (om
nedvendigt kan en storre belgeleengde pé op til 220 nm benyttes).

Integrator, der kan integrere til en fzlles 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 veere for stor variation i retentionstiden for CMP,,.

PROVEUDTAGNING

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

Proven opbevares under sddanne forhold, at der hverken kan ske odelaggelse eller eendring af sammensatningen.

(") Lebevallepulver med normal sammensatning og skummetmalkspulver med tilsetning kan erhverves fra Nizo, Kernhemseweg 2, PO Box

20, NL-6710 BA Ede, Nederlandene. Pulver, der giver samme resultater som Nizo-pulveret, kan dog ogsa bruges.
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8.1.

8.2.

8.3.

8.3.1.

8.3.2.

8.4.

8.4.1.

8.4.2.

FREMGANGSMADE
Forberedelse af proven

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

Analyseprove

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

Bemerkning:  Nér det drejer sig om blandinger, afvejes en sddan meengde af analyseproven, at den affedtede prove
svarer til 2,00 g.

Fjernelse af fedtstoffer og proteiner

Der tilsaettes 20 ml 50 °C varmt vand til analysepreven. Pulveret oplases ved omrering med et rysteapparat (6.3) i
5 minutter eller i 30 minutter, sdfremt det drejer sig om syrnet kaernemalk. Reagensglasset anbringes i vandbadet
(6.10), og det afventes, at der indtraeder en ligevaegt ved 25 °C.

[ lobet af 2 min. tilseettes 10,0 ml trichloreddikesyreoplosning (5.1) pa 25 °C under kraftig omrering med mag-
netomroreren (6.4). Glasset anbringes i vandbadet (6.10), hvori det henstar 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

Der foretages en HPLC-analyse som beskrevet i bilag XII. Hvis der opnds et negativt resultat, indeholder den ana-
lyserede prove ikke lobevalle i paviselige mangder. Hvis der opnés et positivt resultat, skal den nedenfor beskrevne
HPLC-metode med omvendt fase anvendes. Alternativt kan HPLC-metoden med omvendt fase anvendes direkte.
Tilstedevearelse af syrnet keernemalkspulver kan give anledning til falsk positive resultater ved anvendelse af den
metode, der er beskrevet i bilag XII. HPLC-metoden med omvendt fase udelukker denne mulighed.

For HPLC-analysen med omvendt fase gennemfores, ma gradientbetingelserne optimeres. En retentionstid pd
26 minutter + 2 minutter for CMP , er optimal for gradientsystemer med et dodvolumen pd ca. 6 ml (volumenet fra det punkt,
hvor oplasningerne 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 % lobevalle.

Af supernatanten eller filtratet (8.3.3) indsprejtes 100 pl i HPLC-apparatet under anvendelse af de kontrolgradi-
entvilkdr, der fremgdr af tabel 1.

Tabel 1

Kontrolgradientvilkar for optimering af kromatografien

Tid Gennemstrgm-
(m;n ) ning % A % B Kurve
: (ml/min.)
Start 1,0 90 10 *
27 1,0 60 40 lineaer
32 1,0 10 90 lineaer
37 1,0 10 90 lineaer
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 sammensztning af den oplesning, der skal bruges til
den normale gradient (se 8.4.3), beregnes: % B = 10 — 2,5 + (13,5 + (RT 0 — 26) [ 6) x 30 [ 27 % B =7,5 + (13,5
+ (RTon — 26) [ 6) x 1,11

cmpA



L 88/78

Den Europziske Unions Tidende

29.3.2008

8.4.3.

8.4.4.

8.5.

hvor:

RT,,,s:  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: haeldningskoefficient for kontrolgradienten og den normale gradient

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

Der udtages oplesninger af analyseproverne.

Af supernatanten eller filtratet (8.3.3) indsprejtes en nejagtigt afmalt mangde pd 100 pl i HPLC-apparatet under en
gennemstremningshastighed pd 1,0 ml elueringsvaeske (5.2) pr. minut.

Sammensztningen af elueringsvasken ved analysens begyndelse opnds fra 8.4.2. Den er normalt teet pd A:B =
76:24 (5.2). Umiddelbart efter indsprejtningen startes en linezr gradient, sdledes at B bliver 5 % hejere efter
27 minutter. Derefter startes en lineeer gradient, hvorved elueringsveeskens indhold af B kommer op pa 90 % i lebet
af 5 minutter. Denne sammensztning opretholdes i 5 minutter, hvorefter ssmmensztningen i lebet af 5 minutter
andres ved hjelp af en linewr gradient til den oprindelige sammensztning. Afhaengigt af pumpesystemets indre
volumen kan den naste indsprejtning foretages 15 minutter efter, at de oprindelige betingelser er néet.

Bemerkninger 1. Retentionstiden for CMP, ber vare 26 minutter + 2 minutter. Dette kan opnds ved at @ndre
begyndelses- og slutbetingelserne for den forste gradient. Imidlertid skal forskellen i % B for
begyndelses- og slutbetingelserne for den forste gradient fortsat vare 5 % B.

Bemarkninger 2. Elueringsvaskerne ma afgasses tilstrekkeligt og skal forblive afgassede. Dette er vigtigt for gra-
dientpumpesystemets tilfredsstillende virkning. Standardafvigelsen for retentionstiden for CMP,,-
toppen skal vare pd under 0,1 min. (n = 10).

Bemerkninger 3. Efter hver femte prove skal referenceproven (5) indsprojtes og benyttes til beregning af en ny
responsfaktor R (9.1.1).

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

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

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

For at afslore eventuelle afvigelser enten som folge af, at apparaturet eller kolonnen ikke har fungeret tilfredsstil-
lende, eller pa grund af den analyserede proves oprindelse eller art, skal alle kromatogrammer bedemmes visuelt
for en kvantitativ tolkning pdbegyndes. I tvivstilfeelde gentages analysen.

Kalibrering

Med standardpreverne (5.4.1 og 5.4.2) folges den i punkt 8.2 til 8.4.4 beskrevne fremgangsmade ngje. Der benyt-
tes frisk fremstillede oplesninger, da CMP nedbrydes i 8 % trichloreddikesyreoplasning ved stuetemperatur. Ved
4 °C forbliver oplgsningen stabil i 24 timer. Skal der foretages en lang reckke analyser, er det onskeligt at anvende
en kolet provebakke i den automatiske injektor.

Bemerkning:  8.4.2 kan udelades, hvis % B pa begyndelsesbetingelserne er kendt fra tidligere analyser.
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9.2.

9.3.

9.4.

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

For den kromatografiske bestemmelse af preverne indsprejtes 100 pl af standardpreven uden lobevalle [0] (5.4.1).
Kromatogrammet ma ikke indeholde nogen top ved retentionstiden for CMP ,-toppen.

Responsfaktorerne R bestemmes ved at indsprojte filtrat (8.5.1) i samme mangde som proverne.

ANGIVELSE AF RESULTATER
Formler og beregning
Beregning af responsfaktoren R:

CMP ,-toppen: R = W/H

hvor:

R = responsfaktoren for CMP,-toppen

H = hejden af CMP,-toppen

W = meangden af valle i standardpreven [5].

Beregning af det procentvise indhold af lebevallepulver i preven

W(E) = R x H(E)

=
=
1

indholdet af lobevalle i proven [E], i % m/m

=
]

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 min-
dre end 0,2 min., er der lobevalletorstof til stede.

Metodens ngjagtighed
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, mé ikke overstige 0,2 % m/m.

Reproducerbarhed

Ikke fastsldet.

Linearitet

For mellem 0 og 16 % lebevalle skal der opnds en linezer sammenhang med en korrelationskoefficient > 0,99.

Fortolkning

Gransen pd 1 % er fastsat i overensstemmelse med bestemmelserne i forordning (EQF) nr. 214/2001, bilag XIX,
punkt 9.2 og 9.4.1, som omfatter usikkerheden i forbindelse med reproducerbarhed.
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Figur 1
Ni 4,6 standard
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4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

4.4.5.

BILAG XIV

(Artikel 10)

SKUMMETM ALKSPULVER: KVANTITATIV BESTEMMELSE AF PHOSPHATIDYLSERIN- OG
PHOSPHATIDYLETHANOLAMININDHOLD

Metode: HPLC-metode i omvendt fase

FORMAL OG ANVENDELSESOMRADE

Denne metode er en procedure for kvantitativ bestemmelse af phosphatidylserin (PS) og phosphatidylethanolamin
(PE) i skummetmalkspulver (SMP) og egner sig til pavisning af keernemalksklumper i SMP.

DEFINITION

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

PRINCIP

Ekstraktion af aminophospholipider fra rekonstitueret mealkepulver ved hjalp af methanol. Bestemmelse af PS og
PE som o-phthaldialdehyd (OPA) derivater ved HPLC i omvendst fase og ved fluorescenspavisning. Kvantificering af
PS- og PE-indholdet i analysepraven ved sammenholdelse med en standardpreve indeholdende en kendt mangde
PEDP.

REAGENSER

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

Standardmateriale: PEDP, mindst 99 % rent

Bemerkning:  Standardmateriale skal opbevares ved 18 °C.
Reagenser til forberedelse af standardpreve og analyseprove
Methanol af HPLC-renhed

Chloroform af HPLC-renhed

Tryptamin-monohydrochlorid

Reagenser til o-phthaldialdehyd-derivatisering

Natriumhydroxid, 12 M oplesning i vand

Borsyre, 0,4 M oplesning i vand, indstillet til pH 10,0 med natriumhydroxid (4.3.1)
2-mercaptoethanol

o-phthaldialdehyd (OPA)

HPLC-elueringsvesker

Elueringsvaesker fremstilles ved anvendelse af reagenser af HPLC-renhed.

Vand af HPLC-renhed

Methanol af fluorimetri-testet renhed

Tetrahydrofuran

Natriumdihydrogenphosphat
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4.4.6. Natriumacetat

4.4.7.  Eddikesyre.

5. APPARATUR

5.1. Analysevaegt, der kan veje med en nejagtighed pd 1 mg, og som kan afleeses med en nejagtighed pa 0,1 mg
5.2. Baegerglas pa 25 og 100 ml

5.3. Pipetter pd 1 og 10 ml

5.4. Magnetomrorer

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

5.6. Malekolber pd 10, 50 og 100 ml

5.7. Sprojter pd 20 og 100 pl

5.8. Ultralydsbad

5.9. Centrifuge, som arbejder ved 27 000 x g

5.10.  Proveglas pd ca. 5 ml

5.11.  Maleglas pd 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 pa 30 °C + 1 °C

5.13.4. Fluorescensdetektor, der kan fungere péd en exciteringsbelgelengde pd 330 nm og en emissionsbelgelengde pd
440 nm.

5.13.5. Integrator eller databehandlingsprogrammel, som er i stand til at méle toparealer

5.13.6. En Lichrosphere — 100 kolonne (250 x 4,6 mm) eller en tilsvarende kolonne pakket med octadecylisan (C 18) med
en partikelstorrelse pa 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 mear-
ket med methanol (4.2.1).

7.1.2. Med en pipette (5.3) overfores 1 ml af denne oplesning til en 10 ml malekolbe (5.6), og der fyldes op til market
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-proven i et 25 ml bagerglas (5.2). Der tilsaettes 10 ml destilleret vand ved 40 °C £ 1 °C
med pipette (5.3) og omreres med magnetomrorer (5.4) i 30 minutter for at oplese alle klumper.

7.2.2. 0,2 ml af den rekonstituerede maelk pipetteres (5.5) over i en 10 ml malekolbe (5.6), hvorefter der med en sprojte
(5.7) tilsaettes 100 pl 0,15 mM tryptaminoplesning (7.1) og fyldes op til market med methanol (4.2.1). Der blan-
des omhyggeligt ved at vende kolben pa hovedet flere gange; anbringelse i ultralydsbad (5.8) i 15 min.
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7.2.3.

7.3.

7.4.

7.5.

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

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

55,4 mg PEDP (4.1) afvejes i en 50 ml malekolbe (5.6), og der tilsttes ca. 25 ml chloroform (4.2.2) ved anven-
delse af et maleglas (5.11). Den tilproppede kolbe opvarmes til 50 °C £ 1 °C, og der blandes omhyggeligt, indtil
PEDP opleses. Derefter afkeles kolben til 20 °C, og der fyldes op til market med methanol (4.2.1) og blandes ved
at vende kolben pa hovedet flere gange.

1 ml af denne oplesning pipetteres (5.3) over i en 100 ml mélekolbe (5.6), og der fyldes op til market med met-
hanol (4.2.1). 1 ml af denne oplesning pipetteres (5.3) over i en 10 ml malekolbe (5.6), hvorefter der tilsattes 100
pl(5.7) 0,15 mM tryptaminoplesning (7.1) og fyldes op til market med methanol (4.2.1). Der blandes ved at vende
kolben pé hovedet flere gange.

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

25,0 £ 0,1 mg OPA (4.3.4) afvejes i en 10 ml malekolbe (5.6), hvorefter der tilseettes 0,5 ml (5.5) methanol (4.2.1)
og blandes omhyggeligt for at oplese OPA. Der fyldes op til market med borsyreoplesning (4.3.2) og tilsattes 20
pl 2-mercaptoethanol (4.3.3) med en sprojte (5.7).

Bemearkning:  Derivateringsreagenset skal opbevares ved 4 °C i et brunt preveglas. Det er holdbart i en uge.
Bestemmelse ved HPLC
Elueringsveesker (4.4)

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

Vaske B: methanol

Foresldet elueringsgradient:

Tid Vaeske A Vaeske B Gennemstromningshastighed
(min.) (%) (%) (ml/min.)

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

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

Kolonnetemperatur: 30 °C.
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7.5.3.

7.5.6.

7.6.

7.6.1.

7.6.2.

7.6.3.

9.1.

Injektionsvolumen: 50 ul derivateringsreagens og 50 ul proveoplosning.
Kolonneligevaegt

Ved daglig opstart af systemet gennemskylles kolonnen med 100 % veske B i 15 min., hvorefter der indstilles A:
40:60 og bringes i ligevagt 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
(vfv) i 30 min.

Indholdet af PS + PE i analyseproven bestemmes.

Reekken af kromatografianalyser gennemfores under overholdelse af et konstant tidsforhold mellem de enkelte analyserunder for
at opnd konstante retentionstider. Den eksterne standardoplesning (7.3) indsprojtes for hver 5.-10. analyseoplosning for at
beregne responsfaktoren.

Bemarkning:  Kolonnen skal renses ved gennemskylning med 100 % vaeske B (7.5.1) i mindst 30 min. for hver 20.-
25. analyserunde.

Integrationsmade

PEDP-top

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

Tryptamin elueres som en enkelt top (figur 1). Toparealet bestemmes ved dal-til-dal-integration.
Grupper af PS- og PE-toppe

Under de beskrevne betingelser (figur 1) elueres PS som to delvis uoplaste hovedtoppe efter en mindre top. PE elu-
eres som 3 delvis uopleste hovedtoppe. Hele arealet for hver samling af toppe bestemmes ved at satte basislinjen
som rapporteret i figur 1.

BEREGNING OG ANGIVELSE AF RESULTATER

Indholdet af PS og PE i analyseproven beregnes séiledes: C = 55,36 x ((A,)[(A})) x ((T})/(T,))

hvor:

C = indhold af PS eller PE (mg/100 g pulver) i analyseproven
A, = topareal af PEDP i standardpreveoplesningen (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 analysepreveoplesningen (7.2).

METODENS N@JAGTIGHED

Bemerkning:  Vardierne for repeterbarhed blev beregnet efter den internationale IDF-standard (). Den forelobige
reproducerbarhedsgranse er beregnet efter standardens bilag III, punkt b).

Repeterbarhed

Den relative standardafvigelse for repeterbarheden, som er et udtryk for variationen i uathengige analyseresultater,
der er opndet af samme person under anvendelse af samme apparatur pa samme betingelser pd samme analyse-
prove inden for et kort tidsinterval, ma ikke overstige 2 %. Hvis der opns to bestemmelser under disse betingelser,
ber den relative forskel mellem de to resultater ikke overstige 6 % af det aritmetiske gennemsnit af resultaterne.

(") International IDF-standard 135B/1991. Milk and Milk products. Precision characteristics of analytical methods. Outline of collaborative
study procedure.
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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 analyseprave, ma den relative forskel mellem de to resultater ikke over-

stige 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-menster for OPA-derivater af phosphatidylserin (PS) og phosphatidylethanolamin (PE) i methanolekstrakt af rekonstitueret
skummetmeelkspulver. Integrationsmdde for toppene af PS, PE og tryptamin (intern standard) rapporteres.
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BILAG XV

(Artikel 11)

PAVISNING AF RESTKONCENTRATIONER AF ANTIMIKROBIELLE STOFFER 1 SKUMMETM ALKSPULVER

Der skal anvendes en mikrobeinhibitor-screeningtest, hvor Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149
(identisk med stamme C953) anvendes som test-mikroorganisme, og som er tilstraekkelig folsom til at pavise 4 pg benzyl-
penicillin pr. kg maelk og 100 pg sulfadimidin pr. kg malk. Analysesat findes i handelen og kan anvendes, hvis de har den
tilstrekkelige folsomhed for benzylpenicillin og sulfadimidin.

Til testen anvendes rekonstitueret skummetmaelkspulver (1 g pulver + 9 ml destilleret vand). Testen gennemferes som
beskrevet i ISO[TS 26844:2006 Milk and milk products — Determination of antimicrobial residues — Tube diffusion test
IDF — Bulletin nr. 258/1991, sektion 1, kapitel 2, eller efter anvisningerne fra fabrikanten i provesattet (1).

Positive resultater fortolkes séledes:
1. Forekomst af f-lactamer kan bekreeftes ved at gentage analyse efter tilsatning af penicillinase til testsystemet (?):
Negativt resultat: Det inhibiterende stof er et f-lactam-antibiotikum.
Fortsat positivt resultat: Det inhibiterende stof kan ikke identificeres ved denne procedure. Der fortsattes med punkt 2.
2. Forekomst af sulfonamider kan bekreftes ved at gentage analyse efter tilsatning af p-aminobenzosyre til testsystemet:
Negativt resultat: Det inhibiterende stof er et sulfonamid.
Fortsat positivt resultat: Det inhibiterende stof kan ikke identificeres ved denne procedure. Der fortsattes med punkt 3.

3.  Forekomst af en kombination af et f-lactam og et sulfonamid kan bekraftes ved at gentage analyse efter tilsatning af
pencillinase + p-aminobenzosyre til testsystemet:

Negativt resultat: De inhibiterende stoffer er et f-lactam antibiotikum og et sulfonamid.

Positivt resultat: Det inhibiterende stof kan ikke identificeres ved denne procedure.

(") Vigtig note: Falsk-positive resultater kan forekomme, nir skummetmaelkspulver analyseres. Det er derfor vigtigt at verificere, at det
anvendte testsystem ikke giver falsk-positive resultater.

(?) Visse f-lactamer er mindre folsomme over for p-lactamase. I sadanne tilfelde anbefales en supplerende forbehandling af preven (1 ml ana-
lyseprove med 0,3 ml penasekoncentrat ved 37 °C i 2 timer).
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BILAG XVI

(Artikel 12)

KVANTITATIV BESTEMMELSE AF SKUMMETM ALKSPULVER I FODERBLANDINGER VED ENZYMATISK

3.1.

3.2.

3.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

5.2

5.3.

5.4.

KOAGULATION AF PARA-KASEIN

FORMAL

Kvantitativ bestemmelse af skummetmalkspulver i foderblandinger ved koagulering af para-kaseinet ved hjelp af
lobe-enzymer.

ANVENDELSESOMRADE

Denne metode anvendes ved analyse af foderblandinger, som indeholder mindst 10 % skummetmeelkspulver. Til-
stedevarelsen af store mangder keernemalkspulver og/eller visse ikke-malkeproteiner kan forarsage interferens.

PRINCIP
Kaseinet i foderblandingen opleses ved ekstraktion med en natriumcitratoplesning.

Calciumionkoncentrationen justeres til det niveau, der er nedvendigt for udfeeldningen af para-kasein, ved tilsaetning

af lobe.

Kvalstofindholdet i det udfaeldede para-kasein bestemmes ved hjalp af Kjeldahl-metoden, som er beskrevet i ISO-
standard 8968-2:2001/IDF 20-2:2001, og resultatet beregnes pd basis af et mindsteinhold pd 27,5 % kasein i skum-
metmeaelkspulver (jf. 8.1).

REAGENSER

Der anvendes reagenser af analysekvalitet. Vandet skal enten vere destilleret eller af tilsvarende renhed. Alle anvendte
reagenser og oplesninger skal vere fri for kvalstof, med undtagelse af lobe-enzymet (4.5).

Trinatriumcitrat 2-hydrat (1 % vagt/vol.-oplesning)
Calciumchlorid (ca. 5M-oplesning).

75 g CaCl, - 2 H,O opleses i 100 ml destilleret vand ved rystning (NB: en eksotermisk reaktion er mulig). Opleos-
ningen henstar til naste dag, hvor den filtreres. Oplosningen opbevares i koleskab.

0,1 N natriumhydroxid
0,1 N saltsyre
Flydende kalvelobe (styrke ca. 100 IMCU|ml, jf. ISO-standard 11815/IDF 157). Opbevares i keleskab ved 4-6 °C.

Reagenser til kvantitativ bestemmelse af kvaelstofindholdet som anfert for Kjedahl-metoden i ISO 8968-2:2001/IDF
20-2:2001.

APPARATUR

Sadvanligt laboratorieudstyr og isar:

Morter eller molle

Analyseveegt, der kan veje med en nejagtighed pd 1 mg, og som kan aflaeses med en nejagtighed pa 0,1 mg
Bordcentrifuge (500 g eller 2 000 til 3 000 omdr./min.), udstyret med centrifugerer pd 50 ml og 2 000 g.

Magnetomrorer med magnetpinde pd 10 til 15 mm
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5.5.  150-200 ml begerglas

5.6. 250 ml til 500 ml kolber

5.7.  Glastragte med en diameter pa 60 til 80 mm

5.8.  Hurtigfiltrerende askefri rundfiltre med en diameter pd 150 mm (Whatman nr. 41 eller lignende)

5.9.  Pipetter af forskellig storrelse

5.10. Termostatreguleret vandbad indstillet pd 37 °C £ 1° C

5.11. pH-meter med en ngjagtighed pa 0,1 pH-enhed

5.12. Termometre med en ngjagtighed pa £ 1 °C.

6. FREMGANGSMADE

6.1.  Forberedelse af proven

10 til 20 g af proven formales i morter eller molle for at opnd en homogen blanding.

6.2.  Oploesning af malkepulveret og udskillelse af det uopleselige bundfald

6.2.1. 1,000 £ 0,002 g af den homogeniserede foderblanding (6.1) afvejes direkte i et 50 ml-centrifugerer. Der tilsattes
30 ml trinatriumcitratoplesning (4.1), som i forvejen er opvarmet til 45 °C £ 2 °C og blandes i mindst 5 min. med
magnetomrorer eller ved kraftig manuel rystning.

6.2.2. Der centrifugereres 500 g ved 2 000 til 3 000 omdr./min i 10 min, hvorefter den klare, vandige oplesning dekan-
teres over i et 150 til 200 ml baegerglas. Undga at overfere uopleselige partikler fra bunden af centrifugeroret.

6.2.3. Der foretages yderligere to ekstraktioner pd bundfaldet efter samme fremgangsmade, og hver gang dekanteres der
oven i den forste.

6.2.4. Dersom der viser sig et lag af fedtstof pd overfladen af den opsamlede dekanterede oplesning, anbringes oplasnin-
gen i koleskab, indtil fedtet er storknet, og det fjernes derefter ved hjalp af en spatel.

6.3.  Koagulering af kaseinet ved hjalp af lobe-enzymer

6.3.1. 2 ml calciumchlorid (4.2) tilsettes drabevis under omrering til den samlede oplesning (ca. 100 ml). pH-vaerdien
justeres til 6,4-6,5 ved tilsztning af oplesninger af natriumhydroxid (4,3) eller saltsyre (4.4). Oplosningen sattes i et
termostatreguleret vandbad ved 37 °C £ 1 °C i 15 til 20 min. for at opna saltbalance. Dette viser sig ved, at oples-
ningen bliver lettere uklar.

6.3.2. Vasken overfores til et centrifugeglas, og bundfaldet fjernes ved centrifugering ved 2 000 g i 10 minutter. Superna-
tanten overfores til et andet centrifugeglas, uden at bundfaldet vaskes.

6.3.3. Supernatanten opvarmes atter til 37 °C £ 1 °C. Under omrering tilsattes der drabevis 0,5 ml kalvelobeoplosning (4.5)
til ekstraktet. Koaguleringen indtrader i lobet af 2 minutter.

6.3.4. Proven anbringes igen i vandbadet og henstir ved 37 °C + 1 °Ci 15 minutter. Proven fjernes fra vandbadet, og koag-
let skilles ved omrering. Der centrifugeres ved 2 000 g i 10 minutter. Supernatanten filtreres gennem et passende
papirfilter (5.8), som gemmes. Bundfaldet i centrifugeglasset vaskes med 50 ml ca. 35 °C varmt vand under omrering.

Der centrifugeres igen ved 2 000 g i 10 minutter. Supernatanten filtreres igennem det samme filter, som er benyttet
ovenfor.
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6.4.

6.4.1.

7.1.

7.2.

8.1.

9.1.

9.2.

10.

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

Bestemmelse af kaseinkvalstof

Efter vaskning overfores bundfaldet kvantitativt til det i punkt 6.3.4 omhandlede filter med destilleret vand. Det tor-
rede filterpapir anbringes i en Kjeldahl-kolbe. Kvzlstofindholdet bestemmes ved Kjeldahl-metoden, som beskrevet i
ISO-standard 8968-2:2001/IDF 20-2:2001.

BLINDPROVE

Der foretages regelmaessigt en blindbestemmelse ved mineralisering ifolge Kjeldahl-metoden, som beskrevet
i 1SO-standard 8968-2:2001/IDF 20-2:2001, p4 et askefrit filter (5.8), der er fugtet med en blanding af 90 ml natri-
umcitratoplesning (4.1), 2 ml meettet calciumchloridoplesning (4.2), 0,5 ml flydende lobe (4.5) og derefter vasket
med 3 x 15 ml destilleret vand.

Forbruget af syre ved titreringen af blindpreven fratraekkes den mangde (4.4), der er anvendt ved titrering af proven.

ANGIVELSE AF RESULTATER

Procenten af skummetmaelkspulver i foderblandinger beregnes ved hjalp af folgende formel:

(NX 6,38

><100) =281
27,5

% SMP =

0,908
hvor
N er det fundne indhold af para-kasein-kvelstof i blandingen udtrykt i procent
27,5 er en faktor til omregning af den fundne kaseinmaengde til skummetmealkspulver

2,81 og 0,908 er korrektionsfaktorer fundet ved regressionsanalyse.

METODENS NGJAGTIGHED
Repeterbarhed

[ mindst 95 % af de undersogte tilfelde har den samme preve analyseret af samme person i samme laboratorium
ved to bestemmelser ikke givet en storre afvigelse end 2,3 g skummetmalkspulver pr. 100 g foderblanding.

Reproducerbarhed

[ mindst 95 % af de undersogte tilfelde har den samme prove analyseret af to forskellige laboratorier ikke givet en
storre afvigelse end 6,5 g skummetmaelkspulver pr. 100 g foderblanding.

BEMARKNINGER

Tilstedeverelse af en stor procentdel af visse ikke-malkeproteiner og specielt sojaprotein kan, for sé vidt de er blevet
opvarmet med malkepulveret, medfore for heje resultater, fordi de udfaeldes sammen med para-kasein.

Tilstedevearelse af karnemalkspulver kan undertiden medfore for lave resultater, da bestemmelsen kun omfatter den
fedtfrie del af proven. Tilstedeverelse af sur kaernemaelk kan give meget lave resultater pd grund af en ufuldstendig
oplesning i citrat-koncentrationen.

Tilstedevearelse af mere end 0,5 % lecithin kan ligeledes medfere for lave resultater.

Foderblandinger med indhold af skummetmaelkspulver, der har vaeret opvarmet til hoje temperaturer (high heat), kan
give for heje resultater pa grund af, at visse malkeserumproteiner udfeldes sammen med para-kaseinet.
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3.1.

4.1.

4.2.

4.3.

BILAG XVII

(Artikel 13)

PAVISNING AF STIVELSE I SKUMMETM.ELKSPULVER, DENATURERET M £LKEPULVER
OG FODERBLANDINGER

FORMAL
Denne metode anvendes til pavisning af stivelse, der bruges som rebestof i denatureret maelkepulver.

Metodens pévisningsgrense er ca. 0,05 g stivelse pr. 100 g prove.

PRINCIP
Der benyttes samme reaktion som ved jodometri:
— kolloidernes binding af fri jod i vandig oplesning

— stivelsesmicellernes absorption og farvedannelse.

REAGENSER

Jodoplasning

— Jod:1,0g

— Kaliumjodid: 2,0 g

— Destilleret vand: 100 ml.

— 1,0 g jod og 2,0 g kaliumjodid opleses i vand i en 100 ml malekolbe. Der fortyndes til 100 ml med vand og
blandes.

APPARATUR
Analysevagt
Kogende vandbad

Reagensglas, 25 mm x 200 mm.

FREMGANGSMADE

1,0 g af proven afvejes med en nejagtighed pa 0,1 g og haeldes pa reagensglas (4,3).
Der tilsaettes 20 ml destilleret vand, og glasset rystes, sd vandet fordeler sig i proven.
Glasset anbringes i kogende vandbad (4,2) og henstdr i fem minutter.

Glasset tages op af vandbadet og afkeles ved rumtemperatur.

Der tilsaettes 0,5 ml jodoplesning (3,1), glasset rystes, og farven iagttages.

ANGIVELSE AF RESULTATER
Hvis indholdet farves blat, viser det, at proven indeholder naturlig stivelse.

Hvis preven indeholder modificeret stivelse, md den ikke farves bla.
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7. BEMZARKNINGER

Farven, farvestyrken og stivelsens udseende under mikroskop varierer athangigt af den naturlige stivelses oprindelse
(f.eks. majs eller kartoffel), og hvilken type modificeret stivelse der findes i praven.

Indeholder proven modificeret stivelse, farves den violet, rod eller brun, alt efter i hvilken grad den naturlige stivelses
krystallinske struktur er modificeret.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

BILAG XVIII

(Artikel 14)

BESTEMMELSE AF VANDINDHOLDET I TORRET FLODE

FORMAL

I dette bilag angives en metode til bestemmelse af vandindholdet i torret flade.

TERMER OG DEFINITIONER
I dette bilag forstds ved:
»vandindhold« massetabet bestemt ved den i dette bilag angivne procedure.

Det angives i masseprocent.

PRINCIP

En analyseprove torres ved 102 + 2 °C til en konstant masse, og preven vejes for at bestemme massetabet.

APPARATUR

Sedvanligt laboratorieudstyr, herunder iser folgende:

Analysevagt, der kan veje med en ngjagtighed pd 1 mg, og som kan afleeses med en nejagtighed pé 0,1 mg
Torreovn, velventileret, termostatstyret, som kan holde en temperatur pa 102 £ 2 °C i hele ovnrummet
Ekssikkator med frisktorret silicagel med indikator for vandindhold eller et andet effektivt terremiddel

Fladbundede skale, dybde ca. 25 mm, diameter ca. 50 mm, af passende materiale (f.eks. glas, rustfrit stal, nikkel eller
aluminium) med taetsluttende 1ag, der er lette af tage af

Flasker med taetsluttende propper til blanding af laboratoriepraverne.

PROVEUDTAGNING

Det er vigtigt, at laboratoriet modtager en prove, som reelt er reprasentativ, og som ikke er blevet skadet eller for-
andret under transport eller opbevaring.

Proveudtagning beskrives ikke i den metode, der er angivet i dette bilag. En anbefalet proveudtagningsmetode findes
iISO 707|IDF 50.

Proven opbevares, si der hverken kan ske adeleggelse eller eendring af sammensatningen.

FORBEREDELSE AF PROVEN

Proven blandes grundigt ved gentagne gange at ryste og vende beholderen (om nedvendigt efter at have placeret alle
prover i en lufttat beholder, der er tilstraekkelig stor til, at blandingen kan foretages).

Hvis dette ikke resulterer i komplet homogenitet, udtages analyseproverne (til 2 enkeltbestemmelser) fra en forbe-
redt prove to steder, der ligger sa langt fra hinanden som muligt.
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7. FREMGANGSMADE
7.1.  Klargoring af skilen
7.1.1. En skl uden ldg pa og dens ldg (punkt 4.4) opvarmes i terreovnen (4.2) ved 102 + 2 °C i mindst 1 time.

7.1.2. Laget legges pa skilen, som placeres i ekssikkatoren (4.3), afkoles til temperaturen i vejerummet og vejes med 0,1 mg
nejagtighed til nermeste mg.

7.2.  Analyseprove

Ca. 1-3g af den klargjorte prove (6) placeres i skalen, der daekkes med laget og vejes med 0,1 mg ngjagtighed til naer-
meste mg.

7.3.  Bestemmelse
7.3.1. Laget tages af skdlen, som placeres sammen med laget i terreovnen (4.2) ved 102 + 2 °C i 2 timer.

7.3.2. Laget leegges igen pd skdlen, som placeres i ekssikkatoren, afkeles til temperaturen i vejerummet og vejes med 0,1 mg
nejagtighed til nermeste mg.

7.3.3. Laget tages af skdlen, som opvarmes igen sammen med ldget i torreovnen i 1 time. Proceduren i 7.3.2 gentages.

7.3.4. Opvarmningen og vejningen gentages, indtil massen falder med 1 mg eller derunder, eller den stiger mellem to pa
hinanden folgende vejninger.

Til beregningen anvendes den laveste registrerede masse.

8. BEREGNING OG ANGIVELSE AF RESULTATER
8.1.  Beregning

Vandindholdet udtrykt i g pr. 100g svarer til:

m,
x 100
m -m

hvor:

my er massen i g af skdlen og ldget (7.1.2)

m, er massen i g af skdlen, ldget og analyseproven inden terring (7.2)
m, er massen i g af skdlen, ldget og analyseproven efter torring (7.3.4).

Resultatet angives med 2 decimaler.

9. PRACISION

Bemerkning: Repeterbarheds- og reproducerbarhedsvaerdierne blev afledt fra en sammenlignende laboratorieprev-
ning (se Steiger, G. Bulletin of IDF No 285/1993, s. 21-28), der blev gennemfort i overensstemmelse
med IDF-standard 135B:1991. Milk and milk products — Precision characteristics of analytical met-
hods — Outline of collaborative study procedure.

9.1.  Repeterbarhed

Den absolutte forskel mellem to uathaengige enkeltresultater, der er opndet med den samme metode pé identisk pro-
vemateriale, pd det samme laboratorium, udfert af den samme person med det samme udstyr og med et kort tids-
interval, bliver i hojst 5 % af tilfeldene storre end 0,20g vand pr. 100g produkt.
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9.2.  Reproducerbarhed

Den absolutte forskel mellem to uathangige enkeltresultater, der er opndet med den samme metode pa identisk test-
materiale pa forskellige laboratorier udfort af forskellige personer med forskelligt udstyr, bliver i hojst 5 % af tilfal-
dene storre end 0,40g vand pr. 100g produkt.

10.  PROVERAPPORT
Proverapporten skal indeholde folgende oplysninger:
— alle de oplysninger, der er nedvendige for fuldstaendig identifikation af proven
— den proveudtagningsmetode, der er anvendt (hvis den kendes)
— den provemetode, der er anvendt med henvisning til dette bilag

— alle provebetingelser, der ikke er specificeret i dette bilag, eller som anses for valgfrie, samt en detaljeret beskri-
velse af alle forhold, der kan have indvirket pé resultatet.

Opndet resultat, og, hvis repeterbarheden er blevet kontrolleret, det endelige registrerede resultat.



29.3.2008

Den Europeiske Unions Tidende

L 88/95

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

BILAG XIX
(Artikel 15)

BESTEMMELSE AF VANDINDHOLDET I SYRNET K ARNEM£ALKSPULVER

FORMAL

Bestemmelse af vandindholdet i syrnet kaernemalkspulver, som oprindeligt er bestemt til foder.

PRINCIP

Proven torres under vakuum. Massetabet bestemmes ved vejning.

APPARATUR
Analysevaegt, der kan veje med en ngjagtighed pd 1 mg, og som kan aflaeses med en nejagtighed pa 0,1 mg

Skéle af korrosionsbestandigt metal eller glas med lufttatte 1g; nyttearealet skal vére stort nok til, at preven kan for-
deles med ca. 0,3 gfcm?.

Elektrisk opvarmet justerbart vakuumterreskab med oliepumpe, som er forsynet med en anordning til tilforsel af tor-
ret varmluft gennem et tdrn med f.eks. calciumoxid eller calciumsulfat (med fugtighedsindikator).

Ekssikkator med et effektivt terremiddel.

Ventileret torreovn med termostatregulering (ved 102 + 2 °C).

FREMGANGSMADE

En skal (3.2) med lag opvarmes i terreovnen (3.5) i mindst 1 time. Laget leegges pé skalen, som straks flyttes over i en
ekssikkator (3.4), afkeles til rumtemperatur og vejes med 0,1 mg nejagtighed til nermeste mg.

Laget tages af skélen, og ca. 5g af proven placeres i skdlen, som vejes med 0,1 mg nejagtighed til neermeste mg. Skdlen
stilles med ldg ind i vakuumterreskabet (3.3), som pa forhand er opvarmet til 83 °C. For at undgd at temperaturen i tor-
reskabet falder for meget, stilles skalen ind sa hurtigt som muligt.

Trykket indstilles til 100 torr (13,3 kPa), og preven terres til konstant vagt (ca. 4 timer) ved dette tryk under tilforsel
af varm, ter luft.

Terringstiden regnes fra det tidspunkt, hvor temperaturen i torreskabet atter er ndet op pa 83 °C. Efter torringstiden er
udlobet, bringes vakuumtorreskabet forsigtigt op pa atmosfarisk tryk. Efter dbning af vakuumterreskabet lukkes ska-
len straks med ldget, tages ud af skabet, henstilles til afkeling i 30 til 45 minutter i ekssikkatoren (3.4) og vejes med
0,1 mg nejagtighed til neermeste mg. Der torres i yderligere 30 minutter i vakuumtorreskabet (3.3) ved 83 °C, og der-
efter vejes pd ny. Opvarmningen og vejningen gentages, indtil massen af skilen med ldg falder med 1 mg eller derun-
der, eller den stiger mellem to pa hinanden folgende vejninger. Til beregningen anvendes den laveste registrerede masse.

BEREGNING
% vandindhold = (m; - m,) [ (m; —m,) x 100 %
hvor

m, er massen af skilen og laget
m,; er massen af skdlen, ldget og analyseproven inden torring

m, er massen af skdlen, ldget og analyseproven efter torring.

Resultatet registreres med en nejagtighed pé 0,1 g pr. 100 g.
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6. PRACISION
6.1. Repeterbarhed

Den absolutte forskel mellem to uathengige enkeltresultater, der er opndet med den samme metode pé identisk pro-
vemateriale, pd det samme laboratorium, udfert af den samme person med det samme udstyr og med et kort tidsin-
terval, bliver i hojst 5 % af tilfaeldene storre end 0,4 g vand pr. 100 g kaernemalkspulver.

6.2. Reproducerbarhed

Den absolutte forskel mellem to uathengige enkeltresultater, der er opndet med den samme metode pa identisk test-
materiale pa forskellige laboratorier udfert af forskellige personer med forskelligt udstyr, bliver i hejst 5 % af tilfael-
dene storre end 0,6 g vand pr. 100 g syrnet kernemalkspulver.

6.3. Kilde for precisionsdata

Pracisionsdataene blev bestemt ud fra et forseg, der blev udfert i 1995, og som omfattede otte laboratorier og 12 pre-
ver (seks blinde dobbeltanalyser).
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4.1.

BILAG XX

(Artikel 16)

REFERENCEMETODE TIL BESTEMMELSE AF M ALKEFEDTS RENHED VED GASKROMATOGRAFISK

ANALYSE AF TRIGLYCERIDER — REVISION 2

FORMAL OG ANVENDELSESOMRADE

Denne standard fastsatter en referencemetode til bestemmelse af melkefedts renhed ved gaskromatografisk ana-
lyse af triglycerider. Savel vegetabilske fedtstoffer som animalske fedtstoffer, f.eks. oksetalg og svinefedt, kan
pavises.

Ved brug af veldefinerede triglyceridformler bestemmes maelkefedts renhed. Generelt anvendes metoden til tank-
komzlk eller produkter heraf, uanset fodrings-, avls- eller laktationsforholdene. Kun fodring med ekstraordinzrt
stort indhold af rene vegetabilske olier, f.eks. rapsolie, kan fordrsage falsk positive resultater. Mejeriprodukter fra
enkeltkoer kan ligeledes forarsage et falsk positivt resultat.

Metoden anvendes i seerdeleshed til fedt ekstraheret fra mejeriprodukter, der angiveligt indeholder rent melkefedt
med uzndret sammensztning, f.cks. smor, flode, malk og malkepulver. Teknologisk behandling af maelkefedt,
f.eks. fjernelse af cholesterol eller fraktionering, kan fordrsage et falsk positivt resultat. Det gaelder ogsd maelkefedt
fra skummetmaeelk eller keernemaelk. Metoden kan ikke altid anvendes til fedt ekstraheret fra ost, fordi modnings-
processen kan pavirke fedtsammenszatningen sd meget, at der fas et falsk positivt resultat.

Bemerkning 1:  Smersyre (n-butansyre) (C,) foreckommer udelukkende i maelkefedt og gor det muligt at foretage
kvantitative sken over lave til middelstore mangder af maelkefedt i vegetabilske og animalske fedt-
stoffer. Da massefraktionen af C, varierer meget fra 3,1 % til 3,8 %, er det imidlertid vanskeligt at
tilvejebringe kvalitative og kvantitative oplysninger om fremmede fedtstoffer ved massefraktioner
af rent maelkefedt pa op til 20 % [1].

Bemerkning 2:  Kvantitative resultater kan i praksis ikke afledes af vegetabilske fedtstoffers sterolindhold, da det er
forskelligt alt efter produktions- og forarbejdningsbetingelser. Desuden er den kvalitative bestem-
melse af fremmede fedtstoffer ved hjelp af steroler tvetydig.

DEFINITION

Ved »malkefedts renhed« forstés fraveer af vegetabilske og animalske fedtstoffer bestemt ved den i denne standard
angivne procedure.

Bemerkning:  Renheden bestemmes ved anvendelse af S-vardier, som beregnes pa grundlag af triglyceridsammen-
setningen. Massefraktionerne af triglycerid udtrykkes i procent.

PRINCIP

Fedt ekstraheret fra malk eller mejeriprodukter analyseres ved gaskromatografi med en pakket kolonne eller en
kort kapillarkolonne for at bestemme triglyceriderne (TG), adskilt pr. kulstofnummer. S-vardierne beregnes ved at
indsatte massefraktionen udtrykt i % af fedtmolekyler af forskellig storrelse (C,, til Cs,, kun lige kulstofnumre) i
egnede TG-formler. Hvis S-vardierne overskrider de granser, der er fastsat for rent malkefedt, er der pavist fore-
komst af fremmed fedtstof.

Bemerkning 1:  Det er blevet pavist at savel pakkede kolonner som kapillarkolonner er egnede og ligestillede [2-4].

Bemerkning 2:  S-vaerdien er en sum af TG-massefraktioner, der hver ganges med fastlagte faktorer.

REAGENSER
Alle reagenser skal veere af anerkendt analysekvalitet.

Bacregas: kvalstof eller, alternativt, helium eller brint, alle med en renhedsgrad pa 99,995 % eller derover.
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4.2. Standardiseret fedt til standardisering af standardmalkefedt, jf. punkt 7.3.3
4.2.1.  Standardtriglycerider, maettede; egnede produkter kan fis i handelen

4.2.2.  Standardcholesterol

4.3. Methanol(CH;OH), vandfri

4.4. n-Hexan (CH;(CH,)4CH;)

4.5. n-Heptan (CH;(CH,)5CHj;)

4.6. Andre gasser: brint, med en renhedsgrad pa 99,995 % eller derover, uden organiske urenheder (C,H,,, < 1 pl/l); syn-
tetisk luft, uden organiske urenheder (C,H,, < 1 pl/l)

4.7. Vandfri natriumsulfat (Na,SO,).

5. APPARATUR
Sadvanligt laboratorieudstyr, herunder iser folgende:
5.1. Hgjtemperaturgaskromatograf

Hojtemperaturgaskromatografen skal veere egnet til temperaturer pd mindst 400 °C og vere forsynet med en flam-
meioniseringsdetektor (FID). Septa, der anvendes i injektoren, skal kunne modstd hgje temperaturer og vise meget
lille bledning. Ved gaskromatografi med kapillarkolonner anvendes direkte injektion pd kolonnen. Der anvendes
altid grafitferruler til at tilslutte kolonnen og injektor- ogfeller detektorindsatser (hvor det er relevant).

5.2 Kromatografikolonne
5.2.1.  Pakket kolonne

Der anvendes en glaskolonne med en indvendig diameter pd 2 mm og en leengde pa 500 mm, som er pakket med
en stationzr fase af 3 % OV-1 pd 125 pm til 150 pm (100 til 120 mesh) Gas ChromQ (). Forberedelse, silanise-
ring, pakning og konditionering af kolonnen er beskrevet i tillag A.

Alternativt kan der anvendes en kapillarkolonne (5.2.2).
5.2.2.  Kapillarkolonne

Der anvendes en kort kapillarkolonne, f.eks. med en leengde pa 5 m, med en ikke-poler stationzr fase, der kan
modstd temperaturer pd 400 °C eller derover (?). Kolonnen konditioneres ved at foretage 20 analyser af en mzl-
kefedtoplesning (7.2) pd 2-3 dage med de indstillinger, der er angivet i punkt 7.3.4.2. Derefter skal responsfakto-
rerne (7.3.3) ligge taet pd 1 og under 1,20.

Bemearkning:  Kolonner med forskellige dimensioner og forskellige ikke-polzre, hojtemperaturresistente faser kan
anvendes, ndr blot deres ydeevne er i overensstemmelse med denne standard. Se ogsd punkt 7.3.4.2.

5.3. 1-3 ml Extrelut-kolonne med silicagel, anvendes udelukkende til ekstraktion af mealkefedt efter punkt 7.1.3

5.4. Grafitferruler, der kan modsta temperaturer pa 400 °C eller derover; anvendes til at tilslutte gaskromatografkolon-
nen og injektor- ogfeller detektorindsatser

5.5. Vandbad, som kan holde en temperatur pd 50 °C £ 2 °C
5.6. Ovn, som kan fungere ved 50 °C + 2 °C 0og 100 °C + 2 °C

5.7. Mikroliterpipette

(") Eksempel pd et egnet produkt, der kan fds i handelen. Oplysningen gives som en hjeelp til brugere af dette bilag, men den udger ikke en
officiel godkendelse af produktet.

(?) CP-Ultimetal SimDist (5 m x 0,53 mm x 0,17 um) er et eksempel pa et egnet produkt, der kan fas i handelen. Oplysningen gives som en
hjelp til brugere af dette bilag, men den udger ikke en officiel godkendelse af produktet.
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5.8.

5.9.

7.1.

Malepipette pa 5 ml

50 ml rundbundet kolbe

Erlenmayerkolbe, nominelt rumfang 250 ml
Tragt

Finporet filtrerpapir

Rotationsfordamper

Proveglas, nominelt rumfang 1 ml, der kan lukkes med polytetrafluoroethylen-foret hatte eller skrueldg af
aluminium

Injektionssprojte; sprojtens stempel md ikke traenge ind i kanylespidsen (for pakket kolonne)
Bemerkning: Med sddanne sprojter opnds en bedre repeterbarhed for resultaterne.

Analysevagt, der kan veje med en ngjagtighed pd 1 mg, og som kan afleeses med en nejagtighed pé 0,1 mg

PROVEUDTAGNING

Der skal sendes en reprasentativ prove til laboratoriet. Proven ma ikke veare blevet skadet eller forandret under
transport eller opbevaring.

Proveudtagning beskrives ikke i den metode, der er angivet i dette bilag. En anbefalet proveudtagningsmetode fin-
des i ISO 707|IDF 50 [5].

FREMGANGSMADE

Forberedelse af prover

En af folgende tre metoder til melkefedtekstraktion benyttes til forberedelse af prover.
Isolering fra smer eller smorolie

50-100 g af proven smeltes ved 50 °C i vandbad (5.5) eller ovn (5.6). 0,5-1,0 g natriumsulfat (4.7) anbringes i et
foldet filtrerpapir (5.12). En 250 ml erlenmeyerkolbe (5.10) og en tragt (5.11) med filterindsats forvarmes i ovnen
(5.6) til 50 °C. Den smeltede proves fedtlag filtreres, mens kolben, tragten og filteret, der er forvarmet, holdes inde
ovnen. Der sorges omhyggeligt for, at der ikke overfores valle.

Kun hvis der kun er en begranset provemangde til rddighed, kan der anvendes en mindre prove, og fremgangs-
méden bor tilpasses tilsvarende. Handtering af en mindre analyseprove indebarer dog en storre risiko for, at man
far en ikke-repraesentativ prove.

Bemerkning 1:  Smer kan fremstilles af flade ved hjalp af keerning og grundig skylning af de udkarnede smerkorn.

Bemerkning 2:  Det malkefedt, der fremkommer ved anvendelse af fremgangsmadden i punkt 7.1.1, vil vere
nasten helt fri for fosfolipider.

Ekstraktion efter Rose—Gottlieb-metoden

Fedtfraktionen ekstraheres fra proven ved hjelp af den gravimetriske metode, der er beskrevet i en af standarderne
ISO 1211 IDF 001D, ISO 2450IDF 016C eller ISO 7328IDF 116A.

Bemerkning:  Hvis der forekommer fosfolipider i malkefedtet, fremkommer der en cholesteroltop, der oges med
ca. 0,1 %. TG-sammensatningen standardiseret til 100 % inkl. cholesterol bliver derved kun pévir-
ket i uvasentligt omfang.
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7.1.3.

7.2.

7.3.

7.3.2.1.

7.3.2.2.

Ekstraktion fra meelk ved brug af silicagelkolonner

Med en mikroliterpipette (5.7) tilsattes 0,7 ml prove lunet til 20 °C til en 1-3 ml Extrelut-kolonne (5.3). Man lader
den fordele sig ensartet pd silicagelen i ca. 5 min.

Til denaturering af proteinlipidkomplekserne tilsettes der med mélepipette (5.8) 1,5 ml methanol (4.3) til Extrelut-
kolonnen. Derefter ekstraheres fedtfraktionen fra proven med 20 ml n-hexan (4.4). n-Hexanen tilsattes langsomt
i smd mangder. Oplosningsmidlet samles i en 50 ml rundbundet kolbe (5.9), som er torret til en konstant, kendt
masse, der er vejet med 0,1 mg nejagtighed til neermeste mg.

Efter ekstraktion henstdr kolonnen til afdrypning, indtil den er tom. Oplosningsmidlerne afdampes fra eluatet pa
en rotationsfordamper (5.13) ved en vandbadstemperatur pa 40-50 °C. Nér oplesningsmidlerne er afdampet, tor-
res den rundbundede kolbe, der vejes med 0,1 mg nejagtighed til naermeste mg. Fedtmeangden bestemmes ved at
treekke den terrede, tomme rundbundede kolbes masse fra den fremkomne masse.

Bemerkning:  Fedtekstraktioner ifelge Gerber-, Wibull-Berntrop- eller Schmid-Bondszinsky-Ratzlaff-metoderne
eller ved isolering af melkefedt ved brug af detergenter (BDI-metode) er ikke egnet til TG-analyse,
da store maengder partielle glycerider eller fosfolipider kan medga i fedtfasen ved disse metoder. Der-
for er anvendelsen af dette bilag begranset for visse produkter, bl.a. ost.

Fremstilling af proveoplesningen

Til gaskromatografi med pakket kolonne fremstilles der en 5 %-oplesning (volumenfraktion) af fedtstoffet (tilve-
jebragt efter punkt 7.1) i n-hexan (4.4) eller n-heptan (4.5). Athangigt af kolonnedimensionerne anvendes en kon-
centration pa 1 % (0,53 mm, stor indvendig diameter) eller lavere til direkte injektion pé en kapillarkolonne.

Pa grundlag af den anvendte kolonne og fedtmassen fremkommet efter punkt 7.1.3 bestemmes, hvor meget oplos-
ningsmiddel (4.4 eller 4.5) der skal tilsettes til provematerialet i kolben ved vejning med 0,1 mg nejagtighed til
narmeste mg. Resten oploses fuldsteendigt.

Ca. 1 ml af proveoplosningen overfores til et proveglas (5.14).

Kromatografisk triglyceridbestemmelse

Basislinjens drift

For at minimere basislinjens stigning skal kolonnen konditioneres som angivet i punkt 5.2.2 (kapillarkolonne) eller
5.2.1 (pakket kolonne).

Bemerkning: P grund af den heje kolonnetemperatur er TG-analysen sarligt modtagelig for en basislinjestigning
for de heje kulstofnumre.

Injektionsteknik

Pakket kolonne

For at undgé fraktionering benyttes der »hot injection¢, hvorved der opnds bedre kvantitativ bestemmelse af de hojt-
kogende TG-komponenter. Kanylen fyldes med luft ved at trackke fedtoplasningen op i sprojten. Kanylen indseet-
tes i injektoren. Kanylen opvarmes inden injektionen i ca. 3 sek. Derefter injiceres sprojtens indhold meget hurtigt.

Kapillarkolonne

Nar der anvendes kold, direkte injektion pd kolonnen (7.3.4.2), indsattes sprojtens kanyle, og der injiceres straks.
Kanylen skal blive i injektionsporten i et tidsrum, sd der undgés bred haledannelse for oplasningsmidlets top.

Bemeerkning:  Det optimale tidsrum er typisk 3 sek.
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7.3.3.1.

7.3.3.2.

7.3.3.3.

7.3.4.1.

Kalibrering
Generelt

Til kalibrering af preverne gennemfores 2-3 analyser af standardiseret malkefedt ved begyndelsen af hver dag. Den
seneste analyse af det standardiserede malkefedt anvendes til at bestemme TG’s og cholesterols responsfaktorer
RF,; (massefraktion/arealfraktion), og responsfaktorerne anvendes til de efterfolgende prover (f. 9.1):

WX DA
RF, = o (1)
ZWSiXASi
hvor
Wy er massefraktionen udtrykt i % af hver TG eller cholesterol i det standardiserede mealkefedt
Ay er den numeriske veerdi af toparealet for hver TG eller cholesterol i det standardiserede malkefedt.

Enten 7.3.3.2 eller 7.3.3.3 anvendes til at frembringe standardiseret maelkefedt med en kendt TG-sammensatning.
Standardiseret malkefedt, der fis i handelen

Responsfaktoren for provens enkeltbestanddele bestemmes bedst ved at anvende standardiseret malkefedt med en
certificeret TG-sammensaetning.

Bemerkning:  En egnet standard er CRM 519 (vandfrit maelkefedt), der salges af Institute for Reference Materials
and Measurements (IRMM), Geel, Belgien (?).

Laboratoriefremstillet standardiseret malkefedt

Der forberedes ca. 1 g blanding af de standardiserede fedtstoffer (jf. 4.2), der mindst indeholder de mettede TG'er
Cyar C30, Cs6, Cuyy Cug 0g Csy samt cholesterol og desuden helst Cs, 0g Cs,, 0g som vejes med 0,1 mg nojagtig-
hed til neermeste mg, med henblik pé at opnd en relativ TG-sammensaetning, der svarer til maelkefedt.

Der foretages gentagne analyser af en oplesning af blandingen af de standardiserede fedtstoffer i n-hexan (4.4) eller
n-heptan (4.5) efter 7.3.4. I samme sekvens analyseres gentagne gange malkefedt med en gennemsnitlig
sammensatning.

TG-responsfaktorerne bestemmes ud fra blandingen af de standardiserede fedtstoffer. Mellemliggende responsfak-
torer for TG'er, der ikke forekommer i blandingen, kan findes ved matematisk interpolering. Responsfaktorerne
for maelkefedtet anvendes til at fremstille en standardiseret sammensaetning. Det siledes fremstillede standardise-
rede malkefedt har en holdbarhed p flere dr, hvis det opbevares i kvaelstof ved en temperatur pd maks. — 18 °C.

Kromatografiske betingelser

Bemerkning:  Anvendelse af pakkede kolonner eller kapillarkolonner resulterer generelt i en resolution, der svarer
til figur 1. Adskillelse af TG’er med lige numre observeres normalt ikke og skal undgis.

Pakket kolonne

a)  Temperaturprogram: Ovnen indstilles til 210 °C (initialtemperatur). Denne temperatur holdes i 1 min. Der-
efter @ges temperaturen gradvis med 6 °C/min. til 350 °C. Denne temperatur (sluttemperatur) holdes i 5 min.

b) Detektor- og injektortemperatur: Begge indstilles til 370 °C.

¢)  Beregas: Der anvendes kvalstof ved en konstant gennemstremningshastighed pa 40 ml/min. Det nejagtige
baeregasflow reguleres saledes, at Cs, elueres ved 341 °C.

d)  Analysevarighed: 29,3 min.

¢) Injektionsvolumen: Der injiceres 0,5 pl af en 5 %-proveoplesning (volumenfraktion).

() Eksempel pa et egnet produkt, der kan fas i handelen. Oplysningen gives som en hjelp til brugere af dette bilag, men den udger ikke en
officiel godkendelse af produktet.



L 88/102

Den Europziske Unions Tidende

29.3.2008

7.3.4.2.

Hvis der ikke gennemfores TG-analyser, holdes ovnens initialtemperatur som angivet i litra a), detektor- og injek-

tortemperatur som angivet i litra b) og baeregasflowet som angivet i litra ¢) pd et konstant niveau, ogsd natten over

og i weekender og pd helligdage. Dette sikrer, at kolonnen fungerer optimalt.

Kapillarkolonne

a)  Temperaturprogram: Ovnen indstilles til 80 °C (initialtemperatur). Denne temperatur holdes i 0,5 min. Der-
efter gges temperaturen gradvis med 50 °C/min. til 190 °C og derefter med 6 °C/min. til 350 °C. Denne tem-
peratur (sluttemperatur) holdes i 5 min.

b) Detektortemperatur: Indstilles til 370 °C.

¢)  Baregas: Der anvendes kvalstof ved en konstant gennemstremningshastighed pa 3 ml/min.

d)  Analysevarighed: 34,4 min.

¢) Injektionsvolumen: Der injiceres 0,5 pl af en 1 %-proveoplesning (volumenfraktion).

Indstillingerne opretholdes ogsd ved standby for at sikre den bedst ydeevne (if. 7.3.4.1).

De analyseindstillinger, der er angivet i 7.3.4.2, er egnede til anvendelse med en kolonne med stor indvendig dia-
meter (0,53 mm), jf. 5.2.2. Der kan gaelde andre betingelser, hvis der anvendes en anden kolonnestorrelse eller fase.

INTEGRATION, EVALUERING OG KONTROL AF ANALYSEPRASTATION

Kromatogrammets toppe evalueres med et integrationssystem, hvormed basislinjen kan plottes og reintegreres.
Figur 1 viser et korrekt integreret kromatogram, men figur 2 viser en sporadisk fejl pd basislinjen, der ender efter
C,,, og som pavirker procentdelene for alle TG'er. Ikke desto mindre udelukkes toppe, der eluerer efter Cs, fra
evalueringen.

TG'er med ulige acyl-C-nummer (2n + 1) kombineres med det forudgdende TG med lige nummer (2n). Det lave
C,¢-indhold tages ikke i betragtning. De resterende TG'ers arealandel, inkl. cholesterol, multipliceres med de til-
svarende responsfaktorer for det standardiserede malkefedt (seneste kalibrering), og summen sattes til 100 %,
jf. 9.1.

Figur 1
Eksempel pi et triglyceridkromatogram af maelkefedt med korrekt indstillet basislinje
C38

26,d min

Figur 2

Eksempel pi et triglyceridkromatogram af meelkefedt med ukorrekt indstillet basislinje
C38

ukorrekt
basislinje
C32
C24
\ | cog C28

2,4 min 26,0 min
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For at kontrollere malebetingelserne sammenlignes med variationskoefficienterne (VK), udtrykt i %, for de forskel-
lige TG'er i tabel 1 beregnet ud fra 19 pd hinanden folgende analyser af den samme maelkefedtprove.

Hvis VK’erne ligger betragteligt hojere end de vaerdier, der fremgar af tabel 1, er de kromatografiske betingelser
ikke egnede.

Bemerkning:  Vaerdierne i tabel 1 er ikke obligatoriske og er blot en vejledning for kvalitetskontrollen.

Hvis der imidlertid accepteres hejere VK-veardier, skal grenserne for repeterbarhed og reproducer-
barhed i punkt 10 alligevel overholdes.

Tabel 1

Variationskoefficienter for triglyceridindholdet (19 pi hinanden folgende analyser)

Triglycerid VK %
Cos 10,00
Cae 2,69
Cag 3,03
Cso 1,76
[ 1,03
Cis 0,79
Cye 0,25
Cag 0,42
Cao 0,20
C.» 0,26
Cas 0,34
Cus 0,37
Cug 0,53
Cso 0,38
Cs, 0,54
Css 0,60

BEREGNING OG ANGIVELSE AF RESULTATER
Triglyceridsammensatning
Beregning

Massefraktionen, w;, beregnes for hvert TG (for i = C,,, Cy6, Cas, C50, C32, C4 Cs6, Cig0 Cuor Caar Casy Cusr Cus
Cs0, Cs, 0g Cs,) og cholesterol udtrykt i % af provens samlede TG-indhold ved hjalp af folgende ligning:

Al * RFsi
W= =13 %100 2
OX(APRE)
hvor
A, er den numeriske veerdi af toparealet for hver TG i proven

RE;  er responsfaktoren for hver TG bestemt ved kalibrering (7.3.3).

si

Angivelse af resultater

Resultatet angives med 2 decimaler.
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9.2.

9.2.1.

9.2.1.1.

9.2.1.2.

9.2.1.3.

9.2.1.4.

9.2.1.5.

9.2.1.6.

9.2.2.

9.3.

S-veerdier

Beregning

S-vardierne, udtrykt i %, beregnes ved at indsztte den beregnede w; (9.1.1) for de relevante TG-andele i ligning 3-7.
Alle ligningerne anvendes, uanset hvilken type fremmed fedtstof man formoder forekommer.

Sojaolie, solsikkeolie, olivenolie, rapsolie, horfraolie, hvedekimolie, majskimolie, bomuldsfreolie og fiskeolie

S=2,0983 Wz + 0,728 8 Wesy + 0,692 7 - Wegg + 0,635 3 Wegg + 3,745 2 Wego—1,2929 - weyy + 1,354 4+
Weas + 1,701 3 weye + 2,528 3 - wesg (3)

Kokosfedt og palmekernefedt

S=3,7453 Wesy + 1,113 4 - weyg + 1,364 8 Wegg + 2,154 4 weyy + 0,427 3 weyy + 0,580 9 - weye + 1,292 6 -
Weas + 1,030 6 - wesg + 0,995 3 - wes, + 1,239 6 - wes, (4)

Palmeolie og oksetalg

S=3,6644 Wepg + 5,229 7 - Weso — 12,507 3 - gy + 4,428 5 - gy — 0,201 0 wegg + 1,279 1+ wesgg +
6,743 3 - Weao— 4,271 4 - Weyy +6,373 9 Wiy (5)

Svinefedt

§=6,5125 Wyt 1,205 2 Wesy + 1,733 6 - wegy + 1,755 7 " Wesg + 2,232 5 - Weyy + 2,800 6 - Wiy + 2,543 2
Wesy +0,989 2 - wesy, (6)

Alle

S==27575 Weyg + 6,407 7 - Weyg + 5,543 7 Wezo — 15,324 7 - Wegy + 6,260 0 Wegy + 8,010 8 - Wy —
5,033 6 Wegs + 0,635 6 - Wegq + 6,017 1 weyg (7)

Angivelse af resultater

Resultatet angives med 2 decimaler.

Pavisning af fremmede fedtstoffer

De fem S-verdier fremkommet efter 9.2.1 sammenlignes med de tilsvarende S-granser i tabel 2.

Proven betragtes som rent melkefedt, hvis alle fem S-veardier ligger under granserne i tabel 2. Hvis en eller flere af
S-vaerdierne ligger over den pagaldende granse, anses proven for at indeholde et fremmed fedtstof.

Skent de specifikke ligninger 3-6 er mere folsomme over for visse fremmede fedtstoffer end ligning 7 (alle) (jf. tabel
B.1), kan der ikke pa grundlag af et positivt resultat ved kun én af ligningerne 3-6 drages konklusioner om typen
af fremmed fedtstof.

[ tilleg B beskrives en procedure til beregning af indholdet af vegetabilske eller animalske fedtstoffer i det forfal-
skede malkefedt. Proceduren er ikke valideret og er udelukkende ment som information.

Tabel 2

S-grenser for rent meelkefedt

Fremmed fedtstof Ligning S-graenser (%)

Sojaolie, solsikkeolie, olivenolie, rapsolie, horfraolie, hvedekimolie, (3) 98,05-101,95
majskimolie, bomuldsfreolie og fiskeolie

Kokosfedt og palmekernefedt (4) 99,42-100,58
Palmeolie og oksetalg (5) 95,90-104,10
Svinefedt (6) 97,96-102,04
Alle %) 95,68-104,32

(%) Beregnet pd et konfidensniveau pd 99 %, sd tilsat fremmed fedtstof kun angives, hvis pavisningsgranserne for den relevante
ligning er overskredet (jf. tabel B.1).
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10.

10.1.

10.2.

10.3.

11.

PRACISION
Sammenlignende laboratorieprovning

Repeterbarheds- og reproducerbarhedsvardierne blev bestemt pd grundlag af ligning 3-7 ved anvendelse af rent
malkefedt og ma ikke anvendes pa andre matrixer end de anforte.

Repeterbarhed

Den absolutte forskel mellem to enkeltresultater, der er opndet med den samme metode pd identisk provemate-
riale, pd det samme laboratorium, udfert af den samme person med det samme udstyr og med et kort tidsinterval,
overskrider i hojst 5 % af tilfeeldene de graenser, der er anfort i tabel 3.

Tabel 3

Repeterbarhedsgranser, r, for ligning 3-7

Fremmed fedtstof Ligning r%
Sojaolie, solsikkeolie, olivenolie, rapsolie, harfraolie, hvedekimolie, (3) 0,67
majskimolie, bomuldsfreolie og fiskeolie
Kokosfedt og palmekernefedt (4) 0,12
Palmeolie og oksetalg (5) 1,20
Svinefedt (6) 0,58
Alle ) 1,49
Reproducerbarhed

Den absolutte forskel mellem to enkeltresultater, der er opndet med den samme metode pa identisk prevemate-
riale pd forskellige laboratorier udfert af forskellige personer med forskelligt udstyr, overskrider i hojst 5 % af til-
feeldene de greenser, der er anfort i tabel 4.

Tabel 4

Reproducerbarhedsgranser, R, for ligning 3-7

Fremmed fedtstof Ligning R %
Sojaolie, solsikkeolie, olivenolie, rapsolie, horfraolie, hvedekimolie, (3) 1,08
majskimolie, bomuldsfreolie og fiskeolie
Kokosfedt og palmekernefedt (4) 0,40
Palmeolie og oksetalg (5) 1,81
Svinefedt (6) 0,60
Alle (7) 2,07
MALEUSIKKERHED

Med repeterbarhedsgransen (1) og reproducerbarhedsgransen (R) kan den ekspanderede usikkerhed for en S-veardi
beregnes.

Ved at medregne den ekspanderede usikkerhed (baseret pd dobbeltanalyser) i S-vardierne i tabel 2 fis udvidede
S-vaerdier, som er anfert i tabel 5.

Tabel 5

Udvidede S-greenser for rent malkefedt, inkl. den ekspanderede usikkerhed

Fremmed fedtstof Ligning Udvidede S-granser
Sojaolie, solsikkeolie, olivenolie, rapsolie, horfraolie, hvedekimolie, (3) 97,36-102,64
majskimolie, bomuldsfreolie og fiskeolie
Kokosfedt og palmekernefedt (4) 99,14-100,86
Palmeolie og oksetalg (5) 94,77-105,23
Svinefedt (6) 97,65-102,35
Alle ) 94,42-105,58
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12.

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:

alle de oplysninger, der er nedvendige for fuldstandig identifikation af proven
den proveudtagningsmetode, der er anvendt (hvis den kendes)
den provemetode, der er anvendt med henvisning til dette bilag

alle provebetingelser, der ikke er specificeret i dette bilag, eller som anses for valgfrie, samt en detaljeret beskri-
velse af alle forhold, der kan have indvirket pa resultatet

opndet resultat, og, hvis repeterbarheden er blevet kontrolleret, det endelige registrerede resultat.
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Al

A1l

A1.2

Al3

Al.4

A.l5

A.l1.6

A.l1.6.1

A.1.6.2

A.1.6.3

A.1.6.4

A.1.6.5

A.1.6.6

A.1.6.7

A2

TILLAG A

(normativt)

KLARG@RING AF PAKKET KOLONNE

REAGENSER OG APPARATUR

Toluen (C,H,CH;)

Oplosning af dimethyldichlorsilan [Si(CH,)2Cl,]

50 ml dimethyldichlorsilan opleses i 283 ml toluen (A.1.1)

Kakaosmeroplesning, med en massefraktion pad 5 % kakaosmer, i n-hexan (4.4) eller n-heptan (4.5)

Stationzer fase, 3 % OV-1 pd 125/150 pum (100-120 mesh) GasChromQ (?)

Bemerkning: Partikelangivelsen er omregnet til pm ifolge BS 410 (alle dele) [¢]

Glaskolonne med en indvendig diameter pd 2 mm og en lengde p& 500 mm, U-formet

Apparatur til fyldning af den pakkede kolonne

Kolonne til pafyldning, med paskruede endestykker og et maerke, der viser, hvortil den kravede maengde stationare
fase kan péfyldes

Finmasket si (maskestorrelse pa ca. 100 pm) med skrueldg, der er egnet til at forsegle glaskolonnen som i fig. A.3

Silaniseret glasuld, deaktiveret

Vibrator til hjalp til ensartet fordeling af den stationare fase ved pafyldningen

Udstyr til silanisering af kolonnens glasoverflade

Woulff-flaske

Vandsugepumpe

SILANISERING (DEAKTIVERING AF GLASOVERFLADEN)

Efter at Woulff-flasken (A.1.6.6) er forbundet med vandsugepumpen (A.1.6.7), dyppes slange 2 (jf. figur A.1) ned
i dimethyldichlorsilanoplesningen (A.1.2). Kolonnen (A.1.5) fyldes med oplesningen ved at lukke hanen. Hanen
dbnes igen, og derefter fjernes de to slanger. Kolonnen fastgeres pé et stativ og fyldes helt op med dimethyldich-
lorsilanoplesning (A.1.2) ved hjelp af en pipette.

() Eksempel pa et egnet produkt, der kan fas i handelen. Oplysningen gives som en hjelp til brugere af dette bilag, men den udger ikke en
officiel ISO- eller IDF-godkendelse af produktet.
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Figur A.1

Silaniseringsapparatur

4 1
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o

Signaturforklaring

1
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5
6

slange 1

slange 2
vandsugepumpe
hane
glaskolonne

dimethyldichlorsilan og toluen

Kolonnen henstar i 20-30 min. Derefter udskiftes Woulff-flasken med en sugekolbe. Kolonnen temmes ved at til-
slutte den til vandsugepumpen (A.1.6.7) (jf. figur A.2). Den tomte kolonne gennemskylles successivt med 75 ml
toluen (A.1.1) og 50 ml methanol (4.3) ved at dyppe slange 2 i oplosningsmidlet. Den skyllede kolonne torres i
ovnen (5.6) ved 100 °C i ca. 30 min.

Figur A.2

Skylleapparatur
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A3 PAFYLDNING

Til kolonnepéfyldning anvendes apparaturet i figur A.3. Den stationere fase (A.1.4) fyldes i pafyldningskolonnen
(A.1.6.1) op til market. Den nedre del af den glaskolonne, der skal fyldes, forsegles med en ca. 1 cm lang tot sila-
niseret, komprimeret glasuld (A.1.6.3). Kolonnens ende lukkes med den finmaskede si (A.1.6.2).

Figur A.3

Pafyldning af glaskolonnen
| E

2 -

L

Signaturforklaring

1 kvalstofindtag

2 pafyldningskolonne, der fyldes med OV-1 op til maerket

3 glaskolonne, der skal fyldes

4 skrueldg med filter, som glasfiberen og den stationare fase presses imod

Kolonnen fyldes med den stationaere fase under tryk (300 kPa og et kvalstofflow). For at fd en ensartet, sammen-
haengende og fast pakning fores en vibrator op og ned i glaskolonnen under fyldningen. Efter fyldningen presses
en massiv tot silaniseret glasuld (A.1.6.3) ind i den anden ende af den pakkede kolonne. De ender, der rager frem,
afskaeres. Glasuldstotten presses nogle f& millimeter ind i kolonnen med en spatel.

A4 KONDITIONERING

Under trin a) til ¢) ma kolonnens bageste ende ikke forbindes med detektoren for at undga forurening. Den fyldte
kolonne (A.3) konditioneres saledes:

a)  Kolonnen skylles med kvzlstof i 15 min. med en gennemstremningshastighed pa 40 ml/min og ovnen ind-
stillet pa 50 °C.

b)  Kolonnen opvarmes med 1 °C/min. indtil 355 °C med et kvalstofflow pd 10 ml/min.

¢) Kolonnen henstér i 12-15 timer ved 355 °C.
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Der injiceres to gange 1 pl kakaosmeroplesning (A.1.3) ved anvendelse af samme temperaturprogram som
for den pakkede kolonne, jf. 7.3.4.1.

Bemearkning:  Kakaosmer bestdr nasten udelukkende af hojtkogende Csy, til Cs, TG'er, hvilket reducerer ind-
satsen i forbindelse med kolonnekonditionering for s vidt angér de respektive responsfaktorer.

Der injiceres 20 gange 0,5 pl mealkefedtoplosning efter 7.2 pd 2-3 dage med de indstillinger, der er angivet i
punkt 7.3.4.1.

—  Der anvendes udelukkende kolonner med responsfaktorer taet pd 1 til analyse af prover. Responsfakto-
rerne ma ikke veare storre end 1,20.
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B.1

B.2

TILLAG B
(vejledende)

KVANTITATIV BESTEMMELSE AF INDHOLDET AF FREMMEDE FEDTSTOFFER

GENERELT

[ tabel B.1 angives pavisningsgranserne for de forskellige fremmede fedtstoffer beregnet med en konfidens pa 99 %.
Den midterste kolonne viser pavisningsgranserne for de bedste specifikke ligninger 3-6.

Pavisningsgranserne for ligning 7 (totalligningen), der er angivet i kolonne til hejre, er noget hgjere. I princippet behe-
ves kun ligning 7 til kvantitativ bestemmelse af fremmede fedtstoffer.

Der kan med samtlige ligninger pavises blandinger af forskellige fremmede fedtstoffer. Variationen af
TG-sammensetningen mellem forskellige enkeltprover af en enkelt type af fremmede fedtstoffer har ingen veesentlig
indflydelse pa pavisningsgranserne.

Nar savel de specifikke ligninger som totalligningen anvendes, galder de specifikke ligningers pavisningsgranser.
S-vaerdien for totalligningen er dog i visse tilfelde (B.2) nedvendig for en kvantitativ bestemmelse.

Tabel B.1

99 % pavisningsgraenser for fremmed fedtstof tilsat til melkefedt i %

Fremmed fodistof Specifil;]ligning Totalg)gning
Sojabenneolie 2,1 4.4
Solsikkeolie 2,3 4.8
Olivenolie 2,4 4,7
Kokosolie 3,5 43
Palmeolie 4,4 4,7
Palmekernefedt 4,6 5,9
Rapsolie 2,0 4,4
Horfreolie 2,0 4,0
Hvedekimolie 2,7 6,4
Majskimolie 2,2 4,5
Bomuldsfrgolie 3,3 4.4
Svinefedt 2,7 4,7
Oksetalg 52 5,4
Heerdet fiskeolie 5,4 6,1

BEREGNING

Der foretages kun en kvantitativ bestemmelse af fremmede fedtstoffer, hvis mindst en af S-veerdierne (tabel 2 eller tabel
5) er overskredet. For at fa kvantitative oplysninger beregnes massefraktionen, wy, af fremmede fedtstoffer eller af blan-
ding af fremmede fedtstoffer, udtrykt i %, i preven ved hjalp af folgende formel:

w,=100- |%|((3.1))

hvor

S er resultatet ved indsattelse af TG-data for malkefedt, som der er tilsat et fremmed fedtstof eller en blanding af
fremmede fedtstoffer, i en af ligningerne 3-7

S¢  er en konstant, der afhanger af, hvilken type fremmed fedtstof der er tilsat.
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Hvis typen af fremmed fedtstof, der er tilsat til maelkefedt, ikke kendes, anvendes en generel Si-vaerdi pa 7,46 (tabel B.2).
S-vardien fremkommet ved ligning 7 anvendes altid, ogsa selv om dens S-grenser ikke er overskredet, men en anden
lignings graenser er overskredet.

For kendte fremmede fedtstoffer indszttes deres specifikke Si-vaerdier (tabel B.2) i ligning B.1. Den relevante ligning
vedrerende fremmede fedtstoffer vaelges blandt ligningerne 3-6 for at beregne S.

Tabel B.2

Sf-veerdier af forskellige fremmede fedtstoffer

Fremmed fedtstof S
Ukendt 7,46
Sojabenneolie 8,18
Solsikkeolie 9,43
Olivenolie 12,75
Kokosolie 118,13
Palmeolie 7,55
Palmekerneolie 112,32
Rapsolie 3,30
Heorfroolie 4,44
Hvedekimolie 27,45
Majskimolie 9,29
Bomuldsfraolie 41,18
Svinefedt 177,55
Oksetalg 17,56
Fiskeolie 64,12

B.3 ANGIVELSE AF RESULTATER
Resultatet angives med 2 decimaler.
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BILAG XXI

(Artikel 18)

PROCEDURE, SOM SKAL FOLGES, NAR RESULTATERNE AF EN ANALYSE BESTRIDES (KEMISK ANALYSE)

1.

Der foretages en yderligere analyse pa et andet laboratorium, der er godkendt af den kompetente myndighed, ved anven-
delse af den relevante metode efter anmodning fra den erhvervsdrivende, forudsat at forseglede dobbeltprover af pro-
duktet er disponible og har varet opbevaret pd passende made hos den kompetente myndighed. Anmodningen skal
indgives inden syv arbejdsdage efter meddelelsen af resultaterne af den forste analyse. Analysen foretages senest 21
arbejdsdage efter modtagelsen af anmodningen. Den kompetente myndighed sender efter anmodning fra den erhvervs-
drivende og pa dennes bekostning disse prover til et andet laboratorium. Dette laboratorium skal vare autoriseret til at
udfere officielle analyser og skal have en dokumenteret kompetence for de pdgaldende relevante analyser.

De ekspanderede usikkerheder (k = 2) af gennemsnittet y, af de n, gange foretagne mélinger i laboratorium 1 af gen-
nemsnittet y, af de n, gange foretagne malinger i laboratorium 2 er henholdsvis

U =21\[oi-o0 (1 - —) ogU =2\[ca~ crz(l ——|, hvor o, er standardafvigelsen for repeterbarhed, og o, er
¥

stalndardafvigelsen for replroducerbarhed ved den relevante metode. Hvis det endelige méleresultat y beregnes med en
formel af typen y = x, +x,, x, eller y = x, [x,, folges de sedvanlige procedurer til kombinering af stan-

y= »Y =X
dardafvigelser i sddanne tiifaelde flor at finde u51kkerheden

For at afprove, om de to laboratoriers resultater er i overensstemmelse metodens standardafvigelse for reproducerbar-
hed o, beregnes differensens ekspanderede usikkerhed y, —y,:

Hvis den absolutte vardi af differencens mellem laboratoriernes
n, n

gennemsnit |y, - ,| 1kke er storre en usikkerheden U~ ,
7,

1 1
\/U- +U_ = op—02-—-—]|.
Y -7,

s sleu
|y, =] < 7.,

er de to laboratoriers resultater i overensstemmelse med standardafvigelsen for reproducerbarhed 6, og det aritmetiske
gennemsnit af de to laboratoriers gennemsnit

A
y ;

anfores som det endelige resultat. Dets ekspanderede usikkerhed er

1 — 1 1
:E’\/U7]+U7]: OR (5 2—n——n—.
1 2

Sendingen afvises for ikke at overholde den @vre forskriftsmaessige greense UL, hvis

y-U > UL

y y

ellers anses den for at overholde UL.

Sendingen afvises for ikke at overholde den nedre forskriftsmassige greense LL, hvis
y-U <LL

y y

ellers anses den for at overholde LL.

Hvis den absolutte veerdi af differensen mellem laboratoriernes gennemsnit |y, —y,| er storre end usikkerheden U
N7

s slsu
|y, =,| > 73,
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er de to laboratoriers resultater ikke i overensstemmelse med standardafvigelsen for reproducerbarhed.

[ sé fald afvises sendingen for ikke at overholde forskrifterne, hvis den anden analyse bekreafter den forste. Ellers accep-
teres sendingen.

Den kompetente myndighed meddeler den erhvervsdrivende de endelige resultater hurtigst muligt. Omkostningerne ved
den anden analyse péhviler den erhvervsdrivende, hvis sendingen afvises.



29.3.2008 Den Europeiske Unions Tidende L 88/115

BILAG XXII
SAMMENLIGNINGSTABEL
Forordning (EF) nr. 213/2001 Nerverende forordning

Artikel 1 Artikel 1
Artikel 2 Artikel 1
Artikel 3 Artikel 2
— Artikel 3
Artikel 4 —
Artikel 5 —
Artikel 6 Artikel 4
Artikel 7 Artikel 18
Artikel 8 —
Artikel 9 Artikel 5
Artikel 10 Artikel 6
Artikel 11 Artikel 7
Artikel 12 Artikel 8
Artikel 13 Artikel 9
Artikel 14 Artikel 10
Artikel 15 Artikel 11
Artikel 16 Artikel 12
Artikel 17 Artikel 13
— Artikel 14
Artikel 18 Artikel 15
Artikel 19 Artikel 16

Artikel 17

Artikel 19
Artikel 20 —
Artikel 21 —
Artikel 22 Artikel 20
Artikel 23 Artikel 21




